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RESUMO

BARROS, Edvaldo, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Novembro de
2009. Infeccao por Rickettsia em artropodes vetores de uma regido sob
acentuada pressdo antrépica no Vale do Rio Doce, Estado de Minas
Gerais. Orientador: Claudio Lisias Mafra de Siqueira. Co-Orientadores: Marcia
Rogéria de Almeida Lamégo e Marcio Anténio Moreira Galvéo.

O género Rickettsia € constituido por alfa-proto-bactérias gram-negativas,
pleomorficas, parasitas intracelulares  obrigatorias  que infectam
preferencialmente células endoteliais, podendo ser transmitidas ao hospedeiro
vertebrado por meio de pulgas, piolhos e, principalmente, carrapatos. Esses
microrganismos, amplamente distribuidos pelo mundo, s&o relatados em
carrapatos provenientes de quase todo territério brasileiro, porém, com elevada
concentragdo na regido sudeste, sendo as enfermidades ocasionadas pelos
mesmos, agrupadas sob a denominagao de riquetsioses. Entre as riquetsioses,
a febre maculosa Brasileira (FMB), cujo agente etiolégico € a Rickettsia
rickettsii, € a mais frequente em nosso pais. Os sintomas mais comuns desta
enfermidade sé&o: febre subita, dor de cabecga, mialgias, mal estar, podendo
surgir exantemas das extremidades dos membros para a regido do tronco, ou
seja, de forma centripeta, além de manifestar-se na palma das méaos e planta
dos pés. Na maior parte das vezes, os sintomas séo indiferenciados de outras
doencgas, sendo muito importante a caracterizagado epidemioldgica do paciente.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar por investigacao
molecular a ocorréncia de organismos em carrapatos coletados em area
endémica para FMB sob acentuada pressao antrépica, pela construgdo de um
empreendimento hidrelétrico localizado proximo as pastagens e aos
fragmentos de Mata Atlantica, no limite entre os municipios de Caratinga e
Ipanema, no Vale do Rio Doce, estado de Minas Gerais. Foram coletados 863
carrapatos de vida livre pelo método de arraste de flanela branca e armadilha
de CO; e 90 carrapatos parasitando animais domeésticos (equinos e cées).
Esses carrapatos foram identificados por meio de chaves taxonémicas e
processados para a extragado do DNA gendémico. O DNA purificado foi testado
por meio da nested-PCR quanto a presencga de Rickettsia spp., com o uso de
iniciadores género-especificos. Foram encontrados estadios imaturos de
carrapatos do género Amblyomma, assim como as espécies: A. cajennense,

Xiv



Dermacentor nitens, Rhipicephalus microplus e R. sanguineus, sendo
observado o predominio de carrapatos do género Amblyomma (94,6%). Das
espécies em relacdo de parasitismo, A. cajennense (41,1%), seguida por R.
sanguineus (34,4%), apresentaram maior prevaléncia nos animais domésticos
estudados. Foram encontradas Rickettsia spp. infectando carrapatos em sete
de um total de 32 lotes avaliados. Dentre eles apenas um lote era referente a
carrapatos de vida livre, sendo os demais referentes a carrapatos em relacéo
de parasitismo. As taxas minimas de infecgao para A. cajennense, D. nitens, R.
microplus e R. sanguineus, foram de 2,27%, 12,5%, 16,67% e 6,45%,
respectivamente. Estes resultados associados ao indicio de casos suspeitos de
FMB na regido sugerem a presenga de riquétsias circulantes na area,
evidenciando a necessidade de outros estudos moleculares e soroldgicos,
buscando-se uma melhor compreensdo dos papeis de animais domeésticos e
silvestres na epidemiologia das riquetsioses e de seus artropodes vetores,
especialmente quando submetidos a consideraveis niveis de pressao antrépica
associada a elevada interferéncia ambiental, com consequiente modificacéo

dos ecossistemas.
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ABSTRACT

BARROS, Edvaldo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November of 20009.
Molecular investigation of Rickettsia in arthropods vectors in area under
accentuated anthropic pressure in the Rio Doce Valley, State of Minas
Gerais. Adviser: Claudio Lisias Mafra de Siqueira. Co-Advisers: Marcia Rogéria
de Almeida Lamégo and Marcio Anténio Moreira Galvao.

The gender Rickettsia is constituted by alpha-protobacteria gram-
negatives, pleomorphics and obligatory intracellular parasites that infect
preferentially endothelial cells, transmitted to the vertebrate host through fleas,
lices and, mainly, ticks. These microorganisms, thoroughly distributed by the
world, are reported infecting ticks of almost whole national territory, however,
with high concentration in the southeast area, been caused the diseases
denominated Rickettsiosis. The Brazilian Spotted Fever (BSF), whose
etiological agent is the Rickettsia rickettsii, is the most common in our country.
The more common clinical signs of this iliness are sudden fever, headache and
myalgias, sometimes showing exanthemas, mainly in the members and area of
the trunk. Most of the time, the symptoms are undifferentiated of other diseases,
being very important the patient’'s epidemiologic characterization. In this
context, this work had as major subject verifies by molecular investigation the
occurrence of rickettsias in ticks collected in an endemic area for BSF under
accentuated anthropic pressure due the construction of a hydroelectric
enterprise near to pastures and fragments of Atlantic forest, in the limit between
the municipality of Caratinga and Ipanema, in the worth of Rio Doce Valley,
state of Minas Gerais, Brazil. Were collected 863 ticks of free live by the method
of drags of white flannel and trap of CO,; and 90 ticks sponging domestic
(horses and dogs) animals. These ticks were identified through taxonomic keys
and processed for the extraction of the genomic DNA. Purified DNA was tested
through the nested-PCR for the presence of organisms with the use of gender-
specific primers. The ticks in the studied region were Amblyomma spp., A.
cajennense, Dermacentor nitens, Rhipicephalus microplus and R. sanguineus,
being observed the prevalence of ticks of the gender Amblyomma (94.6%). The
species of ticks in relationship of parasitism with domestic animals most

prevalent were A. cajennense (41.1%) followed by R. sanguineus (34.4%).
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Rickettsia spp. was detected infecting ticks of several lots, been only one
relative to the ticks of free life and the remnant of the ticks in parasitism
relationship. The frequency of infection by rickettsias in A. cajennense, D.
nitens, R. microplus and R. sanguineus, were of 2.27%, 12.5%, 16.67% and
6.45%, respectable. These results associated to the evidence of the
reemergence of suspects cases of BSF in the region, suggest the occurrence of
Rickettsiae organisms circulating in the studying area evidencing the needing of
more molecular and serological studies to better understanding the role of
domestics and wild animals in the epidemiology of the rickettsiosis and its
vectors arthropods, with special attention due subjects the considerable levels
of anthropic pressure, associated to a high level of environmental interference,

with consequently change of ecosystems.
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1. INTRODUCAO

As riquetsioses sdo patologias causadas por microrganismos parasitas
intracelulares obrigatérios do género Rickettsia, que possuem a maior parte de
seus representantes nos grupos da Febre Maculosa e do Tifo (Lascola &
Raoult, 1997). Algumas riquetsioses sao caracterizadas por apresentarem alta
letalidade ao homem quando nao adequadamente tratadas, sendo
transmitidas, geralmente, de forma acidental (Walker, 1998). As riquétsias
possuem uma gama enorme de artropodes vetores (Raoult & Roux, 1997;
Walker, 1998), como carrapatos, pulgas, piolhos e acaros (Walker, 1998). O
relacionamento entre as riquétsias e seus vetores e com seus hospedeiros
vertebrados varia enormemente com a localizagdo geografica e com a
disposicdo ambiental a que os mesmos se encontram (Galvao et al., 2003). Os
artropodes vetores, principalmente os carrapatos, sdo responsaveis pela
manutencdo da transmissdo de riquétsias tanto vertical quanto
horizontalmente; portanto, tanto a técnica de investigagcdo molecular como a
epidemiologica sdo de extrema importancia para acompanhar e avaliar a
distribuicdo ecoldgica e a transmissao destes agentes (Galvao, 1996; Walker,
1998), assim como, para tracar uma melhor estratégia de controle dessas
doencas.

No Brasil, a riquetsiose de maior frequéncia € a Febre Maculosa
Brasileira (FMB), a qual foi descrita pela primeira vez em 1929, no estado de
Sao Paulo, por José Toledo Pisa. E comum a ocorréncia de casos isolados
desta doenca em territérios dos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Espirito Santo (Galvao et al., 2001). No estado de Minas Gerais os
Vales do Rio Doce, do Jequitinhonha e do Mucuri sao regides classificadas
como endémicas para a FMB (Galvao, 1996).

A éarea de empreendimento da Pequena Central Hidrelétrica Areia
Branca, Vale do Rio Doce, estado de Minas Gerais, esta sofrendo intensa acao
antropica em funcao da alteracdo do microclima e do microambiente provocada
pela presencga da hidrelétrica, sendo observada, como consequéncia, intensa
migragcdo de animais silvestres e domésticos para outros fragmentos de Mata
Atlantica. Estes locais sdo utilizados por moradores das proximidades como

area de lazer, aumentando assim o risco de incidéncia das riquetsioses.



O ciclo natural das riquétsias € mantido principalmente pelos carrapatos,
sendo que estes podem transmiti-las transovarianamente para seus
descendentes e transestadialmente entre suas formas mais maduras de
desenvolvimento evolutivo, ndo sendo observada a transmissdo transovariana
em piolhos e pulgas (Raoult & Parola, 2007).

Os hospedeiros invertebrados sao responsaveis pela manutencdo do
ciclo natural de agentes riquetsiais no ambiente. A utilizagcado de técnicas que
permite distinguir os diferentes agentes riquetsiais e as relacbes desses com
seus hospedeiros sao essenciais para o desenvolvimento de estratégias de
vigilancia epidemiolégica e controle da doenca. Dentre as técnicas utilizadas
destaca-se a aplicagao do diagndstico molecular (Galvao, 2002).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi buscar informagdes sobre a
presenca e a caracterizagdo dos microrganismos pelo diagnostico molecular do
género Rickettsia em hospedeiros invertebrados na area de empreendimento
da Pequena Central Hidrelétrica Areia Branca. Os resultados obtidos poderao

auxiliar no controle epidemiolégico em outras areas de risco no Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As Riquétsias

As riquétsias sao alfa-protobactérias Gram-negativas, pleomérficas, que
variam de bastdes a formas cocéides, vivendo como parasitas intracelulares
obrigatérios (Raoult & Roux, 1997; Mcleod et al., 2004), podendo variar o seu
tamanho entre 0,3 a 0,5 ym de didmetro e 0,8 a 2,0 um de comprimento
(Raoult & Parola, 2007). Esses microrganismos pertencem a ordem
Rickettsialles, familia Rickettsiaceae e género Rickettsia. Esse género esta
dividido em trés grupos: o grupo 1 denominado “Grupo Ancestral”, constituido
pelas R. belli e R. canadensis; o grupo 2 denominado “Grupo do Tifo (GT)”,
constituido pelas R. typhi e R. prowazekii; e o grupo 3 denominado “Grupo da
Febre Maculosa (GFM)”, constituido por mais de vinte espécies validas, dentre
elas a R. rickettsii que é o agente etiolégico da Rocky Montain spotted fever
(RMSF), descrita por Ricketts (1909), considerada a mais conhecida
riquetsiose das Américas (Raoult & Roux, 1997; Labruna, 2009).

Existem muitas espécies de riquétsias que ainda nao foram isoladas a
partir de humanos, aparentemente sem patogenicidade para o mesmo,
enquanto varias outras espécies estao relacionadas com diversas riquetsioses.
Essas doengas possuem caracteristicas peculiares variando, dentre outros
fatores, com a espécie do agente etioldgico que as causam e com a localidade
geografica que elas ocorrem (Raoult & Roux, 1997; Raoult & Parola, 2007).

Quanto ao grupo a que pertencem, as riquétsias podem ser classificadas
por meio de varias de suas caracteristicas. Dentre elas, a localizacdo destes
microrganismos no meio intracelular e sua temperatura 6tima de crescimento
sao fatores muito utilizados pelos pesquisadores. As riquétsias do GFM
podem ser observadas tanto no citoplasma quanto no nucleo celular, pois
possuem a capacidade para polimerizar a actina e com isso, podem migrar
entre estes compartimentos celulares, além de crescerem a uma temperatura
6tima de 35°C. No entanto, as riquétsias do GT podem ser observadas apenas
no citoplasma celular, ndo apresentam a capacidade de polimerizacdo da
actina, e crescem a uma temperatura 6tima de 32°C ou 33°C (Raoult & Roux,
1997; Raoult & Parola, 2007).



2.2. A Doenca

As riquetsioses sao caracterizadas, principalmente, por infecgao
intravascular disseminada. Por isso, 0 agente etiologico invade as células
endoteliais vasculares de o6rgaos como o pulmado e o cérebro, provocando
lesbes vasculares generalizadas. As paredes dos vasos capilares sao
danificadas pela proliferagdo riquetsial em suas células, permitindo o
escoamento de fluidos e sangue (hemorragia) para os tecidos préximos do
local da infecgdo, acumulando-se sob a pele, provocando uma erupgao que se
desenvolve entre cinco a sete dias apdés o paciente ter sido picado por
artrépodes infectados, principalmente, o carrapato (Walker, 1998; Valbuena et
al., 2002). A erupcao consiste em numerosos pequenos pontos circulares de
cor vermelho-purpura, que aparecem primeiramente nos tornozelos e pulsos e
depois no restante do corpo com orientagdo centripeta, ou seja, das
extremidades dos membros para o tronco (Bratton & Corey, 2005).

A multiplicacdo das riquétsias nos capilares sanguineos pode causar
aumento progressivo das lesdes cutaneas, resultando em grandes areas de
equimoses e ulceragdes (Bratton & Corey, 2005). A evolugdo da doenga pode
causar sérios danos a o6rgdos internos, caracterizando um colapso
cardiovascular, encefalite, pneumonite e dor abdominal, além de danos na
micro-circulacao sistémica e no sistema nervoso central, apresentando sinais e
sintomas neurologicos, como convulsdo, coma; insuficiéncia respiratoria aguda,
choque e insuficiéncia renal, de forma que o dano causado a célula hospedeira
correlaciona-se com a quantidade de riquétsias acumuladas intracelularmente
(Walker, 1998; Gayle & Ringdahl, 2001; Valbuena et al., 2002; Bratton & Corey,
2005). Tal quadro clinico permite classificar a doenga como extremamente
grave e, quando nédo tratada em estagios iniciais, resulta em uma elevada taxa
de letalidade, em torno de 25%. Considerando que a doenga responde de
modo satisfatério aos antibidticos da classe das tetraciclinas, doxiciclinas e
cloranfenicol, €& extremamente importante estabelecer rapidamente o
diagndstico (Walker, 1998; Gayle & Ringdahl, 2001; Bratton & Corey, 2005).

Os sintomas mais comuns das riquetsioses sao: febre subita, dor de

cabeca frontal, mal-estar generalizado, mialgia, principalmente no dorso e no
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musculo da perna, nauseas e vOmitos, podendo ou ndo apresentar exantema
(Bratton & Corey, 2005). Esses e outros sintomas podem ser facilmente
confundidos com os de outras doengas, podendo conduzir para um diagndstico
erréneo de infecgcao gastrintestinal, do trato respiratério, meningites bacterianas
ou virais ou encefalomielite viral, além de outras doencas hemorragicas
neotropicais (Walker, 1998; Bratton & Corey, 2005).

A dificuldade do diagndstico da febre maculosa decorre principalmente
das manifestacbes dos primeiros sintomas serem comuns aos de outras
patologias e na fase inicial haver auséncia ou baixa detec¢do dos anticorpos
para esses microrganismos, fatores que dificultam o diagnéstico
clinicolaboratorial. Durante o inicio da doenca, aproximadamente, nos trés
primeiros dias, 0os pacientes portadores de riquetsioses podem nao apresentar
febre, exantema ou qualquer outro sintoma acima descrito, apresentando
apenas um historico de contato ou picada por carrapato (Walker, 1998).

A maioria dos pacientes que procuram atendiemento médico que é
diagnosticada presuntivamente como portadora de febre maculosa, o
diagndstico inicial € baseado apenas em dados clinicos e epidemioldgicos.
Embora seja importante e necessaria a confirmagéo laboratorial da doenga, &
imprenscindivel a introdugdo de antibioticoterapia o mais precocemente em
caso de suspeita da doenga (Walker, 1998).

No Brasil, a FMB foi descoberta no Século XX, apds décadas de siléncio
epidemioldgico, vem a partir dos anos 80, se mostrando agressiva e com
elevada letalidade, em diversos estados brasileiros, principalmente nos estados
de Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Galvao, 1996).

Varias metodologias podem ser utilizadas para diagnosticar a febre
maculosa, porém, muitas dependem de fatores que tornam a sua pratica de
dificil aplicacdo no dia-a-dia nos laboratérios voltados para a saude publica,
sendo realizadas apenas em laboratérios de pesquisa (La Scola & Raoult,
1997).

Os principais meios de diagnosticos das riquetsioses ainda sao os
métodos sorologicos. As técnicas soroldégicas mais utilizadas s&o a
imunofluorescéncia indireta, a fixagdo do complemento, a microaglutinagao,
ELISA e “Imunoblotting” (Lemos, 1991; La Scola & Raoult, 1997).



O meétodo de diagndstico sorolégico para riquetsioses considerado
padrao-ouro € a Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que apresenta
uma especificidade de 98% e uma sensibilidade de 90% em titulos =1:64
considerados positivos na detecgao de R. rickettsii (La Scola & Raoult, 1997),
porém, o nivel de anticorpos anti-riquetsiais na fase inicial da doenga pode
apresentar-se abaixo do minimo detectavel (Walker, 1998).

Outra técnica muito utilizada em laboratérios de pesquisa é a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), que amplifica um fragmento de DNA
riquetsial podendo apresentar extrema precisao a nivel genérico ou especifico.
Desde a década de 90 sao utilizados para o diagnodstico de riquetsioses
fragmentos de genes como o gItA que codifica a enzima citrato sintase, além
de genes que codificam proteinas antigénicas de membrana como o ompA,
ompB ou htrA (La Scola & Raoult, 1997; Guedes et al., 2005; Estrada et al.,
2006; Cardoso et al., 2006; Pacheco et al., 2009).

2.3. Os Vetores

Alguns artropodes hematéfagos como: carrapato, pulga, piolho-do-corpo
e outros acaros estariam envolvidos como vetores para algumas riquetsioses,
também denominadas como febre exantematica. Sendo o carrapato
incriminado como segundo principal vetor para doengas infecciosas em animais
e humanos, podendo transmitir virus, bactérias, protozoarios e helmintos
(Camargo-Neves et al.,2004). Estes pertencem a classe Arachnida e estao
divididos em trés familias, das quais a Ixodidae é composta por treze géneros.
Os géneros Amblyomma, Dermacentor e Ixodes sdo os mais conhecidos por
transmitirem doengas a humanos. A familia Argasidae € composta por cinco
géneros, onde apenas o género Ornithodoros é conhecido pela mesma
caracteristica. Ja a familia Nuttalliellidae, composta por uma unica espécie, é
restrita ao Continente Africano (Gayle & Ringdahl, 2001; Barros-Batesti, 2006).

Os carrapatos podem estar associados com inumeros hospedeiros
vertebrados, dentre eles, répteis (Stenos et al., 2003), aves (Rojas et al., 1999)
e, principalmente, mamiferos, tanto silvestres como domeésticos (Lemos et al.,
1996a). No Brasil, os carrapatos do género Amblyomma possuem ampla

distribuicdo territorial, principalmente na regido Sudeste. Dos carrapatos do
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género Amblyomma, a espécie A. cajennense, também conhecido como
“carrapato-estrela” ou “roduleiro” (Camargo-Neves et al., 2004), é considerada
como a principal envolvida na transmissao da febre maculosa ao homem e a
outros mamiferos (Lemos et al., 1996a), o qual ndo serve apenas como vetor,
mas também como reservatério da doenga (Lemos et al.,, 1997a; Camargo-
Neves et al., 2004).

A exceléncia do A. cajennense como vetor aliada a sua ampla
distribuicdo na regido do Sudeste brasileiro se deve a sua baixa especificidade
e ao seu desenvolvimento eficiente em locais de pastagens “sujas” (Labruna et
al., 2004a). Um trabalho realizado por Rojas et al., (1999) demonstra que as
formas imaturas do A.cajennense (larva e ninfa) possuem uma menor
especificidade parasitaria, sendo facilmente encontradas em hospedeiros de
grande e pequeno porte. No entanto, adultos de A. cajennense s&o 0s mais
encontrados em hospedeiros de grande porte, tendo os humanos como
hospedeiros acidentais (Oliveira et al., 2000; Labruna et al., 2002; Camargo-
Neves et al., 2004).

No estado de Sao Paulo foi encontrado o carrapato A. dubitatum com
elevada taxa de infeccdo com R. belli, demonstrando sua importante
participacédo nas relagdes ecoldgicas destas riquétsias com seus hospedeiros e
com o ambiente. O carrapato A. dubitatum é muito encontrado em grandes
roedores como as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), as quais estao
amplamente distribuidas por todo o territorio brasileiro (Lemos et al., 1996b;
Pacheco et al., 2009).

Outras espécies de carrapatos podem estar associadas com a
transmissao de agentes patologicos ao homem. Uma espécie muito importante
de carrapato encontrada, geralmente, parasitando o c&do, é denominada
Rhipicephalus sanguineus, na qual foi detectada por diversas vezes infeccéo
por riquétsias e, pode estar associada com a ecologia de riquétsias
patogénicas ao homem, principalmente na regido Sudeste do Brasil (Cardoso
et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Moraes-Filho et al., 2009).

Geralmente, as riquétsias parasitam, mas nem sempre ndo matam o
carrapato, ficando amplamente distribuidas pelo seu corpo e passando de uma
geragao para outra por meio de um mecanismo denominado passagem

transovariana (Guedes et al., 2005). Isso permite que ele permanega infectado
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por toda sua vida, mantendo a disseminacdo das protobactérias através de
suas geragdes (Camargo-Neves et al., 2004).

A transmissao de riquétsias do grupo da febre maculosa para seres
humanos e animais ocorre através da regurgitacdo de sangue com saliva
contaminada, pelo artrépode, apos o repasto sanguineo. (Walker, 1998;
Kaufman, 1989).

2.4. Bacias Hidrograficas do Estado de Minas Gerais

O Estado de Minas Gerais € banhado por nove Bacias Hidrograficas (B.
H.), as quais estao distribuidas da seguinte forma: B. H. do Rio Doce (D01 —
D06); B. H. do Rio Grande (GD1 — GD8); B. H. do Rio Jequitinhonha (JQ1 —
JQ3); B. H. dos Rios do Leste (MU1 e SM1); B. H. do Rio Pardo (PA1); B. H.
dos Rios Piracicaba e Jaguari (PJ1); B.H. do Rio Paranaiba (PN1 — PN3); B. H.
do Rio Paraiba do Sul (PS1 e PS2); e B. H. do Rio Sao Francisco (SF1 — SF10)
(figura 1).

Rio Jueurugu
o Kanhém

Ri

Figura 1: Bacias Hidrograficas do Estado de Minas Gerais. Fonte:

http://www.igam.mg.gov.br/geoprocessamento/mapas acessado em 01/10/09

A Bacia Hidrografica do Rio Doce possui uma enorme extensao
territorial, abrangendo 83.400 km? A maior parte (86%) esta localizada no
8



Estado de Minas Gerais e o restante no Estado do Espirito Santo. Possui
grande capacidade de geragdo de energia elétrica, calculada em cerca de,
4.055 MW de energia, dos quais cerca de 10% ja sao produzidos por meio de
usinas hidrelétricas instaladas, enquanto a infra-estrutura do restante do
potencial energético encontra-se em construgéo, através de projetos basicos,
de estudos de viabilidade, inventariados ou apenas parcialmente aproveitados
por meio das PCH’s. A economia principal das regides situadas nesta bacia

baseia-se na agricultura, industria ou mineragéo.

Minas!Gerais: iz iy o
I j -. (
EelojHorizonte ‘ e “ i |
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\PCH_ Arela Branca
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Caratinga ! % lpanema

Figura 2: Localizagédo da Pequena Central Hidrelétrica (PCH Areia Branca);
Estacdo Biologica de Caratinga (EBC/RPPN_FMA); Municipios de Caratinga e
Ipanema, Minas Gerais.

Fonte: http://www.earth.google.com acessado em 01/10/09.

A PCH Areia Branca esta localizada aproximadamente 12 Km, por

estrada nao pavimentada, do distrito de Santo Anténio do Manhuagu, a
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nordeste do municipio de Caratinga. A menor distancia por via rodoviaria da
area até Belo Horizonte é aproximadamente 365 Km (figura 2). O acesso
rodoviario pode ser através da cidade de Manhuagu, seguindo 80 Km pela
rodovia MG-111, até o municipio de Ipanema, e mais adiante, 26 Km por
estrada n&o pavimentada, até a localidade de Santo Anténio do Manhuagu; ou
através da cidade de Caratinga, pela rodovia BR-474 até o distrito de Santo
Anténio do Manhuagu, seguindo mais 12 Km por estrada vicinal, pela margem
esquerda do Rio Manhuagu até a Cachoeira Bonita, Regidao da PCH Areia
Branca.

O municipio de Caratinga responde ao Comité da Bacia Hidrografica do
Rio Caratinga, representado na figura 1, pelo cdédigo D05, enquanto pela
margem direita do Rio Manhuagu encontra-se o municipio de Ipanema, o qual
responde ao Comité da Bacia Hidrografica Aguas do rio Manhuacu (D06). A
area da PCH Areia Branca esta inserida na microrregido de Caratinga e
Mesorregiao do Vale do Rio Doce.

A PCH Areia Branca localiza-se a 60 Km da Reserva Particular do
Patrimonio Natural (RPPN) - Feliciano Miguel Abdala, unidade de preservacao
da biodiversidade animal do Estado de Minas Gerais, também denominada de
Estacao Bioldgica de Caratinga (EBC) (Drummond et al, 2005).

Na regido do municipio de Caratinga, a PCH Areia Branca esta
localizada em zona tropical, com altitudes variando de 290 a 380 metros,
apresentando um clima umido sub-tropical, sendo o periodo com menor
pluviosidade de abril a setembro, marcado por temperaturas mais baixas
variando entre 15°C e 20°C e o periodo com maior pluviosidade se estendendo
de outubro a margo, com variacées de temperatura entre 20°C a 22°C, com
uma precipitacdo média anual de 1.146,3mm. Essa regido possui poucos
fragmentos remanescentes de Mata Atlantica (Floresta Estacional
Semidecidual Submontana), caracteristicos da regiao (Melo e Salino, 2002). A
maior parte se constitui de vegetagao secundaria ja muito alterada por meio de
acdes antropicas, como a retirada de madeira, a expansdo urbana, as
atividades de lazer, além do uso de areas para pastoreio, que atende a animais
domésticos, em geral, bovinos, equinos e caes (Drumond et al, 2005).

A vegetacdo das matas ciliares de alguns pontos desses fragmentos

esta sendo cortada em um perimetro de 30 a 50 metros das margens do rio
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para que ocorra a inundagao pelas aguas represadas da hidrelétrica (figura 3).
Os animais silvestres estdo sendo catalogados e remanejados para fragmentos
de mata localizados em pontos mais afastados do rio.

O municipio de Caratinga possui caracteristicas de atividades
economicamente agrarias, apesar de apresentar um comércio local atuante.
Em 1992, em sua area peri-urbana, ocorreu um surto, classificado como
epidémico de FMB, resultando em quinze ébitos com confirmacéo da doencga e
mais um com suspeita (Galvao, 1996). Nos trés anos posteriores ao surto
foram notificados 157 casos suspeitos para FMB neste municipio, caindo
gradativamente, durante os anos seguintes as notificagbes suspeitas (Barros et
al.,, 2005). Esse fato se deve provavelmente a introdugcdo de medidas de

controle implantas na regido, de forma sistematica, a partir dessa época.

Figura 3: Barragem da PCH Areia Branca em construgao.
Foto Edvaldo Barros (29/08/2009).

A éarea de empreendimento da PCH Areia Branca é caracterizada por
grande acao antrépica no que diz respeito a pecuaria extensiva, o que esta
aumentado pelo proprio remanejamento de animais e da vegetacao para as
obras de sua construcdo. O aumento de tais acbes podera favorecer o maior

contato entre animais silvestres e domésticos.
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Além de suas caracteristicas regionais, a PCH Areia Branca situa-se
préxima a uma area de preservagao ambiental, na qual, ocorre um extensivo
ecoturismo, o que tem aumentado a circulacdo de turistas, profissionais e
pesquisadores em suas proximidades. A mesma nao apresenta até o0 momento
nenhum trabalho caracterizando a fauna acarologica, o que € fundamental para
avaliar as relagdes ecoldgicas entre riquétsias e seus hospedeiros. Podendo
contribuir para a vigilancia epidemiologica da regido, avaliando a circulagéao de
riquétsias e os riscos que a populagao das areas adjacentes estdo submetidas,
tendo em vista as condigdes modificadoras durante o empreendimento da

hidrelétrica em questao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Indentificar por meio de técnicas de diagnostico molecular a presenga de
microrganismos do género Rickettsia, circulantes entre possiveis animais
reservatorios e ectoparasitas vetores, em regido endémica para a FMB, na
area proxima ao empreendimento PCH Areia Branca, situada no rio Manhuacu,
limite entre os municipios de Caratinga e Ipanema, vale do Rio Doce, Estado

de Minas Gerais.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Realizar levantamento da fauna acaroldgica silvestre de vida livre

e em relacao de parasitismo;

3.2.2. Detectar com o auxilio da Reacdo de PCR a presenca de
bactérias do género Rickettsia em amostras teciduais de
ectoparasitas coletados tanto no ambiente como em animais

domeésticos.
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Areade estudo

Foi proposta a area de empreendimento da Pequena Central Hidrelétrica
(PCH) Areia Branca para estudo. A selegdo desta area ocorreu por suas
caracteristicas geofisicas e por seu bioma, além de pertencer a zona rural do
municipio de Caratinga, Mesorregidao do Vale do Rio Doce, area endémica para
febre maculosa brasileira (FMB), e, que apresenta as caracteristicas necessarias
ao estudo. A éarea de estudo esta situada a cerca de 130 km da foz do Rio
Manhuagu, no limite entre os municipios de Caratinga e Ipanema, Estado de
Minas Gerais, sob as coordenadas Lat.19°36'50” S e Long.41°48'20” O. O Rio
Manhuagu € um dos afluentes da margem direita do Rio Doce que pertence a
Bacia Hidrografica desse rio.

Foram selecionados sete pontos amostrais estratégicos (figura 4),
caracterizados assim, por se encontrarem sob grande ag¢ao antropica, na area de
empreendimento da Pequena Central Hidrelétrica (PCH) Areia Branca e em uma
fazenda préxima a regido. Os pontos foram demarcados por meio de coordenadas
geograficas como se segue: Ponto 01 (19°37°07,50”S e 41°48'22,60"0); Ponto 02
(19°36'57,70"S e 41°48°27,10”0); Ponto 03 (19°37°18,00”S e 41°48'09,40”0);
Ponto 04 (19°37°51,30"S e 41°4946,90’0); Ponto 05 (19°37’50,50"S e
41°49'39,80”0); Ponto 06 (19°36'51,52"S e 41°4815,89°0) e Ponto 07
(19°40'39,36”S e 41°49°06,560).

Os pontos de 01 a 06 referem-se a ambiente silvestre ou de pastagem
proximo a fragmento de mata ciliar ou Mata Atlantica, situados préximos a margem
esquerda do Rio Manhuacgu, municipio de Caratinga. O ponto 07 refere-se a uma
fazenda, denominada “Fazenda Estrela”, situada proxima a margem direita do Rio
Manhuacgu, municipio de Ipanema, onde foram coletados os carrapatos de animais

domésticos.
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Figura 4: Distribuicdo dos pontos de amostragem na area de estudo. (A) Distrito
de Santo Anténio do Manhuacgu, municipio de Caratinga, Estado de Minas Gerais.
P_01 a P_07: pontos de amostragem.

Fonte: http://www.earth.google.com acessado em 01/10/09.
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Figura 5: Perfil topografico e vegetativo dos pontos amostrais 01, 02, 03 e 06. As
setas em vermelho indicam fragmentos de Mata Atlantica.

Fonte: http://www.earth.google.com acessado em 01/10/09.

Google

ltitude do ponto de visdo 5084 pé

Figura 6: Perfil topografico e vegetativo dos pontos amostrais 04 e 05. A seta em
amarelo indica a area (ES5), utilizada para a soltura dos animais apreendidos. As
setas em vermelho indicam fragmentos de Mata Atlantica préximos a area ESS5.

Fonte: http://www.earth.google.com acessado em 01/10/09.
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Figura 7: Ponto amostral 07 (Fazenda “Estrela”). (A) Distrito de Santo Anténio de
Manhuacgu, municipio de Caratinga/MG; (B) margem direita do Rio Manhuagu,
municipio de Ipanema/MG.

Fonte: http://www.earth.google.com acessado em 01/10/09.

4.2. Coletade Vetores

Foram realizadas coletas de carrapatos no ambiente (pontos de
amostragem 01, 02, 04, 05 e 06) e parasitando animais domésticos (ponto 07). No
periodo de maio a setembro de 2008, foram realizadas quatro coletas. Cada ponto
tinha a extensao de, aproximadamente, 500 metros de raio e foi visitado uma ou
mais vezes. A abrangéncia da area estudada foi de 1 Km a jusante até cerca de
12 Km a montante da barragem estabelecida pela referida hidrelétrica.

Os espécimes de carrapatos de vida livre foram coletados pela técnica de
arraste de flanela branca medindo um metro de largura por dois metros de
comprimento ou por armadilha de diéxido de carbono (CO3) (figura 8), conforme
Oliveira, (1998).

Os carrapatos em relagdo de parasitismo com animais domésticos foram
coletados na pele de seus hospedeiros por meio de leves tor¢des utilizando uma

pingca (Camargo-Neves et al., 2004). Foi vistoriado todo o corpo dos animais e
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coletado todos os carrapatos que foram encontrados em relagao de parasitismo.
Os hospedeiros encontrados na Fazenda “Estrela” foram separados e numerados
da seguinte forma: quatro equideos (01 — “Caramelo”; 02 — “Pampinha”; 03 —
“Farofa” e 04 — “Monalisa”) e cinco canideos (01 — “Catrina”; 02 — “Scoob”; 03 —
“filhote”; 04 — “cadela marrom” e 05 — “céo preto”). Os equideos se encontravam
nas pastagens ao redor da Fazenda, com acesso a margem direita do Rio
Manhuacgu, area de empreendimento da PCH Areia Branca. Os equideos foram
agrupados no curral para que fosse executada a coleta. J& os canideos foram

abordados nos arredores da casa (sede da fazenda).

Figura 8: Técnicas utilizadas para a coleta de carrapatos de vida livre. (A) Técnica

de arraste de flanela branca; (B) Técnica de armadilha de CO; mostrando a
disposicao da pedra de gelo seco; (C) Técnica de armadilha de CO, mostrando a
entrada dos carrapatos na flanela.
Foto Edvaldo Barros (29/08/2008).

Os carrapatos capturados foram mantidos vivos, armazenados em
embalagens plasticas devidamente fechadas, contendo pequenos orificios para a
oxigenagdo dos mesmos. Esses recipientes foram acondicionados em
embalagens térmicas refrigeradas, no mesmo dia da coleta e, posteriormente,
encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia e Epidemiologia Molecular
(LAPEM) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Vigosa/MG (DBB/UFV).

O trabalho de coleta dos acaros baseou-se em Licenca Permanente de n°

14840-1 de 07/03/2008, para coleta de material zooldgico expedida pelo Sistema
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de Autorizacdo e Informacao em Biodiversidade — SISBIO/Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA.

Nas areas particulares integrantes da area de estudo, todas as coletas
foram executadas com autorizacdo de seus proprietarios ou de seus
representantes. Na coleta realizada no ponto de amostragem 07, houve a
contribuicdo de funcionarios da Vigilancia Epidemioldgica de Caratinga, Estado de

Minas Gerais.

4.3. ldentificacdo taxonbmica e acondicionamento dos

carrapatos

Os carrapatos coletados foram levados para o LAPEM/DBB/UFV, e,
imediatamente incubados a 37°C em uma estufa tipo BOD, por 48 horas. Apds
este periodo foram mantidos em freezer -20°C por aproximadamente 24 horas.

Os carrapatos coletados foram acondicionados em tubos para centrifuga de
1,5mL ou 2,0mL novos e estéreis. Os carrapatos foram distribuidos da seguinte
forma: estadio de larva, cada tubo agrupou de 1 a 30 carrapatos; estadio de ninfa,
cada tubo agrupou de 1 a 20 carrapatos; estadio adulto, cada tubo agrupou um
carrapato. Foram preparados 126 tubos que corresponderam a 126 amostras. Os
carrapatos foram distribuidos de acordo com o estadio de desenvolvimento, o local
e a data da coleta e quanto ao sexo, observado nos carrapatos adultos.

Os carrapatos adultos foram identificados taxonomicamente em nivel de
espécie e os estadios de ninfa e larva, em nivel de género, por meio de
observagao morfolégica ao microscopio estereoscépico, seguindo a chave de
Aragéo e Fonseca (1961).

As 126 amostras foram identificadas e numeradas de EPCH 01 até

EPCH_126 e armazenadas a —20°C para posterior extracdo de DNA.
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4.4.

Extracdo de DNA dos carrapatos

Para a extracdo de DNA foi utilizado o método de maceragao com bastao

de vidro estéril, seguido da purificagcdo com fenol/cloroférmio, de acordo com o

protocolo adaptado descrito por Billings et al. (1998), Hill & Gutierrez (2003) e

Halos et al. (2004). Foi extraido o DNA gendmico das 126 amostras de carrapatos

e 0s passos da extragao para cada tubo estdo descritos a seguir:

a)

Lavagem dos carrapatos. Foi adicionado 200 uL de hipoclorito de sédio 2%,
por 5 minutos e, logo depois, a solugdo foi descartada. Foi adicionado
etanol 70% por 5 minutos, e, logo depois, a solugdo foi descartada. Foi
adicionada agua ultra-pura, por 8 minutos, e, logo depois, a solugéo foi
descartada. O ultimo procedimento foi repetido por duas vezes.

Apos a lavagem foram adicionados 100ul de tampéao de lise (NaCl 0,1M;
TRIS-HCL 0,21M pH 8,0; EDTA 0,05M e SDS 0,5%) os carrapatos foram
macerados, dentro dos préprios tubos, com bastido de vidro esmerilhado,
estéril, para extragcdo do DNA. Apdés a maceragcdo, os tubos foram
incubados em banho-maria a 37°C, por 30 minutos;

Os tubos foram centrifugados a 4000xg por 12 minutos. Feito isso, o
sobrenadante de cada tubo foi transferido para novos tubos para centrifuga.
Foi adicionado nos tubos 0,5ul de proteinase K (100ug/ml) e os mesmos
foram incubados por 1 hora a 50°C. Apds esse periodo, foi adicionado 0,2yl
de RNAse em cada tubo, posteriormente, estes foram incubados por 2
horas a 37°C;

Foi realizada a desproteinizagao (purificacédo) do DNA pela adicao de 100pl
de fenol e 100ul de cloroférmio (1:1) em cada tubo, centrifugado a 5000xg
por 5 minutos, logo em seguida. A fase aquosa ou sobrenadante era
transferido para outro tubo e o restante descartado. Esta etapa foi repetida
de 2 a 8 vezes, observando a cada vez o grau de transparéncia da fase
aquosa de cada tubo. O objetivo dessa etapa é a maxima desproteinizagao

da amostra.
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e) Foi adicionado 100ul de cloroférmio para a extragdo do fenol residual,
contido juntamente com o DNA na fase aquosa transferida. Em seguida, foi
centrifugado a 5000xg por 5 minutos e retirado o sobrenadante.

f) O DNA extraido, contido no sobrenadante, foi precipitado pela adicdo de
10ul de NaCl 5M e 100ul de isopropanol 100%. Neste passo, o DNA foi
armazenado a -20°C por no minimo 12 horas.

g) O DNA foi precipitado por meio de centrifugacdo a 5000xg por 12 minutos.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA formado foi
lavado com etanol 70%, € o DNA foi ressuspendido em 30ul de tampao de
armazenamento TE (10mM TRIS-HCI, pH 8,0 e 1mM EDTA, pH 8).

4.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a investigacdo molecular de bactérias do género Rickettsia, o DNA
extraido das 126 amostras teciduais dos carrapatos foi agrupado em 34 lotes de
acordo com o estadio de desenvolvimento, o local e a data da coleta e quanto ao
sexo, observado nos carrapatos adultos (tabela 1).

Os lotes de DNA gendmico de carrapatos foram submetidos a nested-PCR
utilizando dois pares de primers que amplificam fragmentos do gene htrA
responsavel por codificar uma proteina antigénica de membrana, género
especifica, de 17 kDa. Este gene é altamente conservado nas riquétsias do grupo
da febre maculosa (Parola et al., 2005).

O par de iniciadores 17k-5 (5° GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA 3) e
17k-3 (5 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC 3’) foi utilizado para a primeira
reagdao, amplificando um fragmento de 549pb (Labruna et al., 2004b). Para a
segunda reagao, a de fragmento interno, foi utilizado o par de iniciadores 17kD1
(5 GCTCTTGCAACTTCTATGTT 3’) e 17kD2 (5 CATTGTTCGTCAGGTTGGGG
3’), amplificando um fragmento de 434 pb (Webb et al., 1990; Labruna et al.,
2004b).
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Tabela 1: Lotes de DNA genbmico de carrapatos para a realizagdo da nested-

PCR.
Lote Nimero das Lote NUumero das amostras
amostras

01 EPCH_01 a EPCH_04 18 EPCH_91 a EPCH_96
02 EPCH_07 a EPCH_12 19 EPCH_97 a EPCH_102
03 EPCH_13 a EPCH_15 20 EPCH_103 a EPCH_108
04 EPCH_16 a EPCH_18 21 EPCH_110 a EPCH_114
05 EPCH_19a EPCH_24 22 EPCH_116 a EPCH_119
06 EPCH_25a EPCH_30 23 EPCH_121 e EPCH_122
07 EPCH_31 a EPCH_36 24 EPCH_123 e EPCH_124
08 EPCH_37 a EPCH_42 25 EPCH_125 e EPCH_126
09 EPCH_43 a EPCH_48 26 EPCH_05
10 EPCH_49 e EPCH_50 27 EPCH_06
11 EPCH_51 a EPCH_54 28 EPCH_72
12 EPCH_55 a EPCH_60 29 EPCH_89
13 EPCH_61 a EPCH_66 30 EPCH_90
14 EPCH_68 a EPCH_T71 31 EPCH_109
15 EPCH_73 a EPCH_78 32 EPCH_115
16 EPCH_79 a EPCH_84 33 EPCH_67
17 EPCH_85 a EPCH_88 34 EPCH_120
As reagdes da nested-PCR foram realizadas no Laboratério de

Parasitologia e Epidemiologia Molecular (LAPEM) do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa/MG (DBB/UFV). Cada
reacao foi realizada para um volume final de 25uL, contendo 2,5uL de tampao
PCR 1X; 1,0uL de cada iniciador; 1,75uL de MgCl, 25mM; 0,625uL de cada dNTP
2mM; 0,2uL de Taq DNA Polimerase; 1,0uL de DNA purificado, extraido das

amostras (Webb et al., 1990; Labruna et al., 2004b). O volume final foi completado

utilizando agua ultrapura. Para o controle negativo foi utilizado 1,0uL de agua

ultrapura. Ja para o controle positivo foi utilizado 1,0uL de DNA de R. rickettsii

purificado disponibilizado pelo Dr. Marcelo Bahia Labruna, da Faculdade de
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Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo — USP, Brasil. Para
a segunda reagao o molde utilizado foi 1uL do produto da primeira reagao diluido
pelo fator 107,

A reacgao externa foi desenvolvida nas seguintes condi¢cdes: uma etapa de
pré-desnaturacéo a 95°C, por trés minutos; seguida por 40 ciclos de desnaturacéo
a 95°C, por 15 segundos; anelamento dos inciadores a 48°C, por 30 segundos e
extensdo a 72°C, por 30 segundos. Logo apds os ciclos, segue uma etapa de
extensao final a 72°C, por sete minutos (Labruna et al., 2004b). Para a reagao
interna procedeu-se os seguintes passos: pré-desnaturagao a 94°C, por trés
minutos; seguida por 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C, por 15 segundos;
anelamento dos iniciadores a 57°C, por dois minutos e extensao a 70°C, por dois
minutos. Logo apds os ciclos, segue uma etapa de extensdo final a 70°C, por
cinco minutos (Webb et al., 1990). As reacbes da n-PCR foram feitas em um
termociclador da Biosystems, modelo Biocycler MJ25+.

Apoés a realizagdo da n-PCR, cinco microlitros dos produtos das reacoes
foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sendo em

seguida visualizados num transiluminador para a identificagdo das bandas.

4.6. Calculo dataxa minima de infec¢céo

A taxa minima de infecgdo € definida como o menor numero de carrapatos
infectados presentes em uma determinada populagdo analisada (Guedes et al.,
2005). Para o calculo da taxa minima de infeccdo foi mensurado os lotes de
carrapatos positivos para a reacado da nested-PCR, assumindo que no minimo um
carrapato de cada lote positivo analisado estava infectado por riquétsias. O

numero foi extrapolado para a populacao de carrapatos do lote analisado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo dos carrapatos coletados

Foram coletados 863 carrapatos de vida livre e 90 carrapatos parasitando
animais domésticos no perimetro da area de estudo, perfazendo um total de 953
carrapatos em diferentes estadios de desenvolvimento.

Todos os carrapatos de vida livre coletados pertenciam ao género
Amblyomma (tabela 2), o que sugere o predominio deste género na area de
estudo. Resultado semelhante foi encontrado em trabalhos realizados em areas
endémicas para FMB, em S&o Paulo (Lemos et al., 1997a; Labruna et al., 2002;
Souza et al., 2006) e em Minas Gerais (Lemos et al., 1997b; Oliveira et al., 2000;
Cardoso et al., 2006). Em levantamento de carrapatos de vida livre realizado em
regides de Floresta Atlantica Umida no territério brasileiro e de carrapatos
parasitando aves que frequentavam estas matas, foi encontrado o predominio do
género Amblyomma em ambas as condi¢des (Ogrzewalska et al., 2009).

Dos 90 carrapatos coletados em relagdo de parasitismo com animais
domésticos predominou a espécie A. cajennense, dos quais apenas um estava
parasitando um c&o e os demais em equideos (tabela 3). Novamente este
resultado sugere o predominio do género Amblyomma e, em particular, do A.
cajennense na regiao estudada. A segunda espécie de carrapatos mais abundante
nos animais domeésticos foi a R. sanguineus que apresentou um alto percentual de
infestacao nos caes (tabela 3). Resultado semelhante foi obtido com um estudo de
caes em uma area endémica para FMB no Estado de Sao Paulo, onde cerca de
65,7% dos carrapatos coletados foram identificados como R. sanguineus (Moraes-
Filho et al., 2009).

Dos quatro equideos estudados, apenas um apresentou nivel de infestagao
muito baixo, estando os demais parasitados por mais de uma espécie de
carrapatos. Dos cinco caes estudados, apenas um estava infestado por carrapatos

das espécies A. cajennense e R. sanguineus (tabela 3).
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Tabela 2: Carrapatos de vida livre coletados pelos métodos de arraste de flanela e
armadilha de CO,. Carrapatos de vida livre coletados na area de empreendimento

da Pequena Central Hidrelétrica Areia Branca, Vale do Rio Doce, Estado de Minas

Gerais.
Estadio de Arraste Armadilha

Identificacéo . de Total (%)

Desenvolvimento de CO;

Flanela

Amblyomma spp. Larva 150 0 150(17,4)
Amblyomma spp. Ninfa 6 700 706(81,8)
Amblyomma cajennense Macho 3 0 03(0,3)

Adulto
Amblyomma cajennense Fémea 4 0 04(0,5)
Total (%) 163(18,9) 700(81,1) 863(100)

O estadio de ninfa prevaleceu entre os carrapatos de vida livre coletados
(tabela 2), corroborando com os resultados encontrados anteriormente para a
espécie Amblyomma cajennense, tanto no Estado de Minas Gerais (Oliveira et al.,
2000) quanto no Estado de Sao Paulo (Lemos et al., 1997a; Souza et al., 2006). O
periodo de abrangéncia sazonal do estadio de ninfa do A. cajennense inicia-se em
junho e termina em dezembro com pico entre julho a setembro, dependendo das
condigbes climaticas da regiao em estudo (Lemos et al.,, 1997a; Oliveira et al.,
2000; Souza et al., 2006).

Pode ser observado que a eficiéncia da técnica de coleta de carrapatos
varia de acordo com seu estadio de desenvolvimento (tabela 2). A armadilha de
dioxido de carbono (CO3) (figura 8) apresentou maior eficiéncia para a coleta de
carrapatos de vida livre no estadio de ninfa, enquanto que o método de arraste de
flanela branca mostrou ser mais eficiente para o estadio de larva. Oliveira et al.
(2000), relataram que o método da armadilha de CO;, € muito eficiente para a
coleta de carrapatos no estadio adulto e medianamente eficiente para aqueles no
estadio de ninfa e para a coleta de carrapatos que se encontram no estadio larval,

a técnica de arraste de flanela apresenta melhores resultados.

25



Tabela 3: Carrapatos coletados em relagao de parasitismo em animais domésticos
do ponto amostral 07. Esse ponto amostral refere-se a Fazenda “Estrela”,
localizada na area de empreendimento da PCH Areia Branca, no municipio de

Ipanema, Vale do Rio Doce, Estado de Minas Gerais.

Carrapatos coletados
Hospedeiro Total (%)
A.cajennense  D. nitens R.microplus R.sanguineus Ixodideo

Equideo 01 08 08 04 00 00  20(22.22)
Equideo 02 15 00 01 00 00 16(17.78)
Equideo 03 01 00 00 00 00 01(1.11)
Equideo 04 12 00 07 00 02 21(23.33)
Canideo 01 00 00 00 07 00 07(7.78)
Canideo 02 00 00 00 07 00 07(7.78)
Canideo 03 01 00 00 07 00 08(8.89)
Canideo 04 00 00 00 06 00 06(6.67)
Canideo 05 00 00 00 04 00 04(4.44)
Total(%) 37(41.12) 08(8.89)  12(13.33) 31(34.44)  02(2.22)  90(100)

5.2. Deteccao de Rickettsia spp. por nested-PCR

Dos 34 lotes de amostras de DNA gendémico de carrapatos testados por
nested-PCR, sete foram reativos para Rickettsia spp., apresentando o fragmento
amplificado de 434pb, tamanho esperado na segunda reacgéo (figura 9).

Dos 953 carrapatos coletados neste estudo, pelo menos sete carrapatos, ou
seja, um em cada lote positivo para Rickettsia spp., amplificaram o fragmento do
gene riquetsial. Contudo, podemos observar que carrapatos de diferentes

espécies e origens foram positivos pela nested-PCR (tabela 4).
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M C+ C- 22 14 15 16 17 19 32 08 12 M

1.000 ph 1.000 pb
800 pb 800 pb
500 ph 500 pb
400 pb 400 ph
300 pb 300 ph
200 pb 200 ph
100 pb 100 ph

Figura 9: Analise eletroforética da n-PCR em gel de agarose 1,2%, para os lotes
de carrapatos 08, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 22 e 32. M=DNA Ladder/100pb;

C+=controle positivo; C-=controle negativo.

A taxa minima de infeccdo para os carrapatos do género Amblyomma
coletados tanto em vida livre quanto em relacdo de parasitismo com animais
domeésticos, neste trabalho, foi de 0,22%. Entretanto, a taxa minima de infec¢ao
riqguetsial em carrapatos de vida livre coletados em uma fazenda experimental da
EMBRAPA, situada numa regido considerada endémica para a FMB, no
municipio de Coronel Pacheco, Estado de Minas Gerais, foi de 0,64% para
carrapatos do género Amblyomma (Guedes et al., 2005). Em um trabalho
realizado no municipio de Campinas, area endémica para FMB do Estado de Sao
Paulo, foi encontrada uma taxa minima de infecgéo de 0,50% para carrapatos do
género Amblyomma (Estrada et al., 2006). A diferenga entre os resultados destes
trabalhos pode ter ocorrido devido ao numero amostral utilizado e as
caracteristicas ambientais distintas envolvidas.

A taxa minima de infec¢ao riquetsial encontrada nos carrapatos de vida livre
foi de 0,12%, enquanto nos carrapatos em fase parasitaria foi de 6,7%. Portanto,

os carrapatos infectados com riquétsia em fase parasitaria foi aproximadamente
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55 vezes maior, do que os em na fase de vida livre. Valores semelhantes foram
verificados por Estrada e colaboradores (2006), que encontraram uma taxa
minima de infecgdo de 0,29% para carrapatos de vida livre e 5,33% para
carrapatos em relagcdo de parasitismo em capivaras. A maior variagdo na taxa
minima de infeccdo encontrada nos carrapatos de vida livre pode ter ocorrido em
funcdo do numero de espécimes e do estadio de desenvolvimento em que foram
coletados. A proporgéao visivelmente maior de contaminagéo de carrapatos de vida
parasitaria em relagao aos de vida livre, muito provavelmente deve ser em funcgao,
também, do tempo de alimentacdo destes ectoparasitas em hospedeiros
contaminados.

A tabela 4 demonstra a taxa minima de infec¢ao riquetsial distribuidas de
acordo com as espécies de carrapatos encontradas neste trabalho, positivos para

Rickettsia spp. na segunda reacéo da nested-PCR.

Tabela 4: Taxa minima de infeccao riquetsial dos carrapatos coletados, positivos

para Rickettsia spp. na segunda reagao da nested-PCR.

Ori Identificacdo de Taxa minima de
rigem . ~
Carrapatos infeccédo
Ambiente Amblyomma spp. 0,12%
Equideo Dermacentor nitens 12,5%
Equideo Rhipicephalus microplus 16,67%
Equideo e Ambiente Amblyomma cajennense 2,27%
Canideo Rhipicephalus sanguineus 6,45%

Guedes e colaboradores (2005) encontraram a taxa minima de infecgao de
1,28% para A. cajennense. Estrada e colaboradores (2006) encontraram 0,98%
para A. cajennense. Oliveira (2005) encontrou uma taxa minima de infecgéo
riquetsial de 2,6% em R. sanguineus parasitando hospedeiros vertebrados,
principalmente caes. Observa-se que a diferenca entre os resultados obtidos neste
e nos trabalhos mencionados, pode ser atribuida a diversos fatores, tais como: o

numero amostral utilizado por seus autores; a presenca de capivaras
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contaminadas em area de pastagens de animais domésticos; o tempo de
permanéncia dos animais domésticos em locais de risco, aumentando a
possibilidade de infeccao destes, e o estado sanitario dos animais da area de
coleta.

Dos carrapatos coletados em fase parasitaria tanto em caes quanto em
equideos, houve a amplificagdo de DNA riquetsial em ambos. Cardoso e
colaboradores (2006) classificaram esses animais como sentinelas para a FMB
em regides endémicas e ndo endémicas para a doenga, por meio de exame
sorologico RIFI.

Em relacdo a area de coleta, na maioria dos pontos retratados neste
trabalho houve registro de vestigios que caracterizavam a presenca de capivara
(figura 10).

Figura 10: Vestigios que caracterizam a presencga de capivara em dois pontos da
area estudada. (A) Fotografia aérea com a localizagdo dos pontos 01, 02 e 06 da
area estudada; (B) Vestigio (fezes) encontrado no ponto 01; (C) Vestigio (fezes)

encontrado no ponto 06.

O fato desse mamifero apresentar alta taxa reprodutiva e possuir vida
intensamente gregaria, permitindo a passagem de carrapatos entre os individuos,
sugere que essa especie esta diretamente vinculada com a manutencédo da
populacdo de carrapatos em niveis elevados no ambiente natural (Camargo-
Neves et al., 2004). Lemos e colaboradores (1996b) caracterizam esse mamifero
como um 6timo hospedeiro vertebrado para o carrapato do género Amblyomma.

Esses registros corroboram o elevado numero de espécimes do género

29



Amblyomma em diversos estadios de desenvolvimento encontrados neste
trabalho.

Os animais silvestres (capivaras, marsupiais, pequenos roedores, dentre
outros) sao forgados a migrar para outras areas em busca de abrigo ou de comida,
devido a acdo antrépica sobre seu ambiente natural. Essa migracdo pode
aumentar o contato entre animais silvestres e domésticos, elevando também o
risco de transmissao de agentes patogénicos ao homem (Cunha et al., 2009).

Apds um longo periodo sem notificagdes suspeitas para FMB no municipio
de Caratinga/MG e arredores, foram notificados nove casos suspeitos no ano de
2008. Uma destas chamou a atencdo: Uma crianga de onze anos residente na
Fazenda Estrela, dentro da area de estudo, apresentou evolucéo para obito cerca
de duas semanas apdés o inicio do seu quadro clinico sem confirmagao posterior
(Vigilancia Epidemioldgica do Municipio de Caratinga — comunicagdo pessoal).
Além desta, duas outras notificagdes referem-se a pacientes que residem nas
proximidades da PCH Areia Branca.

Com base nesta informacéao, fomos a Fazenda Estrela localizada proximo a
margem direita do Rio Manhuagu, onde foram coletados os carrapatos em vida
parasitaria deste estudo (tabela 3). Ndo se pode afirmar que a Rickettsia spp.
circulante nos carrapatos do ambiente e de animais domésticos seja uma espécie
patogénica ao homem, porém, ha indicios que possam ser.

Devido a regidao de Caratinga ser comprovadamente uma area endémica
para FMB, com ocorréncia de casos comprovados em humanos, novos estudos
devem ser feitos neste local para favorecer um monitoramento mais eficente de

riquetisioses dentro do sistema de vigilancia epidemiologica da regi&o.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode ser concluido que:

. Na area estudada, situada na zona rural do municipio de Caratinga, Estado
de Minas Gerais, verificou-se a ocorréncia de trés géneros de carrapatos:
Amblyomma, Dermacentor e Rhipicephalus.

. Para os -carrapatos do género Amblyomma, o estadio evolutivo
predominante na area durante o periodo estudado foi de ninfa.

. A taxa minima de infeccéao riquetsial nos carrapatos coletados neste estudo
foi de 0,73%.

4. Ha riquétsias circulantes em carrapatos coletados na area estudada.

5. Existe o risco da transmissao de febre maculosa na regiao.

31



7.

PERSPECTIVAS

Para fornecer dados mais precisos de estudos populacionais de carrapatos

de vida livre e parasitaria, além do melhor entendimento das relagdes ecoldgicas

existentes entre riquétsia-carrapato-hospedeiro vertebrado, sendo esses ultimos

tanto animais domésticos quanto silvestres, € preciso dar continuidade a este

trabalho, para a qual sao sugeridos as seguintes agoes:

v

Sequenciar todas as amostras positivas para Rickettsia spp. encontradas
neste trabalho;

Realizar estudo por um periodo prolongado, representativo, coletando
carrapatos de forma quinzenal para observar a variacdo sazonal na
distribuicdo dos carrapatos capturados com a finalidade de estudar a
atividade sazonal, a dindmica de populacido e o nivel de infeccdo de
riquétsias nesses ectoparasitas;

Realizar coletas por um periodo prolongado de carrapatos de vida livre e
parasitaria em animais silvestres e domésticos da regido, com a finalidade
de observar a distribuicdo e o nivel de infecgdo destes ectoparasitas;
Realizar coleta periddica de soro de animais silvestres e domésticos da
regido, com a finalidade de detectar a presenga de anticorpos anti-
riquetsiais;

Realizar o monitoramento dos diferentes animais silvestres que estéo
diretamente envolvidos com o ciclo enzodtico das riquétsias, com a
finalidade de obter dados referentes a densidade da populagao e a forma

de dispersao utilizadas pelos mesmos.
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APENDICE

Extracdo de DNA:

TE (pH =7,4)

10 mM de Tris-HCI (pH = 7,4)
1 mM de EDTA (pH = 8,0)

Aferir o pH, completar o volume com H>O ultrapura e autoclavar a solugao.

Tampao de Extragédo (200 mL)

Tris-HCI 0,1 M pH = 8,0 20 mL
EDTA 0,5M pH = 8,0 40 pL
SDS 10% 10 mL
RNAse pancreatica 400 pL
H>O ultrapure q.s.p. 200 mL

A RNAse deve ser adicionada apds autoclavar a solugéao
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