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INVESTIGACAO DE INFECCAO POR Rickettsia spp. EM CARRAPATOS
COLHIDOS EM FRAGMENTOS DE MATA URBANA COM PRESENCA DE
CAPIVARAS (Hydrochoerus hydrochaeris) NO MUNICIPIO DE DOURADOS - MS
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RESUMO

A febre maculosa ¢ uma doenga que vem se destacando dentro das patologias que acometem
seres humanos, sendo esta causada pela bactéria do género Rickettsia cujo principal vetor sdo
os carrapatos do género Amblyomma spp. As capivaras t€m sido associadas ao ciclo dessa
riquetsiose por serem hospedeiras naturais destes parasitas e desta forma constituirem os
vetores da doenga. As capivaras sao amplamente encontradas no territorio urbano da cidade
de Dourados — MS. Diante disso, o presente estudo foi realizado com o objetivo de detectar o
DNA de bactérias do género Rickettsia rickettsii em carrapatos presentes no ambiente. Os
carrapatos foram coletados por meio de armadilhas de CO, e pano de arraste no parque
urbano Arnulpho Fioravanti, em Dourados - MS, local de elevado fluxo de pessoas e morada
de capivaras. Nesse estudo realizou-se a identificacdo da espécie e estagio de vida bem como
a detec¢do do DNA de bactérias do gé€nero Rickettsia por meio do teste de hemolinfa e da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Nos carrapatos coletados, independentemente da
espécie, Amblyomma sculptum (58) e Amblyomma dubitatum (25), ndo foi detectado o DNA
das bactérias do género Rickettsia. Esses resultados indicam que os carrapatos coletados nao
sdo vetores para a febre maculosa brasileira ¢ que as capivaras ali presentes provavelmente
estariam sadias para conviver em ambiente urbano.

Palavras-chave: zoonoses; febre maculosa; Amblyomma.

Rickettsia spp. INFECTION RESEARCH IN TICKS HARVESTED IN URBAN
FOREST FRAGMENTS WITH THE PRESENCE OF CAPIVARAS (Hydrochoerus
hydrochaeris) IN THE MUNICIPALITY OF DOURADOS - MS

ABSTRACT

Spotted fever is a disease that has been standing out among the pathologies that affect human
beings, which is caused by bacteria of the genus Rickettsia whose main vector are ticks of the
genus Amblyomma spp. Capybaras have been associated with the cycle of this rickettsiosis as
they are natural hosts of these parasites and thus constitute the disease vectors. Capybaras are
widely found in the urban territory of the city of Dourados — MS. Therefore, the present study
was carried out with the aim of detecting the DNA of bacteria of the genus Rickettsia
rickettsii in ticks present in the environment. The ticks were collected using CO; traps and a
drag cloth in the urban park Arnulpho Fioravanti, in Dourados - MS, a place with a high flow
of people and home to capybaras. In this study, the identification of the species and life stage
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was carried out, as well as the detection of the DNA of bacteria of the genus Rickettsia
through the hemolymph test and the polymerase chain reaction (PCR). In the ticks collected,
regardless of the species, Amblyomma sculptum (58) and Amblyomma dubitatum (25), the
DNA of bacteria of the genus Rickettsia was not detected. These results indicate that the ticks
collected are not vectors for Brazilian spotted fever and that the capybaras present there
would probably be healthy to live in an urban environment.

Key words: zoonoses; spotted fever; Amblyomma.

INVESTIGACION DE INFECCION POR Rickettsia spp. EN GARRAPATAS
COSECHADAS EN FRAGMENTOS FORESTALES URBANOS CON PRESENCIA
DE CAPIVARAS (Hydrochoerus hydrochaeris) EN EL MUNICIPIO DE DOURADOS -
MS

RESUMEN

La fiebre maculosa es una enfermedad que se viene destacando entre las patologias que
afectan al ser humano, la cual es causada por bacterias del género Rickettsia cuyo principal
vector son las garrapatas del género Amblyomma spp. Los capibaras se han asociado con el
ciclo de esta rickettsiosis, ya que son huéspedes naturales de estos parasitos y, por lo tanto,
constituyen los vectores de la enfermedad. Los capibaras se encuentran ampliamente en el
territorio urbano de la ciudad de Dourados - MS. Por tanto, el presente estudio se realizd con
el objetivo de detectar el ADN de bacterias del género Rickettsia rickettsii en garrapatas
presentes en el entorno del Parque Arnulpho Fioravanti. Las garrapatas se recolectaron
mediante trampas de CO; y un pano de arrastre en el parque urbano Arnulpho Fioravanti, en
Dourados - MS, un lugar con un alto flujo de personas y hogar de capibaras. En este estudio
se llevo a cabo la identificacion de la especie y etapa de vida, asi como la deteccion del ADN
de bacterias del género Rickettsia mediante a la prueba de hemolinfa e reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). En las garrapatas recolectadas, independientemente de la especie,
Amblyomma escultum (58) y Amblyomma dubitatum (25), no se detectd ADN de bacterias del
género Rickettsia. Estos resultados indican que las garrapatas recolectadas no son vectores de
la fiebre maculosa brasilena y que los capibaras presentes alli probablemente serian
saludables para vivir en un entorno urbano.

Palabras clave: zoonosis; fiebre maculosa; Amblyomma.
INTRODUCAO

Os carrapatos sdo ectoparasitas presentes em todo o mundo sendo a principal
caracteristica a hematofagia, parasitando todos os tipos de animais vertebrados (1). A maior
importincia destes artropodes estd relacionada ao grande niimero e variedade de doencas
microbianas que eles podem transmitir aos animais domésticos e aos seres humanos (2).

Neste contexto o parque Arnulpho Fioravanti, em Dourados, Mato Grosso do Sul, causa
preocupagdo para a saude publica, ja que abriga uma grande populagdo de capivaras que vive
tranquilamente sem predadores naturais. A referida apreensao diz respeito ao fato de que estes
animais sdo potenciais hospedeiros de carrapatos do género Amblyomma comumente
relacionado a doencgas que sao transmitidas aos seres humanos (3.4).

Os carrapatos do género Amblyomma (3.5,6) e mais especificamente da espécie A.
sculptum (3), popularmente conhecido como carrapato-estrela, t€ém sido descritos em
literatura parasitando capivaras, sendo essas definidas como hospedeiros amplificadores
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naturais destes parasitas. A espécie A. sculptum ainda é designada como o vetor mais
importante de bactérias como as riquétsias (3.4).

Uma riquetsiose de merecida preocupacdo ¢ Febre Maculosa Brasileira (FMB)
caracterizada por ser uma doenca causada pela bactéria Rickettsia rickettsii transmitida aos
seres humanos pela picada do carrapato infectado (1). A doencga ¢ caracterizada por febre, dor
de cabega, dores musculares, nauseas e vOmitos. A partir do terceiro dia evolui para
manifestagdes cutdneas com surgimento de manchas avermelhadas na pele, conhecidas como
maculas (7), e que se ndo tratada pode levar a morte apresentando taxa de letalidade de 85%
(8).

Diante disso o presente estudo foi realizado com o objetivo de detectar o DNA de
bactérias do género Rickettsia, por meio da PCR, em carrapatos colhidos em parque urbano,
Parque Florestal Arnulpho Fioravanti em Dourados, Mato Grosso do Sul, que possui namero
consideravel de rebanhos de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) consideradas
hospedeiros de predilecdo do parasita bem como por este ambiente ter elevado fluxo de
pessoas.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas colheitas de carrapatos no Parque Florestal Arnulpho Fioravanti,
Dourados-MS, ja que neste habitam um nimero representativo de capivaras que podem ser
normalmente parasitadas por carrapatos e por este estar inserido em uma regido do municipio
estratégica por possibilitar acesso a rodoviaria e centro comercial bem como por receber
elevado niimero de visitantes.

O parque dispde de uma area de 73 ha, estando localizado na regido central da cidade,
entre as coordenadas S 22° 14' 03,10" e W 54° 47' 47,52" ¢ S 22° 13' 34,52" ¢ W 54° 47"
11,12". A precipitagdo média anual varia de 1400 a 1700 mm, sendo novembro, dezembro e
janeiro o trimestre mais chuvoso; a distribui¢do anual das chuvas tem comportamento similar
ao da temperatura, com os meses mais frios (junho, julho e agosto) apresentando também os
menores indices de precipita¢do. O clima da regido ¢ considerado de transi¢ao entre o tropical
e o subtropical e segundo a classificagdo de Koppen ¢ do tipo ar imido com inverno seco,
verdo chuvoso.

No referido trabalho n3o houve captura, transporte ou manipulagdo dos animais
silvestres, apenas a coleta dos carrapatos presentes no ambiente, sendo este experimento
respaldado com a aprovagdo da Comissao de ética no uso de animais da UNIGRAN protocolo
n®014-17.

As coletas dos carrapatos de vida livre foram realizadas por meio de armadilhas de CO;
e arraste de flanela. Para a execugdo da primeira forma de captura foram utilizadas dez
armadilhas de CO,, distribuidas ao longo da area de estudo, com campanhas mensais durante
quatro meses (Fevereiro /2018 — Maio /2018) e um esfor¢o amostral de 10 armadilhas durante
o periodo de avaliagdo. Estas armadilhas consistiram de um tecido branco de
aproximadamente 40x40cm com uma fita dupla face aderida em todo seu perimetro, distando
1 cm das bordas, e no centro foram colocados, aproximadamente, 400 gramas de gelo seco,
que permitiu a emissdo de CO; e assim a atracdo dos carrapatos presentes que ficaram
aderidos a fita adesiva. A execu¢do da técnica de arraste de flanela ocorreu em proximidade
as areas de montagem das armadilhas de CO, mas apenas em locais onde o tipo de vegetacao
permitiu um bom deslocamento para o arraste. Nesta efetuou-se o deslocamento, de
aproximadamente 100 passos, de um tecido de algoddo de cor clara medindo Im de largura
por 1,5m de comprimento sobre a vegetacdo, o que permitiu que os carrapatos presentes
ficassem aderidos a flanela e posteriormente fossem recolhidos com auxilio de pinga.
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Apbés cada campanha de captura dos carrapatos, estes foram armazenados em
recipientes identificados para posterior analise em laboratério. Para tanto os carrapatos
adultos capturados foram transferidos para frascos de vidro devidamente identificados
contendo dalcool 70° GL e em laboratério utilizando-se chave taxondmica apropriada
procedeu-se a identifica¢do (9). Ja as larvas e ninfas foram colocadas vivas em frascos de
acrilico e com tampa plastica perfurada para permitir aeracdo, e consecutivo
acondicionamento em recipiente maior contendo umidade elevada estabelecida pela presenca
de algodao umido para posterior identificagao (10).

Uma por¢do das amostras foi depositada na Colecdo de Carrapatos da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Unigran, no laboratério de Doengas Infecciosas Parasitarias (DIP).
Outra parte foi utilizada no pool de carrapatos empregados na extracdo dos DNAs por meio
da técnica de isoticionato de guanidina. As amostras de DNA foram submetidas a técnica da
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) utilizando-se os primers CS78 e CS323, que
amplificam um fragmento de 401 pares de base (pb) do gene citrato sintase (gltA), comum em
todas as espécies de riquétsias. Quando positiva, a amostra de DNA foi testada para os
primers Rr190.70p e Rr190.602n, com amplicon de 530pb do gene ompA, presente apenas em
riquétsias do grupo febre maculosa (11).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Casos de infestacdes de carrapatos em seres humanos que visitam ambientes com
presenga de mata ¢ mamiferos hospedeiros de carrapatos sdo amplamente relatados em
literatura. Estes casos sdo comumente associados a presenca de capivaras descritas como
hospedeiros de predilecdo de carrapatos do género Amblyomma (3-6) que sdo vetores de
bactérias como a Rickettsia rickettsii (3.4) causadora da FMB (1) endémica no Brasil,
principalmente na regido Sudeste (1,5,6,8), mas ja relatada também no Centro-Oeste (4,11,12).

Corroborando com a informagdo estao descritos na tabela 1 os resultados referentes a
identificacdo taxondmica e espécies de carrapatos colhidos no Parque Florestal Arnulpho
Fioravanti, Dourados - MS. Neste identificou-se a presenca de duas espécies de carrapatos
(Amblyomma sculptum e Amblyomma dubitaum) bem como duas fases de vida destes.

Tabela 1. Espécie, estagio de vida e quantidade de carrapatos recolhidos no Parque Florestal
Arnulpho Fioravanti, Dourados — MS.

Larvas Ninfas Amblyomma sculptum Amblyom dubitatum
120 48 Fémeas Machos Fémeas Machos
30 28 14 11

As duas espécies de carrapatos identificadas ja foram descritas como vetores da doenca
da FMB quando infectados (3,4,11) mas apesar de estes estarem presentes no ambiente nao
foi possivel a detec¢@o de bactérias do género Rickettsia spp, no presente estudo.

Diferente deste resultado, em trabalho realizado no municipio de Campinas — SP,
observou-se que 36% dos exemplares colhidos e analizados por teste de hemolinfa
apresentavam resultado positivo para a bactéria enquanto que por PCR apenas 5,3% (5).
Analisando este resultado, apresentado pelos autores do trabalho realizado em municipio
paulista, para o teste de hemolinfa, esperava-se que houvesse um numero representativo de
resultados positivos pois ja foi relatado o encontro de resultado falso positivo no referido teste;
e quando submeteu-se a andlise de PCR o mesmo nao foi confirmado (12). Sabe-se que a
PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade quando comparada ao teste da hemolinfa
(5.12).
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Atribui-se uma possivel causa da ndo detec¢do de bactérias do género Rickettsia spp. no
presente trabalho devido a pequena quantidade de exemplares colhidos, 83, numero este 95%
inferior ao obtido em trabalho j& conduzido em parque urbano em outra regido brasileira,
considerada como endémica (5). E importante desta maneira salientar que possivelmente a
amostragem da regido ndo foi representativa frente a patologia no ambiente estudado ja que a
area nao ¢ definida como endémica para a doenga (4) e consequentemente haveria a
necessidade de um maior nimero amostral.

Resultado oposto ao obtido no presente trabalho, e em regido também considerada nao
endémica para a doenca, foi o observado em fragmento de mata nativa pertencente a Embrapa
Gado de Corte de Campo Grande — MS. No trabalho efetuado pelos autores (12) houve a
colheita de um nimero cerca de 37 vezes superior ao realizado na presente pesquisa. Este
maior numero de exemplares permitiu que os autores obtivessem maior representatividade da
regido e pudessem dessa maneira identificar na PCR resultado positivo para Rickettsia spp.
gene gltd e ompA (12).

A ndo deteccdo do DNA de bactérias do género Rickettsia spp. ndo exclui a presenga da
doenca da FMB, sendo de grande importancia o monitoramento e controle dos parasitas
carrapatos do género Amblyomma, por ter havido a captura destes no ambiente e se tratarem
de vetores da doenca. Deve-se ainda considerar que a regido de coleta consistiu em parque
habitado por capivaras, animal reconhecido como reservatorio de riquétsias do Grupo da
Febre Maculosa (5), ser um ponto estratégico para a cidade pela proximidade & rodoviaria
municipal e comércio determinando desta maneira, elevada movimentagao de pessoas € risco
de disseminacao da doenca.

Portanto deve-se manter o monitoramento dos agentes da FMB pela presenca de
animais reservatérios e a de vetores no ambiente, aliado ao fluxo de pessoas no local a fim de
evitar futuros casos de Febre Maculosa Brasileira no municipio de Dourados - MS.

CONCLUSAO

Neste estudo ndo foi detectado o DNA de bactérias do género Rickettsia, por meio da
PCR nos carrapatos de vida livre colhidos no Parque Florestal Arnulpho Fioravanti, Dourados
—MS, onde hd um grande nimero de capivaras.
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