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ABSTRACT 

 LABORATORY STUDY ON THE DETECTION OF BLOOD MEAL FOR IMMATURE 

STAGES OF TICK Amblyomma cajennense (Acari: Ixodidae). São Paulo, 

2013.  [Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Saúde Pública, Universidade de São 

Paulo]. 

The tick Amblyomma cajennense is the main vector of the bacterium Rickettsia 

rickettsii, the etiological agent of brazilian spotted fever (BSF). The subadult stages 

of this arthropod present a low specificity for hosts, which increases the chances of 

parasitism in humans. In the years of 2011 and 2012, the BSF epidemiological 

surveillance recorded 140 confirmed cases and 50% case-letality rate, the highest 

incidence since the regulation of the compulsory notification in the State of São 

Paulo, in 2001. Furthermore, studies indicate an increase trend for geographical 

expansion and number of cases of the disease. In order to apply control measures 

for BSF, the determination of which is the vertebrate hosts for the immature stages of 

the tick is important to identify the sources of infection of bacteria. Among the 

scientific literature there was no studies on this scope for ticks of South America. In 

this study, it was standardized a approach for detection of feeding habits of A. 

cajennense. Briefly, blood samples were collected from the following animal species: 

chicken, capybara, quail, horse, guinea pig, rabbit, dog and a wild mouse. Then, 

DNA was extracted from these samples and afterwards tested for PCR amplification 

using three different pairs of primers for mammals, three for birds, and five for both 

groups of animals in addition to a specific designed primers for cricetidae rodents. 

The target gene 12S rDNA, cyt b and COI resulted in positive for detection of DNA 

fragments. PCR was tested thereafter on laboratory fed ticks. Adult A. cajennense 

ticks that were fed on rabbits as larvae and nymphs had the midguts extracted and 

processed for DNA isolation and underwent PCR amplification. It was possible to 

identify the host species on 66,7% of tested ticks. The DNA sequencing and 

comparison of the consensus sequences of all the database sequences (GenBank) 

allowed the identification at the species level (rabbit), based on 98% similarity. 

Keywords: brazilian spotted fever; tick; Amblyomma; bloodmeals 

 



 

 

RESUMO 

ESTUDO EM LABORATÓRIO SOBRE A DETECÇÃO DO HÁBITO ALIMENTAR 

PARA FASES IMATURAS DO CARRAPATO Amblyomma cajennense (Acari: 

Ixodidae). São Paulo, 2013.  [Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Saúde Pública, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013]. 

 

O carrapato Amblyomma cajennense é o principal vetor da bactéria Rickettsia 

rickettsii, agente etiológico da febre maculosa brasileira (FMB). Os estágios imaturos 

destes artrópodes apresentam uma baixa especificidade para os hospedeiros, o que 

aumentam as chances de parasitismo em humanos. Nos anos de 2011 e 2012, a 

vigilância epidemiológica da FMB registrou 140 casos confirmados e letalidade de 

50%, a maior incidência desde a regulamentação da notificação compulsória no 

Estado de São Paulo, em 2001. Além disso, estudos indicam uma tendência de 

aumento de expansão geográfica e de número de casos da doença. A fim de aplicar 

medidas de controle para a FMB, a determinação de quais são os animais 

hospedeiros para as fases imaturas do carrapato é importante para identificar as 

fontes de infecção de bactérias. Entre a literatura científica não havia estudos sobre 

esse escopo para carrapatos da América do Sul. Neste estudo, uma abordagem 

para a detecção de hábito alimentar de A. cajennense foi padronizada. 

Resumidamente, as amostras de sangue foram coletadas a partir das seguintes 

espécies animais: frango, capivara, codorna, cavalo, cobaia, coelho, cachorro e um 

camundongo silvestre. Em seguida, o DNA foi extraído a partir destas amostras e, 

depois, testado para a amplificação por PCR utilizando-se três pares de diferentes 

oligonucleotídeos iniciadores para mamíferos, três para aves e cinco para os dois 

grupos de animais, além de oligonucleotídeos iniciadores específicos desenhados 

para roedores cricetídeos. Os genes alvos 12S rDNA, cyt b e COI resultou em 

positivo para a detecção de fragmentos de DNA. Por PCR foi testado posteriormente 

em laboratório repastos de carrapatos. Carrapatos adultos de A. cajennense que 

foram alimentados em coelhos quando larvas e ninfas tiveram o intestino extraído e 

processado para o isolamento de DNA que foi submetido à amplificação por PCR. 

Foi possível identificar a espécie hospedeira em 66,7% dos carrapatos testados. O 

sequenciamento de DNA e a comparação das sequências consenso com todas as 



 

 

sequências do banco de dados (GenBank) permitiu a identificação em nível de 

espécie (coelho), com base em 98% de similaridade. 

Palavras-chave: febre maculosa brasileira; carrapato; Amblyomma; hábito alimentar 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 Os carrapatos são artrópodes da ordem dos ácaros pertencentes à subordem 

metastigmata e somam aproximadamente 879 espécies descritas na ordem Ixodida 

(NAVA et al. 2009). Cerca de 10% dessas espécies não possuem hospedeiros 

específicos, cujo hábito alimentar pode incluir o homem e/ou animais domésticos 

(OLIVER, 1989; HOOGSTRAAL e AESCHLIMANN, 1982). Ectoparasitos 

hematófagos obrigatórios, os carrapatos veiculam o maior número de agentes 

infecciosos dentre os artrópodes (ESTRADA-PENÃ e JONGEJAN, 1999; 

SONENSHINE, 1993). 

 Em 1906 nos Estados Unidos da America, o cientista Howards Taylor 

Ricketts foi o primeiro a isolar a bactéria Rickettsia rickettsii, agente etiológico da 

doença, localmente, chamada de febre das montanhas rochosas. Além disso, 

Ricketts definiu a relação do carrapato endêmico da América do norte Dermacentor 

andersoni na transmissão da bactéria (RICKETTS, 1909).  

Na região neotropical, poucos micro-organismos patogênicos albergados pela 

fauna ixodológica são conhecidos, reflexo da escassez de estudos nessa região 

(BARROS-BATTESTI et al., 2006). Na lista de carrapatos brasileiros há 61 espécies 

catalogadas nas famílias Ixodidae e Argasidae, distribuídas em nove gêneros. A 

família Ixodidae figura como de maior importância em saúde pública e veterinária, 

dominante, abrange 44 espécies representantes. (DANTAS-TORRES et al. 2009; 

GUIMARÃES et al. 2001; ARAGÃO e FONSECA, 1961). Dentre essas, 33 espécies 

de carrapatos conhecidas em território brasileiro pertencem ao gênero Amblyomma 

(DANTAS-TORRES et al. 2009).  

 No Brasil, até o momento, foram reconhecidas apenas a febre maculosa 

brasileira (FMB)(GOMES, 1933) e a febre da mata atlântica (FMA) como zoonoses 

veiculadas por carrapatos (SPOLIDORIO et al., 2010). As espécies de carrapatos 

Amblyomma cajennense (GUEDES et al., 2005) e Amblyomma aureolatum (PINTER 

e LABRUNA, 2006; GOMES, 1933) atuam como vetores da bactéria R. rickettsii, 

enquanto que para a FMA há evidências de que o carrapato Ambyomma ovale seja 

o vetor  responsável (SABATINI et al., 2010). 



11 

 

Incriminada pela transmissão da FMB, principal rickettsiose no Brasil 

(ANGERAMI et al., 2006), a bactéria R. rickettsii, gram-negativa e intracelular 

obrigatória, pertence ao conjunto de bactérias que compõem o grupo da febre 

maculosa (R. rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia rhipicephali e  Rickettsia  

amblyommii) (FOURNIER e RAOULT, 2007; PHILIP et al., 1978). Além dessa, 

também já foram detectadas no país as bactérias patogênicas R. parkeri (SILVEIRA 

et al., 2007) e Rickettsia sp. - cepa da mata atlântica ou cepa Bahia (SPOLIDORIO 

et al, 2010) - e outras com possível patogenicidade e/ou patogenicidade 

desconhecida, como as bactérias Rickettsia  belli (PACHECO et al., 2007), R.  

rhipicephali (MEDEIROS et al., 2011; LABRUNA et al., 2005), Rickettsia monreiroi 

(PACHECO et al., 2011) e R. amblyommii (SARAIVA et al., 2013). 

 A bactéria R. rickettsii já foi detectada a partir do carrapato A. cajennense no 

Brasil, na Colômbia, no Panamá, no México (GUEDES et al., 2005, MCDADE e 

NEWHOUSE, 1986; HOOGSTRAAL, 1967) e na Argentina (PADOOCK et al. 2008). 

Sendo essa espécie de carrapato apontada em ensaios experimentais como um 

vetor competente para a bactéria (TRAVASSOS e VALLEJO 1942; LEMOS-

MONTEIRO e FONSECA, 1932; LEMOS-MONTEIRO et al. 1932).  

 No Brasil, o primeiro registro de caso da doença ocorreu no ano de 1929 em 

uma área de expansão urbana, compreendendo parte dos bairros da zona central e 

oeste da capital paulista (GOMES, 1941; DIAS e MARTINS 1939; PIZA et al., 1932). 

Posteriormente, houve registros de casos nos estados de Minas Gerais (GALVÃO et 

al., 2003; MAGALHÃES, 1957; MOREIRA e MAGALHÃES, 1939), Rio de Janeiro 

(TIRIBA, 1972), Bahia (MANCINI et al., 1983) e Espírito Santo (SEXTON, 1993). De 

acordo com o ministério de saúde do Brasil (2009), a doença reemergiu a partir dos 

anos 90 após um período sem notificações e recentemente, em áreas não 

endêmicas dos estados do Paraná, Rio Grande do Sul e Distrito Federal. 

 A região sudeste do Brasil concentra o maior número de casos da FMB 

(SILVA e GALVÃO, 2004). De acordo com o Centro de Vigilância Epidemiológica – 

CVE (2013b), nos anos de 2011 e 2012 houve um total de 70 óbitos em 140 casos 

autóctones confirmados, esse registro representa a maior incidência do agravo no 

estado de São Paulo desde a regulamentação da notificação compulsória em 2001. 

Os municípios de Campinas, Piracicaba e Valinhos respondem pela maior incidência 
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do estado (CVE, 2013a). A falta de conhecimento sobre a epidemiologia da doença 

por profissionais de saúde é um dos fatores que levam a números subestimados de 

novos casos, o que dificulta o diagnóstico em expostos (WALKER, 2002).  

 No período de 2003 a 2008, Katz et al., (2009) descreveram a situação 

epidemiológica da FMB e os prováveis fatores associados ao risco de infecção no 

Estado de São Paulo. O estudo foi realizado por análises estatísticas com dados das 

fichas de investigação epidemiológica dos casos confirmados da doença. Entre as 

relações de risco para a FMB, os resultados revelaram que para 68,8% dos casos 

havia relato de parasitismo por carrapato e que 72% dos infectados são do sexo 

masculino. Quanto ao quadro clínico da FMB, os sintomas febre, cefáleia, mialgia e 

prostração são mais frequentes, enquanto petéquias e exantema, sintomas que 

melhor caracterizam a doença, aparecem em apenas 37,5% e 40% dos indivíduos 

acometidos pelo agravo, respectivamente. 

  A doença ganha destaque entre as outras riquetsioses por apresentar os 

maiores índices de letalidade (PAROLA et al., 2005), uma vez que antes do 

desenvolvimento de antibióticos eficazes, as taxas de letalidade atingiam o 

percentual de 80% (HELMICK et al., 1984; MAGALHÃES, 1952). O tratamento 

prescreve o uso de antibióticos, como tetraciclinas ou cloranfenicol, mas o sucesso 

da terapia depende do diagnóstico precoce (CHILDS e PADDOCK, 2002). 

  Como medida preventiva para o parasitismo por carrapatos, recomendam-se 

a sinalização das áreas de risco normalmente infestadas pelo carrapato A. 

cajennense (SUCEN, 2002). A roçagem anual, no mês de fevereiro, das gramíneas 

em pastagens pode contribuir para diminuição do número de carrapatos, uma vez 

que os ovos do carrapato A. cajennense são sensíveis à incidência solar como 

observado em estudo conduzido por LABRUNA et al. (2001).  

 As espécies A. cajennense e A. aureolatum são conhecidas como vetores da 

bactéria R. rickettisii em áreas urbanas e peri-urbanas do estado de São Paulo, 

aonde a FMB é considerada endêmica. O carrapato A. cajennense é associado a 

populações muito numerosas de alguns dos principais hospedeiros primários como 

equinos e capivaras no interior paulista (LABRUNA e PEREIRA, 1998; SUCEN, 

2002; LEMOS et al., 2001). Enquanto o carrapato A. aureolatum utiliza cães como 

hospedeiro primário na periferia da região metropolitana de São Paulo, 
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principalmente em áreas de fragmentos degradados da Mata Atlântica 

(OGRZEWALSKA et al., 2012). No litoral paulista e na Floresta Atlântica 

submontanhosa o carrapato A. ovale tem sido incriminado por transmitir a bactéria 

R. parkeri (SABATINI et al., 2010; SZABÓ et al.,  2013). 

 Embora os carrapatos sejam o principal reservatório de R. rickettsii na 

natureza, a prevalência de infecção é menor que 1% na população desses 

artrópodes. A possível explicação é dada pela intervenção na fertilidade e/ou 

interrupção no ciclo vida dos artrópodes após a infecção pela bactéria (NIEBYLSKI 

et. al. 1999).  

 Acredita-se que outras espécies de rickettsias, inclusive as não patogênicas, 

influenciem a ecologia da bactéria R. rickettsii. Dado que ao infectar pela primeira 

vez os carrapatos, a bactéria impede o estabelecimento de uma segunda infecção 

no artrópode (MACALUSO et al, 2002). Apesar de muitas lacunas na história natural 

da bactéria, sabe-se que os carrapatos contribuem para mantê-la na natureza. De 

forma vertical, transovariana, onde as fêmeas progenitoras do artrópode infectadas 

transmitem a bactéria à prole e transestadialmente (BURGDORFER, 1988). A 

perpetuação do agente infeccioso ocorre pela amplificação horizontal por meio dos 

hospedeiros vertebrados susceptíveis, servindo como fonte de infecção para a 

população de carrapatos (RANDOLPH, 1998; COOKSEY et al., 1990). 

  No Brasil, a bactéria foi detectada pela primeira vez em um gambá Didelphis 

sp. (MOREIRA e MAGALHÃES, 1935). Posteriormente, pela técnica de diagnóstico 

indireto Weil-felix, pesquisas indicaram a infecção pela bactéria nos animais cão 

doméstico (Canis familiares), cachorro do mato (Cerdocyon thous), coelho 

(Sylvilagus brasiliensis), preá (Cavia aperea) e cutia (Dazyprocta azarae) (DIAS e 

MARTINS, 1939; MCDADE e NEWHOUSE, 1986; MOREIRA e MAGALHÃES, 

1937). Estudos mais recentes apontam a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) 

(SOUZA et al, 2009) e o gambá (Didelphis aurita) como potenciais amplificadores de 

R. rickettisii, mas o papel na manutenção enzoótica da bactéria por outros animais 

vertebrados ainda é desconhecido (HORTA et al., 2009). 

O homem e uma variedade de animais vertebrados também podem ser 

parasitados pelo carrapato (ARAGÃO, 1936; LABRUNA et al, 2002a; LOPES et al. 

1998; PEREIRA et al. 2000) e a ocorrência da FMB está relacionada com a 
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presença e o parasitismo de A. cajennense em humanos (LIMA et al, 1995). 

Entretanto, o carrapato A. cajennense utiliza como fonte de alimentação primária 

para todos os estádios parasitários, principalmente as antas, capivaras (ARAGÃO, 

1936, 1911) e cavalos (LABRUNA et al.  2002b;  OLIVEIRA, 1998). 

 Na região neotropical, pequenos roedores também fazem parte da variedade 

de animais vertebrados que são encontrados hospedando carrapatos da família 

Ixodídea, como apontado nas revisões de GUGLIELMONE e NAVA (2011, 2010) e 

no estudo de VENZALA et al. (2008). Os roedores cricetídeos da subfamília 

sigmodontinae recebem destaque nessa região, visto que é dominante no continente 

sul americano (CARLETON e MUSSER, 2005) e também são parasitados pelo 

carrapato A. cajennense (REIS et al., 2008).  Abundantes no bioma do Cerrado, as 

espécies do gênero Calomys têm sido descritas como importantes reservatórios para 

agentes infecciosos na América do Sul (MATTAR et al., 2013; YAHNKE et al, 2001; 

BORGES et al. 1992; MELLO e TEIXEIRA, 1977).  MILAGRES et al. (2013) sugerem 

a participação de roedores cricetídeos na história natural de rickettsias em 

municípios do estado de Minas Gerais, atribuindo o foco principal para esses 

roedores como fonte de infecção natural para os carrapatos. MILAGRES et al., 

(2010) ainda na mesma região, já haviam apresentado resultados sorológicos 

positivos para rickettsias do grupo da febre maculosa em animais domésticos e 

sinantrópicos. 

 Incriminado como o principal vetor da FMB, o carrapato A cajennense 

(GUEDES et al., 2005; LIMA et al., 1995; PEREIRA e LABRUNA, 1998; DIAS e 

MARTINS, 1939) completa uma geração anual e tem quatro estágios de vida: ovo, 

larva, ninfa e adulto. O artrópode realiza repasto sanguíneo em cada estágio de vida 

ativo (larva, ninfa e adulto) e para cada estágio de vida pode ser encontrado um 

hospedeiro diferente. As fases imaturas (larva e ninfa) parasitam um espectro maior 

de hospedeiros à forma adulta, a qual tem preferência por animais de grande porte 

(BARROS-BATTESTI et al, 2006). 

LABRUNA et al., (2002b) avaliaram infestações naturais de carrapatos em 

cavalos a fim de correlacionar a dinâmica sazonal e os estágios de vida desses 

artrópodes, no município de Pirassununga, no estado de São Paulo. A pesquisa 

envolveu a contagem individual de A. cajennense para as três fases parasitárias, a 
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cada 14 dias por dois anos. Os resultados apresentaram um padrão distinto para 

cada fase parasitária, com predomínio de larvas de abril a julho, de ninfas de junho a 

outubro e de adultos entre outubro e março. Contudo, os resultados da distribuição 

sazonal são similares com outros estudos realizados com o artrópode em vida livre 

no Rio de Janeiro (SOUZA, 1990; SERRA - FREIRE, 1982) e em Minas Gerais 

(OLIVEIRA et al., 2000).  

 Portanto, a determinação dos hospedeiros vertebrados para identificar as 

fontes de infecção para R. rickettisii, ganha importância nos estágios imaturos do 

carrapato (BARROS-BATTESTI et al. 2006). O desenvolvimento de uma técnica que 

permita a detecção do hábito alimentar das fases imaturas do carrapato A. 

cajennense é objeto de estudo desta pesquisa, com finalidade de aplicar medidas de 

controle epidemiológico da FMB.  

 Para este fim, as pesquisas desenvolvidas no Brasil utilizam a captura de 

animais vertebrados como metodologia para definir os hospedeiros de diferentes 

espécies de carrapatos, como o estudo recente desenvolvido no estado de Minas 

Gerais por SARAIVA et al, (2012) que identificaram pequenos mamíferos silvestres 

associados a carrapatos. O método adotado consistiu em capturar vertebrados de 

forma aleatória e buscar ativamente pelos parasitas na pelagem. Assim como esse, 

a maioria dos estudos que almejam determinar hospedeiros de carrapatos segue o 

mesmo procedimento.  

 No entanto, nessa abordagem de pesquisa pressupõe a exposição de animais 

silvestres ao stress, somada a exigência de alta demanda de recursos para uma 

pequena amostragem. Além disso, apresentam um viés muito importante, pois 

animais vertebrados não capturados ou amostrados em um inventário faunístico, 

jamais poderão ser identificados como hospedeiros de uma determinada espécie de 

carrapato.  

 Como o objetivo de desenvolver uma metodologia que pudesse identificar o 

hospedeiro das fases imaturas de carrapatos, sem o viés gerado pela metodologia 

de captura de animais vertebrados, pesquisadores tentam acessar o sangue residual 

do intestino de carrapatos em vida livre para identificação do hospedeiro que serviu 

como fonte de alimento para o estágio de vida precedente (KIRSTEIN e GRAY, 

1996; PICHON et al, 2005; CADENAS et al, 2007). 
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 KIRSTEIN e GRAY (1996) mostraram pela primeira vez que é possível 

acessar sangue residual no intestino de carrapatos de vida livre. Entretanto, a 

determinação de hábito alimentar através do exame do conteúdo intestinal destes 

artrópodes esbarra em um desafio. Devido à peculiaridade do ciclo de vida dos 

carrapatos, as chances de encontrar no solo indivíduos que tenham se alimentado 

recentemente se torna improvável, pois logo após a alimentação nos estágios de 

larva e ninfa, a maiorias dos carrapatos procuram abrigo no substrato e permanecem 

imóveis durante todo o processo de ecdise, emergindo então como um novo estágio 

de vida em busca de hospedeiro.   

 Assim, a identificação do hábito alimentar em carrapatos, necessariamente 

deve ter como alvo os indivíduos de estádio de ninfa ou adulto de vida livre, 

portanto, que já tenham se alimentado pelo menos uma vez durante o período de 

vida e que estejam em atividade de busca por um novo hospedeiro, comportamento 

este que permite a captura do artrópode através de técnicas de amostragem do 

ambiente. 

 A identificação do hábito alimentar de artrópodes hematófagos abrange 

inúmeras técnicas moleculares e imunológicas. Dentre as técnicas sorológicas, a 

reação de precipitina foi um dos testes mais usados para esse fim (WASHINO 

e TEMPELIS, 1983). O teste de precipitina é baseado na interação entre o sangue 

ingerido pelo artrópode, suspenso em solução salina, com o anti-soro de espécies 

conhecidas. A formação de um precipitado branco na reação indica a presença de 

reação antígeno-anticorpo (WEITZ, 1956), permitindo-se concluir que o sangue 

encontrado no artrópode pertencia a um animal da mesma espécie utilizada para a 

produção do anti-soro, embora não seja possível afirmar que a reação seja 

homóloga, podendo ser portanto uma reação heteróloga comum a diferentes 

espécies animais que pertençam a um mesmo grupo taxonômico, impossibilitando a 

identificação do hospedeiro ao nível de espécie, principalmente se tratando de 

animais silvestres A técnica requer amostra volumosa e possui baixa sensibilidade, 

sendo essas as principais limitações aplicadas ao uso (TEMPELIS, 1975).   

 Quando comparado ao teste de precipitação, o teste imunoenzimático ELISA 

tem sensibilidade 1000 vezes maior (WASHINO e TEMPELIS, 1983). Os testes de 

ELISA (revelação indireta e direta) baseiam-se na detecção antígeno-anticorpo 
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marcados com enzimas, em leitura da absorbância por espectrofotometria. O 

método indireto exige maior complexidade na execução e depende dos anticorpos 

de todos os hospedeiros testados (BEIER et al.,1988). O método direto é prático e 

permite processar um grande número de amostras (EDRISSIAN et al., 1985).  

  As técnicas imunológicas baseiam-se na utilização da reação antígeno-

anticorpo, portanto, só permitem testar hospedeiros conhecidos, para os quais haja 

disponível anti-soros comerciais ou produzidos pelo próprio laboratório. Além disso, 

apresentam um resultado heterólogo, apenas distingui por grupos de animais 

(WASHINO e TEMPELIS, 1983; TEMPELIS, 1975).   

 Diferentemente, a técnica molecular polymerase chain reaction (PCR) e o 

posterior sequenciamento do DNA amplificado, podem potencialmente detectar 

qualquer espécie de hospedeiro. Através da análise do DNA sequenciado, é 

possível a comparação com banco de dados públicos de táxons, ou mesmo 

comparação com um banco de dados gerados pelo próprio laboratório para espécies 

endêmicas de uma determinada região. Para as espécies que não tenham 

disponíveis as sequências de DNA alvo sequenciadas, é possível através de 

análises genéticas, determinar o grupo a que pertencem (MUKABANA et al, 

2002a,2002b).  

 A principal vantagem do ensaio utilizando biologia molecular sobre os ensaios 

imunológicos, recai sobre a maior facilidade em conseguir sequências de DNA de 

diferentes espécies animais quando comparado ao esforço necessário para produzir 

anticorpos contra o sangue uma determinada espécie. O DNA de diversos animais 

pode ser encontrado em bancos de genoma de coleções zoológicas de diversos 

institutos. 

 Enquanto que para produzir o anti-soro de uma determinada espécie, se faz 

necessário a captura desta espécie viva para que seja doador de grande quantidade 

de sangue, que será utilizado na sensibilização de uma cobaia de laboratório. 

Somado às etapas de pré-adsorção para evitar as reações cruzadas. (BOAKEY et 

al, 1999). 

 Há muitas décadas, ensaios imunológicos são utilizados como método de 

identificação de hospedeiros de insetos hematófagos (CLAUSEN et. al., 1998; 
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MAGNARELLI, 1977). No entanto, para o grupo dos carrapatos a digestão do 

sangue residual difere da qual ocorre nos insetos. 

 A digestão nos carrapatos processa-se de forma intracelular. Após a ingestão 

do sangue, enzimas eritrolíticas rompem a parede celular de todos os eritrócitos e 

também leucócitos ingeridos pelo ácaro, liberando grande quantidade de resíduos 

da degradação de hemoglobina, assim não há no sangue residual encontrado no 

intestino de carrapatos, eritrócitos íntegros o que inviabiliza a utilização de técnicas 

imunológicas. No entanto, todo o material liberado das células ingeridas pelo 

carrapato sofre endocitose pelas células que compõe o endotélio intestinal do 

carrapato. Nas células endoteliais todo o material retirado das células dos 

hospedeiros é armazenado em endossomos e sofrem digestão gradualmente 

durante o processo de ecdise do ácaro. E embora não seja possível encontrar 

células intactas do hospedeiro no lúmem intestinal, teoricamente é possível acessar 

DNA do hospedeiro, proveniente principalmente de leucócitos, armazenado nos 

endossomos das células epiteliais do intestino do carrapato.  Por essa razão, tornou-

se viável desenvolver pesquisas desse escopo para carrapatos, somente a partir da 

técnica de detecção de DNA (SONENSHINE, 1993; KIRSTEIN e GRAY, 1999).  

   MUKABANA et al., (2002a) fizeram uma grande revisão dos estudos 

pregressos de metodologias para o diagnóstico de hábito alimentar em diversos 

grupos de artrópodes. Concluíram assim, que para o grupo dos carrapatos, o uso da 

amplificação de parte do gene mitocondrial cytochrome b (cyt b) apresentou o 

melhor resultado.  Atualmente, as pesquisas realizadas na Europa que buscam 

detectar o hábito alimentar do carrapato Ixodes ricinus, têm usado a amplificação 

pela PCR de segmentos de genes conservados, tais como o cyt b (KIRSTEIN e  

GRAY, 1996), 18S rRNA (PICHON et al. 2005, 2003) e 12S rDNA (CADENAS et al., 

2007; HUMAIR et al., 2007; ESTRADA-PEÑA et al., 2005). 

 Há apenas três estudos conhecidos para a identificação do hábito alimentar 

realizados em carrapatos do gênero Amblyomma, todos foram realizados com uma 

espécie endêmica da América do Norte, o carrapato Amblyomma americanum. Os 

dois primeiros são de Allan et al. (2010) e Pierce et al. (2009), que usaram a técnica 

da PCR para amplificar fragmentos dos genes mitocondrial cyt b e ribossomal 18S 

rRNA, respectivamente, a partir do resquício de sangue do hospedeiro no carrapato. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirstein%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gray%20JS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gray%20JS%5Bauth%5D
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E o terceiro estudo de WICKRAMASEKARA et al. (2008), inclui a espectrometria de 

massa para detecção de proteínas do sangue residual do vertebrado no artrópode. 

Entretanto, a aplicação dessa técnica prevê o sequenciamento de proteínas com 

maior prevalência do sangue dos hospedeiros. LASKAY et al. (2012) desenvolveram 

um banco de dados para nove espécies de mamíferos nativos da América do Norte, 

exclusivamente para que no futuro seja viável a identificação por espectrometria 

desses hospedeiros listados. 

 KENT (2009) faz uma extensa revisão de estudos que têm como principal 

objetivo identificar o hábito alimentar de artrópodes hematófagos. Comparando a 

amplificação de genes nucleares, ribossomais e mitocondriais, o pesquisador 

concluiu que o gene cyt b responsável pela transcrição do cythrome b na mitocôndria 

é o alvo mais utilizado para a identificação de hábito alimentar. Ngo e Kramer (2003) 

desenharam oligonucleotídeos iniciadores (primers) que detectam o gene codificador 

da cyt b de forma genérica em mamíferos e aves, que após sequenciamento e 

comparação com o banco de dados do GenBank permite a determinação da espécie 

animal que foi fonte de alimentação para insetos hematófagos. 

 O presente estudo é pioneiro na elaboração de uma técnica de identificação 

de hospedeiro para o carrapato A. cajennense. O desenvolvimento deste protocolo 

de pesquisa teve o aporte de ferramentas da biologia molecular e de um ensaio 

experimental em laboratório. Incluem-se testes com pares de primers com o material 

genético de espécies animais, potenciais hospedeiros de A. cajennense. Seguidos 

por ensaio experimental, onde a partir do sangue residual do hospedeiro no 

artrópode, fragmentos dos genes alvos cyt b,12S rDNA e citocromo oxidase I (COI) 

foram amplificados por PCR e sequenciados para a identificação genômica. Embora 

estudos como este já tenham sido feitos para o carrapato A. americanum, endêmico 

da América do Norte e para o carrapato Ixodes ricinus, endêmico da Europa, não 

existe qualquer estudo que tenha sido realizado com carrapatos endêmicos da 

América do Sul. 

 Este protocolo de pesquisa tem como principal utilidade a identificação do 

hábito alimentar das fases imaturas do carrapato A. cajennense, importante vetor da 

bactéria R. rickettsii, causadora da FMB. A técnica de identificação das espécies de 

hospedeiros deste carrapato pode ser aplicada efetivamente na vigilância da FMB. 
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Além disso, contribui de forma importante para o melhor conhecimento da história 

natural da bactéria e da epidemiologia da doença.  
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2. OBJETIVOS 

  

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Testar a hipótese de que é possível determinar o    ito alimentar, com 

resolução de espécie, em carrapatos adultos da espécie A. cajennense. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar uma lista de primers e a temperatura ótima de anelamento na 

reação da PCR para a detecção de DNA de diferentes animais vertebrados; 

 Testar o procedimento de extração e amplificação de DNA a partir de 

intestinos de carrapatos A. cajennense adultos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Técnica de detecção e identificação do hábito alimentar  

  

 Em resumo, o estudo para a detecção e identificação de hábito alimentar de 

A. cajennense, teve o respaldo preliminar dos testes de primers com ajustes na PCR 

e ensaio experimental. 

 Os primers com alvos em regiões conservadas do DNA, alguns encontrados 

na literatura e outros desenhados neste estudo, foram testados para amplificação e 

detecção por PCR do material genético de nove amostras animais. Os ajustes na 

PCR contemplaram adequações na temperatura de anelamento e no tempo da 

extensão de acordo com o tamanho do fragmento.  

 O ensaio experimental em laboratório, mediante infestação das fases 

imaturas do carrapato em coelhos, produziu um modelo para testar a identificação a 

partir do sangue residual desse vertebrado utilizado como hospedeiro pelo 

artrópode.  

 

3.1.1 Primers testados 

  

 Os doze pares de primers selecionados para o estudo (quadro 1) têm como 

alvo regiões conservadas do DNA do hospedeiro. Os marcadores dos genes 

mitocondrial cyt b, citocromo oxidade I (COI) e ribossomal 12S rDNA foram usados 

na PCR, para detecção de hábito alimentar do carrapato.   

 Reconhecida a importância dos roedores cricetídeos como potenciais 

reservatórios de agentes infecciosos, associado com a baixa sensibilidade de 

detecção gerada pelos primers testados a partir da literatura, fez-se necessário que 

duas combinações de dois pares de primers específicos para esse grupo fossem 

desenhados neste estudo, com o programa de computador GENEIOUS® 

(Biomatters Ltda.). Para tal, foi consultado o banco de dados genômico do site 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), para a busca de fragmentos do marcador 

molecular cyt b, dos seis gêneros de roedores mais frequentes do bioma do cerrado, 

bioma este de onde o carrapato é nativo, de acordo com a FUNASA, (2002).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Esses roedores pertencem a família cricetidae, denominados como: Akodon, 

Olygoryzomys, Nectomys, Calomys, Juliomys e Oryzomys. 

 As sequências encontradas foram alinhadas in silico e resultaram em duas 

combinações de pares de primers a partir de duas sequências forwards 

(fw1-5’-TGRGGACAAATATCHTTCTGAGGGGC-3’)     (fw2-

5’-GGBTTYTCAGTAGATAAAGCCACCCT-3’) e uma reverse (rv-5’-

TCDGGRTCTCCGAGAACATCTGG-3’) que atendem especialmente a esse grupo 

(quadro 1).  
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Os primers listados foram testados com material genético extraído de sangue 

total de diversas espécies animais e diversas temperaturas de anelamento para a 

técnica da PCR.  

 Dessa maneira, três pares de primers foram testados apenas com as 

amostras de mamíferos (Mammal-fw/Mammal-rv; Mlcytb-fw/Mlcytb-rv; Cytb1-

fw/Cytb1-rv), três pares de primers apenas com as amostras de aves (Passeriforme-

fw/Passeriforme-rv; Galliforme-fw/Galliforme-rv; Aves-geral-fw/Aves-geral-rv) e seis 

pares de primers com os dois grupos animais (L1484/H15149; Geralfw/Geralrv; 12S-

6/12S-9; Cricet-fw/Cricet-rv; Cricet2-fw/Cricet-rv; Vf1fw/Vf1rv). 

 Com intuito de facilitar a interpretação dos resultados, apenas o primer senso 

de cada par será citado no texto, assim representando as combinações de acordo 

com o quadro 1. 

 

    

3.1.2 Obtenção do material genético dos animais  

 

 Para o teste da PCR com diferentes pares de primers foi utilizado material 

genético extraído a partir de amostras de sangue de diferentes espécies animais. 

Com esse objetivo, foram incluídas no estudo amostras de nove espécies. 

 Na pesquisa foram incluídas amostras de material genético extraído a partir 

de sangue de nove espécies animais: Hidrochoerus hidrochoeris (capivara), Equus 

caballus (cavalo), Canis familiaris (cão), Calomys callosus (camundongo silvestre), 

Oryctolagus cuniculus (coelho), Cavia porcellus (cobaia), Rattus norvegicus (rato), 

Coturnix coturnix (codorna) e Gallus domesticus (frango).  

O material genético de alguns animais foi doado pela Faculdade de Medicina 

Veterinária da Universidade de São Paulo (USP), sendo estas, as espécies animais 

capivara, cavalo, cão e de camundongo silvestre. Para o restante dos animais 

(coelho, cobaia, rato, codorna e frango), sangue total foi colhido a partir de 

espécimes mantidos no infectório da Superintendência de Controle de Endemias 

(SUCEN) como descrito no protocolo aprovado pelo comitê de ética em 

experimentação animal da Faculdade de Medicina da USP. 

http://www.ecologiaonline.com/capivara-nome-cientifico-hidrochoerus-hidrochoeris/
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 A escolha destes animais vertebrados como fonte de material genético para o 

teste da PCR deu-se pelo fato de que estas espécies representam grandes grupos 

de potenciais hospedeiros para o carrapato A. cajennense em situações naturais. 

 Assim tivemos amostradas espécies animais dos grupos: aves (frango e 

codorna) e entre os mamíferos, lagomorfos (coelho), roedores cavídeos (cobaia e 

capivara), roedores cricetídeos (camundongo silvestre), roedores murinos (rato), 

carnívoros (cão) e perissodáctilos (cavalo). 

 Sendo que dentre estes, roedores cavídeos (SOUZA et al, 2009), 

roedores cricetídeos (MILAGRES et. al., 2013) e perissodáctilos (LABRUNA et al., 

2001) são grupos com especial importância na história natural da febre maculosa 

brasileira, além de serem grupos que se mostram como potenciais hospedeiros 

naturais primários para o carrapato A. cajennense. 

 

3.1.3 Extração de DNA e a reação em cadeia pela polimerase (PCR) 

  

 O sangue total colhido de cada um dos animais teve o material genético 

extraído utilizando-se os reagente comerciais DNeasy Blood & Tissue kit® 

(Qiagen©), seguindo o protocolo de purificação de DNA de sangue e fluídos 

corpóreos. O DNA extraído foi mantido conservado a -20°C até o momento do 

ensaio experimental com a PCR. 

 A PCR foi a técnica escolhida para amplificação de fragmentos de DNA dos 

animais vertebrados. A reação foi conduzida utilizando-se o kit comercial Master Mix 

(Qiagen©). A quantidade de reagentes utilizados por microtubo seguiram o protocolo 

do fabricante que constituiu-se de 12,5 µℓ de Master mix (Qiagen©); 0,5 µℓ do primer 

foward à 10 nM; 0,5 µℓ do primer reverse à 10 nM; 9,5 µℓ de água fornecida no kit 

comercial e 2 µℓ de amostra, compondo um volume total de 25 µℓ. Para o controle 

negativo da PCR a única alteração consistiu na substituição da amostra por água. 

 A reação em cadeia foi conduzida em termociclador Mastercycler Gradient® 

Eppendorf©.  O programa de amplificação foi definido como o sugerido pelo 

fabricante dos reagentes Master Mix, como descrito abaixo: 

 Iniciando-se o a programa com a temperatura de 95°C por 15 minutos para 

ativação da Taq polimerase. Seguindo-se pela repetição de 35 vezes do seguinte 

ciclo: 94°C por 45 s para a desnaturação, 62°C (∇ ≅ ± 10°C) em gradiente de 
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temperaturas para o anelamento por 45 s e 72°C por 45 s para a extensão. 

Terminado o ciclo de 35 vezes, seguiu-se um período de extensão a 72oC por 7 

minutos e posteriormente as amostras eram mantidas a 14oC até a retirada do 

aparelho. 

 A temperatura de anelamento foi selecionada para formar um gradiente de 

temperatura, onde para cada combinação de amostra e par de primers, foram feitas 

12 replicatas, sendo que cada uma foi submetida ao termociclo com variação apenas 

na temperatura de anelamento, sendo estas:: 52°C; 52,3°C; 53,5°C; 55,3°C; 57,5°C; 

60,1°C; 62,8°C; 65,5°C; 68°C; 70,1°C; 71,6°C e 72,5°C.  

 Ao final da reação, uma alíquota de cada amostra (8 µℓ) foi separada na qual 

foi adicionado 2 µℓ do tampão carregador (blue  loading dye) e o volume final de 10 

µℓ foi aplicado individualmente em poços em gel de agarose [1,5%] previamente 

preparado com solução de TBE (Tris/ácido bórico/EDTA) e tratado com o revelador 

GelRed®.  

 Para a comparação com o padrão de massa, utilizou-se o marcador de massa 

molecular DNA Ladder (Invitrogen®) aplicado sempre na primeira coluna de cada 

gel. Em seguida, o gel foi submetido à eletroforese pelo intervalo de 40 min. sob 

corrente elétrica de 0,05 A e tensão de 6v/cm.  

 Após o término da eletroforese, o gel foi submetido a incidência de luz 

ultravioleta (UV) em transiluminador DyNA Light Labnet® com o objetivo de revelar 

fragmentos de DNA amplificados assim como o marcador molecular utilizado.  

 A imagem do gel sobre a luz UV foi capturada por câmera fotográfica digital. 

Considerou-se positivo, as amostras que apresentaram bandas de DNA amplificado 

com peso molecular próximo ao esperado. 

 

3.1.4 Detecção do hábito alimentar em carrapatos 

 

Em condições de laboratório, o ensaio experimental foi conduzido para 

detecção de hábito alimentar de ninfas de A. cajennense. O estudo consistiu-se da 
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infestação de carrapatos imaturos (larvas e ninfas) em coelhos e na recuperação 

após o repasto sanguíneo em cada estágio.  

 Os carrapatos utilizados no ensaio tiveram origem na colônia mantida no 

biotério da SUCEN- São Paulo/SP. Os carrapatos da colônia são mantidos em 

laboratório através da alimentação em coelhos (figura 1) e cobaias (figura 2). No 

processo de repasto sanguíneo, os carrapatos são liberados dentro de câmeras de 

alimentação confeccionadas de tecido de algodão e coladas na pele dos animais 

utilizando cola especial para este fim (kamar adhesive glue - Kamar®) (PINTER et 

al., 2002; NEITZ et al., 1971).  

 

 

 

 

 

Para a contagem de ovos, adotou-se os parâmetros do estudo de PRATA et 

al. (1995a), onde para cada 1g de uma postura há cerca de 16400 ovos. Dessa 

forma, uma seringa contendo entre 0,2g a 0,3g ou 3000 a 5000 ovos provenientes 

da colônia de laboratório foram utilizados no ensaio experimental.  

Considerando-se que 95% dos ovos da postura eclodem (PRATA et al., 

1995b), aproximadamente 4000 larvas de carrapatos foram liberadas sobre um 

coelho sem a utilização de câmaras, portanto, sem restrição ao sítio de fixação para 

que fosse possível simular uma situação próxima à natural. Após o repasto 

sanguíneo as larvas se desprenderam e se desvencilharam do hospedeiro de forma 

natural e foram recuperados em bandejas posicionadas abaixo das gaiolas, de 

acordo com protocolo detalhado por PINTER et al. (2004). 

Figura 1 - Coelho com a câmera de alimentação 
para carrapato. 

 

Figura 2 – Cobaia durante a aplicação da 
câmara de alimentação sobre a pele. 
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Sabe-se que em condições naturais o carrapato A. cajennense perfaz uma 

geração por ano, sendo que as larvas são encontradas nos meses de outono e as 

ninfas nos meses de inverno (OLIVEIRA et al, 2000). 

Portanto as larvas ingurgitadas alimentadas no coelho foram então 

transferidas para incubadoras B.O.D. (demanda bioquímica de oxigênio) onde 

permaneceram durante todo o processo de ecdise expostas a umidade relativa do ar 

superior a 85% e termoperíodos e fotoperíodos de temperatura máxima de 28,5°C 

entre as 6:10h às 18:39h e luz artificial ligada e temperatura mínima de 17,6°C entre 

as 18:40h às 6:09h com ausência de luz), mimetizando o período do outono na 

região centro-oeste do Estado de São Paulo de acordo com os dados disponíveis do 

Centro de Pesquisas Meteorológicas e Climáticas Aplicadas a Agricultura 

(CEPAGRI). 

As ninfas provenientes do processo de ecdise foram utilizadas para dar 

continuidade ao experimento, sendo estas liberadas sobre um coelho, como descrito 

acima para as larvas. As ninfas ingurgitadas foram recuperadas em bandeja 

posicionada abaixo da gaiola. 

As ninfas ingurgitadas alimentadas no coelho foram então tranferidas para 

incubadoras B.O.D. onde permaneceram durante todo o processo de ecdise 

expostas a umidade relativa do ar superior a 85% e termoperíodos e fotoperíodos de 

temperatura máxima de 24,8°C entre as 6:00h às 18:00h e luz artificial ligada e 

temperatura mínima de 12,3°C entre as 18:01h às 5:59h com ausência de luz, 

mimetizando o período do inverno na região centro-oeste do Estado de São Paulo 

de acordo com os dados disponíveis do Centro de Pesquisas Meteorológicas e 

Climáticas Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI).  

Ao término de cada um dos ensaios experimentais, o coelho utilizado no 

experimento foi eutanasiado  com inoculação de dose letal (50 mg/kg de 

pentobarbital sódico), precedido de indução anestésica com isoflurano (100%) 

inalatório. 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Isoflurano
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3.1.5 Processamento dos carrapatos adultos  

 

 Os carrapatos adultos remanescentes do ensaio experimental para detecção 

de hábito alimentar foram dissecados individualmente para a extração do intestino, 

processo que permite o acesso ao sangue residual da alimentação do estágio ninfal 

do artrópode.   

 Antes do procedimento de extração do conteúdo intestinal, medidas para 

minimizar os riscos de contaminação foram adotadas durante a manipulação dos 

materiais nas dependências do laboratório.  

 Essas medidas consistem na assepsia da bancada com hipoclorito de sódio, 

no uso de máscara e luvas e na autoclavagem de todos os utensílios e materiais 

utilizados na manipulação dos carrapatos, como as placas de petri com parafina, 

pinças e o tampão fosfato-salino (TBS). As lâminas utilizadas para cortar o carrapato 

eram lâminas descartáveis e foram utilizadas apenas uma vez por carrapato. 

 Durante o procedimento de extração intestinal, utilizou-se placas de petri 

repletas de parafina sólida. 

 Os carrapatos adultos foram fixados na porção ventral à parafina 

momentaneamente liquefeita obtida pelo contato com uma pinça exposta ao fogo 

direto por 10 segundos. (Figuras 3 e 4). Uma vez que a parafina se solidificava o 

carrapato vivo ficava aprisionado e imóvel. 
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As placas de petri com o carrapato já fixado em parafina foram posicionadas 

sob o microscópio estereoscópico com aumento de 40x, e sobre cada carrapato foi 

adicionado 200 µl do tampão fosfato-salino (PBS). 

  Utilizando-se lâmina descartável, uma incisão transversal era feita na borda 

posterior do idiossoma do carrapato e com uma leve pressão sobre o dorso, parte do 

intestino era exposto e tracionado para fora do corpo com uma pinça. 

 O intestino e seu conteúdo de cada um dos carrapatos foi então recolhido 

com um pipetador com ponteira descartável e transferido para um tubo plástico que 

já continha o tampão de extração. 

 Cada amostra teve o DNA extraído, como descrito no subitem 3.1.3. Ao 

término da extração o material genético foi acondicionado em freezer à -20oC até o 

momento do uso. 

 O material genético extraído foi utilizado como amostra para a PCR. Com o 

objetivo de demonstrar que é possível detectar DNA do hospedeiro a partir de 

amostra de intestino dos carrapatos A. cajennense sabidamente alimentados como 

ninfas em coelhos, utilizou-se três pares de primers.  Para a amplificação desse 

material genético pela técnica da PCR, supracitada no subitem 3.1.3 foi utilizado o 

par de primer 12S-6 com o termociclo ajustado para a mais eficiente temperatura de 

anelamento testada 55,3°C (ver resultados). 

Figura 3 – Vista dorsal do carrapato A. 
cajennense, fêmea, no sítio de fixação 
sobre a parafina acrescido de 200 µl de 
PBS.  

 

 Figura 4 – Vista dorsal do carrapato A. cajennense 
fêmea, fixado em parafina acondicionada em uma 
placa de petri.               

 

http://www.labhouse.com.br/index.php?main_page=product_info&products_id=4426&zenid=6368acc74fb6b246dae275dca5993d07
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 Salienta-se a utilização de controle positivo (DNA amostral a partir do sangue 

de coelho) durante a PCR para as amostras de conteúdo intestinal do carrapato. 

 

3.1.6 Sequenciamento genômico  

 

 As amostras que apresentaram a amplificação de fragmentos de DNA com os 

primers usados pela PCR foram selecionadas e submetidas ao sequenciamento de 

DNA. 

 Para tanto, o material amplificado foi purificado com o reagente ExoSAP® – 

GE (GE Healthcare Life Sciences), de acordo com o protocolo do fabricante.  

 Em seguida as amostras purificadas foram divididas em dois tubos e 

acrescidas dos primers utilizados na PCR, sendo que um tubo recebeu o primer 

senso e o outro o primer antisenso.  

Em seguida encaminhou-se as amostras ao Centro de Estudos do Genoma 

Humano da USP, onde o serviço de sequenciamento é oferecido como rotina, a 

reação utilizada é a do método didesoxi terminal de acordo com Sanger et al. (1977), 

com reagentes do Kit BigDye (ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing 

Reading Reaction – Applied Biosystems). 

 Com os dados do sequenciamento genômico, os cromatogramas senso e 

antisenso gerados foram alinhados por amostra, utilizando-se o programa de 

computador Geneious (Biomatters LDTA.) e as sequências consenso foram 

alinhadas e comparadas ao banco de dados do GenBank no National Center for 

Biotechnology Information (NBCI), usando o programa Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST), (www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAST/).   

 A identificação considerada de espécie do hospedeiro foi atribuída quando os 

resultados apresentaram similaridade maior ou igual a 98% para a espécie animal 

coelho, fonte de alimentação do estágio de ninfa do carrapato A. cajennense no 

ensaio experimental. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.au/BLAST/


33 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 PRIMERS TESTADOS E GRADIENTE DE TEMPERATURAS 

 

 Os primers utilizados (quadro 1) para a amplificação por PCR dos fragmentos  

de DNA foram testados com gradiente de temperaturas de anelamento para as nove 

amostras animais (capivara, cavalo, cão, calomis, coelho, cobaia, rato, codorna e 

frango), apontadas no subitem 3.1.2.  

 Foi classificado como reativo, toda a amostra que apresentou uma banda 

visível no gel de agarose com o tamanho esperado para aquela combinação de 

primers. Dessa forma, a amplitude da temperatura de anelamento que otimizou a 

reação específica da PCR, para cada combinação de primers e espécie animal, 

pode ser determinada e identificadas a temperatura de anelamento mínima e 

máxima. 

 Como exemplo de análise, a figura exibe a imagem do gel, submetido a 

eletroforese, carregado com o material amplificado da amostra de DNA de cão e a 

utilização dos primers L14841/H15149, é possível visualizar bandas de DNA  

amplificado para as reações que utilizaram a temperatura de anelamento dentro da 

faixa de 52°C a 65,5°C. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Gel de agarose submetido a eletroforese carregado com produtos da PCR executada 
com DNA amostral de cão e com o par de primers  L14841/H15149 submetidos a reação com 
gradiente de temperaturas de anelamento (Δ = 52°C a 72,5°C). Colunas: 1. marcador de peso 
molecular; colunas 2 a 8 amplicons com aproximadamente 360pb na faixa de temperaturas de 
52°C a 65,5°C, respectivamente e  colunas de 9 a 12 não apresentando amplicons. 
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 Os resultados da variação de temperatura para o ciclo de anelamento na 

reação de PCR que apresentaram amplificação de fragmentos de DNA, para 

diversas combinações entre pares de primers e DNA amostral de vertebrados são 

apresentados para as aves (tabela 1) e para os mamíferos (tabela 2). 
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 A análise dos resultados sobre o gradiente de temperatura de anelamento 

para as diferentes combinações entre espécies animais e primers, cuminou a 

escolha da temperatura de anelamento ideal para cada par de primers e do grupo 

animal alvo, permitindo assim escolher a temperatura mais alta que ainda pudesse 

amplificar a maior gama de hospedeiros sem gerar reações inespecíficas, evitando 

assim uma especificidade exagerada, mas mantendo o máximo de sensibilidade, 

permitindo amplificar com alta eficiência o DNA dos principais grupos de hospedeiros 

potenciais do carrapato A. cajennense 

 Com base nesses resultados obtidos, os pares de primers denominados como 

Geral, Vf1 e 12S-6 nas reações com temperatura de anelamento de 55,3°C foram 

classificados como os mais sensíveis dentre os testados, uma vez com uso 

combinado amplificaram fragmentos de DNA para todas as amostras de hospedeiros 

vertebrados, independente do grupo animal pertencente. 

 

4.2  ENSAIO EXPERIMENTAL  

   

Das aproximadamente 4000 larvas que iniciaram o experimento tendo sido 

liberadas para infestar um coelho, foram recuperadas 503 larvas ingurgitadas. 

Recuperação inferior ao esperado, considerando estudos que indicam uma taxa de 

46% (PRATA e SANAFRIA, 1995). 

 Esperava-se que 95% das larvas ingurgitadas atingissem a ecdise total, de 

acordo com PRATA et al., (1995b). Entretanto, após o processo de ecdise na 

incubadora, apenas 120 indivíduos tiveram sucesso no processo de muda tornando-

se ninfas, que por sua vez foram liberadas sobre um coelho para o segundo repasto 

sanguíneo.  

 Foram recuperadas 50 ninfas ingurgitadas, número próximo ao esperado de 

acordo com o estudo de PRATA e SANAFRIA, (1995), que obtiveram uma taxa de 

recuperação de 50% do total inicial de ninfas. As ninfas ingurgitadas foram levadas à 

incubadora para sofrerem o processo de ecdise para o estágio adulto.  

PRATA et al. (1995c) observaram que 95% das ninfas ingurgitadas atingem a 

ecdise total. Neste estudo, muitos indivíduos não sobreviveram ao processo de 

muda, e muitos outros foram vitimados pela ação de fungos, como ilustra a figura 6, 
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somando ao final de todo o processo apenas nove carrapatos vivos em condições 

de serem utilizados no ensaio experimental de hábito alimentar. 

. 

 

 

 

    

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 Esses nove carrapatos A. cajennense foram submetidos ao processo de 

retirada do intestino, a técnica foi bem sucedida para todos os nove espécimes.  

 A extração de DNA foi conduzida como já descrito e o material genético foi 

armazenado em congelador com sucesso. 

 Na PCR com o primer 12S-6 amostras provenientes de seis carrapatos 

apresentaram bandas com peso molecular próximo ao tamanho esperado e com 

concentração suficiente (medida pelo brilho à luz de UV) para serem submetidas à 

reação de sequenciamento, além do controle positivo (quadro 2).  

 

 

 

 

 

 

 

. 

       
Figura 6 - Carrapatos A. cajennense adultos mortos por ação de fungos. 
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  Os cromatogramas originados pelo sequenciamento genômico das amostras 

foram primeiramente analisados para a retirada dos primers utilizados e das áreas 

com baixa qualidade, a sequência restante foi alinhada entre o fragmento senso e 

antisenso de cada uma das amostras, formando assim um fragmento consenso. 

 Os consensos foram então alinhados contra o banco de dados de 

nucleotídeos do GenBank, sem restrição de espécie ou grupo durante a busca.  

 Para os fragmentos amplificados pelo primer 12S-6, embora as sequências 

consenso finais, para cada carrapato, ficassem pequenas (média de 56pb; 46bp-

65bp) em relação ao fragmento amplificado (140pb), foi possível conduzir o 

alinhamento e o resultado entregue pela busca para cada um dos carrapatos foi de 

100% de similaridade e E-value máximo de 5,46e-22, com a espécie coelho 

(FM164771-Oryctolagus cuniculus mitochondrial partial 12S rRNA gene, isolate 1). 
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5 DISCUSSÃO 

 

As técnicas moleculares têm sido uma importante ferramenta para a 

compreensão da epidemiologia de zoonoses e das interações entre vetores 

artrópodes, hospedeiros e patógenos.  

A relevância da detecção de hábito alimentar em artrópodes hematófagos está 

na possibilidade do levantamento de dados sobre a epidemiologia de doenças 

causadas por agentes etiológicos transmitidas por vetores, conhecer o hospedeiro 

vertebrado fonte para o repasto sanguíneo de um vetor em uma determinada área 

pode ser a base para a melhor compreensão da história natural de uma doença. 

Este tema foi completamente revisada nos estudos de MUKABANA et al, (2002a); 

KENT (2009) e GOMEZ-DIAZ e FIGUEROLA (2010). 

 Entretanto, a maioria dos estudos sobre a identificação de hospedeiros 

vertebrados como fontes de alimento e de possíveis fontes de agentes patogênicos 

concentram-se em pesquisas desenvolvidas com espécies de mosquitos (ALCAIDE 

et al., 2009; KENT, 2009; KENT e NORRIS, 2005). 

 O estudo de hábito alimentar em ixodídeos apresenta um entrave quando 

comparado ao estudo em insetos hematófagos. Os carrapatos, após o repasto 

sanguíneo, imediatamente abrigam-se no solo de forma que torna impraticável a 

coleta de indivíduos ingurgitados no ambiente. 

Portanto, estudos de hábito alimentar através de conteúdo intestinal para 

identificar os hospedeiros de ixodídeos são executados em carrapatos que estejam 

buscando por hospedeiros, nas fases de ninfa e adulto em vida livre, almejando 

indentificar a espécie de hospedeiro fonte de alimentação para o estágio de vida 

precedente ao estágio amostrado.  

Além disso, temos que no lúmen intestinal de um carrapato após a ecdise não 

existe mais hemácias íntegras, sendo que todo o conteúdo de eritrócitos e leucócitos 

ingeridos pelo carrapato se encontram encapsulados pelas células endoteliais do 

intestino. Isso faz com que os testes de detecção de DNA sejam a primeira escolha, 

enquanto que testes imunológicos sejam pouco eficientes devido a ausência de 
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antígenos íntegros (KIRSTEIN e GRAY, 1996; PICHON et al, 2005; CADENAS et al, 

2007; PIERCE et al, 2009; ALLAN et al, 2010).  

Embora a identificação do hospedeiro vertebrado ao nível de espécie tenha sido 

alcançada em poucos estudos (PICHON et al. 2003, 2005; HUMAIR et al. 2007), 

esta ainda se mostra uma promissora ferramenta para estudos epidemiológicos de 

doenças vinculadas a carrapatos. 

 Este estudo descreve pela primeira vez a aplicação de um protocolo para 

detecção e identificação de hábito alimentar para o carrapato endêmico da região 

neotropical A. cajennense. Sabidamente um importante vetores da bactéria R. 

rickettsii, agente infeccioso da FMB. Assim como a seleção de primers e protocolos 

de PCR com eficiência em amplificar fragmentos de DNA de grupos de animais 

vertebrados com importância especificamente para esta espécie de carrapato, 

alguns destes grupos ausentes nas regiões neoártica e paleártica. 

 O estudo demonstra uma abordagem simples para a identificação de DNA de 

vertebrados ao nível de espécie em intestino de carrapato em fase não parasitária, 

através do sequenciamento genômico de amplicons resultantes da PCR.  

   Para a identificação de espécies hospedeiras, o DNA mitocondrial é preferível 

ao DNA nuclear em função do elevado número de cópias no citoplasma da célula, 

em contraste com uma única cópia de DNA nuclear. Além disso, pequenas 

quantidades de DNA de resquícios de repastos sanguíneos requerem a utilização de 

primers sensíveis para a detecção e amplificação pela PCR (NGO e KRAMER, 

2003).  

 Quanto aos marcadores moleculares utilizados neste estudo para a detecção 

do hospedeiro no carrapato A. cajennense, a partir do repasto sanguíneo, 

apresenta-se o cyt b (KOCHER et al. 1989) amplamente utilizado em detecção de 

hábito alimentar de moscas (STEUBER et al. 2005) e mosquitos (BOAKE et al., 

1999; LEE et al. 2002; APPERSON et al. 2002; MEECE et al. 2005; OSHAGHI et al. 

2006; RICHARDS et al. 2006; VAN DEN HURK et al. 2007; SAVAGE et al. 2007; 

HAMER et al. 2008), pela utilização do primer L14841 e o marcador 12 rDNA 

(HUMAIR et al, 2007), com o primer 12S-6.  
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 Os marcadores dos genes mitocondriais cyt b, COI e genômico 12S rDNA 

foram utilizados para detecção e amplificação de DNA de nove animais vertebrados, 

potenciais hospedeiros do carrapato A. cajennense, indicadas no subitem 3.1.2. 

  Dentre os primers encontrados na literatura utilizados em nosso estudo,  

destacamos os que foram desenhados por KOCHER et al. (1989), SCOTT et al. 

(2012) e IVANOVA et al. (2007), respectivamente para os marcadores cyt b, COI e 

12S rDNA de vertebrados. 

  Com abordagem voltada para estudos evolutivos, KOCHER et al, (1989) 

foram pioneiros no desenvolvimento de primers universais, que ao serem utilizados 

na PCR podem detectar o gene codificador da cyt b em mitocôndria de mamíferos, 

aves, anfíbios, peixes e alguns invertebrados (KOCHER et al, 1989 apud SIMON et 

al, 1994). 

 SCOTT et al, (2012) desenharam primers para detectar fragmentos de gene 

12S rDNA, incluindo espécies hospedeiras relevantes no novo mundo. Os primers 

utilizadas na PCR modificados a partir das sequencias dos primers desenvolvidos 

por HUMAIR et al. (2007), que desenharam primers para codificar fragmentos da 

região 12 rDNA de mamíferos e aves conhecidos como fonte de alimentação do 

carrapato endêmico da região paleártica Ixodes ricinius. 

 Ivanova et al. (2007) foram capazes de desenvolver e testar primers para 

detecção de fragmento de DNA da região do gene COI capaz de amplificar material 

genético de ictiofauna e também foram utilizados com sucesso no estudo de KENT 

et al, (2009) para a identificação de hospedeiros mamíferos do mosquito Culex 

tarsalis. 

 O resultado dos testes em gradiente de temperatura para os primers testados 

combinado com diferentes espécies de vertebrados permitiu o delineamento de um 

protocolo de trabalho para detecção de hábito alimentar em carrapatos A. 

cajennense. 

 Foram considerados como primer de escolha para o protocolo aqueles que 

quando utilizados na reação de PCR permitiram a amplificação do material genético 

alvo para o maior número de espécies de vertebrados combinados com altas 

temperaturas de anelamento na reação em gradiente. 
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 Esta estratégia permite a utilização de temperaturas de anelamento próximo a 

55oC, o que combina as características de sensibilidade e especificidade para a  

detecção de DNA de animais vertebrados alvo em conteúdo intestinal de carrapatos 

A. cajennense. 

 Com base no resultado das amostras de nove espécies animais deste 

protocolo, identificou-se que os primers capazes de detectar a maior quantidade de 

diferentes espécies animais foram o VF1, 12S-6, L1484 e GERAL, sendo ainda que 

o primer Galliforme foi eficiente para frango e codorna. 

 Entre os primers que não demonstraram boa eficiência estão: 

 Os primers Mammal e Mlcytb, pois não houve amplificação de DNA de cobaia 

e calomis, além de que para o primer Mammal, a temperatura de anelamento mais 

alta que permitiu a amplificação foi inferior à 55oC para cavalo, rato e capivara, 

enquanto que o para o primer Mlcytb foi inferior à 55oC para coelho e cão. 

 O primer Cytb1 falhou em amplificar o materil genético alvo de cavalo, coelho, 

cobaia, calomis e cão. 

 Para as aves, o primer Aves-Geral e Passeriforme falharam em amplificar o 

material genético alvo de frango e codorna, embora o resultado para o primer 

Passeriforme esteja dentro do esperado, pois nenhuma das espécies testadas neste 

estudo pertence ao grupo dos Passeriformes.  

 Devido a abundância de espécies de roedores cricetídeos no Brasil, ao 

potencial destes animais como hospedeiros de fases imaturas do carrapato A. 

cajennense e ao fato de que os primers encontrados na literatura serem pouco 

eficientes na amplificação de DNA alvo deste grupo, com exceção do primer testado 

VF1. Decidiu-se por desenhar duas combinações de primers utilizando-se como 

referência, sequências de DNA de diferentes espécies de cricetídeos encontrados 

no Brasil.  

 O par de primers desenhado e testado com sucesso foi chamado de Cricet1, 

este primer também foi capaz de promover amplificação de DNA de coelho, cobaia, 

rato e capivara e frango, mas não de codorna, cavalo e cão. 

 O primer que apresentou a melhor eficiência em amplificar o DNA alvo dos 

animais vertebrados foi o VF1, a utilização deste primer permitiu amplificar todas as 

espécies de animais testados, mamíferos e aves e sempre com uma temperatura de 

anelamento superior à 55oC.  
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 O primer 12S-6, foi o segundo mais eficiente em amplificar o DNA alvo dos 

aniamis vertebrados, foi possível amplificar o DNA de todas as espécies testadas, 

mamíferos e aves e sempre com uma temperatura de anelamento superior à 55oC, 

com exceção da espécies calomis, para o qual somente com a temperatura de 

anelamento à 52oC foi possível executar a amplificação, portanto, este primer 

também é muito eficiente, mas deve ser usado combinado com o primer Cricet1. 

 O primer GERAL também foi capaz de promover a amplificação de DNA alvo 

de todas as espécies, mas para a maioria das amostras, a temperatura de 

anelamento máxima que promoveu a amplificação foi a de 55,3oC, sendo que para 

cão, essa foi de 52,3oC, isto mostra que embora este primer possa ser utilizado, é 

necessário uma ótima otimização da reação de PCR e da extração de DNA da 

amostra para evitar que a reação deixe de funcionar. 

 O primer L14841 foi capaz de promover a amplificação de DNA alvo de todas 

as espécies, com exceção de calomis. Houve baixa eficiência para a amplificação de 

DNA de cavalo, sendo que para esta espécie somente as reações utilizando 

temperaturas de anelamento máxima de 52,3oC obtiveram sucesso na amplificação 

do DNA alvo. 

 Estes resultados permitem construir um delineamento experimental para 

identificação de hospedeiros aplicado ao carrapato A. cajennense. 

 O primeiro passo para esta construção é partir da premissa de que o sistema 

deve ser redundante, para se tornar mais sensível. Assim, para cada provável grupo 

de animais alvo, deve-se perfazer duas reações de PCR, com primers distintos. 

 Assim a cominação seria a utilização dos primers VF1, 12S-6, Cricet1, sempre 

com a temperatura de anelamento de 55,3oC e com os demais parâmetros do 

termociclo como descrito na tabela 3. 
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Tabela 3 - Protocolo de PCR preconizado para detecção de hábito alimentar em carrapatos, abaixo 
estão listados os três diferentes primers que devem ser usados e os parâmetros de termociclos para 
cada um dos primers. 

Parâmetro/Primer VF1 12S-6 Cricet1 

Denaturação 94oC - 45 s 94oC - 45 s 94oC - 45 s 

Anelamento 55oC - 40 s 55oC - 40 s 57oC - 40s 

Extensão 72oC - 50 s 72oC - 35 s 72oC - 50s 

Repetições 35 vezes 35 vezes 35 vezes 

Extensão final 72oC - 7 min 72oC - 7 min 72oC - 7 min 

Tamanho 

amplicon 

770 pb 145 pb 740 pb 

 

 Como segunda escolha, pode-se utilizar o primer L14841, também utilizando-

se a temperatura de anelamento de 55,3oC, mas guardando a possibilidade de falha 

para de amplificação de DNA alvo da espécie cavalo, e com a necessidade de 

combinação com o primer Cricet1. 

 Para testar a capacidade de amplificar material genético do hospediero a 

partir de carrapatos não alimentados, optou-se pela utilização do primer 12S-6, visto 

que o objetivo estritamente testar a hipótese de que seria possível detectar DNA do 

hospedeiro em conteúdo intestinal de carrapatos A. cajennense adultos sabidamente 

alimentados em coelhos nos estágios imaturos. 

 Neste estudo, a forma de obtenção do conteúdo intestinal através da 

dissecação do artrópode mostrou-se eficiente para a detecção de hábito alimentar. 

Esse tipo de procedimento também pôde ser encontrado no desenvolvimento de 

estudo filogenético de carrapatos (MANS et al. 2011), através da dissecção de 

carrapatos e análise de sangue residual. 

 O uso do marcador molecular 12S rDNA (HUMAIR et al. 2007), permitiu a 

amplificação e o sequenciamento de um fragmento de DNA do hospedeiro 

vertebrado a partir do intestivo de A. cajennense adulto, alimentado em coelho 

durante os estágios imaturos do artrópode no ensaio. 
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 A amplificação do DNA e a reação de sequenciamento foi bem sucedida em 

66,6% (6/9) das amostras, das quais 100% apontaram a espécie animal coelho 

como fonte de alimentação do carrapato A. cajennense, de forma correspondente ao 

ensaio realizado. 

 A identificação genômica foi inviável em 33,3% (3/9) das amostras, uma vez 

que os produtos da PCR geraram amplicons insuficientes ou foram inexistentes. 

 Gariepy et al. (2012) que perfizeram um ensaio para detecção de hábito 

alimentar do carrapato Ixodes scapularis, descartam a possibilidade do insucesso da 

identificação genômica estar associada apenas ao baixo volume do conteúdo 

intestinal. 

 A falha na amplificação pode estar associada principalmente à baixa 

qualidade do DNA em função da hemólise do repasto sanguíneo, promovida pela 

digestão intracelular. A degradação do DNA em fragmentos menores pode impedir a 

amplificação pela PCR assim como sugerido por Kirstein e Gray (1996). Como as 

sequências maiores de DNA são primariamente lisadas durante a digestão, os 

fragmentos menores de DNA são mais facilmente detectados (ZAIDI et al., 1999). 

Portanto, o tamanho do marcador molecular pode ser crucial para eficiência da 

detecção de DNA de hospedeiros no repasto de carrapatos (KIRSTEIN e GRAY, 

1996; HUMAIR et al, 2007). 

 Contudo carrapatos armazenam uma pequena quantidade de sangue não 

digerida em endossomas (RAIKHEL, 1983), o que possibilita a detecção do DNA de 

hospedeiros, contidos no repasto, por um período maior quando comparado aos 

outros artrópodes hematófagos. 

 Pichon et al. (2003) identificaram 40% (4/10) dos repastos de larvas do 

carrapato Ixodes ricinus, mantidas em condições naturais, até nove meses depois da 

muda para ninfa. Para tal, empregou-se um par de primers universal para a 

amplificação pela PCR do gene 18S rRNA de vertebrados, seguido pela técnica de 

hibridização reversa em membrana (reverse line blotting) com sondas para 

subgrupos animais específicos. No entanto, o marcador 18S rRNA possui baixo 

polimorfismo, impedindo a discriminação dentro dos subgrupos de gêneros ou 

espécies. Para a identificação da espécie hospedeira, a análise de amplificação de 
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fragmentos do gene da cyt b seguidos de reverse line blotting com sondas 

específicas torna-se indispensável, como sugerido por Kirstein e Gray, (1999). 

 Embora o marcador molecular cyt b DNA mitocondrial tenha sido apontado 

como eficiente na detecção de hábito alimentar de carrapatos Ixodes ricinus por 

KIRSTEIN e GRAY (1996, 1999), no presente estudo obtivemos melhores resultados 

com o marcador 12S rDNA, também utilizados nos estudos de CADENAS et al., 

(2007); HUMAIR et al., (2007) e ESTRADA-PEÑA et al., (2005). Os produtos de 

PCR e a heterologia genômica detectada no sequenciamento genômico do 

fragmento do gene, indicam que pode ser usado de forma eficaz como um marcador 

molecular para a identificação de espécies de animal hospedeiro. 

 Humair et al. (2007) foram capazes de detectar e identificar cerca de 50% do 

DNA de vertebrados com resolução de grupos animais ou espécies de vertebrados a 

partir de repasto sanguíneo do carrapato Ixodes ricinus. 

 As técnicas empregadas abrangem a amplificação por PCR de fragmentos do 

gene mitocondrial 12S rDNA de vertebrados seguida pela hibridização reversa em 

membrana, utilizando sondas de nucleotídeos específicos de vertebrados.  

 Os primers 12S-6, VF1, L14841, como descritos na literatura e o primer 

Cricet1, descrito neste estudo, mostraram-se eficientes para a detecção e 

amplificação de fragmentos de DNA alvo de hospedeiros de A. cajennense e 

amplificador da bactéria R. rickettisii, especialmente a capivara. Isso nunca havia 

sido demonstrado antes, porque todos os estudos anteriores foram conduzidos com 

animais do hemisfério norte.  

 Dentre os hospedeiros vertebrados já identificados a partir de análise 

molecular do sangue residual em carrapatos, podem ser incluídos animais 

pertencem a fauna endêmica da Europa, fonte de alimentação do carrapato Ixodes 

ricinus (HUMAIR et al. 2007) e a fauna endêmica do leste dos EUA, fonte de 

alimentação para os carrrapatos Amblyomma americanum e Ixodes scapularis 

(SCOTT et al. 2012). 

Os estudos de Jasinskas et al. (2000) e  Wickramasekara et al. (2008),  

apresentam um argumento que contrapõe o uso das técnicas aplicadas na pesquisa 

de Humair et al. (2007). O principal argumento para desqualificá-la consiste no fato 
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desses artrópodes hematófagos possuírem a digestão intracelular, o que reduz a 

quantidade e qualidade de DNA remanescente do hospedeiro vertebrado.  

Assim, outros pesquisadores têm estudado o uso da espectrometria de massa 

para a detecção de proteínas do sangue para identificação de hospedeiros 

Wickramasekara et al. (2008).  No entanto, esse protocolo de pesquisa exige alta 

demanda de recursos e não há banco de dados das proteínas sanguíneas para as 

espécies hospedeiras, com exceção de nove espécies de mamíferos endêmicos da 

América do Norte (LASKAY, et al., 2012).  

  A aplicação deste protocolo pode elucidar o papel de um hospedeiro 

vertebrado na epidemiologia da FMB, visto que a amplificação da bactéria depende 

de alguns hospedeiros específicos como a capivara (Souza et al., 2009) e o gambá 

(Horta et al., 2009) por exemplo, enquanto outros animais são refratários à infecção 

por R. rickettsii, como o cavalo (Ueno - estudo em andamento). 

 Este protocolo permite a detecção do hospedeiros da fase ninfal a partir de 

carrapatos adultos, seu uso na prática pode ser desenvolvido para a classificação de 

áreas de risco para a FMB, sendo que as áreas onde carrapatos têm se alimentado 

em cavalos apresentam baixo risco para a transmissão do agente etiológico da FMB 

para humanos, enquanto que para áreas onde os carrapatos imaturos se alimentam 

em capivaras, há um expressivo risco de ocorrência da doença em seres humanos. 

 Em conclusão, neste estudo foi possível identificar a espécie animal fonte de 

alimentação para a fase de ninfa do carrapato A. cajennense em condições de 

laboratório, com um método molecular relativamente simples e de baixo custo. 

  Portanto este protocolo de pesquisa desenvolvido é pioneiro em detecção de 

   ito alimentar para um carrapato endêmico da América do Sul. A técnica foi eficaz 

para detecção e identificação do hospedeiro vertebrado desse carrapato em nível de 

espécie, o que permite se conhecer melhor a transmissão dinâmica de patógenos a 

partir de animais silvestres infectados para os vetores em situações naturais, além 

de descobrir o papel de hospedeiros vertebrados desconhecidos nesta relação.  

 Novos estudos são necessários para a validação deste ensaio experimental, 

ou ainda, que possam aplicar a técnica para a detecção de hábito alimentar do 

carrapato A. cajennense em condições naturais. A técnica abre espaço para outras 
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pesquisas com fins epidemiológicos, como por exemplo, que envolvam uma amostra 

representativa de carrapatos adultos e/ou em estágio ninfal de vida livre em áreas de 

risco para a FMB; testes para verificar o período em que o repasto sanguíneo pode 

ser detectado pela técnica, e abordagens que incluíam o agente etiológico da FMB, 

seria muito importante do ponto de vista epidemiológico, como proposto por 

BEKKER et al. (2002). 

  As técnicas podem ser ainda mais refinadas para que haja de forma 

combinada a extração e identificação de DNA da espécie de carrapatos, do agente 

infecciosos e dos hospedeiros no estado de São Paulo. 
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6 CONCLUSÕES 

  

 As sequências foward e reverse dos primers Vf1 e 12S-6 combinado com 

Cricet1 apresentaram maior sensibilidade, especificidade e eficiência, 

permitindo a amplificação por PCR para todas as espécies animais utilizadas 

no estudo. 

 

 É possível identificar o hospedeiro vertebrado para o estágio ninfal do 

carrapato A. cajennense a partir da análise do intestino e conteúdo intestinal 

do artrópode através das técnicas de extração e amplificação de DNA e do 

sequenciamento genômico do material amplificado. 

 

 Foi possível estabelecer um protocolo para análise e determinação do hábito 

alimentar de ninfas a partir do processamento de carrapatos adultos não 

alimentados. 
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