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RESUMO

MAIA, Natasha Lagos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2012.
Identificac&o e caracterizacdo de bioagentes da ordem Rickettsiales veiculados por
carrapatos e pulgas em animais recebidos no Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS) da Universidade Federal de Vigcosa, Estado de Minas Gerais.
Orientador: Tarcizio Antbnio Régo de Paula. Coorientador: Claudio Lisia Mafra de
Siqueira.

Foram coletadas amostras de sangue e ectoparasitas (carrapatos e pulgas) de animais
silvestres pertencentes a classe de mamiferos e aves, recebidos pelo Centro de Triagem
de Animais Silvestres da Universidade Federal de Vicosa, no Estado de Minas Gerais. A
coleta da amostra de sangue e ectoparasitas era destinada para pesquisa de bioagentes
através de técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Todas
as amostras foram testadas quanto a presenca de agentes do género Rickettsia e
Ehrlichia. Foram coletadas um total de 100 amostras de sangue, sendo 73 de animais da
classe de aves e 27 da classe de mamiferos. As amostras de ectoparasitas totalizaram 63
carrapatos provenientes de treze animais e 47 pulgas, provenientes de cinco animais. As
espécies de carrapato encontradas em mamiferos silvestres foram Amblyomma
cajennense, Amblyomma dubitatum, Amblyomma ovale, Amblyomma nodosum,
Amblyomma aureolatum, Rhipicephalus sanguineus e Rbhipicephalus (Boophilus)
microplus, e a espécie de pulga encontrada foi Ctenocephalides canis. Na pesquisa de
microorganismos pela PCR, foram positivas para a deteccdo de bactérias do género
Rickettsia, trés amostras de aves e cinco amostras de mamiferos, além de quatro
amostras de carrapatos do género Amblyomma e duas amostras de pulgas. Na pesquisa
de bactérias do género Ehrlichia, foram positivas uma amostra de ave e trés amostras de

mamiferos, ndo tendo sido obtidas amostras positivas de ectoparasitas para este género.
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ABSTRACT

MAIA, Natasha Lagos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2012.
Identification and characterization of bioagents in the order Rickettsiales
transmitted by ticks and fleas on wild animals received by the Screening Center of
Wild Animals (CETAS) Federal University of Vigcosa, Minas Gerais. Adviser: Tarcizio
Antdnio Régo de Paula. Co-adviser: Claudio Lisias Mafra de Siqueira.

We collected blood samples and ectoparasites samples (ticks and fleas) of wild animals
belonging to the class of mammals and birds, received by the Screening Center of Wildlife,
Federal University of Vicosa, in Minas Gerais. The collection of blood samples and
ectoparasites was intended to search for bioagents using molecular techniques, the
Polymerase Chain Reaction (PCR). All samples were testes for the presence of
microorganisms of the genus Rickettsia (CS-5 and CS-6) and Ehrlichia (ECC and ECB).
Were collected from a total of 100 samples of blood, 73 of the class of birds and 27 of the
class of mammals. The samples totaled 63 ticks from 13 animals and 47 fleas from five
animals. The tick species were found in wild mammals Amblyomma cajennense,
Amblyomma dubitatum, Amblyomma nodosum, Amblyomma ovale, Amblyomma
aureolatum, Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus (Boophilus) microplus. The
species of flea Ctenocephalides canis was found. In search of bioagents by PCR three
samples of birds and five samples of mammals were positive for the detection of bacteria
of the genus Rickettsia, plus four samples of ectoparasites (ticks and fleas). In the study of
bacteria of the genus Ehrlichia, one sample of bird was positive and three samples of

mammals, no positive samples to that detection have been obtained of ectoparasites.



1. INTRODUCAO

Reconhecidamente, o desmatamento de grandes areas de massas
florestais para o crescimento urbano e da agroindustria, € um dos principais
fatores responsaveis por desequilibrios no meio ambiente em todo o mundo,

resultando na fragmentacao dos habitats, o que leva ao estreitamento do contato

entre populacdes de animais silvestres, animais domeésticos e seres humanos.

Presenciamos assim, a interferéncia direta no equilibrio da relacdo entre
hospedeiros vertebrados silvestres e micro-organismos mantidos por estes na
natureza, sendo esta condicdo uma problematica para a sanidade deste grupo de
animais e de todos os outros que mantem interacdo com os mesmos, destacando-
se a emergéncia e re-emergéncia de doencas de grande importancia na saude

publica.

Neste contexto, tém-se os estudos na area da medicina da conservacéo
como imprescindiveis para o entendimento do ciclo natural das doencas, tendo
como fator primordial de sua importancia a necessidade de conhecimentos quanto

a histéria natural de bioagentes com potencial zoonético.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. D@GRADAQAO AMBIENTAL NO BRASIL: EMERGENCIA E RE-
EMERGENCIA DE DOENCAS

O territério brasileiro, dado a sua extenséo, clima e localizacdo geografica,
detém grande riqgueza de biodiversidade, tanto de fauna como de flora. Grande
parte desta diversidade encontra-se na Mata Atlantica, a qual pode ser vista como
um mosaico diversificado de ecossistemas, apresentando estruturas e
composicdes diferenciadas em funcdo de diferencas de solo, relevo, ecologia e
caracteristicas climaticas existentes na ampla area de ocorréncia desse bioma no

Brasil (IBAMA, 2005).

Bastante afetadas pelos efeitos de fragmentacao e isolamento florestal em
todo o mundo estdo as florestas tropicais (LAURENCE & BIERREGAARD, 1997;
MYERS et al., 2000). Extensivas areas destas florestas tem sido destruidas de
forma rapida, deixando remanescentes florestais isolados em uma matriz de

paisagens diversas (FONSECA, 1985; CHIARELLO, 1999).

No Brasil, nas ultimas décadas, vem se observando a intensificacdo da
destruicdo de diversos ecossistemas componentes da Mata Atlantica, tendo como
causa disto a crescente agdo antropica, principalmente devido aos processos
intensos de urbanizacdo ocorridos nas ultimas décadas e expanséo agroindustrial,
sendo os resultados desses impactos desastrosos para a manutencéo de espécies

silvestres Gnicas no planeta (CORREA & PASSOS, 2001).

Embora apresente altos indices de biodiversidade e endemismo, a Mata
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Atlantica € o segundo ecossistema mais ameacado do mundo (MITTERMEIER et
al., 1998; MYERS et al.,, 2000). Devido a sua localizagdo predominantemente
litoranea, € alvo de forte presséo antropica desde o descobrimento do Brasil pelos
europeus (MENDES, 2004), tendo sido isto decisivo para gerar o padrao de
distribuicdo de pequenos fragmentos secundarios de Mata Atlantica, como os que
sao atualmente verificados na Zona da Mata de Minas Gerais (LOPES et al.,

2002).

A maior parte das espécies silvestres ameacadas de extincdo no Brasil se
encontra no bioma Mata Atlantica (ADANIA, 1998; SWANSON, 1998), sendo a
fragmentacdo dos habitats o fator antropogénico mais importante associado com
surtos de patdgenos da vida selvagem, visto aumentar o contato entre animais que
vivem em habitats ndo perturbados e outras espécies hospedeiras que habitam
regides antropizadas adjacentes (DOBSON & FOUFOPOULOS, 2001). Devido a
este maior contato, verifica-se uma maior facilidade de disseminacdo de agentes
infecciosos e parasitarios, antes em equilibrio com seus reservatérios silvestres,
para populacdes de outras espécies de animais silvestres, animais domeésticos e

para a populacdo humana (CORREA & PASSOS, 2001).

Consequentemente, como resultado dessas interacdes negativas, podem
ocorrer a emergéncia e re-emergéncia de zoonoses com expansao epidémica de
agentes patogénicos a animais suscetiveis, associado ao aumento da sua

disseminacéao geografica (BARLLETT & JUDGE, 1997).

Dentre estas zoonoses, temos as doencgas infecciosas emergentes, as
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quais podem ser compreendidas como sendo “infecgdes originadas recentemente
numa populacdo, ou que, tendo existido previamente, se encontram em répida

ascensao quanto a incidéncia e ao alcance geografico” (MORENS et al., 2004).

Entre os varios fatores para o aparecimento de doencas emergentes,
encontram-se o0s demograficos (MORENS et al, 2004). Adensamentos
populacionais resultantes da fragmentacdo de habitats, favorecem a transmissao
direta de doencas devido ao aumento da competicao, estresse e, ou, reducdo de
alimento, tornando-os mais suscetiveis. Um outro fator refere-se a introducéo de
espécies novas em vida livre ou ao convivio em cativeiro, onde individuos de
espécies que nunca teriam contato em condi¢cfes naturais estabelecem contato

diario (CUBAS et al., 2007).

De modo geral, o monitoramento da presenca de patdégenos em animais
silvestres é fundamental para o controle de doencas infecciosas emergentes e re-
emergentes, na medida em que estas constituem um grande problema a saude
publica em todas as suas vertentes. Esta vigilancia pode ser feita mediante varias
abordagens, dentre as quais destacam-se: (1) a reunido do maximo de informacéo
e a coleta de amostras dos animais recebidos por centros de animais silvestres;
(2) a coleta de amostras em campo; (3) a execucao de estudos cientificos em que
seja essencial a captura dos animais, para que seja possivel a obtencdo de dados
sobre possiveis reservatorios e vetores de agentes patogénicos tanto ao homem e

animais domeésticos quanto a fauna silvestres (WEINHOLD, 2003).



2.1.1. Medicina da conservacao

Considerada uma ciéncia essencialmente transdisciplinar, a Medicina da
Conservacdo engloba o estudo dos contextos ecoldgicos inter-relacionados a
saude. Assim, como definicao temos que a “Medicina da conservacéao é a ciéncia
para crise da saude ambiental e a consequente perda da biodiversidade bioldgica,
desenvolvida por meio da transdisciplinaridade na execucéo de pesquisas, acoes
de manejo e politicas publicas ambientais voltadas a manutengcdo da saude de

todas as comunidades biologicas e seus ecossistema” (MANGINI & SILVA, 2007).

Neste contexto, esta ciéncia tem por objetivo maior o fornecimento de
novas habilidades, ferramentas e visdo para o campo da biologia da conservacéo
e medicina, a fim de examinar de uma forma transdisciplinar a salde dos
individuos, dos grupos de individuos, das populagbes, comunidades e
ecossistemas (POKRAS, 1995; AGUIRRE, 2002). Aléem disso, a Medicina da
Conservacao, visa manter a diversidade bioldgica, e como consequéncia,
melhorar a qualidade de vida das pessoas, espécies domésticas e selvagens,
sobretudo com a intencdo de manter um ambiente saudavel a plena saulde
ecolégica (MANGINI e SILVA, 2007).

22. CENTROS DE TRIAGEM DE ANIMAIS SILVESTRES (CETAS):
CARACTERIZACAO DO CETAS/UFV

Criado no ano de 1999, o Centro de Triagem de Animais Silvestres da
Universidade Federal de Vigcosa (CETAS-UFV) localiza-se no Campus da

Universidade Federal de Vigosa, municipio de Vigosa, na regido da Zona da Mata



Mineira, estado de Minas Gerais.

Como no restante da macrorregido de Vicosa e de outros municipios da
area de influéncia do CETAS/UFV (Vicosa, Juiz de Fora, Cataguases, Muriaé,
Ponte Nova e Manhuacgu), a regido caracteriza-se por matas fragmentadas e
proximas & areas urbanizadas, sob forte acdo antrépica (MANHAES & LOURES-

RIBEIRO, 2011) (Figura 1 e 2).

Figura 1: Imagem ilustrativa do municipio de Vigosa e dos outros
municipios da area de influéncia do CETAS-UFV . Fonte: SOS rios do

Brasil.
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Figura 2: Foto de Satélite mostrando a regido da Zona da Mata Mineira.

Fonte: Somar Meteorologia.

Em relacédo a estruturacdo deste centro, a mesma segue o padrdo que €&
exigido para os Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS), conforme
estabelecido pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovaveis), na resolu¢cdo Conama, niumero 237, de 19 de dezembro de
1997. A estrutura do CETAS-UFV inclui: sala de administracéo, sala de palestras,
museu de anatomia comparada, banheiro, cozinha, area de servico, almoxarifado,
quarentena de aves, quarentena de mamiferos, ambulatério, sala de internacéo,
sala do laboratério clinico, sala de necropsia, sala de cirurgia, sala de esterilizacdo

e recintos.

Programas de estdgio, iniciacdo cientifica e poés-graduagdo séo
desenvolvidos neste centro de triagem, proporcionando assim o desenvolvimento

de trabalhos e teses, informac¢6es muito relevantes sobre as diversas espécies de



8
animais encontradas neste local. Vale ressaltar, que trabalhos com animais de vida
livre, encontrados nas matas que circundam a cidade de Vigosa, também sao
realizados, possibilitando, dessa forma, tracar paralelos entre espécies em

cativeiro e de vida livre.

As espécies de animais que compdem a maioria das recepcdes no CETAS-
UFV pertencem a classe de aves, sendo os individuos da classe de mamiferos

recebidos em menor nimero.

2.3. ANIMAIS SILVESTRES EM CATIVEIRO COMO RESERVATORIOS DE
PATOGENOS

Estima-se que a fauna silvestre constitui um grande reservatorio ainda
desconhecido de bioagentes com potencial zoonético. Embora a descoberta
destes bioagentes esteja diretamente relacionada com o desenvolvimento de
melhores ferramentas diagnésticas ao longo do tempo, o que possibilitou uma
maior deteccdo dos mesmos, as principais causas de emergéncia ou re-
emergéncia de doencas se deve principalmente as modificagbes dos habitats
naturais e ndo somente a maior deteccao diagnéstica. Outros fatores que também
contribuem diretamente para o surgimento dessas doencas sdo, 0 comércio e
translocacdo de animais vivos, 0 consumo de comidas exéticas, o0
desenvolvimento do ecoturismo, a posse de animais exoticos e 0 acesso a jardins
zoologicos. Desta maneira, para reducao do risco de zoonoses emergentes faz-se
necessaria a educacdo da populacdo para os riscos existentes relacionados a
essas praticas (CHOMEL et al., 2007), visto que tanto sendo provenientes de vida

livre, como dos mantidos em cativeiro, 0s animais silvestres podem atuar como
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reservatorios de agentes causadores de enfermidades de importancia médica e

médico-veterinéaria.

Em 1986, Acha & Szyfres descreveram como principais fatores de risco
para a difusdo de agentes infecciosos de origem silvestre, e importancia no
estabelecimento de processos zoondticos, as seguintes questdes: (1) a introducao
de animais domésticos e, ou, do homem em um foco natural da doenca; (2) a
translocacdo de um hospedeiro infectado para regides onde existam hospedeiros
suscetiveis; (3) a ocorréncia de acbes que ocasionem modificacdes da dinamica
dos hospedeiros ou alterem o equilibrio ecoldgico; (4) a translocacdo natural de
animais reservatoérios, devido, por exemplo, a escassez de alimento; (5) a
intervencdo do homem na modificacdo dos ecossistemas; (6)a interocorréncia de
aves migratérias e ectoparasitas vetores; e (7) as mutacfdes positivas no processo

epidémico de um agente etioldgico, facilitando sua dissemina¢do e manutencao.

Atualmente, a realidade nos mostra que a crescente manutencdo de
animais silvestres em cativeiro, devido a falta de habitat para a realocacao destes
quando retirados do seu local de origem, tem ocasionado na ocorréncia e no

estudo de diversos agravos de saude.

No entanto, este aumento no numero de animais silvestres em cativeiro,
tem exigido grandes esfor¢os para a manutenc¢do de um rigoroso manejo sanitario,
buscando reduzir os efeitos dos contatos inter e intraespecifico. Apesar destes
esforcos, os ambientes de zooldgico, criadouros e outros centros que abrigam

animais silvestres continuam sendo bastante propicios a disseminacdo de
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doencas, sendo muitas delas de carater zoonoético (SEDGWICK et al., 1975;
MONTALI & MIGAKI, 1980; SIEMERING, 1986; FOWLER, 1993; SILVA et al.,
2001). Vale a pena ressaltar que a maioria destes animais mascara 0s sinais
clinicos quando doentes ou ndo desenvolve a doenca mesmo estando infectada
pelo agente etioldgico, constituindo-se desta maneira em fonte de infeccdo para
animais domésticos e 0 homem ou mesmo para outros animais silvestres (ACHA &
SZYFRES, 1986; FOWLER, 1986; CUBAS, 1996).

2.4, DOENCAS DE IMPORTANCIA MEDICA E MEDICO-VETERINARIA
TRANSMITIDAS POR CARRAPATOS E PULGAS NO BRASIL

No Brasil, o processo de urbanizacdo acelerado a custa do desmatamento
da Mata Atlantica proporcionou um maior contato entre as populagcdes humanas (e
de seus animais domésticos) com as populacdes de animais silvestres nos seus
habitats originais. Esta interface entre habitat silvestre e areas antropizadas quase
sempre é intermediada pela acdo de artropodes hematofagos, os quais podem
atuar como vetores de agentes patogénicos para o homem, bem como para

animais domeésticos e silvestres.

A intensificacdo desta relacdo reservatério vertebrado silvestre-vetor-
hospedeiro vertebrado (seja 0 homem ou animais silvestres ou domésticos),
facilitou a disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios para novos
hospedeiros e ambientes, resultando na emergéncia e re-emergéncia de
zoonoses, bem como de doencas infecciosas nos animais silvestres, outrora ainda

néo relatadas (CORREA & PASSOS, 2001).
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Devido & acgéo espoliativa sobre os mais diversos tipos de hospedeiros
vertebrados (inclusive o homem), os artropodes hematéfagos sdo responsaveis
pela transmisséo de diversos tipos de zoonoses. De acordo com a definicao de
GALVAO & SILVA (2004), as zoonoses sdo "doencas ou infecgdes que sdo
transmitidas naturalmente entre os animais vertebrados (domésticos ou silvestres)

e o homem, ou vice-versa".

Dentre os principais artropodes hematoéfagos vetores de doencas,

destacam-se os carrapatos e as pulgas.

2.4.1. Dos carrapatos

Os carrapatos sao artropodes pertencentes a ordem Acari, classe
Arachnida, com aproximadamente 885 espécies de carrapatos conhecidas
(HORAK et al., 2002; PRAKASAN & RAMANI, 2007; APANASKEVICH & HORAK,
2008; LABRUNA et al., 2008; VENZAL et al., 2008; NAVA et al., 2009),
constituindo um grupo de grande importancia médica e médico-veterinaria. De
ampla distribuicdo, parasitam uma grande variedade de hospedeiros,
encontrando-se e entre 0s mais importantes vetores de agentes patogénicos para
0s animais domeésticos e para o homem (DANTAS-TORRES & FIGUEIREDO,

2006, 2007; DANTAS-TORRES, 2008a,b)

Frequentes relatos sobre a ocorréncia de carrapatos neotropicais de
animais silvestres em cdes domésticos tem sido realizados (SZABO et al., 2001;
LABRUNA et al., 2005; ABEL et al., 2006; SZABO et al. 2007), demonstrando o

acesso dos animais domeésticos as areas naturais, onde sdo mantidas populacdes
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de ectoparasitas (SZABO et al., 2009).

Atualmente, conhece-se uma ampla gama de doencas infecciosas
transmitidas por carrapatos a vertebrados silvestres, domésticos e ao homem, das

quais apresentaremos duas de consideravel potencial zoondtico.

2.4.1.1. A Febre Maculosa

Muitas doencas infecciosas e parasitarias afligem o homem. Dentre estas,
as doencas causadas por espécies de bactérias do género Rickettsia colocam-se
entre aquelas que mais promovem sofrimento e morte, inclusive para varios
pesquisadores pioneiros no diagndstico e na pesquisa sobre as mesmas

(GALVAO, 1996).

Causada por bactérias gram-negativas, de carater intracelular obrigatério,
pertencentes ao género Rickettsia, a Febre Maculosa decorre da infeccdo
preferencial das células endoteliais, sendo clinicamente caracterizada pelo
surgimento de exantemas (manchas vermelhas) por todo corpo do paciente

(GALVAO, 1996).

Denominada no Brasil como Febre Maculosa Brasileira (FMB), é conhecida
nos Estados Unidos da América como “Rocky Mountain Spotted Fever” (RMSF),
apresentando em ambos o0s casos a bactéria Rickettsia rickettsii como agente
etiologico (SAHNI & RYDKINA, 2009). De carater zoondético, a FMB atualmente é
considerada a riquetsiose de maior importancia médica no Brasil, sendo

disseminada principalmente por carrapatos do género Amblyomma (SOUZA et al.,
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2004; BIBERSTEIN & HIRSH, 2003; LABRUNA, 2009), em especial o Amblyomma
cajennense (PINTER & LABRUNA, 2006), embora o Amblyomma aureolatum e o
Amblyomma dubitatum também estejam associados a transmissdo em algumas

situacdes epidemioldgicas (LEMOS, 2002).

A infeccdo por R. rickettsii, a principal e mais patogénica espécie
relacionada com os casos clinicos relatados, inicialmente ocasiona sinais clinicos
inespecificos como febre alta, cefaléia, mal-estar generalizado, hiperemia de
conjuntivas, diarreia, vomito, dor abdominal, anorexia, presenca de exantemas e
sensibilidade em articulagbes e musculos (MANDELL et al., 1995; ABRAMSON &
GIVNER, 1999). A evolucdo da doenca pode levar a quadros de vasculite,
culminando em necrose vascular e quadros de hemorragia, posteriormente
resultando em coagulacdo intravascular disseminada (BIBERSTEIN & HIRSH,

2003; GREENE, 2006).

No Brasil, esta doenca foi notificada pela primeira vez na década de 20 no
estado de Sao Paulo (MONTEIRO & FONSECA, 1932; PIZA, 1932). No estado de
Minas Gerais, casos e surtos foram inicialmente descritos em 1929, passando por
um longo periodo sem relatos até a década de 80 (GALVAO, 1996), quando se
iniciou o relato de inUmeras epidemias em &reas rurais e peri-urbanas, com 0s
registros ocorrendo em quase todas as areas do estado, principalmente na regiao
dos Vales do Mucuri, Jequitinhonha e Rio Doce (GALVAO et al., 2003; OLIVEIRA,
2004). Recentemente, foram relatados casos da Febre Maculosa Brasileira na
Zona da Mata Mineira, mais especificamente nos municipios de Coronel Pacheco

(GUEDES et al., 2005) e Vicosa (MAFRA et al., 2004).



14

No Brasil, dentre as espécies silvestres consideradas, até o momento,
hospedeiros e amplificadores eficientes destas bactérias na natureza, estdo as
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e os gambas (Didelphis aurita e Didelphis
albiventris) (LABRUNA et al., 2009). Além desses animais, também ja foram
indicados o cdo doméstico (Canis familiaris); o cachorro do mato (Dusicyon sp.); 0
coelho do mato (Sylvilagus brasiliensis); o prea (Cavia aperea); e a cutia
(Dasyprocta azarae) (MOREIRA & MAGALHAES, 1935), sem a comprovacgio

definitiva quanto a participacdo dos mesmos.

Recentemente, algumas espécies de passaros como Turdus rufiventris,
Conopophaga lineata, Cranioleuca obsoleta, Furnarius rufus, Saltator similis e
Zonotrichia capensis também tém sido incriminadas como reservatorios de
carrapatos da espécie A. aureolatum (na fase larval), os quais sdo potenciais

vetores de R. rickettsii no Brasil (LEMOS, 2002; ARZUA et al., 2003).

2.4.1.2. As Erliquioses

As erliquioses sao doencas causadas por riquétsias pertencentes ao género
Ehrlichia, familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales (VIEIRA et al., 2011),
constituindo um grupo de enfermidades emergentes de importancia médica e
médico-veterinaria causadas por bactérias gram-negativas, intracelulares
obrigatérias, que infectam uma ampla gama de mamiferos. Inicialmente, este
género incluia dez espécies, as quais eram classificadas de acordo com a célula

infectada: monocitos (Ehrlichia canis, Ehrlichia risticii, Ehrlichia sennetsu),
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granulécitos (Ehrlichia ewingii, Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila) e
trombdcitos (Ehrlichia platys). Apos o surgimento de novas ferramentas foram
realizadas andlises das sequéncias génicas destas espécies, 0 que levou a uma
reorganizacdo do género. Este passou a ser composto por apenas cinco espécies:
E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E ruminantium (DUMLER et al.,
2001; VIEIRA et al., 2011), sendo as demais reclassificadas nos géneros

Anaplasma e Neorickettsia (VIEIRA et al., 2011).

As bactérias do género Ehrlichia apresentam tropismo pelo tecido
hematopoiético, sendo a maioria parasita de leucécitos e plaquetas
(SKOTARCZAK, 2003). Estes organismos causam duas doencas distintas, a
Erliquiose Monocitica (EM) e a Erliquiose Granulocitica (EG) (WALKER e
DUMLER, 1997), as quais podem acometer mamiferos domésticos e selvagens,
além do homem. A EM é causada por E. canis, que acomete cées, e pela E.
chaffeensis, que acomete seres humanos. A espécie E. ewingii esta relacionada

com casos de EG em cées e seres humanos (SKOTARCZAK, 2003).

Os organismos do género Ehrlichia sé@o transmitidos principalmente através
da picada de carrapatos infectados, sendo a elevada prevaléncia das erliquioses
em regides tropicais e subtropicais devido a distribuicdo geografica de seus
vetores (ANDEREG & PASSOS, 1999). A transmissao da E. canis infectando céaes
ocorre principalmente pela picada de carrapatos Rhipicephalus sanguineus
infectados (DANTAS-TORRES, 2008). Ha suspeito envolvimento da espécie A.
cajennense atuando como vetor de E. canis em zonas rurais do Brasil (COSTA JR

et al., 2007).
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Os sinais clinicos da erliquiose variam de acordo com a severidade da
infeccdo, a resposta imunoldgica do hospedeiro, 0s 6rgados atingidos, a espécie de
erliquia envolvida e a presenca de co-infeccdo com outras erliquias ou outros
patdégenos transmitidos pelo mesmo vetor (BREITSCHWERDT et al., 1998). Do
ponto de vista clinico, o diagndstico etioldgico € importante para o monitoramento
epidemiologico. No entanto, a maioria dos dados clinicos rotineiramente usados
apresentam limitacbes, uma vez que os sintomas das erliquioses, especialmente
em humanos, sdo gerais e pouco especificos, podendo levar ao ébito (OLANO et
al., 2003; WALKER et al., 2004). Em geral, os principais sintomas séo febre, dores
de cabeca, mialgias e arrepios. Leucopenia, trombocitopenia, anemia e elevacao
dos niveis séricos das aminotransferases hepaticas sdo achados caracteristicos
nos exames laboratoriais (ANDERSON et al., 1992; BELONGIA et al., 1999). Os
sinais clinicos e sintomas das erliquioses sdo muito similares aos de outras
enfermidades veiculadas por carrapatos, como a Febre Maculosa Brasileira
(FMB), o que dificulta o seu diagnéstico diferencial quando baseado apenas pelos

achados clinicos (DAGNONE et al., 2001; LABRUNA et.al., 2007).

No Brasil, a erliquiose € considerada de grande distribuicdo na espécie
canina (DANTAS-TORRES, 2008a). As espécies E.canis e E. chaffeensis séo
relatadas como as de maior ocorréncia (ALMOSNY, 1998; MACHADO et al., 2006;
LABRUNA et al. 2007), sendo a E. canis a de maior prevaléncia em cées (TRAPP
et al., 2006; AGUIAR et al., 2007). Apesar de existirem poucos relatos em nosso

territdrio sobre a presenca da espécie E. ewingii, a mesma ja foi relatada em
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quadros clinicos envolvendo cées no estado de Minas Gerais, municipio de Vi¢osa

(OLIVEIRA, 2008).

Estes organismos encontram-se mundialmente distribuidos, sendo que
varias espécies de erliquia estdo relacionadas a erliquiose em animais, tais como
caes, equinos, ruminantes e felinos, e no homem (DAGNONE, 2001). Em animais
silvestres, existem relatos de que espécies de cervideos podem ser infectadas por
organismos deste género (YABSLEY et al.,, 2002; MACHADO et al. 2006;
KAWAHARA et al., 2009; LEE et al., 2009). Nos Estados Unidos, o cervo de cauda
branca (Odocoileus virginianus) é considerado o principal reservatério de E.
chaffeensis e possivelmente de E. ewingii (YABSLEY et al., 2002; KAWAHARA et
al., 2009). Na Africa e nas llhas do Caribe, existem relatos da infeccdo de
ruminantes silvestres e domésticos por E. ruminantium, sendo considerado um
agente zoondético de grande importancia (ALLSOP, 2010). No Brasil, em cervos-
do-pantanal foram encontrados resultados positivos quando da investigacéo

molecular de E. chaffeensis (MACHADO et al., 2006).

A incidéncia das erliquioses vem aumentando nos ultimos anos em todo o
mundo, inclusive com diversos relatos de casos fatais tanto em animais como no
homem (OLANO et al., 2003). No entanto, tal aumento deve-se ndo somente pela
emergéncia da enfermidade em si, mas também ao aumento da informacédo e
capacitacdo nos sistemas de vigilancia epidemiologica e da padronizacdo e
aplicacdo de técnicas mais sensiveis para o diagnostico laboratorial (biologia
molecular), tanto em amostras clinicas como em amostras ambientais (WALKER

et al., 2004).
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A erliquiose humana também foi relatada na Venezuela, sendo identificadas

por diagndstico molecular as espécies E.canis e E. chaffeensis (PEREZ et al.,
2006; MARTINEZ et al., 2008). Em territorio brasileiro, ha confirmacdo sorolégica

de humanos infectados, no estado de Minas Gerais (CALIC et al., 2004).

2.4.2. Das pulgas

As pulgas pertencem ao Filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Siphonaptera, sendo as dos géneros Pulex e Ctenocephalides as mais
frequentemente reportadas na transmissdo de organismos do género Rickettsia.
Estes insetos ndo demonstram claramente as delimitagcbes normais entre as
partes do corpo (cabeca, torax e abddémen) como a maioria dos insetos, sendo
achatados lateralmente e n&o possuindo asas, com o terceiro par de pernas bem
mais largo e robusto, o que permite uma grande capacidade de salto. Pulgas
adultas sdo, normalmente, de coloracdo entre o marrom escuro e médio

(FORTES, 2004).

Na medicina veterinaria, as pulgas sdo comumente encontradas em céaes e
gatos. Entretanto, estes ectoparasitos também vivem em uma variedade de outros
animais domésticos e pequenos selvagens. Em geral, as pulgas se mudam para
uma espécie diferente de hospedeiro se 0 hospedeiro preferencial esta
inacessivel, além de os deixarem ap0s a obtencdo do alimento (SLOSS et al.,

1999).

Das duas mil espécies e sub-espécies de pulgas existentes no mundo,

apenas algumas atuam como vetores de doencas humanas, tais como a peste
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bubdnica ou peste negra (Yersinia pestis), o tifo murino (Rickettsia typhi),
riquetsiose felis (Rickettsia felis) e a doenca da arranhadura do gato (Bartonella
henselae). Varios dos agentes transmitidos pelas pulgas sdo mantidos em um
ciclo zoonético envolvendo mamiferos como hospedeiros naturais, tais como
roedores, cées, gatos selvagens, guaxinins e esquilos, sendo os vetores trazidos
para o contato com o homem via animais domésticos. Contudo, as doencas por
estes transmitidas tornam-se epidémicas nas populagcdes humanas apenas
quando h& uma diminuicdo dos hospedeiros vertebrados naturais destes
artropodes, fazendo com que as mesmas passem a procurar outras fontes de
alimento por meio da hematofagia, o que torna 0 homem um hospedeiro acidental

(AZAD & BEARD, 1998).

No ano de 2000, OLIVEIRA e cols., em estudo de dois casos fatais de
Febre Maculosa Brasileira (duas criancas de uma mesma familia) no municipio de
Coronel Fabriciano, Estado de Minas Gerais, detectaram, via técnicas de biologia
molecular (Nested-PCR) a presenca de R. felis em amostras de pulgas
(Ctenocephalides spp.) coletadas de cées residentes na mesma residéncia que as
duas vitimas. Essa foi a primeira vez que R. felis foi detectada em
Ctenocephalides spp., sendo este ectoparasita incriminado, desde entdo, como

potencial transmissor de R. felis.

2.5. BIOAGENTES DE IMPORTANCIA MEDICA E MEDICO-VETERINARIA
2.5.1. O género Rickettsia

As riguétsias sdo parasitas intracelulares obrigatérios, requerendo células
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endoteliais para se replicarem. Sao bactérias gram-negativas que se
especializaram em nichos ecoldgicos muito restritos, com seu ciclo natural
dependendo apenas de um hospedeiro para sua manutengdo no meio, geralmente

um artrépode (BACELLAR, 1996).

As bactérias do género Rickettsia sé@o classificadas em quatro grupos
baseados de acordo com suas caracteristicas biologicas, genéticas e antigénicas
(GILLESPIE et al., 2007): Grupo da Febre Maculosa (GFM), Grupo do Tifo, Grupo
de Transicdo e Grupo Ancestral. O GFM, um dos focos deste projeto, inclui
organismos com alta patogenicidade, como a espécie R. rickettsii, responsavel
pela Febre Maculosa das Regides Montanhosas (RICKETTS, 1906; WALKER,
1989) e pela Febre Maculosa Brasileira (SAHNI; RYDKINA, 2009); a R. conorii,
agente etiologico da Febre Butonosa do Mediterraneo (WALKER, 2007); a R.
africae que causa a Febre de Picada de Carrapato na Africa (RAOULT et al.,
2001); e a R. parkeri, que provoca a Febre Maculosa Moderada, encontrada no

norte e sul do continente americano (PARKER,1940).

A patogenicidade de uma espécie de riquétsia pode estar ligada, dentre
outros fatores, a habilidade do hospedeiro artropode em picar o ser humano. Por
exemplo, espécies de riquétsias identificadas em besouros ndo implicaram em
doencas para humanos, visto este hospedeiro ndo picar o ser humano (CHEN et
al.,1996). Entretanto, é possivel que quando uma riguétsia € detectada em um
hospedeiro artropode capaz de picar o homem, esta possa ser considerada como

um patéogeno humano potencial.
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O reservatorio natural das riquétsias do grupo da Febre Maculosa incluem
carrapatos ixodideos de varios géneros e espécies (AZAD et al., 1998), com a
associacdo riquétsia-carrapatos representando a alta adaptabilidade entre as
mesmas, decorrente de seu contato e adaptacdes durante o processo evolutivo. A
intima relagdo da bactéria com seus vetores hospedeiros € caracterizada por uma
eficiente multiplicagdo, manutencdo e transmissdo transestadial e transovariana,

além da extensa distribuicdo ecoldgica e geografica (AZAD et al.,1998).

Riquétsias com relacdo proxima ou idéntica a R. rickettsii tem sido
encontradas em A. americanum, A. maculatum, Dermacentor occidentalis, Ixodes
scapularis, Ixodes pacificus e Ixodes cookei. Estes carrapatos parasitam seres
humanos e devem ser considerados potenciais vetores de R. rickettsii (GODDARD

& NOUMENT, 1986).

O A. cajennense € o principal vetor de R. rickettsii na América Central e do
Sul, possuindo uma grande afinidade em parasitar seres humanos, sendo
encontrado principalmente no Panama e no Brasil (RODANICHE,1953; GUEDES
et al., 2005). Outro carrapato implicado como vetor de R. rickettsii no Brasil é o A.
aureolatum, também conhecido como carrapato amarelo do cdo (PINTER &

LABRUNA, 2006).

2.5.2. O género Ehrlichia

O Género Ehrlichia compreende bactérias Gram-negativas, intracelulares
obrigatérias que infectam preferencialmente mondcitos e granulécitos nos mais

diversos mamiferos (DUMLER et al., 2001; WALKER et al., 2004). Sao bactérias
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relativamente pequenas (0,22um de diametro) em formato de cocos, com seu
crescimento ocorrendo dentro de vesiculas (vacuolos) no citoplasma das células
hospedeiras, onde se proliferam formando col6nias denominadas de morulas, as
quais podem ser visualizadas por microscopia 6tica, com as coloracbes de

Giemsa e Romanovsky (THRALL et al., 2007).

A transmissdo de bactérias do género Ehrlichia ocorre durante o repasto
sanguineo pela saliva de carrapatos infectados, podendo causar enfermidade em
diversos vertebrados, como cées, equinos, ruminantes, felinos e homem,
ocasionando manifestacdes clinicas diversas em hospedeiros vertebrados. Essas
manifestacbes variam geograficamente conforme a espécie do género Ehrlichia

envolvida na infec¢cdo (DUMLER et al., 2001).

No Brasil, os primeiros casos de Erliquiose Humana foram relatados em
2004, no Estado de Minas Gerais (CALIC et al., 2004). A primeira deteccéo
molecular da espécie E. ewingii, um dos agentes da Erliquiose Granulocitica
Humana, em cé@es do municipio de Vigosa, no mesmo Estado (OLIVEIRA, 2008).
Ambos relatos ocorreram no Estado de Minas Gerais, que se caracteriza por
apresentar regidbes endémicas para outras zoonoses transmitidas por carrapatos,
de aspectos clinicos similares as erliquioses, como a Febre Maculosa Brasileira
(GALVAO, 1996).

2.6. METODOS LABORATORIAIS PARA DETECCAO DE BIOAGENTES
HEMOPARASITOS E RIQUETSIAIS

2.6.1. Coleta e manuseio de amostras sanguineas
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Em geral, o volume de sangue que pode ser coletado de forma segura do
animal, em uma Unica coleta, corresponde a 1% do peso corporal do mesmo
(THRALL et al.,, 2007). Na maioria dos mamiferos sadios, o volume de sangue
retorna ao normal apo6s 24 horas da coleta, podendo demorar cerca de duas
semanas para que 0s constituintes do sangue retornem a normalidade. Em
pequenos mamiferos caudados, por exemplo, camundongos e ratos, a veia da
cauda é a de escolha para a obtencdo de amostras de sangue. Em mamiferos, de
forma geral, h4 a escolha e possibilidade de se fazer a venopuncéo através da
veia safena lateral, veias auriculares, veia jugular, veia cefélica e veia cava cranial,
sempre adequando ao tamanho e situagdo necessérias para se realizar a coleta

em cada um desses pontos (THRALL et al., 2007).

Em aves, a quantidade a ser obtida, de forma segura, depende do seu
tamanho e condicéo corporal. Geralmente, um volume que corresponde a 1% ou
menos, do peso corporal, pode ser retirado de aves sadias, sem efeito prejudicial.
Pode-se afirmar que para exames hematoldgicos de rotina, em aves, uma amostra

de 0,2 mL é adequada (THRALL et al., 2007).

2.6.2. Técnicas moleculares para deteccédo de agentes patogénicos

O aprimoramento das técnicas baseadas em Biologia Molecular
proporcionou 0 advento de métodos mais sensiveis, baseados na deteccdo de
DNA de agentes patogénicos tanto em amostras ambientais (carrapatos) como em
amostras de pacientes, através da amplificacdo do DNA do patégeno alvo. A

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem se revelado uma técnica muito
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promissora para este propoésito, devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
Além disso, esta técnica apresenta certas vantagens sobre as técnicas
imunolégicas uma vez que permite a obtencdo de sequéncias de DNA do
patégeno amplificadas, que apds serem seqlienciadas podem ser utilizadas para
analises in silico (MILLAR et al.,, 2003), o que permite a comparacao entre as
diferentes caracteristicas das espécies causadoras de riquetsioses e
hemoparasitoses, bem como, estabelecer relacdes filogenéticas dos organismos

achados.

Diversos autores tem demonstrado que a PCR é uma técnica mais sensivel
do que o exame microscopio de esfregacos sanguineos para a deteccdo de
hemoparasitos, como, por ex., Plasmodium spp. e Hepatozoon spp. no sangue de
mamiferos, répteis e aves (FELDMAN et al., 1995; PERKINS et al., 1998;

RIBEIRO et al., 2005).

No entanto, a aplicacdo da PCR para fins de diagndstico apresenta ainda
algumas limitacbes. Mesmo com o fim da reacdo, ap6s uma amplificacdo
exponencial, a detec¢cdo de fragmentos de DNA amplificados muitas vezes néo é
possivel, uma vez que os géis de agarose ou poliacrilamida ou até mesmo
corantes convencionais, como o brometo de etideo, ndo possuem resolucao e
sensibilidade suficientes para a deteccdo de bandas com pequenas quantidades
de DNA amplificado. Isso aumenta o risco de falsos negativos, limitando o
potencial de aplicacdo da PCR para fins de diagnéstico molecular (SMITH &

OSBORN, 2009).
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3. HIPOTESE

A fauna silvestre recebida e mantida no CETAS/UFV, seus artrépodes
parasitas e bioagentes da ordem Rickettsiales associados representam risco em
potencial para a transmissdo de doencas as espécies domésticas, para outras

espécies silvestres suscetiveis e para o homem.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Identificar, por meio de técnicas biomoleculares, bioagentes veiculados por
carrapatos e pulgas parasitas dos animais silvestres recebidos pelo CETAS/UFV,
caracterizando o perfil epidemiologico destes como suporte para adogcdo de

medidas de manejo da fauna e profilaxia de doengas relacionadas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Contribuir com os conhecimentos sobre a fauna de animais silvestres, seus

ectoparasitos e dos agentes patogénicos circulantes nos ecossistemas de

distribuicdo destes;

- Testar primers e padronizar protocolos de deteccdo molecular (PCR) citados na
literatura cientifica nacional e internacional para agentes riquetsiais do género
Rickettsia e Ehrlichia, de origem regional presentes nas espécies endémicas de

animais silvestres;

- Investigar através de técnicas moleculares (PCR), a presenca de patdégenos dos
géneros Rickettsia e Ehrlichia em carrapatos e amostras de sangue coletados de

animais recebidos no CETAS-UFV;

- Fazer inferéncia sobre a relacdo patdgeno-vetor-hospedeiro silvestre,
considerando as espécies de artropodes ectoparasitos coletadas, bem como os
possiveis bioagentes patogénicos encontrados nestes e no sangue do hospedeiro

vertebrado de origem.
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5. MATERIAL E METODOS

O referido projeto foi submetido para anélise & Comissdo de Etica e uso de
Animais na Pesquisa, Ensino e Extensdo na Universidade Federal de Vigosa,

sendo o numero de registro 106/12.
5.1. COLETA DE MATERIAIS

5.1.1. Origem dos animais silvestres estudados

As amostras de sangue e carrapatos foram obtidas de animais da fauna
silvestre recebidos no Centro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade

Federal de Vigosa (CETAS-UFV), no periodo de 2010 a 2011.
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Figura 3 — CETAS-UFV, localizado no municipio de Vigosa — MG. Fonte: Foto de
Satélite — Google Earth.
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5.1.2. Coleta de amostras de sangue

A coleta de sangue foi realizada tanto nos animais silvestres recebidos,
como nos animais que ja estavam sendo mantidos no CETAS-UFV quando do

inicio deste trabalho.

Em mamiferos, as coletas de sangue foram realizadas através da
venopuncao das veias cefélica ou safena. Sendo preconizada a obtencéo de 0,5 a
1,0 mL de sangue destes animais, variando de acordo com o porte e peso do
animal. Em aves, as coletas de sangue foram realizadas através da venopuncédo
das veias jugular ou alar. Sendo preconizada a obtencédo de 0,1 a 0,5 mL de

sangue destes animais, variando de acordo com o porte e peso do animal.

As amostras obtidas foram acondicionadas em tubos de vidro com EDTA
(Acido Etilenodiamino Tetra-Acético), sendo encaminhadas para o Laboratério de
Parasitologia e Epidemiologia Molecular (LAPEM) no Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa (DBB/UFV), onde foram
mantidas em freezer -20°C para posterior verificacdo de hemoparasitas por

técnicas de deteccdo molecular (PCR).

5.1.3. Coleta de carrapatos e pulgas

Realizou-se a vistoria manual com auxilio de pentes e escovas, de acordo
com cada espécie animal, quanto a presenca de carrapatos e pulgas. Estes foram

coletados e acondicionados em frascos individuais (relativos a cada vertebrado
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silvestre) e encaminhados para o Laboratério de Parasitologia e Epidemiologia
Molecular (LAPEM-DBB/UFV). Foi realizada a identificagdo taxondmica de acordo
com a chave de identificacdo de ixodideos descrita por Aragdo e Fonseca (1961),

e de pulgas de acordo com Linardi & Guimaraes (2000).

Apés a identificacdo taxondmica, os carrapatos e as pulgas foram
separados em lotes (microtubos de 2 mL) de acordo com 0s seguintes parametros:
género ou espécie, animal de origem e data de coleta. Os lotes assim formados
foram catalogados e estocados em freezer -20°C para as etapas posteriores de

extracdo de DNA e PCR para investigacdo molecular de agentes patogénicos.

5.2. EXTRACAO DE DNA
5.2.1. Amostras de sangue dos animais

A extracdo de DNA das amostras de sangue de aves e mamiferos
silvestres, previamente acondicionadas em freezer -20°C, foi realizada através do
kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, USA), de acordo
com as instru¢des contidas no manual do fabricante. O DNA obtido deste processo
foi acondicionado em microtubos de 2 mL e mantido no freezer -20°C até o inicio

da etapa posterior.

5.2.2. Amostras de carrapatos e pulgas

Inicialmente, os ectoparasitas foram separados de forma individualizada em
microtubos de 2mL. Para extracdo de DNA de carrapatos e pulgas, foi utilizado

primeiramente o método de fervura com hidroxido de amoénio, de acordo com o
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protocolo descrito por Cristova e cols. (2001). ApGs este método, utilizou-se o kit
Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA), de acordo

com as instrugdes do fabricante.

5.3. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para a verificacdo da presenca de microrganismos dos géneros Rickettsia e
Ehrlichia nas amostras de DNA de carrapatos e no sangue dos animais silvestres
recebidos e, ou, mantidos no CETAS/UFV, foram utilizadas as técnicas de PCR
com primers género-especificos. Cada amostra foi testada individualmente para a

pesquisa destes bioagentes.

5.3.1. O género Rickettsia

A investigacdo molecular de bactérias do género Rickettsia has amostras de
carrapatos e de sangue dos animais silvestres foi realizada em cada amostra pela
técnica de PCR, através da utilizacdo de primers género-especificos. As amostras
de DNA de Rickettsia e Ehrlichia utilizadas como controle positivo para as PCRs
foram disponibilizadas pelo Dr. David H. Walker, Diretor do Center for Biodefense

and Emerging Diseases, University of Texas Medical Branch, Galveston (EUA).

Foi realizada PCR simples com o par de primers CS-5 (5.-
GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT-3) (forward) e CS-6
(AGGGTCTTCGTGCATTTCTT) (reverse) que amplificam um fragmento de 147
pares de base (pb) do gene citrato sintase (gItA) presente em todas as espécies
do género Rickettsia (LABRUNA et al., 2004; HORTA et al., 2007). Cada reacéo de

amplificacédo foi realizada para um volume final de 25ulL, sendo 2,5uL do DNA



31
extraido de cada amostra e 22,5uL do Mix (12,6ul de agua de miliqui; 2,5uL de
Buffer; 2,5uL de dNTP; 1,5uL de cada primer utilizado; 1,5uL de Cloreto de
Magnésio ; e 0,4uL de Taq polimerase. Para o controle negativo foi utilizado 1,0uL
de agua ultra-pura. Para o controle positivo, foi utilizado 1,0uL de DNA de R.
rickettsii. A reacdo de PCR foi realizada em um termociclador Mini Cycler™ (MJ
Research, Inc., Canada). De acordo com Guedes e cols. (2005), as condigOes
para a PCR dos primers CS-5 e CS-6 foram as seguintes: 1 ciclo a 95°C durante 2
minutos, seguidos por 50 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C e 30

segundos a 60°C.

Os produtos das reacdes de PCR foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 1,5% e posteriormente corados com brometo de etideo l1ug/mL para
visualizacdo em transluminador sob luz violeta, com fins de identificacdo das

bandas e fotodocumentacéo pelo Eagle Eye™ Il (Stratagene®).

5.3.2. O género Ehrlichia

As amostras de DNA foram testadas por PCR para a presenca de bactérias
do género Ehrlichia, sendo utilizados primers que amplificam uma regido do gene
16S rRNA presente em todos os organismos deste género. Para a primeira reacao
foram utilizados os primers ECC (5’AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3’)
(foward) e ECB (5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’) (reverse) que
amplificam um fragmento de 478 pb de todas Ehrlichia sp. (DAWSON et al., 1994,
1996). Cada reacédo de amplificacdo foi realizada para um volume final de 25uL,
sendo 2,5uL do DNA extraido de cada amostra e 22,5uL do Mix (12,6ul de agua de

miliqui; 2,5uL de Buffer; 2,5uL de dNTP; 1,5uL de cada primer utilizado; 1,5uL de
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Cloreto de Magnésio; e 0,4uL de Taq polimerase. Para o controle negativo foi
utilizado 1,0uL de &gua ultra-pura. Para o controle positivo, foi utilizado 1,0uL de
DNA de E. canis. As condicbes da PCR com os primers ECB e ECC foram
realizadas de acordo Nakaghi e cols. (2010), com o seguinte programa: uma etapa
de desnaturacgéo inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos,
40 a 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguidos por uma etapa de
extenséo final a 72°C por 5 minutos. As PCRs seré&o realizadas no termociclador

Mini Cycler™ (MJ Research, Inc., Canada).

Os produtos das reacfes de PCR foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 1,5% e posteriormente corados com brometo de etideo lug/mL para
visualizacdo em transluminador sob luz violeta, com fins de identificacdo das

bandas e fotodocumentacéo pelo Eagle Eye™ Il (Stratagene®).
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6. RESULTADOS

As amostras de sangue coletadas receberam identificacdo de acordo com a classe
animal a qual pertencem, de acordo com a Tabela 1. As amostras de ectoparasitas
coletadas foram identificadas de acordo com o estaddio e espécie aos quais

pertencem, sendo organizadas em pools (Tabela 2 e 3).

Tabela 1 — Lista de identificagdo dos animais no projeto de pesquisa.

Nome Cientifico Nome Vulgar Identificagédo no Projeto
Amazona aestiva Papagaio-verdadeiro Al a A3
Pionus maximiliani Maritaca A4 a AB5
Primolius maracana Maracana AB6 a A69
Ramphastos toco Tucano-toco A70e A71
Pteroglossus castanotis Aragari-castanho AT72
Penelope Obscura Jacuacu A73
Mazama gouazubira Veado-catingueiro M1
Hydrochoerus hydrochaeris Capivara M2 a M4
Cuniculus paca Paca M5
Nasua nasua Quati M6 e M7
Chrysocyon brachyurus Lobo-guara M8 a M15
Leopardus pardalis Jaguatirica M16 a M18
Puma yagouaroundi Gato mourisco M19
Didelphis aurita Gambéa-de-orelhas-pretas M20 a M22
Callithrix penicillata Mico-estrela M23
Tamandua tetradactyla Tamandua-mirim M24 e M25
Bradypus tridactylus Bicho-preguica M26




34

Cerdocyon thous Cachorro-do-mato mM27
* A= Ave ; M=Mamifero
Tabela 2 — Lista de Identificacdo das amostras de carrapatos coletadas (pools).
N|F|M|N|F|M|N|F|M|N F | M F | M
Capivara (M2) le la | 1d | 1c
1b
Tamandua- 2
mirim (M24)
Quati (M6)
Jaguatirica
(M16)
Lobo-guara 5
(M8)
Tamandua- 6a 6b | 6C
mirim (M25)
Sagui (M23) 7
Lobo-guara 8
(M9)
Lobo-guara 9
(M11)
Capivara (M4) 10 10
a b
Capivara (M3) 1|1 1 |n
a | b c | d
Cachorro-do- | 12 12 | 12 12
mato (M27) a b | c d
Gamba (M20) 13

*N=Ninfa ; F=Fémea ; M=Macho
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Tabela 3 — Lista de identificacdo das pulgas coletadas.

Espécie animal Identificagcéo Identificacéo Pulgas (Classificacao
no projeto das amostras taxonémica)

Gamba M20 P1 Ctenocephalides canis
(M20)

Gamba M21 P2 Ctenocephalides canis
(M21)

Cachorro-do-mato M27 P3 Ctenocephalides canis
(M27)

Lobo-guara M14 P4 Ctenocephalides canis
(M14)

Lobo-guara M15 P5 Ctenocephalides canis
(M15)

*P=Pulga

6.1. ECTOPARASITAS

Foi coletado um total de 63 carrapatos, originarios de 13 animais, e 47 pulgas
provenientes de cinco animais (dentre estes, trés estdo na lista de presenca de
carrapatos). Na classificacdo taxondmica dos carrapatos foram encontrados
espécimes em todos os estadios e das seguintes espécies: A. cajennense, A.
dubitatum, Amblyomma ovale, Amblyomma nodosum, A. aureolatum, R.
sanguineus e Riphicephalus (Boophilus) microplus. A identificagcdo de pulgas

demonstrou a presenca de apenas uma espécie, Ctenocephalides canis.

6.2. COLETA DE MATERIAL

6.2.1. Coleta de Amostras de Sangue

A coleta de amostras de sangue foi realizada de um total de 100 animais,

sendo 73 da classe de aves e 27 da classe de mamiferos. As espécies das quais
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foram obtidas amostras de sangue estdo demonstradas na tabela abaixo (Tabela

4):

Tabela 4 — Lista dos animais silvestres que tiveram amostras coletadas, no CETAS-UFV.

Classe Ordem Nome Cientifico Nome Vulgar Quantidade
Aves Psittaciformes Amazona aestiva Papagaio-verdadeiro 3
Aves Psittaciformes Pionus maximiliani Maritaca 62
Aves Psittaciformes Primolius maracana Maracana 4
Aves Piciformes Ramphastos toco Tucano-toco 2
Aves Piciformes Pteroglossus castanotis Aracari-castanho 1
Aves Galliformes Penelope obscura Jacuagu 1

Mamiferos Artiodactyla Mazama gouazubira Veado-catingueiro 1
Rodentia Hydrochoerus

Mamiferos Capivara 3
hydrochaeris

Mamifero Rodentia Cuniculus paca Paca 1

Mamiferos Carnivora Nasua nasua Quati 2

Mamiferos Carnivora Chrysocyon brachyurus Lobo-guara 8

Mamiferos Carnivora Cerdocyon thous Cachorro-do-mato 1

Mamiferos Carnivora Leopardus pardalis Jaguatirica 3

Mamiferos Carnivora Puma yagouaroundi Gato mourisco 1

Didelphimorphia Gambé-de-orelhas-
Mamiferos Didelphis aurita 3
(Marsupialia) pretas

Mamiferos Primates Callithrix penicillata Mico-estrela 1

Mamiferos Xenarthra Tamandua tetradactyla Tamandua-mirim 2

Mamiferos Xenarthra Bradypus tridactylus Bicho-preguica 1
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6.2.2. Coleta de Amostras de Ectoparasitas
A coleta de amostras de ectoparasitas foi feita de 15 mamiferos. Os
ectoparasitas e seus respectivos hospedeiros, além do estadio e classificacdo
taxondbmica dos carrapatos e pulgas coletados, encontram-se demonstrados

abaixo (Tabela 5 e 6).

Tabela 5 — Origem e classificacao taxonémica dos carrapatos coletados no CETAS-UFV.

Capivara X X | X | X
(M2)

Capivara X | X X | X
(M3)

Capivara X X
(M4)

Quati X
(M6)

Lobo-guara X
(M8)

Lobo-guara X
(M9)

Lobo-guara X
(M14)

Jaguatirica
(M16)

Gamba X
(M20)

Sagui X
(M23)

Tamandué-mirim X
(M24)

Tamanduéa-mirim | X X | X
(M25)

Cachorro-do- X X X X
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mato
(M27)

*N=Ninfa ; F=Fémea ; M=Macho

Tabela 6 — Origem e classificacdo taxondmica das pulgas coletadas no CETAS-UFV.

e identificacao)

Origem da coleta (Animal

Pulgas

Gamba Ctenocephalides canis
(M20)
Gamba Ctenocephalides canis
(M21)
Cachorro-do-mato Ctenocephalides canis
(M27)
Lobo-guara Ctenocephalides canis
(M14)
Lobo-guara Ctenocephalides canis
(M15)

Ectoparasitas de aves nao foram coletados por n&o terem sido encontrados

exemplares de carrapatos e, ou, pulgas nos mesmos.

6.3. EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada em 100 amostras de sangue, referente a

cada animal envolvido no estudo. Além disso, também foi extraido DNA de 30

pools de ectoparasitas provenientes de 15 animais. Sabendo-se que as amostras

de cada animal continha, na maioria das vezes, ectoparasitas de espécies e

estadios diferentes, houve a necessidade de separa-las em pools.
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6.4. REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

Na PCR, foram testadas 130 amostras (sangue e ectoparasitas) para a
deteccdo do gene do género Rickettsia. Dentre estas, quatorze foram positivas,
conforme apresentado abaixo (Tabela 7 e 8):

Tabela 7 — Resultados positivos para amostras de sangue testadas para os primers CS-5 e CS-6
(género Rickettsia).

Animais Animais Identificacéo
(Nome Vulgar) (Nome Cientifico)

Maritaca Pionus maximiliani A25
Maritaca Pionus maximiliani A35
Maritaca Pionus maximiliani A38
Veado - catingueiro Mazama gouazoubira M1
Gamba Didelphis albiventris M20
Lobo - guara Chrysocyon brachyurus M10
Tamandua - mirim Tamandua tetradactyla M24
Capivara Hydrochoerus hydrochaeris M2

Tabela 8 — Resultados positivos para amostras de ectoparasitas testadas para os primers CS-5 e
CS-6 (género Rickettsia).

Origem do ectoparasita Carrapatos Identificacéo
(Nome Cientifico)

Capivara (M4) Amblyomma dubitatum 10b
Capivara (M4) Amblyomma cajennense 10a
Capivara (M3) Amblyomma dubitatum 1lc
Cachorro — do — mato (M27) Amblyomma cajennense 12a
Gamba (M20) Ctenocephalides canis P1

Lobo — guara (M15) Ctenocephalides canis P5

*P=Pulga

Estas mesmas amostras também foram testadas para o gene do género
Ehrlichia. Das 130 amostras testadas, quatro amostras de sangue foram positivas
para deteccdo molecular deste bioagente. Todas as amostras de ectoparasitas
testadas para o género Ehrlichia, conforme protocolos descritos na sessao 5.2.2.,

apresentaram resultados negativos. A tabela abaixo nos mostra a identificacdo das



40
amostras e os resultados das mesmas para a detec¢cdao do gene ECC e ECB

(Tabela 9).

Tabela 9 — Resultados positivos para amostras de sangue testadas para os primers (ECC e ECB)

(género Ehrlichia).

Maritaca Pionus maximiliani A49
Lobo - guara Chrysocyon brachyurus M9
Lobo — guara Chrysocyon brachyurus M12
Lobo - guara Chrysocyon brachyurus M15
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7. DISCUSSAO

7.1. OCORRENCIA DE ECTOPARASITAS EM ANIMAIS SILVESTRES

7.1.1. Carrapatos

Os carrapatos da familia Ixodidae, parasitam uma grande diversidade de
hospedeiros incluindo quase todas as espécies de mamiferos sinantrépicos,
silvestres e domésticos, inclusive o homem, aves, répteis e anfibios (ARAGAO,
1936). Além da espoliacdo direta e inoculacdo de toxinas, podem transmitir

agentes patogénicos, comportando-se como vetores.

Em regides Neotropicais ja foi relatada a ocorréncia de 57 espécies de
carrapatos do género Amblyomma, sendo no Brasil confirmada a existéncia de 33
dessas espécies, parasitando varios animais nos mais diferentes habitats
(GUIMARAES et al., 2001; BARROS-BATTESTI et al., 2006). As espécies de
carrapatos encontradas nos mamiferos silvestres que foram coletados neste

projeto pertencem aos géneros Amblyomma e Rhipicephalus.

Em tamanduas-mirim foram coletadas duas espécies de carrapatos, sendo
estas A. cajennense e A. nodosum (Tabela 5). Labruna e cols, em 2002,
observaram A. cajennense nesta espécie animal, em coletas no estado do
Maranh&o. Além disso, a ocorréncia de ambas espécies em tamanduas-mirim foi

relatada por Martins e cols. (2004), no estado do Mato Grosso.
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Capivaras séo frequentemente parasitadas por carrapatos das espécies A.
dubitatum e A. cajennense. Fato que pode ser observado no presente estudo
(Tabela 5), onde se constatou em capivaras o parasitismo por estas duas espécies
de carrapatos. Resultados semelhantes foram obtidos por Labruna e cols. (2001)
ao relatarem a ocorréncia do A. cajennense em capivaras, € mais recentemente
Labruna e cols (2004) ao relatarem e estudarem o ciclo do A. dubitatum neste

mesmo animal.

Em jaguatirica foi coletada a espécie de carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Tabela 5). Em felideos silvestres, a ocorréncia da espécie
Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi relatada por Horn, em 1983. Muitos
estudos tem relatado infestacdes por R. (Boophilus) microplus em hospedeiros
silvestres e domeésticos, sendo que a maioria destes hospedeiros tem o historico

de partilhar a mesma area com bovinos (Labruna et al., 2001 a, b).

Em sagui foram coletados carrapatos da espécie Amblyomma cajennense
(Tabela 5), a presenca do género Amblyomma, espécie A. aureolatum,
parasitando primatas da espécie Alouatta guariba (bugio) foi registrada por Martins
e cols. (2006), fato que reforca o parasitismo de primatas por carrapatos do género

Amblyomma.

Em lobos-guara, as espécies de carrapatos encontradas durante a coleta
foram A. cajennense, A. aureolatum e A. dubitatum (Tabela 5). Segundo
Flechtmann (1990), o A. aureolatum encontra-se amplamente distribuido no

territério brasileiro, tendo sido observado o parasitismo em céaes, cabras, bois,
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gambas, veados, capivaras, quati e varios canideos silvestres. A espécie A.
cajennense foi relatada infestando cdes de rua, na zona urbana de Lages,

municipio de Santa Catarina (BELLATO et al., 2003).

As espécies de carrapatos A. cajennense e A. aureolatum, coletadas de
cachorro-do-mato (Tabela 5), ja tiveram sua ocorréncia relatada nestes canideos.
Em 2002, Labruna e cols., relataram a ocorréncia da primeira espécie de
carrapato, e Aragao e Fonseca (1961), relataram a ocorréncia da segunda espécie

de carrapato em cachorros-do-mato.

O parasitismo de gambas por carrapatos do género Amblyomma e Ixodes
foi observado por Salvador e cols. (2007), além de outros pesquisadores. No
presente estudo foi encontrado carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus
parasitando gambé (Tabela 5), sendo possivel afirmar o parasitismo desta espécie

de mamifero por mais este género de carrapato.

Em quati foi encontrado carrapato da espécie A. ovale (Tabela 5). Segundo
Guglielmone e cols. (2003), esta espécie de carrapato tem pouca ocorréncia em
canideos silvestres, no entanto ha a presenca de relatos nesta ordem animal.
Especificamente em quatis ndo foram encontrados relatos do parasitismo por esta
espécie de carrapato, sendo possivel afirmar que a espécie A. ovale parasita esta

espécie animal.
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7.1.2. Pulgas

Neste trabalho, a espécie de pulga encontrada nos animais silvestres, C.
canis, € uma espécie relatada comumente em animais da ordem dos carnivoros.
Em gambas foram encontradas pulgas da espécie C. canis (Tabela 5). Williams e
cols. (1992) relataram o parasitismo pela espécie C. felis em gambas (Didelphis
marsupialis), 0 que confirma o parasitismo por pulgas do género Ctenocephalides

em gambas.

Em cachorro-do-mato, certificando o que foi relatado por Linardi & Guimaraes

(2000), foram encontrados exemplares de pulgas da espécie C. canis.

Em lobos-guara a espécie encontrada foi C. canis (Tabela 5), sendo que Gilioli e

Silva (2000) ja& haviam relatado a ocorréncia de C. felis nesta espécie animal.

Devido ao comportamento de busca caracteristico dos animais, 0s animais
domésticos podem desenvolver um papel peculiar como “hospedeiros-ponte” para
a infestacdo de pulgas de diferentes animais silvestres, domésticos e seres
humanos. Em mamiferos, estes ectoparasitas podem desempenhar diferentes
papéis, atuando como vetores de patdgenos ou como hospedeiros intermediarios

de parasitas (DOBLER & PFERFFER, 2011).
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7.2. DETECCAO DE BIOAGENTES EM AMOSTRAS DE SANGUE

7.2.1. Género Rickettsia

No estudo realizado foram detectados oito animais infectados com
Rickettsia sp., sendo trés pertencentes a classe das aves e cinco a classe dos

mamiferos (Tabela 7).

hY

Os trés espécimes pertencentes a classe das aves, positivos para as
bactérias do género Rickettsia, sdo da espécie Pionus maximiliani, denominadas
vulgarmente como maritacas (Tabela 7). Em estudos recentes no Brasil e no Reino
Unido (OGRZEWALSKA et al, 2008; KARIN et al.,, 2010) foi constatada a
importancia do papel de aves migratorias (passeriformes) na expansao e
distribuicdo da Rickettsia sp., incluindo espécies responsaveis pelas riquetsioses
em humanos. Através da andlise dos carrapatos coletados destes animais, por
técnicas de biologia molecular, os resultados mostraram que as aves Ssao
competentes em transmitir riquétsias para 0s carrapatos que as parasitam. A
deteccdo molecular de bactérias do género Rickettsia em amostras de sangue de
aves ainda néao foi relatada por pesquisadores, tampouco em aves pertencentes a
familia dos psitacideos, sendo este o primeiro registro de detec¢cdo desta bactéria

através de PCR nesta familia.

Dentre a classe de mamiferos, cinco foram os individuos positivos para a
deteccdo de bactérias do género Rickettsia, no presente estudo (Tabela 7). Ao

longo do tempo, muitas espécies silvestres como, antas, roedores, passaros,
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capivaras, serpentes, morcegos, peixes e gambas tem sido incriminadas como

hospedeiros de agentes riquetsiais (DIAS & MARTINS, 1938; DIAS, 1939).

Um espécime de veado-catingueiro apresentou amostra positiva para
deteccdo de bactérias do género Rickettsia. Nenhum relato de detec¢cdo molecular
deste bioagente em amostras de sangue de veado-catingueiro foi encontrado,

tampouco de outros cervideos.

Em amostra de sangue de gamba também foi detectada a presenca de
bactérias deste género (Tabela 7). Nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais, na
década de 30, houve dois relatos de isolamento de bactérias deste género em
gambas (Didelphis spp.) (MOREIRA & MAGALHAES, 1935; TRAVASSOS, 1937).
Na América do Norte, gambas (Didelphis virginiana) experimentalmente
inoculados com R. rickettsii demonstraram desenvolvimento de riqguetsemia com
duracdo de 3 a 4 semanas apos a inoculacdo do agente (BOZEMAN et al., 1967).
Descobertas como as citadas anteriormente, tem levado muitos autores a
suspeitar que gambdas participam do ciclo natural de bactérias do género
Rickettsia, agindo como hospedeiro - amplificador deste bioagente (DIAS &

MARTINS, 1939; BOZEMAN et al, 1967; BOOSTROM et al, 2002).

Uma amostra de lobo-guard apresentou resultado positivo no teste
molecular para deteccdo de riguétsias (Tabela 7). Canideos séo
reconhecidamente suscetiveis a infec¢cbes por bactérias do género Rickettsia
(HORTA et al., 2007), sendo relatada a infecgdo de cdes domeésticos por espécies

como a R. rickettsii em regides endémicas no Sudeste do pais (HORTA et al.,
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2004; VIANA et al., 2008). Nos Estados Unidos da América, h& relatos de casos
sorolégicos de riquetsioses em coiotes (familia Canidae) (BISCHOF & ROGERS,
2005). Apesar de ainda n&do haver relatos de deteccao molecular de bioagentes do
género Rickettsia em lobos-guard, a ocorréncia destes relatada em outros

canideos silvestres e domésticos, sustenta o resultado encontrado.

Em tamanduas-mirim, uma amostra de sangue foi positiva para a deteccao
de riquétsias (Tabela 7). Relatos de deteccdo molecular deste bioagente em
amostras de sangue de xenarthras ndo foram encontradas, sendo esta a primeira

nesta espécie animal.

Pacheco e cols. (2007), Souza e cols. (2008) e Fortes e cols. (2011)
realizaram estudos soroldgicos em capivaras no estado de Sdo Paulo e Parana, e
relataram alta prevaléncia de bactérias do género Rickettsia nestes animais, o que
sugere a circulacdo deste género de bactéria em capivaras nestes locais. Neste
estudo foi observado uma amostra de capivara positiva para deteccao de

bactérias do género Rickettsia (Tabela 7).

A deteccdo de bactérias do género Rickettsia em vertebrados é
normalmente um evento raro. A riguetsemia no animal infectado dura poucos dias
ou semanas, e apés isto nenhuma riquétsia € encontrada no sangue
(BURGDORFER et al., 1988). Além disso, sabe-se que estas bactérias parasitam
células endoteliais de vertebrados, dificultando ainda mais a deteccdo por anélises
moleculares, devido a baixa concentragdo no sangue (LA SCOLA & RAOULT,

1997)
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7.2.2. Género Ehrlichia

No estudo realizado foram detectados quatro animais infectados com
Ehrlichia sp., sendo um pertencente a classe das aves e trés a classe dos

mamiferos (Tabela 9).

A deteccdo molecular de bactérias do género Ehrlichia em amostras de
sangue de aves ainda néo foi relatada por pesquisadores, sendo este o primeiro
registro de deteccado desta bactéria através de PCR (Tabela 9). Em aves
migratorias (passeriformes), foi feita a detecgdo molecular do DNA de bactérias do
género Ehrlichia em carrapatos coletados destes animais, achados estes que
reforcam a idéia de que as aves podem desempenhar um papel importante na

disperséo destes bioagentes (BJOERSDORFF et al., 2001).

Na classe dos mamiferos, trés amostras de lobos-guara foram positivas
para a deteccdo molecular de bactérias do género Ehrlichia. No Brasil, Meneses e
cols. (2008), no estado da Bahia, e Ueno e cols. (2009), no estado de Séo Paulo,
registraram a alta taxa de infec¢cdo por bactérias deste género em céaes
domésticos, através de técnicas moleculares. Nos Estados Unidos da Ameérica,
estudo realizado no Missouri demonstrou, através da deteccdo molecular, a
presenca de infeccdo em cdes domeésticos por bactérias deste género, sendo as
espécies E. ewingii e E. chaffeensis (LIDELL et al., 2003). Outro estudo molecular,
realizado no estado da Virginia, também detectou as mesmas espécies do género

Ehrlichia causando infeccdo em cées domeésticos. Infeccdo por bactérias do
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género Ehrlichia ja foram relatadas por testes soroldégicos em raposa vermelha
(Vulpes vulpes), em Israel (FISHMAN et al.,, 2004). Em canideos silvestres
brasileiros, Almeida (2011) detectou pela primeira vez, através de técnicas
moleculares, bactérias do género Ehrlichia em cachorros-do-mato de vida livre

(Cerdocyon thous).

7.3. DETECCAO DE BIOAGENTES EM AMOSTRAS DE ECTOPARASITAS

7.3.1. Deteccéo de Rickettsia sp. em Carrapatos e Pulgas

Dentre todos os ectoparasitas coletados, apresentaram resultado positivo

seis pools de amostras, provenientes de seis animais diferentes (Tabela 8).

Trés capivaras apresentaram trés pools de amostras de carrapatos
positivos, sendo esses carrapatos da espécie A. cajennense e A. dubitatum
(Tabela 8). Pacheco e cols. (2007) observaram evidéncias sorolégicas de infeccdo
por Rickettsia parkeri e R. bellii em popula¢cbes de capivaras de seis municipios do
estado de S&o Paulo, sendo as populacdes de quatro municipios altamente
infestadas por carrapatos da espécie A. dubitatum. Estudo mais recente, realizado
por Pacheco e cols. (2009), demonstrou a presenca de infeccdo por R. bellii em
carrapatos de capivaras da espécie A. dubitatum, em 10 municipios amostrados

do estado de Sao Paulo.

Em cachorro-do-mato, uma amostra contendo carrapatos da espécie A.

cajennense apresentou resultado positivo na detecgcdo molecular de bioagentes do
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género Rickettsia (Tabela 8). Cardoso e cols. (2006) relataram a deteccéo
molecular de R. Rickettsii em carrapatos da espécie A. cajennense, coletados de
cées errantes no estado de Minas Gerais, demonstrando assim a importancia de
maiores estudos em canideos silvestres e domeésticos para se descobrir o real

papel dos mesmos no ciclo deste bioagente.

Pulgas da espécie C. canis, coletadas de um gamba (Didelphis albiventris),
apresentaram resultado positivo na detec¢cdo molecular de bactérias do género
Rickettsia (Tabela 8). Em um estudo realizado nos EUA, na Califérnia, foi relatada
a infeccdo de pulgas da espécie C. felis, coletadas em gambéas (Didelphis
marsupialis), por bactérias do género Rickettsia (R. typhi) (WILIAMS et al., 1992).
Outro estudo realizado no Texas, EUA, registrou resultados positivos para a
espécie R. felis e R. typhi em pulgas da espécie C. felis, coletadas de gambas
(Didelphis virginiana). No Brasil, no estado de Minas Gerais, Oliveira e cols. (2002)
detectaram pela primeira vez, através de testes moleculares, a infeccédo de pulgas
do género Ctenocephalides por bactérias do género Rickettsia, espécie Rickettsia
felis. O presente estudo,€é o primeiro a detectar a presenca de bactérias do género
Rickettsia em pulgas da espécie C. canis, coletada de gamba (Didelphis

albiventris), através de testes moleculares.

Amostra de pulgas da espécie C. canis, coletadas de um Lobo-guara,
apresentaram resultado positivo na deteccdo de bactérias do género Rickettsia
(Tabela 8). Capelli e cols. (2009), realizaram um estudo com as espécies de pulga
C. felis e C. canis, a primeira espécie coletada apenas em gatos domésticos e as

duas espécies coletadas em caes domesticos. A deteccédo de bactérias do género
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Rickettsia foi possivel apenas na espécie C. felis de ambas espécies de animais,
sendo encontrada a espécie de bactéria R.felis, assim o género Ctenocephalides
apresentou positividade a detecgéo de riquétsias em canideos, sustentando nosso

resultado e demonstrando a relacdo desta bactéria com parasitas de canideos.
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8. CONCLUSAO

- Os animais silvestres dos quais foram obtidas amostras positivas para deteccao
molecular dos bioagentes estudados, participam do ciclo de manutencdo destas
bactérias na natureza como reservatorios e potenciais amplificadores das
mesmas. S80 necessarios estudos mais aprofundados para definicdo do grau de
participacdo destes animais silvestres neste ciclo, principalmente na definicdo das

espécies de Rickettsia e Ehrlichia envolvidas.

- A coleta de ectoparasitas ampliou o conhecimento sobre a relagdo de parasitismo
de algumas espécies de carrapatos nas espécies silvestres estudadas, fato que
complementa o estudo da transmissdo de bactérias e sugere novas relacdes

patdgeno-vetor-reservatorio silvestre.

- Animais silvestres estudados no presente trabalho, originarios da Zona da Mata

Mineira, sdo reservatorios dos dois géneros de bactérias investigados.

- Os protocolos utilizados com os primers citados, para detec¢cdo dos géneros
Rickettsia e Ehrlichia, mostraram-se adequados para a deteccdo destes

microorganismos.
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