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“Faz-se ciéncia com fatos, como se faz uma casa com pedras; mas
uma acumulagdo de fatos ndo é uma ciéncia,assim como um montdo
de pedras ndo é uma casa.”

(‘Henri Poincaré)
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Resumo

As riquétsias patogénicas constituem um grupo de bactérias gram-negativas,
intracelulares obrigatdrias responsaveis por varias doencas humanas conhecidas como
riquetsioses, as quais sdo transmitidas ao homem através da picada de artropodes
hematdfagos como carrapato, pulga e piolho. O Brasil apresenta histérico de doenca
riquetsial desde o final da década de 20, sendo a febre maculosa brasileira a mais severa
das riquetsioses descritas, com inimeros casos confirmados através de sorologia no
sudeste do pais. A introducédo de técnicas da biologia molecular no estudo das riquétsias
tem possibilitado a caracterizacdo de espécies ja existentes como a Rickettsia rickettsii,
bem como a descricdo de novas espécies tais como a Rickettsia felis. O presente
trabalho teve por objetivo detectar a presenca de Rickettsia spp. circulante em
artropodes vetores em um foco inativo peri-urbano do municipio de Caratinga, MG,
através da reacdo em cadeia da polimerase e avaliar o nivel de transmissdo de
riquetsioses na populagdo animal do domicilio e peri-domicilio. 2610 ectoparasitos, em
fase parasitaria, foram coletados entre maio/2002 e abril/2003, taxonomicamente
identificados, agrupados de acordo com estadio evolutivo e animal de origem e
submetidos a extracdo de DNA pelo método do fenol/cloroformio. O DNA extraido foi
amplificado por meio de uma PCR duplex contendo dois pares de oligonucleotideos
iniciadores género especificos: citrato sintase - gltA (RpCS877p; RpCS1258n) e 17
KDa(17kDa F; 17kDa R), sendo o produto obtido reamplificado com um par de
iniciadores internos do gene que codifica a proteina interna de membrana de 17kDa (full
nested PCR). Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 8%
corado pela prata e as amostras positivas foram clonadas, purificadas, seqlienciadas,
editadas e comparadas com outras seqliéncias depositadas no GenBank utilizando os
programas Chromas e BLASTN. Alternativamente, produtos de PCR’s positivas foram
purificados e diretamente sequenciados. Foram também coletadas 73 amostras de soro
canino e 18 amostras de soro eqiiino por venocentese da ceféalica e da jugular,
respectivamente, sendo estas submetidas a reacdo de imunofluorescéncia indireta
usando antigeno especifico de R. rickettsii. A analise das sequéncias obtidas de pools
de pulgas do género Ctenocephalides e de pools de carrapatos das espécies Amblyomma
cajennense e Rhipicephalus sanguineus permitiu a identificacdo de riquétsias com
100% de homologia com R. felis e 97% de homologia com Rickettsia honei e R.
rickettsii, simultaneamente. Nenhum dos soros caninos analisados apresentou resultado
positivo a RIFI enquanto 3 dos soros equinos (17%) apresentaram-se positivos nos
titulo 1:64 e 1:128. Os dados obtidos mostram que o foco estudado representa uma
regido vulneravel com relacdo a transmissao de riquetsioses, fazendo-se necessario o
estabelecimento de um sistema de vigilancia epidemiolégica no referido local.

Palavras-chave: febre maculosa, Rickettsia rickettsii, riquetsioses, Rickettsia felis, febre
maculosa brasileira.



ABSTRACT

The pathogenic Rickettsiae are obligate intracellular gram-negative bacteria associated
with hematophagous arthropods such as ticks, fleas and lice that while feeding, can
transmit Rickettsiae to animals and humans. In Brazil, riquetsial diseases has been
described in the southeast of the country since 1929. Brazilian spotted fever is the most
significant and severe rickettsial disease described with many cases confirmed by
serology in the southeast of the country.

The introduction of molecular biology tools in rickettsial diseases investigation allowed
the detection of many species already known such as Rickettsia rickettsii and new
species such as Rickettsia felis. The objective of the present study was to detect
Rickettsia spp. in vectors by PCR and to investigate the presence of antibodies for the
spotted fever Rickettsiae group in sera from pet animals in Caratinga-MG, Brazil.

From may/2002 to april/2003, 2610 arthropods were collected . The ticks and fleas were
polled in pools ranging from 1 to 8 specimens per pool, separeted by life stage and sex.
The DNA was extracted by phenol-chloroform method and a duplex PCR was
performed using, in the first reaction, two oligonucleotide primer pairs: citrate synthase
(gltA)- RpCS877p; RpCS1258n and 17kDa genus common protein (17kDa F; 17kDa
R). The PCR products were reamplified using a nested primer pair from the 17 kDa
genus common protein (full nested PCR). The PCR products were electrophoresed in
8% polyacrylamide gel silver stained. Each positive PCR product were cloned and
cycle sequenced or purified and directly sequenced. The sequences obtained were edited
and assembled by using Chromas software and compared with other Rickettsia species
sequences in the GeneBank database by using BLASTnN utility. Sera samples from pet
dogs (n=73) and from horses (n=18) were tested by indirect fluorescent antibody (IFA)
using Rickettsia rickettsii antigen. Nucleotide sequences of the gene n - 17kDa (232 pb)
from Ctenocephalides fleas , Amblyomma cajennense and Riphicephalus sanguineus
ticks were 100% identical to R. felis. Another nucleotide sequences of the gene n -
17kDa (232 pb) from Amblyomma cajennense were similar to R. rickettsii and R. honei
(97% for both).Three of the horses sera tested (17%) had positive antibody titers
ranging from 1:64 to 1:128. All the dogs sera were negative by IFA.

The detection of Rickettsiae species potencially pathogenic for humans and the presence
of equine seroreactivity to spotted fever Rickettsiae group show the risk of transmission
of rickettsial disease and the need of improving a continuous epidemiologic surveillance
system for them in this region.

Key-words: spotted fever; Brazilian spotted fever, Rickettsia rickettsii, Rickettsia felis
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1. INTRODUCAO



Casos humanos de infecgdo por bactérias do género Rickettsia tém sido descritos
em varios paises da América do Sul nos dltimos 20 anos.

O Brasil apresenta histérico de doenca riquetsial desde a década de 1920, sendo
a febre maculosa brasileira (FMB) a mais severa das riquetsioses descritas, com
inimeros casos confirmados através de sorologia no sudeste do pais (Galvao, 1996).

Em Minas Gerais tem-se registrado, desde a década de 80, a ocorréncia de
inimeros casos da doenca na forma de epidemias em areas rurais e peri-urbanas com
predominancia nos Vales do Jequitinhonha, Mucuri e Rio Doce. Recentemente, casos
humanos de riquetsiose felis, uma nova riquetsiose causada pela Rickettsia felis, foram
descritos no estado, com a deteccdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) desta
mesma bactéria em pulgas do género Ctenocephalides (Oliveira, 2002).

A introducdo de tecnicas da biologia molecular na investigacdo de doengas
riquetsiais tem assumido grande importancia na deteccdo de varias espécies do género
Rickettsia em vetores, humanos e animais, permitindo a caracterizacdo de espécies ja
conhecidas como a Rickettsia rickettsii e outras recentemente reconhecidas como a R.
felis (Oliveira, 2002).

Em 1992 foi registrada através da Secretaria de Saude de Minas Gerais, a
existéncia de um foco peri-urbano expressivo em termos de ocorréncia de casos, no
municipio de Caratinga, Minas Gerais, localizado no Vale do Rio Doce, regido esta que
vinha se destacando como regido problema (Galvao, 1996).

No periodo de junho a outubro de 1992 a Secretaria de Saude de Minas Gerais

notificou a ocorréncia de 15 6bitos na regido de Caratinga, sendo o diagnostico de febre



maculosa brasileira, baseado em critérios clinico-epidemioldgicos, 0 mais provavel para
explicacdo dos 6bitos (Galvdo, 1996).

Motivado pelas caracteristicas do foco mencionado, Galvdo (1996) elege o
municipio de Caratinga como objeto de estudo e através de inquérito soroldgico
realizado no foco em questdo, registra uma prevaléncia de 2% em humanos, 25% em
cdes e 53% em equinos atraves da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
utilizando-se de antigeno especifico contra R. rickettsii .

Desde o referido surto em 1992 até os dias atuais, nenhum caso suspeito de FMB
foi registrado no municipio de Caratinga. Deste modo, como contribuicdo para um
melhor conhecimento do ciclo natural das riquétsias, o presente trabalho pretendeu
reavaliar o foco de Caratinga, um foco peri-urbano, aparentemente silencioso no
momento do estudo, através da investigacdo de infeccdo por bactérias do género
Rickettsia na populacdo de artropodes vetores e em provaveis reservatorios do domicilio
e peri-domicilio, utilizando-se de técnicas soroldgicas (RIFI) e de técnicas da biologia
molecular (PCR) com o objetivo de melhor conhecer a dindmica de transmissdo de

riquetsioses na referida area e estimar o risco ao qual esta submetida sua populagéo.



2. Revisio pa LITERATURA



2.1) RIQUETSIOSES DO GRUPO DA FEBRE MACULOSA

As riquetsioses constituem um grupo de doengas causadas por parasitas
intracelulares obrigatérios com caracteristicas de bactérias gram-negativas, da Ordem
Rickettsiales, Tribo Rickettsiaeae, Familia Rickettsiaceae e géneros Rickettsia, Coxiella,
Erlichia e Bartonella. Varias espécies dessa ordem causam doencas no homem e em
outros hospedeiros vertebrados e invertebrados, apresentando uma larga distribuicdo
mundial (Hackstadt,1996).

As informacgdes a respeito dos primeiros casos da doenca que mais tarde foi
chamada de Rocky Mountain spotted fever (febre maculosa das Montanhas Rochosas) e
sua distribuicdo geografica inicial sdo bastante incompletas. O primeiro relato datado de
1896 em Idaho, nos Estados Unidos, foi feito por Marshal Wood, médico do exercito
americano (Harden, 1990). A primeira publicacdo cientifica feita por Maxcy, 1899
descreveu a doenca no vale do Snake River, em Idaho, e a definiu como doenga febril
endémica, ndo contagiosa e infecciosa, caracterizada clinicamente por febre alta, dores
musculares, artrite e erupcbes petequiais ou purpurais profusas na pele, surgindo
inicialmente nos tornozelos, pulsos e testa, difundindo-se rapidamente para todas as
partes do corpo (Ricketts, 1909).

Em 1906 o Dr. Howard Taylor Ricketts identificou o agente etioldgico da febre
maculosa das Montanhas Rochosas e estabeleceu o papel do carrapato na transmisséo da
doenca, sendo o género denominado Rickettsia em sua homenagem (Weiss e Strauss,

1991).



2.1.1) O Agente Etioldgico

As riquétsias sdo bactérias que se especializaram em nichos ecolégicos muito
restritos e seu ciclo natural depende apenas de um hospedeiro, geralmente um artrépode
(Bacellar,1996). Os organismos incluidos na familia Rickettsiaceae reproduzem-se em
células nucleadas de vertebrados e invertebrados e parasitam preferencialmente as
células endoteliais (Weiss, 1984). Apesar de tanto vertebrados quanto invertebrados
surgirem como hospedeiros para as bactérias da familia Rickettsiaceae, alguns autores
consideram que a sua associacdo com esses ultimos seria evolutivamente mais antiga,
pois os artropodes, a exce¢do do piolho, ndo apresentam patologias evidentes associadas
a infeccdo por estes microrganismos atuando, portanto, como vetores ou hospedeiros
primarios, os quais transmitem a doenca ao homem, embora este seja considerado um
hospedeiro acidental e a sua infeccdo um reflexo de mudancas ecologicas produzidas no
ambiente (Hoogstraal,1967; Friedhoff,1990).

Os microrganismos do género Rickettsia estdo, com base em caracteres
moleculares e antigénicos, atualmente classificados em trés grupos distintos: o grupo do
tifo (GT), o grupo da febre maculosa (GFM) e o grupo ancestral (GA).

O GT inclui apenas as espécies Rickettsia typhi e Rickettsia prowazekii, ambas
reconhecidamente patogénicas ao homem, causadoras do tifo murino e tifo epidémico,
respectivamente. O GFM contem mais de vinte espécies diferentes distribuidas em 7
linhagens distintas — complexo Rickettsia rickettsii, Rickettsia japonica, Rickettsia
montana, complexo Rickettsia massiliae, Rickettsia helvetica, Rickettsia felis e o

complexo Rickettsia akari. O grupo ancestral por sua vez engloba as espécies Rickettsia



bellii, Rickettsia canadensis e o agente AB, todos de patogenicidade desconhecida ao
homem (Sekeyova et al., 2000).

As espécies do GFM parecem estar associadas a distribuicdo geografica dos
artrépodes vetores e inclui duas espécies patogénicas consideradas padrdo: a R. conorii,
restrita a0 Velho Mundo e a R. rickettsii no Novo Mundo (Bacellar,1996).

Pelo menos nove das espécies pertencentes ao GFM causam doencas ao homem
em diferentes regides geogréaficas: R. rickettsii nas Américas do Norte e do Sul,
Rickettsia conorii no sul da Europa, Asia e Africa, Rickettsia africae, na Africa,
Rickettsia australis, na Australia, Rickettsia honei, na Oceania, Rickettsia sibirica, no
norte da Asia, R. japonica, no Japdo, Rickettsia akari, nos Estados Unidos e na Asia e
R. felis, recentemente descrita nos Estados Unidos, Mexico, Brasil, Franca e Alemanha.

(Raoult, 1997; Eremeeva, 2000).

2.1.2) O Vetor

A maioria das espécies de riquétsias patogénicas ao homem, assim como as
riquétsias ndo patogénicas, tém como vetores e reservatdrios naturais artropodes
hematofagos restritos da familia Ixodidae. Com excecdo da R. akari, transmitida por
acaros e R. felis, também transmitida por pulgas, todas as demais espécies sao
transmitidas por carrapatos.

Os ixodideos tém um ciclo de vida que compreende as fases de ovo, larva, ninfa

e adulto (Figura 1). Os trés ultimos estadios alimentam-se, em grandes quantidades, em



um hospedeiro vertebrado apenas uma uUnica vez até ingurgitarem. Apos a refeicéo,

soltam-se do hospedeiro, sofrem uma muda ou ecdise, passando ao estadio seguinte.

5

Adulto fémea
Adulto macho 4 Larva
5% l %i

Ninfa

Figura 1 - ciclo de vida do ixodideo

As fémeas da maior parte das espécies necessitam de uma refeicdo de sangue
para iniciar a copula e a ovoposicdo, apds a qual morrem (Arthur, 1962).

A digestdo do sangue nesses artropodes, especialmente nas fémeas, é feita
intracelularmente e processa-se em trés fases: a) fase preparatdria, no inicio da digestdo,
quando o pH do sangue ingerido inibe a acdo das proteases do trato intestinal dos
ixodideos; b) a digestdo propriamente dita, que se inicia durante a fase de ingurgitacao,

quando ocorre a concentragdo de nutrientes e a excre¢do pelas glandulas salivares do



excesso de fluidos de volta a circulacdo do hospedeiro; c) a fase final, depois que o
ixodideo se separa do hospedeiro, prosseguindo a digestdo dentro de células fagociticas
até a ovoposicao. A auséncia da acdo de enzimas proteoliticas no Iimen intestinal pode
ser uma das razfes que permitiriam a sobrevivéncia de agentes patogénicos existentes
no sangue ingerido do hospedeiro e a sua disseminacdo pelo organismo do artropode
(Akov, 1982; Kaufman, 1989; Friedhoff,1990; Sonenshine,1993).

A maior parte dos ixodideos ocupa nichos ecoldgicos abertos, estando sujeitos
aos fatores ambientais, notadamente as condi¢fes climéticas. Devido a este fato, no
decurso da evolucdo, desenvolveram uma incrivel capacidade de adaptacdo as
condigdes desfavoraveis como a falta de alimento, as condigbes climaticas
desfavoraveis, a procura pelo hospedeiro e o reconhecimento de periodos sazonais
Otimos para o inicio da postura e da ecdise (fotoperiodismo). A sua longevidade e
elevada taxa de reproducdo contribuem para manter a densidade populacional elevada
numa determinada area geogréafica, garantindo assim sua sobrevivéncia (Oliver,1984;
Friedhoff,1990).

Os ixodideos tém com seus hospedeiros uma especificidade mais ou menos
restrita (Katz et al., 1994). A especificidade ixodideo-hospedeiro depende ndo sé das
espécies animais envolvidas, mas, principalmente, do estadio de desenvolvimento. Nos
estadios larvares e ninfais a area geogréafica de dispersdo por si sO é restrita e a
capacidade de picar é determinada pelas dimens6es do aparelho bucal (Kaufman,1989).
Os adultos de algumas espécies tém a caracteristica de se deslocarem a procura do

hospedeiro, enquanto outras ficam perto da area onde ocorreu a muda, subindo a



vegetacdo a espera que o hospedeiro passe para se fixar a ele (Lane e Stubbs, 1990;
Belan e Bull,1991).

Com relagdo ao homem como hospedeiro, ndo se pode afirmar, com base em
dados experimentais, que existam carrapatos mais ou menos antropofilicos, embora na
natureza grande parte das espécies ndo o pique e ele seja considerado um hospedeiro
acidental ou ocasional (Katz et al.,1994).

A relativa antropofilia dos ixodideos e sua prevaléncia em uma determinada area
desempenham um papel determinante na transmissdo de agentes patogénicos. Alguns
autores consideram ser muito comum que a presenca de carrapatos ndo seja notada nao
s0 devido as dimensdes reduzidas dos estadios intermediarios, mas, também porque a
picada € indolor, sendo este fato de extrema importancia para a transmisséo efetiva do
agente infeccioso ao homem. Estudos efetuados com R. rickettsii e R. conorii
concluiram que para haver transmisséo do agente etiologico, sdo necessarias, em média,
6 a 20 horas de parasitismo pelo artropode . Assim, os estadios intermediarios devido a
sua pequena dimensdo, passam mais facilmente despercebidos durante mais tempo (
Ricketts, 1909; McDade e Newhouse, 1986).

A transmissdo pode ainda ocorrer por via mecanica, por exemplo, por maceracao
de um ixodideo infectado e contaminacdo das mucosas com este material. A
probabilidade desta ocorréncia aumenta proporcionalmente ao tempo em que o ixodideo
permanece parasitando o hospedeiro, seja ele um animal ou o proprio homem (Comer,
1991).

Um carrapato pode se infectar com riquétsias de dois modos: ou as ingere

durante o repasto sanguineo num hospedeiro vertebrado infectado e riquetsémico ou as
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adquire por via transovariana ou transestadial (Burgdorfer, 1975; Rehacek, 1989;
Rehacek,1991). Em laboratorio também foi conseguida a co-infec¢do de ixodideos por
via alimentar, quando se colocaram artropodes infectados alimentando-se
simultaneamente com outros nao infectados sobre um mesmo hospedeiro saudavel
(Price, 1954). Foi comprovado que a infeccdo priméaria de um ixodideo por via
alimentar depende da quantidade de riquétsias que ingere juntamente com o sangue.
Segundo alguns autores, quando ingeridas em quantidades suficientes as riquétsias
ultrapassam a barreira intestinal e penetram no hemoceélio onde sdo fagocitadas pelos

hemacitos (Burgdorfer, 1966; Burgdorfer, 1975; Burgdorfer e Brinton, 1975).

2.1.3) Os Hospedeiros

Os mamiferos séo referidos como hospedeiros da maior parte das espécies de
ixodideos e, dentro deste grupo de vertebrados, a classe Rodentia é a mais parasitada.
Encontram-se menos freqiientemente como hospedeiros destes artropodes, as aves e 0S
répteis (Oliver, 1989). Estudos experimentais realizados com pequenos roedores
confirmaram que estes animais sdo sensiveis a infeccdo e desenvolvem riquetsemia
suficiente para infectar os ectoparasitas durante o repasto sanguineo, embora por um
curto periodo de tempo. Estes mamiferos tém uma area de dispersdo limitada e um
tempo de vida curto, sendo considerados bons indicadores da existéncia de riquétsias
numa dada area quando encontrados naturalmente infectados (Rehacek e Urvolgyi,

1978; Rehacek, 1992).
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Os passaros migradores também participam da circulacdo de riquétsias, por
transportarem os ectoparasitas infectados a grandes distancias, causando focos pontuais
de infeccdo em zonas ndo endémicas, podendo estabelecer novos focos se os ixodideos
se adaptarem a nova area geogréfica (Burgdorfer, 1975, Rehacek e Tarasevich,1991;
Nice, 1994).

Entre os animais domésticos, o cdo é considerado de grande importancia na
epidemiologia da febre maculosa (Burgdorfer, 1975). Embora ele ndo seja essencial ao
ciclo natural das riquétsias, ele desempenha um papel primordial na manutencéo e
disperséo dos vetores infectados, além de estar envolvido na transmisséo peri-domiciliar
de doengas riquetsiais ao carrearem para o domicilio carrapatos infectados (Mcdade e
Newhouse, 1986).

Além da existéncia de hospedeiros mamiferos, a atividade humana,
especialmente sobre a vegetacdo, tem um importante papel no surgimento e expansao
das riquetsioses. O reflorestamento feito com arbustos e a pratica agricola de criar
pequenos bosques intercalados com monoculturas de gramineas favorecem a
proliferacdo de artrépodes devido a formacao de microclimas favoraveis e a abundancia
de cobertura de solo, a qual gera um excelente habitat para os mamiferos hospedeiros
dos estadios intermediarios. Um caso concreto aconteceu no estado de Virginia, EUA,
onde o aumento de areas reflorestadas com espécies arboreas de folhas caducas originou
um aumento de casos de febre maculosa das Montanhas Rochosas, ja que estas arvores
produzem mais umidade do que as pinaceas, favorecendo a sobrevivéncia dos ixodideos

e dos hospedeiros (Atwood et al., 1965; Sonenshine et al., 1972).
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2.2) A RELACAO Rickettsia — IXODIDEO

As riquétsias causam uma infeccdo sistémica nos ixodideos, multiplicando-se no
citoplasma das células de todos os 6rgdos do artrépode (Rehacek, 1989). Apesar da
infec;do macica das células por riquétsias, ndo foram observados efeitos
citopatogénicos nos artropodes (Rehacek,1984).

A infeccdo sistémica do ixodideo explicaria a transmissdo transestadial e a
infeccdo dos ovarios, a transmissdo transovariana (Friedhoff, 1990; Smith e Dunn,
1991). Este fendmeno de invaséao celular permitiu que o0s carrapatos se tornassem nédo so
vetores das riquétsias, mas também o seu reservatorio na natureza pela transmisséo
vertical, eliminando, teoricamente, a necessidade de um hospedeiro vertebrado no ciclo
de vida dessas bactérias. Estudos com R. rickettsii e Rickettsia slovaca apontam a
transmissdo transovariana como sendo 0 mecanismo de manutencdo das riquétsias na
natureza. Em laboratdrio, conseguiu-se 100% de infeccdo dos descendentes de um
ixodideo infectado, embora, na natureza, ndo tenha sido comprovada esta possibilidade
(Rehacek, 1984; Burgdorfer e Brinton, 1975; Hayes e Burgdorfer, 1982).

Outro fato decorrente da relacdo ixodideo-riquétsia € o denominado fendmeno
de interferéncia. Alguns autores citam que a taxa de ixodideos infectados por espécies
de riquétsias patogénicas ao homem deva ser regulada pela existéncia de infec¢do por
riquétsias ndo patogénicas que competiriam pela colonizagdo sistémica dos artrépodes
(Price, 1954; Loving et al., 1978; Burgdorfer et al., 1981; Ricketts, 1909). Outro fato é
o fendmeno da reativacdo. Ainda em 1909, Ricketts associou a variacdo na viruléncia

das riquétsias inoculadas em cobaias com o estado de alimentacdo do ixodideo
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(Ricketts, 1909). Nos anos 20 foi postulado que a viruléncia da R. rickettsii no vetor
estaria relacionada com o estado fisiolégico do ixodideo (Weiss, 1987). Foi
demonstrado que as riquétsias nos ixodideos ndo ingurgitados tinham a capacidade de
induzir uma resposta imune em animais, mas ndo eram capazes de induzir doenca.
Entretanto, carrapatos infectados por riquétsias, apds o repasto sanguineo ou apos
incubagéo a 37°C por 24-48 horas, quando inoculadas em cobaias produziam a infecgédo
tipica (Hayes e Burgdorfer, 1982). Este mecanismo de reativacdo foi reproduzido in
vitro com estirpes virulentas de R. rickettsii (Walker et al., 1982). Como cada estadio de
desenvolvimento de um ixodideo se alimenta apenas uma Unica vez, € possivel que a
refeicdo ou alguma substéncia ingerida, seja o sinal para o fim de um periodo de
“dorméncia celular” que ocorre durante a diapausa: apos o repasto sanguineo, se inicia
um processo de grande atividade celular no ixodideo. Para que as riquétsias sejam
transmitidas com sucesso a geracdo ou estadio seguinte, elas deverdo proliferar neste
momento, quando o metabolismo da célula hospedeira se eleva (Rehaeck, 1989).

Na literatura especializada, a definicdo de vetor e de reservatorio tem sido
motivo de controvérsia. No geral, considera-se como vetor o hospedeiro intermediario,
enquanto um reservatorio seria 0 hospedeiro no qual o parasita teria uma fase do ciclo
de vida essencial para sua manutencdo na natureza. No caso das riquétsias, os ixodideos
desempenham os dois papéis: sdo vetores ao transmiti-las ao hospedeiro vertebrado e
sdo reservatorios ao manté-las na natureza, seja por transmissdo transovariana ou
transestadial (Bacellar, 1996).

A relacdo riquétsia-ixodideo demonstra um elevado nivel de adaptacdo entre

organismos, que parece ser muito antiga filogeneticamente. No entanto, ndo pode ser
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considerada uma relagdo de comensalismo, uma vez que carrapatos infectados
experimentalmente  por riquétsias apresentam ovoposicdo  diminuida, mau
desenvolvimento dos ovos e elevada taxa de mortalidade entre os descendentes, quando
comparados a carrapatos ndo infectados. Aparentemente, as riquétsias sdo mais
beneficiadas nessa relacdo do que os ixodideos (Rehaeck, 1989).

O desenvolvimento e dispersdo de ixodideos tém um efeito profundo na
evolucdo e especificidade das riquétsias. Um dado que aponta nessa direcdo é o fato de
certas espécies de riguétsias se encontrarem, freqlientemente, associadas a uma
determinada espécie de carrapato. Por exemplo, R. slovaca é encontrada associada a
Dermacentor marginatus, tendo sido raramente isolada de outras espécies de ixodideos.
Assim, esta riquétsia acompanha a distribuicdo geografica do ixodideo e, nas regides
onde este artropode esta presente deve-se levar em conta a presenca desta riquétsia nao
patogénica nos estudos de soroprevaléncia, uma vez que as riquétsias ndo patogénicas
sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos no organismo vertebrado (Bacellar,
1996).

Assim, a presenca de riquétsias ndo patogénicas parasitando artropodes pode
exercer uma acdo profilatica, atuando como fator positivo na reducdo do poder de
reservatorio e vetor dos ixodideos com relacdo as riquétsias patogénicas. E muito
importante delimitar geograficamente as zonas de distribuicdo das diferentes espécies de
riquétsias e estabelecer a inter-relacdo especifica entre uma determinada espécie de
riquétsia e uma determinada espécie de ixodideo, de forma a esclarecer a relacdo
ixodideo-riquétsia e determinar as areas de maior risco de infeccdo para o homem

(Bacellar, 1996).
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Na historia natural das riquétsias do grupo da febre maculosa, dois aspectos
importantes devem ser considerados no que diz respeito a biologia dos artrépodes: o
espectro de hospedeiros vertebrados das diferentes espécies de carrapatos e 0s
hospedeiros nos quais se alimentam os estadios imaturos e os adultos de uma espécie
em particular (Bertran, 1962).

A maior parte das espécies de ixodideos tem um ciclo heteroxeno de 3
hospedeiros , com um hospedeiro diferente em cada estddio, ndo sendo estes
hospedeiros necessariamente da mesma espécie. Embora alguns ixodideos tenham uma
preferéncia alimentar restrita, a maior parte parasita o vertebrado pela oportunidade de
encontro. O ciclo natural das riquétsias em uma determinada area é caracterizado,
primeiramente, pela espécie e pelo nimero de vetores provaveis e, secundariamente,
pela fauna de vertebrados domésticos e silvestres (Traub e Jellinson, 1981). Numa
riquetsiose, geralmente, o foco primario envolve os mamiferos, hospedeiros dos
artropodes vetores, e o foco secundario envolve os animais domésticos e silvestres, 0s

quais se tornam fonte de infeccdo para o homem (Rehacek e Tarasevich, 1988).

2.3) ASPECTOS CLINICOS

Os alvos preferenciais das riquétsias in vivo sdo as células endoteliais. Apos
penetracdo através da picada do carrapato, a parede vascular é invadida seguindo-se
uma distribuicdo no organismo por via hematogeénica e linfatica. A replicacdo bacteriana
ocorre no endotélio vascular, gerando uma vasculite que induz a ativacdo plagquetaria e

do sistema de coagulacdo, podendo levar a trombose. As lesbes geradas no endotélio
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vascular provocam aumento da permeabilidade capilar freqlientemente acompanhada
por distdrbios hemostaticos tais como edema periférico, hipotensdo e hipovolemia,
todos relacionados aos efeitos citopaticos das riquétsias. Em formas severas da doenca,
ndo raro, observa-se faléncia renal, edema pulmonar e morte(Walker et al., 1987;
Davidson et al., 1990).

Apds um periodo de incubacdo de 2 a 14 dias manifestam-se os primeiros
sintomas como febre continua, mialgia, prostracdo e cefaléia. Lesdes cutaneas maculo-
papulares surgem entre o segundo e sexto dia nas extremidades, irradiando em seguida
para o restante do corpo (figura 2). Caso ndo haja instituicdo de tratamento, ou caso este
seja tardio, o Obito ocorre entre 5 a 8 dias apds o inicio dos sintomas (Thorner et al.,

1998).

[
Fonte: CDC, 2002

Figura 2 - Exantema méculo-papular
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O tratamento da FMB ¢é baseado em antibioticoterapia utilizando-se a
tetraciclina ou o cloranfenicol, o qual deve ser instituido tdo logo se suspeite da doenga,
pois sua confirmacdo laboratorial pode ocorrer apenas em um estagio mais avangado da
mesma (CDC, 2002). A letalidade em casos ndo tratados pode chegar a mais de 80%
(Galvao et al., 1993).

Embora o diagnédstico da febre maculosa se baseie em sinais e sintomas clinicos
caracteristicos associados a dados epidemioldgicos, a confirmacdo laboratorial se faz
necessaria. Os métodos sorolégicos sdo os mais difundidos na confirmacdo de casos de
febre maculosa (CDC, 2002; Comer, 1991), no entanto, esta pode ainda ser feita atraves
do isolamento do agente ou deteccdo do mesmo atraves de técnicas de biologia

molecular em amostras de sangue ou bidpsia de pele dos pacientes suspeitos.

2.4) METODOS DE DETECCAO

O diagnéstico indireto do agente da febre maculosa é baseado em reacdes
sorolégicas (Comer, 1991), incluindo a reacdo de Weil-Felix,; teste de protecdo por
sensibilizacdo em cobaias; reacdo de fixacdo do complemento; teste de neutralizacéo de
toxinas riquetsiais em ratos com anti-soro preparado em cobaias; aglutinacdo em latex e,
principalmente, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), considerado como teste
padrdo no diagndstico da febre maculosa. Entretanto, nenhum deles € capaz de
reconhecer a espécie de riquétsia, devido a existéncia de reacBes heter6logas entre as
diferentes espécies de bactérias do GFM e entre as do GT (Philip et al., 1978; Mcdade e

Newhouse, 1986; Comer, 1991). Também pode ser utilizada no diagndstico indireto de
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riquétsias, a técnica de ELISA com anticorpos monoclonais e policlonais (Dobson et al.,
1989), entretanto, esses anticorpos espécie-especificos estdo disponiveis apenas para um
namero limitado de espécies (Regnery et al., 1991). A técnica de Western Blott também
pode ser usada como importante ferramenta para estudos de soroprevaléncia e
confirmacgéo de resultados, especialmente se empregada com anticorpos monoclonais
para determinadas espécies de riquétsias (La Scola e Raoult, 1997).

J& o diagndstico direto do agente pode ser feito através da reacdo de
imunofluorescéncia direta (RIFD), teste da hemolinfa, isolamento do agente em cultura
de células, inoculacdo em animais e ovos embrionados, composi¢do protéica por
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida e genotipagem (Burgdorfer, 1970; Lemos et
al., 1996; Philip et al., 1976).

Atualmente as riquetsioses tém recebido pouca importancia como doenca
infecciosa para 0 homem por parte do sistema de saude. Porém, as riquetsioses
continuam sendo um problema de carater global, que afeta 0 homem em todos os
continentes, com excecao da Antartida. Além disso, 0s casos ndo diagnosticados, mal
diagnosticados e ndo notificados mascaram o papel real destas infeccdes na salde

publica mundial (Bacellar, 1996).

2.5) A CONTRIBUICAO DA BIOLOGIA MOLECULAR

A anélise da sequéncia de nucleotideos de determinados genes constitui-se em

um método bastante apropriado para identificacdo e analise filogenética de diferentes

espécies de riquétsias (Regnery et al., 1991).Embora este método ndo seja utilizado

19



rotineiramente no diagndstico de multiplas espécies de riquétsias, atualmente é uma
importante ferramenta nas pesquisas que visam caracterizar novas espécies (Billings et
al., 1998).

Recentes progressos nas técnicas laboratoriais para o estudo das riquétsias,
especialmente a implementacdo de técnicas da biologia molecular, vém possibilitando a
caracterizacdo molecular do género Rickettsia com a identificacdo de novas espécies em
todo o mundo e esclarecimentos importantes com relacdo a bactérias ja descritas. A R.
felis, por exemplo, conhecida desde 1990, era denominada “ELB” e classificada como
membro do grupo do Tifo, devido a sua reatividade sorologica com R. typhi. Higgins et
al. (1996). A utilizacdo de técnicas da biologia molecular, no entanto, demonstrou haver
distingdo genética suficiente entre o agente “ELB” e as demais riquétsias e foi proposta
uma nova espécie: Rickettsia felis (Higgins et al., 1996).

A aplicacdo da PCR oferece um ensaio rapido, sensivel e altamente especifico
para deteccdo de riquétsias (Azad et al., 1990). Além disso, a PCR permite, em uma
etapa posterior, o sequenciamento de nucleotideos do gene amplificado. A identificacdo
molecular de organismos do género Rickettsia através da PCR associada ao
sequenciamento €, atualmente, 0 método padréao para identificacdo e analise filogenética
das diferentes espécies de riquétsias (Regnery et al., 1991; La Scola e Raoult, 1997).
Utilizando-se diferentes iniciadores de seqliéncias gendmicas conhecidas, € possivel
obter diagndsticos diferenciados para uma determinada amostra. Algumas sequéncias
genbmicas das riquétsias ja tém suas fungdes fenotipicas e sua distribuicdo entre
diversas espécies determinada. A sequéncia de DNA que codifica 0 gene da enzima

respiratOria citrato sintase esta presente em diversos organismos procariotos e por ser
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codificador de uma enzima de grande importancia fisiologica, sofre uma elevada
pressdo seletiva para manter-se inalterada. Os iniciadores propostos por Regnery et al.
(1991) identificam, neste gene, uma seqliéncia especifica comum a todas as bactérias do
género Rickettsia. Por outro lado, Azad et al. (1990) propuseram o uso iniciadores que
amplificam uma sequéncia do gene 17KDa, comum aos grupos da febre maculosa e
grupo do tifo, que pode ser utilizado em conjunto com iniciadores internos (nested
primers) da mesma seqiiéncia, aumentando assim, a sensibilidade da técnica (Schriefer
et al., 1994). Para deteccdo de riquétsias do GFM, foram propostos iniciadores que
localizam sequéncias gendmicas responsaveis por codificar proteinas de membrana,
chamadas OmpA e OmpB, que estdo mais expostas a mutagdes persistentes do genoma,
representando uma ferramenta para a classificacdo e filogenia das diferentes espécies

(Regnery et al., 1991; Eremeeva et al., 1994).

2.6) RIQUETSIOSES NA LITERATURA BRASILEIRA

No Brasil, a doenca conhecida como febre maculosa Brasileira (FMB) tem seus
primeiros relatos na década de 1930 (Piza, 1932; Dias e Martins, 1939; Monteiro, 1932;
Magalhées, 1952).

Buscando determinar o vetor da doenca no Brasil, Lemos-Monteiro et al.,
1932a, demonstraram pela primeira vez que carrapatos da espécie Amblyomma
cajennense podiam se infectar experimentalmente com o agente etiolégico da doenca,
quando alimentados em cobaias experimentalmente infectadas e testaram a competéncia

vetorial de carrapatos dos géneros Argas e Ornithodoros, obtendo resultados positivos
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apenas para o0 segundo género, mais especificamente a espécie Ornithodoros rostratus,
que se infectou e transmitiu a infeccdo para cobaias. No entanto, baseados em
observacdes epidemioldgicas sobre a ocorréncia da FMB, os autores insistiam na
existéncia de outros vetores mais provaveis, responsaveis pela transmissdo da doenca
em condicBGes naturais. Na sequéncia, propuseram que o nome da enfermidade em
humanos, até entdo conhecida como tifo endémico de S&o Paulo, mudasse para tifo
exantematico de Sdo Paulo (TESP), nomeando o agente etioldgico da mesma Rickettsia
brasiliensis. Neste estudo, os autores testaram a competéncia vetorial de diversos
ectoparasitas presentes nas habita¢cbes ou arredores das areas onde houve casos de
TESP, em busca da determinacdo do provavel vetor. Foram testados pulgas, piolhos,
acaros e carrapatos. Todas as tentativas foram negativas, o que levou 0s autores a
concluirem que o agente etiologico da TESP deveria ocorrer numa propor¢cdo muito
baixa na populacéo de vetores.

Ainda no mesmo, Lemos-Monteiro, 1932b demonstrou a transmissdo
interestadial do agente da TESP pelo carrapato Amblyomma cajennense, além de
verificar a transmissdo vertical do agente por fémeas adultas do carrapato. Ao
examinarem tecidos internos do carrapato, os autores identificaram a bactéria que havia
sido descrita como Rickettsia brasiliensis e incriminada como 0 suposto agente
etiologico do TESP. Paralelamente, Meyer et al., 1932 reproduziram a doenca em
cobaias a partir da inoculacao intraperitoneal de emulsdo de piolhos retirados de um
cadaver humano acometido por TESP.

Um ano depois, Gomes, de posse destes achados, tentou reproduzir o

experimento inoculando em cobaias, piolhos colhidos em pacientes com a doenca,

22



sendo todos os experimentos negativos. Neste mesmo trabalho, o autor descreve o
isolamento do agente etiologico do TESP a partir de um exemplar de Amblyomma ovale
adulto, colhido em um cdo que residia com uma familia cujos membros haviam sido
acometidos pelo TESP. O autor aponta o género Amblyomma como o principal
responsavel pela transmissdo da doenca, sendo as espécies A. cajennense e A. ovale 0s
vetores mais provaveis, reservando aos piolhos o papel de transmissor eventual (Gomes,
1933).

Ainda no ano de 1933, Lemos-Monteiro, em parceria com o Rocky Mountain
Laboratory, nos Estados Unidos, verificaram, em uma série de experimentos utilizando
cobaias, a imunidade cruzada entre amostras de soros de animais imunes ao TESP frente
a soros animais imunes a febre maculosa das Montanhas Rochosas. Esta foi a primeira
evidéncia de que a doenca no Brasil era causada pela R. rickettsii (Lemos-Monteiro,
1933).

Em 1935, Lemos-Monteiro constatou que percevejos Cimex lectularis,
freqlientemente encontrados parasitando humanos acometidos pela doenga, ndo eram
vetores competentes do agente etiolégico do TESP (Lemos-Monteiro, 1935). No mesmo
ano, Fonseca elucidou um equivoco cometido por Gomes ao demonstrar que o exemplar
de A. ovale naturalmente infectado pelo agente do TESP era, na verdade, A. striatum,
atualmente classificado como A. aureolatum. Fonseca apontou as espécies A.
aureolatum e A. cajennense como o0s ixodideos de maior importancia na transmissdo do
TESP, enquanto a espécie A. ovale jamais fora encontrada naturalmente infectada pelo

agente desta doenca (Fonseca,1935).
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Contribuindo para o estudo da febre maculosa no Rio de Janeiro, Regendaz e
Muniz demonstraram que o carrapato R. sanguineus, do cdo, era capaz de manter a
infeccdo transestadialmente, quando alimentado em cobaias infectadas, embora 0s
autores ndo tivessem evidéncias do parasitismo deste ixodideo em humanos (Regendaz
e Muniz, 1936).

Moreira e Magalhdes foram o0s primeiros a conduzirem um estudo
epidemioldgico da doenca no Estado de Minas Gerais. O fato da doenca apresentar uma
letalidade proxima de 100% deixava-os intrigados, pois ndo encontravam paralelo com
as demais doencas da época. Embora a possibilidade da participagdo de animais
silvestres na epidemiologia da febre maculosa ja tivesse sido sugerida por Ricketts em
1909, foi de Moreira e Magalhdes o feito de isolar, pela primeira vez, o agente
etiologico da doenca a partir de um animal silvestre. Os mesmos autores tambem
encontraram carrapatos da espécie A. cajennense naturalmente infectados, parasitando
um cdo domestico e demonstraram, posteriormente, que o cdo é um animal susceptivel a
doenca (Moreira e Magalhaes, 1937).

Como resultado de suas pesquisas, Moreira e Magalhdes publicaram suas
descobertas num trabalho intitulado pelos mesmos como “trabalho definitivo” sobre a
epidemiologia da doenca. Concluiram que se tratava de uma moléstia infecciosa, febril,
aguda, via de regra exantematica, de amplo espectro clinico e comumente de elevada
letalidade, predominantemente rural e registrada hd mais de 30 anos em todo o estado
de Minas Gerais. Determinaram claramente o papel do A. cajennense como principal
transmissor da doenca ao homem. Utilizando técnicas indiretas de diagnostico tais como

Weil-Felix, esses autores listam o gamba, o cdo doméstico, o cachorro do mato, o
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coelho, o0 pred e a cutia como provaveis reservatorios do agente. Os autores ainda
classificaram a doenca que ocorria em Minas Gerais como uma variedade da Rocky
Mountain Spotted Fever que ocorria nos Estados Unidos, salientando, entretanto que se
tratava de uma doenga Sul-Americana e que ndo havia sido importada. Devido a
coincidéncia entre os aspectos clinicos do tifo exanteméatico de S&o Paulo e o tifo
exantematico de Minas Gerais, 0s autores propuseram que as duas moléstias se
tornassem conhecidas como tifo exantematico do Brasil, embora ndo reconhecessem a
bactéria R. brasiliensis descrita pelos pesquisadores paulistas como o provavel agente
etiologico da doenca (Moreira e Magalhdes, 1937).

Ja na década de 40, Travajos e Vallejo (1942a), estudaram, em laboratorio, a
hipdtese de que outros animais além do gamba pudessem albergar o agente da doenca.
Os autores verificaram que o prea era susceptivel ao agente do tifo exantematico do
Brasil, desenvolvendo a doenca a semelhanca das cobaias, quando inoculados
experimentalmente. Ja a capivara ndo apresentava sintoma clinico quando inoculadas
experimentalmente, embora fosse possivel isolar o agente a partir do sangue e 6rgaos
internos do animal entre o quinto e décimo primeiro dia pos-inoculacdo. Embora esses
autores ndao tenham obtido sucesso em suas tentativas de isolamento do agente do tifo
exantematico do Brasil a partir de capivaras e preas capturados em areas de ocorréncia
da doenca, eles constataram que alguns animais trazidos da natureza eram refratarios a
inoculacdo, em laboratério, do agente da FMB. Assim, foi possivel concluir que estes
animais ja haviam tido contato com a doenga em seu ambiente natural e sobreviveram
(Travassos e Vallejo, 1942a). Em uma segunda publicacdo, os mesmos autores

demonstraram a infeccdo de carrapatos adultos da espécie A. cajennense apds se
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alimentarem em capivaras experimentalmente infectadas pelo agente da FMB, embora
ndo tenham se certificado que os ixodideos utilizados no ensaio, eram previamente
livres de infeccdo, uma vez que foram colhidos em condigdes naturais de parasitismo
(Travassos e Vallejo ,1942b).

Na mesma década, Travassos e Vallejo editam um extenso, completo e ainda
atual trabalho sobre a manutencéo de ixodideos em laboratério para producdo de uma
vacina (Travassos e Vallejo, 1947).

O insucesso da vacina contra febre maculosa levou os pesquisadores a testaram
métodos mais eficazes no tratamento dos doentes, sendo o advento dos antibioticos na
década de 40, a principal arma encontrada pelos pesquisadores no combate a
enfermidade, especialmente a tetraciclina (Tibira et al. 1968).

Embora Lemos-Monteiro et al. (1932b) tivessem sugerido a bactéria R.
braziliensis como o provavel agente da FMB, nenhum outro autor adotou esta
nomenclatura. A davida sobre a espécie causadora da FMB pairava sobre a falta de
diagnostico especifico e caracterizacdo do agente: o resultado obtido a partir de um
animal ou humano com sorologia positiva para R. rickettsii ndo era esclarecedor em
funcédo das reacdes heterdlogas entre as riquétsias do grupo da febre maculosa, ou seja,
o titulo de anticorpo apresentado poderia ter sido induzido por uma riquétsia nao
patogénica ou de baixa viruléncia do GFM. Somente em 1978, ap0s quatro décadas,
veio a confirmacdo de que o agente causador da FMB era de fato a R. rickettsii, através
da técnica de sorotipagem por microimunofluorescéncia de uma amostra do agente
causador do TESP enviada pelo Dr. Lemos Monteiro ao Dr. Parker no Rocky Mountain

Laboratory ainda na década de 30 (Philip et al., 1978)
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Magalh&es, em 1952, fornece detalhes historicos da doenca relatada ha mais de
um século no norte do estado de Minas Gerais e publica extenso trabalho sobre o
comportamento da febre maculosa em Minas Gerais, no periodo de 1929 a 1944
(Magalhaes, 1952).

Apds essa publicacdo, nenhum trabalho foi publicado sobre a febre maculosa
em Minas Gerais, e uns poucos foram publicados sobre a doenca no Brasil. Jayme
Neves, em relato pessoal informa a existéncia de vérios casos no periodo de 1957 a
1979 atendidos no Hospital Carlos Chagas, antiga Clinica de Doencas Infecciosas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, a qual servia de
referéncia para todo o estado. Entretanto, a desativacao do Hospital Carlos Chagas, que
culminou com seu fechamento em 1979, trouxe como resultado o apagamento da
memoria da febre maculosa e também de outras patologias infecciosas em Minas
Gerais.

A introducdo de antibioticos na década de quarenta e seu uso indiscriminado por
pacientes com quadro febril inicial a esclarecer, especialmente o uso do cloranfenicol e
das tetraciclinas, parece, também, ser outro fator que levou a doenca ao esquecimento,
por abortar seus principais sinais e sintomas, em especial 0 exantema maculo-papular.
Apesar disso, a doenca ndo deixou de fazer vitimas, seja pela invasdo pelo homem do
foco natural da doenga, seja pelo contato com focos transformados (Galvéo, 1996).

Em 1979 foi relatada a presenca presumida da febre maculosa em Salvador,
primeiro caso publicado no estado da Bahia, sugerindo uma distribuicdo geogréafica da
doenca mais ampla do que se conhecia anteriormente, pois antes a incidéncia se limitava

aos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Mancini, 1983).
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Somente a partir da década de 80, outros casos de febre maculosa diagnosticados
em Minas Gerais foram alvo de novas publicaces.

Gongalves et al. (1981) apresentaram casos diagnosticados de FMB no Rio de
Janeiro, fundamentados em aspectos clinico-epidemioldgicos e laboratoriais, e
chamaram a atencédo para os aspectos clinicos da doenca no que se refere ao diagndstico
diferencial da FMB com outras entidades freqlientes na pratica clinica.

Galvao et al. (1983) descrevem um surto epidémico de FMB no norte de Minas
Gerais baseado em critérios clinico-epidemioldgicos e laboratoriais e realizam um
inqueérito sorologico para riquetsioses em cdes da mesma regido. Ainda no final da
década de 80, Galvdo, 1988 estuda a ocorréncia da FMB em Minas Gerais e seus
determinantes através de inquérito soro-epidemioldgico utilizando-se da reacdo de
imunofluorescéncia indireta.

A década de 90 e o inicio dos anos 2000 sdo marcados pela realizacdo de
diversos estudos soros-epidemiologicos na populacdo humana e animal nos estados de
Minas Gerais (Galvao et al., 1998; Galvédo et al. 2002; Galvédo et al. 2003), Rio de
Janeiro e Sao Paulo (Del Guercio et al., 1997; Lemos et al., 1996a) e Espirito Santo
(Sexton et al., 1993), os quais apontam o estado de Minas Gerais como o0 de maior
prevaléncia de FMB (Galvéo, 1996).

Em 1992 ¢ feito o isolamento do género Rickettsia em humanos, a partir de
bidpsia de pele (Melles et al., 1992) e em 1996 obtém-se o primeiro isolamento do
género a partir de vetores da espécie Amblyomma cooperi obtido a partir da capivara
(Hydrochaeris hydrochaeris) (Lemos et al. (1996b). Em ambos os casos, a espécie do

agente ndo foi identificada.
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Galvdo em 1996 estuda as caracteristicas epidemiologicas de um foco peri-
urbano no Vale do Rio Doce, Minas Gerais, e cita diversos municipios do estado que
apresentaram relatos de suspeita e casos confirmados da doenca nas décadas de oitenta e
noventa.

Até o presente momento foram identificadas no Brasil, as seguintes espécies de
riquétsias através de sequienciamento genético: R. felis, identificada em pulgas do
género Ctenocephalides nos estados de Minas Gerais e Séo Paulo (Oliveira et al., 2002;
Horta, 2002; Santos, 2003) e em carrapatos do género Amblyomma (Galvéo et al.,
2002; Horta, 2002; Vianna, 2002; Santos, 2003; Sangioni, 2003), além das espécies R.
belii (Labruna et al., 2003a), R. amblyommii (Labruna et al., 2003b), e R. rickettsii
(Santos, 2003).

Resultados recentemente encontrados confirmam a presenca de casos com
sorologia positiva para R. felis em Minas Gerais (Raoult et al., 2001), e a presenca desta
demonstra a importancia de se investigar outras riquétsias com potencial patogénico
para 0 homem.

Para concluir esse capitulo, é importante reiterar que a Organizacdo Mundial de
Salde considera que, devido as suas complexas relagbes epidemioldgicas, as
riquetsioses requerem uma estreita vigilancia e estratégias de controle. A razdo disto
reside no fato de que, apesar do aparente controle obtido com o uso de antibiéticos e de
inseticidas, nenhuma riquétsia patogénica ao homem foi ainda erradicada (Pervikov,

1991).

29



3. OBJETIVOS



3.1)

OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi detectar e caracterizar bactérias do género

Rickettsia em artrépodes vetores e animais domésticos em um foco inativo peri-urbano.

3.2)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar diretamente a presenca de organismos do género Rickettsia em

artropodes vetores (carraparos, pulgas e piolhos), utilizando a reacdo em

cadeia da polimerase (PCR);

Identificar e classificar os organismos do género Rickettsia detectados na

PCR atraves de sequenciamento dos fragmentos amplificados;

Detectar indiretamente a presenca de organismos do género Rickettsia

em animais domésticos (cées, gatos e cavalos) utilizando a RIFI;

Avaliar o nivel de transmissdo de riquetsioses na populacdo animal do

domicilio e peri-domicilio.
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4. Marteriais E METODOS



4.1) SELECAO DA AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado em Caratinga, municipio localizado no Vale do
Rio Doce, Minas Gerais (latitude sul 18° 48’ e longitude oeste 42° 09°), local no qual
ocorreram varios casos fatais de febre maculosa em 1992 (figura 3).

O municipio de Caratinga apresenta temperatura média anual de 21,1+2,0°C com
precipitacdo e média anual de umidade relativa de 1.1925 mm e 80,5+2,2%,
respectivamente. A estacdo chuvosa ocorre nos meses de outubro a margo, com uma
precipitacdo acumulada de 951,9mm (79,8%) e temperatura média do més mais quente
(fevereiro) de 23,9°C. A estacdo seca se prolonga de maio a setembro, com uma
precipitacdo acumulada de 165,9mm(13,6%) e temperatura média do més mais frio
(julho) de 18°C, sendo o més de abril considerado um més de transicdo entre a estacao

chuvosa e a estacdo seca.

SR Y Brasil
S

D

Minas Gerais

Caratinga

Figura 3 - Localizacao geografica do municipio de Caratinga, MG
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Desde o surto de 1992 até os dias atuais, nenhum caso de FMB foi diagnosticado
no foco descrito. Desta forma, o presente estudo escolhe como objeto de investigacao o
foco de Caratinga, um foco peri-urbano aparentemente silencioso, com o objetivo de
reavalid-lo e melhor conhecer a dindmica de transmissdo de riquetsioses na referida

area, estimando, dessa forma, o risco ao qual esta submetida sua populacéo.

4.2) COLETA DE VETORES

A sistematica de coleta de artropodes vetores foi pensada e elaborada de forma a
se obter pulgas, piolhos e carrapatos parasitando animais domésticos do domicilio e
peri-domicilio, dentre eles cées, gatos e cavalos.

A coleta aconteceu no bairro da Cadeia, Caratinga, Minas Gerais com auxilio de
por uma equipe devidamente treinada do Centro de Controle de Zoonoses e do
Escritorio da Fundacdo Nacional de Saude em Caratinga, em parceria com a equipe
executora deste projeto.

O cronograma de coleta foi estabelecido de forma a se cobrir a variacdo sazonal
da populacdo do carrapato vetor, sendo 0s mesmos coletados em fase parasitaria e em
fase de vida livre. As coletas realizadas eram mensais e aconteciam na Ultima semana

do més.

Os carrapatos em fase parasitaria foram coletados ativamente pela busca no
corpo dos animais presentes no domicilio e peri-domicilio. A coleta foi feita
manualmente e os carrapatos acondicionados em recipiente apropriado segundo o local

de coleta e animal de origem. Os carrapatos de vida livre, por sua vez, foram coletados

34



através da técnica de arrasto de flanela, acondicionados em tubos apropriados e

identificados de acordo com data e local de coleta.

As pulgas e piolhos também foram coletados manualmente pela busca direta no

corpo dos animais investigados.

Posteriormente os artropodes foram transportados para o Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de
Vigosa, onde foram taxonomicamente identificados de acordo com a chave dicotomica e
pictorica descrita por Aragdo & Fonseca (1961) e separados segundo género, espécie,

sexo e estadio de desenvolvimento e armazenados a —20°C até o processamento.

As fémeas ingurgitadas foram acondicionadas em microtubos, individualmente,
e as ninfas, larvas e machos foram agrupadas em lotes de 1 a 6 individuos de acordo
com o hospedeiro e o tamanho de cada vetor, resultando num total de 689 pools, 0s

quais foram entdo submetidos a extracdo de DNA .

4.3) EXTRAGCAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Billings et al., 1998. Cada pool foi lavado com etanol 70 % suficiente para cobrir os
carrapatos durante 15 minutos, seguido de lavagem em tampao fosfato (PBS pH 7,2).
Apoés a lavagem foram adicionados 200 pL do mesmo tampdo para maceracdo dos
vetores, 0s quais foram triturados com o auxilio de uma ponteira de polietileno (fémeas

ingurgitadas) ou cortados com lamina estéril em uma placa de Petri (machos e fémeas
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ndo ingurgitadas), sendo novamente colocados dentro do microtubo contendo PBS e
homogeneizados com auxilio de uma ponteira estéril. Proteinase K (20mg/mL) e SDS
10% foram adicionados a esta suspensdo para concentracdes finais de X pg/uL e 1%,
respectivamente e posteriormente incubada a 55°C overnight.

O DNA foi obtido através de extragdes sucessivas com fenol : cloroformio (1:1),
precipitado com 2/10 volumes de NaCl 2,5 M acrescido de 2 volumes de etanol 100%
gelado e mantido a —20°C overnight. O DNA obtido foi ressuspendido em 100 uL de
agua esteril, destilada e deionizada e armazenado a —4 °C. Desse material foram
retirados 20 plL para quantificacdo em espectrofotometro (A260), sendo todas as

amostras ajustadas para concentracao de 50ng/pL.

44) PADRONIZACAO DA PCR

4.4.1) Obtencao do Controle Positivo

Os controles positivos foram obtidos a partir de culturas de células Vero
infectadas com Rickettsia parkeri. Uma monocamada de células Vero foi obtida por
incubacdo a 37°C, por 24/48 horas em estufa de CO, em frasco contendo meio essencial
minimo (MEM) enriquecido com 10% de soro bovino fetal (SBF) e L-glutamina 2 mM.
Obtida a monocamada nas condicBes descritas acima, a cultura foi infectada com R.
parkeri. As células infectadas foram mantidas em estufa, a 32°C por aproximadamente 5
dias (até comecarem a se desprender da parede da garrafa de cultura). Assim, no quinto

dia pods-infeccdo uma pequena porcdo de células foi retirada para visualizagdo e
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controle da infeccdo, sendo as riquétsias visualizadas em microscépio Otico atraves da
coloragéo de Gimenez.

Parte dessa cultura foi utilizada para extragdo de DNA (de acordo com protocolo
descrito anteriormente) para obtencdo de controles positivos e parte foi utilizada na

infeccdo experimental de carrapatos utilizados na padronizagdo da PCR.

4.4.2) Inoculagéo Experimental de Carrapatos

Os carrapatos utilizados nestes experimentos foram obtidos em campo, na fase
parasitaria e levados para o Laboratorio de Biologia Molecular e Cultivo Celular
(LBMCC) da Escola de Nutricdo onde foram desinfetados com etanol 70% durante 10
minutos, lavados com agua estéril por 5 minutos e submetidos ao teste da hemolinfa.

Para cada carrapato foi preparada uma lamina para realizacdo do teste da
hemolinfa.

Confirmada a auséncia de infeccdo natural, os carrapatos foram submetidos a
infeccdo experimental por via intra-celomatica, com R. parkeri cultivada em célula
VERO e mantidos em estufa B.O.D., a 36°C, por 24 horas, quando entdo foi realizado
um novo teste da hemolinfa para confirmacéo da infeccéo.

Os carrapatos positivos ao teste da hemolinfa foram entdo utilizados para
extracdo de DNA e aqueles que se mostraram negativos ap6s a infeccdo foram
novamente incubados a 36°C por mais 24 horas e submetidos a um novo teste da

hemolinfa.
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4.4.3) Teste da Hemolinfa

O teste da hemolinfa consiste num método de triagem de carrapatos
naturalmente infectados por riquétsias. Para realizacdo do teste da hemolinfa a porcao
distal de uma das patas do carrapato foi seccionada de forma a se obter uma a duas
gotas de hemolinfa, a qual foi aplicada sobre uma lamina limpa e desengordurada. As
laminas foram fixadas ao calor, coradas pelo método de Gimenez e examinadas ao

microscopio optico (Burgdorfer, 1970).

4.4.4) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As 689 amostras de DNA obtidas a partir dos ectoparasitos coletados foram
agrupadas e submetidas & PCR em pools contendo DNA de 6 amostras cada um,
resultando num total de 119 pools submetidos a PCR. Para isso foram misturadas 50 ng
de DNA total de cada amostra, formando um pool final de 300 ng de DNA.

Para amplificacgio do DNA riquetsial foram utilizados trés pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers) ja descritos na literatura, sendo um deles um
sistema nested (Azad et al., 1990; Webb et al., 1990; Schriefer et al., 1994). Os
iniciadores foram sintetizados pela Alpha DNA, estando suas seqtiéncias, Tm e tamanho
do produto amplificado apresentados na tabela 1.

Para deteccdo do género riquétsia foi utilizado um duplex composto por dois
pares de iniciadores género especificos, um par externo do gene que codifica uma

proteina estrutural de membrana de 17 KDa , altamente conservada no género e que
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amplifica um fragmento de 434 pb e outro um par de iniciadores do gene da citrato

sintase o qual amplifica uma porgéo de 381 pb.

Tabela 1 - Lista de oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR duplex

Tamanho do
Tm
Iniciador Origem Gene Seqiiéncia nucleotidica (5°—3°) produto
(°C)
amplificado
RpCs877p R. GGGGGCCTGCTCACGGCGG 70
gltA 381 pb
RpCs 1258n prowazekii ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 58
17 KDa 1 GCTCTTGCAACTTCTATGTT 56
R. rickettsii | 17 KDa 434 pb
17 KDa 2 CATTGTTCGTCAGGTTGGCG 62

As amostras negativas na primeira amplificacdo foram reamplificadas utilizando

outro par de iniciadores também género especificos (nested primers) que amplificam

uma regido mais interna do gene 17 KDa, permitindo a realizacdo de uma PCR de maior

sensibilidade (full nested PCR), que amplifica um fragmento de 232 pb. Os iniciadores

foram sintetizados pela Alpha DNA, estando suas sequéncias, Tm e tamanho do produto

amplificado apresentados na tabela2.

Tabela 2 - Lista de oligonucleotideos iniciadores utilizados na nested PCR

Tamanho do
Iniciador | Origem | Gene Seqiiéncia nucleotidica (5°—3°) produto Tm (°C)
amplificado
17 kDa
N 17kDal | R.typhi CATTACTTGGTTCTCAATTCGGT 232 pb 64
omp
17 kDa
N 17kDa2 | R.typhi GTTTTATTAGTGGTTACGTAA 232 pb 54
omp
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A reacdo de amplificacdo foi realizada conforme adaptacfes dos protocolos
descritos por Webb et al., 1990; Schriefer et al., 1994; Regnery et al., 1991 nas
sequintes condicbes: 1) PCR duplex: uma pré desnaturagdo a 94°C por 5 minutos,
seguida por 30 ciclos com desnaturaciao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 3
minutos e extensao a 72 °C por 2 minutos, seguida de uma extensao final de 72°C por 7
minutos e 2) nested PCR: pré desnaturacgdo a 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 50 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos, além de uma extensdo
final a 72°C por 7 minutos.

Ap6s a PCR, aliquotas de 5 pl do produto amplificado foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado pelo método da prata para verificagcdo
da amplificacdo dos fragmentos desejados (Sanguinetti et al., 1994).

Os pools de DNA que se apresentaram positivos foram desmembrados, ou seja,
aliquotas de cada amostra que o compunham foram amplificadas individualmente,

utilizando os mesmos procedimentos citados acima.

4.4.5) Teste de Sensibilidade da PCR

Com o objetivo de se determinar o limiar de deteccdo da PCR foram feitas
diluicBes sucessivas de DNA de carrapato infectado em DNA de carrapato nao
infectado.

As diferentes concentracbes de DNA de carrapato infectado foram misturadas
com DNA de carrapato ndo infectado e amplificadas em duplicata, partindo de uma

aliquota inicial contendo 150 ng de DNA de carrapato infectado com R. parkeri até 150
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ng de DNA de carrapato ndo infectado. As seguintes misturas foram feitas: 100 ng, 50
ng, 25 ng, 5 ng, 25 ng, 0,5 ng e 0,05 ng de DNA de carrapato infectado
experimentalmente diluido em 50 ng, 100 ng , 125 ng, 145 ng , 147,5 ng, 149,5ng e

149,95 ng de DNA de carrapato nao infectado, respectivamente.

4.5) SEQUENCIAMENTO

4.5.1) Clonagem

O produto amplificado de uma amostra proveniente de um pool de pulgas do
género Ctenocephalides foi clonado no vetor pCR® 2.1-TOPO do kit TOPO TA
cloning® da Invitrogen. O vetor pCR® 2.1-TOPO fornecido nesse kit é um plasmideo de
fita dupla linearizado, de 3,9 kb que contém genes que conferem resisténcia a
ampicilina e a kanamicina e o sistema operon Lac Z de Escherichia coli, dentro do qual
encontra-se o sitio de clonagem. O sitio de clonagem € caracterizado pela presenca de
uma timina despareada na extremidade 3’ e uma topoisomerase covalentemente ligada,
sendo o principio de clonagem baseado na presenca de um residuo de desoxiadenosina
na extremidade 3’do fragmento de PCR que ¢ adicionado pela atividade terminal
transferase independente de molde da enzima Taq DNA polimerase.

As reacdes foram realizadas de acordo com protocolo sugerido pelo fabricante.
A clonagem foi feita a temperatura ambiente durante 5 minutos. Foram utilizados 4puL
do produto fresco de PCR, 1pL do plasmideo vetor (10ng/pl) em 50mM Tris-HCL pH

7,4 (a 25°C); 1ImMI EDTA, 1mM DTT,; 0,1% Triton X-100; 100pg/mL BSA; 50%
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glicerol e 1 pL de solucdo salina contendo 1,2 M NaCl; 0,06 M MgCly, resultando um

volume final de 6 pL de produto de ligacéo.

4.5.2) Transformacgdo em célula bacteriana competente

As células competentes foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) da Universidade Federal de Ouro Preto.

Para cada transformacgdo foram adicionados cerca de 10 ng do plasmidio
recombinante (2 pL do produto de ligacdo) a 100 pL de célula quimicamente
competente. A mistura foi mantida em gelo por 45 minutos e entdo submetida a um
choque térmico a 42°C por 90 segundos, apos o que foi imediatamente transferida para
0 gelo e incubada por mais 2 minutos. Em seguida foram adicionados 1 mL de meio
Luria-Bertani (LB) sem antibiotico as células pré-incubadas com o DNA de interesse,
sendo as mesmas submetidas a uma nova incubacdo, sob agitacdo, a 37°C durante 1
hora. Apds esse periodo as células foram concentradas e plaqueadas em meio LB-agar
contendo 100uL/mL ampicilina, 40 ug/mL X-gal e 0,5 mM IPTG e incubadas a 37°C

por aproximadamente 18 horas.

4.5.3) Triagem das colbnias recombinantes

A triagem das colbnias recombinantes foi feita visualmente. As colbnias

brancas (recombinantes) que surgiram apos a transformacdo foram transferidas para
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uma nova placa contendo LB-agar, 100uL/mL ampicilina, 40 pg/mL X-gal e 0,5 mM
IPTG com o auxilio de um palito estéril e incubadas a 37°C overnight, de forma a se
obter réplicas das mesmas para posterior selecdo de clones positivos. O mesmo palito
utilizado para transferéncia das colénias foi também utilizado para insercdo do template
no mix de PCR e para o crescimento das coldénias em meio LB liquido contendo

100pL/mL ampicilina.

4.5.4) PCR de colonia

A confirmagdo do tamanho do inserto das colbnias recombinantes foi feita
através de PCR. Utilizando-se um palito estéril, uma pequena parte da col6nia
recombinante foi adicionada ao mix de PCR contendo tampd com 50 mM MgCly,
2,5mM dNTPs, 0,25 unidades de Taqg DNA polimerase, todos da Invitrogen ¢ 20 uM de
cada iniciador (direto e reverso). A reacdo de PCR ocorreu nas seguintes condicoes:
uma desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos com desnaturagao
a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos,
seguida de um ciclo final cuja extensdo ocorreu a 72°C por 7 minutos. O produto de
PCR obtido foi analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5

mg/ml.
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4.5.5) Purificacdo dos plasmidios recombinantes

As colbnias recombinantes foram crescidas em 10 mL de meio LB (1% triptona,
0,5% extrato de levedura, 1% NaCl pH 7,0) contendo ampicilina (100 pg/mL) a 37°C
por aproximadamente 18 horas.

Para extracdo do DNA plasmidial foi utilizado o kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System da Promega. As amostras foram concentradas através de
centrifugacdo a 14000 rpm por 5 minutos, sendo o sedimento celular ressuspendido em
250 pL de solucéo de ressuspensdo celular (10mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 7,5 e
100pg/ml RNAse H). Apos a ressuspensédo das células, foram adicionados 250 pL de
Solucdo de Lise Celular (0,2M NaOH e 1% SDS) e, em seguida, as amostras foram
homogeneizadas por inversdo dos tubos e incubadas a temperatura ambiente, por
aproximadamente 5 minutos, até o clareamento da suspensdo celular. Apos esse passo,
foram adicionados 10pL de Solucgéo de Protease Alcalina misturando-se as amostras por
inversdo, as quais foram incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubacdo, foram adicionados 350 pL de Solucao de Neutralizacdo (4,09M hidrocloreto
de guanidina, 0,759M acetato de potéassio e 2,12M é&cido acetico glacial) com o objetivo
de precipitar os restos celulares sendo as amostras imediatamente homogeneizadas por
inversdo. O lisado celular resultante foi entdo centrifugado a 14000 rpm (12000 x @)
durante 10 minutos, sendo o sobrenadante transferido para uma coluna contendo uma
resina de decantacdo. Essa coluna foi centrifugada a 14000 rpm (12000 x g) por 1
minuto, lavada com 750 pL de Solucdo de Lavagem da Coluna (10mM Tris-HCI pH

7,5, 60mM acetato de potassio e 60% etanol) e novamente centrifugada nas mesmas
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condicOes anteriores. O processo de lavagem da coluna foi novamente repetido
utilizando-se 250 pL de Solugdo de Lavagem e o DNA plasmidial eluido com 100uL de

agua deionizada estéril, por centrifugacdo da coluna nas mesmas condicGes anteriores.

4.5.6) Purificacao dos produtos da PCR

Alternativamente, produtos de PCR (nested PCR) foram purificados utilizando o kit
Wizard® PCR preps DNA Purification Systems da Promega, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. 90uL de produto de PCR foram passados por uma mini-
coluna com o auxilio de uma seringa. A seguir, a coluna foi lavada com isopropanol
80% e o DNA eluido com agua esteril destilada e deionizada. O produto obtido foi

entdo quantificado e submetido ao seqlienciamento direto.

4.5.7) Quantificacdo do DNA plasmidial e dos produtos da PCR

O DNA plasmidial e os produtos da PCR purificados conforme descrito acima,

foram analisados em gel de agarose 1 % em TAE 0,5X corado com brometo de etidio

(0,5mg/mL).

4.5.8) Reacao de seqlienciamento

Ambas as fitas dos DNA’s plasmidial e dos produtos de PCR purificados foram

sequenciadas utilizando-se o kit ABI PRISM BigDye Il Terminator Cycle Sequencing
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Ready Reaction da Applied Biosystems, um kit cuja a reacdo de seqiienciamento baseia-
se na técnica de terminacdo da cadeia por incorporacdo de dideoxinucleotideos

(ddNTPs), descrita por Sanger et al. (1977).

A reacdo de amplificagdo foi conduzida nas seguintes condicOes: desnaturacao
inicial a 96°C por 2 min, seguido por 30 ciclos compostos por desnaturagéo a 96°C
duranter 30 s, anelamento a 50°C por 20 s, extensdo a 60°C durante 4 min e uma

extensdo final a 60°C durante 10 minutos.

As reacOes de seqlienciamento foram realizadas em um volume final de 20 puL
contendo 8 uL de mix fornecido no kit de seqiienciamento, 10 pmoles de um primer e
200 a 500 ng do DNA a ser sequenciado. Os produtos de extensdo, produzidos na
reacdo de sequenciamento, foram purificados pela adicdo de 2 uL de NaOAc 3
mmoles e 50 uL de etanol 96% e incubagdo a temperatura ambiente por 15 min. Os
fragmentos foram coletados por centrifugacdo a 16.000 x g por 20 min. O precipitado
foi lavado com 200 pL de etanol 70%, centrifugado por 5 minutos, seco a temperatura
ambiente, ressuspendido em 5 plL do tampdo de corrida (1 volume de azul de
bromofenol e 5 volumes de formamida), desnaturado a 95°C por 5 min e mantido no
gelo até o momento de sua aplicacdo em gel desnaturante de poliacrilamida 4,5%. A
fluorescéncia emitida pelos oligonucleotideos foi coletada por uma camara CCD e
automaticamente convertida em sequiéncias de nucleotideos armazenadas na forma de

cromatogramas.
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4.5.9) Andlise da sequéncia nucleotidica

Com o objetivo de melhorar a comparagdo das seqiéncias obtidas com as
sequéncias depositadas, ambas as fitas, direta e reversa, foram alinhadas utilizando-se o
programa ClustalWw, disponivel no endereco eletronico
(http:\\www.workbench.sdsc.edu), editadas utilizando o programa Chromas

(http://.technelysium.com.au/chromas.html) e submetidas a pesquisa de homologia com

outras sequiéncias depositadas no GenBank, utilizando o programa BLASTn (Altschul et

al., 1997).

4.6) SOROLOGIA

4.6.1) Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

Foram coletadas amostras de sangue de 91 animais presentes no domicilio e
peri-domicilio do bairro da Cadeia, sendo 73 amostras de cédes e 18 amostras de cavalos.
Dez mililitros de sangue foram coletados através de venocentese da cefalica em cées ou
da jugular em cavalos e identificados de acordo com o animal de origem e proprietario.
O soro foi obtido através de centrifugacdo das amostras a 3000 rpm por 10 minutos e
congelados em tubos de polipropileno a —20°C, até 0 momento da analise.

As andlises foram feitas no laboratorio Referéncia Estadual para Riquetsioses da
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Aliquotas de soro

diluidas em tampédo fosfato (PBS pH 7,2) foram depositadas sobre ldminas contendo
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antigeno especifico contra R. rickettsii e incubadas a 37°C por minutos. A cada lamina
foi adicionado o conjugado total Fluorine H da Biolab® anti 1gG anti-c&o e anti-equino,
marcados com isotiocianato de fluoresceina, na diluicdo de 1:250. Os soros foram
testados na diluicdo 1:64, sendo este o ponto de corte utilizado. Quando positivos, 0s

soros foram testados até a ultima diluicéo reativa (Dumler e Walker, 1994 ).
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5. ResuLTADOS



5.1) COLETA DE VETORES

Durante as visitas realizadas entre os meses de maio de 2002 a marco de 2003
foram coletados 2241 carrapatos e 379 pulgas.

As pulgas foram identificadas como pertencentes ao género Ctenocephalides.

A identificacdo taxondmica dos carrapatos adultos, realizada segundo a chave
dicotdbmica e pictérica descrita por Aragdo & Fonseca (1961) permitiu a identificacdo
das especies A. cajennense, R. sanguineus e Anocentor nitens. A distribuicdo das
espécies esta mostrada no grafico 1 onde pode ser observada uma predominancia da
espécie A. cajennense.

A dindmica sazonal das espécies A. cajennense no municipio de Caratinga
apresentou os trés estadios parasitarios bem distribuidos ao longo do ano. As larvas
predominaram entre 0s meses de junho a setembro, as ninfas de setembro a dezembro e
0s carrapatos adultos de outubro a marcgo, conforme mostrado no grafico 2.

Quanto a dinamica sazonal da populacdo de R. sanguineus no municipio de
Caratinga (gréafico 3), p6de-se observar o predominio de larvas entre os meses de junho

a setembro, ninfas de setembro a novembro e adultos de dezembro a marco.
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Gréafico 1 — Distribuicdo de ixodideos coletados no municipio de Caratinga,
Minas Gerais.de acordo com a espécie.
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Gréafico 2 — Distribuicdo sazonal da populacdo do Amblyomma cajennense no
municipio de Caratinga, Minas Gerais.
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Grafico 3 — Distribuicdo sazonal da populacdo de Rhipicephalus sanguineus no
municipio de Caratinga, Minas Gerais.
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5.2) EXTRACAO DE DNA

O método de extracdo utilizado possibilitou a obtencdo de quantidades
satisfatorias de DNA gendmico total, isto é: DNA do vetor, DNA do hospedeiro

(vetores alimentados) e DNA de riquetsial (vetores infectados).

5.3) PADRONIZACAO DA PCR

5.3.1) Infeccao experimental de carrapatos

Dos 10 carrapatos da espécie A. cajennense coletados para realizacdo da
infeccdo experimental, nenhum apresentou forma intracelular caracteristica de riquétsia
nos hemacitos, sendo todos negativos ao teste da hemolinfa realizado na triagem.

Apos a inoculacdo experimental dos mesmos utilizando R. parkeri, obteve-se
100% de infec¢do comprovada por reacdo positiva ao teste da hemolinfa, observando-se

formas baciliformes vermelhas, caracteristicas de riquétsia.

5.3.2) Teste de sensibilidade da PCR
O sistema duplex PCR testado mostrou-se viavel, sendo capaz de detectar, em
uma Unica reacdo, a presenca de DNA de riquetsial até 25 ng de DNA de carrapato

experimentalmente infectado com R. parkeri em 300 ng de DNA total (figura 4).
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A utilizacdo do sistema nested também mostrou-se vidvel e sensivel, sendo
capaz de aumentar o limiar de deteccdo da PCR para 50 pg de DNA de carrapato

infectado em 300 ng de DNA de carrapato ndo infectado.

5.4) PCR duplex e nested PCR

Dos 119 pools submetidos a PCR, 13,4% (n=16) apresentaram-se positivos,
sendo 37,5% (n=6) compostos por DNA de pulga e 62,5% (n=10) compostos por DNA
de carrapato.

Destes 16 pools positivos, 31,2% (n=5) apresentaram-se positivos a PCR duplex

e 68,8% (n=11) mostraram-se positivos somente na nested PCR (figura 4).

5.5)  Sequienciamento

Dos 6 pools positivos obtidos a partir de DNA de pulga, todos eram compostos
por pulgas do género Ctenocephalides e um deles foi submetido ao sequenciamento
automatico, obtendo-se uma riquétsia com 100% de homologia com R. felis (figura 5).

Dos 10 pools positivos obtidos a partir de DNA de carrapato, 3 foram
seqlienciados sendo 2 pools compostos por carrapatos da espécie A. cajennense e outro
por R. sanguineus (tabela 3).

A andlise do fragmento amplificado a partir dos pools de A. cajennense nos
forneceu uma riquétsia com 100% de homologia com R. felis e outra com 97% de

homologia com R. rickettsii e R. honei. A analise do fragmento obtido a partir do pool

55



de R. sanguineus nos forneceu uma riquétsia, apos edicdo, com 100% de homologia

com R. felis.

Tabela 3- Resultado do seqtienciamento de produtos positivos de PCR de acordo vetor e
animal de origem

Animal de Més de
Pool | Género/espécie Riquétsia encontrada
origem coleta
Ctenocephalides
06 cdo junho R. felis
spp.
21 A. cajennense equino dezembro R. felis
22 R.sanguineus cdo setembro R.felis
R. rickettsii
28 A. cajennense equino setembro
R. honei

5.6)  Sorologia animal

Dos 73 soros de cdes analisados, nenhum mostrou-se positivo a RIFI. Com

relacdo aos soros de equinos, das 18 amostras submetidas a sorologia, 17% (n=3)

apresentaram-se positivas a RIFI nos titulos 1:64 e 1:128 (gréafico 4).
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Figura 4 - Gel de poliacrilamida 8% corado pela prata de produto amplificado de PCR
duplex usando os pares de primers CS.877p, Cs.1258n e 17kDa R e F; e produto
amplificado de nested PCR usando o par primers n 17kDa R e F. Canaleta 1: marcador
de peso molecular (100pb). Canaletas 2 a 5: PCR duplex de amostras de campo.
Canaleta 6: controle negativo (duplex). Canaleta 7: controle positivo (duplex) (R.
parkeri). Canalates 8 e 9: nested PCR das amostras 2 e 3, respectivamente. Canaleta
10: controle negativo (nested PCR). Canaleta 11: controle positivo nested PCR (R.
parkeri).
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gctcttgcaacttctatgttacaagcctgtaacggaccaggcggtatgaataaacaaggt
gctcttgcagcttctatgttacaagcctgtaacggaccaggcggtatgaataaacaaggt

acgggaacacttcttggctgtgccggecggtgcattacttggttctcaattcggcaagggce
acgggaacacttcttggcggtgccggecggtgcattacttggttctcaattcggcaaggge

aaggacagcttgtcggagtaggtgtaggtgcattacttggagcagttcttggtggacaa
aaaggacagcttgtcggagtaggtgtaggtgcattacttggagcagttcttggtggacaa

ataggtgcaggtatggatgagcaggatagaagacttgctgaactcacttcacaaagagct
ataggtgcaggtatggatgagcaggatagaagacttgctgaactcacttcacaaagagct

ttagaagcaacacctagcggcactagcgtagaatggcgtaatccggataacggtaatcat
ttagaagcaacacctagcggcactagcgtagaatggcgtaatccggataacggtaatcat

ggttacgtaacacctaataaaacttatagaaatagcactggtcaatattgccgtgagtac
ggttacgtaacacctaataaaacttatagaaatagcactggtcaatattgccgtgagtac

actcaaacagttgtaataggcggaaaacaacaaaaagcatacggtaatgcatgccgccaa
actcaaacagttgtaataggcggaaaacaacaaaaagcatacggtaatgcatgccgccaa

cctgacg
cctgacg

Figura 5 — Alinhamento da seqliéncia do fragmento do gene 17 kDa Sequéncia em azul
representa a sequéncia do fragmento do gen 17 kDa da R. felis obtida no
sequenciamento e a sequéncia em vermelho representa a seqiiéncia do mesmo
fragmento depositada no GenBank .
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Positivos
17%

Negativos
83%

Gréfico 4 - Resultado da pesquisa de anticorpos anti Rickettsia rickettsii em soro de
eqlinos utilizando-se a RIFI .
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5. Discussio



As pulgas e carrapatos foram os principais ectoparasitas coletados durante as
visitas realizadas no bairro da Cadeia, no municipio de Caratinga, os quais foram
encontrados parasitando animais domésticos no domicilio e peri-domicilio.

Todas as pulgas coletadas foram classificadas como pertencentes ao género
Ctenocephalides e foram encontradas parasitando cées e gatos. O género
Ctenocephalides possui ampla distribuicdo mundial e amplo espectro de hospedeiros,
sendo um dos parasitas mais comuns em cées e gatos, além de se alimentar também em
humanos (Marquez et al., 2002; Kenny et al., 2003).

Dos 6 pools positivos obtidos a partir de DNA de pulga, todos eram compostos
por pulgas do género Ctenocephalides, sendo um deles submetidos ao sequienciamento,
o0 qual revelou uma riquétsia com 100% de homologia com R. felis.

O achado de pulgas do género Ctenocephalides infectadas com R. felis,
detectado atraves de PCR, sdo uma evidéncia de que a R. felis pode representar uma
espécie de importancia epidemiolégica relevante na regido estudada.

A R. felis inicialmente designada agente ELB, é uma bactéria transmitida por
pulgas do género Ctenocephalides, as quais também atuam como reservatérios devido a
transmissdo transovariana (Azad et al., 1992; Higgins et al., 1996; Bouyer et al., 2001).
Sua distribuicdo esta ligada a presenca do inseto vetor e até o presente momento, foram
detectadas em populacGes de pulgas nas Américas do Sul , Norte e Europa (Oliveira et
al. 2002; Méarquez et al., 2002).

R. felis foi descrita pela primeira vez em 1990, por microscopia eletronica, em
células epiteliais do intestino de pulgas da espécie Ctenocephalides felis, investigadas

como possiveis vetores da R. typhi (Adams et al.,1990), sendo sua posi¢ao taxonémica
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dentro do género Rickettsia obtida através de comparacdo da seqliéncia gendmica do
fragmento amplificado da proteina antigénica 17kDa, a partir de tecido infectado de
pulgas (Azad et al., 1992). Sua patogenicidade ao homem tem sido demonstrada através
de sua detecgédo, por PCR em humanos nos Estados Unidos (Schriefer et al.,1994),
México (Zavala-Velasquez et al., 2000), Brasil (Raoult et al., 2001) e Europa (Richter
et al., 2002) e em pulgas do género Ctenocephalides no Brasil (Oliveira et al., 2002),
Espanha (Méarquez et al., 2002) e Reino Unido (Richter et al.,2002) .

Cabe ainda ressaltar que o tifo murino, causado pela R. typhi, era até pouco
tempo, considerada a unica riquetsiose transmitida por pulgas. No entanto, em funcéo
da ampla distribuicdo mundial da R. felis e do vetor, deve-se levar em consideracdo sua
participacdo na patogenia de doencas semelhantes ao tifo murino e a febre maculosa.

Em humanos, R. felis pode produzir uma sindrome clinica semelhante ao tifo
murino (Schriefer et al.,1994), podendo estar implicada em casos humanos compativeis
com tifo (Richter et al.,2002), embora Galvéo et al 2004 tenham sugerido uma possivel
gravidade do mesmo nos casos ocorridos no Brasil e no México,0 que torna necessario a
sua distingdo também da FMB.

Assim, a presenca de R. felis em pulgas representa um indicador da possibilidade
de surgimento de outras riquetsioses humanas na regido, além de atestar sua
potencialidade vetorial na transmissdo de riquetsioses.

Neste estudo, as espécies A. cajennense e R. sanguineus foram encontradas de
maneira importante em cées e equinos, 0 que chama a atencdo para a possibilidade de

participacdo destes animais na epidemiologia das riquetsioses na regiao.

62



O género Amblyomma, o mais frequente no Brasil, € o de maior importancia
médica, ja que inclui as principais espécies que parasitam humanos. Dentre elas , A.
cajennense, Amblyomma aureolatum e Amblyomma cooperi, , Amblyomma striatum as
quais estdo incriminadas na manutencdo enzodtica e na transmissdo da febre maculosa
para humanos (Dias e Martins, 1939; Lemos et al., 1996a; Figueiredo et al., 1999;
Labruna et al., 2001).

O A. cajennense no Brasil, € encontrado em abundancia em todos os estados da
regido sudeste e centro-oeste, porém com distribuicdo limitada nas demais regides. E a
principal espécie de carrapato que parasita seres humanos no centro-sul brasileiro e é
considerado o principal vetor da FMB (Dias e Martins, 1939).

Padrdo de distribuicdo de ixodideos semelhante ao encontrado neste estudo, no
qual ha predominio da espécie A. cajennense, foi anteriormente descrito por Lima et al.,
1995 e Lemos et al., 1997 em estudos realizados em areas endémicas do estado de Sdo
Paulo, o que nos leva a crer que haja maior prevaléncia desta espécie em areas
endémicas para febre maculosa.

O achado de carrapatos da espécie R. sanguineus infectado por R. felis
representa um achado inédito na literatura, enquanto o achado de carrapatos da espécie
A. cajennense infectado por R. felis ja foi descrito por Galvao et al., 2002, sendo ambos
passiveis de confirmacdo, ja que ha uma controvérsia com relacdo a identidade genética
da espécie encontrada devido a especificidade parasitaria das riquétsias.

Com relagdo ao achado das espécies R. rickettsii e R. honei em A. cajennense, a
metodologia utilizada ndo permitiu a diferenciacdo entre as duas espécies encontradas,

pois os iniciadores utilizados na reacdo de seqlienciamento codificam um fragmento
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altamente conservado dentro do género Rickettsia, ndo permitindo concluir sobre a
identidade especifica dos agentes investigados, fazendo-se necessarias novas
caracterizacg@es utilizando outros fragmentos espécie-especificos.

O estudo soroldgico de potenciais hospedeiros forneceu valiosas informagdes
sobre o ciclo epidemioldgico da doenga em Caratinga.

No inquérito soroldgico realizado no bairro da Cadeia, nenhum dos soros
caninos mostrou-se reativo a RIFI utilizando antigeno especifico de R. rickettsii
enquanto 17% dos soros equiinos mostraram-se reativos.

Resultados positivos a RIFI indicam infeccdo por riquétsia do GFM, mas nédo
identificam a espécie, podendo-se tratar inclusive de uma espécie ndo patogénica do
GFM devido a possibilidade de reatividade cruzada entre riquétsias de um mesmo grupo
(Philip et al., 1976).

No Brasil os cdes vém sendo indicados como animais sentinelas da situagéo
epidemiologica da FM em regifes endémicas. No entanto, nas areas rurais da regiao
Sudeste, 0s equinos sdo os principais hospedeiros para todos os estagios do A.
cajennense, incriminado como principal vetor da FMB (Lemos et al., 1996a).

Também em Caratinga, 0s equinos foram encontrados como 0s principais
hospedeiros do A. cajennense, fato este que reforca o papel sentinela dos equinos na
cadeia epidemioldgica da FMB na regido, fato esse comprovado a partir de sorologia
positiva para R. rickettsia nos mesmos, demonstrando a circulacdo de riquétsias do
GFM no foco estudado, cabendo aos cdes o papel de possiveis carreadores de vetores

infectados para o domicilio conforme ja sugerido por Lemos et al., 1997.
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Assim, 0s equinos podem representar um dos principais elos na cadeia
epidemioldgica das riquetsioses na regido, pois sdo capazes de albergar grandes
infestacBes de carrapatos. Associado a isso h4d o fato de serem animais de livre
movimentacdo, criados soltos e utilizados para o transporte, podendo dispersar
carrapatos infectados, os quais podem se estabelecer em outras areas provocando assim,
0 surgimento de novos focos.

O c&o assim como o cavalo € um animal proximo ao homem, e pode como aqui
ja discutido, ter também um importante papel na cadeia epidemioldgica da FM. A
auséncia de sorologia positiva no cdo, associado a auséncia de casos humanos
diagnosticados no local nos ultimos 12 anos parece ser importante para a caracterizagao
de foco inativo porém, a presenca de sorologia positiva em equinos, considerando o
papel desses animais como sentinela, apontam para necessidade de se manter um
sistema de vigilancia epidemioldgica no local e na regiéo.

Embora a distribuicdo sazonal da populacdo de vetores ndo tenha sido objetivo
de nosso trabalho, a andlise dos diferentes estadios evolutivos das espécies R.
sanguineus e A. cajennense permitiu determinar a variacdo sazonal destas populactes
em Caratinga no ano de 2002, as quais apresentaram um padrao de distribuicdo sazonal
semelhante ao ja descrito no sudeste do pais, com cada uma das espécies completando
apenas uma geracdo por ano e, apesar de serem encontrados os trés estadios em
qualquer més, ocorreram picos de determinados estadios em determinados meses: larvas
em maio, ninfas em outubro e adultos em marco, com tendéncia de aumento da

populacdo de ixodideos ao longo do ano, na regido estudada.
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O A. cajennense completa uma geragé@o por ano no sudeste do Brasil, mostrando
0s 3 estddios parasitarios marcadamente distribuidos ao longo do ano. As larvas
predominam de abril a julho; as ninfas de julho a outubro e os adultos predominam nos
meses quentes e chuvosos, de outubro a marco (Oliveira , 1998; Labruna et al., 2002).

Magnarelli et al., 1981, observaram que a prevaléncia de carrapatos infectados
detectados por IFD é a mesma tanto em areas endémicas como em areas ndo endémicas,
fato este que reduz aparentemente a importancia do carrapato como indicador de
atividade riquetsial em uma determinada area, isto €, embora a presenca do ixodideo
infectado seja necessaria, ela ndo € suficiente para produzir casos humanos.

Dessa forma, para que haja atividade riquetsial seria necessaria a coexisténcia de
uma relacdo de positividade entre vetores, hospedeiros e reservatorios, incluindo
animais silvestres.

Assim, baseado nos dados obtidos no municipio de Caratinga, podemos concluir
que o mesmo apresenta nivel de endemicidade diferente das demais areas do pais
reconhecidamente endémicas. Embora se tenha detectado a presenca de anticorpos anti
riquétsia do GFM no cavalo e apesar de deteccdo molecular de riquétsias patogénicas do
GFM em artrépodes vetores, ndo ha registro sistematico de casos de FM na regido nos
Gltimos 12 anos, o que a coloca o municipio num nivel de baixa transmissdo, embora o
risco ainda exista. Desse modo, esses achados recomendam uma vigilancia

epidemiologica no local bem como na regido.
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6 - (oNCLUSOES



A partir deste trabalho conclui-se que:

1. O género Amblyomma na regido de Caratinga, assim como na regido sudeste,

representa 0 género mais nUMeroso;

2. A distribuicdo sazonal das espécies A. cajennense e R. sanguineus na regido de
Caratinga apresentou 0 mesmo padrdo descrito na regido sudeste do pais para

tais espécies;

3. O sistema duplex mostrou-se viavel eliminando a necessidade de realizacdo de
PCR simples para cada um dos primers isoladamente, resultando em economia

de material e tempo;

4. O sistema full-nested também mostrou-se viavel e sensivel, sendo capaz de
aumentar, consideravelmente, o limiar de deteccdo do parasita em artropodes

vetores;

5. Analise da seqtiéncia nucleotidica do produto de PCR obtido a partir de pulgas

do género Ctenocephalides utilizando iniciadores internos do gene 17 kDa

mostrou 100% de homologia com R. felis;
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10.

11.

12.

A sequéncia obtida a partir do produto de PCR obtido de carrapatos da espécie

R. sanguineus apresentou 100% de homologia com R. felis;

A sequéncia obtida a partir do produto de PCR obtido de carrapatos da espécie

A. cajennense apresentou 97% de homologia com R. rickettsii € R. honei;

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo do fragmento de
riquétsia obtido a partir de carrapatos da espécie A. cajennense ndo permitiram

concluir sobre a identidade especifica das espécies encontradas;

Nenhum cdo apresentou sorologia positiva frente a pesquisa de anticorpos anti

R. rickettsii;

Dos equinos submetidos a RIFI 17% mostraram-se reativos nos titulos 1:64 e

1:128;

A auséncia de sorologia positiva no céo, associado a auséncia de casos humanos

diagnosticados no local nos altimos 12 anos parece ser importante para a

caracterizacdo de foco inativo;

A presenca de R. felis em pulgas e carrapatos ¢ um indicador da possibilidade de

transmissdo de novas riquetsioses humanas na regido;
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13. A presenca de sorologia positiva em equinos, considerando o papel desses
animais como sentinela, apontam para necessidade de se manter um sistema de

vigilancia epidemiolégica no local e na regido.
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/ - PERSPECTIVAS



Empregar o Western blot na diferenciacdo de soros positivos a RIFI;

Realizar testes sorologicos utilizando outros antigenos do GFM, como por
exemplo, antigeno de R. felis;

Isolar Rickettsia spp. a partir de vetores e pacientes;

Investigar e analisar a importancia do ciclo silvestre da doenca e seu elo com
o ciclo domiciliar e peri-domiciliar;

Estabelecer uma proposta de sistema de vigilancia epidemiolégica e controle
de riquetsioses para a regido estudada;

Desmembrar e sequenciar os demais pools positivos encontrados;

Desenhar novos oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos;

Criar controles internos de PCR.
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