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“Sado as nossas escolhas, mais do que as nossas
capacidades, que mostram quem realmente somos.”

Albus Dumbledore.



DEDICATORIA

Dedico a conclusdo desse curso e a elaboracao do relatério a todos os
familiares que estiveram sempre comigo, me apoiando em todos 0s momentos.
Importante lembrar que familia, no contexto dessa frase, ndo se refere apenas
aos lacos sanguineos, vai além disso, familia aqui, deve ser entendido como
lugar que eu me sinta bem e querido. Dedico a todos os irmé&os (de sangue ou

nao) que a vida me deu, lagos que espero eu, hunca sejam cortados.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus/Olorum, aos orixas, meu pai Oxalufan, bem
como as demais entidades, espiritos e energias superiores a mim, que me guiaram
e me auxiliaram de alguma forma no percurso desses mais de cinco anos. Ter
conseguido chegar aqui, me faz crer mais ainda, que um ser superior esteve
sempre comigo. O babalorixa Junior de Ajagund e a Yalorixd Maria Helena que
cuidam do meu sagrado e me guiam no bom caminho espiritual. Muito obrigado,
axe!

Agradeco aos meus Pais José Wellington Gomes da Silva e Antbnia Fabiana
Cavalcanti de Andrade Gomes que me mostraram a garra necessaria para chegar
onde estou, me servindo sempre como dois exemplos perfeitos de como lutar
pelos meus objetivos, além disso, alcanca-los. Obrigado pais, sem vocés, ndo sei
onde estaria nesse momento.

A minha irma Ana Carolina Cavalcanti de Andrade Gomes, uma pessoa que sei
que estard comigo em todos os momentos. No ultimo ano, ela tem me mostrado o
quanto é uma mulher completa e amorosa, tem me mostrado o que é de fato amor
fraternal, amor irmdo. Agradeco sempre a vocé pelas lindas palavras que vocé
sempre me diz quando estou precisando. Fique sempre comigo.

Aos meus avos: Pepé, Manoel, Edite e principalmente a minha avé Carminha
(Guerreira), ambos sempre me deram todo o carinho necessario, e me mostraram
a importancia da familia. Entre esses, o agradecimento vai em especial a minha
avé Carminha, que hoje, brilha e esta comigo na forma néo carnal.

Aos demais familiares que sempre buscaram me apoiar em todos 0s momentos
desse curso, em especial aos meus tios Cristina e Amauri que me auxiliaram da
forma mais direta me aceitando em sua casa. As minhas primas Tamires Andrade,
Isabela Pimentel e Barbara Fernanda, e meus tios Zielma e Marcos, Cristiane e
André que também estiveram sempre comigo. Aos demais familiares, obrigado
também por todo o apoio.

Samantha Rodrigues de Farias, ou simplesmente Sam, foi, e €, um dos
melhores presentes que a Universidade me deu. E dificil de explicar a sintonia que
temos, e 0 quanto suas palavras de apoio sempre me ajudaram. Quando pensei
gue estava demais, e ndo conseguiria dar conta, quando acreditava que duas
graduacdes seriam impossiveis, ela me ajudava da melhor forma possivel.

Obrigado minha Sam.



Paula Fernanda Costa de Souza, ou Fernanda como ela prefere que os intimos
a chamem, me mostrou a garra que tem o sertanejo, a garra do povo indigena,
mas além disso, me mostrou o quanto uma mulher pode ser bruta e amorosa ao
mesmo tempo. Dentro dessa mulher tem uma quantidade enorme de amor,
honestidade, carinho e principalmente companheirismo. Obrigado por estar
sempre comigo, Fé.

Esdras Lima de Carvalho Gueiros, € uma das melhores pessoas que Deus
colocou no meu caminho, alguém que tem me acompanhado nesse ultimo ano e
me mostrado sobre o amor mais puro existente. Obrigado por ter me feito
reencontrar esse sentimento. Pedro e Dona Rosangela, vocés também tém se
tornado essenciais na minha vida, amo vocés, obrigado.

Wedna Galindo, um dos maiores exemplos de mulher que conheci, esteve
comigo em tantos momentos da minha histdria, ndo poderia ser diferente na
conclusdo desse curso. Vocé é um exemplo de mulher, como pessoa, como
professora, como politica, como cidada. Vocé € um exemplo. Obrigado por ser
meu exemplo.

A minha turma da Medicina Veterinaria que sempre me animou, e me fez rir
todos os dias bons e maus da graduacao, vocés estardo pra sempre comigo, falo
aqui especialmente para: Sam, Fernanda, Amanda Pina, Ana Paula, Ayna Arramis,
Julio César, Michel Guilherme, Taylane Alves, Williane Barbosa e ainda mais
especial a Felipe Torres, que apesar de ndo estar mais entre nés fisicamente, sua
energia me da forcas diariamente. Obrigado minha SV3. As gerosas geram na
geréncia das gerosas.

“‘Ohana quer dizer familia, e familia quer dizer nunca esquecer ou abandonar”
e assim me sinto com vocés. Irmaos de semelhanca, irméaos de amor, lury (meu)
Sonho e Angelo Vilar, dois amigos que estiveram comigo sempre, eu amo VOCEs
de uma forma que nao sei descrever. Obrigado por tudo, Sonho e Angel.

Joyce sueely, Larissa Brito, Leandro de Lira, Michael Soares, Monalisa Sales e
Nadson Lins, vocés me ensinaram uma das melhores coisas da vida: Seja quem
vocé €. Nunca vou esquecer de todo o apoio que sempre me deram, e de tudo que
sempre me ensinaram. Estejam sempre comigo, eu imploro.

Meus amigos do Ensino Médio que marcaram, e ap0s tantos anos continuam
em meu coragao, espero que assim permanecam, vocés foram de verdade muito

importante nessa etapa da minha vida: Hélder Filipe, Lyllyan Belo, Taires Mayara.

10



Jerlane Tarcilia e Jeanne Tavares foram duas mulheres incriveis que conheci, e
gue me ajudaram com seus companheirismos nessa fase final do curso, pessoas
gue tenho em meu coracgdo, e que espero que saibam que podem contar comigo
igualmente quando precisarem. Agrade¢o muito a vocés.

Aos laboratorios que trabalhei e trabalho: LAPAR E LDP, onde pude conhecer
pessoas maravilhosas e que sempre buscaram entender da melhor forma possivel
a jornada da dupla graduacéo. Agradeco a todos, em especial a Lais Kelly e Winny
Gomes, além dos coordenadores desses locais: Jaqueline Bianque de Oliveira
(Uma mae) e Leucio Camara Alves (Um pai), que da melhor forma possivel, me
orientaram e orientam na vida académica. Agradeco ainda as pessoas que me
auxiliaram a dar os primeiros passos na universidade: Amanda Castro, Béarbara
Nogueira e Taci Cassia. O pessoal do LIRN — FIOCRUZ que me ajudou
principalmente nessa reta final da graduacdo, em especial a Nicole Moura, Tayra
Sato e o Professor Gilberto Salles Gazéta, sem vocés, esse ESO néo teria sido
possivel.

Agradeco ainda aos meus professores da graduacéo, a todos e todas que de
alguma forma contribuiram positivamente para esse momento, que dedicaram dias
e mais dias planejando aulas para me fazerem aprender. Em especial aos que me
inspiram, espero algum dia despertar aos meus alunos, metade da curiosidade e
vontade de aprender que vocés despertavam em mim durante as aulas: Maria
Taciana, José Vitor, Jaqueline Bianque, Ellen Cordeiro, Miriam Teixeira, Maria
Cristina, Claudio Coutinho, Leucio Camara, Wilton Janior, Edna Michelly, Jean
Carlos, Andrea Alice, Elizabeth Sampaio e Carolina Akiko e Pierre Castro.

Ao sistema de cotas incluido no Pais por um governo popular (Lula e Dilma)
gque me possibilitou entrar na Universidade. Governo popular esse que foi
brutalmente arrancado do poder por Michel FORA TEMER e seus aliados.
Agradeco ainda, aos demais movimentos sociais: LGBTTQI+, feminista, negro,
MST e quaisquer outros movimentos que de alguma forma me tornaram melhor do
que eu era antes de conhece-las melhor. Bolsonaro ndo me represental

Agradeco por ultimo também a mim, por ndo ter desistido e mostrado a garra
necessaria para chegar nesse momento. E por n&o ter desistido, que eu posso
chegar aqui, e de certa forma, dar um orgulho a todos aqueles que foram citados
nesses agradecimentos. Por uma ultima vez, nesse texto, obrigado a todos e

todas.

11



LISTA DE TABELAS
Pagina

Tabela 1 — Exames realizados durante o periodo vigente do estagio, e a
respectiva quantidade de amostras por exames, e porcentagem de amostras
L0 T LY Z= T USSR 25

Tabela 2 — Exames realizados durante o periodo vigente do estagio, separado
por espécie, e a respectiva quantidade de amostras por exames, e
porcentagem de amOoStras POSITIVAS. .......uuerrrrieeieeeeeiieieaa e e e 26

Tabela 3 — Exames realizados durante o periodo vigente do estagio no
ambulatério de leishmaniose canina, e a respectiva quantidade e porcentagem
de AMOSEIAS POSITIVAS. ....ceeiiiiiieiiiee ettt e e e e eeee s 28

Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados para identificacdo genotipica de
ESPECIES U NMQUELSIAS.....cceeeiieeeeeeeeee et e e e e eaaeas 48

Tabela 5 - Espécies de vetores de riquétsias coletados, em hospedeiro e
municipio investigados para Febre Maculosa Brasileira, no estado do Ceara, no
periodo de julho de 2014 a julho de 2017.........evvviiieieieeeeeeeieeeeeeeeeceeee 49

Tabela 6 — Espécies e estagios de vida das amostras positivas de carrapatos
[Tz W [0 [0 T=] 5] 0T 1 S 50

Tabela 7 — Frequéncia minima de vetores infectados com riquétsias (%) para
cada espécie de artropode e por municipios do Estado do Ceara no periodo do

12



LISTA DE FIGURAS
Pagina

Figura 1. Estagiario realizando maceracéo de artropodes potenciais vetores de
riquetsioses, apdés congelamento do espécime em nitrogénio liquido, para
eXtraCao de DNA gENOMICO......uuuuiiiiei e e e e 21

Figura 2. Artropode em processo de maceragcdo com uso de nitrogénio liquido
para extracao de DNA gENOMICO .......cccuuuiruuiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e e eeeeeaeaes 21

Figura 3. Estagiario realizando técnica de extracdo de DNA gendmico dos
artropodes potenciais vetores de rqUEetSIOSES.......cuuuviviieeeeeeeeeeeee e 21

Figuras 4 e 5 — Pipetacdo das amostras dos artrépodes em gel de agarose
para obter 0s resultados da PCR........ccooiiiiiiiii e 22

Figura 6 — Estagios de desenvolvimento (larva, ninfa, macho e fémea) do
Amblyomma cajennense. Fonte: Tickencounter. 2016...............ccccoevvvvvvvvvrnnnnn. 35

Figura 7 — Espécimes de Amblyomma ovale — a) Macho dorsal; b) Macho
ventral; c) Fémea dorsal; d) Fémea ventral. Fonte: Caroline Gracielle Torres
Ferreira et al. 2013 . ... 36

Figura 8 — Espécime de Amblyomma parvum, no estagio de desenvolvimento
adulto, fémea. ANid. 2008...........uuuiiiiiiiiiei e 38

Figura 9 — Espécies do estagio de desenvolvimento adulto (FEmea a esquerda

e macho a direita) de Ctenocephalides felis. Fonte: Alamy Stock Photo. 2006

Figura 10 — Estagios de desenvolvimento (Larva, Ninfa, Macho e fémea) do A.

cajennense. Fonte: Tickencounter. 2017........ccccooviiiiiiiieieiiiicieee e e e 41

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

13



%

°C

DNA

FIOCRUZ

GFM

h

I0C

LACEN/CE

LIRN

mg

ml

mM

N2

POP

asp

SDS

TRIS

TE

Porcentagem
Graus celsius
Micromolar

Desoxyribonucleic Acid - Acido
Desoxirribonucléico

Fundacao Oswaldo Cruz
Grupo Febre Maculosa
Hora

Instituto Oswaldo Cruz

Laboratorio Central de Saude
Publica/Ceara

Laboratério de Referéncia Nacional
em Vetores das Riquetsioses

Miligrama

Mililitro

Milimolar

Nitrogénio

Procedimento Operacional Padrao
Quantidade suficiente para
Segundos

Sodium Dodecyl Sulfate - Dodecil
Sulfato de Sodio

Tris (hidroxi) metil amino metano

Tris-EDTA

14



SUMARIO

Paginas
CAPITULO I:  VIVENCIAS NO ESTAGIO SUPERVISIONADO
OBRIGATORIO . .ottt et e et e e e e e e et e e e aaies 16

1. LABORATORIO DE REFERENCIA NACIONAL EM VETORES DAS
RIQUETSIOSES (LIRN) — INSTITUTO OSWALDO CRUZ (I0C) — FUNDACAO

OSWALDO CRUZ (FIOCRUZ).......coeeeeeiciiee e 18
1.1 Caracteristicas do [0CaAl.......coooiiiveiiiii i 18
1.2 Atividades realizadas...........oeviiiiiiieiiiieeeee e 18
2. LABORATORIO DE DOENCAS PARASITARIAS - UNIVERSIDADE
FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO........cccttiiiieeieiiiie e 24
2.1 Caracteristicas do [0Cal..........coovuiiiiiiiiieec e 24
2.2 Atividades desSenVvolVidas.........cccceeeiieiiiiiie e 24
2.2.1 Procedimentos |aboratoriaiS.......cccceeieeeiiiiiiie e 24
2.2.2 Ambulatdrio de Leishmaniose caninNa.......cccceeeeevieeeveeieeceeevicee e, 27

CAPITULO II: Deteccdo Molecular de Rickettsia sp. e Aspectos
Epidemioldgicos da Febre Maculosa em Potenciais Vetores Provenientes

de Municipios do EStad0 dO CearA...........ooiuviiiiiieiiiiiiiiie e 29
1. INTRODUGAO. ... .ottt eneae 31
2. OBUJIETIVOS. ...ttt bbbttt e e e e e e e e aaeeaaeeeas 33
3. REVISAO DE LITERATURA .......ci ittt 34
3.1 AMbBlyomma CajENNENSE........cooiiiiiite e 34
3.2 AMDBlyOomMma NOUOSUM.......oiiiiiiiiiieii it 35
3.3 AMDbBIYOMMA OVAIE........ccoiiieeeeeeecec e e e e 36
3.4 AMbBIYOMMA PAINVUM......coeiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeaeeeeesannnns 37
3.5 Argas MUNIALTUS. ......uueuiiii i e eee e e e e e e e e e e e e e e e e aaa e e e e e aaaaaeas 38
3.6 Ctenocephalides feliS..........ooovviiiiiiiiiei e 38
A (o Yo =TS (0] £ ToF= 1 LU 1RSSR 40
3.8 Rhipicephalus SANQUINEUS. .........cccuuiiiiiiiiiiiiiie e 40
3.9 RICKETISIA SP. +rreeeeettitiieeieie e ettt e e e e e e e e e e bbb 41
3.10 Candidatus Rickettsia andeanae.............cuuuveerieiiiiiiieeeiee e 43
3.11 RICKEttSIA DeIIIL...cceeeeeeeee e 44
3.12 RICKESIA RIS . .ceiiiieee et 45
4. MATERIAL E METODOS........ooiiieeeceeee ettt ettt ane e, 46
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cociiiiiieeeeeeeeeee e 49
B.CONCLUSAD. ..ottt ettt 53
7. REFERENCIAS ..ottt st n e e 54

15



CAPITULO I: VIVENCIAS NO ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

RESUMO

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas para o cumprimento
do Estagio Supervisionado Obrigatorio (ESO), realizadas em dois laboratérios
de pesquisa. A primeira fase do ESO foi desenvolvida no Laboratorio de
Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses (LIRN), que faz parte do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC), da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no
municipio do Rio de Janeiro — RJ, no periodo de 14 de setembro a 26 de
outubro de 2018, com carga horéaria de 224 horas. Ja a segunda fase do ESO
foi desenvolvida no Laboratério de Doencas Parasitarias, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no municipio de Recife — PE, de 26 de
outubro a 04 de dezembro de 2018, com carga horéria total de 200 horas. As
atividades realizadas foram coordenadas pelo orientador Prof. Dr. Leucio
Camara Alves (UFRPE) e supervisionadas pela Dra. Nicole Oliveira de Moura
Martiniano (FIOCRUZ).

Palavras-chave: doencas parasitarias, parasitologia, riquetsiose, zoonose,

diagndéstico molecular.
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ABSTRACT

The present report describes the activities developed during the Mandatory
Supervised Internship (MSI), carried out in two research laboratories. The first
phase of the MSI was developed at the Laboratory of National Reference on
Vectors of Ricktsiosis (LIRN), which is part of the Oswaldo Cruz Institute (I0C),
of the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), in the municipality of Rio de
Janeiro - RJ, from September 14 to October 26, 2018, with a total workload of
224 hours. The second phase of MSI was developed at the Laboratory of
Parasite Diseases, in Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), in the
city of Recife - PE, from October 26 to December 4, 2018, with a total workload
of 200 hours. The developed activities were coordinated by Dr. Leucio Camara
Alves (UFRPE) and supervised by Dr. Nicole Oliveira de Moura Martiniano
(FIOCRUZ).

Key-words: parasitic diseases, parasitology, rickettsiosis, zoonosis, molecular

diagnosis.
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1. LABORATORIO DE REFERENCIA NACIONAL EM VETORES DAS
RIQUETSIOSES (LIRN) — INSTITUTO OSWALDO CRUZ (I0C) - FUNDAGAO
OSWALDO CRUZ (FIOCRUZ)

1.1Caracteristicas gerais do estagio

A primeira fase do Estagio supervisionado obrigatério foi realizado no
Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores das Riguetsioses (LIRN), que
faz parte do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), um dos institutos da FIOCRUZ. O
LIRN fica localizado no Pavilhdo Lauro Travassos, anexo posterior, salas 1 —
10, no campus principal da FIOCRUZ-RJ, localizado na Avenida Brasil, 4365,
no bairro de Manguinhos, zona Norte do municipio do Rio de Janeiro — RJ. O
periodo do estagio foi do dia 14 de setembro de 2018 a 26 de outubro de 2018.

O estagio era realizado no turno da manhé e da tarde, compondo carga
horéaria diaria de 8 horas, sendo no turno da manha de 08:00h as 12:00h e no
turno da tarde das 13:00h as 17:00h, sob orientacdo do Professor Doutor
Leucio Camara Alves, professor da disciplina de Doencas Parasitarias dos
Animais Domeésticos no curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), e supervisionado pela Doutora Nicole Oliveira
de Moura Martiniano, Bi6éloga Responséavel pelo Setor de Biologia Molecular do
Servico de Referéncia do LIRN (FIOCRUZ).

1.2 Atividades realizadas

O LIRN (IOC, FIOCRUZ) atua como Referéncia Nacional do Ministério
da Saude para investigacdo de foco e vigilancia de ambiente, na Rede
Nacional de Vigilancia de Ambiente de Doencas Transmitidas por Carrapatos,
bem como desenvolve atividades de pesquisa, com estudos relacionados a
biologia, fisiologia, sistematica, patogenia de vetores apteros, como carrapatos,
pulgas, piolhos e &caros, além de estudos epidemioldgicos sobre as doencas
por eles transmitidas.

Dessa forma, a rotina do Servigo de Referéncia (SR) do LIRN inclui o

recebimento de amostras biolégicas (tecido, sangue e ectoparasitos)
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provenientes de diversos estados brasileiros, enviadas pelos Laboratérios
Centrais de Saude Publica (LACEN) de cada estado, e também andlises
morfologica, imunoldgica e molecular das amostras e emissao de laudo das
analises laboratoriais. Assim, as atividades do SR e de pesquisa do LIRN
objetivam de forma geral identificacdo de potenciais vetores, busca de
anticorpos em sangue de hospedeiros vertebrados e deteccdao molecular de
patégenos transmitidos pelos vetores apteros.

O estagiario realizou atividades de pesquisa em diferentes setores do

laboratorio:

1.2.1 Recepgao e Registro das amostras

Os LACENs e outros oOrgdos do pais podem solicitar laudo de
identificacdo e deteccdo de patdégenos transmitidos por carrapatos em
amostras coletadas, e enviar ao LIRN com o devido protocolo de
encaminhamento de amostras. Estas amostras devem estar conservadas em
isopropanol PA (ectoparasitos), em etanol 70% (tecido), em tubos com
anticoagulantes (sangue total) ou em tubos sem anticoagulantes (coagulo e
soro), e devem ser recebidas e conferidas por qualquer funcionario do LIRN. As
amostras sao repassadas para a Biodloga Nicole Moura-Martiniano, que registra
as amostras em uma planilha do Excel (Pacote Office, Microsoft®), a fim de
haver controle e rastreabilidade das amostras recebidas e informacdo sobre
qual etapa de analise estdo. Este banco de dados das amostras do LIRN é
denominado Registro Geral de Amostras (RG). No periodo do estagio foram

registradas 159 amostras.
1.2.2 Identificagéo taxondmica dos artropodes

Os ectoparasitos foram identificados seguindo o Procedimento
Operacional Padrao para Identificacdo Taxondmica de Vetores das Riquétsias
(POP-LIRN-017) elaborado e implementado pelo LIRN, utilizando chaves

dicotbmicas apropriadas (Amorim et al. 1999, Linardi e Guimardaes 2000,
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Barros-Battesti et al. 2006, Martins et al. 2010). No periodo do estagio foram

identificados taxonomicamente 857 artropodes.
1.2.3 Pesquisa do bioagente

Apo6s a identificagdo morfolégica, os ixodideos e sifonapteros foram
analisados molecularmente de forma individual ou reunidos em grupos (de dois
a 10 individuos) de acordo com sexo, estadio de desenvolvimento (adulto, larva
e ninfa), processo de ingurgitamento e hospedeiro, constituindo as aliquotas
das amostras dos vetores. De forma geral pelo menos 50% dos espécimes
enviados ao LIRN, provenientes de Investigacdo de Foco de Febre Maculosa
foram encaminhados as analises moleculares. Os ectoparasitos foram
submetidos a extragdo de DNA genbmico (DNAQ), quantificacdo de acidos
nucleicos e PCR visando a deteccdo de riquétsias. Apés essa etapa, o RG é
preenchido novamente informando como o0s vetores foram reunidos
(composicéo das aliquotas das amostras submetidas a anélise molecular), para
depois ser possivel identificar quais foram as amostras positivas. No periodo do
estagio foi realizada a analise molecular de 204 amostras.

1.2.3.1 Extragdo de DNAg

O DNAg de carrapatos e pulgas foi obtido pela técnica de extracdo por
NaCl (ALJANABI; MARTINEZ, 1997) e armazenado a —20°C. Os artropodes
foram triturados em banho de N2, e ressuspendidos em um volume maximo de
400 pl de solugédo 1 (NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM pH 8,0; Tris HCI 10 mM pH 8,0).
Em seguida foi adicionado SDS 2% e 0,4 mg/ml Proteinase K (Promega,
Madison, EUA) e o material incubado em banho-maria a 56 — 60°C por 1 a 2 h.
Apds esta incubacdo, a mistura foi acrescentada de 2,57 mM de NaCl,
homogeneizada e centrifugada 10.000 g por 30 min; o sobrenadante foi
precipitado em igual volume de isopropanol. O DNAg foi ressuspendido em 30

Ml de agua livre de DNase e RNase e encaminhados para quantificagéo.
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Figura 1 — A esquerda, 0 estagiario realizando maceracéo de artropodes
potenciais vetores de riquetsioses, apds congelamento do espécime em
nitrogénio liquido, para extracdo de DNA gendémico. Figura 2 — A direita,
artropode em processo de maceragdo com uso de nitrogénio liquido para
extracdo de DNA gendmico. Arquivo pessoal. 2018.

Figura 3 — Estagiério realizando técnica de extracdo de DNA gendmico dos
artropodes potenciais vetores de riquetsioses. Arquivo pessoal. 2018.

1.2.3.2 Quantificacdo de acidos nucleicos por espectrofotdmetro

Apls a extracdo de DNAg, pelo menos 10% das amostras eram
selecionadas de forma aleatéria e encaminhadas a Plataforma de
Quantificagdo da FIOCRUZ, para quantificacdo dos acidos nucleicos em
espectrofotdbmetro  NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™) através da
aplicagao direta de 1uL de amostra para a leitura, validando a extracdo de

DNAg e confirmando a qualidade da amostra para a amplificacéo.
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1.2.3.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Todas as amostras foram processadas utilizados oligonucleotideos
género-especificos CS2 (gene gItA) para deteccdo de Rickettsia spp. e
oligonucleotideos grupo-especificos, para deteccdo de riquétsias GFM (gene
ompA). O preparo das solucdes e as condi¢cdes das corridas de PCR foram
adequados para cada tipo de gene pesquisado (LABRUNA et al.,, 2004b;
REGNERY; SPRUILL; PLIKAYTIS, 1991). Nas reacdfes de PCR foram
utilizados 10 pmoles de cada oligonucleotideo; 200 uM de cada dNTP; 1X de
tampao 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM); 1,5 mM MgCI2; 1,25 U de
Taqg DNA polimerase e agua ultrapura livre de DNase e RNase (qsp 25 pl).
Como controle positivo, foi utiizado DNAg de R. rickettsii e como controle
negativo a agua utilizada na reacdo da PCR. Para a visualizacdo do fragmento
de DNA amplificado, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 2%, coradas por brometo de etideo e observadas em luz de
ultravioleta (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Figuras 4 e 5 — Pipetacdo das amostras dos artropodes em gel de agarose
para obter os resultados da PCR. Arquivo pessoal. 2018.
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1.2.4 Emissao de laudos

No caso das amostras de rotina, enviados pelos érgaos de saude, apos
os resultados serem processados e analisados, € emitido um laudo pelo LIRN.
Ha um modelo a ser preenchido, onde é informada a quantidade de espécimes
dos vetores encontrados, quais eram, quantas amostras foram positivas para
Rickettsia spp.. O professor Gilberto Salles Gazeta escreve um parecer
explicando o significado dos resultados encontrados para dar um norte ao
orgao solicitante. Esse laudo € enviado aos Orgdos que solicitaram o
diagndstico laboratorial para apoiar agées basicas de saude dos municipios e a
prevencdo de casos de riquetsioses, para que possam investir em acdes

preventivas a partir dos resultados encontrados.
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2. LABORATORIO DE DOENCAS PARASITARIAS - UNIVERSIDADE
FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

2.1 Caracteristicas gerais do estagio

O segundo momento do Estagio Supervisionado Obrigatorio foi realizado
no Laboratério de Doencas parasitarias (LDP), que faz parte do Hospital
Veterinario (HOVET) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
que fica localizado na Rua Manoel de Medeiros, s/n — Dois Irmaos, Recife —
PE. O periodo vigente do estégio foi do dia 29 de outubro de 2018 a 04 de
dezembro de 2018.

O estagio era realizado no turno da manha de 08:00h as 12:00h e no
turno da tarde das 13:00h as 17:00h, sob orientacdo e supervisdo do Professor
Doutor Leucio Camara Alves, professor da disciplina de Doencas Parasitarias

dos Animais Domésticos no curso de Medicina Veterinaria da UFRPE.
2.2 Atividades desenvolvidas
2.2.1 Procedimentos laboratoriais

Durante o ESO, os clinicos do hospital veterinario da UFRPE
encaminharam solicitacdes de exames de animais com suspeita de doencas de
origem parasitaria para o laboratério. Nas solicitacbes encaminhadas
continham os seguintes dados dos animais atendidos: nome, idade, espécie,
sexo endereco e exame laboratorial solicitado. O levantamento das espécies
evidenciou que os caes foram os mais prevalentes (84,04%), seguidos, dos
caprinos (7,44%), e por ultimo os felinos e ovinos (4,26% cada). O céo foi a
espécie com maior frequéncia na solicitacdo de exames, iSSO porque essa

espécie € a que mais ha solicitagdo de servico pela populagéo.

A maior parte dos exames solicitados para a espécie canina era machos,
sendo estes 52 (69,33%) e 23 fémeas (30,66%). Dentre os felinos, foram
solicitados exames de 2 machos (50%) e 2 fémeas (50%). Entre os ruminantes,

foram solicitados exames prevalentemente de machos; no grupo de caprinos,
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foram 4 machos (57,14%) e 3 fémeas (42,96%), e para os ovinos foram

analisadas amostras de 3 machos (75%) e 1 fémea (25%).

Quanto aos exames, foram solicitadas 39 pesquisas de hematozoarios
(41,49%), 26 knott (27,66%), 20 flotac (22,22%), 10 identificacdo de
endoparasito e ectoparasitos (11,11%) e 2 parasitoldgicos de pele (2,13%).

Na Tabela 1 € possivel visualizar os exames realizados, e quais 0s resultados
dessas amostras, e na tabela 2, os exames e seus respectivos resultados

estdo separados por espécie.

Tabela 1 — Exames realizados durante o periodo vigente do estagio, e a

respectiva quantidade de amostras por exames, e porcentagem de amostras

positivas.
Exame Realizado Numero de amostras ~ Amostras positivas
19,44% Anaplasma sp.
Pesquisa de 36 5,5% Hepatozoon sp.

hematozoéarios
2,77 % Erlichia sp.

2,77% Micoplasma sp.
Knott 26 11,53% com
microfilarias

25% Ancylostoma sp.

20% Oocistos de

coccidios

10% Ovo tipo

Flotac 20 Strongylida sp.

10% Toxocara cati

10% Trichuris sp
Identificac&o de

endoparasitos e
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ectoparasitos 10 10% Chorioptes sp.
Parasitologico de pele 2 -

A frequéncia de solicitagdo de exames para pesquisa de hematozodrios
foi a maior, provavelmente pelo grande nimero de casos de infeccbes por
hemoparasitos nos cées, fazendo com que haja uma maior frequéncia de

solicitacdes ao laboratorio de doencas parasitarias.

Tabela 2 — Exames realizados durante o periodo vigente do estagio, separado
por espécie, e a respectiva quantidade de amostras por exames, e

porcentagem de amostras positivas,

Espécie Exames Numero Amostras positivas
realizados de
amostras
Canina Knott 26 11,53% com
microfilarias

19,44% Anaplasma sp.

Pesquisa de 36 5,5% Hepatozoon canis

hematozoario
2,77 % Erlichia canis

2,77% Micoplasma sp.

Parasitoldgico de 1 -
pele
Flotac 11 45,45% Ancylostoma sp.
18,18% Strongyloides
stercoralis

Identificacédo de 4
endoparasito e

ectoparasito i

Felina Flotac 4 25% Toxocara cati
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Caprina Identificacéo de 4

endoparasito e

ectoparasito
Flotac 5 80% oocisto de
coccidios
60% Strongyloides
papilosus
40% Ovo tipo
Strongylida sp.
20% Trichuris sp
Ovina Parasitolégico de 1 -
pele
Identificacédo de 2 Chorioptes sp.

endoparasito e

ectoparasito

2.2.2 Ambulatério de Leishmaniose canina

O Laboratério de Doencas Parasitarias atende as segundas e quintas
pela manh&, casos de animais suspeitos e confirmados de Leishmaniose
canina. Nas consultas realizadas foram coletados dados de inquérito

epidemioldgico e realizadas coletas para diagnéstico parasitolégico.

Durante o estagio foram coletadas amostras de 63 animais, 0
levantamento do sexo dos animais evidenciou que os pacientes machos foram
0S mais prevalentes (60,32%; 38 animais), seguido das fémeas com (39,88%;

25 animais).

O meétodo diagndéstico mais utilizado foi o DPP® Leishmaniose Canina —
Bio-Manguinhos realizado em todos os animais (63 animais), por se tratar de
um exame de triagem no Laboratorio de Doencas Parasitarias da UFRPE. Em

seguida, 0s exames mais realizados foram, respectivamente: citologia
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aspirativa do linfonodo (33,33%; 21 animais), biopsia da medula Ossea
(30,16%; 19 animais), parasitolégico de pele (28,57%; 18 animais) e swab
conjuntival (14,29%; 9 animais). Na tabela 3, a seguir, é possivel visualizar os

exames realizados e quantas amostras positivas foram detectadas.

Tabela 3 — Exames realizados durante o periodo vigente do estagio no
ambulatorio de leishmaniose canina, e a respectiva quantidade e porcentagem

de amostras positivas.

Exames realizados Amostras positivas (n) Amostras positivas

DPP 10/63 6,3%
Citologia aspirativa do 1/63 1,59%
linfonodo
Biopsia da medula 4/63 6,35%
ossea
Parasitolégico de pele 1/63 1,59%

Swab conjuntival - -

Os animais positivos através do diagndstico parasitologico direto
retornam para novas consultas, sdao acompanhados e tratados de forma
experimental com uso de Dompedirona (1 vez por dia, durante 1 més) e
Alopurinol (2 vezes por dia, por toda a vida), além do tratamento suporte
sempre que se notar necessario, como por exemplo, uso de corticoide em
animais com sinais clinicos relacionados com a formacéo de imunocomplexo,
ou xampus antibacterianos em casos de infeccdo secundaria na pele. E
solicitado também de forma regular, os exames de hemograma e bioquimicos
renal e hepético dos animais, para acompanhar a evolugcédo renal e hepatica
dos pacientes, bem como a resposta medular frente a infeccédo. Os tutores sdo
orientados devidamente sobre a necessidade do acompanhamento constante,
bem como da necessidade do uso da coleira por parte dos animais, para evitar
gue novos fleb6tomos (Lutzomyia longipalpis) se infectem, e disseminem a

enfermidade para outros caes, ou até humanos, por se tratar de uma zoonose.
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CAPITULO II: Deteccdo Molecular de Rickettsia sp. e Aspectos
Epidemiol6gicos da Febre Maculosa em Potenciais Vetores Provenientes
de Municipios do Estado do Ceara

RESUMO

A Febre Maculosa causada por riquétsias do Grupo Febre Maculosa, € uma
zoonose transmitidas por carrapatos, com grande importancia em Saude
Pulblica, por apresentar altas taxas de letalidade e ocorrer em todas as regifes
do Brasil. Um projeto de pesquisa esta em desenvolvimento pelo LIRN
(FIOCRUZ) buscando a caracterizacdo das riquétsias presentes em vetores e
hospedeiros em diferentes municipios do Estado do Ceara por abrigarem
registros recentes de casos de Febre Maculosa, objetivando maior
entendimento sobre os bioagentes, vetores e hospedeiros envolvidos no ciclo
da doenca nessas areas, 0 presente estudo estd incluido neste projeto. O
objetivo deste estudo foi detectar a presenca de Rickettsia spp. presentes em
potenciais vetores em municipios do Estado do Ceara. A pesquisa foi realizada
em regides com casos humanos e animais, suspeitos, compativeis ou
confirmados no estado do Ceard, no periodo de julho de 2014 a julho de 2017,
nos municipios de Fortaleza, Meruoca e lguatu. As coletas de campo foram
realizadas durante vigilancia de ambiente para riquetsioses e 0s ectoparasitos
foram coletados em cées, gatos, galinhas, e presentes na localidade de
provavel infeccdo humana, bem como em ambiente (galinheiro e matas). Os
ectoparasitos foram identificados utilizando chaves dicotdmicas apropriadas e
encaminhados a pesquisa de genes riquetsiais (gltA e ompA) através de
reacdo em cadeia pela polimerase. As amostras positivas foram obtidas em
Amblyomma parvum coletadas em areas de mata do municipio Fortaleza, e
Ctenocephalides felis coletado em cdo, no municipio Meruoca. Os resultados
obtidos no presente estudo ampliam o conhecimento sobre a distribuicéo
geografica de rigquétsias na regidao nordeste do Brasil e contribui para que
medidas de controle especificas sejam delineadas.

Palavras-chave: A. parvum, C. felis, parasitologia, riquetsiose, zoonose.
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ABSTRACT

Spotted Fever caused by Spotted Fever Group Rickettsiae is a zoonosis
transmitted by ticks, which is of great importance in Public Health because it
has high lethality rates and occurs in all regions of Brazil. A research project is
under development by the LIRN (FIOCRUZ), aiming the characterization of the
Rickettsiae, vectors and hosts present in different municipalities of Cearé State,
which harbor recent records of Spotted Fever cases, searching a better
understanding of the bioagents, vectors and hosts involved in disease cycle in
these areas, the present study is included in this project. The objective of this
study was to detect the presence of Rickettsia spp. in potential vectors from
municipalities of the Ceara State. The research was carried out in regions with
suspected, compatible or confirmed human and animal cases in Ceara, from
July 2014 to July 2017, in the municipalities of Fortaleza, Meruoca and Iguatu.
Field samples were collected during environment surveillance for rickettsial
diseases and ectoparasites were collected from dogs, cats, chickens, and
present in the locality of probable human infection, as well as in the
environment (chicken coop and forest). The ectoparasites were identified using
appropriate dichotomous keys and directed to the research of rickettsial genes
(gltA and ompA) through polymerase chain reaction. Positive samples were
obtained in Amblyomma parvum collected in areas of forest of Fortaleza
municipality, and Ctenocephalides felis collected from dog, in Meruoca
municipality. The results obtained in the present study increased the knowledge
about the geographical distribution of Rickettsiae in the northeastern region of

Brazil and contributes to the specific control measures being delineated.

Key-words: parasitic diseases, parasitology, rickettsiosis, zoonosis, ticks.
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1. INTRODUCAO

Organismos do género Rickettsia sdo Alphaproteobactérias gram-
negativas, intracelulares obrigatérias, pleomoérficas e podem se localizar no
citoplasma e/ou nucleo da célula hospedeira. Este grupo inclui espécies
causadoras de zoonoses conhecidas como riquetsioses que sao transmitidas
aos animais e seres humanos atraves da picada de artropodes hematéfagos
com potencial vetor, como pulga, carrapato e piolho (HOOGSTRAAL, 1967,
FRIEDHOFF, 1990).

As enfermidades causadas pelas riquetsias sédo diversos, 0s principais
sinais clinicos ocasionados pelas bactérias do GFM sao bastante inespecifico
como: cefaleia, febre aguda, mal-estar, sendo, portanto, comuns a diversas
enfermidades como gripe, dengue, leptospirose, salmonelose, encefalite,
hepatite viral, malaria, entre outros, 0 que muitas vezes pode dificultar o
diagnéstico clinico em humanos, se fazendo necessario o diagndstico
laboratorial diferencial (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Brasil, ha o histérico de doencas riquetsiais desde a década de 20,
sendo a Febre Maculosa Brasileira (FMB), causada pela R. rickettsii, a forma
mais grave registrada, com casos confirmados em todas as regides do pais,
sendo a maior parte dos casos registrados para a regido sudeste (GALVAO,
1996). Porém, em 2010, o Estado do Ceara registrou seu primeiro caso
confirmado de FMB, no municipio de Aratuba. Nos anos seguintes, de 2011 a
2014 houve a confirmacdo de mais oito casos nos municipios de Aratuba,
Baturité, Fortaleza, Guaramiranga e Pacoti (SINAN/SVS/MS, 2015). Além
disso, um estudo recente detectou e caracterizou diferentes espécies de
Rickettsia (incluindo espécies reconhecidamente patogénicas) em Varias
espécies de carrapatos vetores, em municipios da regido do macico do
Baturité, no Estado do Ceard (MOERBECK et al. 2015), demonstrando

importancia ao estudo de outras areas do estado.

Com o crescente numero de casos humanos de Riquetsioses
registrados no Brasil nos Ultimos anos, estudos de vigilancia epidemiolégica de

ambiente tém sido realizados em diversas areas do pais com o intuito de
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identificar as espécies de riquétsias circulantes em areas endémicas, bem
como os vetores e hospedeiros envolvidos no ciclo. Nesse contexto, um projeto
de pesquisa realizado pelo LIRN estd em desenvolvimento buscando a
caracterizacdo das riquétsias presentes em vetores e hospedeiros em
diferentes municipios do Estado do Ceara, para melhor entendimento sobre a
circulacdo do agente e, consequentemente, para posteriormente medidas de
controle especificas serem delineadas. As amostras analisadas no presente

estudo fazem parte deste projeto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar riquétsias em ectoparasitas coletados durante vigilancia
epidemiologica de ambiente em &reas de casos humanos de Febre Maculosa,

suspeitos, compativeis ou confirmados.
2.2 Objetivos Especificos

- Realizar deteccdo molecular de riquétsias em potenciais vetores
coletados em animais domeésticos, bem como livres no ambiente;

- Realizar a analise sobre frequéncia minima de ectoparasitas

infectados.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Amblyomma cajennense

A. cajennense é conhecido como “carrapato-estrela”, € um artropode,
ixodideo, com ampla distribuicdo principalmente no sul dos Estados Unidos até
a regido do Norte da Argentina (GUGLIELMONE et al. 2003). Seus
hospedeiros sédo preferencialmente de equinos e capivaras, entretanto, € um
parasito inespecifico, principalmente em estagio imaturo, pode parasitar
mamiferos domésticos e selvagens, bem como aves e seres humanos
(GUIMARAES et al. 2001; OLIVEIRA et al. 2004; SOUZA et al, 2004; MARTINS
et al 2004; LABRUNA et al, 2007). O parasito tem acdo de espoliacao
sanguinea, provocar lesbes e transmitir patégenos (LEITE et al, 1998;
OLIVEIRA, 2004; PRATA, 2005). E ainda um risco para Saude Publica, ja que
€ o principal vetor da R. rickettsii, o agente etioldgico da FMB (LANE &
CROSSKEY, 1993; LEMOS ET AL. 1997; LABRUNA, 2009; PAROLA ET AL.,
2013; MOURA-MARTINIANO ET AL., 2014; OLIVEIRA ET AL. 2016).

Entretanto, estudos moleculares e morfolégicos mostraram que A.
cajennense sensu lato € um complexo de seis espécies (BEATI ET AL., 2013;
NAVA ET AL., 2014) e no Brasil, este taxon é representado somente por duas
espécies A. cajennense sensu stricto e A. sculptum (MARTINS ET AL., 2016).
A distribuicdo geografica de A. sculptum se estende desde as regides Umidas
do norte da Argentina, Bolivia e Paraguai até a regido peri-amazénica do Brasil
(BEATI ET AL., 2013; NAVA ET AL., 2014) e sabe-se até o momento, que
apenas esta espécie do complexo A. cajennense ocorre no Rio de Janeiro.
Porém, apesar de seu importante papel epidemiolégico como principal
bioagente da FMB (OLIVEIRA ET AL., 2016; MONTENEGRO ET AL., 2017), 0
conhecimento sobre os fatores que influenciam sua competéncia na
transmissdo de agentes patogénicos € limitado (BITENCOURTH, ET AL.,
2016).

Para o controle desse artropode, o0 mais usado na atualidade ainda
sdo o0s carrapaticidas com principios ativos sintéticos, no entanto, existem

diversas desvantagens, e o uso indiscriminado sem orientacdo técnica
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aumenta o impacto negativo no ambiente podendo levar ainda a selecdo de
carrapatos resistentes as bases quimicas comumente utilizadas (RAVINDRAN
et al. 2011). Na figura 6 abaixo, é possivel visualizar o parasito em seus

diferentes estagios de desenvolvimento.

Ninfa Adulto (macho) Adulto (fémea)

Figura 6 — Estagios de desenvolvimento (Larva, Ninfa, Macho e fémea) do A.
cajennense. Fonte: Tickencounter. 2016.

3.2 Amblyomma nodosum

A. nodosum (Neumann, 1899) é um carrapato ixodideo restrito a regido
Neotropical (GUGLIELMONE et al., 2003; NAVA et al, 2007), cujos
hospedeiros sdo os mamiferos, em especial, 0 Tamandua (Linnaeus, 1758), na
fase adulta enquanto que em fases imaturas, ele pode parasitar uma variedade
de aves (JONES et al., 1972; BECHARA et al., 2002; MARTINS et al., 2004,
LABRUNA et al.,, 2007; OGRZEWALSKA et al.,, 2009; LUZ et al.,, 2012;
PASCOAL et al., 2013; TORGA et al.,, 2013; GARCIA et al., 2013; MARTINS et
al., 2014).

Embora ndo hajam relatos de A. nodosum sendo transmitindo o
patdgeno, ja foi isolado R. parkeri e R. belli em espécimes do carrapato
coletado de aves passeriformes na mata Atlantica e de tamanduas no Patanal
Sul do Mato Grosso (OGRZEWALSKA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2013),
sendo esse carrapato, portanto, uma espécie importante na epidemiologia das
riquétsias estudadas recentemente.
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3.3 Amblyomma ovale

7

A. ovale é uma espécie pertencente a familia Ixodidae (KOLONIN,
2009), sédo espécies que possuem ciclo triexeno, e portanto necessitam de trés
hospedeiros para completar o ciclo (LABRUNA, 2009). As fases adultas desse
parasito tem predilecédo pelos cdes domésticos, enquanto que as fases de larva
e ninfa tem predilecdo por pequenos roedores, marsupiais e carnivoros
(GUGLIEMONE et al; 2003).

Em éreas rurais do Municipio de Ibiragu, no Estado do Espirito Santo
ja foram detectados espécimes do carrapato em questdo, e apoés
procedimentos de reacdo de cadeia polimerase (PCR), foram detectadas
riquétsias do GFM, fazendo com que esse carrapato possa ser caracterizado
como potencial vetor desse patégeno (ACOSTA, 2018). Na figura 7, abaixo, €
possivel visualizar o artropode. A) macho, visdo dorsal; B) macho, visdo

ventral; C) fémea, versao dorsal; D) fémea, versao ventral.

®
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Figura 7 — Espécimes de A. ovale — a) Macho dorsal; b) Macho ventral; c)
Fémea dorsal; d) Fémea ventral. Fonte: Caroline Gracielle Torres Ferreira et al.
2013.

3.4 Amblyomma parvum

E uma espécie de carrapato de importancia ainda ndo bem
esclarecida, € classificada como parasito heteroxeno, por necessitar de trés
hospedeiros para concluir seu ciclo. O ixodideo em questdo € encontrado em
extensas areas, desde o sul do México ao Norte da Argentina (GUGLIEMONE
et al. 2003; NAVA et al. 2008a; 2008b), tendo um nos principais destaques no
Cerrado brasileiro (NAVA et al. 2008a). Tem uma vasta lista de hospedeiros
que inclui animais domésticos, selvagens (veado-catingueiro, quatis,
tamandua-bandeira, tamandua-mirim, cutia, cateto e outros pequenos
roedores) e o homem (GUGLIEMONE et al. 1991; NAVA et al. 2006). Dentre os
hospedeiros dessa espécie de carrapato, existem poucos relatos em animais
domésticos, mas Szabd et al. (2007), registrou esse artropode parasitando
bafalos, cdes e equinos nas areas de cerrado, e apesar de ndao haver registro
de parasitismo em bovinos, essa hipotese ndo € descartada, j& que a

infestacdo por Rhipicephalus (Boophilus) microplus pode mascarar o primeiro.

Estudos de susceptibilidade entre as diferentes espécies hospedeiras,
os estudos realizados no Brasil com esse artropode, demonstram que ele pode
ser considerado tdo generalista quanto o A. cajennense (OLEGARIO et al,
2011). Adicionado a isso, ha uma outra grande semelhanca entre as duas
espécies, ambas sdo potenciais vetores de patdgenos, ja foi detectado em A.
parvum na Argentina bactérias como Erlichia chaffensis, o agente da Erliquiose
Monocitica em humanos (TOMASSONE et al., 2008) e também uma Riquétsia
de patogenicidade desconhecida (PACHECO et al, 2007a). Moerbeck et al
(2016) detectou A. parvum coletado no Estado do Ceara, como vetor também
de R. andeanae, 0 que confirma o potencial vetor dessa espécie. Na figura 8,

abaixo, é possivel visualizar um espécime de A. parvum.

37



Ahid, 2008

Figura 8 — Espécime de A. parvum, no estdgio de desenvolvimento adulto,
fémea. Ahid. 2008.

3.5 Argas miniatus

Argas miniatus € a Unica espécie desse género que tem ocorréncia no
Brasil, seus hospedeiros sdo as aves domésticas. Seu habitat sdo as pequenas
criacoes de galinhas, o que acarreta em prejuizo e percas econdmicas pela
gueda da produtividade causada, bem como anemia, espoliacdo e transmisséo
de diversos patogenos, principalmente a Borrelia anserina (MARCHOUX,
SALIMBENI; 1903).

E um carrapato considerado heteroxeno, e hematéfago em todas as
suas fases, encontrado na América do Norte, Central e principalmente na
América do Sul, portanto, é considerado de distribuicdo neotropical. Na fase de
larva, permanece no hospedeiro, parasitando-o por dias, e quando chega
finalmente a fase de ninfa e adulto, o processo de repasto sanguineo é feito em
poucos minutos. A cépula por sua vez, é feita em seus habitats de vida livre,
em abrigos e ninhos dos hospedeiros. (RHOR, 1909).

3.6 Ctenocephalides felis

C. felis é uma pulga da familia Pulicidae, e ja foi encontrada em

diversos hospedeiros, tendo, entretanto, preferencia por gatos e cdes. A
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ovoposicao é feita no hospedeiro e no ambiente, onde eclodem as larvas, e se
alimentam de detritos e fezes de pulgas adultas, logo em seguida formara o
pupdrio, que dard origem a pupa, fase da pulga em que ela ndo se alimenta, e
delas, emergirdo os machos e fémeas adultos que sdo hematoéfatos. O
artropode em seus hospedeiros tem acéo irritante da saliva e que provoca uma
reacdo alérgica em seus hospedeiros sensiveis, sendo potenciais vetores de
diversos patogenos, entre eles Dipylidium caninum, Hymenolepis sp.,
Dipetalonema reconditum, Dirofilaria immitis, além de Rickettsia sp., outras
bactérias e virus (MONTEIRO, 2014).

Em analises feitas através de PCR em exemplares colhidos em gambés
no Texas (EUA), foi encontrado 3,8% das pulgas positivas para R. felis, e 0,8%
foi positivo para R. typhi, 0 que sugere o gamb& como importante mantenedor
do ciclo epidemiolégico das riquétsias. Nao foi ainda encontrado os dois
patégenos co-habitando a mesma espécime (SCHRIEFER et al; 1994a, b),
entretanto foi encontrado a existéncia de ambos no C. felis. Em outro estudo
também dos EUA, foram colatados pulgas de cées, gatos e gamba de varias
regides geograficas entre 1986 e 1996 e foi detectado R. felis em mais de 50%
das amostras estudadas, chegando a 93% em algumas areas (HIGGINS et al.,
1994). No Brasil, Moreira (2015), conseguiu detectar através também da PCR o
artropode C. felis como vetor de R. felis nos municipios do Estado do Ceara.
Na figura 9, € possivel visualizar uma espécime de fémea a esquerda, e macho

a direita.

Figura 9 — Espécies do estagio de desenvolvimento adulto (FEmea a esquerda
e macho a direita) de Ctenocephalides felis. Fonte: Alamy Stock Photo. 2006
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3.7 Ixodes loricatus

I. loricatus, conhecido popularmente como “Carrapato de pernas
pretas”, ocorre desde o México até a Argentina (FLECHTMANN, 1977,
MARQUES et al., 2004). E a espécie mais comum nos didelfideos, podendo
ser encontrado nele as larvas, ninfas e adultos, enquanto que os roedores
silvestres sdo os hospedeiros para larvas e ninfas desse artropode, e a fase
adulta parasita os gambas, cuicas e catitas (BARROS-BATTESTI; KNYSAK,
1999; MULLER et al. 2005). No municipio de S&o Paulo j& foi detectado
Rickettsia spp. nessa espécie de artrépode, sendo ele portanto, um potencial
vetor das riquestsioses (LABRUNA et al. 2004b).

3.8 Rhipicephalus sanguineus

R. sanguineus é o “carrapato vermelho do cdo0”, nativo da Africa, tendo
distribuicdo cosmopolita (LEONARD et al. 2002). E um parasito heteroxeno e
tem recentemente se tornado uma praga em ambientes urbanizados. Os
principais hospedeiros desse parasito sdo os cédes, e outros mamiferos,
podendo ainda ser encontrado parasitando aves e répteis, e sendo
responsaveis por danos diretos como espoliacdo sanguinea, estresse e
prurido; e também danos indiretos com a transmissdo de patdégenos como
Erlichia canis, Babesia canis, Hepatozoon canis a seus hospedeiros
(LABRUNA, 2004a; DANTAS-TORRES 2008), bem como na transmissao de
patdogenos também ao ser humano (SOUSA E BACELAR, 2004; MATSUMOTO
et al 2005).

A prevaléncia do parasitismo por esse carrapato tem aumentado nas
Gltimas décadas em cdes, e hoje ja existem no mercado diversas bases
quimicas especificas para o controle. E, atualmente, junto as pulgas, o principal
ectoparasito de cédes no Brasil (LABRUNA, 2004c). Na figura 6 abaixo, é

possivel visualizar o parasito em seus diferentes estagios de desenvolvimento.
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Figura 10 — Estagios de desenvolvimento (Larva, Ninfa, Macho e fémea) do A.
cajennense. Fonte: Tickencounter. 2017.

3.9 Rickettsia sp.

Ha trés subdivisdes para as espécies do género Rickettsia, séo elas: O
Grupo Tifo, que é composto pela R. prowazekii, sendo o vetor um piolho (tifo
epidémico) e R. typhi, tendo a pulga como vetor (tifo murinho); o Grupo
ancestral com bactérias de patogenicidade desconhecidas como a R.
canadensis e R. bellii; e finalmente, o Grupo Febre Maculosa (GFM) (RAOULT,
2001; ROUX et al., 1997; STOTHARD; CLACK; FUERST, 1994).

Dentre as Riquétsias do GFM apenas nove eram consideradas
patogénicas até o inicio desse século. Com o advento das tecnologias
moleculares tém-se o conhecimento de pelo menos 30, e destas, pelo menos
15, sdo responsaveis pelas riquetsioses que ocorrem pelo mundo. Quando sao
identificadas apenas nos vetores, as riquetsias sao consideradas de
patogenicidade desconhecida, e quando encontradas em humanos e
relacionadas a determinada enfermidade, como a R. parkeri, que é incriminada
pela febre maculosa ganglionar, ela € considerada patogénica, e a R. rickettsi,
que causa a Febre Maculosa Brasileira, a espécie mais patogénica no Brasil
(PADDOCK et al. 2004).

Nos artropodes, essas bactérias podem ser encontradas nas glandulas
salivares, ovarios, intestino e hemolinfa. Entretanto, nos hospedeiros
vertebrados elas estdo presentes principalmente nas células endoteliais. Sao

mantidas em focos endémicos, porém podem causar surtos epidémicos na
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populacdo humana. Essas doencas apresentam caracteristica febril e aguda,
podem conduzir o individuo infectado a morte se nao forem tratadas
precocemente. Os casos de infeccdo em humanos pelo género Rickettsia sp.
tém sido registrados em diversos paises, principalmente na América do Sul nos
dltimos 20 anos (EREMEEVA; DASCH, 2000; CARDOSO et al. 2006; PAROLA

et al. 2013).

Ainda hoje, esses patdgenos representam grande risco a saude dos
homens na América Latina, Leste dos EUA, Africa e alguns paises do leste
Europeu, por se tratar de uma doenca infecciosa, com carater endémico.
Existem casos relatados dessa enfermidade desde 1896 nos Estados Unidos e
foi chamada na época de (Doenca febril endémica), e apenas em 1902 chegou-

se a conclusao da participacéo dos carrapatos (MONTEIRO, 2014).

As espécies consideradas patogénicas, e suas respectivas
distribuicbes geograficas sdo: R. rickettsi nas Américas; R. honei, R. felis, R.
conorii no mediterraneo; R. africae na Africa; R. sibirica e R. japdnica; na Asia;
R. australis; na Australia; e R. mongolotimonae, R. slovaca, R. helvética. R.
akari na Europa (MONTEIRO, 2014).

A transmissdo do agente ao homem ocorre pela picada de um dos
vetores infectados. A bactéria se multiplica em varios 6rgdos do carrapato,
inclusive no ovario, o que possibilita a transmissao transovariana em pelo
menos uma geracao. Para ocorrer essa transmissao, o artrépode deve ficar
aderido ao homem, realizando a hematofagia por um tempo médio de 4 a 6
horas. Sao parasitos preferencialmente de células endoteliais que revestem
pequenos vasos através da fagocitose do parasito, uma vez dentro da célula
faz a lise da membrana do fagossomo e inicia multiplicacdo (MONTEIRO,
2014).

A enfermidade causada pelo GFM tem como principal caracteristica
apresentar maior incidéncia em seres humanos da area rural ou suburbana de
forma endémica e epidémica. No Brasil as principais ocorréncias Sao nos
Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, mas ja foi registrado também no Rio de

Janeiro, Espirito Santo, Parana, Santa Catarina, Rio grande do Sul com surtos
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localizados, sendo sazonal no Sudeste do Pais, com maior ocorréncia entre 0s
meses de setembro a novembro. H4 ainda relatos nos municipios do Nordeste,
como Ceara, Bahia, Maranhéo e Paraiba (MONTEIRO, 2014).

Em humanos, a febre maculosa manifesta-se principalmente com
febre continua, calafrios, prostracdo, mal-estar, mialgia e artralgia nos
tornozelos e punhos principalmente e cefaleia apds o periodo de incubacéo de
2 a 14 dias (MONTEIRO, 2014). O diagnéstico pode ser clinico-epidemiolégico,
baseado nos sinais e sintomas, mas requer exames laboratoriais para
diferenciar de outras enfermidades, por pesquisa de anticorpo especifico e
isolamento do agente em amostras de sangue, bidpsia da pele ou amostras
dos artropodes colhidos nos hospedeiros (MONTEIRO, 2014).

3.10 Candidatus Rickettsia andeanae

Foi relatado por Blair et al (2014), a possibilidade de uma nova espécie
de Rickettsia, que foi identificada em A. maculatum e I. boliviensis encontrados
em regido agraria andina no Nordeste do Peru. Com anélises moleculares com
sequenciamento de DNA, a partir de amplificacdo de fragmento dos genes
ompA e ompB e comparacfes genéticas, foi conclusivo que se tratava de uma
nova espécie do GFM, escolhendo o nome como referéncia as regiées Andinas

onde foram desenvolvidas as atividades.

Em seguida, outros pesquisadores relataram uma possivel nova
Rickettsia, e a chamaram “Rickettsia sp. Cepa Argentina” em estudos na
Argentina com estudo molecular de A. parvum (PACHECO et al. 2007a).
Entretanto, em estudos de revisdo de literatura, Labruna et al. (2011),
consideraram ambos os achados como uma so espécie, “Candidatus Rickettsia
andeanae”. No Brasil, foi detectada por Moreira (2015) em espécime de

Ambyomma  parvum em  municipios do Estado do Ceara.
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3.11 Rickettsia belli

Em estudo Sorologico nos EUA, foi detectada em areas com grande
ocorréncia de R. rickettsi, uma possivel nova espécie de riquétsia isolada em
Dermacentor variabilis, que foi denominada cepa 369-C. Em seguida, em
outros estudos sorolégicos, ocorreram reagfes cruzadas dessa cepa com
bactérias do grupo da febre maculosa e do grupo tifo, sendo essa cepa
posteriormente identificada morfologicamente e genotipicamente como a nova
espécie R. belli (PHILIP et al. 1983). Estudos posteriores a cerca dos genes
16s e 23s rRNA, demonstrou evidencias de R. belli poderia ser classificada em
qualquer dos dois grupos, com caracteristicas ancestrais dos dois grupos das
alphabacterias e Rickettseaceae (STOTHARD et al. 1994), estando por isso até
hoje classificada como grupo ancestral separado, junto com a R. canadensis
(DUMLER et al. 2001).

Segundo Labruna et al. (2011), a R. bellii estd € uma das rickettsias
mais encontradas em carrapatos nos EUA e no Brasil, tanto em varios
ixodideos como Dermacentor e Amblyomma, quanto em argasideos, exibindo
por isso uma maior amplitude de invertebrados comparadas as outras
riquétsias (OGATA et al. 2006)

N&o se conhece bem a patogenicidade desse parasito, entretanto, em
estudos com cobaias e coelhos ela possua certo efeito patogénico (OGATA et
al. 2006). Pacheco et al. (2007b), detectaram em Sao Paulo, capivaras com

evidéncias soroldgicas de infeccdo natural por R. belli.

No Brasil, essa bactéria ja foi encontrada em potenciais vetores como:
A. ovale, A. oblongogatum, A. sculptum, A. humerale e A. rotundatum em
Rondbnia (LABRUNA et al. 2004d); em Sao Paulo em A. rotundatum, A.
dubitatum, A. ovale, A. incisum, A. nodosum e I. loricatus (PINTER, LABRUNA,
2006; LABRUNA et al. 2004a, 2007; HORTA et al. 2007; ORGZERWALSKA et
al. 2009; PACHECO et al 2009), e em espécimes de A. nodosum em
municipios no Estado do Ceara (MOREIRA, 2015).
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3.12 Rickettsia felis

R. felis ja foi descrita em todos os continentes, sendo inicialmente
chamado de “agente ELB” (Eis Labs, Soquel, CA), sendo detectado nos EUA
na pulga C. felis através de microscopia eletrénica (ADAMS, SCHMIDTMAN,
AZAD, 1990). O nome oriundo de Felis catus domesticus (o gato doméstico) foi
proposto em 1966 quando foi esclarecida sua diferenca com as outras
riquétsias do mesmo género (HIGGINS et al. 1966). O patdégeno foi associado
a casos de febre maculosa em humanos no Texas, EUA, que inicialmente
foram suspeitos de tifo murinho (SCHRIEFER et al. 1994). Apesar de humanos
infectados por essa bactéria apresentem sinal clinico semelhante aos ocorridos
em infec¢des por R. rickettsi, acredita-se que a primeira seja menos virulenta
pela auséncia de casos letais relatados e trataveis, o inverso da segunda
espécie mencionada (DIAS, MARTINS, 1939; ZAVALA-VELAZQUEZ et al.
2000).

No Brasil, pouco se conhece sobre a epidemiologia da rigquetsioses
causada pela R. felis, sua relacdo com os casos de febre maculosa originadas
por outras riquétsias, ou sua interacdo com os demais patdgenos e vetores. Foi
diagnosticada no Brasil em 2001 no Estado de Minas Gerais em sague de
pacientes com sinais compativeis com os de febre maculosa (RAOULT et al.
2001), sendo posteriormente detectado e caracterizado, com técnicas
moleculares em pulgas coletadas em cdes de area com casos suspeitos
(OLIVEIRA et al. 2002). Ainda no Brasil, foi encontrada patégena em
municipios do Estado do Cearda, através de biologia molecular em C. felis
(MOREIRA, 2015).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Areas de estudo

A pesquisa foi realizada em regides com casos humanos e animais,
suspeitos, compativeis ou confirmados no estado do Ceara, no periodo de julho
de 2014 a julho de 2017. Foram selecionados os municipios Fortaleza (Regiéo

Metropolitana de Fortaleza), Iguatu (Centro Sul) e Meruoca (Sertdo do Sobral).

4.2 Coleta de material

As coletas de campo foram realizadas em parceria entre as equipes do
LIRN e das Secretarias Municipais e Estaduais de Saude do Ceard. Os
ectoparasitos foram coletados sobre caes, gatos, galinhas, e presentes na
localidade de provavel infec¢cdo humana, bem como em ambiente (Galinheiro e
matas). A técnica de obtencao de carrapatos nos hospedeiros foi por torcdo em
torno do préprio eixo longitudinal do idiossoma e no ambiente a coleta foi
realizada seguindo a técnica de arrasto de flanela e busca ativa. Os artropodes
coletados foram acondicionados em potes plasticos estéreis contendo

isopropanol PA e encaminhados para o LIRN para identificagao.

4.3 Identificacdo taxonbmica dos artrépodes

Os ectoparasitos foram identificados seguindo o Procedimento
Operacional Padrao para Identificagcdo Taxondmica de Vetores das Riquétsias
(POP-LIRN-017) elaborado e implementado pelo LIRN, utilizando chaves
dicotdbmicas apropriadas (Amorim et al. 1999, Linardi e Guimardes 2000,
Barros-Battesti et al. 2006, Martins et al. 2010).

4.4 Pesquisa do bioagente

ApoOs a identificacdo morfologica, os ixodideos e sifonapteros foram
analisados molecularmente de forma individual ou reunidos em grupos (de dois
a 10 individuos) de acordo com sexo, estadio de desenvolvimento (adulto, larva
e ninfa), processo de ingurgitamento e hospedeiro, constituindo as aliquotas

das amostras dos vetores. Os ectoparasitos foram submetidos a extracao de
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DNA gendmico (DNAg), quantificacdo de acidos nucleicos e PCR visando a

deteccdo de riquétsias.
4.4.1 Extracdo de DNAg

O DNAg de carrapatos e pulgas foi obtido pela técnica de extragdo por
NaCl (ALJANABI; MARTINEZ, 1997) e armazenado a —20°C. Os artropodes
foram triturados em banho de N2, e ressuspendidos em um volume maximo de
400 pl de solugéao 1 (NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM pH 8,0; Tris HCI 10 mM pH 8,0).
Em seguida foi adicionado SDS 2% e 0,4 mg/ml Proteinase K (Promega,
Madison, EUA) e o material incubado em banho-maria a 56 — 60°C por 1 a 2 h.
Apos esta incubacdo, a mistura foi acrescentada de 2,57 mM de NaCl,
homogeneizada e centrifugada 10.000 g por 30 min; o sobrenadante foi
precipitado em igual volume de isopropanol. O DNAg foi ressuspendido em 30
pl de agua livre de DNase e RNase e quantificado em espectrofotometro
NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™).

4.4.2 Quantificacdo de acidos nucleicos por espectrofotdbmetro

Apos a extracdo de DNAg, pelo menos 10% das amostras eram
selecionadas de forma aleatéria e encaminhadas a Plataforma de
Quantificagdo da FIOCRUZ, para quantificacdo dos acidos nucleicos em
espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™) através da
aplicacao direta de 1uL de amostra para a leitura, validando a extracdo de

DNAg e confirmando a qualidade da amostra para a amplificacéo.
4.4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram processadas utilizando oligonucleotideos género-
especificos CS2 (gene gltA) para deteccdo de Rickettsia spp e
oligonucleotideos grupo-especificos, para deteccdo de riquétsias GFM (gene
ompA) (Tabela 4). O preparo das solucdes e as condi¢des das corridas de PCR
foram adequados para cada tipo de gene pesquisado (LABRUNA et al., 2004b;

REGNERY; SPRUILL; PLIKAYTIS, 1991). Nas reagdes de PCR foram
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utilizados 10 pmoles de cada oligonucleotideo; 200 uM de cada dNTP; 1X de
tampéao 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM); 1,5 mM MgCI2; 1,25 U de
Taq DNA polimerase e agua ultrapura livre de DNase e RNase (gsp 25 pl).
Como controle positivo, foi utilizado DNAg de R. rickettsii e como controle
negativo a agua utilizada na reacdo da PCR. Para a visualizacdo do fragmento
de DNA amplificado, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 2%, coradas por brometo de etideo e observadas em luz de
ultravioleta (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados para identificacdo genotipica de

espécies de riquétsias.

Gene  Oligonucleotide Sequéncia de nucleotideo (5'-3") Fragmento (pb)
ompAé Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 537

P Rr 190.602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
gltA® CS2-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401

CS2-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

FONTE: *REGNERY;, SPRUILL; PLIKAYTIS, 1991; ° LABRUNA et al., 2004b;

4.5 Frequéncia Minima de Vetores Infectados (FMVI)

O valor da frequéncia minima de vetores infectadosos (FMVI) permite
inferir, com seguranca, a frequéncia minima de vetores infectados de uma dada
espécie em uma determinada area. A FMVI para cada espécie foi calculada
utilizando como base os resultados sobre a infeccdo dos ectoparasitas obtidos

por PCR, empregado a formula segundo Burket et al. (1998):

FMVI = n°® de amostras positivas para cada espécie x 100
n° total de vetores de cada espécie
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 125 ectoparasitos foram coletados nos municipios de:
Fortaleza, Iguatl e Meruoca. Na tabela 5 estdo os resultados obtidos nas
coletas, com os dados dos hospedeiros examinados (espécie e numero) e
vetores coletados (espécie, numero, estagio de desenvolvimento e sexo). Os
artropodes foram coletados: sobre bovino (n=1), caninos (n=32), galinha (n=1),
felino (n=1), totalizando 45 hospedeiros. No ambiente, foram coletadas 10

artropodes.

Tabela 5 - Espécies de vetores de riquétsias coletados em municipios
investigados para Febre Maculosa Brasileira no estado do Ceara, no periodo
de julho de 2014 a julho de 2017.

Hospedeiro/

Municipio Ambiente Especie 4 @ Ninfa Larva Total
Amblyomma ovale e & - 8
Amblyomma parvum 8 14 i i 22
Ambiente
Fortaleza i
(n= 10) Ixodes loricatus > 6 i i 8
Canis familiaris - .
(n=3) Rhipicephalus sanguineus 3 5 - - 8
Iguatu
g Gallus_gallus Argas miniatus 3 3 - - 6
(n=1)
L t_aurus Rhipicephalus sanguineus - 2 - - 2
(n=1)
Rhipicephalus sanguineus 18 12 2 i 32
Canis familiaris
Amblyomma parvum - 1 - - 1
(n=29) y parvu
Meruoca Ctenocephalides felis 10 26 - - 36
Felis catus
_ Amblyomma parvum - 2 - - 2
(n=1)
Total 45 44 75 6 - 125

Os 125 ectoparasitas analisados formaram 58 amostras, todas foram

processadas por PCR, utilizando os dois oligonucleotideos para deteccdo dos

49



genes gltA e ompA. Foi possivel amplificar fragmento de pelo menos um dos
genes riquetsiais em 14 amostras (24,14%; 14/58).

Entre os municipios coletados, apenas dois apresentaram amostras
positivas para a presenca de Riquétsias: Fortaleza (35,3%; 6/17) e Meruoca
(24,24%; 8/33). Na tabela 6, € possivel conhecer as amostras positivas, bem

como as espécies de vetores envolvidos e seu estagio de desenvolvimento.

Tabela 6 — Espécies e estagios de vida das amostras positivas de carrapatos

para riquetsioses.

Municipio Amostra Espécie Estagio de
desenvolvimento
Fortaleza LIC 7748 Amblyomma parvum 19
Fortaleza LIC 7748B* Amblyomma parvum 19
Fortaleza LIC 7748Ct Amblyomma parvum 13
Fortaleza LIC 77492 Amblyomma parvum 19
Fortaleza LIC 7749B! Amblyomma parvum 19
Fortaleza LIC 7749D3 Amblyomma parvum 143
Meruoca LIS 578t Ctenocephalides felis 13
Meruoca LIS 579¢ Ctenocephalides felis 29
Meruoca LIS 5801 Ctenocephalides felis 13
Meruoca LIS 581B3 Ctenocephalides felis 19
Meruoca LIS 5833 Ctenocephalides felis 19
Meruoca LIS 5843 Ctenocephalides felis 19
Meruoca LIS 5852 Ctenocephalides felis 19
Meruoca LIS 5882 Ctenocephalides felis 19

Legenda: * Amostras positivas para o gene gItA e ompA; 2 Amostras positivas apenas para o
gene gltA; 3 Amostras positivas apenas para 0 gene ompA.

O gene gItA esta presente em todas as espécies do género Rickettsia, e
0 gene ompA presente nas espécies no GFM.
No municipio de Fortaleza, as amostras positivas foram todas coletadas

no ambiente em areas de mata, sendo todos vetores infectados da espécie A.
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parvum. Em Meruoca, as amostras positivas foram coletadas em caes, e o
artrépode infectado pela riquétsia foi a pulga C. felis.

No Periodo de 2010 a 2014, Estado do Ceara notificou nove casos de
febre maculosa em dois municipios da regido do Macico de Baturité, com
sintomas semelhantes aquelas caracteristicas de infeccdo por R. parkeri, R.
sibirica e R. africae (SINAN/SVS/MS, 2015). Segundo Moerbeck 2015, os
artropodes incriminados na circulacao de riquétsias patogénicas em ambientes
antrépicos foram os carrapatos A. ovale e R. sanguineus, diferindo do presente
estudo, que identificou A. parvum e C. felis como principais hospedeiros
infectados por riquétsias em diversos municipios do Ceara.

Em estudo na Regido do Maci¢co do Baturité do Estado do Ceara, com
uso da metodologia de Isolamento de Rickettsia spp. em cultura de células
Vero, foram encontradas isolados provenientes dos artropodes A. ovale e C.
felis, diferindo quanto ao primeiro vetor que nao foi incriminado como potencial
vetor no presente estudo, e corroborando quanto ao segundo vetor, que foi
incriminado em ambos os estudos.

Moerbeck (2015), encontrou no Estado do Ceara, amostras de A.
parvum e C. felis positivas para riquetsias, o que também foi registrado no
presente estudo. Entretanto, o primeiro artrépode foi encontrado por Moerbeck
no municipio de Redencdo, e 0 segundo nos municipios de Mulungu e
Aracatuba. Além desses artrépodes infectados, Moerbeck (2015), encontrou
ainda, patégenos riguetsiais em amostras de A. ovale, A. nodosum e R.
sanguineus, diferindo do presente estudo, onde esses artropodes ndo foram
incriminados como potenciais vetores das riquétias.

A frequéncia minima de vetores infectados foi descrita a seguir, na

tabela 7, separada por vetor e municipio, bem como os valores totais da FMVI.
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Tabela 7 — Frequéncia minima de vetores infectados com riquétsias (%) para

cada espécie de artropode e por municipios do Estado do Cearé no periodo do

estado
Localidade Fortaleza Meruoca Iguatu Total
Vetor
Amblyomma parvum 26,1% - - 26,1%

Amblyomma ovale - - - -
Ixodes loricatus - - - -
Argas miniatus - - - -
Rhipicephalus - z - -

sanguineus
Ctenocephalides felis - 22,22% - 22,22%

Os espécimes de A. parvum apresentaram o valor de FMVI de 26,1%
(6/23) no Municipio de Fortaleza. No estudo de Moerbeck (2015); a FMVI
obtida para este vetor foi de 22,22% (8/36), no municipio de Redencéo,
levemente inferior & encontrada no presente estudo.

A FMVI obtida para as pulgas C. felis foi de 22,22% no municipio de
Meruoca. Em relato anterior, realizado nos municipios do Estado do Ceara:
Mulungu e Aratuba, Moerbeck (2015), obteve FMVI de 20,93% para esse vetor,
ambos o0s estudos obtiveram altas frequéncias e concordam entre si,
demonstrado o alto numero de C. felis infectantes no Estado estudado.

Apesar dos valores altos de FMVI, outros estudos sédo necessarios para
o entendimento do papel dessas duas espécies no ciclo epidemioldgico da
Febre Maculosa, jA que as espécies encontradas positivas ndo realizam
hematofagia em humanos.

Os resultados descritos no presente estudo, sao considerados
inovadores, por ndo haverem relatos precedentes da presenca e circulacao de
riquétsias patogénicas nos municipios de Fortaleza e Meruoca, sendo por isso,
importante, implementar nessas cidades, medidas de controle e prevencao

para a enfermidade.
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6.CONCLUSAO

A presente investigagdo sobre genes riquetsiais (gltA e ompA) em
potenciais vetores procedentes de areas com casos suspeitos ou confirmados
de Febre Maculosa, no estado do Ceard, permitiu:

- Registrar, pela primeira vez, a ocorréncia de riquétsias nos municipios
Fortaleza e Meruoca no Estado do Ceara

- Indicar a provavel participacado de cées no ciclo de algumas riquétsias

que circulam nas areas estudadas.
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