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Resumo

O municipio mineiro de Juiz de Fora se destaca no contexto epidemioldgico por possuir
indicadores de vulnerabilidade, como alto nimero de notificagcbes do estado, com casos
ocorrentes no perimetro urbano, que detém elevada densidade populacional, ocupacédo de areas
limitrofes com fragmento de mata, as quais margeiam areas confirmadamente endémicas,
possibilitando o intercdmbio de artropodes vetores com mamiferos hospedeiros. Tais areas
propiciam o desenvolvimento e a manutencdo dos ciclos enzodtico e epidémico para Febre
Maculosa. Mediante ao exposto, 0 objetivo geral deste projeto foi investigar e mapear a relacéo
natural entre espécies de Rickettsia sp. e seus potenciais vetores em cinco regides de
vulnerabilidade do municipio. Especificamente, objetivaram-se: a determinag¢do da composi¢do
da fauna de ectoparasitos potencialmente vetores coletados sobre hospedeiros vertebrados, bem
como livres no ambiente; analise do ciclo enzo6tico através da deteccao de rickettsias por meio
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR); a caracterizacdo dos agentes rickettsias por
sequenciamento e analises filogenéticas e a avaliacdo dos aspectos epidemioldgicos da
rickettsias circulantes, dos vetores e seus hospedeiros vertebrados. Os ectoparasitos foram
coletados no periodo de 2013-2014 em localidades que carecem de informacGes sobre a
manutencdo do ciclo de transmissdo de rickettsias: Caetés, Igrejinha, Paula Lima, Torredes e
Valadares. No total foram coletados e identificados 12.692 ectoparasitos, entre pulgas do
género Ctenocephalides e carrapatos dos géneros Amblyomma, Rhipicephalus e Dermacentor,
com posterior processamento de 2.379 espécimes de maneira individual ou reunidos em lotes
de acordo com localidade, sexo, estadio de desenvolvimento, constituindo 249 amostras. O
DNA gendmico destas amostras foi extraido e submetido a pesquisa de genes rickettsiais gltA
(género Rickettsia) e ompA (Grupo da Febre Maculosa-GFM). Foram obtidas 29 amostras
positivas, exceto para Caetés; sendo 16 para o gene gltA, com 11 amostras sequenciaveis, e 13
amostras para 0 gene ompA, com sete sequenciaveis, com destaque para Amblyomma
cajennense sendo a espécie mais prevalente e com 4,29% de taxa de infeccdo minima.
Sequéncias com 99 e 100% de identidade com a espécie patogénica Rickettsia felis foram
diagnosticadas em Ctenocephalides canis e Ctenocephalides felis. E de forma inédita o registro
de Rickettsia bellii em Amblyomma dubitatum na Microrregido de Juiz de Fora, apresentando
sequéncias com 97% de homologia. O presente trabalho revela uma maior distribuigdo
geografica de rickettsias do GFM, incluindo R. felis causadora da rickettsiose felis, na
Microrregido de Juiz de Fora.

Palavras-chave: Febre Maculosa, Rickettsia, Amblyomma cajennense, Ctenocephalides sp.,

ompA, gltA.



Abstract

The city of Juiz de Fora, in the Brazilian state of Minas Gerais, stands out in the epidemiologic
context for possessing vulnerability indicators, such as a high number of this state’s
notifications, with cases occurring in the urban perimeter, which contains an elevated
population density, and the occupation of limit areas with forests” fragments, which have a
frontier with confirmed endemic areas, making possible the interchange of arthropod vectors
with mammal hosts. Such areas propitiate the development and the maintenance of the enzootic
and the epidemic cycles for the Spotted Fever. By the above, the general objective of this project
was to investigate and to map the natural relation between Rickettsia sp. Species and its
potential vectors in five regions of vulnerability in the city. Specifically, here are the objectives:
the determination of the fauna composition for ectoparasites potentially vectors, collected on
vertebrate hosts, as well as loose in the environment; analysis of the enzootic cycle through the
detection of rickettsias by Polymerase Chain Reaction (PCR); the rickettsias agents
characterization through sequencing and phylogenetic analyses and the evaluation of the
epidemiologic aspects of the circulating rickettsias, of the vectors and their vertebrate hosts.
The ectoparasites were collected in the period of 2013-2014 in places that need information on
the maintenance of rickettsias transmission cycle: Caetés, Igrejinha, Paula Lima, Torredes e
Valadares. As a total, there were collected and identified 12,692 ectoparasites, among fleas
from the gender Ctenocephalides and ticks from the genders Amblyomma, Rhipicephalus and
Dermacentor, with a posterior processing of 2,379 specimens in an individual way or gathered
in lots according to place, sex, development state, constituting 249 samples. The genomic DNA
from these samples was extracted and submitted to research of rickettsiais gltA (género
Rickettsia) e ompA (Grupo da Febre Maculosa-GFM) genes. There were obtained 29 positive
samples, except for Caetés; from which 16 for the gltA gene, with 11 sequenced samples, and
13 samples for the ompA gene, with seven sequenced; especially Amblyomma cajennense as
the most prevalent species and with 4.29% of minimal infection rate. Sequences with 99 and
100% of identity with the pathogenic species Rickettsia felis were diagnosed in Ctenocephalides
canis and Ctenocephalides felis. And in a surprising way the register of Rickettsia bellii in
Amblyomma dubitatum in Juiz de Fora’s Micro-region, presenting sequences with 97% of
homology. This paper reveals a bigger geographic distribution of rickettsias from GFM,
including R. felis that causes rickettsiosis felis, in Juiz de Fora’s Micro-region.

Keywords: Spotted Fever, Rickettsia, Amblyomma cajennense, Ctenocephalides sp., ompA,
gltA.
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1 Introducéo

Rickettsioses sdo doencas infecciosas, potencialmente fatais, causadas por bactérias
intracelulares, simbiontes em artropodes, e transmitidas, principalmente, através da picada.
Estdo presentes em todos os continentes, com excec¢do da Antartida (CDC, 2006; Graves e
Stenos, 2003; OPAS, 2004; SUCEN, 2014). Engloba diferentes géneros, dos quais se destaca o
género Rickettsia, com o maior nimero de espécies conhecidas (Eremeeva e Dasch, 2000;
Shpynov et al., 2003). Toda infec¢do humana causada por Rickettsia sp. € uma zoonose mantida
na natureza por complexos ciclos enzooticos, envolvendo principalmente ectoparasitos e
mamiferos. Humanos sdo hospedeiros acidentais dentro da dindmica epidemioldgica, ndo
transmitindo o bioagente, e o ciclo epidémico se desenvolve de forma focal, sustentando um
carater endémico.

No Brasil, a principal rickettsiose humana é a Febre Maculosa Brasileira (FMB),
causada pela Rickettsia rickettsii, que tem como vetor carrapatos infectados. E um problema de
salde publica no pais, re-emergindo nas Gltimas décadas com elevados indices de morbidade e
mortalidade, devido ao seu potencial zoonético, por muito tempo subestimado (Lemos, 1991;
Paddock et al., 2002; Rozental, 2003; Barci e Nogueira, 2005; Guedes et al., 2005; Souza et
al., 2008). Labruna e Machado (2006) observam que, depois do virus da raiva, R. rickettsii €,
possivelmente, o bioagente mais letal para humanos, caracterizando a importancia da Febre
Maculosa (FM).

Segundo La Scola e Raoult (1997) a percepcdo da re-emergéncia desta zoonose esta
associada, entre outros fatores, ao aumento do interesse por parte da comunidade cientifica, da
maior disponibilidade de novas técnicas diagndsticas, bem como pela ampla distribuicdo de
potenciais vetores que podem colonizar ambiente rural, urbano, periurbano e de recente
ocupacdo, atuando como reservatério da doenca. Lemos (1991) e Rozental (2003) consideram
que essa ampla distribuicdo € verdadeira, principalmente nos Estados da regido Sudeste, em
especial Sdo Paulo e Minas Gerais.

Esta ampla distribuicdo é particularmente assinalada para Amblyomma cajennense
(Fabricius, 1787), apontado por décadas no Brasil como o principal vetor de R. rickettsii,
(Lemos et al., 1997a; Guedes et al., 2005; Sangioni et al, 2005; Perez et al., 2008). Entretanto, a
analise da diversidade de vetores e hospedeiros de Rickettsia sp. em diversas regides do pais
tem permitido assinalar a importancia de outras espécies no ciclo epidémico e enzo6tico. Assim,

Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772), Amblyomma ovale (Koch, 1844), Amblyomma
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dubitatum (Neumann, 1899), Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), Ctenocephalides
canis (Curtis, 1826) e Ctenocephalides felis (Bouché, 1835) também sdo considerados
transmissores ou potencialmente veiculadores (e.g. Moreira e Magalhdes, 1937; Lemos, 1991;
Pereira e Labruna, 1998; Guimarées et al., 2001; Rozental, 2003, Labruna, 2006; Pinter e
Labruna, 2006; Perez-Osorio et al., 2008; Horta et al., 2010; Moura-Martiniano et al., 2014).

Com o elevado processo de antropizacdo de novas aéreas, anteriormente desocupadas
pelo homem, criou-se uma nova relacdo entre humanos, animais e parasitos, e
consequentemente a criacao de novos nichos ecologicos na cadeia de transmissao das patologias
(Corréa e Passos, 2001), sobretudo no Brasil, pais de numerosos ecossistemas, e de admiravel
biodiversidade da fauna e flora. Porém, tal processo desencadeia a destruicdo desses
ecossistemas em grandes proporcdes pelas atitudes degradantes do homem ao meio. Além
dessas acOes, somam-se a este processo de degradacdo o avango da agricultura, pecuéria,
inchaco dos centros urbanos com posterior ocupagdo desordenada das zonas de expanséo
urbana e éareas rurais, como também a pratica de atividades de ecoturismo e esporte,
propiciando, assim, um contato mais estreito entre homens e de seus animais domesticados com
animais silvestres em seu habitat. Tais interacdes resultam em casos de zoonoses, sob forma
epidémica por disseminacdo de animais susceptiveis e 0 aumento da propagacao espacial da
doenca (Barlett e Judge, 1997).

Nesse contexto de relevancia epidemiolédgica da FMB, destaca-se Minas Gerais, segundo
estado com maior nimero de casos no pais, e, em especial, 0 municipio de Juiz de Fora,
localizado na Zona da mata Mineira, que apresenta elevados indices de morbidade e
mortalidade, sendo o maior notificador (SINAN, 2015). Contudo, ndo existem casos desta
patologia registrados para as zonas de expansdo urbana e rurais desse municipio, mesmo
considerando que tais zonas margeiam areas endémicas, possuem um grande ndmero de
potenciais vetores e estdo sob pressdo antropica e econdmica, reunindo assim, condicGes
epidemioldgicas para a manutencdo do ciclo enzodtico de Rickettsia sp., podendo permanecer
como focos silenciosos (Galvao, 1996), e serem consideradas areas de vulnerabilidade para FM.

Valendo-se deste contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi desenvolver a investigacéo
e mapeamento da relacdo natural entre espécies de Rickettsia e seus potenciais vetores em areas

de vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora.
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2 Revisdo de Literatura

2.1 Histoérico da Febre Maculosa

Doencas deflagradas por bactérias do género Rickettsia situam-se entre as que mais
devastaram os humanos, causando padecimento e mortes, até mesmo para aos pesquisadores
precursores no diagnéstico e na pesquisa sobre tais (Galvdo, 1996; Birchard e Sherding, 1998;
Galvéo et al. 2002). As doencas produzidas por rickettsias ttm ampla distribuicdo mundial, e
varios géneros e espécies da familia Rickettsiaceae mantém ciclos zoondticos na natureza (Acha
e Szyfres, 1986), podendo se apresentar nas formas epidémica ou esporédica, relacionados
intrinsecamente a fatores ecoepidemiolégicos (Lemos, 1996).

Provavelmente a primeira epidemia relatada no mundo causada por Rickettsia, mais
especificamente a Rickettsia typhi, agente do tifo Murino, data do século 5 a.C., e foi
denominada “praga de Atenas”. Somente 21 séculos depois, ja em 16 d.C, foi confirmada na
Europa a epidemia de tifo Murino; doravante incontaveis relatos surgiram pelo mundo (Silveira,
2006).

Historicamente, nos Estados Unidos da América (EUA), o primeiro relato da
enfermidade se deu em 1896 por Marshal Wood, médico do exército americano em Idaho,
(Harden, 1990). Porém, a descri¢do da patologia- Rocky Mountain Spotted Fever (Febre das
Montanhas Rochosas-RMSF)- s6 se da em 1899, quando Kenneth Maxcy faz a primeira
publicacéo cientifica, no vale do Snaker River, no mesmo estado deste pais, definindo-a como
doenca febril endémica, ndo contagiosa e infecciosa, caracterizada clinicamente por febre alta,
dores musculares, artrite e erupgdes petequeais ou purpurais profusas na pele, surgindo
inicialmente nos tornozelos, pulsos e testa, difundindo-se rapidamente e centripetamente para
todas as partes do corpo (Harden, 1990) e denominado de “black measles” (sarampo preto)
(SVS, 2011).

Em 1902, Wilson e Chowning denominaram o agente causador da FM como
Piroplasma hominis, além de sugerirem que a doenca seria transmitida através do carrapato
Dermacentor andersoni (Stiles, 1908) (Wilson e Chowning, 1904). Howard Taylor Ricketts em
seus estudos, entre os anos de 1906 a 1909, obteve éxito em seus experimentos com a
transmissdo do bioagente para porquinhos da india, percebendo a presenca da bactéria em
esfregacos sanguineos obtidos a partir de tecidos de carrapatos, identificando assim, o agente
etiologico da RMSF, como também, designando a fun¢do do mesmo na transmissibilidade da

patologia, incriminando-o como vetor (Cox, 1952; Galvéo et al., 2002; Weiss e Strauss, 1991).
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Durante os anos de 1916 a 1919, quando descreveu o bioagente da RMSF, Wolbach denominou
a bactéria como Rickettsia rickettsii em homenagem ao trabalho de Howard Taylor Ricketts
com os porquinhos da India, (Wolbach, 1919, Weiss e Strauss, 1991).

Em outubro de 1929, a FMB foi reconhecida pela primeira vez no Brasil por José Toledo
Piza no estado de Sdo Paulo, em areas circunscritas as regides suburbanas da capital,
consideradas com de expansdo urbana, onde atualmente sdo os bairros de Sumaré e Perdizes;
ainda no mesmo ano e estado, José Toledo Piza deu inicio a diferenciacdo FMB dentre outras
doencas exantematicas no Brasil, como também exibiu sua similaridade com a entidade
nosolégica descrita pelos americanos como RMSF (e.g. Piza, 1932; Dias e Martins, 1939;
Magalhées, 1952; Tiriba, 1972; Silva e Galvdo, 2004). De outubro de 1929 até setembro de
1933, foram descritos 88 casos positivos da “nova” doenga (Lemos-Monteiro, 1933a).

H& mais de um século, por volta de 1890, ja se evidenciava o conhecimento da FMB
pela populagéo no interior do pais (Pascale, 1946; Lemos et al., 2002), sendo registrada como
“sarampao”, “sarampo preto”, “febre tifoide hemorragica”, “pintada”, “febre chitada” e “febre
tiféide das montanhas”, bem conhecida nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo
(Magalhées, 1952).

Procurando definir o vetor da patologia no Brasil, Lemos-Monteiro e Fonseca (1932a),
no inicio da década de 30, em experimentos laboratoriais, evidenciaram pela primeira vez que
ixodideos da espécie A. cajennense podiam se infectar com R. rickettsii, quando alimentados
em cobaias experimentalmente infectadas, e testaram também a competéncia vetorial de
espécimes dos géneros Argas e Ornithodoros, se apresentando positivamente somente o do
segundo género, especificamente o Ornithodoros rostratus, que se infectou e transmitiu a
infeccdo para cobaias.

Todavia, através de estudos epidemioldgicos acerca da incidéncia da patologia, 0s
autores envolvidos no processo afirmaram da possivel existéncia de outros vetores culpados
pela transmissdo da doenga em condigdes naturais. Posteriormente, apoiaram que 0 nome da
enfermidade em humanos, até entdo conhecida como tifo endémico de So Paulo, mudasse para
Tifo Exantematico de Sdo Paulo (TESP), nomeando seu agente etioldgico de Rickettsia
brasiliensis. Em tal estudo, os autores examinaram a competéncia vetorial de diversos
ectoparasitos (pulgas, piolhos, &caros e carrapatos) presentes nas casas e suas adjacéncias de
areas onde houve casos de TESP, em busca da determinacdo do provavel vetor. De todos as
espécies testadas, na sua totalidade foram negativas, sugerindo que o agente etiologico da TESP
deveria ocorrer numa propor¢cdo muito baixa na populacdo de vetores (Lemos-Monteiro e
Fonseca, 1932a).
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No mesmo periodo, 0s mesmos pesquisadores demonstraram a transmissao transestadial
da Rickettsia brasiliensis pelo carrapato A. cajennense, alem de verificar a transmissdo
transovariana do agente por espécimes do ixodideo, reconhecendo a bactéria ao examinarem
tecidos internos do artrépode (Lemos-Monteiro et al., 1932b) Simultaneamente, Meyer et al.,
(1932), obtiverem éxito ao reproduzir a enfermidade através da inoculagdo de emulsdo de
piolhos retirados de um cadaver humano acometido por TESP, no peritdnio das cobaias.

Ainda no inicio da referida década, atraves de estudos/experimentos realizados em
parceria com 0 Rocky Mountain Laboratory, nos EUA, Lemos-Monteiro, verificou em cobaias,
a imunidade cruzada entre amostras de soros de animais imunes ao TESP frente a soros animais
imunes a RMSF, sendo esta a primeira evidéncia de que a patologia no Brasil era causada pela
R. rickettsii (Lemos-Monteiro, 1933b).

Mais uma contribuicdo para a elucidacdo a respeito da epidemiologia da FM foi
realizado por Regendaz e Muniz, ainda nos anos 30, no Rio de Janeiro, obtendo éxito ao
demonstrar que o R. sanguineus era capaz de manter a infeccdo transestadial, quando
realizavam repasto sanguineo em cobaias infectadas, apesar de ndo terem conseguido
comprovar o parasitismo desse em humanos (Regendaz e Munis, 1936).

Enguanto em Minas Gerais, Moreira e Magalhdes, na mesma década, foram os primeiros
a realizarem estudo epidemioldgico da doenca, pois estavam intrigados com a mesma, que
apresentava letalidade préxima de 100% e ndo exibia correlacdo com as demais doencas da
época; nao obstante, a possibilidade da participacdo de animais silvestres na epidemiologia da
FM, ja sugerida por Ricketts em 1909. Foi desses autores a proeza de isolar, pela primeira vez
0 bioagente da doencga a partir de um animal silvestre, como também o encontro de A.
cajennense naturalmente infectado parasitando cdo doméstico (Canis familiaris Linnaeus,
1766); demonstrando, em seguida, que o cdo é susceptivel a moléstia (Moreira e Magalhdes,
1937).

Como resultado de suas pesquisas, tais autores publicaram um trabalho nomeado de
“trabalho definitivo”, suas descobertas acerca da epidemiologia da enfermidade e concluiram
gue se tratava de uma patologia infecciosa, febril, aguda, via de regra exantematica, de amplo
espectro clinico e comumente de elevada letalidade, predominantemente de caréater rural e
registrada ha mais de 30 anos em todo o estado; determinando distintamente o desempenho do
A. cajennense como principal vetor da moléstia ao humano (Moreira e Magalhaes, 1937).

Os pesquisadores supracitados, valendo-se de técnicas indiretas de diagndstico, tais
como Weil-Felix, registraram uma lista de animais silvestres e domésticos portadores de

rickettsioses do Grupo da Febre Maculosa (GFM), como o cdo doméstico, gamba (Didelphis
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marsupialis Linnaeus, 1758), o cachorro do mato Dusicyon sp (Sin. Canis brasiliensis), o
coelho do mato (Sylvilagus brasiliensis, sin. Sylvilagus minensis), o prea (Cavia aperea
Erxleben, 1777) e a cutia (Dasyprocta, spp.) como possiveis reservatérios do bioagente
(Moreira e Magalhdes, 1937), dando énfase para o cdo doméstico, cuja importancia na
epidemiologia da doenga foi apurada pela primeira vez em 1933 (Magalh&es e Rocha, 1944).

Os pesquisadores ainda classificaram a doenca que ocorria no estado como uma
variedade da RMSF, frisando, contudo, que se tratava de uma doenga autdctone da America do
Sul. Devido a coincidéncia entre os aspectos clinicos do TESP e o Tifo Exantematico de Minas
Gerais, foi proposto que ambas moléstias se tornassem conhecidas como Tifo Exantemético do
Brasil, embora ndo reconhecessem R. brasiliensis, descrita pelos pesquisadores paulistas, como
0 possivel bioagente da patologia (Moreira e Magalhées, 1937).

Nos anos 40, Travassos e Vallejo pesquisaram a possibilidade de outros animais
albergarem o agente da doenca e verificaram que o pred era susceptivel ao agente,
desenvolvendo a doenca a semelhanca das cobaias, quando inoculados experimentalmente,
enquanto que a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766) ndo apresentava
sintomatologia clinica quando inoculadas experimentalmente, apesar da possibilidade em se
isolar o agente a partir do sangue e 6rgaos internos do animal entre o quinto e décimo primeiro
dia pés-inoculacdo. Ainda que nédo tivessem obtido sucesso nas tentativas de isolamento do
agente do Tifo Exantematico do Brasil a partir de capivaras e preas capturados em areas de
ocorréncia da doenca, houve a constatacdo de que alguns animais trazidos da natureza eram
refratarios a infeccdo experimental do agente da doenga. Com isso, concluiram que tais animais
ja haviam tido contato com a moléstia em seu ambiente natural e sobreviveram (Travassos e
Vallejo, 1942a).

Em sua segunda publicacado, Travassos e Vallejo demonstraram a infeccao de espécimes
adultos de A. cajennense ap0s se alimentarem em capivaras experimentalmente infectadas pelo
agente; apesar ndo se certificarem que os ectoparasitos utilizados, eram previamente livres do
agente etiologico, porque foram coletados em condic¢des naturais de parasitismo (Travassos e
Vallejo, 1942b).

Também nos anos 40, os pesquisadores acima mencionados publicam um amplo,
completo e ainda atual trabalho sobre a manutencéo de ixodideos em laboratdrio para producgéo
de uma vacina (Travassos e Vallejo-Freire, 1944-1945), que teve sua primeira tentativa de
producdo em 1909 por Charles Nicolle’s (Falcao, 1966), porém a falta de éxito fez com que
pesquisadores testassem métodos mais dindmicos no tratamento dos doentes (Tibira et al.,
1968).
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Foi quando no final da década de 40, durante e logo ap6s a 22 Guerra Mundial, ocorreram
grandes avancos tecnoldgicos na microbiologia, como o advento da antibioticoterapia (Silva,
1985), a qual foi imensamente utilizada, vista como a principal arma encontrada pelos
pesquisadores no combate a enfermidade, especialmente a tetraciclina e o cloranfenicol (Tibira
et al., 1968), que a doenga comecou a ter ocorréncia duvidosa tanto no Brasil, como nos EUA,
ressurgindo com maior forca a partir da década de 70 (Burgdorfer, 1975; Rehécek et al., 1976;
Rehéacek et al., 1977; Rozental et al., 2002; Rozental, 2003).

Seguido a este periodo de inumeras pesquisas, publicacbes e descoberta de casos,
instalou-se uma fase de siléncio epidemioldgico, onde ndo houve descricao na literatura médica
a respeito da enfermidade, silencio esse proveniente do uso indiscriminado das novas drogas,
os antimicrobianos (Galvao, 1988), utilizados por pacientes com diminutas manifestaces
clinicas, como quadro febril a esclarecer, consequentemente levando a doenga ao esquecimento,
por frustrar seus sinais e sintomas mais contundentes, especialmente o exantema maculo-
papular; mas nem por isso, a enfermidade deixou de vitimar, seja na transformacao do ambiente,
como também pela antropizacédo de focos naturais da moléstia (Galvao, 1996).

Porém Jayme Neves, através de relato pessoal, expds que durante os anos de 1957 até
1979, o Hospital Carlos Chagas, antiga Clinica de Doencas Infecciosas da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, atendeu diversos casos, pois era 0 centro
de referéncia de todo o estado, mas com seu fechamento no ano de 1979, foram perdidos os
registros da FMB, e com isso toda sua memoria (Galvéo, 1988).

Apesar de Lemos-Monteiro e equipe terem sugerido a Rickettsia brasiliensis como o
plausivel agente da enfermidade, a nomenclatura ndo foi adotada pelos demais pesquisadores
(Moreira e Magalhdes, 1937). A suspeita sobre a espécie debrucava-se sobre a falta de
diagnostico especifico e caracterizacdo do agente, pois o resultado obtido a partir da sorologia
tanto de animal, quanto de humano positiva para R. rickettsii ndo era elucidativo em funcéo das
reacOes cruzadas entre as demais rickettsias do GFM, ou seja, a titulagcdo apresentada poderia
ter sido induzida por rickettsia ndo patogénica ou mesmo rickettsia de baixa viruléncia do GFM
(Mcdade e Newhouse, 1986).

Inicialmente a R. rickettsii era considerada como sendo um “virus”, entretanto, Buxton
e Fraser (1977), classificaram-na como bactérias que desenvolveram um modo de vida
ultraparasitaria. Somente 3 décadas depois, nos anos 70, mais precisamente em 1978, obteve-
se a ratificagdo de que o agente causador da FMB era realmente a R. rickettsii, através da técnica

de sorotipagem por microimunofluorescéncia de uma amostra do agente causador do TESP
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enviada pelo Doutor Lemos-Monteiro ao Doutor Parker no Rocky Mountain Laboratory ainda
na década de 30 (Philip et al., 1978).

Nos ultimos 40 anos no Brasil, a FMB vem sendo diagnosticada na regido Sudeste,
principalmente. Desde 1997, o estado do Rio de Janeiro vem confirmando casos nas regides da
Baixada e Médio Paraiba (Burgdorfer, 1975; Rehécek et al., 1976; Rehacek et al., 1977;
Rozental et al., 2002; Rozental, 2003).

No final da década de 70, mais precisamente em 1979, pela primeira vez foi relatada a
presenca da FMB na capital do estado da Bahia, Salvador, insinuando uma distribuicdo
geogréfica ainda mais dilatada da doenca do que se reconhecia, pois anteriormente a este caso,
a incidéncia se restringia aos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Mancini et
al., 1983).

Ja no inicio da década de 80, Gongalves et al., (1981) exibiram casos diagnosticados de
FMB no Rio de Janeiro, baseados em aspectos clinico-epidemiolégicos e laboratoriais, e
chamaram a atenc¢do para as manifestacdes clinicas da patologia, no que tange ao diagnostico
diferencial da FMB com outras enfermidades frequentes na pratica da clinica.

Poucos anos depois, em 1983, Galvédo et al., (1983) expuseram um surto epidémico de
FMB ocorrido no norte do estado de Minas Gerais fundamentado em critérios clinico-
epidemioldgicos e laboratoriais, e efetivaram investigacéo soroldgica para rickettsioses em cédes
oriundos da mesma regido. No fim dos anos 80, Galvédo pesquisa a ocorréncia da doenca, no
mesmo estado, e seus determinantes atraves de averiguacdo soro-epidemiologico, utilizando-se
da reacdo de imunofluorescéncia indireta- RIFI (Galvao, 1988).

Em 1992, utilizando-se bidpsia de pele, € realizado o isolamento do género Rickettsia
em humanos (Melles et al., 1992), e no ano de 1996, obteve-se o primeiro isolamento do género
a partir de ixodideos A. dubitatum, contraido a partir da capivara (Lemos et al., 1996b). Em
ambas realizacOes, a identificacdes foi restringida até género.

Galvéo (1996) publica pesquisa de casos suspeitos e confirmados de FMB nos anos 80
e 90, dando enfoque as caracteristicas epidemiolédgicas de um foco peri-urbano no Vale do Rio
Doce, Minas Gerais, e cita diversos municipios desse estado que apresentaram tais relatos.

Os anos 90 e o inicio dos anos 2000 foram caracterizados pela efetivacdo de maltiplos
inquéritos soros-epidemiologicos na populacdo humana e animal nos estados de Minas Gerais
(Galvéo et al. 2002; Galvéo et al. 2003), Rio de Janeiro, S&o Paulo (Del Guercio et al., 1997,
Lemos et al., 1996a), Espirito Santo (Sexton et al., 1993), os quais apontaram Minas Gerais

como sendo o estado com maior prevaléncia de FMB (Calic et al., 1998; Galvao, 1996; Lemos
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et al., 1994), como também Séao Paulo (Melles et al., 1992; Lemos et al., 1996a; Lemos et al.,
2001).

De 2002 a 2006 foram diagnosticados os primeiros casos de FM nos estados de Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul (SINAN, 2015). Os ultimos estados a serem notificados
com casos foram Distrito Federal, Mato Grosso e Ceara (SINAN, 2015). No entanto, a
confirmacédo da espécie de Rickettsia envolvida nos casos fora da regido sudeste, associado a
fatores clinicos e epidemiolégicos, sugere que pelo menos parte deles ndo tenha sido causado
pela espécie R. rickettsii (Labruna, 2006).

Devido ao aumento do numero de casos e 6bitos por FMB em humanos, instituiu-se a
notificacdo compulsdria da doenga no Brasil, conforme Portaria do Ministério da Satde (MS)
n° 1.943, de 18 de outubro de 2001 (BRASIL, 2001), entretanto, somente passou a integrar o
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) a partir de 2007. Na década
seguinte, o MS divulgou uma nova Portaria de n° 1.271, de 6 de junho de 2014 (SVS, 2014),
redefinindo a classificacdo da doenca para notificacdo compulséria imediata; aumentando mais
a sensibilidade do sistema de salde para a captacdo de casos e permitindo, assim, sua
investigacdo em diferentes ambientes, ampliando o conhecimento sobre a circulacdo de
Rickettsia spp. nos diversos espacos geopoliticos, através de um sistema de vigilancia
epidemiolégica com uma rede de laboratdrios de referéncia para enfermidades.

2.2 Caracterizacao Geral da Rickettsias

Com o advento da filogenética molecular, os bioagentes do género Rickettsia estdo, com
base em caracteres moleculares e antigénicos, atualmente classificados em quatro grupos bem
distintos: o Grupo do Tifo (GT), que inclui Rickettsia prowazekii- causadora do tifo epidémico
(a primeira rickettsiose humana ser reconhecida, feito realizado por Henrique da Rocha Lima
em 1916, homenageando Howard Taylor Ricketts e Stanislas VVon Prowazek, pesquisadores
mortos em consequéncia da moléstia) transmitida por piolho, e Rickettsia typhi- causadora do
tifo Murino ou endémico, transmitida por pulgas; o Grupo da Febre Maculosa (GFM), que
inclui R. rickettsii e Rickettsia conorii, dentre outras; o Grupo Ancestral (GA), que inclui
Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis, ambas sendo de patogenicidade desconhecida e o
Grupo de Transi¢do (GTr), que inclui Rickettsia felis e Rickettsia akari, conexas a pulgas e a

pequenos acaros dos géneros Ctenocephalides e Allodermanyssus, respectivamente (e.g.
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Stothrd et al., 1994; Roux et al., 1997; Raoult e Roux, 1997; Sekeyova et al., 2000; Roux e
Raoult, 2000; Gillespie et al., 2007).

Para diferenciar 0s grupos supracitados sdo usadas caracteristicas, tais como:
lipopolissacarideos e proteinas de membrana especificas para cada grupo (Bacellar, 1996;
Eremeeva e Dasch, 2000; Valbuena e Walker, 2006).

As rickettsias sdo pertencentes a Classe Proteobactéria, Ordem Rickettsiales, Tribo
Rickettsiaeae, Familia Rickettsiaceae e género Rickettsia (Hackstadt et al.,1992). As rickettsias
patogénicas compdem um grupo de microrganismos com caracteristicas de bactérias Gram-
negativas, alfa-proteobactérias, sem motilidade e pleomorficas (cocoides, cocobacilares, mas
sendo a forma mais comum a de pequenos bacilos), visiveis a microscopia fotdnica, que medem
aproximadamente 0.3 a 0.5um de diametro por 0.8-2,0um de comprimento, nao se corando pelo
Gram, e sim, pelas técnicas de coloracdo de Giménez ou Giemsa; sdo proteobacterias do
subgrupo o 1, parasitos intracelulares obrigatorias, podendo se localizar no compartimento
intracitoplasmatico (citoplasma e/ou nucleo) das células hospedeiras infectadas, cujo principal
alvo em vertebrados sdo as células endoteliais, nas quais se multiplica, causando vasculites com
ativacdo de plaquetas e do sistema de coagulacdo; enquanto nos artropodes vetores,
permanecem em células do intestino, tubulos de Malpighi, hemolinfa, glandulas salivares e
ovarios (e.g. Gimenez, 1964; Burgdorfer, 1970; Elisberg e Bozeman, 1979; Weiss e Moulder,
1984; Walker e Dasch, 1994; Billings et al., 1998; Eremeeva e Dasch, 2000; Dumler et al.,
2001; Yu e Walker, 2003; Souza et al., 2004; Lemos, 2005; Raoult et al., 2005; Greene e
Breitschwerdt, 2006; Valbuena e Walker, 2006).

A composicdo de sua parede celular é similar & das bactérias Gram-negativas,
apresentando lipopolissacarideos, peptideoglicanos, proteinas de 135 kDa, Outher Membrane
Protein B (ompB) de 17kDa e de Outher Membrane Protein A (ompA) 190kDa, especifica para
as rickettsias do GFM (Elisberg e Bozeman, 1979; Weiss e Moulder, 1984; Olson e McDade,
1994; Walker e Bouyer, 2003; Lemos, 2005). (Figura 1).

O genoma da R. rickettsii contém 1.3x10° D de acido desoxirribonucleico (DNA). A
percentagem molar de guanina e citosina é de 32 a 33 mol% (Tyeryar et al., 1973, Walker,
1989).



26

—
LL N
| BN,

% . »
£

&, -
[ »
» o
Figura 1: Rickettsia rickettsii parasitando células do endotélio vascular de

mamiferos, corada pela técnica de Giemsa.
(Fonte: www.cdc.gov/ncidod/dvrd/rmsf/IMAGES/rick-IHC.jpg).

Durante muitos anos, discutiu-se a posi¢ado taxondmica das rickettsias, e segundo Lemos
(1991), como produtos da degradacdo das paredes celulares observam-se glicosamina, acido
muraminico, além de glicose, galactose, acido glicurdnico e grande nimero de diferentes
aminoacidos; é encontrado também o &cido diaminopamélico, refor¢ando o conceito de que as
rickettsias sdo, sem duvida, bactérias. Porém num passado ndo muito longinquo, consideravam-
nas como “grandes virus”, devido a sua incapacidade de sobrevivéncia extracelular, por ndo
serem isoladas em meio artificial e pela auséncia de sistemas enzimaticos complexos (WHO,
1988; La Scola e Raoult, 1997; Azad e Beard, 1998).

Em relagdo a sua distribuicdo na célula, caracteristicamente as rickettsias do GFM
frequentemente invadem o nucleo da célula hospedeira, diferenciando-se das outras espécies
gue se encontram no citosol, fagossoma como as rickettsias do GT e as ehrlichias,
respectivamente (Lemos, 2005).

A principal representante do GFM no Brasil, R. rickettsii, apresenta como principal
hospedeiro invertebrado os carrapatos do género Amblyomma, porém a pulga, o piolho e outros
géneros de carrapatos, como por exemplo Dermacentor e Rhipicephalus, também podem ser
hospedeiros invertebrados desse agente. (Galvao et al., 2006; Gehrke et al., 2009; Gehrke,
2010). Casos humanos de infeccdo por bactérias do género Rickettsia tém sido descritos em

varios paises da América do Sul nos Gltimos vinte anos (Galvao et al., 2006).
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2.3 As Rickettsioses

Até o inicio do século XXI, no GFM (o maior agrupamento, constituido por mais de 30
espécies véalidas) somente nove espécies de rickettsias eram tidas como patogénicas para o
humano, porém com o avanco das técnicas da biologia molecular, este nimero saltou para pelo
menos 15, que estdo ligadas a infeccdo causadas por rickettsioses no mundo, sendo elas:
Rickettsia aeschlimannii, R. africae, R. akari, Rickettsia australis, R. conorii, R. felis, Rickettsia
helvetica, Rickettsia honei, Rickettsia japonica, Rickettsia marmionii, Rickettsia
mongolotimonae, Rickettsia parkeri, R. rickettsii, Rickettsia sibirica, Rickettsia slovaca. Todas
as outras rickettsias do GFM séo veiculadas por carrapatos (Raoult e Roux, 1997; Raoult et al.,
2002; Brouqui et al., 2004; Labruna, 2006; Horta et al., 2007; Pacheco et al., 2008; Parola et
al., 2009; Labruna, 2009).

Quando registradas somente nos vetores, as rickettsias do GFM s&o designadas como
de patogenicidade desconhecida, ja quando em humanos sdo inseridas nas patogénicas
(Paddock et al., 2004).

Ultimamente, determinadas espécies de Rickettsia tem sido assinaladas como
causadoras de patologias muitas vezes incognitas ou emergentes, como Rickettsia massiliae, na
Italia (Vitale et al., 2006), Rickettsia aeschlimannii, em Marrocos (Raoult et al., 2002) e a
Rickettsia amblyommii, que inicialmente foi descoberta na Carolina do Norte, EUA (Apperson
et al., 2008), e sua descoberta mais recente no Brasil foi por Nunes em 2014 (dados néo
publicados), no municipio de Juiz de Fora. Tais enfermidades tem ocorrido por todo 0 mundo,
manifestando-se de forma branda ou podendo até causar dbitos.

Nas Américas, a FM é causada por algumas rickettsias, como a R. rickettsii, R. parkeri,
R. felis, R. africae e R. akari. Recentemente, nesse continente, outras espécies de Rickettsia tem
sido descritas em ixodideos com possivel associacdo a casos de FM em humanos ou animais
(Billeter et al., 2007; Apperson et al., 2008; Saito et al., 2008).

A espécie de Rickettsia mais abundante no Brasil € a R. bellii, e ja foi isolada de A.
aureolatum, A. dubitatum, Amblyomma humerale (Koch, 1844), Amblyomma scalpturatum
Neumann, 1906), Amblyomma. rotundatum (Koch 1844), Amblyomma oblongogutatum (Koch
1844), A. ovale, Ixodes loricatus (Neumann, 1899) e Haemaphysalis juxtakochi (Cooley, 1946)
(Labruna et al.,2004; Pinter e Labruna, 2006; Labruna et al., 2007).

O agente etiologico R. parkeri é responsavel por causar Febre Maculosa Ganglionar,

porém distingue-se por ser uma enfermidade de curso brando, ndo apresentando letalidade
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registrada, dificultando assim, o diagndstico clinico, passando desapercebida em locais outrora
nunca relatada; o primeiro caso de infeccdo humana por R. parkeri ocorreu no estado da
Virginia (EUA) no ano de 2004 (Paddock et al., 2004); essa mesma febre foi verificada no
Uruguai, Argentina e Brasil, onde ja foi detectada e isolada em carrapatos Amblyomma triste
(Koch, 1844), A. ovale e A. dubitatum (e.g. Venzal et al., 2004; Labruna et al., 2004a; Pacheco
et al., 2006; Silveira et al., 2007; Nava et al., 2008; Krawczak, 2012); contudo, no Brasil, raras
sdo as ocorréncias do A. triste (Silveira et al., 2007)

A rickettsiose causada pelo agente R. felis foi primeiramente descrita no EUA (Schriefer
et al., 1994) e em seguida nos continentes: europeu (Perez-Arellano et al., 2005; Raoult et al.,
2001; Richter et al., 2002), africano (Znazen et al., 2006) e asiatico (Choi et al., 2005; Parola
et al., 2003; Tsai et al., 2008). No continente americano, México e Brasil (estado de Minas
Geralis) sdo paises que relataram casos de Obitos por rickettsiose felis (e.g. Zavala-Velazquez et
al., 2000; Raoult et al., 2001; Galvéo et al., 2004; Cardoso et al., 2006).

No Brasil, através da RIFI, pesquisadores detectaram a presenca de anticorpos reativos
para R. felis no soro de 87,5% de gatos (Felis catus Linnaeus, 1758) utilizados como fonte
alimentar de C. felis, e de 40% dos pesquisadores envolvidos no estudo; fato este de elevada
importancia epidemiolégica, pois atesta o potencial das pulgas como vetores na transmisséo do
bioagente (Horta et al., 2006; Horta et al., 2010).

Em Minas Gerais, além de terem sido descritos casos humanos de rickettsiose felis
(Oliveira et al., 2002), o agente foi encontrado em sifonapteros do género Ctenocephalides, e
em ixodideos R. sanguineus e A. cajennense (Cardoso et al., 2006; Oliveira et al., 2008),

O género Ctenocephalides é normalmente encontrado em gatos e caes em muitas regides
temperadas e tropicais, entretanto também infesta ratos (Rattus spp. Linnaeus, 1758),
camundongos (Mus musculus Linnaeus, 1758), gambas e guaxinins (Procyon lotor Linnaeus,
1758) (Pung et al., 1994; Loftis et al., 2006), indicando possivel participacdo dessas quatro
ultimas espécies citadas no ciclo silvestre da doenc¢a (Nascimento e Schumaker, 2004); além de
acometer o homem (Mérquez et al., 2002; Kenny et al., 2003).

O ciclo das rickettsias no ambiente natural se sustenta pela competéncia dos ixodideos se
portarem como vetores, reservatorios e amplificadores das mesmas (Parola et al., 2005). Deste
modo, os hospedeiros vertebrados desses também estdo envolvidos no ciclo enzooético das
rickettsias, seja amplificando, mantendo e/ou difundindo carrapatos infectados para animais

sinantrépicos ou domésticos (Tabela 1) (Schriefer e Azad, 1994; Fournier e Raoult, 2005).
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Tabela 1: Diversidade de vetores e hospedeiro de rickettsias patogénicas do Grupo Febre Maculosa (GFM).

Riquétsia

Vetor

Hospedeiro

Distribuicéo

Rickettsia rickettsii

Dermacentor andersoni
Dermacentor variabilis
Amblyomma americanum
Rhipicephalus sanguineus
Amblyomma cajennense

Amblyomma aureolatum

Pequenos mamiferos
(roedores, marsupiais,
coelhos), cées, equinos e

aves.

América do Norte, Central e
do Sul.

Rickettsia conorii

Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus pumilio

Pequenos mamiferos

(roedores,marsupiais), caes e

aves.

Europa, Africa, Asia

Rickettsia japonica

Haemaphysalis sp.
Dermacentor taiwanensis
Ixodes sp.

Roedores, céaes

Asia (Japdo, China)

Rickettsia africae

Amblyomma variegatum

Amblyomma hebraeum

Bovinos, caprinos

Africa

Rickettsia slovaca

Dermacentor reticulatus

Dermacentor marginatus

Suinos

Europa, Asia (RUssia)

Rickettsia parkeri

Amblyomma americanum
Amblyomma maculatum
Amblyomma triste

Caes séo apontados como

provaveis hospedeiros.

América do Norte e do Sul

Rickettsia sibirica

Dermacentor sp.
Haemaphysalis sp.
Rhipicephalus sanguineus

Roedores, aves

Asia, Africa

Rickettsia aeschlimannii

Hyalomma marginatus
Rhipicephalus

appendiculatus

Ovinos, caprinos e bovinos

Africa, Europa

Rickettsia helvetica

Ixodes sp.

Céo, gato, cervideo

Europa, Asia

Rickettsia honei

Ixodes spp.
Rhipicephalus spp.

Lagartos, ofideo, roedor
(Rattus rattus)

Austréalia, Asia

Rickettsia australis

Ixodes holocyclus

Roedores, marsupiais

Australia

Rickettsia akari

Liponyssoides sanguineus
Alloderm sp.

Roedores

América do Norte, Rissia,
Africa

Rickettsia felis

Ctenocephalides felis

Cées, gatos, marsupiais

América do Norte e do Sul,

Europa, Africa, Asia

Fonte: Navarro, 2014.
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2.4 Os Ectoparasitos Potencialmente Vetores

Os carrapatos constituem o segundo maior grupo de transmissores de patdgenos (virus,
bactérias, protozoarios e helmintos) para animais e homens, sendo superados apenas pelos
culicideos (Balashov, 1972; Schwan, 1996, Labruna, 2004).

A espécie A. cajennense € originaria da regido Neotropical, pertence ao Filo Arthropoda;
Classe Arachnida; Ordem Ixodida; Familia Ixodidae; Sub-familia Amblyomminae; Género
Amblyomma e Epiteto cajennense.

A denominacao original do A. cajennense é de Kock de 1844 Amblyomma, e deriva de
“amblys”, encoberto e “omma”, olho; e como foi descrito pela primeira vez na Guiana Francesa,
na cidade de Cayena, o epiteto especifico cajennense (Freitas, 2007).

29 ¢¢

No Brasil, 0 A. cajennense é conhecido como “carrapato do cavalo”, “carrapato estrela”,
“rodoleiro”, “picago” ou “carrapato rodolego”, devido ao seu comportamento eclético, pois tem
a capacidade de parasitar diversos hospedeiros, é frequentemente visto parasitando humanos
em suas fases larvaria e ninfal, as quais sdo vulgarmente denominadas de “micuim, carrapatinho
e carrapato polvora” e “vermelhinho”, respectivamente (Figura 02) (e.g. Travassos e Vallejo-
Freire, 1944-1945; Magalhdes, 1952; Aragdo e Fonseca, 1961; Serra-Freire, 1991; Lemos et
al., 1997; Barci e Nogueira, 2005; Souza et al., 2006).

Os hospedeiros primarios desses vetores sdo o0s cavalos (Equus caballus Linnaeus,
1758), antas (Tapirus terrestres, Linnaeus 1758) e capivaras (Aragdo, 1936; Souza et al., 2006),
e para que se haja o pronto estabelecimento da populacdo desse artrépode, € necessario o
preenchimento de dois pré-requisitos: presenca de hospedeiros primarios e condi¢bes
ambientais favoraveis a fase ndo parasitéria (Vieira et al., 2004).

Percebemos tal populacdo em regides de pastos sujos, locais em que a vegetacdo densa

estabelece microclima adequado para referido ectoparasito (Oliveira, 2004; Vieira et al., 2004).
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Figura 2: Amblyomma cajennense, macho a esquerda e fémea a direita.
(Fonte: www.tickencounter.org).

Estudos contemporaneos de genética, biologia e morfologia do principal vetor no Brasil,
demonstraram que A. cajennense se trata de um complexo de ao menos seis espécies distintas,
com cada uma dessas relacionadas com uma area biogeografica (Nava et al., 2014).

A. cajennense € um parasito heteroxeno de trés hospedeiros (trioxeno), principalmente
nos estadios de larva e ninfa (Aragdo, 1911; Aragdo 1936; Aragdo e Fonseca, 1953), as quais
possuem seis e oito patas, respectivamente; e adultos, igualmente as ultimas, sdo octdpodes;
apresenta um rostro alongado e hipostémio constituido de trés fileiras de dentes, possui
peritréma com formato triangular de angulos arredondados, sendo que 6rgdo de Haller e festdes
marginais estdo presentes (Sloss, 1999). As fémeas possuem escudo menor do que o escudo
dos machos, e em formato triangular arredondado anteriormente, enquanto que os machos
apresentam escudo que recobre todo o idiossoma, de coloracé@o escura e ornamentado, e ndo
possuem placas adanais (Barros-Battesti et al., 2006).

Suas trés fases evolutivas (larvas, ninfas e adultos) (Figura 3) sdo capazes de transmitir
a bactéria durante o repasto sanguineo (Comer, 1991). Porém, as fémeas, ndo somente as da
espécie A. cajennense, necessitam de uma refeicdo de sangue para iniciar a clpula e a

ovoposicao, apos a qual morrem (Arthur, 1962).
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Figura 3: Ciclo de vida do ixodideo. (Fonte: Cardoso, 2004).

Nesses ectoparasitos, em especial nas fémeas, a digestdo dos fluidos (sangue e linfa) e
tecidos, se da intracelularmente e processa-se em trés fases:

1) Fase Reparatdria: caracteriza-se pelo inicio da digestdo, quando o pH dos fluidos
ingeridos inibe a acdo das proteases do trato intestinal dos artropodes;

2) Digestao Propriamente Dita: inicia-se durante a fase de ingurgitacdo, quando se da a
concentracdo de nutrientes e a excrecdo, pelas glandulas salivares, do excesso de fluidos de
volta a circulacdo do hospedeiro;

3) Fase Final: ocorre ap6s a separacdo do artropode do hospedeiro, seguindo-se a
digestdo dentro de células fagociticas até a ovoposicéo.

Um possivel fator da sobrevivéncia de agentes patogénicos no sangue e linfa ingeridos
do hospedeiro, como também sua disseminacdo pelos organismos do ixodideos, é a nédo
existéncia da acdo de enzimas proteoliticas no limen intestinal dos mesmos. (Akov, 1982;
Kaufman, 1989; Friedhoff,1990; Sonenshine,1993).

A espécie R. sanguineus, popularmente conhecido como “carrapato marrom do cd0” ou
"carrapato vermelho do cdo", semelhantemente ao A. cajennense, possui ampla distribuicao
mundial; sendo originario da regido Afrotropical, foi introduzido em varios paises do mundo,
provavelmente, pelas migracdes humanas, levando consigo esses ectoparasitos, como também,
pelas importacOes de cdes domesticos infestados, seus hospedeiros de elei¢do; sendo, talvez, o
ixodideo de maior prevaléncia mundo (Labruna, 2004; Estrada-Pefia e Jongejan, 1999; Dantas-
Torres et al., 2006; Evans et al., 2000; Sexton et al., 1976; Pegram et al., 1987).

Historicamente o parasitismo por R. sanguineus ocorre ocasionalmente na regido

Mediterranea, América Central e mais raramente nos EUA, enquanto que na Europa, € de suma
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importancia, porque esse artropode é vetor e reservatorio da R. conorii, 0 agente causador da
Febre Botonosa, também conhecida como Mediterranean Spotted Fever (WHO, 2004).

No Brasil, 0 R. sanguineus € o principal carrapato que parasita os cées que habitam
ambientes rurais, como também peri-urbanos e urbano (Labruna, 2004) (Figura 4); sendo
encontrado em todas as regides do pais é capaz de sobreviver em ambientes fechados (Moraes-
Filho et al., 2009). E um ectoparasito de interesse em satde publica (Palmas et al., 2001),
devido a sua capacidade de carrear e transmitir inimeros patdgenos aos seres humanos (Dantas-
Torres et al., 2006), apesar de que este parasitismo seja relativamente inesperado e incomum

para alguns autores.

Figura 4: Larva, ninfa, macho e fémea de Rhipicephalus sanguineus. (Fonte: www.tickencounter.org).

Até 0 ano de 2004 nenhum caso tinha sido relatado neste pais, porém em 2005, foram
descritos quatro casos de parasitismo humano por esta espécie de Ixodideo, na regido
metropolitana de Recife, Pernambuco (Labruna, 2004; Dantas-Torres et al., 2006). Além disso,
foi evidenciada pela primeira vez a participacdo do R. sanguineus na epidemiologia da R.
rickettsii como vetor em area endémica da regido metropolitana de Sdo Paulo (Cunha et al.,
2009; Moraes-Filho et al., 2009). Na zona rural do Rio de Janeiro, pela primeira vez houve
relato de infecgcdo natural por R. rickettsii em R. sanguineus com registros anteriores de casos
humanos de FMB (CUNHA et al., 2009). Evidencias dos dois ultimos estudos mostram a
participacao desse ixodideo na transmisséo do agente etioldgico da FMB a humanos neste pais.

O A. aureolatum, popularmente denominado de “carrapato-amarelo-do-cao”, é avistado
nas regides Sul e Sudeste, as quais apresentam bioma Mata Atlantica, extensdo esta que esta

inserida na faixa de transigéo entre o clima tropical e subtropical, onde as condicdes de alta
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umidade e temperaturas amenas prevalecem durante o ano todo (Pinter et al., 2004) (Figura 5).
No leste do estado de séo Paulo, este ixodideo foi incriminado como possivel vetor de FMB
(Moraes-Filho et al., 2009), sendo avaliado em alguns locais endémicos, como principal vetor
da bactéria aos humanos (Evans et al., 2000). Quando em ambientes rurais préximos as porc¢oes
residuais de floresta tropical, os canideos sdo seus principais hospedeiros para as formas adultas
(Evans et al., 2000).

Figura 5: Fémea de Amblyomma aureolatum.
(Fonte: www.cloud.cnpgc.embrapa.br).

O A. dubitatum, anteriormente denominado Amblyomma cooperi, € um ectoparasito que,
embora pouco prevalente no Brasil, detém uma grande importancia no cenario epidemioldgico,
pois foi descrito sua infeccdo por R. rickettsii (Moura-Martiniano et al., 2014). Mesmo tendo
um maior tropismo por capivaras, ha relatos do A. dubitatum infestando bovinos (Squire, 1972),
mediante a este fato, podemos conjecturar um possivel parasitismo em humanos, uma vez que

esses, em virtude da criacdo, possuem uma relagdo estreito com o animal. (Figura 6).

Figura 6: Fémea de Amblyomma dubitatum.
(Fonte: www.cloud.cnpgc.embrapa.br).
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Assinalado como o ixodideo de maior potencial de transmissdo de FM nos estados de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, o A. ovale, foi durante o periodo de inquéritos de casos, a
espécie mais coletada, apresentando maior antropofilia e maior positividade nos focos. No
estado do Ceara, na regido de Baturite, esta espécie € incriminada com maior evidéncia de

transmisséo no ciclo epidémico (Gazéta et al., 2013). (Figura 7).

Figura 7: Macho de Amblyomma ovale.
(Fonte: www.cloud.cnpgc.embrapa.br).

Sifonépteros do género Ctenocephalides spp. sdo responsaveis por transmitir a R. felis,
que foi encontrada pela primeira vez no intestino médio de C. felis, coletada de um gato, e
caracterizada posteriormente como nova espécie por ferramentas moleculares (Adams et al.,
1990; Bouyer et al., 2001) (Figura 8). Ultimamente, a identificacdo por técnica genotipica de
biologia molecular estad sendo amplamente utilizada, pois admite a caracterizacdo das espécies
anteriormente ndo encontradas, como a R. felis (Bouyer et al., 2001). Apesar de existirem
subsidios da deteccdo da R. felis, por Reacdo em Cadeia da Polimerase (do inglés Polymerase
chain reaction-PCR), em ixodideos (Ishikura et al., 2003; Duh et al., 2005; Cardoso et al., 2006;
Horta et al., 2007), ainda ndo ha na literatura prova cientifica da transmisséo de R. felis ao ser

humano por vetoracao de carrapatos.
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Figura 8: Fémea de Ctenocephalides felise macho de Ctenocephalides canis.
(Fonte: www.cookislands.bishopmuseum.org).

2.5 Epidemiologia da Febre Maculosa

A determinacdo dos principais aspectos epidemiolédgicos da FM déa-se pela ecologia e a
distribuicdo geografica do carrapato vetor (Lemos et al., 1997b; Raoult e Roux, 1997).

Diversos animais participam na manutengdo do ciclo da FM, como hospedeiros
primarios ou acidentais, como por exemplo as aves domésticas e selvagens, mamiferos,
roedores selvagens e até os ofidios podem conter algumas rickettsias (Nascimento e Schumaker,
2004).

A manutencdo das rickettsias do GFM no meio ambiente esta acoplada & transmissdo
ciclica entre ectoparasitos vetores e seus hospedeiros vertebrados, que diferem marcadamente
de uma area geogréafica para outra. Ao contrario dos hospedeiros que raramente manifestam
rickettsemia, os carrapatos, uma vez infectados, assim permanecem pelo resto de sua vida,
constituindo, desta forma, um reservatorio natural de Rickettsia spp., principalmente pela sua
aptiddo de transmitir a infecgdo verticalmente (Lemos, 1996). (Figura 9).

Diversos géneros de ixodideos, incluindo Amblyomma, Dermacentor e Rhipicephalus
sdo importantes reservatdrios do agente etioldgico da FMB na natureza (Burgdorfer, 1988).
Esses ectoparasitos exercem tal funcdo devido a competéncia de transmitir a R. rickettsii
verticalmente e horizontalmente; portanto, o vetor persiste infectado durante toda a vida, sendo
capaz de difundir a bactéria para futuras gera¢6es. No entanto, somente tal método seria escasso
para perpetuar o bioagente ativo ao longo do seu curso de vida, pois existem evidéncias
laboratoriais de que a R. rickettsii é patogénica para o ixodideo vetor (Mcdade e Newhouse,
1986; Burgdorfer, 1988; Rehacek, 1989).
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Figura 9: Esquema de infec¢do do homem pela R. rickettsii e fases do ciclo do carrapato. (Fonte: Rozental, 2003).

J& nas pulgas, a R. felis é também conservada pela transmissao vertical por continuas
geracOes, sem a obrigacdo de reservatorio, justificando, assim, a alta incidéncia desse agente
nesses vetores (Wedincamp e Foil, 2002). Ademais, as infec¢bes por R. typhi e R. felis ndo sdo
funestas para seus respectivos vetores naturais, ao contrario do que sucede com outras
rickettsias, como por exemplo a R. prowazekii (Azad et al., 1997) e R. rickettsii (Niebylski et
al., 1999) para piolhos e carrapatos, respectivamente.

No Brasil, os principais ixodideos vetores de Rickettsia spp. pertencem ao género
Amblyomma: A. cajennense (Dias e Martins, 1939; Sangioni et al., 2005; Guedes et al., 2005),
A. aureolatum (Pinter et al., 2004; Pinter e Labruna, 2006; Labruna, 2009), A. triste (Silveira
et al., 2007). O A. dubitatum que é comum em capivaras, é indicado como possivel vetor,
embora isso ainda ndo tenha sido comprovado (SUCEN, 2014), e sua importancia médica se da
devido a uma possivel manutencdo do ciclo enzootico da R. rickettsii na natureza, pela
transmissao vertical para geracdes futuras, e também quando infectam capivaras (Vieira et al.,
2004; Labruna, 2006).

O A. dubitatum, além de infeccao por R. rickettsii, pode também apresentar infeccao por
R. parkeri que detém patogenicidade branda, ou ainda por outra espécie de Rickettsia de
patogenicidade desconhecida (Guglielmone et al., 2006; Labruna et al., 2004a; Labruna e
Machado, 2006).

Mesmo o género Amblyomma possuindo diversas espécies capazes de transmitir
Rickettsias spp., somente o A. cajennense continua sendo o vetor mais extraordinario na

transmissdo da FMB, devido ao seu comportamento eclético, pois tem a capacidade de parasitar
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diversos hospedeiros, inclusive 0 homem (Del Gercio et al., 1997; Lemos et al., 2007a). Entretando,
outras espécies de ixodideos e sifonapteros também estdo envolvidas na transmissao da moléstia.

Dentre as geragfes do carrapato, a forma adulta é a que se apresenta com menor
densidade populacional, mostrando também uma menor predilecdo por parasitismo em
humanos. Por apresentar uma picada mais dolorosa, a probabilidade de uma pessoa permitir
que um adulto fique fixado por mais de cinco horas em sua pele é diminuida. Por outro lado, as
infestacBes com larvas desses artropodes em humanos sdo mais intensas, devido as pequenas
dimensGes desse estagio de desenvolvimento (Mcdade e Newhouse, 1986).

Como anteriormente visto, tanto vertebrados quanto invertebrados se comportam como
hospedeiros para as bactérias da familia Rickettsiaceae, porém alguns autores consideram que
a associagdo das mesmas com 0s invertebrados seria evolutivamente mais remota, pois 0s
artropodes, exceto o piolho e a pulga, ndo apresentam patologias evidentes associadas a
infeccdo por estes microrganismos, atuando, portanto, como vetores ou hospedeiros primarios,
0s quais transmitem a doenca ao humano, que € considerado hospedeiro errétil e sendo sua
infeccdo reconhecida com reflexo de alteracbes ecoldgicas produzidas no ambiente
(Hoogstraal,1967; Friedhoff,1990).

A especificidade entre ixodideos e seus hospedeiros vertebrados se da de forma mais ou
menos restrita (Katz et al., 1994); enquanto que o agente da FM esta intimamente associado a
distintas espécies de carrapatos e seus hospedeiros vertebrados.

Tal especificidade supracitada, esta na dependéncia ndo somente das espécies
envolvidas, mas, sobretudo, no estadio de desenvolvimento. A dispersdo geografica dos
estadios larvares e ninfais é restrita e a capacidade de picar é dada pela extensdo do aparelho
bucal (Kaufman,1989). Por ter uma maior area de alcance geografico, adultos de algumas
espécies deslocam-se a procura do hospedeiro, enquanto outras permanecem proximas da area
onde se deu a ecdise, subindo a vegetacdo a espera do hospedeiro, para que assim, possa se
fixar a ele (Lane e Stubbs, 1990).

A incidéncia da doenca em humanos, que ndo servem como reservatorios, depende, em
grande proporcdo, dos vetores, sua distribuicdo e ecologia. Assim, a distribui¢do geogréafica da
FM corresponde a dos vetores, além de depender de uma complexa interacdo de densidade
populacional e ciclos anuais dos carrapatos e vertebrados hospedeiros envolvidos (Lemos,
1991). O A. cajennense € uma espécie de carrapato que parasita uma gama de hospedeiros
(eurixeno), podendo ser visto parasitando tanto animais homeotérmicos quanto ectotérmicos.
Além dos hospedeiros primarios, podem ainda ser encontrados parasitando outras espécies

como boi, carneiro, coelhos, cotias, tatus e inclusive o homem que é frequentemente vitima
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destes carrapatos; o que nos leva a considerar a possibilidade de epidemiologia mais rica e
complexa (Travassos e Vallejo-Freire, 1944-1945; Dias e Martins, 1939; Hoogstraal, 1967;
Lemos, 2005).

O surgimento e a expansao das rickettsioses se da também em funcéo das atividades
humanas, especialmente aquelas voltadas para vegetacdo, como por exemplo o reflorestamento
com arbustos e a préatica agricola de criar monoculturas de gramineas circundados por corddes,
beneficiando assim, a propagacao de artrépodes, pois formar-se-do microclimas adequados e a
abundancia de cobertura de solo, gerando excelente nicho ecologico para os mamiferos
hospedeiros dos estadios imaturos; como ocorrido no estado de Virginia, EUA, onde houve a
interferéncia humana, criando areas reflorestadas, gerando, assim, microclimas propicios para
sobrevivéncia de artropodes e hospedeiros relacionados com a RMFS, que por consequéncia
teve seu nimero de casos aumento (Atwood et al., 1965; Sonenshine et al., 1972).

Por tomar nichos ecoldgicos abertos, carrapatos que se encontram nesses ambientes,
tornam-se subordinados aos fatores ambientais, tais como as variacdes das condicoes
climaticas. Na transcorréncia de sua evolucéo, e perante a esse infortinio, dentre outros, como
por exemplo, falta de alimento, procura pelo hospedeiro, condi¢6es climaticas desfavoraveis,
reconhecimento de periodos sazonais Otimos para o inicio da postura e da ecdise
(fotoperiodismo), esses ectoparasitos desenvolveram uma incrivel capacidade de adaptacéo as
tais condicdes desfavoraveis. A sua longevidade e elevada taxa de reproducédo contribuem para
manter a densidade populacional elevada numa determinada area geogréafica, garantindo assim
sua sobrevivéncia (Oliver, 1984; Friedhoff, 1990).

A obrigacédo da presenca de hospedeiros reservatorios para circulagdo da enfermidade e
manutencdo do agente na natureza é fundamental (Burgdorfer et al., 1962); permitindo assim,
que a FM tenha em varios grupos de mamiferos seus potenciais reservatorios, como equinos,
gatos, cdes, roedores silvestres, marsupiais, morcegos e capivaras (Dias e Martins, 1939;
Vianna, 2002; Lemos, 2002); sendo a capivara ndo somente hospedeiro reservatorio, mas
também o principal hospedeiro amplificador, atuando como elo entre os ciclos enzo6ticos e
zoonGticos da moléstia. Atraves de infestacBes de carater experimental de A. dubitatum em
varias espécies de mamiferos e aves revelou que a capivara foi o melhor hospedeiro para formas
imaturas (Perez et al., 2008).

Durante a década de 80 a capivara tornou-se alvo de caca predatdria, levando a
intervencgdo de 6rgdos governamentais, pois sendo um animal silvestre teria que ser amparado
pela Lei 5.197/67 de protecdo a fauna; a partir deste ato houve uma grande recuperacdo da

espéecie, que sem predadores naturais e habitat natural deteriorado, teve uma exploracdo
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demografica, tornando-se assim, um problema em regides rurais e urbanizadas, pois 0
crescimento de sua populacdo esta diretamente relacionado com aumento da comunidade de
carrapatos associados a FMB, (BRASIL, 1967; Pinto, 2003; Souza et al., 2004); somando-se a
isto 0 agravamento do fato, devido a este animal ser um hospedeiro amplificador.

E sabido que para ser considerado um hospedeiro amplificador eficaz de R. rickettsii na
natureza necessita-se que a espéecie em questdo preencha cinco pré-requisitos, tais como: ser
abundante na area endémica para a FMB (1); necessita-se também que o aspirante seja bom
hospedeiro para o artrépode vetor em condi¢des naturais (2); como também ser susceptivel a
infeccdo (3); apresentar rickettsemia suficiente para que o bioagente esteja niveis plasmaticos
satisfatorios para infectar os futuros vetores que se alimentarem nele (4); e finalmente possuir
elevada taxa de renovacao populacional (5) (Burgdorfer, 1988; Labruna, 2006), tornando-se
assim, um excelente amplificador.

Portanto, o efeito amplificador que determinados animais silvestres exercem deve existir
para garantia da conservacdo da R. rickettsii na natureza. Diante disso, a espécie que
desempenha o papel de hospedeiro amplificador conserva o microrganismo em niveis elevados
em sua corrente sanguinea por alguns dias ou semanas, permitindo que novos ixodideos se
infectem, amplificando assim, a infeccdo em sua populacéo (Burgdorfer, 1988).

No Brasil, pesquisas realizadas desde dos anos 40 ja apontavam as capivaras e 0S
gambas como sendo espécies hospedeiros amplificadores (Moreira e Magalhdes, 1935;
Travassos e Vallejo, 1942a; Labruna, 2006; Horta et al., 2009; Perez et al., 2008); podendo-se
utiliza-los como bioindicadores de infestacdo de carrapatos em locais endémicos para a FMB
(Perez et al., 2008). Somando-se a essas espécies, foram apontados o cdo domeéstico, o cachorro
do mato, o coelho do mato, o pre4, e a cutia (Moreira e Magalhaes, 1935).

Ainda sobre animais amplificadores, no Arizona (EUA), foi relatado um caso humano
de RMSF que teria sido transmitida pelo “carrapato do cd0”, o R. sanguineus reerguendo assim,
a hipotese de que caes exercem funcdo de hospedeiros amplificadores, pois 0s mesmo
preenchem os dois primeiros pré-requisitos, sendo abundantes na area endémica para a
moléstia, como também bons hospedeiros para 0s ectoparasitos vetores em condigdes naturais,
além do que todos o0s estagios parasitarios de R. sanguineus os acometem primariamente; visto
que ele, os caes, serviram possivelmente de fonte de infeccao para os carrapatos R. sanguineus
no foco endémico do Arizona (Demma et al., 2006).

A domesticacdo dos cées data de 10.000 anos atrés e esta espécie possui distribuicéo
mundial, tendo intima relacdo com humanos. Os cdes sdo um bom meio para disseminar

carrapatos infectados e seu papel, estudado por diversos autores, é observado com alta
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frequéncia na associacdo deste mamifero com os relatos de casos humanos (Feng et al., 1979;
Kelly et al., 1982; Smith et al., 1983; Breitschwerdt et al., 1987; Greene, 1987; Weyer, 1978,
Zaki, 1989; Szabo et al., 2001).

A ocorréncia de FMB em humanos ja foi confirmada em varios estados do Brasil, porém
na populacgdo de cdes a doenca clinica foi descrita recentemente, diante da confirmac&o de dois
animais nativos de Itu, interior do estado de Sdo de Paulo (Labruna, et al., 2009), destacando,
portanto, a gravidade da doenca e a dificuldade de diagnostico na populacdo de cées (Silva,
2012). Todavia, devido a maior exposicdo dos cdes aos potenciais ixodideos vetores e a
susceptibilidade a infecgdo por R. rickettsii, perante a tal fato, pode-se prever que ocorra maior
incidéncia da patologia em cées do que no homem.

Devido ao limitado conhecimento a respeito da epidemiologia da moléstia, certamente
a subnotificacdo da doenca em cdes € existente (Fortes et al., 2011). A partir de investigacOes
soroldgicas para R. rickettsii em hospedeiros sentinelas, principalmente o cdo, pode-se
determinar novos limites para FMB, e assim, fornecer mais informagdes sobre a epidemiologia
acerca da enfermidade, como também, alertar proprietarios dos mesmos onde o agente é
endémico (Cardoso et al., 2006; Freitas, 2007; Paddock et al., 2002; Piranda et al., 2008).

Cdes que resistem a FM produzem anticorpos (Demma et al., 2006), sendo
consequentemente, veiculo viavel de determinacdo a exposicao de humanos a Rickettsia spp.
(Raoult e Parola, 2007), porém néo indica necessariamente que seja infeccdo recente (Paddock
et al., 2002; Sangioni et al., 2005). Desta forma, cdes sdo tidos como importantes sentinelas
para a FM (Breitschwerdt et al., 1987; Paddock et al., 2002; Sangioni et al., 2005). Entretanto,
algumas infecgdes por R. rickettsii apresentam-se sob formas subclinicas, e uma alta taxa de
caes aparentemente salutar que vivem em areas endémicas € soropositivo para a enfermidade.
Apesar disso, apds o contato com a bacteéria, a soropositividade prossegue por um bom tempo
(Piranda et al., 2008). O uso do resultado da sorologia de cées vem sendo utilizada por alguns
paises, demonstrando ser um veiculo plausivel na determina¢do da incidéncia da circulagao de
Rickettsia spp., podendo-se conjecturar assim, o nivel de exposi¢do de humanos ao bioagente,
e prognosticar alteracbes na incidéncia das infecgdes nos homens (Raoult e Parola, 2007). A
soroprevaléncia em determinadas areas geograficas se aproxima da encontrada em humanos
(Breitschwerdt et al., 1987), contudo, ja houve constatacdo da infec¢do ocorrendo nos dois
hospedeiros, o sentinela e o erratil, concomitantemente. (Paddock et al., 2002; Elchos e
Goddard, 2003; Zavala-Castro et al., 2006). Perante ao exposto, ratifica-se o propdsito e a
importancia de se considerar o cdo como hospedeiro sentinela para vigilancia da FMB (Paddock
et al., 2002; Sangioni et al., 2005).



42

Como geralmente os cdes domésticos sdo abundantes nas &reas endémicas para a
enfermidade e também sdo bons hospedeiros para os vetores em condi¢des naturais, atendem,
assim, aos pre-requisitos para serem hospedeiros competentes, portanto, torna-se plausivel o
inquérito epidemiologico da FM a partir desses; sendo, contudo, necessarios estudos para
avaliar a sua susceptibilidade a infeccdo por Rickettsia spp. (Silva, 2012).

Existe correlagdo positiva entre a ocorréncia de FM em humanos e o numero de cées
domeésticos soropositivos, pois ambos hospedeiros sdo parasitados pelas mesmas espécies de
vetores, como carrapatos e pulgas. Perante a este inconveniente, os cdes tonam-se pontos de
total importancia epidemioldgica na doenca humana, refletindo assim, na saude publica, desde
0 momento em que atuam como carreadores de carrapatos (A. cajennense e R. sanguineus) e
pulgas (C. canis e C. felis) como quando atuando como bioindicadores de atividade rickettsiana
(Feng et al., 1979; Kelly et al., 1982; Smith et al., 1983; Breitschwerdt et al., 1987; Greene,
1987; Weyer, 1978; Zaki, 1989; Szabd et al., 2001).

J& os equinos sdo considerados eximios sentinelas para a FMB (Sangioni et al., 2005),
ndo havendo relatos de sintomatologia clinica, embora exiba elevada titulagdo (> 1024) de
anticorpos contra R. rickettsii (Lemos et al., 1996a). Sdo também os principais hospedeiros para
fase adulta do A. cajennense, e caso estejam saudaveis, possuem a capacidade de albergar
grandes infestacGes deste carrapato - até 50 mil larvas, 12 mil ninfas e dois mil adultos (Labruna
et al., 2002; Vieira et al., 2004), destacando-se assim, como ponto importantissimo da
epidemiologia da FMB.

Alguns autores, destacaram a funcao dos carroceiros na cadeia de transmissdo da FMB,
0S quais se caracterizam por serem trabalhadores informais, resultantes da desigualdade social
e pressdo econdmica, e que para sobreviverem mantém seus equinos em periferias das cidades,
e em grande parte das vezes em condicdes inadequadas de salubridade, favorecendo assim, o
estabelecimento de populacdes do vetor; pois sem informacdes adequadas a respeito do
combate aos carrapatos, tais trabalhadores fazem uso de acaricidas sem nenhum critério e nem
respaldo técnico, como também uso de mecanismos nada aconselhaveis (Leite et al., 2008;
Oliveira, 2004).

Atraves de ensaios experimentais, foi confirmada a sensibilidade & infecgdo por
Rickettsia spp. em pequenos roedores, 0s quais apresentaram rickettsemia satisfatoria para
infectar, por pelo menos um breve periodo de tempo, ectoparasitos que neles se alimentavam.
Tais roedores quando encontrados naturalmente infectados, se apresentam como bons

bioindicadores de atividade rickettsiana de determinada area, pois possuem area de dispersao
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limitada e um tempo de vida curto (Rehacek e Urvolgyi, 1978; Rehacek, 1993), como também
representam um elo entre o ciclo enzodtico e zoono6tico da patologia.

Existem outras espécies de ectoparasitos, como A. ovale, Amblyomma brasiliense
(Aragdo, 1908) e Rhipicephalus microplus, (Canestrini, 1887) que se encontram naturalmente
infectados e/ou podem participar, eventualmente, na transmisséo da bactéria para o ser humano,
comprovando a potencial magnitude da ecologia da FM (Magalhées, 1952; Lemos-Monteiro e
Fonseca, 1932b; Gomes, 1933; Lemos et.al., 1997).

2.6 Dinamica Sazonal

A ocorréncia de numerosas populac6es do A. cajennense nas areas endémicas para FMB
é um achado comum, completando somente uma geracdo por ano no Sudeste brasileiro, com 0s
estadios parasitarios marcadamente distribuidos em um ano (Souza, 1990, Oliveira, 1998). As
larvas predominam de abril a julho, as ninfas de julho a novembro e os adultos de novembro a
marc¢o (Labruna et al., 2002).

A doenga possui prevaléncia sazonal definida, apresentando nimeros de casos mais
abundantes de setembro a novembro, abrangendo a primavera e inicio do verdo (Dias e Martins,
1939; Galvéo, 1996; Lemos et al., 1997b). Esta sazonalidade pode ser melhor visualizada na

Figura 10.
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Figura 10: Dinamica sazonal do carrapato Amblyomma cajennense no Sudeste do
Brasil. (Fonte: Vleira et al., 2014).
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2.7 Transmissao, Patogenia e Manifestac6es Clinicas

Outrora acreditava-se que eram necessarias mais de 30 horas de repasto sanguineo para
que o bioagente fosse transmitido (Magalhdes, 1952). Entretanto, o sinal para o fim da
dorméncia celular do ixodideos, a qual sucede durante o periodo de diapausa, ¢ dado quando
ha ingestdo de sangue, que sé ocorre uma vez por cada estadio de desenvolvimento, e no
instante posterior a esse 0s carrapatos transmitem a R. rickettsii apos permanecerem fixados por
no minimo de trés a seis horas na pele do hospedeiro, para que causem a infeccéo, dependendo
da temperatura, entre outros fatores (Pereira e Labruna, 1998; Rehacek, 1989; Vranjac, 2003;
Vieira et al., 2004; Mancini et al., 1983; Greene, 1987). Este fenbmeno é chamado de tempo de
reativacao, e é o tempo imprescindivel para que ocorra a proliferacdo e ativacdo patogénica do
agente nas glandulas salivares do vetor e 0 aumento de seu metabolismo, apds o repasto
sanguineo (Johnson e Kadull, 1967; Sexton et al., 1975; Wells et al., 1978; Rehacek, 1989).

Tal fenbmeno esta relacionado com a interacdo ixodideo-Rickettsia, e foi experimentado
por Ricketts, quando associou a varia¢do na viruléncia de rickettsias com o estado de
alimentacdo do artropode. Somente na década de 20 impetrou-se que a viruléncia da bactéria
no vetor esté diretamente relacionada com o estado fisioldgico do mesmo (Weiss, 1987); pois
demonstrou-se que as rickettsias dos vetores ndo ingurgitados tinham a capacidade de inducéo
de resposta imune no hospedeiro/cobaia, porém ndo eram eficientes no processo de inducéo da
doenca, enquanto que nos vetores infectados e ingurgitados ou apés periodo de incubacédo a
37°C por 24 a 48 horas, as cobaias apresentavam a infeccdo tipica, caracterizando, assim, o
mecanismo de reativacdo (Hayes e Burgdorfer, 1982); o qual foi reproduzido in vitro usando-
se estirpes virulentas de R. rickettsii (Walker et al., 1982).

Outro fendmeno decorrente desta relacdo é o fendmeno de interferéncia, visto que
alguns autores citam que a taxa de infeccdo desses artrépodes por rickettsias patogénicas ao
humano deva ser regulada pela infec¢do por rickettsias ndo patogénicas, resultado este da
competicdo pela colonizacdo sistémica dos ixodideos; 1é-se primo-infec¢do (Price, 1954;
Loving et al., 1978; Burgdorfer et al., 1981).

Sendo a FM uma infeccdo tipica de carrapatos e de seus hospedeiros naturais e
reservatorios, a transmissao e consequentemente a infecgdo do homem da-se de maneira errétil,
como anteriormente dito; ndo tendo o ser humano nenhuma importancia na manutencdo da
infeccdo na natureza (Lemos, 1996; Lemos, 2005). O carrapato infectado no final do repasto

sanguineo, por regurgitacdo da saliva e parte do alimento ingerido, transmite o agente etiologico
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através da picada (Veronesi e Focaccia, 1996), ou cogadura da pele no local da lesdo coberta
por fezes do carrapato (Contran et al., 1996; Veronesi e Focaccia, 1996).

Além da transmissdo natural pela picada do parasito infectado, sdo conhecidas a
infeccdo por exposicdo a aerossdis de material contaminado em laborat6rios ou em ambientes
promiscuos, e a transmissdo entre seres humanos através da hemotransfusdo (Travassos e
Vallejo-Freire, 1944-1945; Kenyon e Pedersen Jr, 1975; Wells et al., 1978; Veronesi e
Focaccia, 1996).

A transmissdo transovariana, também conhecida como transmissdo vertical, da
Rickettsia por fémeas do género Amblyomma sp. foi descrita por Lemos-Monteiro e Fonseca
(1932a). Tais bactérias multiplicam-se em vérios 6rgaos do artropode, inclusive nos ovarios,
permitindo a transmissdo transovariana para, pelo menos uma geracao.

A transmisséo transestadial, ou também transmisséo horizontal, dé-se, se 0 ovo estiver
infectado, consequentemente, larvas, ninfas e adultos apresentardo o bioagente (Raoult e Roux,
1997). Segundo Barci e Nogueira (2005), caso os ixodideos ndo tiverem a possibilidade de se
reinfectar periodicamente, a concentracdo de R. rickettsii nesses tende ao desaparecimento apos
algumas geracdes. Acrescente-se a isso, o fato de que nem todos 0s ectoparasitos que se
alimentam em hospedeiro parasitémico tornam-se positivos para tal bioagente.

Ixodideos machos atraves de fluidos corporais, incluindo o esperma, podem transferir o
agente para a fémea durante a copula (Raoult et al., 2005).

Tratando-se ainda de mecanismos de transmissibilidade, foi obtida com éxito, por via
alimentar, a co-infeccdo de ixodideos, em circunstancias laboratoriais, alocando-se artropodes
infectados para se alimentarem simultaneamente com ndo infectados sobre um mesmo
hospedeiro saudavel (Price, 1954). Corroborou-se que a infecgdo primaria ou primo-infeccao,
de um ixodideo por via alimentar, reside na dependéncia da quantidade de Rickettsia que o
mesmo ingere juntamente com o sangue. Conforme alguns autores, quando essas bactérias sdo
ingeridas em quantidades suficientes, essas ultrapassam a barreira intestinal penetrando assim,
no hemocélio, local onde serdo fagocitadas pelos hemdcitos (Burgdorfer et al., 1966;
Burgdorfer, 1975; Burgdorfer e Brinton, 1975).

Perante ao acima exposto, verifica-se que a presenca de rickettsias ndo patogénicas nos
ixodideos pode desempenhar acdo profilatica, atuando de modo positivo na reducdo da
capacidade de reservatério e vetoracdo desses artropodes, pois valendo-se do fendmeno da
interferéncia (primo-infecgdo) , uma vez infectados por rickettsias ndo patogénicas (as quais
também sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos no organismos do hospedeiro) esses

ixodideos néo se infectam por rickettsias patogénicas (Bacellar, 1996).



46

Até 0 momento, nenhum artrépode vetor foi encontrado na natureza infectado por mais
de uma espécie de Rickettsia (Labruna et al., 2004a). Tem-se observado em alguns
experimentos que a presenca de Rickettsia spp. ndo patogénicas dentro de uma populacéo de
ixodideos pode minimizar a transmissdo vertical de uma Rickettsia patogénica (Burgdorfer,
1988; Macaluso et al., 2002), o que pode explicar a baixa prevaléncia da infec¢do na populagédo
de carrapatos na natureza (Philip et al., 1981, Pinter e Labruna, 2006).

A patogenia em humanos se da apés a inoculacdo da saliva do carrapato infectado no
hospedeiro vertebrado, faz-se necessario a penetracao das rickettsias nas células endoteliais dos
vasos sanguineos, que ocorre por via linfoematogénica para todo o corpo; as bactérias através
da proteina de superficie ompA e da enzima fosfolipase Az, se aderem a receptores que contém
colesterol de membrana, sendo endocitadas por fagolisossomos, escapando para o citosol,
penetrando e multiplicando-se por divisdo binaria nas células do endotélio, estabelecendo
numerosos focos de disseminacdo bacteriana, provocando lise celular localizada, constituindo
assim, o mecanismo da patogenia da FM (Walker e Mattern, 1980; Deberaldini et al., 1996;
Contran et al., 1996;Silverman et al., 1992).

Diferentemente de outras rickettsias que através de sua multiplicacdo rompem a célula,
0 mecanismo patogénico da FMB é determinado pelo agrupamento de R. rickettsii e dado pela
liberacdo de endotoxina, produzida durante sua multiplicacdo, causando lesdes direta em varios
focos da regido endotelial, lesdes essas que estdo associadas a liberacdo de radicais livres, a
atividade da protease e fosfolipase Az rickettsiana. As células degeneradas caracterizam uma
vasculite generalizada, levando a hemorragia, com posterior aderéncia plaquetaria por ativacdo
do sistema calecreina-cinina do hospedeiro, resultando em trombocitopenia, que por sua vez
gera disturbio de coagulacdo, levando a um conjunto de disturbios vasculares, lesdes nos
capilares e arteriolas de tecido nervoso, baco, rim e pele. Como consequéncias deste mecanismo
tem-se aumento da permeabilidade vascular culminando em edema, hipovolemia, hipotenséo,
queda da perfusédo tecidual e desordens tissulares (necrose tecidual), com posterior resposta
mononuclear leucocitaria do hospedeiro, configurando assim, os efeitos deste mecanismo
(Walker e Mattern, 1980; Turner et al., 1986; Contran et al., 1996; Pereira e Labruna, 1998).

Ocorrem infartos endoteliais, seguido de isquemia cerebral, principalmente no
mesencéfalo e nas regides dos nucleos, e, menos frequentemente, no coragdo. No figado, pode
haver les@o perivascular, com degeneracdo gordurosa dos hepatdcitos, levando a ictericia. As
alteracdes renais consistem de lesOes vasculares intersticiais focais, acometendo poucos
néfrons, resultando em azotemia pré-renal, conexa a hipovolemia, com consequente necrose

tubular aguda. Ja em nivel pulmonar, revelar-se tosse, edema pulmonar e alteracdes
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radioldgicas, incluindo infiltrado alveolar, pneumonia intersticial, derrame pleural. Os achados
neuroldgicos expressam-se por déficit neurolégico, meningoencefalite e vasculite retiniana,
dentre outras (Barci e Nogueira, 2005; Bell e Lascari, 1970; Hattwick et al., 1973; Tiriba e
Monteiro, 1982; Helmick et al., 1984; Lemos et al., 2001).

A FMB é uma moléstia multissistémica, tendo curso clinico varidvel, apresentando
sintomatologia classica aos quadros atipicos, sem exantemas (Lemos, 2005). A sintomatologia
corriqueira € dada por: febre alta, comprometimento gastrointestinal, dores de cabeca, mialgia,
artralgia e prostracéo. Sendo que alguns casos se apresentam de maneira extremamente graves,
com necrose tecidual. Tem-se edema e aparéncia brilhante de palpebras, rosto, pernas.
Hipotensao e tosse séo frequentes (De Cicco, 2007).

O exantema (erupcdo geralmente avermelhada que aparece na pele devido a dilatacao
dos vasos sanguineos ou inflamacéo) é o sinal mais importante da FMB e aparece, em média,
no quarto dia de doenca, podendo estar ausente em 15 a 20% dos casos, dificultando e
retardando o diagnostico, sendo a maior causa de 6bitos (Helmick et al., 1984; Lemos, 2005).
Caracteriza-se por manchas pequenas, achatadas e roseas nas extremidades, em torno do punho
e do tornozelo, tronco, face, pesco¢o, palmas das maos e solas dos pés (Figuras 11 e 12),
disseminando-se de forma centripeta para o tronco (Lemos, 2005; De Cicco, 2007). Entretanto,
este sinal pode ndo ser observado em alguns pacientes, principalmente em idosos ou naqueles
de dificil identificacdo, como nos negros, impedindo a confirmacao diagndstica e o tratamento
precoce (Lemos, 2005).

Ja as lesbes cutaneas decorrem devido a proliferacdo bacteriana no endotélio dos
pequenos vasos, com subsequente formacao de trombos, hemorragias, infiltracdo perivascular
e necroses teciduais focais, podendo levar a formacdo de nédulos tificos na pele, musculo

cardiaco e cérebro (Veronese e Focaccia, 1996).
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Figura 11: Exantema nas méaos. Figura 12: Exantema nos pés. (Fonte: www.mhhe.com).
(Fonte: www.lincol.com).

A rickettsiose manifesta-se apds um periodo de incubacdo de 2 a 14 dias, com média de
sete dias (Nelson e Conto, 1994; Deberaldini et al., 1996; Dos Santos, 2003). O periodo de
incubacdo esta relacionado a quantidade de indcuo, sendo de essencial importancia a retirada
precoce do ixodideo e limpeza do local. No entanto, 25% dos casos ndo sdo relatados 0s
antecedentes da picada do carrapato (Deberaldini, et al., 1996).

J& nos ixodideos as rickettsias se multiplicam no citoplasma celular de todos os 6rgéos,
causando assim, infeccdo multissistémica (Rehacek, 1989), a qual ocorre de maneira macica,
porém sem ser observados efeitos citopatogénicos (Rehacek,1984).

Os efeitos deletérios da bactéria nos ectoparasitos ndo séo tdo intensos e graves, pois a
relacdo existente entre Rickettsia-ixodideo parece ser muito antiga filogeneticamente, pois
ambos organismos encontram-se altamente adaptados entre si. Porém tal relagdo ndo pode ser
caracterizada como comensalismo, ja que artropodes experimentalmente infectados exibem
decréscimos em seu fitness, como por exemplo, diminuicdo da ovoposicdo, ma formacdo de
ovos e alta taxa de mortalidade, quando confrontados com os ndo infectados. Percebe-se que as
bactérias em questdo sdo mais beneficiadas que seu correlacionado (Rehacek, 1989). Um
exemplo desta relacdo é dado pelo experimentos laboratoriais de Niebylski et al., (1999), que
valeram-se de cepas virulentas de R. rickettsii em D. andersoni, e notaram que 98% das ninfas
infectadas na fase larval e 34% dos adultos infectados na fase ninfal morreram durante a ecdise
e 83% dos adultos restantes ndo conseguiram realizar o repasto sanguineo; explicando assim, a

baixa prevaléncia de carrapatos adultos infectados por esse bioagente.
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Como nos ixodideos os efeitos citopatogénicos ndo sdo observados (Rehacek, 1984),
tal infecgéo explicaria as transmissOes transestadial e transovariana (Friedhoff, 1990; Smith e
Dunn, 1991). Nota-se que os ixodideos tornaram-se ndo somente vetores de rickettsias, mas
também seus reservatorios naturais, via transmissdo transovariana, suprimindo, em tese, a
necessidade de um hospedeiro vertebrado no ciclo vital das Rickettsia, tudo isso devido ao
fendmeno da invasdo citoplasmaética celular (Rehacek, 1984; Burgdorfer e Brinton, 1975;
Hayes e Burgdorfer, 1982).

Enquanto nos cées os casos clinicos de infeccdo por R. rickettsii tem sido relatado nos

EUA, tendo como sintomatologia a febre, letargia, anorexia, anemia e trombocitopenia
(Grindem et al., 1999; Gasser et al., 2001). No Brasil, cdes foram analisados clinicamente ap6s
serem submetidos a infeccdo experimental por R. rickettsii, e a sintomatologia apresentada foi
idéntica a observada por Grindem, somando-se as lesbes oculares (Piranda et al., 2008). E mais
atualmente, houve a descri¢do dos primeiros casos de infeccdo natural em cées oriundos do
estado de Séo Paulo (Labruna et al., 2009).

Apds pronto restabelecimento, humanos e cées infectados por R. rickettsii desenvolvem
imunidade a reinfec¢do. Possivelmente infecgdes causadas pelo bioagente em questdo que nao
foram diagnosticadas e tiveram um desenvolvimento brando ou assintomatico, ou a exposi¢éo
repetida a rickettsias do GFM néo patogénicas, colaborem para a prevencdo de FM na sua
forma grave em cdes com exposi¢do macica de carrapatos em regides endémicas.

A ocorréncia de FM ndo foi relatada duas vezes no mesmo cdo nem no homem,

sugerindo imunidade permanente (Greene, 1987; Greene e Breitschwerdt, 1990).

2.8 Diagnosticos

A semelhanca sintomatica inicial (febre, cefaléia, mialgia, nauseas, etc.) da FMB com
outras doencas é um dos problemas mais graves no diagndstico desta em relacdes a outras
doengas comuns, como a gripe e hoje em dia a dengue. Isso faz com que 0s pacientes na maioria
dos casos ndo procurem o tratamento adequado precocemente e a doenga evolua para um quadro
mais grave. Cerca de 80% dos individuos com forma grave, se ndo diagnosticados e tratados a
tempo, evoluem para ébito (De Cicco, 2007). Estes sdo fatores que contribuem também para
que se suponha que a incidéncia da doenca seja maior do que a conhecida através dos casos que

chegam a ser notificados pelas autoridades de satde (Del Guercio et al., 1997).
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Infelizmente, mesmo nos dias atuais as rickettsioses ndo recebem a devida importancia
por parte do sistema de saide, como realmente deveria fazé-lo, pois trata-se de uma doenca
infecciosa para 0 homem e de carater global, afetando assim, todos os continentes, exceto a
Antartida. Do mesmo modo, a acdo real destas infeccbes na saude publica mundial, séo
dissimuladas, pois existem a prevaléncia de casos ndo diagnosticados, mal diagnosticados e néo
notificados (Bacellar, 1996).

Perante a tais fatos, é de fundamental importancia associar o diagndstico laboratorial
com a situacdo e os antecedentes epidemioldgicos da regido em questdo, a origem do caso
suspeito nos Ultimos 15 dias, a época do ano, pois em épocas chuvosas pode ser confundida
com leptospirose, histrico de contato prévio com possiveis vetores e se 0 mesmo frequentou
areas de risco da moléstia, para que se possa ser feita a diferenciacdo de outras enfermidades
(Deberaldini et al., 1996; Gasser et al., 2001), e assim, obter um diagndstico rapido e preciso.

O diagnostico especifico é realizado de forma indireta e/ou direta, atraves das seguintes
técnicas: Soroldgico [RIFI, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Reagdo de Weil-
Felix], Isolamento, PCR e Anatomopatoldgico (Barci e Nogueira, 2005); e as condicGes de
biosseguranca necessarias para trabalhos com bactérias do género Rickettsia sdo as mesmas
utilizadas para os virus (Biohazard-11) (Marrero e Raoult, 1989). Devemos considerar que no
Brasil, onde anualmente sdo relatados casos clinicos com suspeita de participacao de rickettsias,
o diagnostico rapido e eficiente é fundamental e decisivo, para que ndo ocorra demora no
tratamento. Todavia, é claro que a avaliacdo clinica ainda é o mais rapido e dinamico método
diagnostico (Galvao et al., 2005), por isto torna-se essencial o preparo e conscientizacdo dos
profissionais de saude.

Mesmo com esfor¢os dos laboratérios de referéncia do pais, o diagndstico laboratorial
protocolado pelo MS (isolamento em cultura de células e/ou RIFI) ndo possibilita a
identificacdo das possiveis espécies circulantes no Brasil.

As rickettsioses fazem parte do Cédigo Internacional de Doencas (C. I. D.), sob nimero
AT7 temos a FMB causada pela R. rickettsii (Fonseca e Martins, 2007).

2.8.1 Diagnostico Sorologico

O diagnostico da FM ¢é usualmente sorologico/indireto, retrospectivo e diversas técnicas
podem ser utilizadas, disponiveis na FIOCRUZ (Rio de Janeiro), Instituto Adolfo Lutz (Séo
Paulo) e Fundagéo Ezequiel Dias-FUNED (Minas Gerais). A RIFI é considerada o teste padrao-
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ouro para diagnostico da FMB tanto em humanos quanto em animais (Figura 13), e uma Unica
amostra de soro com titulos > 1:64 para Imunoglobulina G (IgG) e/ou presenga de
Imunoglobulina M (IgM) possibilita a confirmacao diagnostica (Newhouse et al., 1979; Hays,
1985; Walker, 1988; La Scola e Raoult, 1997;).

Anticorpos contra R. rickettsii sdo também detectados no soro de amimais e homens,
através, de ELISA, hemaglutinacdo indireta, aglutinacdo em latex (Greene et al., 1993).

No entanto, como geralmente a primeira amostra de soro € negativa, uma segunda
amostra de soro, ap6s um periodo médio de duas semanas, deve ser obtida para analise
simulténea (Lemos, 2005).

Como anteriormente visto, o diagndstico indireto do agente da FMB é baseado em
reacOes soroldgicas (Comer, 1991), Todavia, devido a existéncia de reacgdes
heter6logas/cruzadas entre as diferentes espécies de rickettsias do GFM e entre as do GT,
nenhum desses métodos citados é capaz de distinguir a espécie de Rickettsia em questéo (Philip
et al., 1978; Mcdade e Newhouse, 1986; Comer, 1991).

Figura 13: Imagem obtida pelo microscépio de Imunofluorescéncia
Indireta de uma amostra positiva. (Fonte: Navarro, 2014).

2.8.2 Diagndstico Molecular

Perante a necessidade de busca de novas ferramentas diagndsticas, devido a deficiéncia
de diagndsticos conclusivos dos casos com clinica compativel com a FM dados pelos exames
laboratoriais normalmente utilizados, como por exemplo a RIFI, o emprego da biologia

molecular (Nascimento e Schumaker, 2004) foi de excepcional importancia, tendo sua posterior
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introducdo e implementacdo de seus métodos, como também 0s recentes progressos nas
técnicas laboratoriais, tanto na investigacéo de rickettsioses, quanto nos estudo das rickettsias.

Na deteccdo e identificacdo de rickettsias sdo utilizados métodos moleculares- a PCR,
sendo possivel assim, a analise de polimorfismos de fragmentos de restricdo e sequenciamento,
através da amplificacdo de infimas quantidades de DNA rickettsiano de sangue, tecido ou
mesmo de ectoparasitos coletados dos pacientes ou ambiente (La Scola e Raoult, 1997). (Figura
14).

Segundo Azad (1990), a PCR proporciona ensaios rapidos, sensiveis e altamente
especifico para deteccdo de rickettsias. Além do mais, esta técnica comporta a posterior
realizacdo do sequenciamento de nucleotideos do gene amplificado. Sendo assim, a
identificacdo molecular adjunta ao sequenciamento tornaram-se 0 método de eleicdo para
precoce identificacdo e analise filogenética das diferentes espécies de rickettsias (Regnery et
al., 1991; La Scola e Raoult, 1997), com fornecimento de resultado antes mesmos que haja a

soroconversao.
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Figura 14: Técnicas de PCR e eletroforese em gel de agarose.
(Fonte: http://www.snv.jussieu.fr/fbmedia/PCR/images/PCR-principe.jpg).

Ensaios moleculares tem sido de grande valia na deteccdo de varias novas espécies do
género Rickettsia em vetores, humanos e animais, possibilitando a caracterizacdo molecular de
espeécies ja conhecidas como a R. rickettsii, como tambeém a identificacdo de outras espécies
como a R. felis, que era conhecida desde 1990, designada “ELB” e classificada como membro
do GT, devido a sua reatividade soroldgica com R. typhi; porém com a utilizacdo de técnicas
moleculares, pode-se demonstrar que ha diferenca génica satisfatoria entre “ELB” e a R. felis;

desta forma, o nimero de casos de infeccdes humanas devido a este patdgeno aumentou
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dramaticamente nos altimos anos (Higgins et al.,1996; Raoult et al., 2001). Com isto, Gillespie
reagrupo-a para o0 GTr com rela¢do ao seu genoma, o qual € maior quando comparado com o
de outras espécies de rickettsias. Tal sequéncia genémica apresenta plasmideos (PRF) e o
conjugativo pili, responsavel pela transferéncia genética (Gillespie et al., 2007).

E suma importancia advertir que a deteccio de Rickettsia spp. em amostras sanguineas
normalmente é rara, devido ao curto periodo de rickettsemia apresentada, que persiste por
apenas alguns dias ou semanas e, posteriormente, 0 agente ndo mais é detectado (Burgdorfer,
1988). Em um estudo que utilizava técnicas da PCR em cées experimentalmente infectados,
demonstrou-se que o periodo de rickettsemia somente foi possivel até 10 dias apds infecgdo
(Kidd et al., 2008). Outro fator que dificulta a deteccdo por analise molecular de Rickettsia spp.
em amostras de sangue, é que tais bactérias colonizam células endoteliais dos vertebrados,
apresentando assim, baixa rickettsemia (La Scola e Raoult, 1997).

Jé a deteccdo de Rickettsia spp. por PCR em potenciais ectoparasitos vetores tem sido
vastamente utilizada em inquéritos epidemiol6gicos ou em periodos de surtos, e a técnica
baseia-se na amplificacdo de um segmento do genoma comum a todas as rickettsias, utilizando-
se diferentes primers que codificam o gene de antigeno 17 KDa, e/ou 0 gene da enzima
respiratéria citrato sintase (gtlA), responsavel pela condensacdo do acetil-CoA com o
oxalacetato para a formacdo do citrato no ciclo do acido citrico, e que esta presente em diversos
organismos procariotos e por ser codificador de uma enzima de grande importancia fisioldgica,
sofre uma elevada pressdo seletiva para manter-se inalterada (Marrero e Raoult, 1989; Webb et
al., 1990; Regnery et al., 1991; Eremeeva et al. 1994; Inokuma et al., 2001; Labruna et al.,
2004b; Guedes et al., 2005; Sangioni et al., 2005;).

Amplifica-se também os segmentos de genes que codificam proteinas de superficie da
membrana omp, existentes nas rickettsias como ompA (rickettsias do GFM), ompB (rickettsias
do GT e GFM). Posteriormente a amplificacdo, os segmentos sdo digeridos por enzimas de
restricdo e sdo obtidos mapas de fragmentos que sdo especificos para cada espécie (Marrero e
Raoult, 1989).

Apos a amplificagdo é realizada a identificagdo através de comparagdo com as bases de
dados genémicos depositados no GeneBank (Regnery et al., 1991). Contudo, deve-se atentar
para possiveis resultados falsos positivos, que se originam dos muitos fatores deletérios
relacionados a coleta e preservagdo das amostras, como a acdo de enzimas que degradam a
estrutura do DNA, as DNAses e do acido ribonucleico (RNA), as RNAses, e a inibicdo da

reacéo pelo ion Fe*? (Galvao et al., 2005).
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Mesmo com a intensa utilizacdo da biologia molecular, seus métodos e técnicas, essa
ainda ndo sdo praticas de escolha para a rotina, e somente serd em um futuro préximo, quando
0s custos dos aparelhos e reagentes forem mais acessiveis, e as condi¢bes de coleta e

conservacao das amostras estiverem devidamente otimizadas (Galvéo et al., 2005).

2.8.3 Diagnostico Diferencial

Com o surgimento do exantema, o diagnostico diferencial deve ser feito com as
seguintes doencas: febre amarela, tifo endémico, febre tifoide, dengue, enteroviroses, caxumba,
rubéola, salmonelose, pneumonia por Mycoplasma pneumoniae, toxoplasmose, sarampo,
hepatite viral, leptospirose, malaria, meningites e meningoencefalites tanto virais como
bacterianas, meningococcemia estafilococcica, quadros purpuricos, histoplasmose, sepsis com
coagulacdo intravascular disseminada (CID), mononucleose infecciosa, além de doencas auto-
imunes como llpus eritematoso sistémico e as farmacodermias, entre outras (\Veronese e
Focaccia, 1996; Melles et al., 1999), e mais recentemente o ebola.

Com o aumento de casos de doencas transmitidas por carrapatos, borreliose (doenca de

Lyme) e erlichiose devem também fazer parte do diagnostico diferencial (Lemos, 2005).

2.9 Ocorréncia e Distribuicdo Geogréfica

As espécies do GFM parecem estar associadas a distribuicdo geografica dos artropodes
vetores e inclui duas espécies patogénicas consideradas padréo: a R. conorii, restrita ao Velho
Mundo e a R. rickettsii no Novo Mundo (Bacelar, 1996).

No continente Americano (EUA, Brasil, Colémbia, Costa Rica, México, Panama e
Uruguai), a enfermidade causada por R. rickettsii, o bioagente mais importante da FM (Guedes
et al., 2005), tem recebido maior atengdo das autoridades sanitarias, tanto por sua elevada
mortalidade (Lemos, 1991), como também pela ocorréncia de novos casos em regides onde
antes ndo havia relatos.

Os ixodideos sdo artropodes que possuem baixa capacidade de locomogéo a grandes
distancias (Falco e Fish, 1991; Wilson et al., 1972). Larvas e ninfas dispersam-se somente por

poucos centimetros a partir do local de emergéncia (Daniels e Fish, 1990), enquanto que formas



55

maturas alcangam entre 2 a 10 metros partindo do local onde foram libertos (Falco e Fish, 1991,
Wilson et al., 1972). No entanto, esses ectoparasitos possuem altas taxas de reproducéo e
podem assim, serem transportados por grandes distancias através de seus hospedeiros (Perez et
al., 2008), como por exemplo, 0s passaros migradores que se encontram infestados, 0s quais
funcionam como dispersores de rickettsias, fazendo-as circularem através dos continentes,
causando assim, focos pontuais de infeccdo em zonas ndo endémicas; e caso haja habituacédo
desses artropodes no novo espaco geografico, pode-se entdo, constituir novos focos
(Burgdorfer, 1975, Rehacek e Tarasevich,1991; Nice, 1994).

No Brasil, ¢ uma doenca de carater endémico em varias cidades dos estados de Séo
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, dentre outros estados. Em um trabalho realizado no
municipio de Campinas, Sdo Paulo, foram identificadas espécies do género Rickettsia
provenientes de carrapatos das espécies A. cajennense e A. dubitatum. Estes carrapatos
infestavam capivaras no Lago do Cafe, local muito visitado por humanos; os autores chamaram
atencdo para o risco zoonético que este local apresenta (Estrada et al., 2006).

Nos ultimos aproximadamente 30 anos, no Brasil, multiplos casos de FM tém sido
diagnosticados na regido Sudeste, mas menos de 100 casos foram confirmados e notificados, a
maioria ocorrendo de agosto a dezembro. Neste mesmo periodo, varios outros casos suspeitos
nédo foram confirmados, em virtude, na maioria das vezes, da indisponibilidade de exames para
esta doenca (Rozental, 2003).

Desde do ano de 1997, novos casos vém sendo confirmados no estado do Rio de Janeiro,
procedentes dos municipios de Barra do Pirai, Pirai e Nova Iguacu, ampliando, assim, o nimero
de municipios brasileiros com relato de FMB (Rozental et al., 2002; Rozental, 2003).

Nas regides de Campinas e S&o Jodo da Boa Vista, Sdo Paulo, em 1996, elaborou-se um
programa de vigilancia epidemiolégica da FMB, objetivando o controle de sua transmissao, e
a doenca foi considerada de notificacdo compulséria somente nessas regides (CVE, 2002).

Em Minas Gerais tem-se registrado, desde a década de 80, a ocorréncia de inimeros
casos da doenca na forma de epidemias em areas rurais e peri-urbanas, com predominancia nos
Vales do Jequitinhonha, do Mucuri e do Rio Doce. Em 1992, foi registrada através da Secretaria
Estadual de Saude de Minas Gerais (SES-MG), a existéncia de um foco peri-urbano de
rickettsiose expressivo em termos de ocorréncia de casos, no Municipio de Caratinga,
localizado no Vale do Rio Doce. No periodo de junho a outubro de 1992, a SES-MG notificou
a ocorréncia de 15 6bitos nesse municipio, sendo que, na ocasido, a hipotese de FM como
causadora dos 6bitos foi baseada em critérios clinico-epidemioldgicos e laboratoriais (Cardoso
et al., 2006).
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Ainda no estado de Minas Gerais, foram reportados casos de rickettsioses do GFM no
municipio de Coronel Fabriciano, 0s casos ocorreram nos meses de maio e junho de 2000.
Durante este periodo, ocorreram dois 0bitos em criancas procedentes de uma area peri-urbana
conhecida como Pedreira. Os resultados sorologicos confirmaram a dificuldade no diagnostico
diferencial de pacientes com sintomas de doencas rickettsiais (Galvéo et al., 2003).

Estudo realizado na Mesorregido da Zona da Mata Mineira, no municipio de Santa Cruz
do Escalvado, detectou sororreatividade positiva em roedores para rickettsias do GFM, em
gambaés a sororreatividade foi expressiva ndo somente para bactérias do GFM, mas também
para R. rickettsii, nos equinos a sororreatividade apresentada foi para R. bellii, rickettsias do
GFM, enquanto nos cées foi para R. rickettsii e R. parkeri (Pena, 2006).

Além do municipio anterior, a Zona da Mata Mineira é constituida por mais 142
municipios, deste total, 15 notificaram casos confirmados de FM, no periodo de 2001 a 2014
(SINAN, 2015), sendo Juiz de Fora 0 municipio que apresenta 0 maior nimero de casos, tendo
sido notificados 22 neste mesmo periodo. Entretanto, até o ano de 1995 ndo haviam sido
relatados casos de rickettsioses na microrregido de Juiz de Fora, quando trés casos autdctones
foram identificados, dos quais dois em Piau (Hallack, et al., 1996). Depois disso foram
identificados outros quatro casos (dois em Juiz de Fora, um em Sim&o Pereira e um em Piau).
Porém, em um destes dois casos de Juiz de Fora, houve manifesta¢des clinicas incomuns, pois
0 paciente demorou a apresentar os exantemas e desenvolveu um choque séptico acompanhado
da Sindrome da Angustia Respiratéria do Adulto (S.A.R.A.) e coagulacdo intravascular
disseminada (CID), faléncia renal seguido de Obito ap6s seis dias (Figura 15). Portanto,
evidencia-se a importancia de estar alerta & possibilidade da FMB causar tais sintomas e ndo s
0s mais vistos na clinica médica (Costa et al., 2002).

-

Figura 15: Paciente vitima de S.A.R;A., CID, edema
pulmonar difuso, exantema distribuido na fase e tronco.
(Fonte: Costa et al., 2002).
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Dados do SINAN, fornecidos pela Coordenadoria de Epidemiologia da Geréncia
Regional de Saude de Juiz de Fora, referentes ao periodo de 2001 a 2006, apresentam a
notificacdo de 58 casos suspeitos de FMB, onde 55 casos residiam no municipio de Juiz de
Fora, 1 em Piau, 1 em Ewbanck da Camara e 1 em Muriaé. Destes casos, 8 foram confirmados,
sendo que 2 foram a 6bito (comunicagdo pessoal GRS/ Juiz de Fora, 2007).

Somando-se ao exposto acima, estudos realizados nesta mesma microrregido nos
ultimos dez anos por Guedes et al. (2005), Guedes et al. (2011), Pacheco et al. (2011), Navarro
etal. (2014a) e Nunes et al. (2014) demonstram a circulacdo de R. rickettsii pelos dois primeiros
estudos e Rickettsia sp., e R. amblyommii pelos dois Ultimos. Estes sugestivos achados ratificam
a substancial importancia desta regido no cenario epidemioldgico para FM.

Como anteriormente citado, de todos os municipios da Zona da Mata Mineira, Juiz de
Fora se destaca neste contexto epidemioldgico, pois possui indicadores de vulnerabilidade,
como alto nimero de notificagbes do estado, com casos ocorrentes no perimetro urbano, que
detém elevada densidade populacional, area de preservacdo, ocupacgdo de areas limitrofes com
fragmento de mata, possibilitando o intercAmbio de artropodes vetores com mamiferos
hospedeiros, ambientes esses que propiciam a desenvolvimento e mantimento dos ciclos
enzodtico e epidémico para FM.

Além disto, este municipio faz parte da Bacia do Paraiba do Sul, na qual em estudos
anteriores ja foram encontrados potenciais vetores infectados por R. rickettsii, R. bellii e R. felis
(e.g. Gehrke et al., 2009 e Moura, 2011).
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi investigar e mapear a relagdo natural entre
espéecies de Rickettsia e seus potenciais vetores, em cinco regides de vulnerabilidade do

municipio de Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a composi¢cdo da fauna de ectoparasitos potencialmente vetores de
Rickettsia sp. nas areas estudadas;

e Analisar o ciclo enzodtico de Rickettsia sp. através da deteccdo desses organismos em
potenciais vetores (carrapatos e pulgas), utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR);

e Caracterizar os organismos do género Rickettsia detectados na PCR através de
sequenciamento dos fragmentos amplificados;

e Avaliar aspectos epidemioldgicos das rickettsias circulantes, artropodes vetores e seus

hospedeiros vertebrados;
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4 Material e Métodos
4.1 Area de Estudo

O municipio de Juiz de Fora esté localizado a 21°41°20" " de latitude sul e 43°20°40"" de
longitude oeste, a sudeste do estado de Minas Gerais, ha Mesorregido Geografica da Zona da
Mata Mineira (PDDU/JF, 2004). Com posic¢do privilegiada, o municipio encontra-se a apenas
283 Km da capital Belo Horizonte e 184 Km do Rio de Janeiro, importantes centros econdmicos
do pais (PDDU/JF, 2004).

Pertencendo ao dominio morfocliméatico dos mares de morros florestados como afirma
Ab’Saber (2003) e tendo como area total 1.435,664 km?, as médias altimétricas do municipio
variam entre 700 a 900 m e tem seu ponto mais alto a 1.000 m de altitude préximo a Serra dos
Cocais ja os pontos mais baixos variam entre 650 a 750 m de altitude, correspondendo estes ao
fundo do vale do rio Paraibuna (PDDU/JF, 2004).

Em decorréncia dos fatores altimétricos, o clima da regido é o tropical de altitude, uma
derivacdo do tropical, porém com temperaturas mais amenas. Este tipo climético caracteriza-se
por apresentar dois periodos bem definidos, sendo que um vai de outubro a abril (primavera e
verdo), com temperaturas mais elevadas e maiores indices pluviométricos, com as chuvas
concentradas no ver&o, e outro que vai de maio a setembro (outono e inverno), mais frio e com
menor presenca de chuvas; apresentando precipitacdo média anual de 1.538 mm (IBGE, 2015;
PDDU/JF, 2004).

Somando-se aos fatores naturais como atuacdo de massas de ar, relevo, altitude, etc, o
clima sofre ainda a interferéncia de fatores antropicos, onde pode-se citar impermeabilizacédo
do solo, poluicdo gerada principalmente por veiculos automotores, disposicao das edificacdes,
supressao vegetacional em funcéo do crescimento urbano, agricultura e pecuéria, dentre outros.

O municipio de Juiz de Fora esta inserido na bacia hidrografica do rio Paraibuna (médio
Paraibuna), pertencente a bacia hidrogréafica do rio Paraiba do Sul, localizado na regido Sudeste
do Pais, o qual drena a &rea mais densamente povoada (Figura 16). A porcao oeste é drenada
pelo rio do Peixe e o0 extremo sudeste pelo rio do Cagado, ambos afluentes do rio Paraibuna
(Figura 17). A éarea urbana € drenada por 156 sub-bacias de diversas dimensdes (PDDU/JF,
2004).
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Figura 16: Bacia Hidrogréfica do rio Paraiba do Sul. (Fonte: Secretaria de Planejamento e
Gestdo do municipio de Juiz de Fora).
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Figura 17: Bacia Hidrogréfica do Médio Paraibuna, em destaque o rio Paraibuna e seus
afluentes, rio do eixe e Cagado. (Fonte: Secretaria de Planejamento e Gestdo do municipio de
Juiz de Fora).

Seguindo a classificagdo do IBGE (2015), originalmente a vegetagdo do municipio era a
floresta estacional semidecidual ou subcaducifélia, esta tem como principal caracteristica a
dupla estacionalidade climatica marcada por intensas chuvas durante o verdo seguidas por

longos periodos de estiagem; e outra sem periodo seco, mas com seca fisioldgica.
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Com densidade demografica estimada de 550.710 habitantes, o espago geogréafico do
municipio é dividido no distrito sede, composto por area urbana, zonas urbanas em expansao e
zona rural, e trés outros distritos compostos por nucleos urbanos e zonas rurais (PDDU/JF,
2004; IBGE, 2015). (Figura 18).

MUNICIPIO DE JUIZ DE FORA
{ DISTRITOS E AREA URBANA

ROSARIO DE
MINAS

SARANDI
»Caeté

Sarandi
3
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N

1. 300 000

Figura 18: Espaco geogréafico do municipio de Juiz de Fora e em destaque as areas de
estudo. (Fonte: IBGE/GeoMINAS/PJF, Oliveira, 2005).

Se inicialmente a regido da Zona da Mata Mineira tinha como caracteristica a presenca
de densas florestas que recobriam todo o territério, dai sua denominacao, atualmente a realidade
é outra. Em funcdo do processo de ocupagdo pelo qual passou, a vegetacdo original foi
substituida por plantacfes de café, durante este ciclo econdmico, o qual foi responsavel pela
remocao da cobertura vegetal dando lugar a Mata Estacional Semidecidual Secundéria, onde o
termo secundario remete ao processo sucessionario pelo qual passou a vegetacdo. Somando-se
ao ciclo supracitado, a pecudria e atualmente o processo de expansdo urbana tiveram grande
importancia no processo de alteragdo da paisagem (Silva, 2010).
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4.1.1 Caracterizacdo das Areas de Coleta

Os espécimes foram coletados em cinco localidades distintas: Caetés, Igrejinha, Paula
Lima, TorreBes e Valadares. Desses, somente Igrejinha e Paula Lima pertencem area urbana do
municipio; entretanto, em fungdo da descontinuidade da mancha urbana, estas podem ser
classificadas como areas de expansdo urbana, ja as demais localidades séo caracterizadas como
nucleos urbanos (PDDU/JF, 2004).

As areas investigadas guardam semelhangas morfocliméticas e contornam as areas que
detém um dos maiores indices de casos humanos (suspeitos, compativeis ou confirmados) de
FM e animais soropositivos para Rickettsia spp. do estado (Monteiro et al., 2006; Rodrigues et
al.,, 2008a; Pacheco et al., 2011; Navarro et al., 2014a); agrupando condicdes
ecoepidemioldgicas favoraveis para manutencao do ciclo das Rickettsia spp., como presenca de
fragmentos de matas, colec¢des hidricas e, principalmente, o convivio préximo entre de humanos
e animais (e.g. bovinos, equinos, caninos, felinos e capivaras).

Em funcdo da economia e infraestrutura educacional pouco desenvolvidas, 0 movimento
pendular é uma caracteristica comum das areas citadas.

Em sua totalidade foram realizadas 40 coletas de campo, subdivididos em dois ambientes
de coleta, tendo perfis sdcio-econémico-cultural diferentes, sendo um ponto que possui maior
nivel de antropizagdo e uso e ocupacdo do solo (‘ambiente 1), e outro com caracteristicas rurais

(‘ambiente 2”); com o propoésito de se ampliar as zonas investigadas (Tabela 2).

Tabela 2: Georreferenciamento dos pontos de coletas das zonas de vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora, estado de
Minas Gerais, Brasil.

Distrito Localidades | Ambiente* Coordenada Geografica
) 1 21°48’ 15.52” latitude Sul; 43° 15” 11.27” longitude Oeste
Sarandira Caetés
2 21°49°02.86” latitude Sul; 43° 15” 54.37” longitude Oeste
. 1 21°42° 32.65” latitude Sul; 43° 28’ 55.93” longitude Oeste
Igrejinha
Sed 2 21°41° 24.54” latitude Sul; 43°28’ 13.99” longitude Oeste
ede
1 21°34” 40.39” latitude Sul; 43° 29’ 08.86” longitude Oeste
Paula Lima
2 21°36” 12.59” latitude Sul; 43°29” 15.59” longitude Oeste
1 21°51° 37.95” latitude Sul; 43°31” 36.79” longitude Oeste
Torredes Torredes
2 21°50° 10.33” latitude Sul; 43° 30’ 43.00” longitude Oeste
Rosario de 1 21°45” 43.75” latitude sul; 43° 36 23.14” longitude Oeste
) Valadares
Minas 2 21°46° 38.74” latitude Sul; 43°36° 17.42” longitude Oeste

*1= Area de maior antropizaco, uso e ocupagio do solo; 2= area rural.
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4.1.1.a Caetés

A localidade caracteriza-se por ser ndcleo urbano do distrito de Sarandira, esta situado
a sudeste da sede municipal e liga-se a ela através de estradas vicinais pavimentadas e da BR-
267.

Possui terreno relativamente plano com altitudes de aproximadamente 600 metros de
altitude e areas de varzea.

A economia ainda baseia-se na criacdo de gado de leite e um pequeno comercio local.

As residéncias sdo unifamiliares com moradias de até trés pavimentos e no entorno séo
encontrados sitios e fazendas. De acordo com Foscarini-Neto (2008), a area urbanizada devera
ter um crescimento significativo tanto de suas partes urbanizadas j& consolidadas, quanto com

seu crescimento ao longo de sua via principal.

e Ambiente 1:

As coletas foram realizadas em um campo de futebol que serve como area de lazer da
comunidade. Em seu entorno apesar de pouco adensado, sdo observadas algumas casas
unifamiliares e pequenos sitios (Figura 19).

Além da presenca de pessoas no local principalmente aos finais de semana, foi registrada

a presenga de bovinos, equinos e caninos.

Figura 19: Ambient 1 de Caetés. (Fnte: Liliane Silva Durdes, 2014).
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e Ambiente 2:

O segundo ponto de coleta foi uma fazenda de gado de leite onde além da ordenha, sdo
comercializados animais sendo constante o a chegada de novos exemplares.

Em decorréncia da existéncia de uma mata no interior da propriedade, foram notadas a
presenca de animais silvestres (primatas). Nota-se ainda a presen¢a de um curso d’agua (Figura
20).

O deslocamento e parte das atividades da fazenda é feita com a utilizagdo de equinos.

Figura 20: Ambiente 2 de Caetés. (Fonte: Liliane Silva Durées, 2014).

4.1.1.b Igrejinha

Tendo surgido a partir da construgdo da linha férrea, o bairro tem como caracteristica a
presenca de areas de varzea e baixas declividades, fatores estes que naturalmente favorecem a
ocupacao.

Apesar das condicdes favoraveis do relevo, a presenca da BR-267 e da implantacao das
industrias Paraibuna de Metais e Votorantim Metais, a regido apresenta baixo crescimento

urbano e populacional.
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A atividade econémica é pouco expressiva na regido. Além das industrias citadas, nota-
se ainda a presenca de atividades agropecuarias e um pequeno comercio local pouco
significativo.

Com excecdo dessas industrias, predomina na regido o uso residencial com construcfes
unifamiliares de populacdo de baixa renda, com habitagdes populares. As vias apesar de

asfaltadas ndo apresentam captacéo de rede pluvial.

e Ambiente 1:

Neste ambiente, o que destaca é a presenca de um assentamento Cigano (Figura 21). Os
ectoparasitos foram coletados em um campo de futebol, o qual € utilizado pela comunidade
como éarea de lazer, principalmente aos finais de semana, pela escola publica onde sdo
desenvolvidas atividades curriculares e pela comunidade cigana.

Dentre esses, 0s principais usuarios da area sdo os Ciganos, que utilizam o espaco como
area de lazer, moradia e criatorio de animais como porcos, cavalos e aves para comércio. Além
destes, sdo criados animais de estimagdo como cées e gatos (Figura 22).

Além do assentamento, este ambiente é delimitado pela BR 267, e por uma area utilizada

como pasto para os animais do povo Cigano.

Figura 21: Ambiente 1 de Igrejinha, com part assentamento '
Cigano ao fundo. (Fonte: Liliane Silva Duraes, 2014).
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‘ e
Figura 22: Ambiente 1 de Igrejinha, em destaque 0s animais e 0 assentamento Cigano.
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

e Ambiente 2:

Neste, os espécimes foram coletados em um condominio fechado. O local possui
residéncias unifamiliares destinadas a moradia e também como casas utilizadas aos finais de
semana.

Dentro da area do condominio foi construido um haras destinado a cuidados dos animais
dos moradores, bem como de terceiros. Estes animais utilizam um lote vago como &rea de
pastagem (Figura 23).

Delimitando a area de coleta foi registrada a presenca de um urso d’agua (Figura 24).

Figura 23: Ambiente 2 de Igrejinha. Figua 24: Ambiente 2 de Igrejinha cm destaque para o
(Fonte: Liliane Silva Duraes, 2014). curso d’agua (Fonte: Liliane Silva Durées, 2014).



67

4.1.1.c Paula Lima

Situa-se no extremo norte da area urbana do municipio de Juiz de Fora, localidade
caracterizada pela distancia da area urbana e baixa densidade demografica.

Possui caracteristicas rurais com grandes extensdes produtivas de gado leiteiro, gado de
corte e culturas. Estas areas ap0s terem sido desmembradas formaram os povoados de pequena
expressdo em torno da via férrea, porém os nucleos se estagnaram devido ao crescimento da
cidade no extremo oposto a esta regido.

Apresenta relevo com baixa declividade, além de areas de varzea. Como atividade
econdmica, observam-se apenas o comercio local pouco expressivo e atividade agropecuaria
extensiva.

O tipo de ocupacdo é residencial com moradias unifamiliares de no maximo dois

pavimentos. Ocorre ainda a existéncia de granjas e sitios no entorno do nacleo urbano.

e Ambiente 1:

Os potenciais vetores foram coletados em uma area de pasto sujo utilizado para manejo
de bovinos e equinos (Figura 25). Apesar de ndo ser utilizada como area de lazer, a circulacao
de transeuntes é grande, em funcdo da proximidade do local com a principal rua/acesso da
localidade. Em frente ao ambiente de coleta, existe uma casa onde s&o criados cerca de 30 cées
retirados das ruas.

O ambiente de coleta é delimitado pela rua principal e por um curso d’agua (Figura 26).
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Figura 25: Ambiente 1 de Paula Lima. (Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

Figura 26: Ambiente 1 de Paula Lima, com destaque para o curso d’agua.
(Fonte: Liliane Silva Durées, 2014).

e Ambiente 2:
Se deu em um haras que atualmente € pouco utilizado, sendo criados cerca de seis
equinos, trés caninos e alguns galinaceos (Figuras 27 e 28). Por este motivo, € pequeno o fluxo
de pessoas, sé tendo sido relatado a movimentacdo da familia do caseiro e visitas esporadicas

dos proprietarios. Esses utilizam os cavalos da propriedade como meio de transporte e trabalho,
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circulando com os animais dentro das dependéncias do haras, bem como para atividades
particulares como supermercado, escola, passeios, etc.
Proximo ao haras existe uma propriedade rural destinada a criagdo de gado leiteiro, onde

0 caseiro do haras presta servicos, fazendo o deslocamento a cavalo.

Figura 27: Ambiente 2 de Paula Lima, com destaque para 0s animais.
(Fonte: Liliane Silva Durédes, 2014).

Figura 28: Ambiente 2 de Paula Lima. (Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).



70

4.1.1.d Torredes

Este nlcleo urbano encontra-se a sudoeste da sede municipal é banhado pelo Rio do
Peixe e tem como um de seus principais acessos as rodovias BR-040 e MG-353.

Em funcéo do baixo adensamento populacional, a regido apresenta fragmentos do bioma
Mata Atléantica. Estas caracteristicas naturais tém contribuido para a exploracéo do turismo com
destaque para o ecoturismo, praticado nos sitios e fazendas da regido. A presenga de
restaurantes funciona como atrativos para o turismo da regiéo.

Além do turismo, merece destaque como atividade econdmica a producdo de leite e
comercializagdo de bovino criados de maneira extensiva, bem como de equinos.

A regido abriga ainda fazenda escola da Universidade Presidente Antonio Carlos
(UNIPAC), utilizada para aulas praticas do curso de Medicina Veterinaria de manejo e clinica
de grandes animais.

Em relacdo ao uso do solo, este é essencialmente residencial com moradias unifamiliares

de até dois pavimentos.

e Ambiente 1:

As coletas foram realizadas no entorno de uma propriedade particular que fica as
margens da rodovia MG-353, que fica em uma éarea de declive acentuado é cercada por
fragmento de mata (Figura 29 e 30). No local € praticada agricultura de subsisténcia para
sustento da familia que toma conta da casa.

Além dos cavalos utilizados para lazer dos proprietarios e deslocamento dos caseiros,

sdo criados galinaceos e leporideos para sustento da familia.
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Figura 29: Ambiente 1 de Torredes, visto da rodovia.
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

Figua 30: Amiete 1 de Torredes. (Fonte: Liliane Silva Duraes, 2014).

e Ambiente 2:

Ocorreu em um campo de futebol desativado, hoje utilizado como pastagem para alguns
exemplares de bovinos e equinos; além destes, notou-se ainda a presenca de caninos (Figura
31). A éarea é delimitada pela presenca de um cérrego e de uma estrada ndo pavimentada sendo
este o principal acesso ao local.

Apesar do ambiente de coleta pertencer a uma propriedade privada, o local é

eventualmente utilizado para comemoragdes religiosas.



72

Figura 31: Ambiente 2 de Torredes. (Fonte: Liliane Silva Durées, 2014).

4.1.1.e Valadares

Este nucleo urbano pertence ao distrito de Rosério de Minas e situado a noroeste da sede
municipal; é banhado pelo rio do Peixe e 0 acesso é feito pela BR-267.

Sua economia esta atrelada ao meio rural, merecendo destaque a criagéo de gado de leite
e a criacdo de aves. O comércio local é pouco expressivo destinado a atender as necessidades
bésicas da comunidade.

As residéncias sdo unifamiliares com até dois pavimentos.

e Ambiente 1:

Os espécimes foram coletados em um campo de futebol destinado ao lazer da
comunidade, e por ser a Unica area de lazer da comunidade, € intensa a presenca e pessoas
sobretudo criangas e jovens.

A area é cercada pela BR-267 e pela principal rua de acesso ao nucleo urbano, além de
residéncias unifamiliares de até dois pavimentos

Apesar de ndo ser este o principal uso, é frequente a utilizacdo do gramado como

pastagem de equinos e bovinos (Figura 32 e 33).
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Figura 32: Ambiente 1 de Valadares, com destaque para 0s animais.
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

Figura 33: Ambiete 1 de Valadares. (Fonte: ilian Silva Durée, 24).
e Ambiente 2:

As coletas foram realizadas em uma fazenda de gado leiteiro. A éarea da fazenda €
dividida entre a criacdo e plantacdes de milho destinadas a alimentacdo dos animais.

Equinos existentes sdo utilizados no manejo dos bovinos e no deslocamento no interior
da propriedade, e os cées para fazer a seguranca da mesma.

Em funcdo da proximidade com um fragmento de Mata Atlantica e da presenca do Rio
do Peixe cortando a fazenda, é comum a presenca de animais silvestres como as capivaras.
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Os espécimes foram coletados em um dos pastos, o qual é adjacente ao rio
(Figura 34), local onde foram encontrados carcacas e vestigios dos roedores (Figura 35).

77 4 I'( L% i 43, ‘\ TR 5 ¥
Figura 34: Ambiente 2 de Valadares, com destaque o rio do P
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

Figura 35: Ambiente 2 de Valadares, com destaque para os vestigios de
excrementos de capivara. (Fonte: Liliane Silva Duraes, 2014).

4.2 Coletas de Potenciais Vetores de Rickettsia sp.

As coletas foram realizadas entre o periodo de julho de 2013 a junho de 2014, em duas
zonas de expansao urbana (Igrejinha e Paula Lima) do distrito sede e nos nucleos urbanos de
Caetés, Torredes e Valadares, nos trés distritos restantes.
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O cronograma foi estabelecido de forma a cobrir a variagdo sazonal da populacdo de
artrépodes vetores, sendo efetuadas no pico das quatro estacfes climaticas, caracterizadas por
apresentarem periodos de estiagem entre outono e inverno, e periodo chuvoso entre primavera
e verao.

As coletas nos hospedeiros (caninos, bovinos e equinos) foram realizadas em conjunto
com a equipe de salde da Secretaria Municipal de Satde de Juiz de Fora, durante a campanha
de vacinacgdo antirrabica; enquanto que no animal silvestre (capivara), 0 mesmo foi encontrado
morto. Os potenciais vetores foram detectados através de inspe¢do visual e manual; as pulgas
foram coletadas com auxilio de pincgas, enquanto os carrapatos, a técnica de obtencdo se deu
por torcdo em torno do proprio eixo longitudinal do idiossoma, também com auxilio de pinga
(Figura 36).

Ja as coletas em ambiente seguiram a metodologia que faz uso da técnica da armadilha
de gés carbdnico (CO>) (Cancgado et al., 2006; Cancado, 2008) (Figura 37); somando-se a essa,
as coletas também foram realizadas por meio da técnica do arrasto de flanela (Oliveira, 1998;
Oliveira et al., 2000) (Figura 38).

Figura 36: Coleta de potenciais vetores em Ahospedeiro
vertebrado. (Fonte: Liliane Silva Durées, 2014).

Os artropodes capturados foram acondicionados em tubos plasticos estéreis contendo

alcool isopropilico (Figura 39), e encaminhados a diagnose especifica.
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Figura 37: Coleta de vetores no ambiente,

pela técnica da armadilha de COa. arrasto de flanela. (Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

Figura 39: Acondicionamento de vetores.
(Fonte: Liliane Silva Duraes, 2014).

4.2.1 Esforco Amostral

Figura 38: ‘Coleta de vetores no ambiente, pela técnica do
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O tempo de coleta no ambiente foi protocolado em 2 h para garantir a regularidade do

experimento com 0 mesmo esfor¢co amostral em todas as coletas.

A equipe era constituida por dois membros, com isso o tempo de esfor¢co amostral por

ambiente foi de 4 h, como cada uma das cinco localidades foram subdivididas em dois
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ambientes, tem-se 8 h de esforgo por localidade. Levando-se em conta que foram realizadas
coletas nas quatro esta¢des climaticas, tem-se 32h por localidade, totalizando 160 h de esforgo
de captura nas 40 coletas realizadas.

Nos hospedeiros vertebrados, totalizando de 33 animais (caninos, equinos, bovinos e
capivaras) o tempo médio no esforco de captura foi de 5 min por animal, totalizando 3 h e 15
min.

Dessa forma, o esfor¢o amostral nesse estudo foi de 163 h e 15 min.

4.2.1.a Armadilha de CO;

Segundo a metodologia desenvolvida por Butler et al., (1984), a armadilha de CO> dé-
se atraves da reagdo quimica entre Carbonato de Calcio (CaCOz) com &cido latico (C3HeOs3),
em uma dindmica onde a primeira substancia, o acido, goteja sobre a segunda, o sal, resultando
em COz, que é a substancia atrativa para carrapatos, pois mimetiza a respiracao dos hospedeiros.

Para confeccdo da armadilha, foram utilizadas duas vasilhas plasticas de
aproximadamente 1L de volume (7 cm de altura X 13,5 cm de didmetro), as quais foram
sobrepostas e unidas entre si pelo fundo perfurado centralmente da vasilha superior e tampa da
inferior, que também continha perfuracdo central para o perfeito encaixe de um microtubo de
plastico de 0,5 mL, sem tampa e com um pequeno orificio realizado com agulha (25x7),
precisamente fixado nas perfuragdes supracitadas, funcionando como conector entra as
vasilhas, permitindo assim, o gotejamento da vasilha superior (CsHsO3) e sobre a inferior
(CaCO:s), onde se da a reacdo, e a posterior liberacdo do produto desta, 0 CO2, que é lentamente
eliminado por perfuragdes de 5 mm de didmetro em sua lateral, e a 5mm de distancia da tampa
(Figura 40). Tal armadilha foi posta sobre uma flanela branca de 1 m?, para melhor visualizagéo
e captura do ixodideos (Canc¢ado, 2008).
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Figura 40: Confeccao da armadilha de COp. (Fonte: Liliane Silva Duraes, 2014).

Para utilizacdo da armadilha, foram utilizados 500 mL de soluc¢do aquosa de acido latico
a 20% e 300g de Carbonato de Calcio (Figura 41). Esta quantidade foi suficiente para manter a
reacdo quimica por, no minimo, duas horas. O gotejamento com velocidade de
aproximadamente 4 mL/min de &cido latico controla a velocidade da reacdo e mantém um fluxo

continuo de CO..

Figura 41: Conta da diluicdo do &cido latico; pesagem do carbonato de célcio, respectivamente.
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

4.2.1.b Arrasto de Flanela

No presente estudo, foi utilizado uma adaptacdo da confeccdo do equipamento

desenvolvido por Oliveira (1998) e Oliveira et al., (2000); e fez-se uso de flanela branca com
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dimensoes de 1,50 m de comprimento por 0,80 m de largura, a qual foi fixada por grampos de
metal em duas hastes de madeira de 1,20 m cada, disposta em cada extremidade, afim de se
manter a flanela distendida e 0 mais proximo possivel da vegetacao.

Para melhor tracdo do arrasto, foi-se fixado as extremidades de uma das hastes um
corddo de nylon de 2,5 m de comprimento (Figura 42).

O arrasto de flanela foi utilizado em locais com vegetacéo do tipo herbécea (gramineas,
leguminosas, compostas e outras forrageiras), como também em A&reas de pasto ou
peridomicilio. Para se obter uma maior area de abrangéncia, foi pré-estabelecida uma rota a ser

percorrida (Figura 43), e a inspecéo da flanela era realizada a cada 5 m.

Figura 43: Esquema da rota percorrida.
(Fonte: Oliveira et al., 2000).

Figura 42: Arrasto de flanela, adaptado.
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

4.3 ldentificagdo Taxondmica dos Artropodes

Os ectoparasitos foram identificados no Laboratério de Microscopia do Programa de Pds
Graduagdo em Comportamento e Biologia Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora,
com o auxilio de um microscopio estereoscopio com iluminacao incidente, seguindo as chaves
dicotdbmicas: Aragdo e Fonseca (1961) e Onofrio et al. (2006) para ixodideos adultos, Martins
et al. (2010) para ninfas de carrapatos e Amorim e Serra-Freire (1999) para larvas desses
artropodes. Sifonapteros foram identificados segundo Bicho e Ribeiro (1998), (Figura 44).
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Figura 44: Identificacdo dos artrépodes.(Fonte: Liliane Silva Durées, 2014).

Apo6s o processo de identificacdo dos vetores, os espécimes foram agrupados em
aliquotas de acordo com o estadio de desenvolvimento (adulto, larva e ninfa), animal ou
vegetacdo de origem e mantidas a -20°C, e posteriormente encaminhados para extracao total de
DNA gendmico (DNAQ).

4.4 Pesquisa Molecular do Bioagente

Os ixodideos e sifonapteros foram processados individualmente ou reunidos em
aliquotas (adultos de todas as espécies foram processados individualmente, ninfas em aliquotas
que variaram de 1 a 10 artrépodes, dependendo do montante disponivel, enquanto as larvas em
lotes de 12 a 50 espécimes) de acordo com sexo, estadio de desenvolvimento, vegetacdo de
origem, processo de ingurgitamento, e hospedeiro.

As amostras dos espécimes vetores foram submetidos a extracdo de DNAg,
amplificacdo de fragmentos desse e anélise dos produtos da PCR. O sequenciamento do DNAg
foi realizado para caracterizar as cepas e/ou especies de Rickettsia.
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4.4.1Extracdo do DNAg

A etapa de extracdo foi realizada no Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores
das Riquetsioses (LIRN) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, estado do Rio de Janeiro), e
0 DNAg foi obtido atraves da técnica de extracdo por NaCl (Aljanabi e Martinez, 1997), com
posterior armazenamento a —20°C.

Os ectoparasitos foram triturados em banho de nitrogénio liquido e ressuspendidos em
volume maximo de 400 ul de Buffer A (NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM pH 8,0; Tris HCI 10 mM
pH 8,0), em seguida foi adicionado 40 pL SDS 2% e 8 uL de Proteinase K (Invitrogen™) (20
mg/mL) - Promega, Madison, EUA- e homogeneizada por 15 s, para posterior incubacdo em
banho-maria a 55-56°C por 1 h. Ap6s incubacéo, a mistura foi acrescentada 300 pL de NaCl 6
M, que novamente foi homogeneizada por 30 s, com posterior centrifugacdo a 10.000 rpm por
30 min a 4°C. Apds esta etapa, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e
precipitado com igual volume (600 uL) de alcool isopropilico por 1 h a -20°C; com posterior
centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min a 4°C; sendo desprezado o sobrenadante
(aproximadamente 600 pL), e adicionado igual volume de Etanol 70°GL para lavagem do
pellet; para uma nova centrifugacéo a 10.00 rpm por 10 min & 4°C. Desprezou-se novamente 0
sobrenadante do microtubo, deixando-o invertido sobre papel toalha para secar por 30 min,
aproximadamente; em seguida o pellet foi ressuspendido em 25 pL de agua Milli-Q, com
posterior homogeneizacdo manual. Os microtubos contendo o DNAg extraido, foram
armazenados a -20°C até sua utilizac&o.

Apbs a extracdo, amostras escolhidas randomicamente foram encaminhadas a
quantificacdo do DNAg em espectrofotdmetro GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech,

Cambrigde, Londres), para avaliar a qualidade do DNA extraido.

4.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Todas as amostras de DNAg de ectoparasitos foram submetidas a reacdes de PCR
utilizando dois primers: um par género-especifico (gltA), RpCS2-78 forward (f) e RpCS2-323
reverse (r), para deteccdo de Rickettsia sp. (Regnery et al., 1991); e um par grupo-especifico
(ompA), Rr190.70f e Rr190.701r, para deteccdo de Rickettsia do GFM (Regnery et al., 1991,
Roux et al., 1996) (Tabela 3). Como controle positivo, de cada reacdo de PCR, utilizou-se
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DNAg de Rickettsia parkeri (GFM, patogénica), e como negativo foi utilizado agua estéril. O
preparo das solucGes e as condigdes da PCR foram adequados para cada tipo de gene pesquisado
(e.g. Azad et al., 1990; Regnery et al., 1991; Eremeeva et al., 1994; Roux et al., 1996; Labruna
et al., 2004a).

Tabela 3: Primers utilizados para identificacdo genotipica de espécies de Rickettsia.

Genes Primers Sequéncia de nucleotideos (5'-3") Fragmento
amplificado (pb)
ompA Rr 190.70 forward ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 631
Rr 190.701reverse GTTCCGTTAATGGCAGCATCT
gltA Rp CS2-78forward GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401
Rp CS2-323reverse GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

Fonte: Regnery et al., 1991; Roux et al., 1996.

Cadareacédo de PCR (25 uL de volume final) foi realizada adicionando-se 2 uLL da amostra
de DNAg a 17 uL de agua milli-Q, 2,5 uL de Buffer, 1 uL de Cloreto de Magnésio (MgCl> -50
mM), 0,5 uLL de dNTPs (10 mM), 0,75 uL de primers f e 0,75 uL de primers r, e por fim foi
adicionado 0,5 pL de Taq DNA polimerase (Fermentas, Vilnius County, Lituania). As amostras

foram levadas ao termociclador conforme as condigdes descritas para cada gene (Tabela 4).

Tabela 4: Ciclos e condi¢des da Reagdo em Cadeira da Polimerase (PCR).

Etapas gltA OmpA
Desnaturacgo Inicial 95°C por 3 minutos 95°C por 5 minutos
Numero de Ciclos 25 de: 35 de:

Desnaturacédo a 95°C por 15 Desnaturacéo a 95°C por 40

segundos segundos
Anelamento a 48°C por 30 Anelamento a 58°C por 30
segundos segundos
Extensédo a 72°C por 30 Extensao a 65°C por 45
segundos segundos
Extenséo Final 72°C por 7 minutos 72°C por 10 minutos

Para a visualizacdo dos fragmentos de DNAg amplificados na reacdo de PCR, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% (100 mL de TAE 1X; 2 g de

agarose UltraPure™ Agarose Invitrogen™) a 89 Volts durante 60 min (Figura 45).
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Posteriormente foram coradas com brometo de etidio e observadas em scanner de gel com luz

de ultravioleta (Sambrook e Russel, 2001).

500 pb

Figura 45: Gel de agarose da PCR para fragmento do gene ompA (631pb). PM: Peso Molecular de 100pb; 1: 550; 2:
551A,; 3: 551B; 4: 551C; 5: 551D; 6: 552A; 7: 5517A; C+: Controle positivo; Co: Controle negativo.
(Fonte: Liliane Silva Durdes, 2014).

Todos os produtos da PCR (amplicons) obtidos correspondendo ao tamanho de DNAg

esperado, para cada gene, foram selecionados para purificacdo e sequenciamento.

4.5 Frequéncia Minima de Vetores Infectados (FMVI)

Este calculo permite inferir, com seguranca, a FMVI de uma dada espécie em uma
determinada area. A FMVI para cada espécie foi calculada utilizando como base os resultados
sobre a infec¢do dos vetores obtidos por PCR, empregando a formula segundo Burket et al.
(1998):

FMVI1 = n° de amostras positivas para cada espécie x 100
n° total de vetores de cada espécie
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4.6 Purificacdo e Sequenciamento de DNAg

Como preparacgéo para o sequenciamento de DNAg, os amplicons que corresponderam
ao tamanho de produto amplificado esperado, para cada gene analisado, foram purificados
utilizando o kit NucleoSpin Extract Il (Macherey Nagel, Duren, Colonia, Germany), de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

O sequenciamento do DNAg foi realizado na Plataforma de Sequenciamento de DNA
(PDTIS- Redes de Plataformas Tecnoldgicas), do Instituto Oswaldo Cruz (10C) da FIOCRUZ.

As amostras foram submetidas a reagdes de sequenciamento utilizando o kit BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Carlsbad, California, U.S.A.), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Foram empregados os mesmos primers (a 3,2
pmol) utilizados na PCR, para determinacdo das sequéncias em ambas as direcdes (3’- 5’ ¢ 5°-
3°). Posteriormente, as amostras foram precipitadas, ressuspendidas em formamida e aplicadas
em sequenciador automatico ABI 3730xI (Applied Biosystems, Carlsbad, California, U.S.A.).

As sequencias obtidas, para cada gene, serdo depositadas no GenBank.

4.7 Analises das Sequéncias

Inicialmente, as sequéncias adquiridas para cada gene foram editadas no programa
Chromas Pro 1.5 (Technelysium, Queensland, Australia).

As sequencias de nucleotideos obtidas no atual trabalho foram identificadas por avaliacdo
de similaridade, através de andlise comparativa com as sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank, com auxilio do programa BLASTN (Nacional Center For Biotechnology
Information, 2015).

Posteriormente, as sequéncias de cada gene foram alinhadas, com sequéncias de espécies
de rickettsias depositadas no banco de dados GenBank, utilizando o algoritmo ClustalW
(Thompson et al., 1994) disponivel no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Todos 0s
alinhamentos foram inspecionados manualmente. Foi criado um arquivo com o alinhamento de

cada gene analisado.
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4.8 Analise Filogenética

Para a andlise filogenética foram construidos filodendogramas, através do método de
Distancia (Neighbor-Joining) e Maxima Parcimonia, no programa MEGA 5.0 (Tamura et al.,
2011). O célculo de distancia foi realizado através do algoritmo Kimura 2 pardmetros. Os
valores de suporte dos ramos internos das arvores filogenéticas foram estimados utilizando o
teste de bootstrap (Felsenstein, 1985) com 1.000 réplicas.

Para andlise das sequéncias do gltA de Rickettsia sp., foram empregadas as sequéncias de
R. africae (n° de acesso GenBank U59733), R. sibirica (n° de acesso GenBank U59734), R.
parkeri (n° de acesso GenBank U59732), R. japonica (n° de acesso GenBank U59724), R.
slovaca (n° de acesso GenBank U59725), R. aeschlimannii (n° de acesso GenBank DQ235776),
R. conorii (n° de acesso GenBank U59730), Rickettsia peacockii (n° de acesso GenBank
DQ100162), Rickettsia rhipicephali (n° de acesso GenBank U59721), R. massiliae (n° de acesso
GenBank U59719), R. rickettsii (n° de acesso GenBank CP000848), Rickettsia monacensis (n°
de acesso GenBank DQ100163), R. felis (n° de acesso GenBank CP000053), R. australis (n° de
acesso GenBank U59718), R. akari (n° de acesso GenBank U59717), R. prowazekii (n° de
acesso GenBank U59715), R. typhi (n° de acesso GenBank U59714) e R. bellii (n° de acesso
GenBank U59716). Como grupo externo foram usadas sequéncias de gltA de Ehrlichia canis
(n° de acesso GenBank AY647155.1) e Anaplasma marginale (n°® de acesso GenBank
CP001079).

Ja para analise das sequéncias do ompA de Rickettsia GFM, foram empregadas as
sequéncias de R. felis (n® de acesso GenBank DQ408668, AF191026, EU012496, AY727036
e AY394853), R. massiliae (n° de acesso GenBank U43793), R. rhipicephali (n° de acesso
GenBank U43803), R.aeschlimannii (n° de acesso GenBank DQ379980), R.japonica (n° de
acesso GenBank U43795), R.conorii (n° de acesso GenBank U43794), R.slovaca (n° de acesso
GenBank U43808), R.rickettsii (n° de acesso GenBank U43804), R.sibirica (n° de acesso
GenBank U43807), R.parkeri (n° de acesso GenBank U43802) e R. africae (n° de acesso
GenBank HQ335137). Como grupo externo foi utilizada sequéncia desse gene de R. akari (n°
de acesso GenBank L01461).
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5. Resultados

Foram coletados 12.692 espécimes de artropodes potenciais vetores de FM, sendo um
total de 12.502 no ambiente, entre carrapatos das espécies A. cajennense, Dermacentor nitens,
R. microplus; j& nos hospedeiros encontrou-se um total de 190 ectoparasitas, entre carrapatos
de A. cajennense, A. dubitatum, R. microplus, R. sanguineus e D. nitens e pulgas das espécies
C. canis e C. felis.

A espécie mais predominantemente encontrada foi A. cajennense em todas as areas

investigadas. (Tabela 5).

Tabela 5: Potenciais vetores de Rickettsia coletados em &reas de vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora, no estado de Minas
Gerais, Brasil; no periodo de julho de 2013 a junho de 2014.

AREAS DE HOSPEDEIRO i ARTROPODES
VULNERABILIDADE (n) ESPECIE M F N L Total
Ambiente 1 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 0 0 9 473 482
Rhipicephalus microplus 0 1 0 0 1
£ Sub Total 0 1 9 473 483
S Ambiente 2 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 0 2 11 1511 1524
Rhipicephalus microplus 1 0 0 0 1
Sub Total 1 2 11 1511 1525
Ambiente 1 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 5 0 226 1809 2040
Canls(ff;r)ullarls Amblyomma cajennense 0 3 5 0 8
Dermacentor nitens 0 0 2 0 2
& Rhipicephalus sanguineus 17 10 4 0 31
:GE? Ctenocephalides canis 1 4 0 0 5
> Sub Total 23 17 231 1809 2086
Ambiente 2 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 18 16 195 2138 2367
Canis familiaris (1) Amblyomma cajennense 0 0 7 0 7
Equus caballus (1) Amblyomma cajennense 0 0 16 0 16
Sub Total 18 16 218 2138 2390
Ambiente 1 Liv_re no a}rpbi_ente Aml?lyomma cajenn?nse 5 2 121 903 1031
Canis familiaris (7)  Rhipicephalus sanguineus 11 15 0 0 26
Ctenocephalides canis 3 10 0 0 13
< Ctenocephalides felis 3 4 0 0 7
E Sub Total 22 31 121 903 1077
7'5 Ambiente 2 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 5 1 160 1004 1170
E Dermacentor nitens 0 1 1 0 2
o Equus caballus (2) Amblyomma cajennense 2 7 0 3 12
Rhipicephalus microplus 1 0 0 0 1
Dermacentor nitens 0 6 0 0 6
Sub Total 8 15 161 1007 1191

o1
N

o Ambiente 1 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 296 257 560
= Canis familiaris (7)  Rhipicephalus sanguineus 2 1 0 5

N
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Ctenocephalides canis 7 8 0 0 15
Ctenocephalides felis 0 0 0 2
Sub Total 14 14 297 257 582
Ambiente 2 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 0 0 1 1141 1142
Equus caballus (1) Dermacentor nitens 0 2 8 0 10
Sub Total 0 2 9 1141 1152
Ambiente 1 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 0 0 38 800 838
Sub Total 0 0 38 800 838
9 Ambiente 2 Livre no ambiente Amblyomma cajennense 0 0 3 1339 1342
§ Rhipicephalus microplus 1 1 0 0 2
% Bos taurus (1) Rhipicephalus microplus 0 4 0 0 4
= hyH dyr(ircohc:eor?;ug) Amblyomma dubitatum 6 11 3 0 20
Sub Total 7 16 6 1339 1368
TOTAL 91 115 1108 11378 12692

A flutuacdo sazonal evidenciou o predominio de larvas ao longo do ano, com pico de
ocorréncia no periodo do outono para larvas, inverno para ninfas e verdo/inverno para adultos.
(Tabela 6).

Tabela 6: Flutuagéo populacional de potenciais vetores de Febre Maculosa, segundo estadio e estagdo do
ano, coletados em ambientes de vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora, estado de Minas Gerais,
Brasil; no periodo de julho de 2013 a junho de 2014.

Estacoes
Inverno Primavera Verao Outono Total
Estadios
Larvas 1.289 1.850 2.261 5978 11.378
Ninfas 865 199 24 19 1.107
Machos 38 16 36 3 93
Fémeas 50 15 45 4 114
Total 2.242 2.080 2.366 6.004 12.692

Do total de vetores coletados, 2.379, distribuidos em 249 amostras foram pesquisados
para a presencga dos genes gltA e ompA de rickettsia (tabela 7), resultando em 29 (11,65%)
amostras positivas, sendo 16 amostras para gltA (tabela 8), 13 para ompA (tabela 9), e deste
total 5 amostras foram positivas para ambos 0s genes.

A excecdo de Caetés, as demais localidades apresentaram amostras positivas,

destacando-se C. canis e A. cajennense como as especies mais vezes encontrada positiva.



Tabela 7: Identificacdo de genes rickettsiais em potenciais vetores de Rickettsia sp., coletados em areas de
vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil; no periodo de julho de 2013 a
junho de 2014.

Artropodes

Amostras

g . A.cajennense 0 0 6 160 166 = =
= L|vr_e no
8 AT R.microplus 0 1 0 O 1 € - -
E : A.cajennense 1 0 6 300 307 : :
= L|vr_e no 16
8 GlmISCAIEE R.microplus 1 0 O 0 1 ) :
Livi.eno A.cajennense 1 2 118 180 301 24 - +
g ambiente
< A.cajennense 0 2 6 O 8 - +
= Céo (11) R.sanguineus 9 7 2 0 18 29 + -
= D. nitens 0 0 1 O 1 - -
- C. canis 1 3 0 O 4 + +
o~ Livreno A.cajennense 7 7 75 122 211 27 + +
< ambiente
<
=
@ Cdo (1) A.cajennense 0 0 4 0 4 3 - +
(=]
Equino (1) A.cajennense 0 0 5 0 5 5 - -
— Livreno A.cajennense 3 1 41 240 285 18 - -
g ambiente
3 R.sanguineus 5 6 0 O 11 - -
a Céo (7) C.canis 1 1 0 O 2 15 + +
C. felis 1 1 0 0 2 + +
Livreno A.cajennense 3 1 70 133 207 17 - -
~ ambiente D. nitens 0 1 1 0 2 - -
©
£
_' -
a A.cajennense 2 4 0 0 6 - -
Equino (2) D. nitens 0 2 O 0 2 9 - -
R.microplus 1 0 O 0 1 - -
» Livi.eno A.cajennense 3 2 75 50 130 14 - -
P ambiente
‘D R.sanguineus 1 2 1 0 4 - -
S Céo (7) C. canis 5 5 0 O 10 16 + +
= C. felis 0 2 0 O 2 - -
~ Livre no A.cajennense 0 0 1 260 261 11 - -
2 ambiente
S
S Equino (1) D.nitens 0 1 3 0 4 4 - -
—
£
S MENO Acajenmense 0 0 21 175 196 11 - -
=S ambiente
>
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M: macho; F: fémea; N: ninfa e L: larva, nimero de espécimes que foram submetidos a extragdo do DNA; (n):
numero de hospedeiros examinados para coleta de vetores; N*: nimeros de amostras compostas para as
andlises utilizando Reacéo em Cadeia pela Polimerase (PCR); gltA: resultado da PCR, utilizando o primer
CS2; ompA: resultado da PCR para o primer 190 Kilodalton.

Tabela 8: Vetores de rickettsias positivos para o gene gltA, em areas de vulnerabilidade do municipio
de Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil; no periodo de julho de 2013 a junho de 2014.

Cédigo da Ambiente/
Amostra hospedeiro

Vetor Localidade

548 A Canino A& C. canis Torredes 1

549 A Canino & C. canis Torredes 1

551 A Canino A& C. canis Paula Lima 1

551 C Canino Q C. canis Paula Lima 1

552 B Canino & C. canis Igrejinha 1

5503 Ambiente Pool 50 larvas A.cajennense Igrejinha 2

5515 B Canino Q R. sanguineus Igrejinha 1

5518 A Canino & R. sanguineus Igrejinha 1

Q: fémea; J: macho. C. = Ctenocephalides, A. = Amblyomma, R. = Rhipicephalus.
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Tabela 9: Vetores de rickettsias positivos para o gene ompA, coletados em areas de vulnerabilidade do
municipio Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil; no periodo de julho de 2013 a junho de 2014.

Cddigo da Ambiente/

Amostra Hospedeiro Vetor Localidade
549 A Canino 3 C. canis Torredes 1
550 Canino 3 C. canis Torredes 1
551 A Canino 3 C. canis Paula Lima 1
551B Canino & C. felis Paula Lima 1
551 C Canino Q C canis Paula Lima 1
551D Canino Q C. felis Paula Lima 1
552 A Canino Q C. canis Igrejinha 1
4906 L Ambiente Pool 20 larvas A. cajennense Igrejinha 1
4906 N Ambiente Pool 20 larvas A. cajennense Igrejinha 1
4909 C Canino 1 ninfa A. cajennense Igrejinha 2
4911 A Ambiente 5 ninfas A. cajennense Valadares 1
4911 B Ambiente 5 ninfas A. cajennense Valadares 1
5517 A Canino 1 ninfa A.cajennense Igrejinha 1

Q: fémea; J': macho. C. = Ctenocephalides, A. = Amblyomma.

As FMVI foram calculadas a partir dos resultados da PCR e determinadas por ambiente

de origem, para cada espécie de vetor encontrada (Tabela 9).

Tabela 10: Frequéncia minima de vetores infectados com rickettsia (%), segundo o local de coleta, no municipio de Juiz
de Fora, Minas Gerais, Brasil; no periodo de julho de 2013 a junho de 2014.

Localidade Caetés Igrejinha Paula Lima Torrdes Valadares Total
Vetor Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb Amb
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

C. felis - - - - 100 - 0 - - - 50
C. canis - - 50 - 100 - 60 - - - 62,5
A. cajennense 0 0 13,27 0,23 0 0 0 0 5,10 0 4,29
A. dubitatum - - - - - - - - - 11,11 11,11
R. sanguineus - - 22,22 - 0 - 0 - - - 12,12

R. microplus 0 0 - - - 0 - - - 0 0

D. nitens - - 0 - - 0 - 0 - - 0

Amb: ambiente.
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Foram enviadas para o sequenciamento do fragmento do gene gItA 16 amostras
diferentes, procedentes de Igrejinha, Paula Lima, Torredes e Valadares, correspondendo a
100% das amostras positivas pela PCR para tal gene. Entretanto, somente 11 amostras
obtiveram éxito no sequenciamento.

Ja para o fragmento do gene ompA, foram submetidas ao sequenciamento 13 amostras,
que correspondem a 100% das amostras positivas pela PCR para este gene. Porém, apenas sete
amostras apresentaram sucesso nessa etapa.

Sequéncias do gene gItA de rickettsias detectadas em dez amostras de pulgas
apresentaram 99% de identidade com R. felis; e uma sequéncia desse gene em carrapato
apresentou 97% de identidade com R. bellii (Tabela 11).

Enquanto nas sequéncias obtidas do gene ompA, sete amostras detectadas em pulgas
apresentaram 99% ou 100% de identidade com R. felis (Tabela 12).
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Tabela 11: Identificacdo de rickettsias detectadas, por analise de sequéncias de nucleotideos de fragmento do gene gltA, em amostras de pulgas e carrapato procedentes de areas de vulnerabilidade
do municipio Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil.

Amostra  Local / Ambiente Hosp. Vetor Identidade Amostra depositada Genbank N° de acesso
R. felis GItA gene, partial cds JQ674484.1
Uncultured Rickettsia sp. clone 6-OP-2-1 citrate synthase (gItA) gene, partial cds JN982948.1
551B Paula Lima/1 Canino & C. felis R. felis (99%)

R. felis URRWXCal2, complete genome CP000053.1
Rickettsia sp. California 2 citrate synthase (gltA) gene, partial cds AF210692.1

551C Paula Lima /1 Canino Q C. canis
R. felis GItA gene, partial cds JQ674484.1

548E Torredes / 1 Canino Q C. canis
R. felis (99%) R. felis URRWXCal2, complete genome CP000053.1

552A Igrejinha / 1 Canino Q C. canis
Rickettsia sp. California 2 citrate synthase (gItA) gene, partial cds AF210692.1

549A Torredes / 1 Canino 4 C. canis

549B Torredes / 1 Canino Q C. canis
Uncultured Rickettsia sp. clone 6-OP-2-1 citrate synthase (gItA) gene, partial cds JN982948.1

552B Igrejinha / 1 Canino 4 C. canis
R. felis GItA gene, partial cds JQ674484.1

547A Torredes / 1 Canino Q C. canis R. felis (99%)

R. felis URRWXCal2, complete genome CP000053.1

548A Torrebes/ 1 Canino 4 C. canis
Rickettsia sp. California 2 citrate synthase (gItA) gene, partial cds AF210692.1

551A Paula Lima/1 Canino 4 C. canis
5483B Valadares / 2 Capivara Q A. dubitatum  R. bellii (97%) R. bellii clone gltA_Rb_At gltA (gltA) gene, partial cds EU826511.1

Hops.: hospedeiro; Q: fémea; §': macho; N°: niimero.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_67003925
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_12082484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/67003925?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ABX9ZPYU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12082484?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ABX9ZPYU014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_67003925
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_12082484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12082484?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ABX9ZPYU014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_67003925
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_12082484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12082484?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ABX9ZPYU014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_194273649
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Tabela 12: Identificacdo de rickettsias detectadas, por analise de sequéncias de nucleotideos de fragmento do gene OmpA, em amostras de pulgas procedentes de areas de vulnerabilidade do
municipio Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, Brasil.

Amostra  Local / Ambiente Hosp. Vetor Identidade Amostra depositada Genbank N° de acesso
R. felis strain LSU-Lb outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds HM636635.1
R. felis outer membrane protein (ompA) mRNA, complete cds EU012496.1
R. felis outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds DQ408668.1
549A Torredes / 1 Canino  J4C.canis R. felis (100%)
R. felis outer membrane protein A (ompA) mRNA, complete cds AY727036.1
R. felis URRWXCal2, complete genome CP000032.1
R. felis outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds AF191026.1
550 TorreGes / 1 Canino  JC. canis R. felis strain LSU-Lb outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds HM636635.1
551A Paula Lima /1 Canino  JC. canis R. felis outer membrane protein (ompA) mRNA, complete cds EU012496.1
: : R felis (99%)
551C PaulaLima/1  Canino  9C.canis R. felis outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds AY727036.1
551D Paula Lima /1 Canino  2C. felis R. felis outer membrane protein A (ompA) mRNA, complete cds AF191026.1
R. felis outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds AF191026.1
551B Paula Lima /1 Canino  JC. canis R. felis strain LSU-Lb outer membrane protein A (ompA) gene, complete cds HM636635.1
R. felis (99%)
552A Igrejinha / 1 Canino  ?C. canis R. felis outer membrane protein (ompA) mRNA, complete cds EU012496.1
R. felis outer membrane protein A (ompA) mRNA, complete cds AY7217036.1

Hops.: hospedeiro; Q: fémea; §': macho; N°: niimero.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_304367954
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_152926613
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_93280544
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_52082984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_67003925
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_10441768
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_304367954
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_152926613
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_93280544
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_52082984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_93280544
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_304367954
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_152926613
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#alnHdr_152926613
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A analise do alinhamento das sequéncias de gltA (Anexo A) demonstrou elevada
identidade entre as sequéncias de pulgas (LIS 551A, LIS 548A, LIS 547A, LIS 551B,
LIS 552A, LIS 551C, LIS 549A, LIS 548E, LIS 549B, e LIS 552B), diferindo apenas em
relacdo a quantidade de pares de bases.

As reconstrucdes filogenéticas realizadas para o fragmento do gene gltA, por
Maxima Parcimonia e Neighbor-Joining, apresentaram topologias parecidas (Figuras 46
e 47). Onde, as sequéncias de R. felis amplificadas no atual trabalho sdo agrupadas, com
bootstrap alto, com a sequéncia de R. felis obtida no GenBank. O semelhante acontece
com as sequéncias de R. bellii. Onde a sequéncia dessa rickettsia, obtida no atual estudo,
forma um clado com a mesma espécie de rickettsia obtida no GenBank.

A diferenca entre as analises de maxima parciménia e Neighbor-Joining para o gene
gltA esta na ordem de agrupamento das sequéncias de R. felis identificadas no atual estudo
com a R. felis analisada do GenBank. Bem como, com relacéo a insercédo do clado de R.

bellii nas duas arvores.



a8

&8

95

LIS 549A
LIS 548E
LIS 5498
Us551C
LIS 552A
61| US 5518
LIS 552B
LIS 547A
LIS 548A
LIS 551A
R. felis (CPOOD053.1)
R. ausfralis (US9718.1)
R. akari (U59717.1)
LIC 54838
98 F. belliif (US9716.1)
— R. menacensis (DQ100163.1)
R, rickettsi (CPOD0B48.1)
R. sibirica (U59734.1)
R, parkeri (U39732.1)
R. africae (U59733.1)
R. japonica U59724.1)
R. slovaca (U59725.1)
- R, aeschiimannii (DO235776.1)
R. cononi {(U59730.1)
- R, peacockil (DO100162.1)
R. rhipicephali (U59721.1)
5?|-F|:'. massiliae (U59719.1)

63

&7

18

— R typhi (U59714.1)
R. prowazeki (U59715.1)

Ehriichia canis (AY647155.1)

Anaplasma marginale (CP001079.1)

0.1

Figura 46: Filodendograma obtido através da comparacao das sequéncias parciais do gene gltA, utilizando o método
de Méaxima Parcimonia.
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LIS 5494,
LIS 548E
LIS 549B
US551C
LS 552A
S 551A
— LIS 548A
LIS 547A
LS 5528
LS 551B
- R. felis (CPO0D0D053.1)

29

83 —E R. australis (US9718.1)
97 L= R. akari (U59717.1)

R. monacensis (DQ100163.1)
~ R. rickeftsii (CPO00848.1)
821U R aeschlimannii (DQ235776.1)

72 | R cononi (US9730.1)
T R. peacockii (DQ100162.1)
o lr R. rhipicephali (U59721.1)
j R. massilize (US9T19.1)
|7R. slovaca (U59725.1)
261 R. africae (U59733.1)

[ ao| F- sibirica (US9734.1)
59 R, parkeri (US9732.1)

99 LC5483B
a4 I_— R. ballii (U59716.1)

— F. typhi (U59714.1)
— R. prowazekii (US9715.1)
Ehriichia canis (AY847155.1)

Anaplasma marginale (CPO01079.1)

0.05

Figura 47: Filodendograma obtido através da comparacao das sequéncias parciais do gene gltA, utilizando o método
Neighbor-Joining e distancias evolutivas determinadas pelo algoritmo Kimura 2 parametros.
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O alinhamento das sequéncias obtidas para o fragmento de gene ompA (Anexo B)
indicou que as sequéncias de R. felis, amplificadas no atual trabalho, apresentam elevada
identidade entre si (LIS 551B, LIS 552A, LIS 551C, LIS 550, LIS 551A, LIS 551D, e
LIS 549A), diferindo apenas em relacdo a quantidade de pares de bases.

As analises realizadas para o fragmento de gene ompA, por maxima parcimonia e
Neighbor-Joining, apresentaram topologias semelhantes (Figuras 48 e 49). Onde, as
sequéncias de R. felis, identificadas no atual trabalho, estdo no mesmo clado das

sequéncias de R. felis analisadas do GenBank.

LIS 5494
LS 550
LS 551A
LS 551B
Uss51C
[uss51D
LIS 552A
R. felis | (DOM0BEES.1)
R. felis | {AF191026.1)
R, felis I (EUD12496.,1)
R. felis IV (AYT27036.1)
R. felis V (AY394853.1)
R. conori (U43794.1)

J R, sibirica (LJ43807.1)

{ R. africae (HQ335137.1)

R. parkeri (U43802.1)
— R rickettsi (U43804.1)
— R, slovaca(J43808.1)
— R. japonica (U43795.1)
m— R. agschlimannii (DQ379980.1)

I[[R. massifiae (U43793.1)

8 L R rhipicephali (J43803.1)

64

100

100

R akan (LO1461.1)

0.1

Figura 48: Filodendograma obtido através da comparacéo das sequéncias parciais do gene ompA, utilizando o
método de Méxima Parcimonia
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LIS 549A

LIS 550

LIS 551A

LIS 551B

Lss51C

LIS551D

LIS 5524

R. felis 1 (DQ408668.1)
R. felis || (AF191026.1)
R. felis 11l (EU012496.1)
R. felis IV (AY727036.1)

100

R. felis \ (AY394853.1)
- B rickeltsif (U43804.1)
R. africae (HQ335137.1)
98 gz 1 B massiliae (U43793.1)
|| jﬁ R. rhipicephali (U43803.1)
6742 R. aeschlimannii (DQ379980.1)
—— R. japonica (U43795.1)
38| r R sibirca (U43807.1)
a7 R. slovaca(ll43808.1)
05 |— R. conorii (U43794.1)

24 R. parker (U43802.1)
F. akar (LO1461.1)

0.1

Figura 49: Filodendograma obtido através da comparacdo das sequéncias parciais do gene ompA, utilizando o método
Neighbor-Joining e distancias evolutivas determinadas pelo algoritmo Kimura 2 parametros.
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6. Discussao

As localidades onde ocorreram as coletas se encontram proximas a cursos d’agua,
favorecendo a ocorréncia de vetores (Lemos et al., 1997a), com hospedeiros (bovinos,
equinos, caninos, felinos e capivaras) e humanos coexistindo no mesmo nicho, sob
pressdo antropica e econémica, reunindo condi¢des epidemioldgicas para a manutencao
do ciclo enzootico das rickettsias, podendo assim, perdurar como focos silenciosos.

Outro fator de extrema importancia reside no fato de que tais localidades circundam
areas onde existem casos confirmados e animais soropositivos, como exposto por
Rodrigues et al. (2008a); Pacheco et al. (2011) e Navarro et al. (2014a), neste mesmo
municipio; subsidiando-as a serem consideradas como areas de maior risco (Figura 50).

Reforcando a condicdo de vulnerabilidade em que se encontra 0 municipio em
questdo, tem-se localizado em suas adjacéncias municipios com a presenca de vetores
(Guedes et al., 2005; Guedes et al., 2011) e casos (Guedes et al., 2005; Monteiro et al.,
2006) confirmadamente positivos (Figura 51).

Os resultados deste trabalho mostram que A. cajennense foi a espécie predominante
das cinco coletadas, com padrdo definido de flutuacdo sazonal, com adultos encontrados
em pequeno nimero ao longo do ano, e com maior numero durante o verdo, fato também
verificado por Serra-Freire (1982) no Rio de Janeiro, Lemos et al. (1997) em S&o Paulo,
Oliveira et al. (2000) e Guedes e Leite (2008) em Minas Gerais, e Toledo et al. (2008) no
Parand; estacdo em que tanto a temperatura quanto a umidade relativa do ar se encontram
mais elevadas, assegurando condicOes ideais para tal estadio.

Verificou-se que picos populacionais de larvas e ninfas se deram nas coletas de
outono e inverno, respectivamente, quando as condicdes climaticas como temperatura e
umidade relativa do ar se apresentam mais baixas, sendo propicia para 0S mesmos;
todavia, as ninfas se mostraram presentes nos quatro periodos de coleta, com maior
numeros de exemplares no inverno e primavera, condi¢do também verificada por Souza
etal. (2006) em Sdo Paulo e Toledo et al. (2008), e diferentemente de Serra-Freire (1982),
Lemos et al. (1997), Oliveira et al. (2000) e em Sao Paulo por Labruna et al. (2002), que
encontraram grandes quantidades de estadios imaturos no outono e inverno. Ja as larvas
se mostraram presentes e em grande quantidade durante todo os quatro periodos de coleta,
como nos trabalhos de Souza et al. (2006) e Toledo et al. (2008).
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Figura 50: Mapa do municipio de Juiz de Fora, destacando os locais das coletas que circundam o perimetro urbano,
com a indicagdo dos locais de casos confirmados. (Fonte: Adaptado de Silva, 2009 e Navarro, 2014).
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Figura 51: Mapa do municipio de Juiz de Fora, destacando os municipios adjacentes, os quais detém casos confirma
Febre Maculosa. (Fonte: Adaptado do PDDU/JF, 2004 e SINAN, 2015).

Com os recentes progressos de técnicas laboratoriais no estudo das rickettsias,
através da utilizagdo de préaticas de biologia molecular, possibilitando assim, a realiza¢éo
de ensaios rapidos, altamente especificos e eficientes para deteccdo e diagndstico das
mesmas; visto que a PCR adjunta ao sequenciamento &, atualmente, o método padrao para
a identificacdo e analise filogenética das diversas espécies de rickettsias.

Os animais nos quais foram capturados artropodes, sdo pecas importantes na
dindmica do ciclo enzootico; realidade confirmada por Pacheco et al. (2011) e Navarro et
al. (2014b), que encontraram numero elevado de cées e equinos soropositivos para
Rickettsia spp. no municipio em questao.

O calculo da FMVI para os espécimes de A. cajennense foi de 4,29%, resultado que
contrasta com os de Guedes et al. (2005) e Guedes et al.(2011), em estudos no municipio

de Coronel Pacheco, a aproximadamente 31km do municipio de Juiz de Fora, que
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encontraram o valor de 1,28% e 0,5%, respectivamente, de R. rickettsii na populagédo
deste artropode; e também com Gehrke, (2010) e Moura, (2011) que encontraram 7,15%
e 0,41%, respectivamente, em trabalhos realizados no estado do Rio de Janeiro. Quando
comparado com os resultados de Sangioni et al. (2005), no estado de Sao Paulo, que nédo
obtiveram DNA rickettsial, o presente estudo também se contrasta.

J& nos estudos realizados no mesmo municipio do presente trabalho, os valores
encontrados também contrastaram, pois Pacheco et al. (2011), ndo encontraram nenhum
espécime infectado, enquanto Nunes et al. (2014), obtiveram 0,51%. Tal discrepancia dos
valores encontrados, para 0 mesmo municipio, pode ser justificada pela diferenca do ‘n’
amostral entre os estudos, assim como o nimero de pontos de coleta do presente trabalho
terem sido maiores.

Entretanto, Nunes et al. (2014), obtiveram taxa de infeccdo em R. sanguineus de
23%, contrastando com o presente trabalho, no qual essa espécie se apresentou
positivamente em 12,12%, porém corrobora de Gehrke, (2010) que encontrou 10,73%. Ja
os trabalhos de Moura, (2011) e no estado do Maranhdo, por Silva, (2012), nédo
apresentaram DNA rickettsial para tal espécie.

Embora a taxa de infec¢do do presente trabalho ndo seja tdo alta quanto a de Nunes
et al. (2014), o resultado ¢é de extrema importancia, pois este ixodideo é bem adaptada ao
convivio humano, e tem-se a hipétese que seu comportamento se altere de acordo com as
condicdes climéticas (Parola et al., 2008), como também antrdpicas. Visto que sdo
comumente achados infestando cdes, 0s quais possuem relacionamento estreito com
humanos e muitas vezes coabitam a mesma moradia, a presenca destes ixodideos implica
um papel de elevada importancia no ciclo e na manutengao das rickettsias, do que de fato
é.

O fato da maioria dos cdes investigados estarem infestados por R. sanguineus, e
estes apresentarem 12,12% de FMVI, enquanto que Pacheco et al. (2011) em seu trabalho
encontram 13,1% deste mesmo artrépode infectado por R. rickettsii, nos leva a
conjecturar a possibilidade da circulacdo dessa bactéria também nas zonas investigadas.
Contudo, a etapa do sequenciamento destes ixodideos ndo renderam reprodutibilidade dos
resultados.

A FMVI foi de 11,11% para A. dubitatum, resultado este que contrasta com os de
Guedes et al. (2005) e Guedes et al.(2011) que ndo encontraram DNA rickettsial nestes

artropodes; todavia, concorda com estudos realizados no estado de Sdo Paulo por Labruna



103

et al. (2004a), Horta et al. (2007) e Pacheco et al. (2009), nos quais grande parte da
populacdo deste ixodideo encontrava-se infectada por R. bellii.

Nenhum R. microplus rendeu DNA rickettsial, resultado que destoa dos
encontrados por Gehrke, (2010) e Moura-Martiniano et al. (2014), que encontraram
3,97% e 3%, respectivamente, desta espécie infectada por Rickettsia sp. no estado do Rio
de Janeiro.

Outra espécie ndo rendeu DNA rickettsial foi a D. nitens, fato esse que concorda
com Moura, (2011), porém contrasta com os resultados de Gehrke, (2010) que encontrou
10, 29%.

No tocante aos resultados anteriormente discutidos para as duas ultimas espécies,
certamente 0 exposto deve-se ao baixo ‘n’ amostral encontrado para tais espécies.

Foram recuperadas pulgas das espécies C. canis e C. felis dos cdes residentes nas
localidades investigadas, tal como Rodrigues et al. (2008b) em estudo em localidades de
mesma particularidade, e diferentemente de Rodrigues et al. (2001) em pesquisa
executada na &rea urbana de Juiz de Fora. A porcentagem encontrada foi de 62,5% e 50%
para C. canis e C. felis, respectivamente, corroborando com Horta et al. (2014) sobre a
circulacdo de R. felis no municipio de Juiz de Fora.

No presente trabalho foram analisadas doze amostras de carrapatos, entre eles, A.
cajennense, A. dubitatum e R. sanguineus, que tinham sido previamente positivos para
genes rickettsiais na PCR. Destas, apenas uma obteve resultado satisfatério no
sequenciamento. O sucesso no sequenciamento das amostras foi baixo, principalmente
para o fragmento do gene ompA, possivelmente porque algumas amostras positivas
apresentaram bandas inespecificas. Dessa forma, o protocolo da PCR sera ajustado para
que haja maior sucesso na amplificacdo dos genes avaliados, e um novo sequenciamento
das amostras positivas, das quais ndo foi possivel obter sequéncias, sera realizado.

Cinco amostras positivas para 0s genes analisados apresentaram 99% e 100% de
identidade com R. felis (Tabelas 11 e 12). Entretanto, a identidade obtida ndo caracteriza
a espécie encontrada, sendo necessaria a analise de genoma completo ou de um maior
namero de genes. Todavia, € um grande indicio da presenca da espécie de Rickettsia no
vetor (Moura-Martiniano, 2014).

Assim sendo, as analises filogenéticas também indicam que possivelmente as
pulgas detectadas positivas para rickettsia estavam infectadas com R. felis (com 99% de

identidade). E o carrapato A. dubitatum estava infectado com R. bellii (com 97% de
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identidade). Ja que as sequéncias dessas rickettsias, obtidas na atual investigacéo, ficaram
no mesmo clado das rickettsia dessas espécies analisadas do GenBenk.

Enfatizando o encontro pela primeira vez de sequéncias com 99% e 100% de
identidade com R. felis em pulgas do género Ctenocephalides, no presente trabalho,
indicam a importancia epidemioldgica deste achado, pois ha relatos de Obitos por esta
rickettsiose.

Ja para os resultados relacionados aos ixodideos, o presente trabalho estabelece o primeiro
relato de sequéncia com 97% de identidade com R. bellii em A. dubitatum na microrregido de Juiz
de Fora. Conforme o resultado de Moura, (2011), foi encontrado sequéncia com 100% de
identidade com R. rickettsii para este carrapato no Brasil; voltando assim, nossa atengdo para este
ixodideo, mesmo porque grande parte dos casos de FMB em areas endémicas estdo associadas ao
aumento populacional das capivaras, que sdo os principais hospedeiros, bem como o elo entre 0s
ciclos enzodticos e epidémico (Nascimento e Schumaker, 2004).

Este aumento, anteriormente citado, também é percebido no municipio do atual
estudo, mostrando a importancia destes hospedeiros na dindmica da FM, pois com o
avanco da mancha urbana para areas de mata, possibilita 0 contato mais estreito com
hospedeiros silvestres, resultando em uma maior probabilidade de infeccdo humana.

Através dos relatos dos estudos realizados por Guedes et al. (2005), Guedes et al.
(2011), Pacheco et al. (2011), Navarro et al. (2014a), Navarro et al. (2014b) e Nunes et
al, (2014) na Microrregido de Juiz de Fora, bem como dados da Regional de Saude de
Juiz de Fora (comunicacdo pessoal), pode-se conjecturar um mapa que traduz a real
distribuicdo das rickettsias (Figura 52).

Entre os nimeros de artrépodes infectados, verificou-se baixas taxas de infeccdo
por Rickettsia sp. em ixodideos em relacdo aos sifonapteros, contudo, ha de se levar em
consideracdo um fator de extrema relevancia, o efeito patogénico desse bioagente para 0s
carrapatos, evento ndo ocorrente nas pulgas, como também o fenbmeno da manutencéo
da rickettsia através da transmissdo transovariana, sem necessidade de um reservatorio
vertebrado, o que pode justificar a alta incidéncia desses agentes nesses vetores; somando-
se ao exposto, tem-se o fato de que todos os sifonapteros foram coletados em hospedeiros
vertebrados, enquanto que os ixodideos foram recuperados tanto desses, quanto livres no

ambiente.
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7. Consideracoes Finais

A partir dos resultados do presente trabalho, bem como do exposto por outros
autores, faz-se necessaria a atengdo a populagéo canina, visto que esses possuem papel
fundamental na dindmica epidemioldgica das localidades investigadas. Por serem
hospedeiros sentinelas e amplificadores para tal zoonose, albergarem grande quantidade
de vetores e circularem por grandes extensdes, sobretudo os errantes, 0s cdes aumentam
as chances de intercdmbio de artrépodes infectados entre animais silvestres para areas
onde antes ndo se tinham contato com o bioagente, devido a peculiaridade das regides
investigadas, participando intensamente da dindamica do ciclo enzodtico e epidémico, bem
como na perpetuacdo do focos de FM, ja que coabitam o mesmo nicho que humanos. Fato
semelhante ocorre com os equinos, principalmente os de trabalho utilizados pelos
carroceiros (Leite et al., 1998; Oliveira, 2004).

E importante salientar que as medidas educacionais que promovem a
conscientizacdo da populacdo sdo, em longo prazo, de maior eficiéncia, ja que o
tratamento do animal doente beneficia apenas o proprio, ndo auxiliando na prevencéo de
novos casos da doenca. A educacdo efetiva é vital para a salde publica e promover a
responsabilidade de proprietarios de animais susceptiveis faz parte deste contexto.

Como os resultados encontrados no presente trabalho ja eram esperados — visto que
as areas estudadas estdo no entorno de regides endémicas com casos confirmados — nossa
discussdo se volta entdo para a dindmica epidemioldgica da FM, sendo este o grande foco,
ja que ndo sabemos a extensdo deste endémico, e também pelo fato do referido municipio
estar inserido em regido problematica, pertencente a bacia do Paraiba do Sul, a qual possui
varios focos espalhados, caracterizando assim, tais localidades como pecas importantes
para tal dindmica, com possivel formagcéo de focos tanto rurais, quanto urbanos, tornando-
se &reas de risco de transmissdo desta zoonose.

Com a descoberta de novas areas de circulacdo de bactérias do género Rickettsia,
faz-se necessario que as autoridades estejam alertas e preparadas para um plausivel surto,
devido a dificuldade do rapido diagnostico, aliado ao desconhecimento e desinformagéo
da populacdo em geral acerca da FM, como também as semelhancas diagnosticas com
outras doencas; somando-se estes fatos a baixa especificidade do principal vetor,

contribui para que um surto se instaure. Sugere-se entdo, uma adequada capacitacéo e
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preparo das equipes de vigilancia epidemiologica, bem como dos profissionais do Sistema
Unico de Satde (SUS) para um diagndstico precoce da doenga.

Em virtude disso, torna-se de extrema importancia a implementacéo, por parte dos
governos, de programas de salde publica alertando e conscientizando a populacdo dos
riscos que o contato com o carrapato pode vir a acarretar, uma vez que a FM pode ser
letal. E, também, de responsabilidade governamental a realizacdo de agBes que
incentivem o controle do vetor na natureza, seja em &mbito urbano, periurbano ou rural.

Mediante ao exposto, somando-se a complexa cadeia epidemiolédgica da FM, bem
como o desconhecimento da ocorréncia da enfermidade nas areas investigadas, as quais
sdo limitrofes ao segmento urbano endémico, demonstra que hd muito a ser elucidado
sobre a real situacdo da FM, podendo caracterizar essas areas como sendo, de fato, um

problema de saude publica em ascenséo.
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8. Conclusao

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

¢ A fauna de ectoparasitos das regides investigadas é composta Amblyomma
cajennense, Rhipicephalus sanguineus, Ctenocephalides canis e Ctenocephalides felis e
Amblyomma dubitatum) ocorrem em diferentes localidades no entorno da mancha urbana
de Juiz de Fora, e podem participar do ciclo de Rickettsia na regido analisada.

e As areas de vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais,
assinalam para o permanente estado de atencdo ja que A. cajennense € a especie mais
frequente naquelas areas, com FMVI de 4,29%.

e R. felis foi a espécie patogénica, com 99% e 100% de identidade,
encontrada nas areas de vulnerabilidade do municipio de Juiz de Fora.

e Pela primeira vez ha a presenca de sequéncia de 97% de homologia com
R. bellii em A. dubitatum para a Microrregido de Juiz de Fora.

e A principio Caetés ndo apresenta risco e FM.
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ANEXO A

Figura 1: Andlise do alinhamento das sequéncias de gltA.

F%SA TGCAAGTATCGGT GAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
IE;ISA TGCAAGTATCGGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATCTT CGGAAGCCGATTGT T T [60]
;ISA TGCAAGTATCGGT GAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT C GGAAGCCGATTGTT T [60]
IS_éiB - - CAAGT TCGGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
SLFISA - - - - - - - - - - CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
IS_é?C - - - - - - - - - - CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
SLAISA - - - - - - - - - - CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGT T T [60]
LIS548E - - - - - - - - - - CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGT T T [60]
;IlgB - - - - - - - - - - CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
IS_EISB TGCAAGTATCGGT GAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
;Ilg3B - - - - - - - - - - CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATTCTT CGGAAGCCGATTGTT T [60]
LIS

551A TACTTATGACCCGGGCTTTATGTT CTACTG GCTTCTTGTZ CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
|5_1I1§A TACTTATGACCCGGGCTTTATGTCTACTGCTTCTTG GTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120]
IS_AISA TACTTATGACCCGGGCTTTATGTT CTACTG GCTTCTTG GTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
IS_SB TACTTATGACCCGGGCTTTATGTCTACTGCTTCTTG GTZ CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
|5_5I)§A TACTTATGACCCGGGCTTTATGTT CTACTG GCTTCTTG GTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
IS_SC TACTTATGACCCGGGCTTTATGTCTACTGCTTCTTG GTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120]
|5_4Il§A TACTTATGACCCGGGCTTTATGTT CTACTG GCTTCTTG GTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
LISS48E T A C T T ATGACCCGGGCTTTATGTC CTACTGCTTT CTTGTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120]
IS_ASB TACTTATGACCCGGGCTTTATGTT CTACTG GCTTCTTG GTZ CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
I5_58 TACTTATGACCCGGGCTTTATGTCTACTGCTTCTTG GTT CAGTT CTA CTATCACTTATATAG A [120
IgjlgSB TACTTACGATCCGGGTTTTATGTT CTACTG G CTTCGTGT- AGTTCAA CTATCACTTATATAG A [120
LIS

i?éA CGGTGATAAAGGAATTCTTG GCGACATCGAGGATATG GACATTAAAG AT TTAGCTCGAGAAAA G [180]

548A CGGTGATAAAGGAATTCTT GCGACATCGAGGATATGACATTAAAG AT TTAGT CT CGAGAAAA G [180]
LIS
547A CGGTGATAAAGGAATTCTTG GCGACATCGAGGATATGACATTAAAG AT TTAGC CTCGAGAAAA G [180]
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Figura 1: Andlise do alinhamento das sequéncias de ompA.

LIS
551B
LIS
552A
LIS
551C
LIS
550
LIS
551A
LIS
551D
LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

C G AA
C G A A
T C AC
T C AC
T C AC
T C AC
T C AC
T C AC
c CcC G T
c CcC G T
c CcC G T
c CcC G T
c CcC G T

T

> >» » >» > >
> >» » >» > >
> » >» » > >
> » >» » >» >

> >» » >» > >

ANEXO B

4
O

> >» » >» > >

> >» » >» > >

> >» » >» > >

> >» » >» > >

> >» » >» > >

® O 0 0 0 o

> >» » >» > >
> >» » >» > >

> >» » >» > >
> >» » >» > >
> >» » >» > >
> >» » >» > >
> >» » >» > >

® O 0 0 0 o

® O 0 0 0 o

> >» » >» > >
> >» » >» > >
> >» » >» > >
> >» » >» > >

® O O O

138

60]
60]
60]
60]
60]
60]
60]
[120
[120
[120
[120
[120

[120

[120

[180
[180
[180
[180

[180



LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

139

[180

[180

[240
[240
[240
[240
[240
[240

[240

[300
[300
[300
[300
[300
[300

[300

[360

[360



LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

140

[360
[360
[360
[360

[360

[420
[420
[420
[420
[420
[420

[420

[480
[480
[480
[480
[480
[480

[480



LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B

LIS
552A

LIS
551C

LIS
550

141

[540
[540
[540
[540
[540
[540

[540

[600
[600
[600
[600
[600
[600

[600

[660
[660
[660

[660



LIS
551A

LIS
551D

LIS
549A

LIS
551B
LIS
552A
LIS
551C
LIS
550
LIS
551A
LIS
551D
LIS
549A

C

A

142

[660
[660
C C A T T - = = = = = & . . oo oLl oLo oo Lo oo oo e e
[660

cCCcC ATTAACGGAACAAATAGAT G CTGCCATTAACGGAACAGATG G CTSGCCATTAATCG]]

[665]
[665]
[665]
[665]
[665]
[665]

[665]



143



