FRANCISCO BORGES COSTA

Soroepidemiologia e epidemiologia molecular das ietcoes poRickettsia
Spp em cées e carrapatos de ambientes urbano e rudo Estado do

Maranhao

Sao Paulo

2014



FRANCISCO BORGES COSTA

Soroepidemiologia e epidemiologia molecular das iet¢cdes ' sa’spp

em caes e carrapatos de ambientes urbano e rural &stado ranhao

Tese apregents rograma deGrasiuaca
em Epide 0gia, Experimental Aplicada
Zoond ldade de Medicina Veterin
e Z00 Universidade de Sao Paulo

D amenta
edicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal

a Area de concentracao:

Epidemiologia Experimental Aplicada
Zoonoses
Orientador:
@ Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna

De acordo:

Orientador

Sao Paulo
2014

Obs: A versao original se encontra disponivel na Biblioteca da FMVZ/USP



Autorizo a reproducéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO-NA-PUBLICACAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Séao Paulo)

T.2969 Costa, Francisco Borges
FMVZ Soroepidemiologia e epidemiologia molecudas infeccdes pdrickettsia spp em cées e carrapatos
de ambientes urbano e rural do estado do Marahh@@ncisco Borges Costa. -- 2014.
1151 : il

Tese (Doutorado) - Universidade de Sdo PawdculBade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva&8 Animal, Sdo Paulo, 2014.

Programa de Pé6s-Graduacéo: Epidemiologia ExpetahAplicada as Zoonoses.

Area de concentracéo: Epidemiologia Expental Aplicada as Zoonoses.

Orientador: Prof. Marcelo Bahia Labruna.

1. Cées. 2. CarrapatosRi8kettsia. 4. Maranhao. I. Titulo.




0% 06
S
£

oy, UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

Comissdo de Etica no uso de animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "Soroepidemiologié e epidemiologia
molecular das infeccdes por Rickettsia spp em caes e carrapatos de ambientes
urbano e rural do estado do Maranhdo”, protocolado sob o n® 2263/2011,
utilizando 600 (seiscentos) caes, sob a responsabilidade do(a) Prof. Dr. Marcelo
Bahia Labruna, esta de acordo com os principios éticos de experimentacao animal
da “Comissao de Etica no uso de animais” da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e foi aprovado em reuniao de

22/6/2011.

We certify that the Research “Seroepidemiological and molecular epidemiology
of rickettsial infections in dogs and ticks from urban and rural zones of the State
of Maranhao, Brazil”, protocol number 2263/2011, utilizing 600 (six hundred)
dogs, under the responsibility Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna, agree with
Ethical Principles in Animal Research adopted by “Ethic Committee in the use of
animals” of the School of Veterinary Medicine and Animal Science of University
of Sao Paulo and was approved in the meeting of day 06/22/2011.

Sao Paulo, 27 de junho de 2011.

o B e

My
Profa. Dra. Denise Tabacchi Fantoni
Presidente
A}/. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, n°87 Fax: +55 11 3032-2224 /3091-7757
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira™ fone: + 55 11 3091-7671/7676
Sdo Paulo/SP - Brasil E-mail: fimvzi@usp.br
05508-270 e

http://www.fmvz.usp.br



FOLHA DE AVALIACAO

Nome: Costa, Francisco Borges

Titulo: Soroepidemiologia e epidemiologia molecular dagdgbes poRickettsiaspp em
caes e carrapatos de ambientes urbano e ruraltadoedo Maranhao

Tese apresentada ao Programa de POs—
Graduacdo em Epidemiologia Experimental
Aplicada as Zoonoses da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo para obtencéao do
titulo de Doutor em Ciéncias

Data / /

Banca examinadora
Prof. Dr.
Instituigéo: Judgeion
Prof. Dr.
Instituicao: Judgeion
Prof. Dr.
Instituigéo: Judgeion
Prof. Dr.
Instituigéo: Judgeion
Prof. Dr.

Instituicao: Judgeion




@é o,

%dme’mwﬂmw

e P du %m&mmym%éM&W



Nada seria tdo fascinante nesta obra, se ndo cessee a realidade do meu povo
maranhense, pelas portas abertas, pelo acolhirdentada cidaddo com seus cdes em suas

humildes residéncias... E foram tantas! E jamaaspierder esta oportunidade de dizer muito
OBRIGADO por tudo.

Tudo na vida tem um inicio! Agradeco aos meus BaisAntonio Tavares Costa e
Sra. Maria Fagunda Borges Costa que sempre primpedanminha educacédo e meu bem-
estar, e somando a eles jamais me esquecerei dasim&os que sempre me ofereceram a

oportunidade de estudar longe de casa. Muitisshrigaxio!

O relégio ndo para, o tempo nao para... E viven émdréa, a vida se tornou mais
doce. Obrigado por tudo!!!

O sonho era entrar na universidade, até agueleemonseria o fim de uma jornada
académica, mas foi com a ajuda dos professoresndendidade Estadual do Maranhdo que
pude ir um pouco mais longe com as pesquisas, e dgtpu prestes a defender a tese de
doutorado, aos senhores (em especial, Porfirio &eth Guerra, Rita de Maria Seabra
Nogueira de Candanedo Guerra, Ana Clara Gomes do®s; Antonia Oliveira e José

Gomes) eu agradeco pela oportunidade de produzismbnhecimentos.

E na area da pesquisa, tive o prazer de trabellompanhar seus ensinamentos
durante estes trés anos, falo do meu orientaddr BProMarcelo Bahia Labruna. N&o apenas
pela dedicacdo a pesquisa e didatica nas aulagpeteaseriedade com que as tratam. Ah! E a
expedicdo — Complexémblyomma cajennensama maravilha “Alberto”Muito obrigado

pelo exemplo!

A todos os professores do Departamento de Medigeterinaria Preventiva e Saude
Animal, que contribuiram com seus conhecimentos pamha vida dentro e fora da
academia, em especial aos professores Dr2. SoMaga Gennari e Dr. Ricardo Augusto
Dias, muito OBRIGADO!



A todos os funcionarios do VPS, em especial Hildd-dtima Jesus Penha, Renato
Caravieri, Pedro Cesar F. da Silva, Sheila OlivdeaSouza, Sueli Akemi, Danival Lopes

Moreira, por tudo de bom que aconteceu nestes anos.

A todos os colegas do Laboratorio de Doencas Rarasi (Que sdo muitos!), em
especial aqueles que participaram desta jornaglaneecampo ou no laboratério: Andréa P
da Costa, Thiago Fernandes Martins, Fernanda A-Restos, Jonas Moraes Filho, Herbert
de Sousa Soares, Diego Garcia Ramirez, Amalia Relfiar Barbieri e Tatiana Evelyn
Hayama Ueno. Agradeco também Aline Gil Alves Guikalo Laboratério de Epidemiologia

e Bioestatistica.

Aos amigos que conheci nesta jornada como Adriante? Maria Ogrzewalska,
Matias Szabo, Danilo Saraiva, Gislene Fournier, fié@auHorta, Arlei Marcilli, Jodo Fabio
Soares, Felipe Krawzack, Monize Gerardi, RenataaiSdRicardo Arrais, Aline Diniz e

Ronaldo de Freitas. Desculpem-me pela minha mens@iasqueci de algum amigo.

Aos amigos que deixei em S&o Luis do Maranhdo, Mzsé& Meireles, Edvaldo
Franco Amorim Filho, Antonio Ferreira Simoes FiliNetto Simdes, Marcio Simdes, Vivian

Magalhdes, Tom dos Santos e Joicy Cortés de Sa.

Nao posso esquecer-me dos bons momentos com ossaqug vieram de outros
paises como Paula Lado, Lucas Monje (Pancho!), &darklovakova, Margareth Paterrina,
Alvaro Faccini, Sebastian Flores, Sebastian Muflomye Luis, Evelina Tarragona, Mauricio
Hernandez, Angélica Escarcega, Paola Gomez e Jusé@id Guzman, muito obrigado pelo

convivio.

Aos funcionarios da Biblioteca da Faculdade de ®iadiVeterinaria da USP pela

gentileza, atencdo e esclarecimentos, em espebial. &lza M Faquim.

Agradeco muito as instituicbes que me ajudaram eeta pesquisa no Maranhao
como AGED-MA (Karlos Yuri Fernandes Pedrosa e Hiakashi) e a UEMA (Profa. Dra.
Rita de Maria Seabra Nogueira de Candanedo Gudprafe Dr. Hamilton Pereira Santos);
USP/FMVZ/VPS.

Agradecemos a FAPESP pela aprovacéo do projetoesso n° 10/52395-0.



"Se gueres preven o futuno, edtuda o passades. "

Confucio, filésofo chinés.



RESUMO

COSTA, F. B.Soroepidemiologia e epidemiologia molecular dasfeccdes porRickettsia
spp em cades e carrapatos de ambientes urbano e rurdo Estado do Maranhé&o.
[Seroepidemiology and molecular epidemiologyRigkettsiaspp infections in dogs and ticks
from urban and rural environments in the state efdnh&o]2014. 115 f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina VeterinaiZaatecnia, Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo, 2014.

A emergéncia e reemergéncia de doencas transmtimtaartropodes sao desafios para as
medicina Veterinaria e Humana. Caes domésticos é&tuentemente expostos as diferentes
espécies de carrapatos, os quais fazem destesistioms sentinelas para riquetsioses que
afetam os humanos. O Estado do Maranhdo estdzadalina regido Nordeste do Brasil,
numa area de transicdo dos biomas Amazonia e @eflkadte contexto, no presente estudo,
objetivou-se avaliar infec¢des por riquétsias epsacarrapatos. Durante o perido de 2011 a
2013, amostras de sangue foram coletadas aleatiande 1560 caes, sendo de areas
urbanas e rurais de oito municipios: Acailandials&s Barreirinhas, Caxias, Cururupu,
Grajal, S&o Bento e Sao Domingos. As amostras fotestadas pela reagcdo de
imunofluorescéncia indireta para cinco espéciedqigtisas:Rickettsia rickettsjiRickettsia
parkeri, “CandidatusRickettsiaamblyommii”, Rickettsiarhipicephali e Rickettsia bellii.Os
carrapatos foram coletados sobre os cdaes, idewtifsc morfologicamente e submetidos a
pesquisa de riguétsias, quase todos os carrapatre sSubmetidos ao teste de hemolinfa e
tentativa de isolamento de riquétsia. Do total6%?(196/1560) dos caes foram sororreativos
a Rickettsiaspp. Noventa e dois soros mostraram titulos Baskettsia parkeri“Candidatus
Rickettsiaamblyommii”, RickettsiarhipicephaliandRickettsia belliipelo menos quatro vezes
maior do que aqueles outros antigenos de riquddissta forma, considera-se que os caes
foram infectados poRickettsia parkeri(l soro),”CandidatusRickettsiaamblyommii” (73
soros),Rickettsiarhipicephali (6 soros) andrickettsia bellii(12 soros), com titulos variando
de 128 a 16.384Novecentos e cinguenta e nove carrapatos foraetacils sobre os caes,
Rhipicephalus sanguineusAmblyomma cajennenseensu latp Amblyomma ovale
Amblyomma parvupAmblyomma oblongoguttatyrAmblyomma rotundatuniRhipicephalus
(Boophilug microplus Haemaphysalis juxtakocld Amblyommasp. Produtos da reacdo em
cadeia pela polimerase de 17 carrapatos foram seiqaes e mostraram corresponder a
“CandidatusRicketsia andeanaeRickettsia belliand ‘CandidatusRickettsiaamblyommii”.

Estes resultados sugerem que estas riquétsias awepa muito proxima estdo infectando



cées no Estado do Maranhao, ressaltando o potgat@iénico destas espécies de riquétsias
no Nordeste do Brasil. Ao mesmo tempo, difereneiae® Sudeste do Brasil, onde
hospedeiros sentinelas como os caes, tendem aieres titulos parRickettsia rickettsiou

Rickettsia parkerios agentes da febre maculosa no Sudeste do Brasil.

Palavras-chave: Cées. CarrapaRiskettsia Maranh&o.



ABSTRACT

COSTA, F. B.Seroepidemiology and molecular epidemiology bRickettsia spp infections

in dogs and ticks from urban and rural environmentsin the state of Maranh&o.
[Soroepidemiologia e epidemiologia molecular dasdgbes poRickettsiaspp em caes e
carrapatos de ambientes urbano e rural do Estadda@nh&o].2014. 115 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicin@nfeiria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2014.

The emergence and reemergence of diseases tratsinyttarthropods are challenges for the
Veterinary and Human medicine. Domestic dogs atenoéxposed to different tick species,
what makes these animals good sentinels for relkétliseases that affect humans. The state
of Maranh&o is located in the northeastern regioBrazil, in a transition area from Amazon
to Savannah biomes. In this context, the presewyshimed to evaluate rickettsial infection
in dogs from this state. During the period 20112@13 blood samples were randomly
collected from 1560 domestic dogs, being from urbad rural areas of eight municipalities
of Maranh&o: Acailandia, Balsas, Barreirinhas, @axCururupu, Grajau, Sdo Bento and S&o
Domingos. Samples were tested by indirect imunofiscence assay againstRickettsia
species: Rickettsia rickettsji Rickettsia parkeri “Candidatus Rickettsia amblyommii”,
Rickettsiarhipicephali and Rickettsia bellii.Ticks were collected on dogs to morphological
taxonomic identification and to rickettsia reseam@imost ticks were submitted to hemolymph
test and shell vial attempting to isolate rickett€verall, 12.6% (196/1560) of the dogs were
seroreactive toRickettsia spp. Ninety-two sera showed titers ®Rickettsia parkeri
“CandidatusRickettsia amblyommii” Rickettsiarhipicephali and Rickettsia belliiat least 4-
fold higher than those observed to the other riskatantigens. In this way, we considered
that these dogs were infected WRBickettsia parkeri(1lsera), “Candidatus Rickettsia
amblyommii” (73 sera)Rickettsiarhipicephali (6 sera) andRickettsia bellii(12 sera), with
titers ranging from 128 to 16,384line hundred and fifty-nine ticks were collecteu dogs
(Rhipicephalus sanguineusAmblyomma cajennenssensu latp Amblyomma ovale
Amblyomma parvupAmblyomma oblongoguttaturmblyomma rotundatuniRhipicephalus
(Boophilug microplus Haemaphysalis juxtakochand Amblyommasp). Polymerase chain
reaction products of at least seventeen of thedes tivere sequenced and also showed to
correspond to CandidatusRicketsia andeanaeRickettsia belliiand ‘CandidatusRickettsia

amblyommii”. These results suggest that thesleetsiasor close-related strains are infecting



dogs in Maranhao state, highlighting the potergathogenicity of thesRickettsiaspecies in
northeastern Brazil. At the same time, it differat@s from southeastern Brazil, where
sentinel hosts like dogs tend to have higher titeRickettsia rickettsior Rickettsia parkeri,

the agents of spotted fever in southeastern Brazil

Keywords: Dogs. TicksRickettsia Maranhao.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, observam-se mudancas na distribuigdaced e abundancia de muitas
espécies, incluindo carrapatos e seus patdégensss Bridancas séo principalmente devido as
alteracOes climaticas, modificacdes de habitaglelsalizacdo das atividades humanas. Neste
contexto, os carrapatos vém se estabelecendo eitipdomquestionamentos sobre suas
consequéncias para a diversidade genética e sencpatimpacto sobre nichos naturais que
invadem e podem permanecer desconhecidos paraneiaciLINDGREN et al., 2000;
OGDEN et al., 2009; MEDLOCK et al., 2013). Exemptosnolxodes scapularig . ricinus
no leste e norte dos Estados Unidos e da Eurog@ecvamente, assim corRhipicephalus
(Boophilug microplusna América do Sul, &mblyomma variegatumas Ilhas do Caribe
mostram suas adaptacbes em outros ecossistemapedbwos (LINDGREN et al., 2000;
OGDEN et al., 2009; BARRE; UILENBERG, 2010; LEGERal., 2013; MEDLOCK et al.,
2013).

Rickettsias sao bactérias intracelulares obrigagdgue estdo classicamente divididas
em trés grupos: o grupo tifo (GT), composto puckettsia prowazekie Rickettsia typhi
associadas com os piolhos e pulgas, respectivam@nggupo da febre maculosa (GFM)
inclui mais de 20 espécies validas, principalmeastociadas aos carrapatos (por exenfiplo,
rickettsii, R. parker) e pelo menos uma espécie associada com puRgdslis (PAROLA,;
PADDOCK; RAOULT, 2005) e um grupo mais basal ondtde incluidask. bellii R.
monteiroi e R. canadensi§MCKIEL; BELL; LACKMAN, 1967; PACHECO et al., 2011
LABRUNA et al., 2011b).

Segundo Pinter e Labruna (2006); Labruna (20091@01Pacheco et al. (2011);
Ogrzewalska et al. (2012, 2014); Barbieri, Rometaleruna (2012); Ramirez-Hernandez et
al. (2013);Flores-Mendoza et al. (2013); Miranda; Mattar (20XK3Fawzack et al. (20014) e
Nieri-Bastos et al. (2014), na América Latina, pelenos 9 espécies de riquétsias foram
registradas:R. rickettsii infectando A. aureolatume A. sculptum (publicado comoA.
cajennensgeno Brasil, R. felisinfectando pulgas na Argentina, Brasil, Chile,&abia, Peru,
Costa Rica, Panama, México e UruguRi; parkeri infectando carrapatos no Uruguai,
Argentina, Peru, Bolivia e BrasilR. massiliae infectando carrapatos na Argentina;
‘CandidatusRickettsia amblyommii’ infectando carrapatos na éxina, Brasil, Paraguai,
Costa Rica, Panama e Guiana Francésabellii infectando carrapatos na Argentina,
Colémbia, El Salvador, Peru e no Bra#ll;rhipicephaliinfectando carrapatos no Brasd,
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monteiroi infectando carrapato no Brasil €&ndidatusRickettsia andeanae” infectando
carrapatos na Argentina, Brasil, Paraguai e PemtreEestas, todas as espécies sao
classificadas no GFM, excetdra belliique ndo faz parte do TG e nem GFM.

A ocorréncia de carrapatos em cdes no Brasil madtia cenarios distintos
intimamente dependentes do ambiente onde o hospadet. No primeiro cenario, 0s caes
sdo criados em ambientes urbanos, dentro ou feraedadéncias, ndo tendo acesso as areas
onde vivem carnivoros silvestres ou outros mansfeeste caso, 0os carrapatos encontrados
nos caes sao, na sua grande maioria, pertencergsgéaieRhipicephalus sanguineuwde
hébitos nidicolas, introduzida no Brasil possivaiteepelo homem (LABRUNA; PEREIRA,
2001).

No segundo cenario, 0s caes sao criados em amaés ou suburbanas, onde vivem
soltos e tém acesso livre as matas e a outros atebjeonde varias espécies de animais
silvestres e domésticos estdo presentes. Nestdg;6es, os cdes podem ser infestados por
diferentes espécies de carrapatos nativos, pertesscao génerdmblyommaLABRUNA;
PEREIRA, 2001).

O Maranhéo, com grande diversidade de ecossistgraasyi condicdes ambientais
favoraveis as fases de vida livre do carrapatoudg Sangioni (2003), o conhecimento da
epidemiologia em regiGes com potencial bidtico pagesenvolvimento da doenca consiste
em determinar as condi¢cdes socioeconomicas da ggnyl a distribuicdo e densidade dos
vetores ja como transmissores, as condicdes ecakgias localidades e as espécies de
hospedeiros envolvidas. Assim, a atividade humatmesa vegetacdo tem um importante
papel no surgimento e expansao das riquettsiosesfl@®estamento feito com arbustos e a
pratica agricola de monoculturas favorecem a @miffao de artropodes devido a formacao
de microclimas favoraveis, 0os quais geram um erteleabitat, favorecendo a sobrevivéncia
dos ixodideos e mamiferos hospedeiros dos estiddgrsediarios (CARDOSO, 2006).

Neste contexto, ressalta-se que 0s animais domgsteE silvestres estdo
frequentemente expostos a diferentes espécies rd@pams, dependendo da distribuicéo
destes artropodes vetores no ambiente. Recenteménteresse em carrapatos de animais
domeésticos tem aumentado por causa das doencagesnesr e reermegentes transmitidas por
eles, incluindo aquelas causadas por ricketts@sgdd a sua natureza zoondtica.

O territério maranhense é composto por trés grahtesas, Amazonia, Cerrado e
Caatinga, possuindo uma grande diversidade de fadltaa. Por sua extensao territorial e
posicdo estratégica de confluéncia dos biomastar&situa-se numa zona de transicdo dos

climas semiaridos do interior do Nordeste para asdds equatoriais da Amazoénia,
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permitindo que as condigcbes edafoclimaticas ocorraom grande variabilidade,
proporcionando diversos ecossistemas que vao dmstheentes salinos com presenca de
manguezais, vegetacdo secundaria, grandes aredsabaguais e vegetacdo de grande porte
com caracteristicas do sistema amazonico (MARANHA@)?2). Assim sendo, o Estado do
Maranhd@o aparece no cendrio nacional como umardas de maior diversidade animal e
vegetal (AB°'SABER 1977; MUNIZ, 2006; DIAS et al.0@). Pouco se sabe sobre a
ixodofauna do Estado e, consequentemente 0s pissspaogenos que podem ser
transmitidos aos animais e ao homem. Desta formagsiudo transversal foi realizado para
conhecer a magnitude das infec¢oes Rimkettsiasobre os caes e carrapatos, contribuindo
com dados sobre a epidemiologia das rickettsioses Brasil, além de subsidiar

cientificamente as acdes de Saude Publica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Riguétsias sdo cocobacilos, intracelulares obngadmedindo entre 0,3-0,5 por 0,8-
2,0 unf, possuem uma estrutura trilaminar com uma camadaeptidoglicano, e uma
membrana exterior de dupla camada. O citoplasmagdmctérias contém ribossomos e
filamentos de DNA. Dentro das células hospedesasgaétsias ndo sao coradas pelo método
de Gram, mas pelo método de Gimenez que retém ifasdssica quando coradas
(GIMENEZ, 1964). Usando este método, elas aparesemelho brilhante, enquanto o fundo
€ manchado em azul palido com a contrastante veatiquita (PAROLA et al., 2007). Estas
bactérias pertencem a familia Rickettsiaceae edanorRickettsiales (RAOULT; ROUX,
1997).

Atualmente, 26 espécies de riquétsias com validadeomes publicados foram
relatados, incluindoR. asiaticg R. heilongjiangensjsR. hoogstraalij R. raoultii, e R
tamurae que foram relatados na Ultima e maior reviséo esalyuétsias transmitidas por
carrapatos em 2005 (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 208%JZEBY, 2006; FOURNIER
et al., 2006; FUJITA et al., 2006; MEDIANNIKOV el a2008; DUH et al., 2010).

Recentemente, com o uso de ferramentas molecldptiesdas foi possivel sugerir,
por uma analise multigénica, uma nova filogeniaapargénerdrickettsia como segue: i)
grupo do tifo (GT), composto pelas espédiresprowazekiie R. typhi ii) grupo da febre
maculosa (GFM), representado por mais de vintecesgéii) grupo de transi¢do (GTr), onde
estdo inserida®k. akari R. felise R. australis iv) grupo canadensis (GC), formado pela
espécieR. canadensie afins; 5) grupo bellii (GB), representado pelpéegeR. belliie uma
gama de outros genotipos encontrados em insetodNEVWH et al., 2009; MERHEJ;
RAOULT, 2011).
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2.2 Rickettsia rickettsii

Na ultima década do século XIX, aconteceu a prineiencao clinica de rickettsiose
no continente americano, quando recebeu o nomsadaripo preto” (black measles), por seu
exantema caracteristico. Mais tarde, Edward E. Mar&atou pela primeira vez um caso
clinico de Febre Maculosa das Montanhas RochossdMB transmitida por carrapato
(MAXEY, 1899; GUGEL et al., 2009). Sete anos depems 1906, Dr. Howard Taylor
Ricketts, considerado como um dos microbiologistgatologistas mais famosos da historia
da medicina, foi capaz de detectar o agente etaldR. rickettsi) da FMMR no sangue das
pessoas infectadas e a transmissédo pelo carrapato eetor. Em 1909, ele viajou até a
Cidade do México para estudar o agente infecciesond grande surto de tifo exantematico.
No ano seguinte, enquanto isolava a bactéria catsaad doenceR prowazeki) se infectou
e morreu pouco depois (GROB; SCHAFER, 2011).

No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira pero médico e pesquisador José
Toledo Piza em 1929, em S&o Paulo (PIZA, 1932) Minas Gerais, Octavio de Magalhaes
descreve sucintamente os trabalhos realizados dedéeada de 30 até 1956, dando valiosas
contribuicbes ao estudo do tifo exantematico nsBMIAGALHAES, 1957). Nestas trés

décadas de pesquisa foi possivel elucidar pontpsriantes sobre a epidemiologia da FMB.

No inicio da década de 1930, em S&o Paulo - SPesguisas demonstraram pela
primeira vez que o carrapatonblyomma cajennensei infectado experimentalmente com o
agente causador da doenca, quando alimentado emiacdobente, experimentalmente
infectada (LEMOS-MONTEIRO, FONSECA; PRADO, 1932aNo mesmo ano,
demonstraram a transmissédo intra-estadial e vediwaagente da FMB pelo carrapato
cajennenséLEMOS-MONTEIRO; FONSECA, 1932). No ano seguirdeagente etiologico
foi isolado em cobaia a partir de um exemplarAdeaureolatum $in. A. ovale striatum)
adulto coletado de um cdo (GOMES, 1933). SegunaeiPi(2007), este representa o
primeiro isolamento da bactéria causadora da FNMBzelo a partir de carrapatos no Brasil.
Apoés sete décadas, o isolamento e a manutencaalamaade células Vero de. rickettsii
cepa Taiagu ocorreu a partir Ae aureolatumem Sao Paulo (PINTER; LABRUNA, 2006).
Até o presente momento, na América LatiRarickettsiinunca foi isolada diretamente Ade
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cajennensem cultivo celular pela técnica deell vial devido a sua baixa taxa de infeccdo
na populacao dé. cajennenseEntretanto, recentemente, Krawzack et al. (2@bdiveram
com sucesso pela primeira vez, um isolado viav&.de&kettsiicepa Itu em cultivo celular, a
partir de tecidos de cobaia infectada com mace&d. cajennensanfectado porR.

rickettsiiem meio de cultura BHI (brain-heart infusion).

Carrapatos adultos d& aureolatumse alimentam preferencialmente em espécies da
ordem Carnivora (principalmente cdes domésticosieas peri-urbanas), mas 0s carrapatos
imaturos, larvas e ninfas, preferem se alimentapees passeriformes e algumas espécies de
roedores (GUGLIELMONE et al., 2003; GUGLIELMONE at., 2006). E importante
salientar que nas zonas rurais proximas de areasnescentes de mata Atlantica, os caes
domeésticos desempenham um papel importante, levandoreolatumadultos de dentro da
floresta para as residéncias e podendo ser acichamtiz transferidos dos caes para as pessoas
(GUGLIELMONE et al., 2003; PINTER et al., 2004). deéados de pesquisas tém
corroborado as observacdes historicas de casosniognig FMB na &rea metropolitana da
grande Séo Paulo, onde o principal vetor incrimin@d. aureolatum(OGRZEWALSKA et
al., 2012).

Outro vetor importante para a FMB no Brasil &.ocajennenseque tem a capivara
(Hydrochoerus hydrochaedie o cavalo Equus caballuscomo hospedeiros primarios nas
areas endémicas para FMB. No entanto, uma vez gopudacdo deste carrapato aumente em
uma determinada area, outras espécies de hospedeidentais como 0s cdes e 0S seres
humanos tornam-se mais frequentemente infestadodapeas, ninfas e adultos, mas a
maioria sem competéncia biologica para sustentaa yoopulacdo deA. cajennense
(ARAGAO, 1936; VIEIRA et al., 2004; GUGLIELMONE atl., 2006a). Porém, devido a
grande area de distribuicdo docajennensaa América e experimentos de cruzamentos de
diferentes populacdes deste carrapato, foi propge® este seria um complexo de seis
espécies (LABRUNA et al., 2011a; MASTROPAOLO et @011), sendo confirmado por
Nava et al. (2014).

No Brasil, duas espécies deste complexo sao b&mibdidas, onde a presencaAle
cajennense(A. cajennensesensu stricto) esta relacionado co@a’ R. amblyommii” no
bioma Amazonico é\. sculptum(publicado comaA. cajennensgesta relacionado corR.

rickettsii em areas degradadas dos biomas Mata Atlanticaradoeem Minas Gerais, Sao
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Paulo e Rio de Janeiro (LABRUNA et al., 2004c; GUEDet al., 2005; AMORIM-FILHO,
2012; KRAWZACK et al., 2014; MOURA-MARTINIANO et gl2014).

R. sanguineug o principal vetor d®. conoriino Mediterraneo, e infeccdo humana
por R. rickettsii transmitida peld?. sanguineuga foi relatada nos EUA e México (DEMMA
et al., 2005; EREMEEVA et al., 2011). Szabd, Pimdrabruna (2013) chamam a atencéo
para as diferentes populagfes de carrapatos edgslgom esta riquetsiose, jA que estudos
com diferentes populacdes Be sanguineutgm mostrado pela analise genética, morfologia,
biologia e geografia, duas distintas espécies stdxanR. sanguineusma América do Sul,
sendo uma encontrada em areas tropicais e sulai®pioutra no cone sul da América do Sul
(Sul do Brasil, Uruguai, Chile e Argentina) (OLIVEA et al., 2005; SZABO et al., 2005;
MORAES-FILHO et al., 2011; NAVA et al., 2012).

Recentemente, novos dados epidemioldgicos tém amdd®. sanguineuscomo um
vetor suspeito em area endémica para FMB (MORAHSBI et al.,, 2009;
OGRZEWALSKA et al., 2012). Desta forma, supde-se guon locais com altas densidades de
R. sanguineus cées, a infeccdo p&. rickettsii possa ser introduzida por espécies de
carrapatos do géneramblyommasendo que a transmissao para os humanos poderocor
acidentalmente por picadas & sanguineu®u por esmagamento no momento da coleta
sobre os cdes, com maior probabilidade de ocomepessoas que lidam com estes animais
com frequéncia, como por exemplo, trabalhos em scamiblicos (SZABO; PINTER;
LABRUNA, 2013).

Outros paises do continente americano reportarawsode febre maculosa causada
por R. rickettsij como México (Febre Manchada), Canada, Colémbe&br@- de Tobia),
Argentina, Costa Rica e Panama (PATINO; AFANADORAUR, 1937; DIAS, 1939;
BUSTAMANTE; VARELA 1947; MAGALHAES, 1957; RODANICHE 1953; PHILIP et
al., 1978; DUMLER; WALKER, 2005; PADDOCK et al., 28).

2.3Rickettsia parkeri

No final da década de 30, o Dr. R. R. Parker ebookdores reportaram o isolamento

de uma bactéria do carrapafo maculatumno Texas, sudoeste do Estados Unidos da
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América (EUA). Depois inoculou o “agente maculatuenmi cobaias e, estas desenvolveram
sinais clinicos como febre moderada que lembrautrarickettsioses do GFM e da febre
maculosa do Mediterraneo (FMM) (PARKER et al., 1938RKER, 1940). Vinte e oito anos
depois, Lackman et al. (1965) denominaram estetagemoR. parkeriem homenagem ao
Dr. Parker. Por 67 ano®. parkerifoi considerada como ndo patogénica para humanos.
Somente no inicio deste século, registraram o [mdmeaso clinico em humanos pB.
parkeri transmitida porA. maculatum o principal vetor desta riquetsiose nos EUA
(PADDOCK et al., 2004) e sua ocorréncia reportddalaente em nove Estados, sendo eles:
Alabama, Arkansas, Flérida, Georgia, Kentucky, Migs Oklahoma, Carolina do Sul,
Texas e Virginia (FORNADEI et al., 2011). Provavehlte, muitos casos pregressos de
riquetsioses humana pdrR. parkeri foram equivocadamente atribuidos a casos leves de
riquetsiose poR. rickettsii(PADDOCK et al., 2009).

Na América do Sul, os primeiros casos da doenc&pparkeriforam registrados no
Uruguai (VENZAL et al., 2000; CONTI-DIAZ et al., 29). Durante a década de 90, neste
pais, casos de rickettsiose transmitida por cawapram diagnosticados com base em
analises soroldgicas utilizando antigenofdeonorii(CONTI-DIAZ, 2003). Porém, nenhum
método direto de diagndstico foi realizado na épm€&a conorii nunca foi encontrada no
continente americano, sendo assim, outras riqgéie@dem ter sido responsaveis pelos casos
relatados no Uruguai. Além disso, os sinais cl®isdo muito similares aos da febre
maculosa causada pBr. parkerinos EUA (PARKER et al., 1939; PADDOCK et al., 2005;
PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005). Desta forma, Venzdlal. (2004) publicaram pela
primeira vezR. parkeriinfectandoA. triste (carrapato mais comum parasitando humanos) no
Uruguai, sugerindo como 0 agente mais provavel MaMais tarde, Pacheco et al. (2006)

isolaramR. parkerideA. tristeneste pais.

Portillo et al. (2013) relataram o primeiro casafamnado por analises moleculares de
infeccdo humana pdr. parkerino Uruguai, apés uma paciente retornar a Espagpaiside
uma viagem de 7 dias a Colonia Suiza (sudoeste rdgudi), apresentando febre (39°C),
calafrios e duas escarasadhe noire-lik¢ rodeado por um halo eritematoso endurecido no
lado interno do tornozelo esquerdo, além de umpc@&maimaculopapular nas pernas. Apos o
tratamento com doxiciclina durante 7 dias, o pdeidicou totalmente recuperado. Infeccéo
por R. parkerifoi diagnosticada pela deteccdo molecular baseadamswab no local da

escara, assim como pela soroconversao entre asrasnda fase aguda e convalescente.
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R. parkerifoi encontrada em carrapato triste por Nava et al. (2008) na Argentina,
onde ocorreram dois casos humanos, mas sem idagit do vetor envolvido na
transmissdo (ROMER et al., 2011). Na Bolivia, unesquisa demonstrou uma taxa de
infeccdo de 50% (22/44) pd&. parkeri em carrapatog\.. tigrinum (TOMASSONE et al.,
2010a).

No Brasil, diferentes cepas proximadRaparkeriforam descritas em carrapatds
dubitatumde Pedreira, SP (cepa COOPER)nodosunde Teodoro Sampaio, SP e Campo
Grande, MS (cepa NODA. tristede Paulicéia, SP (cepa At2#4), ovalee R. sanguineusm
Santa Catarina e Sao PauloAe aureolatumem Santa Catarina (cepa Mata Atlantica)
(LABRUNA et al., 2004b; SILVEIRA et al., 2007; OGEXVALSKA et al., 2009;
SPOLIDORIO et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011; @A, et al., 2011; BARBIERI, 2012;
OGRZEWALSKA et al., 2013).

Recentemente no Brasil, uma nova rickettsiose han{gebre Maculosa da Mata
Atlantica - FMMA) foi descrita por Spolidorio et.g010) em um paciente que foi picado
por um carrapato, apresentando no local do ataguirodideo uma leséo papular tipica de
“escara de inoculacao'tache noir¢, a qual € frequentemente observada em infecgdes p
diferentes riquétsias do GFM. Apos amplificacd@guenciamento de DNA dRickettsiada
amostra da pele no local da picada, provaram &exis de uma nova riquetsia do GMF em
maio de 2009, no litoral sul do Estado de Sdo Raadanunicipio de Peruibe, numa area de
reserva de Mata Atlantica. Os autores denominarstm reovo patdgeno conRickettsiasp
cepa Mata Atlantica, a qual se mostrou filogenatigate proxima &. parkeri, R africae e
R. sibirica(SPOLIDORIO et al., 2010). Neste mesmo local, emuibe, Szabd et al. (2013a)
isolaram a cepa Mata Atlantica a partir de car@patiultos da espécie ovalecoletados
sobre caes, que continham altos titulos sorologiotigR. parkeri.Os autores concluiram que

A. ovaleé o vetor ddRickettsiasp. cepa Mata Atlantica para humanos e caes.

2.4 “CandidatusRickettsia amblyommii”

No ano de 1974 na América do Nort€a: R. amblyommil foi isolada pela primeira
vez no Tennessee - EUA de carrapadtosmericanumsendo referida como cepas 85-1034,
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WB-8-2 e MOAa (BURGDORFER et al., 1981; WELLER &t 4998). Este carrapato € um
importante vetor de doencgas, que tem aumentadbcdragnte em abundancia e distribuigéo
geografica nos ultimos anos, por causa da expatsfopulacdo do veado de cauda branca
nos EUA (CHILDS; PADDOCK, 2003, PADDOCK; YABSLEY,0D7) e todos os estagios
parasitarios deste artropode sédo agressivos pamartos. Em algumas areas dos EUA, 40%
ou mais deA. americanunpodem estar infectados pdCd. R. amblyommii” (GODDARD;
NORMENTE, 1986; KELLY et al., 2005).

Em 2008 e 2009, no Estado de Maryland nos EUA, dleaml. (2012) coletaram mais
de 500A. americanunadultos ndo alimentados de 19 populacdes destddegtaia pesquisar
a presenca deCa. R. amblyommii”, e relataram que as frequénciamfleccdo variavam em
média de 33 a 100%, com uma meédia de taxa decidede 60% em 2008 e 69% em 2009.
Além disso, isolaram e cultivaram com sucesSa.R. amblyommii” em células (Sua5B) de

mosquitosAnopheles gambiae

Logo no inicio do século XXI, ja se suspeitava de gsta riquétsia era estritamente
associada ao génefanblyommapois morfologicamente nao diferia de outras bagédo
GFM quando cultivada em células de carrapatos, dEmeagir com anticorpos monoclonais
especificos parR. rickettsiie na analise filogenética sendo relacionanda Romontanensis
e Rickettsiasp. cepas ISS e Cooleyi (WELLER et al., 1998; MEBMKOV et al., 2007).

O papel de Ca. R. amblyommii” como um agente patogénico para mosdem sido
sugerido num estudo, no qual, 12 membros de undadeaimilitar, desenvolveram doencas
brandas e anticorpos reativos contra riquétsiaSkd pela técnica de Western Blot, quando
frequentaram campos infestados por carrapatos é@mndas e Virginia. Os investigadores
determinaram, em cinco destes pacientes perfi<iisps de reatividade para os principais
antigenos de proteinas de superficie de um isalad€a. R. amblyommii”denominado de
cepa 85-1034, sugerindo infeccdo com este age®8CBI et al., 2003). Billeter et al. (2007)
relatam em 2006, um caso de uma paciente que ddgenwma erupcao cutanea no local de
fixacdo do carrapatd. americanumnfectado com Ca. R. amblyommii”, sendo tratada com
doxiciclina por nove dias, entretanto ndo foi peslsheste estudo, provar que a enferma teve
contato com o agente do GFM e indica que estudos nefessarios para avaliar a

patogenicidade desta riquétsia.

Permanece ainda especulativo o papel@Be R. amblyommii” como causa de doenca
leve para humanos, visto que antigenos espectic@NA ainda ndo foram demonstrados a
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partir de amostras humanas (NICHOLSON et al., 2088gundo estes autores, € possivel
que exposicdo aCa. R. amblyommii” ou outro membro do grupo da GFMgaos induzir
reacao cruzada em ensaios sorologicos usando ramgigeR. rickettsij chamando a atencao
para casos de doenca branda, devido a outras sigméio GFM ser sorologicamente

classificada como FMMR e ter resultados falsostpms para a vigilancia epidemioldgica.

As riquétsias do grupo da febre maculosa estdomamtiente relacionadas
geneticamente, assim como compartilham antigen& d# parede celular e proteinas da
membrana externa A e B de riquétsia. Desta formidgenos deR. rickettsiitém detectado
presenca de anticorpos em muitas pessoas saudgueisido tiveram historico de FM ou
doenca clinicamente compativel (WILFERT et al.,4,9BAYLOR et al., 1985). A presenca
de “Ca.R. amblyommii"nos EUA ja foi identificada nos seguintes Estaditsrida; Georgia;
lowa; Louisiana; Mississipi; New Jersey; New Yoikprth Carolina; Oklahoma, Rhode
Island; South Carolina e Tennessee, variando dé@aemA. americanure D. variabilis
(MIXSON et al., 2006; CASTELLAW et al., 2010; MONQM et al., 2010; SMITH et al.,
2010; LEYDET,; LIANG, 2013).

Na América Latina, os paises que ja relataram sepga de Ca. R. amblyommii”
foram Brasil, Argentina, Guiana Francesa, PanarnéiaRica e Paraguai (LABRUNA et al.,
2004c; LABRUNA et al., 2007a; PAROLA et al., 20BERMUDEZ et al., 2009; HUN et
al., 2011; OGRZEWALSKA et al., 2013).

Hun et al. (2011) realizaram com sucesso 0 isol&anenmanutencdo em cultivo
celular de riquétsias presentes em trés carrapitosspécied. cajennensecoletados em
Cahuita e Turrialba, na Costa Rica. Estes tréadssl foram designados como cepas AcCR
(9-CC-1), AcCR(9-CC-3-1) e AcCR(11-TC-1-1) e naazaerizacdo molecular pelos genes
gltA, ompA e ompB foram identificadas comoCa. R. amblyommii”. Rivas et al. (2013)
evidenciaram infeccdo, desenvolvimento de antao® doenca branda em cobaias quando
inoculadas comCa. R. amblyommii”, entretanto mais estudos sdo nécesspara avaliar a

patogenicidade desta bactéria.

No Brasil, ja foi descrita em cinco biomas a ocacié de Ca. R. amblyommii” com
distribuicdo nos seguintes Estados: Maranhdo, Faa@na, Pernambuco, Réndonia e Séo
Paulo em diferentes biomas como Amazbnia, Caatirgasrado e Mata Atlantica
(LABRUNA et al., 2004a; PACHECO et al., 2012; OGREELSKA; UEZU; LABRUNA,
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2010; MELO et al, 2011; AMORIM-FILHO, 2013; OGRZEMISKA et al., 2013;
SARAIVA et al., 2013).

Em 2004, evidencia-se pela primeira vez em um @ealois carrapatos. longirostre
no Estado de Rondonia, oeste da Amazobnia, umatsiquiesignada como cepa Aranha pela
analise da sequéncia parcial do gengA sendo filogeneticamente agrupada cdda.R.
amblyommii” cepas WB-8-2 e MOAa (BURGDORFER et 4B81; WELLER et al., 1998;
LABRUNAEet al., 2004a). Neste mesmo ano, Labrural.g2004c) encontraram carrapafas
coelebse A. cajennensecom “Ca. R. amblyommii”. Nesta ultima espécie de carrapato,
isolaram e estabelecerar@d. R. amblyommii” em cultivo pela primeira vez na Amcé do
Sul. Poucos anos depois, um estudo realizado erar@l®aulista - SP, Ogrzewalska et al.
(2008) coletaram em aves carrapatos identificadm®ocA. longirostre que estavam
infectados por uma riquétsia filogeneticamente pnéx‘Ca. R. amblyommii” cepa Aranha.
Neste mesmo estudo, em um carrapato adulfe. tngirostre isolaram esta riquétsia que foi

denominada como cepa AL.

No periodo de 2006 a 2008, Pacheco et al. (201@)n&raram (32,3% de taxa de
infeccdo) em carrapatos. longirostreinfectados com Ca. R. amblyommii” cepa AL no
bioma Mata Atlantica Posteriormente, no bioma Amazobnico Norte do Braglataram
dentre 67 carrapataa espécid\. longirostreuma taxa de infeccdo de 56,7% e d&. Qeayi
com 57,1% de taxa de infeccdo paf@a: R. amblyommii” (OGRZEWALSKA; UEZU;
LABRUNA, 2010).

Outros pesquisadores como Saraiva et al. (201@y#s0 ‘Ca. R. amblyommii’de A.
auricularium sendo o primeiro relato para a regiao NordestBrdsil, além de investigar por
trés geracdes consecutivas (ovos, larvas, ninfedultos) a perpetuacdo desta riquétsia pela
transmissao transovariana e transestadial. Outaércia desta riquétsia foi encontrada no
Maranh&o (Baixada Maranhense), onde carrapatospiacieA. cajennense&oletados em
“cavalos baixadeiros” apresentaram uma taxa decgéfe de 20% (3/15) paraCa. R.
amblyommii” (AMORIM-FILHO, 2013).

Visto que esta riquétsia € largamente distribuidlgpais, faz-se necessario chamar a
atencao aos testes sorolégicos quando se usarantiggo, pois pode ocorrer reacao cruzada
com outros antigenos de riquétsia patogénica do ,Gievho exemplosR. rickettsiie R.
parkeri (PIRANDA et al., 2008; HORTA et al., 2010).
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2.5Ricketssia rhipicephali

Em uma pesquisa sobRickettsiaem carrapatos do caRlfipicephalus sanguinels
uma nova riquétsia relacionada ao GFM, mas distilgdR. rickettsii foi detectada em
167/884 (18.9%) destes carrapatos no centro ee rawt Mississipi, EUA, em 1975
(BURGDORFER et al., 1975). Trés anos depois, fon@ada comdr. rhpicephaliem um
estudo que mostraram esta riquétsia invadindo glatwlulas salivares quanto ovariosRle
sanguineus além de produzir um baixo grau de histopatologiagual ndo parece afetar
fémeas ingurgitadas e sua descendéncia (BURGDOREER 1978; HAYES et al., 1979).

Outras espécies de carrapatos nos EUA ja foraactdeias conRR. rhipicephalj tais
como Dermacentor occidentalisa Califérnia,D. andersoniem Montana @. variabilis na
Carolina do Sul (BURGDORFER et al., 1978; LANE kf 4981; PHILIP; CASPER et al.,
1981), além de estudos mostrarem que estes carsagid incapazes de manter esta bactéria

por transmisséo transovariana por mais do que @nmzgdo ( MACALUSO et al., 2002).

Os primeiros relatos no continente americano, dma EUA, ocorreram no Brasil em
2005, na regido norte do pais, no Estado de Roadéendo detectado pela analise molecular
em Haemaphysalis juxtakocle denominada comRickettsiacepa R300. Neste mesmo ano,
no Estado de S&o Paulo, numa area de Mata AtlanticRarque Estadual de Intervales,
realizou-se uma coleta de carrapatés juxtakochj tanto de vida livre, quanto sobre
hospedeiro flazama guazoubi)aNo Parque Jaragua, posteriormente foi isolada@tivo
celular R. rhipicephalicepa HJ#5 do carrapatd. juxtakochi (LABRUNA et al., 2005a;
LABRUNA et al., 2007b).

No Velho Mundo,R. rhipicephalifoi relatada em carrapatos na Franca, Portugal,
Grécia, Croacia e Republica Centro-Africana (DRANGI et al., 1992; DUPONT;
CORNET; RAOULT, 1994; BACELLAR et al., 1995; DUH at., 2003; PSAROULAKI et
al., 2003). No entanto, todos esses relatos caregenconfirmagdo, pois nao foram
comprovados por uma devida caracterizacdo molecuiardistinguisseéR. rhipicephalide

outras espécies mais proximas, tais c&tnmassiliaee R. aeshlimmanni.
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2.6 Rickettsia bellii

R. bellii ¢ amplamente distribuida nas Américas, infectanmdo grande numero de
carrapatos das familias Ixodidae e Argasidae. Emlpmssa ser encontrada em diversas
espécies de carrapatos, nao ha evidencia de iofecgdumanos.

Esta bactéria foi identificada e nomeada como c8f8-C, isolada em ovos
embrionados de galinhas, a partir de um pool #itar de D. variabilis adultos néo
alimentados e coletados sobre a vegetacéo proxiagette-Ville, Arkansas - EUA, em oito
de junho de 1966 (PHILIP et al., 1983). Entretamste isolado de riquétsia cepa 369-C
possuia antigenos distintos de outras riquétsias ateterminado pela reacdo cruzada em
teste de immunofluorescéncia, mas possui um ou amigenos que reagem com soros de
camundongos imunes para febre maculosa, tifo epidém pacientes com tifo murino
(PHILIP et al., 1983).

Outros isolados caracterizados com®. belli usando tipagem por
immunofluorescéncia e reacdo em cadeia pela paseémpolimorfismo dos fragmentos de
restricdo (PCR/RFLP), tém sido relatados de véessécies de Ixodidae e Argasidae,
incluindo D. andersoni D. albopictus D. occidentalis H. leporispalustris Ornithodoros
concanensise Argas cooleyinos EUA, nos seguintes Estados: Arkansas, Califprn
Maryland, Monatana, North Carolina, Ohio, Oklahoma&arolina do Su(PHILIP et al.,
1983; CAGE et al., 1994; AZAD; BEARD, 1998).

Na América Central, quatro carrapatos identific}adomoA. sabaneraecoletados de
uma tartarugaKinosternonsp) em San Miguel, El Salvador, foram encontrgukla analise
molecular DNA deR. bellii, fornecendo o primeiro relato & bellii na América Central e 0
primeiro de uma riquétsia em El Salvador (BARBIERGAI., 2012).

Na América do SulR. belliitem sido amplamente distribuida em diferentes afom
espécies de carrapatos na regido Neotropical, sdigito de nota, que alguns destes
carrapatos infectados tém importancia na Saudedayupbr parasitar humanos. Paises que ja
relataram esta bactéria foram Argentina/&rmeumantk A. tigrinun Brasil, A. aureolatum,

A. cajennenseA. dubitatum,A. humeralg A. incisum A. nodosum A. oblongoguttatumA.

ovale A. rotundatum A. scalpturatumH. juxtakochie I. loricatus Colémbia, larvas de
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Amblyommasp e Peru comd\. varium (LABRUNA et al., 2004a,b; HORTA et al., 20064a;
PINTER; LABRUNA, 2006; LABRUNA et al., 2007b; PACHED et al., 2008; SABATINI
et al.,, 2010; TOMASSONE et al.,, 2010b; OGRZEWALSKA al., 2012; MIRANDA;
MATAR, 2013).

Como tem acontecido para outras riguétsias quartinbatogenicidade desconhecida
(por exemplo:R. parker), e muito tempo depois passaram a ser consideraoia®
patogénicas, um estudo demonstrou que inoculagicwbcutanea dR. bellii produziu
escaras em coelhos e cobaias, sugerindo que senciabtpatogénico para humanos deveria
ser futuramente estudado (OGATA et al., 2006).

2.7 “CandidatusRickettsia andeanae”

Entre maio e outubro de 2002, casos febris, indtuoluas mortes, foram relatados em
uma area em torno da cidade de Sapillica, no mlarteeru. Um grupo de pesquisadores com
representantes do Ministério da Saude e do Cen&didd de Pesquisa Naval Peruana do
destacamento de Lima documentaram uma alta preval@a anticorpos para as espécies de
Rickettsia e Leptospira (BLAIR et al., 2004a). Amostras de DNA dos cartapaA.
maculatume |. boliviensisforam amplificados pela PCR, as quais geraraméemgs de
2484pbpara o genompB Estas amostras mostraram 97% de homologia cguétsias
proximas ao grupo da. massiliaeAnalises filogenéticas de quatro genes pacaettsia(17-
kDa, gltA, ompAe scad confirmaram que os dois isolados séo pertensetdsFM, e que ja
tinha sido nomeada d&€€a. R. andeanae” em reconhecimento a area ondeifoeijpamente
detectada, que fica a 2.700m acima do nivel do (BBAIR et al., 2004b; JIANG et al.,
2005). DNA de Ca. Rickettsia andeanae” foi encontrado &nsanguineusia regiao de
Piura, no Peru, por Flores-Mendoza et al. (2013).

Outros relatos foram observados na América do @uho a primeira evidéncia de
carrapatosA. parvum infectados por uma riquétsia denominada Riekettsia sp cepa
Argentina e o terceiro relato dentro da ixodofamgentina de carrapatos infectados com
riquétsia(PACHECO et al., 2007). Mais tarde, Tomassoné €¢2@10b) coletaram carrapatos

(A. parvum, A. tigrinune A. pseudoconcolgde vida livre, seres humanos, animais selvagens
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e mamiferos domésticos em uma éarea rural do sedai-&haco argentino no final da
primavera de 2006, sendo identificados uma riqadiRickettsiasp. cepa Argentina) do GFM
de patogenicidade desconhecida A&nparvume A. pseudoconcolopela analise molecular.
Abarca et al. (2012), em novembro de 2010, coletar@&s carrapatos sobre cées vivendo
numa area rural de Arica, no Norte do Chile, osigjfmram classificados comA. tristeg
sendo que um deles estava infectadoGaiRickettsia andeanae.

Paddock et al. (2010) relataram pela primeira eezA. maculatumuma riquétsia
proxima aquelas encontradas no P&a. Rickettsia andeanae) e Argentii@a( Rickettsia
sp. cepa Argentina) pela PCR. Desde entéo, outnwapatos infectados co@a. Rickettsia
andeanae foram identificados em Virginia, Floridslississipi nos EUA enA. maculatum
(FERRARI et al., 2013; NADOLNY et al., 2014).

Para avaliar a transmissédo e a patogenicidade eebredos poilCa R. andeanae,
bem como descrever as caracteristicas biolégicasmprir os critérios para criagdo como
uma nova espeécie, a disponibilidade de um isolativel € essencial. Até o momer@a, R.
andeanae, em grande parte, continua descaracterjzad falta de um isolado estavel.
Entretanto, o isolamento dea. R. andeanae foi recentemente descrito em céit2,
células Vero, células de Drosophila S2 e célulasS#é (Ixodes scapularis embrionario), mas
a sua estabilidade nestas linhagens celulareson&woktrada (LUCE-FEDROW et al., 2012;
FERRARI et al., 2013).

Nieri-Bastos et al. (2014) fez o primeiro relato “d&a. Rickettsia andeanae” em
parvumem dois biomas do Brasil, sendo um coletado scéwalos no cerrado do Piaui e 0
outro no Pantanal, coletado sobre a vegetacdoAEtigrinum coletado sobre lobo-guaréa
(Chrysocyon brachyurjsno Parque Nacional da Serra da Canastra, em Mieaais, foi
encontrado DNA desta riquétsia (ARRAIS, 2013).

2.8 Rickettsia felis

Atualmente,Rickettsia felisé um patdgeno emergente pertencente as riquélsias
GTr. Descrito pela primeira vez em 1990, infec¢pesR. felisforam descritas em todo o

mundo em pulgas, mamiferos e seres humanos (PEREER@ et al., 2008)R. felistem
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sido dificil de posicionar filogeneticamente, pargexibe algumas caracteristicas genotipicas
e fenotipicas peculiares tanto do GT quanto do Gbdv,exemplo, associacdo com insetos e
acaros, atividade hemolitica, motilidade a basaatiea, manutencao transovariana no vetor e
reatividade sorologica cruzada. Além disso, revetamacteristicas morfolégicas, tais como a
presenca de plasmideospi conjugativo, bem como caracteristicas genéticgscas da
maioria das riquétsias. (OGATA et al., 2005a,b).

Entre os paises que primeiro relata@mfelisem pulgas de gato€i{enocephalides
felis) estdo os Estados Unidos da América (WILLIANS let 992), Brasil (OLIVEIRA et
al., 2002), México (ZAVALA-VELAZQUEZ et al., 2002 Espanha (MARQUEZ et al.,
2002). Apos 2002, houve um aumento no interessegiarbactéria, apos um interim de cinco

anos, 28 relatos surgiram em todo o mundo (PERE@FRIS et al., 2008).

Com os crescentes relatos desta riquétsia, nowesqais vetores infectados cd®
felis foram descobertos, como seguem: pulgas cd&@nocanis Anomiopsyllus nudata
Archaeopsylla erinaceiCtenophthalmussp. e Xenopsylla cheopijscarrapatosH. flava, R
sanguineu® . ovatus e acarogISHIKURA et al., 2003; STEVENSON et al., 2005; BIW
et al., 2006; CARDOSO et al., 2006; DE SOUSA et2006; HORTA et al., 2006b; JIANG
et al., 2006; VENZAL et al., 2006; CHOI et al., 200

Schriefer et al. (1994) relataram o primeiro chsmano de infeccdo com uma nova
riquétsia da pulga do gato nos Estados Unidosgpiao pela primeira vez qui. felisé um
potencial patdogeno para o ser humano. Esta infepQa®R. felisteve manifestacao clinica
semelhante ao tifo murino (incluindo febre altaalgia e erupcdo cutanea). Outros paises tém
relatado a ocorréncia d felisem humanos pelos métodos de PCR e sorologia cogue:se
México, Brasil, Alemanha, Tailandia, Coréia do Shlinisia, Laos e Espanha (ZAVALA-
VELAZQUEZ et al., 2000; RICHTERet al., 2002; PAROI&A al., 2003; CHOI et al., 2005;
BERNABEU-WITTEL, et al., 2006; GALVAO et al., 20002HONGMANY et al., 2006;
ZNAZEN et al., 2006). No entanto, amostras viawd#sR. felisnunca foram isoladas de
humanos enfermos, assim o papel de pulgas comppeatmanece obscuro.
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2.9 Rickettsia monteiroi

De um espécime d&. incisumcoletados de vida livre no bioma de Mata Atlantioa,
Parque Estadual de Intervales no municipio de Ribebrande — SP, durante o periodo de
2004 a 2006, foi isolado uma riquétsia com sucessa@ultivo de células Vero por meio da
técnica deshell vial O isolamento desta bactéria foi confirmado pocrascopia 6ptica,
microscopia eletrénica de transmissdo e PCRs aldejragmentos dos genghA, htrA, rrs
e scal em células infectadas do cultivo. Apds analisedeoutares e filogenéticas, foi
proposta uma nova espécie, designada cdriekettsia monteiroiem homenagem ao
Rickettsiologista Dr. José Lemos Monteiro que dbotu muito para o conhecimento da
Rickettsiologia brasileira. Esta riquétsia € mupgodxima a R. canadensise "Ca R.
tarasevichiae" da América do Norte (PACHECO et24111).

2.10Rickettsia massiliae

Em 1992, uma espécie de riquétsia foi isolada dexodideoR. sanguineusoletado
proximo a Marselha na Franca, sendo posteriorneamgeterizado como uma espécie distinta
dentro do GFM e nomeada cofRomassiliagBEATI et al., 1992; BEATI; RAOULT, 1993).
Entretanto, o primeiro isolado d® massiliadoi realizado em 1985, quando um homem de
45 anos de idade, com febre e uma erupcao cutdeeantrada no hospital de Palermo na
Italia em seis de junho, e durante o periodo qumufhospitalizado, amostra de sangue foi
inoculada em garrafas contendo células Vero, spoditiva para imunofluorescéncia, 7 dias
depois. Esta cepa foi estocada por mais de viatgce anos, e somente em 2005 foi realizada
a andlise molecular com identificacaoRlemassiliagVITALE et al., 2006).

Ainda na Europa e Africa, esta riquétsia foi encmd em carrapatos conf.
muhsamagR. lunulatus €. sulcatusia Republica Central da Africa (BEATI et al., 1998)
sanguineusa Grécia (BABALIS et al., 1994R. turanicusem Portugal (BACELLAR et al.,
1995),R. muhsamaeoletado sobre gado, em Mali. Quatro anos depoigritiaeiro isolado
em 1996 a partir de carrapatos, umanassiliaeepa (Bar29) foi isolada d@ sanguineusa
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Catalonia (BEATI et al., 1996), sendo identificaidenbém em carrapatos removidos de
humanos em Castilla na Espanha (FERNANDEZ-SOTOl.et2806), emR. turanicus
coletados de aves em Portugal (SANTO-SILVA et &006) e no sul da Suécia
(BERNASCONI et al., 2002).

Em 2004,R. massiliaefoi relatada infectando carrapatBs sanguineusem Buenos
Aires, Argentina (CICUTTIN et al., 2004) . Algunaas depois, um paciente na Espanha foi
diagnosticado com a doencga da FM caracterizaddepoe, erupcdo purpurica palpavel nas
extremidades superiores e inferiores, e uma estarperna direita. A analise molecular
confirmou que a doenca foi causada Romassiliae(GARCIA-GARCIA et al., 2010) e este
paciente havia recém-chegado de Buenos Aires, wadd que ele havia se infectado na
Argentina, sugerindo o primeiro caso de ricketesosausadas p& massiliaena América
do Sul. Como ja foi abordado acima nesta revisdpulacdes d& sanguineusla porcédo sul
da América do Sul sdo geneticamente derivadasedadir Mediterraneo (MORAES-FILHO
et al., 2011; NAVA et al., 2012), ond® massiliaefoi relatada infectando carrapatos e 0s
seres humanos (PAROLA et al., 2008). Portanto,s&ipel que a distribuicdo & massiliae

no cone sul da América do Sul seja muito mais amplgue é atualmente conhecida.

A primeira descricdo dB. massiliaeem carrapatos na América do Norte foi em 2006,
sendo detectada eml. sanguineus(EREMEEVA et al., 2006). Mais tarde, relatou-se a
ocorréncia nesta mesma espécie de ixodideo colstdite caes na California e Carolina do
Norte (FORNADEL et al., 2011) entretanto, a distigdio e frequéncia de. massiliaeem
carrapatos na América do Norte e Centro sdo polmemdescritas, contudo pesquisas
preliminares indicam que a sua ocorréncia € edmarée focal (GARRISON et al., 2007;
WIKSWO et al., 2007; BEELER et al., 2011). InfecgGmimanas nunca foram confirmadas
nos Estados Unidos ou na América Central (PAROL#&.e2013).

Atualmente, do ponto de vista de saude publicajicagtsias do GFM de grande
relevancia na América Latina e Caribe §aaickettsij R. parkerj R. massiliaee R. africae
assim como uma riguétsia denominada cepa Mata théamelacionada &. parkeri foi
diagnosticada como patogénica no Brasil nos Estddd3ahia e Sdo Paulo (SABATINI et
al., 2010; SPOLIDORIO et al., 2010). E digno deanque outras riquétsias emergentes
devem ser levadas em consideracdo c&néelis “Ca. R. amblyommii” e Ca. Rickettsia
andeanae”, para as quais nao se sabe a patogdripiaiaa humanos.
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2.11 VETORES

A maioria das espécies dRickettsia estd associada a carrapatos, sendo estes
considerados os seus reservatorios e vetores (FCERRNRAOULT, 2009). O Brasil possui
uma riquissima ixodofauna devido a sua numerosaafaivestre. Atualmente, 65 espécies
estdo distribuidas em nove géneros em duas famikasliidae e Argasidae. Todavia,
carrapatos do génerdmblyommasao os mais representativos com 30 espécies @anuit
destes de importancia para a Saude Publica e aiBA®RROS-BATTESTI et al., 2006;
DANTAS-TORRES et al.,, 2009; LABRUNA; VENZAL, 2009NAVA et al., 2012,
MARTINS et al., 2014; NAVA et al.,, 2014). Porém, imaspécies ainda estdo sendo
descobertas, como exemplo, carrapatos do complertaculaturmo Maranhao (COSTA et
al., 2013).

No Brasil, as 21 espécies de carrapatos descritas rqjuétsias sdo dos géneros
Amblyomma HaemaphysalisIxodese Rhipicephalus A. aureolatum A. auricularium A.
cajennenseA. calcaratumA. coelebsA. dubitatum A. geayi A. incisum A. humerale A.
longirostre A. nodosum A. oblongoguttatum A. ovale A. parvum A. rotundatum A.
scalpturatum A. tigrinume A. triste H. juxtakochj I. loricatus e R. sanguineugLEMOS-
MONTEIRO; FONSECA; PRADO, 1932b; GOMES, 1933; LABRA et al., 2004a,b,c;
LABRUNA et al.,, 2007a,b; SILVEIRA et al., 2007; OGRWALSKA et al.,, 2009;
SPOLIDORIO et al., 2010; OGRZEWALSKA; UEZU; LABRUNA2010; SILVA et al.,
2011; PACHECO et al., 2011; MEDEIROS et al., 20BARBIERI, 2012; LOPES, 2012;
ARRAIS, 2013; OGRZEWALSKA et al., 2013; SARAIVA at., 2013).

A ixodofuana maranhense é pouco estudada e odhwabeealizados relataram as
seguintes espécies de carrap&asanguineusk. (Boophilug microplus Dermacentor nitens
(publicado comoAnocentor nitens A. cajennenseA. ovaleg A. parvum A. dissimile A.
rotundatum(GUERRA; ABREU-SILVA; SERRA-FREIRE, 2000; GUERRBRITO, 2004,
BRITO; SANTOS; GUERRA, 2005; LOPES; ANDRADE; COSTWNIOR, 2010;
FIGUEIREDO; SANTOS; GUERRA, 2010; COSTA et al., 201IREIS et al.,, 2013).
Recentemente, no Maranh&o, a ocorréncia de hunsamolo parasitados por carrapafos

cajennense A. parvumna regido leste foram reportados (REIS et al.3201
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2.12 HOSPEDEIROS

Os animais domeésticos e silvestres estdo frequentemexpostos a diferentes
espécies de carrapatos, dependendo da distribdegtes no ambiente, podem possuir um
papel fundamental na transmisséo de bioagenteggratms para humanos e animais de
forma excepcional (JORGE et al., 2010).

Embora a possibilidade da participacdo de aninilasstres no ciclo da FMMR ja ter
sido sugerida por Ricketts em 1909, é importaniierdar que nos EUA, varias espécies de
pequenos roedores foram apontados como hospea@emalficadores ddR. rickettsij como
por exemplo: Microtus pennsylvanicugpara D. variabilis na parte oriental do pais
(BURGDORFER; FRIEDHOFF; LANCASTER, 1966; MCDADE; MEHOUSE, 1986;
BURGDORFER, 1988). Em colaboracdo com o Dr. CoulB. Philips em abril de 1937,
foi enviado ao Dr. Octavio de Magalhdes duas pastakD. andersonipara fins de pesquisa
com o agente do tifo exantematico. Este carrapatalimentou em cobaias infectadas com
sangue de um paciente com tifo exantematico (ogiminde 1937 em Minas Gerais - MG),
sendo posteriormente capaz de transmitir (por pjcadhgente as cobaias, sugerindo que néo
h& uma especificidade nos vetores para a bacMASALHAES, 1937).

No Brasil, pela primeira vez uma amostra do ageatssador da FMB a partir de um
animal silvestre foi de Moreira e Magalhdes em 123gavés de um experimento, os autores
conseguiram reproduzir a doenca em cobaias, amasilatcdo de sangue colhido de um
gambaDidelphis sp. Estes pesquisadores, utilizando a técnica agndstico indireto de
Weil-Felix, listaram como provaveis reservatoriasagjente da FMB, o gambi.(aurita), o
cao Canis familiarig, o cachorro do matdsicyonsp - Sin.Canis brasiliensis o coelho
do mato Sylvilagus brasiliensis Sin. Sylvilagus minensjso prea Cavia apere® a cutia
(Dasyprocta azarde capivara lydrochaerus hydrochaerug as aves, que de acordo com
seus trabalhos podem albergar o virus do tifo exadtico (MOREIRA; MAGALHAES,
1937; TRAVASSOS; VALLEJO, 1947; MAGALHAES, 1957).

Outros hospedeiros que devem ter especial ater@@oas aves, porque podem
transportar agentes patogénicos zoonoticos, tamtwm dhospedeiro reservatério quanto por

dispersdo de carrapatos infectados. Além disso,iggagdio de aves pode fornecer um
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mecanismo de novos focos endémicos de doenca degraistancias de onde uma infecgao
foi adquirida (HOOGSTRAAL, 1961; SMITH et al., 199&LFVING et al.,, 2010;
HILDEBRANDT et al.,, 2010). No Brasil, as aves jaham sido apontadas como papel
importante na FMB desde a década de 30. Estudosaves tém demonstrado carrapatos
infectados com riquétsias (OGRZEWALSKA et al., 2008

A importancia do cdo como reservatorio para FM \sando estudada desde 1930
com os trabalhos realizados por Durand (1930) sebfeMM paraR. conorii Levin,
Killmaster e Zemtsova (2012) demonstraram que es sdo capazes de adquRirconoriia
partir de carrapatosR. sanguineusnfectados, assim como competentes hospedeiros em
transmitir a riquétsia paR. sanguineusdo infectados, confirmando pela primeira vezapie

cées sao realmente reservatérios competentefRpacaorii

Caes domésticos que foram infectados demconorii israelensespermaneceram
infectantes para os carrapatos durante pelo mesemanas, enquanto que caes previamente
infectados quer corR. massiliaeou R. conoriiteve a sua competéncia, como reservatorio da
riquétsia, significativamente diminuida. No entanteem a imunizacdo homodloga nem
heteréloga afetou significativamente a eficiénca tthnsmissadR. conorii entre ninfas

infectadas e larvas nao infectadas pela co-aliméatéd_EVIN et al., 2013).

No continente Americano, os relatos da doenca iddyzorR. rickettsiiem cées tém
sido restritas para os Estados Unidos, onde asnseglwanormalidades clinicas observadas
foram febre, letargia, anorexia, prostracdo, petédgcutaneas e equimoses, epistaxe,
conjuntivite, corrimento ocular, linfadenopatia,améia, perda de peso, desidratacdo e
envolvimento do sistema nervoso central (paralisséaxia e sindrome vestibular),
anormalidades hematolégicas incluindo anemia, tomitdpenia e leucopenia moderada no
inicio da febre seguida de leucocitose (KEENANIgtl®77a,b; BREITSCHWERDT et al.,
1988; COMER, 1991).

O papel do cdo no tifo exantemético neotrépico dasiB foi pela primeira vez
destacado e apontado realmente como digno de atemg@rtir das observagoes feitas entre
1935 a 1937 através de titulos relativamente gtels técnica de Weil-Felix em céaes
suspeitos nos focos da doenca (MAGALHAES, 19573t&mrmente, Piranda et al. (2008),
relataram em seus resultados que os caes infespmiiosarrapatos infectados comRa
rickettsii cepa Taiagu, apresentaram sinais clinicos comeeziag febre, letargia, além de
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riqguetsemia, sugerindo queRa rickettsiié patogénica para os caes, além de permanecerem
com titulos de 4096 por um periodo de 6 mesesahiondepois, a doenca clinica foi descrita
por Labruna et al. (2009) a partir da confirmaca@ssd enfermidade em dois animais
naturalmente infectados procedentes do municipitugdérea endémica para FMB no Estado

de Sao Paulo.

Ao se investigar os cdes domeésticos como possigeimais envolvidos na
epidemiologia da FMB, observa-se que eles, alénfodecer uma ponte para bioagentes
patogénicos entre ambientes naturais e antrOpQ@UEROGAS et al., 2010), podem atuar
como sentinela para estudos epidemioldgicos, umaue cades com sorologia positiva tém
sido frequentemente registrados em regides endgrifgeDDOCK et al., 2003; SANGIONI
et al., 2005; PINTER et al., 2008).

Muitos estudos sobre a soroprevaléncia paraickettsiiem cdes em determinadas
areas geograficas se aproxima da encontrada es lsgmeanos (BREITSCHWERDT et al.,
1987). Desta forma, varios estudos tém sido reddiz@&m diferentes Estados do Brasil para
investigar evidéncias de anticorpos dRittkettsiaem cdes como no Maranhao, Mato Grosso
e Sdo Paulo (PINTER et al., 2008; COSTA, 2011; MHEtQ@I., 2011; OGRZEWALSKA et
al., 2012).
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3 OBJETIVOS

Com o intuito de conhecer melhor a epidemiologiaRiekettsiaspp em caes e
carrapatos de ambientes urbano e rural do Estaddadanh&do, o presente estudo teve os
seguintes objetivos especificos:

« Determinar e comparar a ocorréncia de anticorptisRackettsiaspp em cédes de areas
urbanas e rurais de oito municipios, compreendesdoinco mesoregides geopoliticas
que compde o Estado do Maranhé&o;

» Determinar a ocorréncia de carrapatos em caesedes @rbanas e rurais do Estado do
Maranhé&o;

» Detectar a infeccdo pdrickettsiaspp em carrapatos colhidos de caes de areas urbanas
rurais do Estado do Maranhé&o;

» Determinar fatores de risco para infeccdo Rmkettsiaspp em cées de areas urbanas e

rurais do Estado do Maranhao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O Estado do Maranhdo possui cinco mesorregidesotjgoas: Norte, Sul, Leste,
Oeste e Centro Maranhense, sendo subdivididas emmRtorregibes geograficas,
compreendendo um total de 217 municipios com difeeeecossistemas. O Estado situa-se
numa zona de transicdo dos climas semi-aridostédaon do Nordeste para os superumidos
equatoriais da Amazénia que, em virtude dessa gmsggossui condicdes edafoclimaticas
com grande variabilidade, proporcionando o surgimele diversos ecossistemas que vao
desde ambientes salinos, com presenca de manguezgetacido secundaria, grandes areas
com babacuais, até vegetacdo de grande porte a@mtardsticas do sistema amazonico. O
Maranhdo apresenta uma temperatura média anuadladenirelativa do ar e precipitacao
pluviométrica de 26,2°C, 70 a 85% e 1000 a 2500 maspectivamente (MARANHAO,
2002).

O estudo abrangeu o0s seguintes ecossistemas (pianeiregido do Estado em

parénteses) do Estado do Maranhao (Figura 1):
-Amazonia ou Floresta Equatorial (Acailandia, ogste
-Cerrado (Balsas, sul; Grajau, centro; Sdo Dominlgste);
-Manguezal (Cururupu, norte);
-Restinga (Barreirinhas, norte);
-Baixada Maranhense ou Campos Alagados (Séao Bentie);

-Mata dos Cocais (Caxias, leste).
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Figura 1 - Mapa da localizacdo geografica dos nipiais de Acailandia, Balsas, Barreirinhas, Caxtagurupu,
Grajal, Sao Bento e Sdo Domingos do Maranhao
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Fonte: (COSTA, F. B., 2014).

4.2 AMOSTRAGEM, QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO E COLETDE MATERIAIS

4.2.1Amostragem

A quantidade de animais amostrados foi obtida poveniéncia em areas urbanas e
rurais com uma meta de 50 cdes/dia. Para fins mi@a@cao, foram amostrados caes da area
rural, distante pelo menos 10 km da sede da cidaci&es pertencente a area urbana, sem
nenhuma escolha prévia para os bairros amostr@soswnicipios escolhidos para participar
no estudo apresentavam uma estrutura minima paremazenamento e processamento das

amostras no final do dia de cada etapa da cole@ minimo, uma cidade por ecossistema.
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Os caes foram amostrados em trés momentos, totddizB560 animais. A primeira
amostragem foi de julho a agosto de 2011 com ual tie 600 cdes, em Balsas (100 caes
urbanos e 100 caes rurais), Grajau (100 urban@® eutais), Barreirinhas (50 urbanos e 50
rurais) e Sao Bento (50 urbanos e 50 rurais). Airseg e terceira coletas foram realizadas em
colaboracdo com outro projeto de pesquisa de dmildocom caes, aprovado pelo comité de
Etica da FMVZ/USP, como segue a descricdo abaiggui®la coleta foi da metade do més
de agosto ao inicio de setembro de 2012 com 488 &® Bento (71 caes urbanos e 89
rural), Cururupu (105 urbanos e 55 rurais) e Caf®surbanos e 101 rurais). A terceira
coleta foi em agosto de 2013 com 480 cées: Acadafid6 cées urbanos e 44 rurais), Sao
Domingos (86 urbanos e 74 rurais) e Barreirinh&8 flurais e nenhum da area urbana). Estes
periodos do ano (julho a setembro) foram seleciomadr causa das melhores condicbes das
estradas das zonas rurais, além de ser o perioditadatividade das ninfas de cajennense
no Brasil (LABRUNA et al., 2002; BRITES-NETO et,&2013).

O tamanho minimo da amostra de cées por muni@pi® como base de calculo 95%
grau de confianca com 6.2% de probabilidade de émmpopulacdo de cées foi estimada a
partir de 10% da populacdo humana por municipiqrévaléncia esperada usada foi de
18.9%, obtida num inquérito sorolégico pdRickettsiaspp em cdes da microrregido de
Chapadinha, Estado do Maranhdo (COSTA, 2011). Ram foi utilizada a formula de
estimativa de proporcdes (THRUSFIELD, 2007): P$64(Pesp (1 — Pesp)Y/Fem que: Pesp

= prevaléncia esperada; E = erro esperado.

4.22 Questionario epidemiologico

Os proprietarios assinaram um termo de consentoriemé e esclarecido declarando
que foi informado a respeito dos procedimentos r@nserealizados. Concomitante aos
procedimentos de coleta dos carrapatos e do satapiedes foi aplicado um questionario
epidemiolégico (Apéndices A) para o levantamentdai#os sobre o animal (ambiente — zona

urbana ou rural, sexo, raca, idade, presenca depedns, acesso a mata e atividade de caca).
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4.2.3Coleta de materiais — carrapatos e sangue

Todos os 1560 cdes amostrados neste estudo foramesdos a inspecdo para
presenca de carrapatos e coleta de sangue venasmt®a coleta de sangue, os cées foram
inspecionados para verificar se estavam infestpadoxarrapatos, os quais foram coletados
manualmente, numerados e acondicionados em frastiggluais por hospedeiro amostrado.
N&o houve durante a coleta dos Ixodideos um temp@éra cada animal amostrado, devido
ao temperamento do cédo e a disponibilidade do tdpio na contencdo dos mesmos.
Posteriormente, no final de cada etapa de coletapaicipio, os carrapatos foram enviados
vivos em frascos vedados com pano dentro de una @@xisopor Umida (para manté-los
vivos) ao Laboratorio de Doencas Parasitarias dauléade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USB¥) que morreram foram
acondicionados em frascos com &lcool 96%. As ifleatides taxondmicas dos carrapatos
seguiram as chaves taxonOmicas de Aragéo e Fo(i#&h), Onofrio et al. (2006) e Martins
et al. (2012).

Para realizacdo do teste soroldgico, as amostraardpie foram coletadas em tubos
de polipropileno sem anticoagulante devidamenteemado de acordo com cada animal,
através da puncado das veias cefélica ou jugulameecvada a temperatura ambiente até o
término da coleta. Em seguida, no final do dializea-se a centrifugacdo das amostras com
recuperacdo dos soros em microtubos de 1,5 mL a®adte identificados e mantidos

congelados até processamento laboratorial.

4.3DIAGNOSTICO DIRETO - PESQUISA DE RIQUETSIA EM CARAATOS

4.3.1Teste de Hemolinfa
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Os carrapatos adultos que chegaram vivos ao ldbmrddram submetidos ao teste de
hemolinfa para uma triagem, que permite identificaiganismos morfologicamente
compativeis com o0 génerRickettsia nas células da hemolinfa dos carrapatos
(BURGDORFER, 1970). Para cada carrapato, a porsta de uma das pernas dianteiras foi
cortada com tesoura e uma a duas gotas de hemigiafa colhidas em laminas de vidro de
12 pocos, previamente limpas e desengorduradado sen po¢o para cada carrapato. Apos
este procedimento, os carrapatos foram acondicosnadlividualmente em microtubos de
1,5ml e mantidos congelados a -80°C. As laminaanfiofixadas a temperatura ambiente e
coradas com corantes fucsina e verde malaquitaéatrdo método de Giménez (1964).
Posteriormente, as laminas foram examinadas amsaigpio Optico com aumento de 1000x

com Oleo de imersao.

4.3.2Técnica de isolamento em “Shel-vial”

Carrapatos positivos e negativos ao teste de hefadloram descongelados para
tentativas de isolamento &ckettsiaem cultura de células Vero pela técnica de “shalf,
conforme descrito por Espejo-Arenas (1989) e MareeRaoult (1989) sendo adaptada por
Labruna et al. (2004c). Para isto, cada carramatonerso por 10 minutos em alcool iodado e
posteriormente lavados em agua estéril em aburaldBon seguida, os carrapatos foram
triturados individualmente com pincas e tesour#sreis em microtubos de 1,5mL contendo
0,6mL de meio de cultura BHI (Brain Heart InfusioRpsteriormente, o homogenizado foi
aspirado com seringa de insulina e 250 pL forarmulamos em monocamada de células Vero
(linhagem celular derivada do rim de macaco vefdeamo) presentes no fundo de dois tubos
do tipo “Shell vial” para cada amostra, os quarsro centrifugados a 70§ por uma 1h a
22°C. ApoOs esta etapa, a monocamada de célulasfdielmvada adicionando-se 1 mL de
meio “Minimum Essential Medium” (MEM, Gibco) contém 5% de soro de terneiro bovino
e aspirando-o gentilmente. Finalmente, Foi adidonam cada tubo 1mL de MEM contendo
5% de soro de terneiro bovino e 1% de solucdo atalate penicilina/estreptomicina com

anfotericina B, com posterior incubagdo em est#&a.

Apés trés dias, o meio com antibidtico foi retiradosubstituido por meio sem
antibiotico, sendo o meio antigo checado para tgi® A cada trés dias, amostra do meio
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contendo células em suspensdo foi observada paificare a presenca de estruturas
compativeis com riquétsias, através da coloracdsimenez (GIMENEZ, 1964).

Quando estruturas compativeis com riquétsias falaservadas, as células do fundo
do tubo foram raspadas com a ponta de uma pipetceladas em uma garrafa de 25°cm
também contendo monocamada de células Vero, natitende estabelecer o isolado em
laboratério. Quando negativos, os tubos continuawambados, sendo examinados a cada

trés dias, até que a monocamada estivesse natutaldestruida.

Apés cada carrapato ter sido triturado e inoculado células Vero, na etapa
previamente descrita, uma aliquota desta suspeosatendo o remanescente do carrapato,

foi submetida a extracdo de DNA e PCR conformeritestbaixo para os demais carrapatos.

4.3.3Extracéo de acidos nucléicos (DNA)

Os carrapatos mantidos em alcool a 96% e os counltadss negativos no teste de
hemolinfa foram secados em temperatura ambienteseodgelados, respectivamente. A
extracdo de DNA foi realizada de acordo com o malto Isotiocianato de Guanidina (GT)
previamente modificado (CHOMKZYNSKI, 1993). Nest&so, cada carrapato foi colocado
em um microtubo contendo 1@ de tampao TE (Tris HCI 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L,
pH 7,4) e triturado com ponteira queimada, apdespiequenos furos através de uma agulha
estéril. Em seguida, foi homogeneizado no vortex Jib segundos e centrifugado por seis
segundos. Foi entdo adicionado 480 de Isotiocianato de Guanidina e incubado por 10
minutos em temperatura ambiente homogeneizandoelme&ve no vortex a cada dois
minutos. Posteriormente, 100 de cloroférmio foram acrescentados, fazendo arsao
deste por algumas vezes e deixando descansar momdaautos. O microtubo foi entédo
centrifugado a 12.006 por cinco minutos para separar a fase aquosaalaf@uypipetada e
transferida para outro microtubo previamente idigatio. Foram incorporados a fase aquosa
600 pL de isopropanol com posterior incubagcédo a -20°Cddas a 18 horas. Na etapa
seguinte, o microtubo foi centrifugado a 12.@08 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 8d0de etanol a 70%. Novamente o microtubo foi cérgeado a
12.000g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi desgie e o pellet no microtubo
aberto ficou secando a 56°C por 15 minutos no telano. O pellet foi ressuspendido em TE,
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de 30-60uL de acordo com a necessidade, sendo incubado eot@mporém com o
microtubo fechado, a 56°C por 15 minutos no teromil O microtubo contendo DNA foi

armazenado a -20°C até sua utilizacdo na PCR.

4.3.4Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A presenca de riquétsia nos carrapatos coletad@vdtiada individualmente atraves
da amplificacdo de um fragmento de 401 pb do géreasintasedIthA), presente em todas

as espécies de riguétsia.

O gene da proteina externa de membrana 190-kD®A4), presente apenas nas
riquétsias do GFM, foi utilizado para a confirmagém agente nas amostras positivas na
primeira reacdo, empregando-se oligonucleotidemsadores Rr190.70 e Rr190.602 e/ou
Rr190.70 e Rr190.701 que amplificam fragmentos mlexamadamente 532pb e/ou 632pb,
respectivamente (REGNERY et al., 1991; ROUX; FOURRI RAOULT, 1996;
FOURNIER; ROUX; RAOULT, 1998). Para cada reacaoreutilizados controles negativos
(agua MilliQ livre de DNA) e positivosRickettsia parkercepa NOD). Os oligonucleotideos
iniciadores (“primers”) estao representados no guad

Quadro 1 - Lista dos primers utilizados nas reaglie PCR para a identificacao das riquétsias noapzdos e
nos isolados em cultivo celular

Gene alvo| Especificidade | Sequéncia dos primers (5> 3’) Fragmento | Referéncia

e pares de amplificado

primers (pb)

gltA Género 401 Labruna et al.,
CS-78 Rickettsia GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 2004b

CSs- 323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

ompA Grupo da Febre 532 Regnery et al.,
Rr 190.70 Maculosa ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 1991

Rr 190.602 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

ompA Grupo da Febre 632 Roux et al,
Rr 190.70 Maculosa ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 1996

Rr 190.701 GTTCCGTTAATGGCAGCATCT

ompB Género 820 Roux; Raoult,
59 Rickettsia CCGCAGGGTTGGTAACTGC 2000

807 CCTTTTAGATTACCGCCTAA

htrA Género 549 Labruna et al,
17K5 Rickettsia GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA 2004c

17K3 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC

Exceto algumas espécies dos grupos basaid(Bbellii).

A reacao de amplificacdo para o gegitA foi realizada em microtubos de 2Q0
adicionando 2,5 de DNA extraido acrescido de 2gl5de Mix (12,6L de agua de miliqui;
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4uL de Buffer [200mM Tris pH 8.4, 500 mM Kcl, Invilgen®]; 2,uL de dNTP
[Invitrogen®]; 1,21l de cadaprimer, 0,75uL de Cloreto de Magnésio [50 mM,
Invitrogen®]; e 0,15L de Taq polimerase [Invitrogen®]), para um volutotal de 24l de
solucdo. O protocolo térmico utilizado para o gegi#d, realizado em termociclador
Mastercycler Gadient (Eppendorf®), foi o seguirtteciclo a 95°C por 5 minutos, seguidos
por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segun88¥3 40 segundos 45 a 72°C, e 7 minutos
a 72°C. A reacado de amplificacdo para o geam@Afoi realizada em microtubos de 200
adicionando 2L de DNA extraido acrescido de 2gl5de Mix (10,8mL de agua de
miliqui; 2,5uL de Buffer [200mM Tris pH 8.4, 500 mM Kcl, Invitgen®]; JuL de dNTP
[Invitrogen®]; 1,5.L de cadgrimer; 0,75.L de Cloreto de Magnésio [50 mM, Invitrogen®];

e 0,19L de Taq polimerase [Invitrogen®]), para um voluto&l de 24l de solucdo. Para o
geneOmpAfoi realizado o seguinte protocolo térmico: 1 cial®5°C por 5 minutos, seguidos
por 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 30 segun893 45 segundos a 72°C, com extensao
final por 10 minutos a 72°C.

Dos isolados de riquétsia foi feita a extracdo de¢ADseguida de caracterizacdo
molecular. Para isto, uma aliquota de células \fdaxtadas da terceira passagem do isolado
foi submetida a extracdo de DNA, técnica de PCRggienciamento génico dos fragmentos
amplificados, visando caracterizar a espécie Riekettsia isolada. Neste caso, foram
utilizados os mesmos primers descritos no quadvesando amplificar fragmentos dos genes
gltA, htrA, ompAe ompB(LABRUNA et al., 2004a,b).

4 .3.5Eletroforese

Os produtos amplificados da reacdo de PCR foramaNemdos com aparelho de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (100 ml T,B#%;02,0g agarose UltraPure™ Agarose
Invitrogen™), em cuba horizontal e tampao TBE 0(BX45 M Tris-borato; 0,001 M EDTA
pH 8,0) submetida a voltagem de 1 a 10 V/cm dura@tminutos. A revelacao foi feita com
Syber Safe de acordo com as especificacoes dadabgi e a visualizagdo das bandas em

transiluminador ultravioleta.
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4.3.6Purificacdo e Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados utilizandorodpto comercial EXoSAP-IT
(USB Corporation), que consiste em Exonucleasexd () para digerir excesso de primers e
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para degradagssxcde nucleotideos provenientes da
PCR. Para tal, em microtubo identificado colocous$é¢ de ExoSAP e adicionou-se Ll
da amostra amplificada na PCR, em seguida as amdsitam colocadas no termociclador,

nas temperaturas de 37°C por 15 minutos e 80°@p& 15 minutos.

Apos a purificacdo os nucleotideos estavam prgraos serem utilizados na reagao de
sequenciamento com o kit comercial BigDye TM Temon (Perkin Elmer) de acordo com
especificacdes do fabricantqil5de DNA purificado — concentragdo méaxima de 1001ndy
de agua MilliQ, 1uL de “Big Dye”, luL de oligonucleotideos iniciadores especificos cens
anti-senso (5 pmolasl), e 2uL de buffer. As amostras foram sequenciadas enese@qdor
automatico modelo ABI 377 (Applyed Biosystem, Fos@A), disponivel no Departamento
da FMVZ/USP.

4.3.7Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas no computastomdo o programa SegMan
(Lasergene, DNAstar, Madison, Wis.), e submetideanalise de similaridade através do
programa Basic Local Alignment Search TABLAST two sequences analygi)l.TSCHUL
et al., 1990) para verificar homologia com sequEnctorrespondentes disponiveis no
GenBank, e desta forma, efetuar a identificacacetimn dos produtos amplificados nas

amostras testadas.

4.3.8Frequéncia de carrapatos infectados
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Apds os resultados da técnica de PCR, seguenciamgénico e dos dados
moleculares dos isolados obtidos dos carrapatoséimas Vero pela técnica Shell-vial foi

determinada a frequéncia de carrapatos infectaoloegido amostrada.

4.4DIAGNOSTICO INDIRETO - PESQUISA DE ANTICORPOS PARRAIQUETSIA NOS
SOROS DOS CAES

4.4.1Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros caninos foram descongelados em tempeatsgente e processadas para
RIFI usando laminas de antigeno produzidas no dboo de Doencas Parasitarias da
FMVZ/USP para cinco riquétsias isoladas no BraRil:rickettsiicepa Taiacu (PINTER,;
LABRUNA, 2006) R. parkericepa At24 (SILVEIRA et al., 2007),Ca. R. amblyommii”
cepa Ac37 (LABRUNA et al., 2004ckR rhipicephalicepa HJ5 (LABRUNA et al., 2005a) e
R. bellii cepa Mogi (PINTER; LABRUNA, 2006), seguindo prottx@reviamente descrito
por Horta et al. (2004). Em cada lamina, soros eowlamente negativos e positivos foram
utilizados como controles. Os soros reativos naigfib 1:64 para qualquer espécie de
riquétsiaforam testados em diluicdes seriadas (1:64, 1:1286, 1:512, 1:1024, 1:2048...)
para determinacdo do titulo final de reatividads. $dros que demonstraram para uma
determinada espécie de riquétsia titulo quatro vezes maior que para as demascesp
testadas, foi considerado homélogo para a primespgcie de riquétsi@onforme padrbes
previamente definidos (HORTA et al. 2004).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A partir das informacdes obtidas no questionarimerpioldgico foram realizadas
analises descritiva e analitica dos dados. Regrdsgistica foi realizada com os resultados

da sorologia dos cées. Todas as analises foramadas usando SPSS Statistics versao 17.
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As variaveis foram coletadas de forma qualitateag ambiente em que vivem (zona
urbana ou zona rural), idade 1 ano ou > 1 ano), sexo, raga (com raca definidseon raca
definida), animais de caca (sim ou nao), proximgdde mata (sim ou né&o), presenca de
carrapatosR. sanguineusu outra espécie). As frequéncias das variavesrfacomparadas
em funcdo de quatro possiveis variaveis dependestesiogia positiva ou negativa para
alguma das cinco riquétsias testadas, sorologidiy@som titulo de 64, 512 e 4 vezes para
“Ca. R. amblyommii”. Cada variavel independente foi pamada quanto a frequéncia de
ocorréncia das variaveis dependentes através ¢® desqui-quadrado ou teste exato de

Fisher, guando necessério.

As variaveis que apresentaram niveis de signifieantenores que 20% (p<0,20)
guando comparadas com a sorologia positiva nosedties critérios, foram submetidas a uma
andlise multipla, de regressao logistica, pelo deétorward selectionForam criados quatro
modelos, um para cada variavel dependente. Em tslosodelos, foram mantidas apenas as
variaveis que apresentaram niveis de significam@aores que 5% (p<0,05). As variaveis
que, ao serem adicionadas ao modelo, ocasionaratangas maiores que 10% no beta de

alguma das demais variaveis foram excluidas.

4.6 COLETAS ADICONAIS DE CARRAPATOS

Com o intuito de obter carrapatos adultosAdecajennense.l. para isolamento de
Rickettsia,coletas extras foram realizadas em suinos (agast20di3) e equinos (julho de
2011) naturalmente parasitados no muncipio de Vi@wixada Maranhense) e Balsas
(Cerrado), respectivamente. Os carrapatos foramidos vivos e submetidos a técnica de

shell vial para isolamento d®ickettsia em células Vero, conforme descrito acima.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO CANINA DA ZONA URBAIA E RURAL
DE OITO MUNICIPIOS DO MARANHAO

A populacédo canina da area urbana e rural dosnoitoicipios amostrados foi
caracterizada segundo sexo, idade, raca, proximidadnata, acesso a rua, atividade de caca,

uso de carrapaticida, vacinacao e vermifugacaog(aah.

Do total de animais, 919 caes eram machos (58,394)(42,9%) da zona urbana
e 525 (57,1%) da zona rural e 641 fémeas (36,260 298 (46,5%) da zona rural e 343
(53,5%) da zona urbana. Verificou-se que ha dif@emignificativas em relagéo a proporcéo
macho e fémea. Quanto a faixa etaria, 89 (5,7%pafaulacdo canina apresentava idade
inferior ou igual a 1 ano, distribuidos da seguiorena: 47 (52,8%) e 42 (47,2%) das zonas
urbana e rural, respectivamente. Os animais cowfeid&ima de um ano constituiam 1471
(94,3%) individuos, sendo 690 (46,9%) para areanabe 781 (53,1%) para area rural.
Observou-se quanto ao tipo racial que sete (0,4%8 tinham racgas definidas (CRD), sendo
trés na zona urbana e quatro na zona rural, emioeta maioria dos caes eram sem raca
definida (SRD), totalizando1553 (99,6%), com 734,3%40) na zona urbana e 819 (52,7%) na

zona rural.

Em relacdo aos cées que vivem proximos a matagfdicada que 1005 (64,4%)
pertenciam a este grupo, com 199 (19,8%) na atemmare 806 (80,2%) na area rural, e 555
(35,6%) dos caes nao viviam préximos a mata, cogn(98,9%) na zona urbana e 17 (3,1%)
na zona rural. Com relacdo ao acesso a rua, undethl99 (76,9%) tinham livre acesso a
rua, sendo 564 (47%) na area urbana e 635 (53%wemarural, e 361 (23,1%) dos caes eram
domiciliados, sendo 173 (52,3%) da zona urbana8g381%) da zona rural.

Quanto a atividade de cacga, 213 (13,7%) dos cassiam essa atividade, sendo
32 (15%) viviam na area urbana e 181 (85%) na aned, diferindo estatisticamente (p <

0,05) dos animais da zona urbana. Observou-seajgena rural, 0s proprietarios recorriam a
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caca por motivos econOmicos como alternativa dmemitacdo ou lazer, onde o0s cées

geralmente os acompanhavam.

Quanto aos cuidados que os proprietarios tinhamsmm animais de estimacao,
foi perguntado em relacdo ao tratamento dos camsceorapaticida. Em 262 (61,1%) caes
urbanos e 167 (38,9%) rurais, foi utilizado algupotde carrapaticida, totalizando 429
(27,5%) caes. Para os animais vacinados, 545 (5kr&m da area urbana e 510 (48,3%) da
area rural. Quanto aos cédes vermifugados, 236 %®5ram de area urbana e 188 (44,3%)
eram de area rural, totalizando 424 cées vermifug§d7,2%). Em relacdo aos cuidados de
saude dos animais, observa-se diferencas estasistentro de cada grupo como tratamento

carrapaticida, vacinacéo e vermifugacao dos cées.

Tabela 1 - Caracterizacdo da populacdo canina s airbana e rural de oito municipios do Estado do

Maranhéao
> Urbana Rural Total X2 P
Variavel
N % N % N %
Sex Fémea 343 535 298 465 641 362 _ .-
Macho 394 429 525 571 919 589 '
<1 47 528 42 472 89 570
- - >
Idade (ano) >1 690 46,9 781 531 1471943 0,05
N0 734 473 819 527 1553996
- >
Raca Sim 3 429 4 571 7 040 0,05
. N&o 538 969 17 31 555 356
Proximo amata o, 199 198 806 802 1005644 <001
] N&o 173 47,9 188 521 361 231
Acesso a rua Sim 564 47 635 53 1199769 >0.05
Caca N0 705 523 642 477 1347863 _ o
¢ Sim 32 15 181 85 213 137 '
_ N&o 475 42 656 58 1131725
Carrapaticida Sim 262 611 167 389 429 o752 <001
. NED 192 38 313 62 505 324
Vacinados Sim 545 517 510 483 105567.6 <001
, N&o 501 441 635 5509 1136728
Vermifugos Sim 236 557 188 443 424 o722 <001

a- Teste exato de Fischermenor ou igual e > maior; N nimero de animais

5.2 CARRAPATOS
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Um total de 959 carrapatos foi coletado de 150 daéesito municipios do Estado do
Maranh&o. As frequéncias de ocorréncias das esps&®R. sanguineys a espécie mais
representativa com 652 (68%) espécimes distribusdgando os estagios: 307 machos, 252
fémeas, 88 ninfas e cinco larvas; cajennensea mais representativa do género, com 124
(12,9%) espécimes distribuidos em 13 machos, 12dém 99 ninfas; 88. parvum(9,2%),
sendo 17 machos, 68 fémeas e trés ninfag. 59ale(5,2%) distribuidos erhi4 machos e 36
fémeas; 29 (3%) larvas demblyommasp; noveA. oblongoguttatum(0,9%), sendo dois
machos e sete fémeas; um (0,1%) fémeA.detundatumque estava andando sobre o corpo
do céo; cinco (0,5%) fémeas BdipicephalugBoophilug micropluse uma (0,1%) ninfa de
H. juxtakochi(Tabela 2).

Tabela 2 - Ocorréncia de carrapatos em cées das érbanas e rurais de oito municipios do Estado do
Maranh&o, Nordeste do Brasil

Estagios
Espécie Macho Fémea Ninfas Larvas Total
N % n % n % n % N %

R. sanguineus 307 47,1 252 386 88 135 5 0,8 652 68,0

A. cajennense 13 105 12 97 99 798 O 0 124 12,9
A. parvum 17 193 68 77,3 3 3,4 0 0 88 9.2

A. ovale 14 28 36 72 0 0 0 0 50 5,2
Amblyommasp 0 0 0 0 0 0 29 100 29 3,0
A. oblongoguttatum 2 222 7 778 0 0 0 0 9 0,9
A.rotundatum 0 0 1 100 O 0 0 0 1 0,1
R.(B) microplus 0 0 5 100 O 0 0 0 5 0,5
H. juxtakochi 0 0 0 0 1 100 O 0 1 0,1

Total 33 36,8 381 39,7 191 199 34 35 959 100
n namero de carrapatd’; RhipicephalusA. AmblyommaH. Haemaphysalis(B) Boophilus

Um total de 150 (9,6%) dos 1560 cdes amostradesaeshfestado por carrapatos,
sendo 45/737 (6,1%) caes de areas urbanas e 108/88%0) de areas rurais, apresentando
diferencas significativas (p<0.05). Os municipiesAdailandia e Caxias foram os Unicos que
apresentaram diferencas significativas (p<0,05Jeamas areas rurais, as ocorréncias de caes

infestados foram maiores do que nas areas urb@ahslé 3).
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Tabela 3 - Ocorréncia de caes infestados por Gtogplas areas urbanas e rurais de oito muniddpidsstado
do Maranhéo, Nordeste do Brasil

N° de Caes Infestados

Municipios Area urbana Area rural Total
N/Nt % N/Nt % N/N % P

Acailandia 1/118 09 12/44 273 13/160 8,1 <0,05
Balsas 16/100 16 16/100 16 32/200 16 >0,05
Barreirinhas 10/50 20 40/216 19 50/260 19,2 >0,05
Caxias 1/59 1,7 11/101 10,9 12/160 7,5 <0,05
Cururupu 10/105 9,5 9/55% 16,4 19/160 11,9 >0,05
Grajau 2/100 2 8/100 8 10/200 5 >0,05
Sao Bento 4/171 3,3 8/139 5,7 12/260 4.6 >0,05
S&o Domingos 1/86 1,2 1/74 1.4 2/160 1,3 >0,05
Total 45/737 6,1 105/823 12,8 150/1560 9,6 <0,05

Numeros seguidos por letras diferentes, na mesiha,ldiferem estatisticamente entre si (p<0,05).
N: Numero de cédes infestados; Nt: Nimero totalaésc

As infestacdes pelos carrapatos do géAenblyommdoram mais frequentes na zona
rural, onde OA. cajennensefoi mais significativo (p<0,05), apesar de também sido
encontrado em areas urbanas. Entretaht@blongoguttatumA. parvum A. rotundatume
larvas deAmblyommasp foram coletados sobre os cdes somente em dedasaendo qué.
rotundatumnao estava fixado sobre o corpo do @&mvalefoi coletado tanto de ambiente
rural quanto urbano, porém estes animais que ss&agam infestados na area urbana eram
cées que praticavam atividade de caca. Outros gefmiam coletados, contdaemaphysalis
representado pela espétiaemaphysalis juxtakoctuoletado na area ruralRhipicephalus

subgénerdoophilus este ultimo encontrado nas duas areas (Tabela 4).

Tabela 4 - Ocorréncia de carrapatos coletados smbiefies das areas urbanas e rurais de oito mosicip
Estado do Maranh&o, Nordeste do Brasil

Caes
Ectoparasitos Urbano Rural Total

+/EXposto % +/EXposto % +/EXpOSto %
R. sanguineus 35/737 4,7 66/823 8 101/1560 6,5
A. cajennense 2/737 0,3 22/823 2,7 24/1560 1,50
A. ovale 10/737 14 13/828 1,60 23/1560 1,50
A. oblongoguttatum - - 3/823 0,40 3/1560 0,20
A. parvum - - 28/823 3,40 28/1560 1,80
Amblyommasp - - 3/823 0,40 3/1560 0,20
A. rotundatum - - 1/823 0,10 1/1560 0,06
H. juxtakochi - - 1/823 0,10 1/1560 0,06
R. (B) microplus 1/737 0,10 1/823 0,10 2/1560 0,01

Numeros seguidos por letras diferentes, na mesiha, ldiferem estatisticamente entre si (p<0,05).
R. RhipicephalusA. AmblyommaH. Haemaphysalis(B) Boophilus + Animais infestados.
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A frequéncia de infestacdo de cdes somente Retanguineudoi maior nas areas
rurais do que nas areas urbanas com diferencasésta (p<0,05) (Tabela 4). Porém,
infestacfes mistas (dupla) d®@ sanguineuscom mais uma espécie de carrapato foram
identificadas associacfes céncajennenseA. parvum A. ovale A. oblongoguttatunou R.

(B) microplus. Associa¢cfes d&. sanguineugom duas espécies (infestacdo tripla) foram
observadas corA. cajennense A. ovale, A cajennens@ A. oblongoguttatumA. cajennense
maislarvas deAmblyommasp, ou comA. parvummais larvas démblyommasp., mostrando
gue R. sanguineusesta intimamente relacionado com area rural, @otelicoes favoraveis
nas residéncias beneficiam o desenvolvimento Rlo sanguineus Pode-se constatar
associagoes somente entre o gérenblyommacomoA. cajennensenaisA. ovaleem cées
infestados na area urbana, ou com infestacéo,tApleajennensanaisA. ovale e larvas de
Amblyommasp., e finalmente uma associacdo duplaAdeparvum mais H. juxtakoch]

conforme Tabela 5.



62

Tabela 5 - Infestagdo simples e mista por carrapao cdes das areas urbanas e rurais de oito piasicio
Estado do Maranh&o, Nordeste do Brasil

N° de cées infestados
Ectoparasitos Urbano Rural Total
+/Exposto % +/Exposto %  +/Exposto %
Uma espécie

R. sanguineus 34/737 4,61 41/823 4,98 75/1560 4,80
A. cajennense 0 0 10/823 1,21 10/1560 0,64
A. oblongoguttatum 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06
A. ovale 8/737 1,08 8/823 0,97 16/1560 1,02
A. parvum 0 0 17/823 2,06 17/1560 1,09
A. rotundatum 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06
Duas espécies
Rsangu+Acajen 0 0 71823 0,85 7/1560 0,44
Rsangu+Aoval 0 0 3/823 0,36 3/1560 0,19
Rsangu+Aoblon 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06
Rsangu+Aparv 0 0 8/823 0,97 8/1560 0,51
Rsangu+Rbmic 1/737 0,13 1/823 0,12 2/1560 0,12
Acajen+Aoval 2/723 0,27 0/823 0,12 2/1560 0,12
Aparv+Hjuxt 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06
Trés espécies
Rsangu+Acajen+Aoblon 0 0 1/823 0,12 1/1560 0.06
Rsangu+Acajen+Aoval 0 0 2/823 0,24 2/1560 0,12
Rsangu+Acajen+Ambly 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06
Rsangu+Aparv+Ambly 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06

Acajen+Aoval+Ambly 0 0 1/823 0,12 1/1560 0,06
'R. Rhipicephalus Rsangu Rhipicephalus sanguineusA (Amblyommy Acajen @Amblyomma
cajennensg Aoblon (Amblyomma oblongoguttatynAoval (Amblyomma ova)e Aparv (Amblyomma
parvun); Ambly (Amblyommasp); Hjuxt Haemaphisalis juxtakochi
+ Animais infestados.

5.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PRA Rickettsiaspp

Das 1560 amostras testadas pela RIFI para cirttgeans deRickettsiaspp,12,6%
(196) continham anticorpos que reagiram pelo megrava uma espécie deickettsia com
titulos variando de 64 a 16384 (Grafico 1).
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Grafico 1 — Boxplot dos titulos soroldgicos paraiaso espécies dreickettsiaem caes de areas urbanas e rurais
do Estado do Maranh&o, Nordeste do Brasil
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Rickettsia rickettsii Rjo.f:amL S Rickettria amblyommii S Rickettsia bellii
Fonte: (COSTA, F. B., 2014).

Considerando-se os diferentes antigenoRidkettsia 64 (4,1%), 66 (4,2%), 160
(10,2%), 151 (9,7%) e 57 (3,6%) cées foram reageat. rickettsii, R. parkeri, “Ca. R.
amblyommii”, R rhipicephalie R. bellii, respectivamente. Para 92 (5,9%) soros, foi possivel
determinar o provavel agente responsavel por iéfeagatural, sendo dividido em 4,7%
(73/1560), 0,4% (6/1560), 0,8% (12/1560) e 0,06%0580) cées paradCa. R. amblyommii”,

R. rhipicephal, R. bellii e R. parkerirespectivamente (Tabela 6). Em 104 (6,7%) soros
caninos que reagiram para alguma espéciRideettsia ndo foi possivel discriminar qual o
possivel agente envolvido na infeccdo dos cadesgjupoestes tinham diferencas nos titulos

menores que quatro vezes entre duas ou mais espé8leekettsiaqlApéndice B).
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Tabela 6 - Resultados da reacdo de imunofluorescémdireta (RIFI) para os cinco antigenosRiekettsiasp nos
municipios de Acailandia, Balsas, Barreirinhas, i@@xCururupu, Grajal, Sdo Bento e Sad Domingos,
Maranh&o, Nordeste do Brasil

Cées sororreagentes para pelo menos um dos cinco o x
Municipio Area C;es antigenos dRickttsiasp (% soropositividade) N® de cdes (PA)
Rr Rp Ra Rrh Rb

Acailandia Urbana 116 1(0,9) 1(0,9) 7(6) 4(3,4) ,8)6 12 (6 Ra, 6 Rb)
Rural 44 5(11,3) 5(11,3) 10(22,7) 9(7,5) 6(13,6)

Barreirinhas  Urbana 50 0 0 1(2) 0 0 1(1Ra)
Rural 210 1(0,48) 1(0,48)  4(1,9)  2(0,95) 0

“Balsas Urbana 100 0 0 0 0 0 5(2 Ra, 3 Rrh)
Rural 100 3(3) 2(2) 9(9) 11(11) 0

2Caxias Urbana 59 0 0 0 0 0 9 (9 Ra)
Rural 101 2(1,9) 2(1,9) 9(8,9) 6(5,9) 1(0,9)

'Cururupu Urbana 105 3(2,8) 4(3,8) 12(11,4) 9(8,6) 4,9( 12 (10 Ra, 2 Rb)
Rural 55 3(5,4) 3(5,4) 6(10,9)  6(10,9) 1(1,8)

Grajau Urbana 100 2(2) 2(2) 6(6) 6 0 8 (6 Ra 2 Rrh)
Rural 100 10(10) 8(8) 18(18) 20(20) 0

ISgo Bento  Urbana 121  9(7,.4)  7(5,8) 19(15,7) 19(15,7)9(7.4) 42 (38 Ra, 3 Rb, 1 Rrh)
Rural 139  25(18) 27(19,4) 56(40,3) 55(39,5) 22(15,8)

2S30 Urbana 86 0 4(4,6) 0 0 0 3 (1Ra, 1 Rb, 1 Rp)

Domingos Rural 74 0 0 3(4) 4(5,4) 3(4)

Total 1560 64 66 160 151 57 92 (73 Ra, 12 Rb, 6 Rrh, 1 Rp)

(4,1) (4,2) (10,2) 9,7) (3,6)

PA — Provavel

antigeno homologo foi sugerida ng&egara um titulo final de pelo menos quatro veaga uma

determinadd&ickettsiasp em relacéo aos outros antigenos; 1 — Bioma Amaz® — Bioma Cerrado.
Rr: Rickettsia rickettsjiRp: Rickettsia parkeriRa:Rickettsia amblyommiRrh: Rickettsia rhipicephajiRb:

Rickettsia bellii

A distribuicdo espacial das amostras que reag@apelo menos uma espécie de
Rickettsianos oito municipios amostrados do Maranhdo enceetnaa figura 2, de acordo
com o0s ecossistemas. Vale salientar que dos 136 suiiereativos, somente 36 nao foram
reagentes aCa. R. amblyommii”
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Figura 2 - Distribuicdo dos soros caninos reageatlgkettsiaspp segundo os ecossistemas amostrados. Os
ndameros percentuais nas caixas indicam a soropdaitie de cdes em areas urbana e rural por
municipio
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Fonte: (COSTA, F. B., 2014).

As maiores frequéncias de ocorréncias foram p@ea R. amblyommii” com titulos
variando de 64 a 16384. Dentre todos os cées ymsiti60 (10,2%) soros de caes reagiram
para ‘Ca. R. amblyommii” com titulos> 64, 99 (6,3%) animais tinham titules512 e
73(4,7%) tinham titulos 4x vezes maior em relag@o @utros antigenos testados (Tabela 7).
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Titulos para as outras espécies de riquétsiasraaride 64 a 1024 paR rickettsii e R.
parkeri, 64 a 4096 parR. rhipicephalie R. bellii, conforme grafico 1.

Nas analises univariadas, as variaveis indepeesl€atea urbana e rural, sexo, idade,
atividade de caca, proximidade de mata, infestagidrhipicephalus sanguineues outros
géneros de carrapatos) foram associadas aos céiéiggsona sorologia para triagem com
titulo > 64 paraRickettsia e > 64,> 512 e titulo final de 4x (quatro vezes) pata:R.

amblyommii”, respectivamente. Conforme tabela 7.



Tabela 7 - Resultados das andlises univariadate (ee®to de Fisher ) para associacdo entre vasidndependentes com o0s resultados sorolégicos e d@mésticos,
analisados através de quatro perfis sorolégicarm@tados pela da reacéo de imunofluorescéncieetadi(i) caes reativosRickettsiaspcom titulos>64; (ii) caes
reativos a Ca. R. amblyommii” com titulos> 64; (iii) cdes reativos &Ca. R. amblyommii” com titulog 512; (iv) cées reativos &4a. R. amblyommii” com titulos
pelo menos quatro vezes maior que os titulos fipeuia as demais espéciesRiekettsiatestadas - Maranhéo - 2014

Rickettsiz64 “Ca.R. amblyommii"> 64 “Ca.R. amblyommii”> 512 “Ca.R. amblyommii” x4
Variaveis independentes +/E -IE P +/E -IE P +/E -IE P +/E -IE P
Urbana 59/737 678/737 45/737 692/737 23/737 714/737 19/737 718/737
Zona <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Rural  137/823  686/823 115/823  708/823 76/823 747/823 54/823 769/823
Macho 121/919  798/919 98/919 821/919 65/919 854/919 44/919 875/919
Sexo >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Fémea 75/641 566/641 62/641 579/641 34/641 607/641 29/641 612/641
<1 5/89 84/89 3/89 86/89 2/89 87/89 1/89 88/89
Idade (ano) <0,05 <0,05 >0,05 >0,05
>1 191/1471 1280/1471 157/1471 1314/1471 97/1471 1374/1471 72/1471 1399/1471
Ndo  142/1347 1205/1347 113/1347 1234/1347 67/1347 1280/1397 48/1347 1299/1347
Caca <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Sim 54/213 159/213 47/213 166/213 32/213 181/213 25/213 188/213
N&o 44/555 511/555 32/555 523/555 17/555 538/555 14/555 541/555
Prox. mata <0,01 <0,01 <0,01 <0,05
Sim 152/1005 853/1005 128/1005 877/1005 82/1005 923/1005 59/1005 946/1005
Nado  182/1459 1275/1459 147/1459 1312/1459 91/1459 1368/1459 65/1459 1394/1459
R.sanguineus >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Sim 14/101 87/101 13/101 88/101 8/101 93/101 8/101 93/101
Nado  173/1485 1312/1485 138/1485 1347/1485 87/1485 1398/1485 62/1485 1423/1485
Carrapatos* <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Sim 23/75 52/75 22/75 53/75 12/75 63/75 11/75 64/75

+: Caes soropositivos; -: Caes soronegativos; imaia expostosCa. CandidatusR. Rickettsia
* Carrapatos diferentes d®hipicephalus sanguineus

L9
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As variaveis independentes que foram significatiya<0,05) na analise univariada
como (i) area rural, (ii) idade maior que um ariid), &tividade de caca, (iv) areas de mata e
(v) parasitismo por carrapatos diferentes Rlesanguineysforam selecionadas para uma

analise multivariada, conforme a tabela 8.



Tabela 8 - Modelo final da regressao logisticativaliada, com determinacéo de fatores de riscalqadtio) associados a quatro perfis sorolégicosdds domésticos

testados pela reacdo de imunofluorescéncia indifigtedes reativos Rickettsiasp com titulos=64; (ii) cdes reativos &Ca. R. amblyommii” com titulos> 64;

(ii) cées reativos aCa. R. amblyommii”com titulos > 512; (iv) cdes reativos &4. R. amblyommii” com titulos pelo menos quatro vezesor que os titulos

finais para as demais espécieRilekettsiatestadas - Maranhao - 2014

Rickettsiasp>64
Fatores de risco Casos Expostos P OddsRatio IC (95%) r
Zona rural 137 823 0,000 1,843 [1,314 — 2,586]
Caca 54 213 0,000 2,132 [1,465 — 3,104] 0,066
Carrapatos* 23 196 0,001 2,492 [1,433 — 4,334]
“Ca.R. amblyommii">64
Fatores de risco Casos Expostos P OddsRatio IC (95%)
Zona rural 115 823 0,001 1,952 [1,338 — 2,848]
Caca 47 213 0,000 2,203 [1,476 — 3,290] 0,075
Carrapatos* 22 160 0,000 2,941 [1,670 — 5,180]
“Ca. R. amblyommii">512
Fatores de risco Casos Expostos P OddsRatio IC (95%)
Zona rural 76 823 0,000 2,453 [1,492 — 4,034]
Caca 32 213 0,001 2,311 [1,437 - 3,717] 0,077
Carrapatos* 12 99 0,009 2,433 [1,246 — 4,751]
“Ca. R. amblyommii” 4x
Fatores de risco Casos Expostos P OddsRatio IC (95%)
Zona rural 53 823 0,020 1,946 [1,111 - 3,409]
Caca 25 213 0,000 2,606 [1,522 — 4,460] 0,068
Carrapatos* 11 73 0,010 2,576 [1,259 - 5,270]
IC — Intervalo de confianca; * Carrapatos difererdeRhipicephalus sanguineuSa. CandidatusR. Rickettsia
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Os resultados mostram que caes que vivem em aneas, que praticam atividade de
caca e se apresentavam infestados por carrap&osnties ddr. sanguineuinham maiores
chances de serem soropositivos na RIFI para triatgRickettsiasp, assim como para titulos

>64 para Ca. R. amblyommii”, conforme a tabela 8.

Quando se avaliou o perfil dos céaes que reagirarRIF| para diluicdo dos soros
>1:512, os caes de zona rural, de caca ou infestpdoscarrapatos diferentes d®.
sanguineusinham signficativamente mais chances de apresantmorpos reativos &a. R.
amblyommii”. As mesmas associa¢fes significativasarh observadas na andlise
multivariada quando a variavel dependente foi s titulos quatro vezes maiores para

“Ca.R. amblyommii” em relagdo aos outros antigenos.

5.4 INFECCAO PORRickettsiaNOS CARRAPATOS E ISOLAMENTO PELA TECNICA
DE “SHELL VIAL”"

Um total de 99 carrapatos adultoA. (cajennenseA. ovale e A. parvum foi
processado pelo teste de hemolinfa, sendo 17 (}7,48f6siderados positivos por
apresentarem estruturas morfologicamente compsaitteenRickettsiasp em seus hemacitos.

Esses carrapatos positivos corresponderti@sé. ovalee 14A. parvum.

Pela técnica d8hell vial foram processados quatro carrapatos positivéemenlinfa,
assim como nove negativos. Destes, nenhum isoladestabelecido em cultivo, muito
embora as carcacas de #movalee umA. parvum(que tiveram seus conteudos internos

inoculados enshell vial foram positivas na PCR.

De um total de 959 carrapatos colhidos de cae® resttido, 780 (81,33%) foram
testados pela analise molecular de PCR (incluirsd@3processados pelo Shell vial), sendo
distribuidos da seguinte forma: 541/652 (82.97R0)sanguineys100/124 (80,64%)A.
cajennense 58/88 (65,90%)A. parvum 1/1 (100%)A. rotundatum 5/5 (100%)R. (B)
microplus 1/1 (100%)H. juxtakochj 44/50 (88%)A. ovale 2/9 (22,2%)A. oblongoguttatum
e 27/29 (93,10%Amblyommasp. DNA de riquétsias foram encontradas em 16 patwos,
sendo 12A. parvum trésA. ovale umA. rotundatume um ninfa dé\. cajennense sensu lato

Apoés os sequenciamentos dos gegles e ompA, as frequéncias de infeccdo dos carrapatos
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coletados sobre os cées p&iakettsiaspp foram de 12/58 (20,794). parvumpara ‘Ca.
Rickettsia andeane”, 3/44 (6,8%). ovalee 1/1 (100%)A. rotundatumpara R. belli,

respectivamente, e 1/100 (0,1%e)cajennenss. |. para Ca. R. amblyommii”.

5.4.1 Coletas adicionais de carrapatos para isolamento dRickettsia

Foram coletados 41 adultos de cajennenss. |. de equinos em Balsas e 93 adultos
deA. cajennenss. s. de suinos em Viana. Destes, 19 foram pratesgela técnica de Shell
vial, resultando em 2 isolados em células Veropgantiundos de Viana. Todos esses isolados
foram confirmados comaCa. R. amblyommii” por PCR e sequenciamento de fraowedos
genegyltA, ompA, ompR htrA através de células infectadas da segunda ou tepassagem
(Tabela 9)No entanto, somente um dos isolados pode ser mgntidvarias passagens e por
criopreservacdo, uma vez que os demais se perdeocantontaminacdo por fungos ou
bactérias extra-celulares. Das carcacas dos ctwsapwculados nos Shell vials, somente
cinco foram positivos na PCR pdRéckettsia correspondendo exatamente aos que geraram 0S
isolados de Ca. R. amblyommii"em células Vero. As sequéncias de DNA desses caosp

também se confirmaram comG4. R. amblyommii”

Tabela 9 - Carrapatos testados pela técnica dé @i e PCR nos municipios de Balsas, Barreir;h&axias,
Cururupu, Grajau, Sao Bento e Viana, Estado do i@, Brasil

Municipio Espécie No. No. positivo no PCR Espécie dRickettsia
carrapatos Shell vial
testados
Rhipicephalus sanguineus 1F 0 0 -
Balsas Amblyomma cajennense 3M, 1F 0 0 -
Amblyomma ovale 1F 0 0 -
Amblyomma parvum 1F 0 0 -
Grajau Amblyomma ovale M 0 0
Amblyomma oblongoguttatum  1F 0 0 -
X Rhipicephalus sanguineus 3M 0 0 -
Séo Bento Amblyomma cajennense 1F 0 0 -
Cururupu Amblyomma ovale 1M, 5F ’1F 1F Rickettsia belli
Caxias Amblyomma parvum 2F ’1F 1F ‘CandidatusRickettsia andeane”
Viana Amblyomma cajennense 9M, 6F a3M, °1F, 1F 3M, 2F “CandidatusR. amblyommii”

2]solado, mas ndo estabelecido em cultivo celiamacho; F fémea
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foram amostrados 1560 cdeseds arbanas e rurais de seis
ecossistemas do Estado do Maranhéo, os quais eseataram com diferencas significativas
na relacdo de machos e fémeas, animais que vivéringy a mata, praticam atividade de
caca e que fazem uso de produtos carrapaticidesiad®s e vermifugados. Os animais que
vivem préoximos a mata na area urbana foi bem mfeads animais da area rural, contudo,
uma parcela dos animais, mesmo vivendo em areais,raéo tinham acesso a mata, pois se

tratava de vilas em que os cées ficavam presoguiotais.

A frequéncia de animais que praticam atividade a@gacna zona rural foi muito
superior a area urbana, j& que o seu habitat eomgicbes socioeconbmicas de seus
proprietarios favoreciam a pratica de caca. Polguma caes da area urbana praticavam esta
atividade e isso se deve também pelas condicOaschiras, sociais dos proprietarios e/ou
movido pelo simples prazer da pratica da caca msledes acabam acompanhando os
proprietarios nessa atividade. Estes dados sadasdsmiaos encontrados na regido norte do
bioma Pantanal e na regido leste do Estado do Maoargue apresentaram uma maior

frequéncia de caes de caca na zona rural (COSTA,, 20ELO et al., 2011).

Em relacdo a faixa etaria, ndo foram observadasrafitas significativas entre as
areas, entretanto a meédia de idade foi menor paoaarural. Este dados corroboram outros
estudos, em que a menor longevidade dos caeseémtéionada as condi¢des de criagdo, no
qual grande parte dos animais tinham acesso iteestrrua, e falta de cobertura vacinal,
levando ao risco mais elevado de contagio de dsemgaorbimortalidade, como observado
neste estudo (SILVA et al., 2010; COSTA, 2011; CANAD, 2012).

A quantidade de animais que andavam livrementes pelas é preocupante, ja que
podiam ter acesso a outros domicilios, contatosmatnos animais domésticos, assim como o
risco de agressao as pessoas que podem levaisenisaéio de doencas de carater zoondtico
como a raiva, disseminacdo de carrapatos e sedgepats no ambiente por onde circulam,
como Babesia Rickettsia Ehrlichia e Anaplasma(CARLOS et al., 2007; AGUIAR et al.,
2007; COSTA-JUNIOR et al., 2007; COSTA JUNIOR ef aD09; ALMEIDA et al., 2012;
SILVA et al., 2012; BARBIERI, 2012).
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6.1 CARRAPATOS EM CAES NO MARANHAO

O presente estudo relata a presenca de oito espixixodideos em cédes no Estado
do MaranhdoR. sanguineysA. cajennenseA. parvum A. ovale A. oblongoguttatumA.
rotundatum Amblyommasp, R. (B.) micropluse H. juxtakochi R. sanguineuspresentou
maior frequéncia de ocorréncia em cées tanto raauib@na quanto na area rural, sendo estes
resultados similares aos encontrados nas micréesgie Chapadinha e Imperatriz (SILVA et
al., 2012; COSTA et al., 2013), assim como pareogutenarios no Brasil, principalmente em
biomas de Mata atlantica, Cerrado e Pantanal desqror Labruna et al. (2001), Szabo et al.
(2010) e Melo et al. (2011). Como hospedeiros atade paraR. sanguineusjd foram
descritos o furdo Galictis cujg na llha de Sdo Luis, MA (FIGUEIREDO; SANTOS;
GUERRA, 2010) e a ave&Cpereba flaveolpnuma pequena reserva de cerrado no municipio
de Uberlandia, MG (SZABO et al., 2008). Esses ashadnesmo que isolados, podem
significar rotas de disseminagédo pouco estudadsts @spécie de carrapato, podendo trazer
graves consequéncias para a saude publica e doaignguando possiveis patégenos estao

envolvidos.

AtualmenteR. sanguineugsem sido muito estudado quanto as suas caraatassti
genéticas, biolégicas, morfologicas e geografiuadp que existem distintas espécies dentro
do tdxonR. sanguineusom implica¢cdes na competéncia vetorial de patdg€¢OLIVEIRA
et al., 2005; SZABO et al., 2005; LABRUNA et alQ(®; MORAES-FILHO et al., 2011;
NAVA et al., 2012). Desta form&. sanguineusle Sao Luis no Maranhao pertence ao clado
da América Latina tropical, sendo mais proximos dspécimes africanos, além de
apresentarem maiores frequéncias de carrapatagadés porEhrlichia canise caes com
maiores frequéncias de anticorpos quando compaeaosarrapatos deste tdxon no cone sul
da América do Sul (COSTA, 2011; KRAWCZAK et al.,120 MORAES-FILHO et al.,
2013).

A segunda maior frequéncia de carrapatos coletatdbse 0s cées pertence ao
complexoA. cajennensecom énfase para area rural. Resultados simifarasn observados
nos estudos de Melo et al. (2011) e Costa et L3R contrastando com os achados de

Labruna et al. (2001) e Vieira et al. (2013), gée encontraram ou encontraram apenas um



74

exemplar desta espécie em cades de areas ruraistddoEdo Parana. Alguns relatos de
carrapatos do complexé. cajennensga foram descritos no Maranhdo em diferentes
hospedeiros, tais como equino, suino, cédo, gatojnase humano (FONSECA, 1958;
GUERRA,; BRITO, 2004; COSTA et al., 2013; REIS et 2013; MARTINS, 2014).

O taxon A. cajennensevinha sendo considerado uma Unica espécie depesora
distribuida desde o Sul dos Estados Unidos até rreNta Argentina. Trabalhos recentes,
baseados numa avaliagcdo morfoldgica e genéticafelemtes populacbes de cajennense
no continente americano, indicaram guecajennensé de fato um complexo de pelo menos
seis espécies: 1)A. cajennensesensu stricto, 2)Amblyomma mixtum revalidado,
anteriormente conhecido como sinonimia Ae cajennense3) Amblyomma sculptum
revalidado, anteriormente conhecido como sinonidgaA. cajennense4) Amblyomma
interandinumn. sp., 5) Amblyomma patinan. sp. e 6 Amblyomma tonelliaa. sp. (NAVA et
al., 2014).

A espéciéA. cajennenss. s., correspondente aos tipos descritos na GHi@ncesa, é
distribuida na zona Norte ocidental da bacia amaadA. interandinumé estabelecida na
regido inter-andina do Perd. mixtumé encontrada do Sul dos Estados Unidos ao Norte-
Oeste da Colédmbia, Equador e Venezuela. A distf@mudeA. sculptumcompreende &reas
das regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste eoSBrasil, assim como areas umidas do
Noroeste da Argentina (principalmente a regido énggafica de YungasA. tonelliae &
estabelecida na regido do Chaco da Argentina eylaird. patinoiesta presente no Oeste da
Venezuela e Cordilheira Central na Colombia (NAMWAak, 2014). A partir desses trabalhos
recentes, as seis espécies citadas acima formamplexoA. cajennenseu A. cajennense

sensu lato (s.L.)

Uma pesquisa recente deste complexo no Brasil @\Agxndica duas espécies e
cajennenss.l. no Maranhdo (MARTINS, 2014A. cajennenss.s. €A. sculptumNo geral, a
primeira esta distribuida principalmente na metaelste do Estado, ao passo que a segunda
espécie se distribui por todo o Estado, sendo swéaes a Unica ha metade leste. O encontro
das duas espécies de forma simpatrica, inclusivee sm mesmo hospedeiro, foi um achado
comum em varios municipios da metade oeste maraebefMARTINS, 2014). Segundo
Martins (2014) o Maranhdo é o Unico Estado da cedi@rdeste com registro para
cajennenss. s., provavelmente pela area de floresta amazdoioeste do Estado.
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O carrapato Neotropical com a terceira maior fregigéde ocorréncia fok. parvum
salientando que os estagios adultos foram maiseetdd que as fases imaturas, com a
presenca somente de trés ninfas e nenhuma lara @®lées, sendo muito comum na regiao
leste, uma regido com caracteristicas tipicas deade que apresentam trés diferentes
ecossistemas como vegetacdo de restingas, mateodass e cerrado. Esta espécie ja era
conhecida da fauna ixodol6gica maranhense ha 5§, gom@ando relatos eiyrmecophaga
tridactyla tridactyla Homo sapien® mazama simplicicornjsalém de céo, cavalo, bovino,
capivara, mocoKerodon rupestrése rato silvestre (FONSECA, 1958). parvumé uma
espécie que merece uma atencdo na saude puUbljaayisia que j& detectarahrlichia
chaffeensisna Argentina (TOMASSONE et al., 2008) €4 Rickettsia andeanae” de
patogenicidade desconhecida no Brasil e ArgentPACHECO et al., 2007; NIERI-
BASTOS et al., 2014). Recentemente varios trabadtxperimentais com. parvumforam
desenvolvidos com intuito de fornecer informacoelsres divergéncia genética e biologica
(NAVA et al., 2008a; OLEGARIO et al., 2011; GERARBA al., 2013). O parasitismo desta
espécie em humano no Brasil foi registrado na Ba&bhigas, Maranhdo, Mato Grosso do Sul,
Piaui e Rio Grande do Norte, (FONSECA, 1958; GUIMYES et al., 2001; FERREIRA;
REGO; AHID, 2008; REIS et al., 2013).

Os achados neste estudo de espécimes adultdsodale coletados sobre os caes de
area rural, ja foram reportados na literatura pata hospedeiro (QUEIROGAS et al., 2010;
SABATINI et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011; SZABf al., 2012; COSTA et al., 2013),
sendo um carrapato tipico de carnivoros silvesieBrasil (GUIMARAES et al., 2001;
RODRIGUES; DAEMON, 2004; LABRUNA et al., 2005b). @gemplares achados na area
urbana estdo certamente relacionados ao fato dlmsiarserem de caga, com acesso a mata.
A. ovaleé um carrapato de grande distribuicdo em varicsepala América, desde o norte da
Argentina até o sul do México (GUGLIELMONE et aR003; BARROS-BATTESTI;
ARZUA; BECHARA, 2006) com grande importancia poadr humanos e ser vetor de
patdgenos de importancia para a saude publica (WMBRet al., 2005b; GUGLIELMONE
et al., 2006b; QUEIROGAS et al., 2010; SABATINIa&t, 2010; MEDEIROS et al., 2011,
BARBIERI, 2012; KRAWCZAK, 2012).

Outras espécies de ixodideos com menores freq@éeiacorréncias coletados sobre
os caes foramA. oblongoguttatumR. (B.) microplus e H. juxtakochj sendo que outros
estudos ja relatavam registros para estes carsapaste hospedeiro, assim como em
humanos (LABRUNA et al., 2000; MARTINS et al., 200®utras espécies de hospedeiro
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como Tapirus terrestris Hidrochoerus hidrochaerisja foram parasitadas poA.
oblongoguttaturmre junto comA. ovalesdo as principais espécies infestando carnivaaos n
Amazoénia, além de parasitar humanos (LABRUNA et 2000; LABRUNA et al., 2005c;
GUGLIELMONE et al., 2006b; MARTINS et al., 2014).

No presente estudo, em duas cidades (Acailand&oel&mingos) foram observados
caes infestados poR. (B.) microplus sendo um achado acidental. Estes dados sao
semelhantes para outras pesquisas, principalmersedq os cdes estdo associados com
fazendas de gado (LABRUNA et al., 2001). Pode-$erimque os caes participavam do
manejo dos bovinos, ja que € um fato muito comumprapriedades rurais e propriedades
peri-urbanas. Além de bovinos, outras espéciesodedueiros ja foram parasitadas como
equinos, caprinos e ovinos no Maranhdo (GUERRA;TERI2004; BRITO; SANTOS;
GUERRA, 2005).

Durante as coletas, um fato raro foi observadondoiam carrapaté. rotundatunfoi
coletado sobre um cédo, sem estar fixado. Esta iespéconhecida por parasitar animais
pecilotérmicos como répteis, anfibios e rarament@anos (SERRA-FREIRE et al., 1995;
GUERRA; ABREU-SILVA; SERRA-FREIRE, 2000; TEIXERA at., 2003).

Um unico exemplar del. juxtakochide fase imatura (ninfa) foi coletado sobre um céo
da area rural no municipio de Caxias, que apresentacossistema de cocais. Este carrapato
€ amplamente distribuido na América com relatof\rggentina parasitando cao doméstico
(BOERO, 1957; GUGLIELMONE et al.,, 1992; BELDOMENIC@t al.,, 2003) e
acidentalmente pode parasitar humano (GUGLIELMONEal, 2006b), além de ser
potencialmente vetor de patégenos (LABRUNA et 2005a). Diante da escassa literatura
para uma regido tdo pouca explorada do ponto ¢ atmrologica, é digno de nota que, pela
primeira vez ha registro de oblongoguttatune H. juxtakochino Maranhé&o.

Um total de 150 (9,6%) cdes amostrados se apresgodaasitado por alguma espécie
de carrapatos, conforme discutido acima, sendagueequéncias de ocorréncias dos caes de
area rural foram significativamente maiores emc@aaos caes da area urbana (p<0.05). Para
R. sanguineusiesultados similares foram encontrados aos de Gdséh (2013), mas em
outros lugares, observa-se maiores frequénciasads mfestados por esta espécie de
carrapato em diferentes biomas do pais (LINARDIAIEN, 1973; RIBEIRO et al., 1997,
LABRUNA et al., 2000; SZABO” et al., 2001; BELLATEX al., 2003; DANTAS-TORRES
et al., 2004; LABRUNA et al., 2005b, SOARES et 2D06; MELO et al., 2011), ja que se
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adaptou muito bem as areas urbanas pelo seu @ciidd nidicola, com habito de penetrar
em pequenos buracos ou frestas em superficiesntentt ou madeira (DIPEOLU et al.,
1982). Atualmente, com o avan¢o econdmico do paisesidéncias rurais tém passado por
transformacdes, com constru¢cdes de alvenaria, seqaentemente ndo sendo um fator
limitante ao ciclo de vida deste carrapato na zamal, como ja tinha sido relatado por
Labruna et al. (2001). Infestacdes de cées naudbama peld. cajennenséA. ovalee R. (B)

microplusforam observadas, mas em menor frequéncia.

InfestacBes mistas d@ sanguineusom uma ou duas espécies diferentes do género
Amblyommdoram identificadas em caes da zona rural, temralddadas em outros trabalhos
(QUEIROGAS et al., 2010; MELO et al., 2011; COST®ak, 2013). Do ponto de vista de
Medicina Veterinaria Preventiv®. sanguineug/ouAmblyommasp podem se infectar com
outros patdgenos durante o repasto sanguinemsrtitalos em uma determinada populagéo
de cédes domésticos e/ou animais silvestres queaniveram contato com outros agentes
etiologicos (LABRUNA et al., 2008; MORAES-FILHO at., 2009). Apenas um céo da zona
urbana apresentou-se parasitadoR@anguineu® R. (B) microplusao mesmo tempo, sendo

gue este céo vivia proximo a area de pasto de bsvin

Infestacbes com mais de uma espécie do géenblyommatambém foram
frequentes no estudo com associacOed.deajennenss. |. maisA. ovaleem dois céaes da
area urbana, os quais se justificam por serem oegmdum cdo cor. cajennenss. ., A.
ovalee Amblyommasp na area rural, além de uma infestacdo mista dajennenss. |. mais
H. juxtachoki.Estas associa¢cOes séo frequentes em caes deues,spois neste ambiente,
0S cédes estdo constantemente em contatos comatagagotropicais, principalmente os que
tém acesso a mata. Estes dados corroboram outuamesealizados com cées em area rural
(LABRUNA et al., 2000; 2001a; QUEIROGAS et al., POFERREIRA et al., 2013).

6.2 SOROLOGIA DE CAES PARRIckettsiaspp.

Do total de amostras, 196 (12,6%) dos cdes apersemtanticorpos para pelo menos
uma espécie d®ickettsiadentre as cinco testadas, sendo a frequéncia dpasitivos

significativamente maiores nos caes de areas rul@ésquais muitos apresentaram evidéncias
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sorolégicas (possiveis reagfes homologas) de #decgusada porCa. R. amblyommii” ou
uma espécie com caracteristicas bioldgicas e/olétigae muito préoxima. Na analise
univariada, as variaveis independentes que tiveassociacao significativa com sorologia
positiva pareRickettsiasp. e ‘Ca. R. amblyommii’foram caes vivendo na zona rural, idade
acima de um ano, atividade de cacga, habitat proximmata e cées infestados por carrapatos
diferentes deR. sanguineusResultados similares foram encontrados para ®utewalhos
(COSTA, 2011; MELO et al., 2011). A analise multieala mostrou que os fatores de riscos
associado com a infeccdo pRickettsiasp. e ‘Ca. R. amblyommii”eram cées vivendo na
area rural, que praticavam atividade de caca estades por carrapatos diferentes Rle
sanguineussendo que de fato estes trés fatores séo tige@nbiente rural e intimamente
relacionados, 0 que nédo se observa na area urdragt&encontramos com maior frequéncia o

carrapatdR. sanguineus

Dos oito municipios, as maiores frequéncias derénoras das possiveis reacdes
homoldgas para Ca. R. amblyommii” foram nos municipios de S&o Bento (Baixada
Maranhense) e Acailandia (Amazonia) que pertenceiibi@na amazonico. Estes resultados
estdo intimamente relacionados a distribuicdcAdaajennenses. s. (vide Anexo A) como
mostrado nos estudo de Martins (2014) em que sgcie de carrapato esta praticamente
restrita a regido amazoénica. Ja para o bioma @erabservou-se que a frequéncia de caes
gue apresentaram titulos pafz&’ R. amblyommii” foi menor, ja que neste bioma ahaese
a presenca do carrapako sculputummostrando a diferenca na sorologia quando hagsouc
vetores na regido. Quando se compara os titulaodogia dos caes do sul e sudeste do
Brasil, constata-se que nestas regides, ha uméneiadde maiores titulos pdrRa parkeriou
uma cepa muito préxima B. rickettsij onde predomina @é. aureolatum A. ovalee A.
sculptum(PINTER et al., 2008; SAITO et al., 2008; PACHEE€tal., 2011a; SANGIONI et
al., 2011; BARBIERI, 2012; SZABO et al., 2013a)tdssresultados sdo muito importantes
para a ecologia das riquetsioses no Brasil, visi® gela primeira vez mostra claramente a
diferenca entre as frequéncias de titulos sorab§gien cédes par&a. R. amblyommii” numa

area de transicdo do complekocajennense

E importante salientar que uma pequena parcelacdes apresentaram titulos
sorolégicos quatro vezes maiores gargarkerj R. rhipicephalie R. belliiou uma espécie de
riquétsia muito proxima geneticamente a estas,np@émportante futuros estudos testarem

por técnicas moleculares e/ou de cultivo celulpasdir carrapatos, principalmente do género
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Amblyommae Haemaphysaligara provar a circulacdo destas riquétsias e s gatenciais

risco para a saude publica.

6.3 INFECCAO PORRickettsiaspp EM CARRAPATOS

As frequéncias de infeccdo dos carrapatos coletsoloe os cdes paRickettsiasp
foram de 12/58 (20,7%A. parvumpara ‘Ca. Rickettsia andeanae”, 3/44 (6,8%)ovalee 1/1
(100%) A. rotundatumpara R. bellii, e 1/100 (0,1%)A. cajennenses. |. para Ca. R.
amblyommii”. No entanto, dos carrapa#scajennenséconfirmados coma@. cajennenss.
s.) coletados sobre suinos em Viana, a frequéacdef8/57 (14.0%).

“Ca. Rickettsia andeanae” foi encontrada Anparvumno Maranhao, coletado sobre
os cdes de Caxias, um municipio muito proximo aalldo primeiro relato desta riquétsia no
Piaui (NIERI-BASTO et al., 2014). Ressalta-se queatp espécies de carrapatos ja foram
encontradas infectadas p@a. Rickettsia andeanae” no continente americano, énedites
condicbes ambientais, desde os Andes até a Améoc&lorte (BLAIR et al., 2004b;
PACHECO et al.,, 2007; PADDOCK et al.,, 2010; ABARGC# al., 2012; FLORES-
MENDOZA et al.,, 2013; ARRAIS, 2013; NIERI-BASTO ai., 2014). A frequéncia de
infeccdo emA. parvumencontrada neste estudo € muito alta em relacdowdiss estudos e
nao se obteve com sucesso o isolamento destasi@eét cultivo celular.

A. ovalee A. rotundatumforam encontrados infectados cdnbellii, uma riquétsia
amplamente distribuida nas Américas, infectando @rande numero de carrapatos das
familias Ixodidae e Argasidae (PHILIP et al., 198 AGE et al., 1994; AZAD; BEARD,
1998; BARBIERI et al., 2012). Estes dados séo aifl aos encontrados em areas de floresta
amazonica e Mata Atlantica (LABRUNA et al., 200&ZABO et al., 2013). Isolou-sR.
bellii em cultivo celular a partir de um ovale mas sem sucesso de estabelecer a cultura em

laboratorio.

Dos carrapatoé. cajennenss.l. coletados de cées, apenas uma ninfa do complex
cajennensapresentou-se infectada p&@d R. amblyommii” coletada sobre cdes em Balsas
que esta inserida no bioma amazo6nico. Segundo ndaf®i014), somenté. sculptumfoi

encontrado neste municipio, o que corrobora corene®ntrados neste estudo, quando foi
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possivel identifica-los nos estagios adultos, poosnestagios imaturos como ninfas nao foi
possivel, portanto sendo identificados cofocajennense. |. Esta regido € uma area de
transicdo entre estas duas espécies do complexajennenseou seja entre o bioma da
Amazoénia e o Cerrado, por conseguinte esta ideat¢i#io deve ser minuciosamente cautelosa,
utilizando-se analise morfolégica das fémeas oafeentas moleculares (MARTINS, 2014).
Este resultado de carrapato infectado foa.'R. amblyommii” corrobora os ja descritos em
todos os biomas do Brasil como Amazoénia, CaatiG@garado, Mata Atlantica (LABRUNA

et al., 2004a; OGRZEWALSKA; UEZU; LABRUNA, 2010; MB et al., 2011; PACHECO

et al., 2012; AMORIM-FILHO, 2013; OGRZEWALSKA et.al2013; SARAIVA, et al.,
2013).

O céo é considerado um hospedeiro acidental pareawapatos do complex.
cajennenseexistentes no Brasil (LABRUNA; PEREIRA, 2001), seguentemente a
frequéncia de cées infestados por estes carrapdtos e a coleta dos mesmos foi baixa
durante o estudo. Aproximadamente 80% dos carraplatste complexA. cajennenséram
negativos para presenca de DNA de riquétsia e qusaadentou o isolamento, 0 sucesso foi

insatisfatorio, pois todos os carrapatos testaoi@sf negativos.

Partindo deste principio, numa coleta paralela éamd/- MA, uma regido tipica de
campos alagados, conhecida como “Baixada Maranheosketaram-se sobre 0s suinos,
criados em sistema extensivo, carrap#tosajennesesensu stricto (68 machos, 25 fémeas).
Apenas 61% (57/93) carrapatos adultos foram testpdia PCR, com 14% (8/57) positivos
para os genegltA e ompA corroborando com os resultados de Amorim-Filnel® para
esta regido. Destes carrapatos, isolou&e R. amblyommii” apenas em dois, e mantendo
um isolado no laboratério, uma vez que o outrgpfdido por contaminagéo por fungos ou
bactérias extra-celulare€a. R. amblyommii foi isolada a partir d&. cajennense. s. no
Brasil por Labruna et al. (2004c) no bioma amazdnem Rondbdnia, assim como
recentemente j& foi isolada em Pernambuco na @aagirpartir dé\. auriculariume na Mata
Atlantica em Nazaré Paulista - SP a partirAdéongirostre (OGRZEWALSKA et al., 2013;
SARAIVA et al., 2013). Desta forma, pode-se afirmjae esta riquétsia possui uma ampla

distribuicdo dentro do territorio brasileiro pofaitentes espécies de carrapatos.

No mesmo ecossistema em que foi isola@a.“R. amblyommii”’, em S&o Bento -
MA, que faz parte do bioma da Amazodnia, foi obsgovgue dentre os municipios estudados,

foi 0 que obteve maiores frequéncias de ocorrémgaanticorpos anti€a. R. amblyommii”
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nos soros dos cées, contrastando com baixos valeresroprevaléncia para o municipio de
Balsas — MA, que pertence ao bioma de Cerrado.gBodde nota que segundo Martins
(2014), a distribuicdo de carrapatos do compléxaajennens@o Maranhdo se caracteriza
pela presenca d&. sculptunpor todo o Estado, porém a espékieajennenss. s. esta bem
distribuida apenas no oeste do Estado (area predatemente amazénica), com raros relatos
na parte leste (area predominantemente de Cerrddnja vez que os achados prévios de
“Ca. R. amblyommii” em carrapatos deste complexo nosiBige restrigem a espécie
cajennenses. s. em Rondonia (LABRUNA et al., 2004c; NAVA @t, 2014) e Maranhao
(presente estudo), os resultados sorologicos des ©dndizem com a distribuicdo dessas
espécies de carrapatos no Maranhao. Por fim, egideapresenta o primeiro relato de um
isolamento bem sucedido em cultura de células Weroma espécie deickettsiaa partir de

carrapatos da ixodofauna Maranhense.
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7 CONCLUSAO

» Caes residentes em areas urbanas e rurais dasuwiioipios amostrados, estdo expostos
a infeccdo natural por agentes do GFM, principatsgmara Ca. R. amblyommii” ou
uma cepa muito proxima a esta no bioma amazénico.

« Ha uma alta variedade de carrapatos infestando @éedreas rurais do Maranh&o.
Registra-sé\. oblongoguttatune H. juxtakochipara o Estado.

« O espécie de carrapatd. cajennenses.s. esta naturalmente infectada p@a‘“R.
amblyommiino Estado do Maranh&o.

« No Maranhao, a soropositividade canina para ritag@tdo grupo da febre maculosa,
sobretudo paraCa. R. amblyommii, est4 associada a areas rurais, atividades deecac

infestacdes por carrapatos diferente®Rdesanguineus
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APENDICES

APENDICE A Questionario realizado para conhecer alguns aspetas condicdes de criacdo de cies das
mesorregides (Norte, Sul, Centro, Leste e Oest®stlado do Maranhdo
Longitude Latite

FICHA N° DATA

MUNICIPIO: MESORREGG
Zonarural () Zddebana ()

1-ldentificacao do Proprietario
N OB ettt et e+ttt e et e e e e snb e e e s aneeeeean Telefone.......cccoeeee.

Sexo: () Macho ( ) Fémea
Idade: ( xlano ( ) >1lano
Pelagem: ( ) curta ( ) longa

3- Aspectos Sanitarios

Seu animal é vacinado? () sim, viroses () simses e raiva () Apenas a de raiva ()asufr) ndo

Seu animal foi vermifugado? () sim () ndo

Presenca de ectoparasita () sim () nédo

Qual (is)? ( ) Pulga ( ) Carrapato ( ) Piolhpdutros

Seu animal ja teve carrapatos? () Sim () NdoNao sei

Ele foi tratado? () Sim () Néo

O que foi utilizada para acabar com os carrapdtp8anhos com Carrapaticidas () Sabdo comum @skna
extracdo manual ou com pinca () Banhos comdamaé&aseiros Qual ?

4- Habitat

O céo tem contato com a mae? ( ) Ndo ( ) Sim

O animal tem acesso arua? ( ) Nao ( ) Sim

Se positivo, com qual frequéncia? ( ) Diario$emanal ( ) Esporadico

O cao tem contato com espécies silvestres (emdasenitios, etc.)? ( ) Ndo ( ) Sim
Se POSItiVO, QUAIS BNIMEAIS?.. ..ottt e e e e e e seebeeeeeea e e e e e e annnnes
Onde o céo passa a maior parte do tempo? (| Ru@Quintal ( )Interior da residéncia
O céo tem contato com roedores? () N&o (in) S

Possui outros animais em casa? ( ) Ndo ( ) Sim

Se positivo, quais? ( ) Caes ( ) Gatos Avgs () Outros

Proximidade de mata? () sim () ndo

5- Parametros Clinicos

Estado Geral do Animal: () bom () ruim () cadet

Conjuntivas () normal () ictérica () palidalgiperémica () cianética
Mucosa Oral () normal () ictérica () palidaiiperémica () cianotica
Apresentou doencas reprodutivas? ( YNESIM

Apresenta ou apresentou manifestagdes neurologicgs@o( ) Sim
Petéquias () Equimoses ( ) Epixtasia ( )

Observagoes:
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Apéndice B Resultados da reacdo de imunofluorescéncia tadjRdF1) para os cinco antigenos Riekettsiasp
seus provaveis antigenos nos municipios de AcadaBdlsas, Barreirinhas, Caxias, Cururupu, Gregin Bentc
Sab Domingos, Maranh&o, Nordeste do Brasil

Titulos finais de reatividade para antigenofRaettsia

Soros | Municipio/Area | R.rickettsii | R. parkeri | R.amblyommii| R. rhipicafih | R. bellii | PA*

108 Balsas/Rural - - - 512 - R. rhipicephalii
145 Balsas/Rural - - 256 1024 - R. rhipicephalii
161  Balsas/Rural 64 - 128 - -

162 Balsas/Rural - - 1024 256 - Ca.R. amblyommii
164  Balsas/Rural - - - 128 - R. rhipicephalii
166  Balsas/Rural 256 - 256 512 -

170 Balsas/Rural - - - 64 -

176 Balsas/Rural - - 256 128 -

177  Balsas/Rural - - - 64 -

178 Balsas/Rural - 64 1024 128 - Ca.R. amblyommii
179 Balsas/Rural - - 2048 1024 -

181  Balsas/Rural - - 64 - -

200 Balsas/Rural 64 64 4096 2048 -

220  Grajat/Urbana - - 2048 512 - Ca.R. amblyommii
227  Grajad/Urbana 128 - 256 128 -

228  Grajad/Urbana 128 128 256 128 -

229  Grajad/Urbana - - - 64 -

230  Grajad/Urbana - - - 64 -

245  Grajad/Urbana - 128 64 - -

256  Grajad/Urbana - - 256 64 - Ca.R. amblyommii
287  Grajat/Urbana - - 256 - - Ca.R. amblyommii
306 Grajau/Rural - - 64 128 -

325 Grajau/Rural 128 64 64 256 - R. rhipicephalii
331 Grajau/Rural 256 256 4096 2048 -

334  Grajau/Rural - - 1024 1024 -

335 Grajau/Rural 256 - 1024 512 -

340 Grajad/Rural 64 - 1024 512 -

350 Grajad/Rural 256 128 512 512 -

352  Grajad/Rural - - 256 64 - Ca.R. amblyommii
353  Grajad/Rural - - 128 64 -

354  Grajad/Rural 64 64 256 256 -

356 Grajau/Rural - - 64 64 -

357  Grajau/Rural - - 64 - -

358 Grajau/Rural 64 - 128 64 -

359  Grajau/Rural 64 64 256 64 - Ca.R. amblyommii
360 Grajau/Rural 128 64 128 256 -

361 Grajau/Rural - - - 128 - R. rhipicephalii
364  Grajad/Rural - 256 64 - Ca.R. amblyommii
369  Grajad/Rural - - 64 64 -

372  Grajad/Rural - 64 - 128 -

378 Grajad/Rural 64 64 1024 512 -

381 Grajad/Rural - - - 64 -

449  Barreirinhas/Urbana - - 64 - -

479  Barreirinhas/Rural 128 64 64 128 -

485  Barreirinhas/Rural - - 256 256 -

1452  Barreirinhas/Rural 64

1528 Barreirinhas/Rural 512 Ca.R. amblyommii
510 S.Bento/Urbana - - 128 128 -

513 S.Bento/Urbana - - 512 128 - Ca.R. amblyommii
514  S.Bento/Urbana - - 512 128 - Ca.R. amblyommii
517  S.Bento/Urbana 128 - 4096 1024 128 Ca.R. amblyommii
553  S.Bento/Rural 512 512 4096 1024 - Ca.R. amblyommii
554  S.Bento/Rural 64 64 1024 512 -

555  S.Bento/Rural 64 - 2048 1024 256

556 S.Bento/Rural - - 2048 1024 256
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564
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572
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574
575
585
589
591
592
593
594
595
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598
601
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603
608
610
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612
613
614
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616
617
618
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620
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625
628
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632
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634
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645
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670
680
682
687
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S.Bento/Urbana

S.Bento/Rural
S.Bento/Rural

S.Bento/Urbana

512
64
512
512
1024
256
64
128

128

4096
4096
8192
16384
16384
2048
512
4096
4096
2048
1024
1024
8192
2048
1024
16384
1024
1024
8192
512
512
2048
2048
512
512
512
256
512
2048
1024
256
512
256
512
512
256
512

64
64

512

512
512
1024
2048
256
256
128
128
512
1024

256
256
512
256
256

1024
1024
4096
4096
2048
512
128
1024
1024
512
256
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2048
256
512
4096
256
256
2048
64
128
2048
512
128
64
64
256
1024
1024
128
128
64
256
128
256
256
128
256
512
1024

512
512
128
64
128
128
512
512
128
256
128
256
128
256

128 Ca.R.
- Ca.R.
64

128 Ca.R.

- Ca.R.
- Ca.R.

- Ca.R.
- Ca.R.
- Ca.R.

64 Ca.R.
- Ca.R.

- CaR.
- Ca.R.

- Ca.R.
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128 Ca.R.
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amblyommii
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amblyommii

amblyommii
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2048 R. bellii

128
256
128 Ca.R.
1024
- CaR.
- Ca.R.
256
256 Ca.R.
- Ca.R.

amblyommii

amblyommii
amblyommii

amblyommii

amblyommii

128 R. bellii

128
512
128
64

R. rhipicephalii
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808
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835
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920
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Caxias/Rural
Caxias/Rural
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Caxias/Rural
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Acailandia/Rural
Acailandia/Rural
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Acail&ndia/Rural
Acailandia/Rural
Acailandia/Rural
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana

512
64
64

512

256

128

128

64
256
64
128

128

128

128

1024

256
256
64
128

64
256
128
256
128
256

256

128
4096
2048
256
4096
1024
512
512
256
512
512
256
512
1024
1024
1024
2048
512
1024
256
512
512
2048
256
64
4096
512
128

128
512
1024
1024
1024
512
256
128
1024
256
512
256
256
1024
512
1024

128

1024

512
64

512

256
4096
512
256
2048
256
128
128
128
256
512
64
128
512
128
1024
512
1024
128
128
512
64
512

1024

128

64
128
128

256
256

128
64

256

256
512
128
64

256

512
256

256

64
128
- Ca.R.
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amblyommii

4096 R. bellii

128

- Ca.R.
- Ca.R.
64 Ca.R.

- Ca.R.

256
- Ca.R.

256 Ca.R.

- CaR.
128 Ca.R.
- CaR.
- CaR.
- Ca.R.

64 Ca.R.
- Ca.R.

amblyommii
amblyommii
amblyommii

amblyommii

amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii

amblyommii

amblyommii
amblyommii

256 R. bellii

128 Ca.R.

amblyommii

256 R. bellii

- Ca.R.
- Ca.R.

- Ca.R.
- Ca.R.
- Ca.R.

- Ca.R.
256 Ca.R.
- Ca.R.
- Ca.R.

Ca.R.
Ca.R.
Ca.R.

amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii
amblyommii

amblyommii
amblyommii
amblyommii

128 R. bellii

Ca.R.

amblyommii

128 R. bellii
128 R. bellii

64

256 R. bellii
1024 R. bellii

64
64
64



1145
1152
1153
1156
1157
1162
1163
1170
1185
1187
1224
1232
1242
1249
1252
1257
1266
1363
1366
1397
1398

Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urban
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Urbana
Acailandia/Rural
S.Domingos/Rural
S.Domingos/Rural
S.Domingos/Rural
S.Domingos/Rural
S.Domingos/Rural
S.Domingos/Urbana
S.Domingos/Urbana
S.Domingos/Urbana
S.Domingos/Urbana

1024 512

256
64
64
64

64
64

512

1024
1024

512

128

512
128
512

64

512
1024

512

64
512
64
128
128

64

64

256

64

64
64
512
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Ca.R. amblyommii

R. bellii

Ca.R. amblyommii

Ca.R. amblyommii

R. bellii
R. parkeri

*Provavel antigenodR Rickettsia Ca Candidatus
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ANEXO

ANEXO A - Mapa do Brasil com os biomas, demonstmadlistribuicdo geografica do complexo
Amblyomma cajennenge pais
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