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RESUMO

Em 2013 foi registrada pela primeira vez, no estado do Maranhdo, a ocorréncia carrapatos
pertencentes ao complexo Amblyomma maculatum, na mesorregido da Baixada Maranhense. Até
entdo, o ciclo de vida destes ectoparasitas na regido, assim como os hospedeiros relacionados,
permanecia desconhecido. Todas as fases de vida desta espécie dete carrapato podem transmitir
bactérias do género Rickettsia, inclusive aquelas pertencentes ao grupo da febre maculosa, uma das
mais importantes doengas transmitidas por carrapatos que tem como vetor principal carrapatos do
género Amblyomma. Objetivou-se relatar a ocorréncia dos estdgios de vida do carrapato
Amblyomma maculatum sensu lato na Baixada Maranhense, seus hospedeiros e sua relagdo com
Rickettsia. De outubro de 2017 a setembro de 2018 foram realizadas cinco campanhas no municipio
de Bacurituba, Maranhao, localizado na Baixada Maranhense, com intervalo de trés meses entre
elas. Através de armadilhas e conten¢do manual, amostras de sangue e carrapatos foram coletadas
de pequenos mamiferos silvestres ndo voadores e mamiferos domésticos, aves também foram
capturadas e inspecionadas para pesquisa de infestagdo por carrapatos. As amostras de soro foram
testadas para as seguintes espécies de Rickettsia: Rickettisia rickettsii cepa Taiacu, Rickettisa
parkeri cepa At24, Rickettsia amblyommatis cepa Ac37, Rickettisa rhipicephali cepa HIS e
Rickettsia bellii cepa Mogi, pela técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Arrastes de flanelas
foram realizados em todas as campanhas. Caes, equinos, suinos e bovinos estavam parasitados por
formas adultas de A. maculatum s. 1. Aves da espécie Ammodramus humeralis apresentaram
parasitismo por formas imaturas de A. maculatum s. 1. Formas adultas e imaturas de A. maculatum
s. l. foram coletados por meio de arrastes durante quatro das cinco campanhas. Testes moleculares
para deteccao de Rickettsia em espécimes A. maculatum s. 1. foram negativos. Cées, equinos, suinos
e um roedor do género Rattus sororeagiram (titulo > 64) para pelo menos uma espécie de Rickettsia,
com titulos que variaram de 64 a > 4096. As amostras de bufalos e bovinos foram negativas. Esta
pesquisa registra pela primeira vez a ocorréncia de estdgios adultos do carrapato A. maculatum s. 1.
em caes, suinos e bovinos, e formas imaturas em aves, aumentando assim o leque de hospedeiros
deste carrapato na regido, onde antes s6 havia relato de parasitismo em equinos.

Palavras-chave: parasitismos, aves silvetre, btifalos, bovinos.



ABSTRACT

In 2013 it was reported for the first time in the State of Maranhdo ticks of the Amblyomma
maculatum complex, in the meso-region of Baixada Maranhense. Until then, the life cycle of these
ectoparasites in the region, as well as the related hosts, remained unknown. All stages of life of this
tick species can transmit bacteria of the genus Rickettsia, including those belonging to the spotted
fever group (SFG), one of the most important diseases transmitted by ticks, that has as its main
vector, ticks of the Amblyomma genus. The aim of this study was report the occurrence of the life
stages of these ticks in Baixada Maranhense, its hosts and its relation with Rickettsia. The objective
was to report the occurrence of life stages of Amblyomma maculatum sensu lato ticks in the Baixada
Maranhense, its hosts and its relationship with Rickettsia. From October 2017 to September 2018
five campaigns were carried out in the municipality of Bacurituba, Maranhio state, located in the
Baixada Maranhense, with an interval of three months between them. Through traps and manual
containment, serum samples and ticks were collected from small non-flying wild mammals and
domestic mammals; birds were trapped using mist nets and inspected for tick infestation research.
The serum samples were tested for the following species of Rickettsia: Rickettsia rickettsii cepa
Taiagu, Rickettsia parkeri cepa At24, Rickettsia amblyommatis cepa Ac37, Rickettsia rhipicephali
cepa HJ5 e Rickettsia bellii cepa Mogi, by indirect immunofluorescence assay (IFA). Durant all
expeditions the dragging of flannels were performed. Dogs, horses, pigs and cattle were parasitized
by adult forms of A. maculatum s. 1. ticks. Birds of the species Ammodramus humeralis presented
parasitism by immature forms of A. maculatum s. 1. Adult and immature forms of A. maculatum s.
1. were collected in four of the five campaigns. Molecular tests for detection of Rickettsia in
specimens A. maculatum s. 1. were negative. Dogs, horses, pigs and a rodent of the genus Rattus
sororeagiram (>64) for at least one species of Rickettsia, with titers ranging from 64 to > 4096. Buff
and buffalo samples were negative. This research records for the first time the occurrence of adult
stages of the A. maculatum s. 1. tick in dogs, pigs and cattle, and immature forms in birds, thus
increasing the range of hosts of this tick in the region, where before there was only reported
parasitism in horses.

Keywords: parasitism, wild bird, buffaloes, cattle.
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1. INTRODUCAO

O Maranhao € um estado da regido Nordeste do Brasil com trés grandes biomas — Amazonia,
Cerrado e Caatinga, aparecendo no cendrio nacional com uma grande diversidade animal e vegetal
(AB'SABER 1977; DIAS et al., 2009). A microrregido da Baixada Maranhense situa-se na
mesorregido Norte do estado e a Sudoeste da ilha de Sdo Luis do Maranhdo, constituindo um
ecossistema complexo caracterizado por um periodo chuvoso, formando varias lagoas entre 0os meses
de janeiro a junho e um periodo seco entre os meses de julho a dezembro. Esta regido apresenta um
potencial em diferentes dreas como pesca, pecudria, extrativismo vegetal, turismo e ecoturismo
(ALMEIDA, 2013).

Para Sangioni (2003), designar as condi¢des socioecondmicas da populacao, a distribuicdo e
densidade dos vetores como transmissores de agentes patogénicos e os hospedeiros envolvidos sdo
imprescindiveis para o conhecimento da epidemiologia das doengas. Diante disso, as atividades
humanas no campo sobre a vegetacdo tém um importante papel no surgimento e expansdo das
riquettsioses, como observado pelo mesmo autor em drea considerada ndo endémica para FM em Sao
Paulo. O reflorestamento feito com arbustos e a pratica agricola de monoculturas favorecem a
proliferacdo de artropodes devido a formacdo de microclimas favoraveis, os quais geram um
excelente habitat, favorecendo a sobrevivéncia dos ixodideos e mamiferos, hospedeiros dos estadios
imaturos (CARDOSO, 2006).

Mudangas territoriais em espécies de carrapatos vem sendo apontadas e com elas despertando
o interesse de conhecer a atuacdo destes ectoparasitas no novo ambiente (PADDOCK et. al, 2015;
ALLERDICE et al., 2017), pricipalmente quando se trata de espécies que estdo associadas com
agentes patogénicos que ameacem a saide do seres humanos e animais. A inclusdo de hospedeiros
sentinelas, animais mais propensos a serem expostos a determinada espécie de carrapato, assim como
métodos eficazes de captura de carrapatos no ambiente sdo essenciais para uma busca efetiva
(GINSBERG; EWING, 1989; SCHULZE et al., 1997; HAMER et al., 2009; POLITO et al., 2013).
O hospedeiro sentinela ideal vai variar de acordo com o estdgio de vida e espécie de carrapato
envolvida (ESSER et al., 2016).

Segundo Costa (2014), em especial na baixada maranhense, os animais domésticos que vivem
nas dreas rurais estdo frequentemente expostos a diferentes espécies de carrapatos. Esses animais t€ém
contato direto com o ambiente silvestre, seus ectoparasitas e agentes a eles associados, tornando-se
um elo entre este ambiente e o ambiente doméstico. Nas ultimas décadas, as pesquisas em carrapatos
de animais domésticos e silvestres t€m aumentado devido as doengas emergentes e reermegentes

transmitidas por eles, incluindo as riquettsioses, que algumas possuem natureza zoondtica.
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Sabe-se que a incidéncia das riquetisioses nos seres humanos depende da ecologia e
distribuicdo de carrapatos vetores (SANGIONI, 2003), assim torna-se imprescindivel seu
conhecimento, com objetivo de estabelecer normas e prevenir surtos. Estudos soroepidemioldgicos
tém demonstrado que anticorpos anti-Rickettsia estdo presentes em caes e equinos no estado do
Maranhao, tanto no bioma Amazodnico quanto no Cerrado (COSTA, 2011; COSTA, 2014; COSTA
et al., 2017a; AMORIM FILHO et al., 2018). Em 2013 houve o primeiro relato de carrapatos do
complexo Amblyomma maculatum, isto € Amblyoma maculatum sensu lato (s.l.) em equinos, na
Baixada Maranhense (COSTA et. al, 2013); carrapatos comumente relacionados com Rickettsia
parkeri no continente Sul Americano (VENZAL et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007; TOMASSONE
et al., 2010).

Desta forma, conhecer a ocorréncia das fases de vida do carrapato A. maculatum s.1. na
Baixada Maranhense e sua possivel relacio com bactérias do género Rickettsia, seria importante
para para subsidiar acdes da Vigilancia Epidemioldgica frente a estes ectoparasitas e prevenir

possiveis surtos.

2. OBJETIVOS
2.1 GERAL
. Descrever a ocorréncia dos estdgios de vida do carrapato A. maculatum s.l. e sua

relacdo com a Rickettsia em diferentes hospedeiros na microrregido da Baixada Maranhense.

2.2 ESPECIFICOS
. Determinar a ocorréncia do carrapato A. maculatum s.l. em pequenos mamiferos

silvestres, mamiferos domésticos e aves silvestres, e na vegetacao;

. Identificar a presenca de anticorpo anti-Rickettsia no soro dos animais domésticos e
silvestres;
- Detectar Rickettsia spp no carrapato A. maculatum s.1. coletado sobre hospedeiros, e

de vida livre, na area de estudo.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Os carrapatos Ixodideos

Carrapatos sao artrépodes ectoparasitas, membros da classe Arachnida, ordem Acari e
subordem Ixodida (BARROS-BATTESTI, 2006a). Estio classificados em trés familias: Ixodidae,
conhecidos como carrapatos duros, Argasidae, os carrapatos moles, e Nuttalliellidae, que contém
uma unica espécie, Nattalliella namaqua (VIEIRA et al., 2004; MARTINS et al., 2012).

A familia Ixodidae é considerada a maior e mais importante, com cerca de 80% da ixodofauna
descrita no mundo; seguida pela Argasidae, que compreende 211 espécies. Pouco mais de 900
espécies de carrapatos ja foram descritas em todo o mundo (GUGLIELMONE et al., 2010; TRAPE
etal., 2013; BARROS-BATTESTI et al., 2015; MUNOZ-LEAL et al., 2016), destas, 73 jarelatadas
no Brasil (LABRUNA et al., 2016; MICHAEL et al., 2017; MUNOZ-LEAL, 2017; 2018).

Os ixodideos estdo distribuidos por praticamente todo o mundo e durante o ciclo biologico
apresentam fases de vida parasitéria e livre (ANDERSON, 2002; BARROS-BATESTI et al., 2006).
Os estdgios de desenvolvimento dos carrapatos incluem larva hexdpode, ninfa octépode, e adultos
machos e fémeas octépodes, ambos com dimorfismo sexual (OLIVER, 1989; ANDERSON, 2002).
A alimentacdo nos estdgios pOs-embriondrios perdura por diversos dias (SONENSHINE, 1993;
ANDERSON, 2002; BARROS-BATESTI et al., 2006) e as mudas ocorrem no ambiente pds
desprendimento ativo da larva, ninfa , no caso de espécies heteroxenas (VIEIRA et al., 2004), e sob
a pela do hospedeiro, em espécies monoxénicas (SUCEN, 2002). H4 registros de parasitismo destes
artropodes em mamiferos (inclusive o homem), aves, répteis e anfibios (KEIRANS; DURDEN,
2005).

Condicdes climdticas — como temperatura e umidade relativa — latitude, qualidade e manejo
da forrageira que compde a pastagem e presenca de inimigos naturais, COmo insetos, sapos € aves,
influenciam diretamente na duragdo do ciclo biolégico dos carrapatos (VERISSIMO, 2013). A
temperatura ¢ comprovadamente um fator importante na regulacdo do tempo de duracdo de cada
fase de desenvolvimento fora do hospedeiro (BARROS-BATESTI et al., 2006). Como exemplo
podemos destacar que em locais de climas tropicais, como no Brasil, o tempo de uma geracio dura
em torno de 1 a 2 anos, embora nos climas mais frios esta possam durar até 6 anos (MARTINS et
al., 2016). Em locais de clima frio, fémeas ingurgitadas passam maior tempo a procura de um local
apropriado para a deposicao de ovos, sendo este um dos fatores que influenciam para que a duragao
do seu ciclo de vida seja maior, quando comparada a regides de clima quente (BROVINI et al.,

2003).
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Apesar de ndo terem a capacidade de locomog¢do a longas distancias, com formas imaturas
limitando-se a poucos centimetros do local onde emergiram (DANIELS; FISH, 1990) e adultas de
aproximadamente 2 a 10 metros (FALCO; FISH, 1991),0s carrapatos podem ser transportados a
longas distancias por meio de seus hospedeiros, tendo a fauna silvestre um papel essencial na
disseminacdo e adaptacdo deles em diversos tipos de ambientes (MAGALHAES, 1937;
CLOUDSLEY-THOMPSON, 1980).

Mesmo em ambientes indspitos, algumas espécies de carrapatos conseguem se adaptar por
meio de um mecanismo conhecido por diapausa, onde estes artropodes passam por modificagdes no
comportamento que sdo desencadeadas por fatores ambientais que antecedem a chegada de
condig¢des indspitas, e o adequam a enfrentd-las (BRADSHAW; HOLZAPFEL, 2007). No Brasil, a
unica espécie que realiza este fendmeno é o Amblyomma sculptum, sendo ele diferenciado por ter
uma diapausa comportamental e nao fisiologico, o que € um importante fator regulador no ciclo
biolégico dessa espécie (LABRUNA, 2003; CABRERA; LABRUNA, 2009a).

A familia Ixodidae € dividida em doze géneros, o género Amblyomma, Anomalohimalaya,
Bothriocoton, Cosmiomma, Dermacentur, Haemaphiysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus,
Nosomma, Rhipicentor € Rhipicephalus (BARKER; MURRELL, 2004). O primeiro é composto por
130 espécies, dentre as quais 32 ja foram relatadas no Brasil e em sua maioria possuem importancia
para a Satide Publica e animal por serem transmissoras de patogenos (BARROS-BATTESTI et al.,
2006a; DANTAS-TORRES et al., 2009; LABRUNA; VENZAL, 2009a; NAVA et al., 2012; 2014;
BARROS-BATTESTI et al., 2015; KRAWCZAK et al., 2015). No geral, carrapatos estdo entre os
vetores invertebrados que transmitem uma maior variedade de patégenos para os seres humanos e

animais (JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

ApOs diversas discussoes a respeito da confirmacdo de espécies em determinadas regides
geograficas, houve a necessidade de distribuir os carrapatos em complexos, com intuito de
compreender os modos de especiacdo. O género Amblyomma possui dois complexos: Amblyomma
maculatum e Amblyomma cajennense. Cada um deles € composto por espéscies de carrapatos que
compartilham de caracteristicas similares. No Brasil, é registrado a ocorréncia de duas espécies do
complexo A. cajannense: o Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s.) € o Amblyomma sculptum

(MARTINS, 2014).

3.1 Complexo Amblyomma maculatum
O complexo A. maculatum é composto por trés espécies de carrapatos: Amblyomma

maculatum, Amblyomma tigrinum e Amblyomma triste, morfologicamente similares entre si, 0 que
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confunde sua distribuicdo nas Américas (ESTRADA-PENA et al., 2005; MERTINS, et al., 2010;
ABARCA etal., 2012). As duas tltimas vém sendo relacionadas a América do Sul, embora o A. triste
jé tenha sido identificado em espécimes histéricos no México; e o A. maculatum, ao Estados Unidos,
América Central e alguns locais da Coldmbia e Venezuela (EVANS et al., 2000; ESTRADA-PENA
et al., 2005; GUZMAN-CORNEIJO et al., 2006).

Ha registros de carrapatos do complexo A. maculatum em varias regides do Brasil: A. tigrinum
e A. triste nas regides Centro-Oeste e Sudeste, distribuidos em alguns estados, e A. maculatum s.1. foi
descrito pela primeira vez na regido Nordeste, no estado do Maranhdo, em 2013 (SZABO et al., 2003;
SILVEIRA et al., 2007; MELO et al., 2015; SILVA et al., 2015; BARBIERI, 2016; COSTA et al.,
2013). Em 2015 foi relatado pela primeira vez a espécie A. maculatum parasitando bufalos no Brasil

(SILVA et al., 2015).

Com ciclo de vida trioxéno, estes carrapatos t€ém preferéncia por determinados hospedeiros de
acordo com seu estdgio de vida: as larva e ninfas, sdo relacionados com aves e pequenos mamiferos
silvestres, enquanto as fases adultas parasitam uma variedade de hospedeiros, dependendo da espécie
de carrapato envolvida, entre grandes mamiferos doméstico e silvestres (TEEL et al., 2010; DUELL
et al., 2013; FLORIN et al., 2014). Esses carrapatos necessitam de trés hospedeiros para completar
seu ciclo de vida (ANDERSON, 2002).

Cavalos e suinos foram descritos como hospedeiros primdrios de A. maculatum na América
do Norte, sendo considerados bons hospedeiros sentinelas para estdgios adultos deste carrapato
(FORRESTER et al.,1996; TEALL et al., 2010; HERTZ et al., 2017; MERRILL et al., 2018);
enquanto que o A. triste no Brasil tem como hospedeiro primario o veado do pantanal (Blastocerus
dichotomus), com relatos também em antas (Tapirus sp.), capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris),
cdo doméstico, equinos e tamandud-bandeira (Myrmecophaga tedractyla) (LABRUNA et al.,
2002a; SZABO et al., 2003; GUGLIELMONE et al., 2003, 2013; GUZMAN-CORNEJO et al.,
2006; VENZAL et al., 2008; MERTINS et al., 2010; BARBIERI, et al., 2018). Parasitismo em seres
humanos foram relatados desde o inicio da década de 1940 por carrapatos pertencentes ao complexo
A. maculatum (COOLEY; KOHLS, 1944), consideradas espécies agressivas para este hospedeiro e
tendo o A. triste como principal espécie de carrapato que infesta humanos nos paises do cone Sul
(VENZAL et al., 2004; GUGLIELMONE et al., 2006).

O A. maculatum é ativo durante final do verao e inicio do outono, € normalmente encontrado
em dreas de pastagens diretamente iluminadas pelo sol, com altos niveis de umidade e chuvas fortes

(YODER et al., 2008; GLEIM et al., 2016). A. triste ¢ A. maculatum tém sido relacionados com
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zonas Umidas e propensas a inundacdes (SZABO et al., 2003; SZABO et al., 2007; VENZAL et al.,
2008; NAVA et al., 2011); porém, estas espécies recentemente foram relatadas em uma regido de
clima semidrido, ambiente considerado atipico para estas espécies, considerando os relatos
disponiveis na literatura(ALLERDICE et al., 2017). Paddock e Goddard (2015) defendiam que a
distribuicdo geografica de carrapatos nao € fixa, podendo se expandir ou diminuir em intervalos de
tempo relativamente curtos, o que pode acontecer devido a uma real mudanca na “expansdo
territorial” do artrépode, ou pela descricdo erronea de espécies similares. Segundo Dantas-Torres
(2015), as mudangas climdticas poderiam interferir na ampliacdo territorial de algumas espécies.

Inicialmente conhecido apenas pelo prejuizo econdmico causado em bovinos nos Estados
Unidos, o A. maculatum foi posteriormente relacionado com diversos patdgenos em outros locais
do mundo (BURGDORFER et al., 1988; SPIELMAN et al., 1993; PADDOCK et al., 2007). Foi a
primeira espécie na qual houve relato de R. parkeri, bactéria patogénica para os seres humanos
(PARKER et al, 1939; PARKER, 1940). Atualmente sabe-se que os carrapatos que pertencem ao
complexo A. maculatum, podem albergar esta bactéria, assim como transmiti-la para seres humanos
(VENZAL et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007; NAVA et al., 2008; TOMASSONE et al., 2010;
FLORES-MENDONZA et al., 2013).

As aves silvestres sdo hospedeiros importantes para a manuten¢do e dispersdo de estagios
imaturos de carrapatos do género Amblyomma, que € considerado o principal género parasitando
aves no Brasil. Por meio da migragdo, as aves levam consigo carrapatos e agentes etioldgicos a eles
associados, onde podemos destacar as bactérias do género Rickettsia (OGRZEWALSKA et al.,
2011a; LUZ; FACCINI, 2013; FLORIN et al., 2014).

3.2  Geénero Rickettsia

Riquétsias sdo cocobacilos, intracelulares obrigatérios, Gram-negativas, da ordem
Rickettsiales e familia Rickettsiaceae (RAOULT; ROUX, 1997; DUMLER, 2001). O género
Rickettsia atualmente € composto por 27 espécies, dentre as quais 17 s@o capazes de infectar seres
humanos (FANG et al., 2017). Elas estdo classicamente divididas em grupos: o grupo tifo (GT),
composto por Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, associadas com os piolhos e pulgas,
respectivamente. O grupo da febre maculosa (GFM) inclui mais de 25 espécies vilidas,
principalmente associadas a carrapatos, com excecdo da R. felis, que é associada com pulgas
(PAROLA et al., 2005; PAROLA, 2011; FANG; WALKER, 2017), grupo transicional (TRG), o
grupo Rickettsia canadense, e o grupo Rickettsia bellii (WEINERT et al., 2009; PAROLA et al.,

2013). Somente o GT e o GFM possuem espécies patogénicas.
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Os carrapatos se infectam alimentando-se em animais com a bactéria circulante. Apds
contaminados, podem também infectar animais ¢ o homem, sendo este dltimo um hospedeiro
acidental. Os carrapatos t€m capacidade de propagar essas bactérias por transmissdo transovariana
e perpetuacao transestadial (BURGDORFER; BRINTON, 1975; MCDADE; NEWHOUSE, 1986).
Animais silvestres e domésticos ja foram descritos como hospedeiros de Rickettsia sp. (MOREIRA;
MAGALHAES, 1937; LABRUNA, 2009b; JORGE et al., 2010). O cdo e o cavalo sdo dois
importantes hospedeiros domésticos, considerados hospedeiros sentinelas para R. rickettsii e R.
parkeri (SANGIONI et al., 2005; POUBEL et al., 2018; LADO et al., 2015). Hospedeiros sentinelas
sdo animais com maior suseptibilidade a um determinado patégeno e que, devido a isto, sua infeccao
serve de alerta para casos humanos ou em outros animais, de uma determinada doenca, e € ainda

utilizado como modelo para elabora¢cdo de um plano de medidas que visem eliminagdo ou controle

da doenca (VALADARES, 2015).

Como hospedeiros silvestres podemos destacar os pequenos e grandes roedores silvestres,
comos OS ratos € as capivaras, respectivamente, com papel importante na manutengdo destas
bactérias, agindo como amplificadores por serem altamente proliferos, serem abundantes em &reas
endémicas para a febre maculosa (FM), serem hospedeiros primdrios do carrapato vetor, serem
susceptiveis a Rickettsia e desenvolverem riquetsemia por alguns dias (HORTA et al., 2009;

LABRUNA, 2009).
3.3 Febre maculosa brasileira (FMB)

Bactérias do GFM sdo relatadas por todo o mundo e tem distribui¢do geografica de acordo
com seus vetores envolvidos (PAROLA, 2011). A gravidade dos sinais clinicos varia de acordo com
a espécie envolvida, costumando ser inespecificos e dificeis de diferenciar de febres causadas por
outras bactérias e até por virus (VALBUENA, 2015). A FM € uma doenca febril aguda causada por
riquétsias do GFM sendo a doenca mais importante transmitida por carrapatos na América do Sul
(HORTA et al., 2004; LABRUNA, 2009b). No Brasil, os carrapatos do género Amblyomma sdo os

principais vetores envolvidos na transmissdo destes patdgenos (LEMOS, 2013).

A febre maculosa brasileira (FMB), € uma das mais importantes doencas transmitidas por
carrapatos e tem como agente causador a Rickettsia rickettsii (PINTER; LABRUNA, 2006) levando
o individuo acometido a sinais clinicos graves, incluindo casos fatais (PADDOCK, et al., 2016).
Porém, R. parkeri sensu stricto e R. parkeri cepa Mata Atlantica também estao relacionadas com FM
no Novo Mundo, levando a sintomatologias mais brandas, com febre, escara de inoculagdo e

linfadenopatia (SPOLIDORO et al., 2010; KRAWCZAK et al., 2016; ROMER, et al., 2011; 2014).
22



Espécies de riquétsias isoladas no Brasil - R. ritckettsi, R. parkeri, R. amblyommatis, R.
rhipicephali e R. belli - LABRUNA et al., 2004c; LABRUNA et al., 2005a; PINTER; LABRUNA,
2006; SILVEIRA et al.,2007) vem sendo apontadas em inquéritos sorolégicos em algumas espécies
de animais, em vdrios estados do pais. No Maranhdo, estudos tém demonstrado que R.
amblyommatis, R. belli ou uma cepa muito préxima a elas, estdo circulando em animais domésticos

(COSTA et al., 2015; AMORIM FILHO et al., 2018).
3.4  Rickettsia parkeri e o complexo Amblyomma maculatum

Em 1939, durante uma expedi¢do nos Estados Unidos, Dr. R. R. Parker e colaboradores
isolaram do carrapato A. maculatum uma espécie de Rickettisa do GFM, anteriormente desconhecida,
no momento designada “agente maculatum”, de patogenicidade a ser melhor investigada (PARKER
et al, 1939; PARKER, 1940). Anos depois foi designada como R. parkeri, e em 2004 confirmado sua
patogenicidade para seres humanos (LACKMAN et al. 1965; PADDOCK et al., 2004), mesmo ano
em que houve seu primeiro relato no continente Sul Americano, em A. triste no Uruguai (VENZAL
et. al, 2004). Atualmente sabe-se que também os outros carrapatos pertencentes ao complexo A.
maculatum sao hospedeiros desta bactéria neste continente (VENZAL et al., 2004; SILVEIRA et al.,
2007; NAVA et al., 2008; TOMASSONE et al., 2010; FLORES-MENDONZA et al., 2013).

Nieri-Bastos et al (2013) relataram que para a manuten¢do de R. parkeri na natureza, parece
ser essencial a presenca de hospedeiros amplificadores, devido ao efeito deletério que a bactéria
causou em ninfas ingurgitadas de A. triste em estudo laboratorial, o que causaria o seu
desaparecimento na populacdo de carrapatos a longo prazo. H4 bastante tempo sabe-se que formas
de larva, ninfa e adultos de carrapatos conseguiam transmitir algumas bactérias do género Rickettsia
durante o repasto sanguineo (COMER, 1991), mas somente em 2013 isto também foi comprovado
em relacdo a R. parkeri (NIERI-BASTOS et al., 2013). A transmissdo transovariana e transestadial
desta espécie de Rickettsia também ja foi descrita em carrapatos A. triste e A. americanum
(GODDARD, 2003; NIERI-BASTOS et al., 2016).

Na América do Sul, R. parkeri ja foi detectada em A. maculatum no Peru (FLORES-
MENDOZA et al. 2013), em A. triste da Argentina, Brasil e Uruguai, e em carrapatos A. tigrinum
da Argentina, Bolivia, e Uruguai, refletindo uma estreita associacdo entre esta espécie de Rickettsia
e carrapatos do complexo A. maculatum neste continente (VENZAL et al. 2004; 2012; SILVEIRA
et al. 2007; NAVA et al. 2008a; TOMASSONE et al. 2010; CICUTTIN; NAVA 2012; ROMER et

al. 2014). Casos clinicos em seres humanos causados por R. parkeri ja foram descritos na Argentina,
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Uruguai e Brasil (CONTI—DfAZ et al, 2009; SPOLIDORO et al., 2010; ROMER et al., 2011;
PORTILLO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018).

Cepas filogeneticamente proximas a R. parkeri (R. parkeri cepa Mata Atlantica, R. parkeri
cepa NOD, R. parkeri cepa Parvitasum) ja foram detectadas em outras espécies de carrapatos na
América do Sul: Amblyomma ovale, Amblyomma aureolatum, Amblyomma nodosum, Amblyomma
parvitarsum (OGRZEWALSKA et al., 2009b; SPOLIDORO et. al, 2010; SZABO, et al., 2013;
NIERI-BARROS et al., 2016; OGRZEWALSKA et al., 2016). Posteriormente foram descritas
como linhagens Sul-americanas de R. parkeri e divididas em quatro clados: Clado Al, que ¢é
subdividido por cepas de R. parkeri (s.s.) relacionadas com A. maculatum da América do Norte, e
aquelas relacionas com A. triste da América do Sul; clado B com a cepa NOD, relacionada com A.
nodosum; clado C com cepa parvitarsum, relacionada com A. parvitarsum; e o clado D cepa Mata
Atlantica, relacionada com os carrapatos A. ovale e A. aureolatum (NIERI-BASTOS et al., 2018).
R. parkeri e R. parkeri cepa Mata Atlantica sdo apontadas como causadoras de doenga clinca em
seres humanos no Brasil (SPOLIDORO et al., 2010; KRAWCZAK et al., 2016).

Levando em consideracdo as andlises historicas e a diversidade de espécies de carrapatos em
que a R. parkeri tem sido relatada na América do Sul, sugere-se que esta espécie de Rickettsia tenha
se originado nesse continente e de la se irradiado, por meio de carrapatos do género Amblyomma,
para a América do Norte (BALASHOV, 1994; SMITH, 2010; BEATI et al., 2013; NIERI-BASTOS
et al., 2108). No Novo Mundo, de acordo com relatos pré-existentes, pode-se inferir que R. parkeri
s.s. foi primariamente associada com carrapatos do complexo A. maculatum e até o momento

mantém-se esta relacdo (NIERI-BASTOS et al., 2018).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 COMITE DE ETICA E LICENCA DO SISBIO E SEMA

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal da
Universidade estadual do Maranhdo sob nimero 29/2017, Licenca SISBIO 596671 e Licenca
SEMA processo sob o numero 49252/2018.

4.2 AREA DE ESTUDO

O estado do Maranhdo atualmente € dividido geopoliticamente em 217 municipios,
distribuidos em cinco mesorregides geograficas — Norte Maranhense, Leste Maranhense, Oeste
Maranhense, Centro Maranhense e Sul Maranhense. O estado situa-se numa zona de transi¢do dos

climas semi-dridos do interior do Nordeste para os superimidos equatoriais da Amazonia. A
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Baixada Maranhense esté localizada no extremo norte do estado e abrange 21 municipios, dentre
eles o municipio de Bacurituba, onde ocorreu o primeiro relato no estado de carrapato pertencente

ao complexo A. maculatum e, por isso, € nossa area de estudo (COSTA et al., 2013).
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Figura 1 - Mapa da localizagdo geografica do municipio de Bacurituba do Estado do Maranhédo

A Baixada Maranhense possui um ambiente caracterizado por condi¢des climaticas imidas e
quentes, relevo plano, vasta rede hidrografica e extensas planicies fluviais inundaveis. Todas essas
caracteristicas ambientais peculiares formam um complexo de ecossistemas composto por
vegetacdo e fauna diversificada que assume importancia social para a populacdo local, que apesar
de uma parcela expressiva viverem em centros urbados do municipio, possuem fortes tragos rurais
(CONCEICAO; MOREIRA; FARIAS FILHO, 2012; FILHO, 2013).

As dreas inunddveis, assim como os campos naturais da regido, sdo ambientes ecologicamente
comoplexos, integrados principalmente por lagos rasos que ocupam toda a extensdo dos campos

abertos, quando no transbordamento dos rios, por lagoas marginais e também por importantes
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sistemas lacustres permenentes (PINHEIRO, 2003). A sua dindmica natutal envolve dois periodos
distintos, um periodo chuvoso, que acontece de janeiro a junho, onde os rios perenes transbordam e
inundam os campos, e um periodo de estiagem, que acontece de julho a dezembro, onde os campos

ficam secos, favorecendo o aparecimento da vegetacdo, que € constituida principalmente de

gramineas e ciperdceas (COSTA NETO, 1990).

Figura 2 — Campo de captura de pequenos mamiferos silvestres ndo voadores durante a primeira
campanha (A). O mesmo campo da figura A, agora durante a terceira campanha (B).

4.3 COLETA DE AMOSTRAS

Foram realizadas cinco campanhas, com duracdo de cinco dias cada, e intervalo de
aproximadamente trés meses entre elas: a primeira em outubro de 2017, segunda em janeiro de
2018, terceira em abril de 2018, a quarta em julho de 2018 e a quinta em setembro de 2018 (figura
2). Durante as campanhas, mamiferos domésticos, pequenos mamiferos silvestres e aves foram
amostrados para coleta de sangue e/ou de carrapatos do complexo A. maculatum. Também foram

coletados carrapatos do ambiente.

4.3.1 COLETA DE CARRAPATOS NO AMBIENTE

Carrapatos foram coletados do ambiente através de arraste de flanela, conforme previamente
descrito por Terrassini et al. (2010). O arrastre foi realizado em area préxima ao local de captura de
pequenos mamiferos silvestres, em um raio de aproximadamente 100 metros. Foram considerados
os esforcos de captura arrastando flanelas (Ol metro de largura por 02 metros de comprimento) por
dois investigadores, num periodo de 20 minutos cada. Todos os carrapatos imaturos (larvas e ninfas)
foram conservados em etanol a 96%, e os adultos, sempre que possivel, mantidos vivos até chegarem
ao laboratorio de Doengas Parasitarias da FMVZ/USP para identificagdo e realizacdo dos testes de

hemolinfa nos espécimes vivos. Apds o teste, as patas retiradas de cada carrapato foram utilizadas
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para andlise molecular e o restante congelado a -80°C para posterior tentativa de isolamento de
Rickettsia.

Ocasionalmente, carrapatos que subiam nos pesquisadores durante o arraste de flanelas foram
coletados de acordo com o que foi descrito acima, e neles também realizado testes para deteccao de

Rickettsia.

4.3.2 CAPTURA DE ANIMAIS, COLETA DE SANGUE E DE CARRAPATOS

Durante as campanhas, todos os animais inclusos no estudo foram minunciosamente
inspecionados quanto a presenca de carrapatos. Os carrapatos A. maculatum s.1. foram coletados e
mantidos vivos em uma estufa de CO, os adultos que morreram e as formas imaturas, foram
armazenados em etanol a 96%. Todos os animais domésticos inclusos no trabalho viviam dentro,
ou nos arredores dos campos onde foram colocadas as armadilhas para pequenos mamiferos

silvestres e as redes de neblina. Esses animais foram coletados por conveniéncia.
PEQUENOS MAMIFEROS SILVESTRES NAO VOADORES

Para a captura dos pequenos mamiferos utilizou-se, por quatro noites consecutivas, 20
armadilhas do tipo livetrap Tomahawk e 5 gaiolas do tipo Sherman’s, colocadas a intervalos de 10-
20m entre elas, devidamente identificadas com fitas de marcacdo enumeradas de 1 a 25. Utilizou-
se como isca uma mistura de pasta de amendoim, aveia, sardinha e banana, conforme previamente
descrito por SZABO et al. (2013). As armadilhas foram inspecionadas todos os dias as 06:30 da
manha, aquelas com animais capturados eram retiradas e levadas juntamente com o animal para o
local onde realizava-se a coleta de amostras. As 17:00hs da tarde do mesmo dia — com excessdo do

dia cinco — todas as armadilhas rearmadas e as iscas repostas.

Os animais capturados foram anestesiados com quetamina (50mg/Kg) e xilazina (20mg/Kg),
por via intra-muscular para a coleta de sangue e inspecdo visual para coleta de carrapatos. Os
animais foram fotografados e realizada a mensuragdo das seguintes estruturas: comprimento total,
comprimento da cauda, pé com garra, pé sem garra, comprimento da orelha e peso total. A ficha de

identificacdo segue no ANEXO 1.

Devido a mudanca climdtica e consequente alagamento de certos pontos do campo de coleta,
o local de disposi¢do das armadilhas foi alterado conforme a necessidade, em alguns momentos
sendo necessdrio utilizar-se de canoas para acessa-lo. Essas alteragdes nao ultrapassaram os limites

pré-estabelecidos, desta foma ndo comprometendo o objetivo principal da pesquisa.
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ANIMAIS DOMESTICOS

O quantitativo de animais domésticos inclusos no trabalho foi por conveniéncia. Amostras de
sangue foram colhidas de caes, equinos, bufalos, bovinos e suinos, apds contencao manual ou com
uso de cordas. Foi realizado a venopunc¢do das veias jugular ou cefdlica, de acordo com a espécie
animal e necessidade, o sangue coletado em tubos de 3ml sem EDTA (Acido etileno-diamino-
tetracético) com intuito de haver separacdo do plasma e soro. Logo apds a coleta, o sangue era
centrifugado, o soro armazenado em microtubos e congelado. O transporte foi realizado em caixa
de isopor com gelo até o Laboratdrio de Paraitologia do Prédio dos Laboratérios Multiusudrios da
Pés-Graduacdo (LAMP) da Universidade Estadual do Maranhdo, onde fora armazenado para
posteriores testes. Todos os animais foram inspecionados e os carrapatos coletados quando

observada a infestagdo.
AVES SILVESTRES

Foram escolhidas dentro do raio de 20 metros de proximidade do campo de coleta de pequenos
mamiferos silvestres para a disposi¢ao das redes de captura das aves. Utilizou-se 10 redes de neblina
de 2,5m x 12m, com malha de 36 mm. Durante cada campanha a captura foi realizada por um dia e
meio. As redes foram abertas nos horarios de pico de atividade das aves, das 06:00h da manha e
fechadas 17:00, no primeiro dia, e no segundo foram fechadas ao meio dia. Para o calculo de esfor¢o
de captura foi usado como referéncia Roos (2010) onde: E = (4rea da rede) x (tempo de exposi¢io)
X (nuimero de redes). As vistorias das redes armadas foram feitas a cada uma hora. As aves foram
identificadas utilizando-se o Guia de Campo Avis Brasillis — Avifauna Brasileira e, quando possivel,

determinado o sexo. Inspecao visual foi realizada para a coleta de espécies de carrapatos.

4.4 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DOS CARRAPATOS

A confirmacio da identificacdo morfoldgica dos carrapatos coletados foi realizada, no caso
de ninfas e adultos, segundo Martins et al. (2010) e Barros-Battesti et al. (2006a), respectivamente.
Os estdgios de larva, foram identificados por métodos moleculares, através de extracdo de DNA e
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para um fragmento do gene mitocondrial 16S rDNA segundo
Mangold et al. (1998). Os produtos da PCR formam sequenciados em sequenciador automatico
(AppliedBiosystems/PerkinElmer, Foster City, CA), conforme instru¢cdes do fabricante e as
sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de carrapatos disponiveis no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para identificacdo da espécie. Uma amostra de carrapatos de cada
espécie foi depositada na Colecdo Nacional de Carrapatos “Danilo Gongalves Saraiva” (CNC) do

Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saide
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Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), da Universidade de Sao Paulo e
outra na Colecdo de Ixodideos e Argasideos do Nordeste CIANE, do Laboratério de Parasitologia do
Prédio dos Laboratérios Multiusuarios da Pds-Graduagao (LAMP) da Universidade Estadual do
Maranhao.

4.5 DETECCAO DE Rickettsia NOS CARRAPATOS
TESTE DE HEMOLINFA

O teste de hemolinfa foi realizado no Laboratério de Doencas Parasitdrias FMVZ-USP em
todos os carrapatos mantidos vivos como forma de triagem, com o objetivo de identificar organismos
morfologicamente compativeis com bactérias do género Rickettsia nos hemdcitos (BURGDORFER,
1970). Para cada carrapato, a porcao distal de uma das patas dianteiras foi cortada com tesoura e uma
a duas gotas de hemolinfa foram colhidas em laminas de vidro de 12 pogos, previamente limpas e
desengorduradas, sendo um pogo para cada carrapato. Apos este procedimento, os carrapatos foram
acondicionados individualmente em microtubos de 1,5ml e mantidos congelados a -80°C para
posterior tentativa de isolamento de Rickettsia sp. As 1aminas foram fixadas a temperatura ambiente,
coradas com corantes fucsina e verde malaquita através do método de Gimenez (1964) e examinadas

ao microscopio 6ptico com aumento de 1000x com 6leo de imersdo.

As patas retiradas de cada carrapato foram armezanadas em microtubos e utilizadas para testes

moleculares, igualmente todos os carrapatos conservados em etanol a 96%.
EXTRACAO DO DNA

Os carrapatos mantidos em etanol a 96% foram descongelados e secados em temperatura
ambiente. Nas patas provenientes dos carrapatos que foram submetidos ao teste de hemolinfa
também foi realizado a extracdo de DNA. A extracdo de DNA ambas as amostras foram realizadas
de acordo com o protocolo Isotiocianato de Guanidina (GT) previamente modificado
(CHOMEZYNSKI, 1993). Neste caso, cada amostra foi colocada em um microtubo contendo 150
puL de tampao TE (Tris HCl 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, pH 7,4) e triturado com ponteira
queimada, apds sofrer pequenos furos através de uma agulha estéril. Em caso de fases imaturas,
estas foram separadas em “pols” e assim processadas. Em seguida, foram homogeneizados no vortex
por 10 segundos e centrifugado por 6 segundos. Foi entdo adicionado 450 pL. de GT e incubado por
10 minutos em temperatura ambiente homogeneizando brevemente no vortex a cada dois minutos.
Posteriormente, 100 pL de cloroférmio foram acrescentados, fazendo a inversao deste por algumas

vezes e deixando descansar por dois minutos. O microtubo foi entdo centrifugado a 12.000 g por
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cinco minutos para separar a fase aquosa, a qual foi pipetada e transferida para outro microtubo
previamente identificado. Serdo incorporados a fase aquosa 600 pL de isopropanol com posterior
incubacgdo a -20°C de duas a 18 horas. Na etapa seguinte, o microtubo foi centrifugado a 12.000 g a
4°C por 15 minutos, o sobrenadante descartado e adicionara-se 800 pL de etanol a 70%. Novamente
o microtubo foi centrifugado a 12.000 g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e
o pellet no microtubo ficando aberto até a secagemse, a 56°C por 15 minutos no termobloco. O
pellet foi ressuspendido em TE, de 60 uL de acordo com a necessidade, sendo incubado novamente,
porém com o microtubo fechado, a 56°C por 15 minutos no termobloco. O microtubo contendo

DNA foi armazenado a -20°C até sua utiliza¢do na PCR.
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE

A presenga de riquétsia nos carrapatos foi avaliada individualmente através da amplificacao
de um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (g/tA), presente em todas as espécies de

Rickettsia.

O gene da proteina externa de membrana 190-kDa (ompA), presente apenas nas Rickettsias
do grupo da febre maculosa, foi utilizado para a confirmacdo do agente nas amostras positivas na
primeira reagdo, empregando-se oligonucleotideos iniciadores Rr190.70 e Rr190.602 que
amplificam fragmentos de aproximadamente 532pb e/ou 632pb, respectivamente (REGNERY et
al., 1991; ROUX et al., 1996; FOURNIER et al., 1998). Para cada reac@o foram utilizados controles
negativos (dgua MilliQ livre de DNA) e positivos (DNA de Rickettsia vini). Os oligonucleotideos

iniciadores (“primers”) estdo representados no quadro 1.

Quadro 1. Lista dos primers utilizados nas rea¢des da PCR para a identificacdo das riquétsias nos carrapatos.

Gene Especificidade | Sequéncia de primers (5° 2 3°) Fragmento | Referéncia
alvo e amplificado
pares (pb)

de
primers
gltA Género GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401 Labruna et
CS-78 Rickettsia GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT al., 2004a
CS- 323
ompA Grupo da febre | ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 532 Regnery et
Rr maculosa AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT al., 1996
190.70
Rr
190.602
ompA Grupo da febre | ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 632 Roux et al.,
Rr maculosa GTTCCGTTAATGGCAGCATCT 2000
190.70
Rr
190.701
*Exceto algumas espécies dos grupos basais (Ex. R. bellii).
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A reacdo de amplificacdo para o gene gltA foi realizada em microtubos de 200uL adicionando
2,5uL de DNA extraido acrescido de 22,5uL de Mix (12,6uL de agua de miliqui; 4ul. de Buffer
[200mM Tris pH 8.4, 500 mM Kcl, Invitrogen®]; 2,5uL de dNTP [Invitrogen®]; 1,25uL de cada
primer; 0,75uL de Cloreto de Magnésio [50 mM, Invitrogen®]; e 0,15ul de Taq polimerase
[Invitrogen®]), para um volume total de 25uL de solugao. O protocolo térmico utilizado para o gene
gltA, realizado em termociclador Mastercycler Gadient (Eppendorf®), foi o seguinte: 1 ciclo a 95°C
por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C, 40 segundos 45
a72°C, e 7 minutos a 72°C. A rea¢do de amplificac@o para o gene ompA foi realizada em microtubos
de 200uL adicionando 2,5uL de DNA extraido acrescido de 22,5uL. de Mix (10,85uL de 4dgua de
miliqui; 2,5uL de Buffer [200mM Tris pH 8.4, 500 mM Kcl, Invitrogen®]; SuL de dNTP
[Invitrogen®]; 1,5uL de cada primer; 0,75uL de Cloreto de Magnésio [50 mM, Invitrogen®]; e
0,15uL de Taq polimerase [Invitrogen®]), para um volume total de 25uL. de solugdo. Para o gene
ompA foi realizado o seguinte protocolo térmico: 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, seguidos por 35
ciclos de 40 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C, 45 segundos a 72°C, com extensao final por 10

minutos a 72°C.
ELETROFORESE

Os produtos da reacdo de PCR foram visualizados com aparelho de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (100 ml TBE 0,5%; 2,0g agarose UltraPure™ Agarose Invitrogen™), em cuba
horizontal e tampao TBE 0,5X (0,045 M Tris-borato; 0,001 M EDTA pH 8,0) submetida a voltagem
de 1 a 10 V/cm durante 30 minutos. A revelacdo foi feita com Syber Safe de acordo com as

especificagcdes do fabricante e a visualizacdo das bandas em transiluminador ultravioleta.
4.6 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Os soros de todos os pequenos mamiferos silvestres e animais domésticos capturados foram
descongelados em temperatura ambiente no momento da realizagdo do teste e processados pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta — RIFI, usando 1aminas de antigeno produzidas no laboratério
de Doencas Parasitarias da FMVZ/USP para cinco riquétsias isoladas no Brasil: R. rickettsii cepa
Taiacu (PINTER; LABRUNA, 2006), R. parkeri cepa At24 (SILVEIRA et al., 2007), R.
amblyommatis cepa Ac37 (LABRUNA et al., 2004c), R. rhipicephali cepa HI5 (LABRUNA et al.,
2005a) e R. bellii cepa Mogi (PINTER; LABRUNA, 2006), seguindo protocolo previamente
descrito por Horta et al. (2004). Em cada 1amina, soros conhecidamente negativos e positivos foram

utilizados como controles, de acordo com a espécie de hospedeiro a ser testada. Os soros reativos
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na diluicdo 1:64 para qualquer espécie de riquétsia foram testados em diluicdes seriadas (1:64,
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048...) para determina¢do do titulo final de reatividade. Os soros
que demonstraram para uma determinada espécie de riquétsia um titulo quatro vezes maior que para
as demais espécies testadas, foram considerados homélogos para a primeira espécie de riquétsia,

conforme padrdes previamente definidos (HORTA et al. 2004).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 QUANTITATIVO DE ANIMAIS AMOSTRADOS E MATERIAL COLETADO

Foram coletadas amostras sanguineas de vinte e seis caes domiciliados e semi-domiciliados,
que tinham acesso aos campos e alguns utilizados para caca; vinte e um equideos, sendo vinte
“cavalos baixadeiros”, que sdo abundantes na regido, e um asinino, ambos criados em sistema
extensivo e utilizados para trabalho no campo; quinze suinos; vinte e cinco bufalos; e dez bovinos,
ambos criados em sistema extensivo. Os animais domésticos da regido vivem em contato direto com
o ambiente silvestre devido ao seu sistema de criagdo, desta forma, sdo expostos a ectoparasitas
comumente encontrados no meio silvestre, consequentemente carreando-os, assim como seus agentes
associados, para o ambiente doméstico, agindo como ponte entre os dois ambientes.

Pequenos mamiferos silvestres ndo voadores também foram coletados, um total de trinta e
dois do género Holochilus e um roedor peridomicilio do género Rattus, que foi capturado proximo a
uma residéncia, apontando-os também como um elo para o ambiente silvestre. Nao foi possivel a
identificacdo dos roedores a nivel de espécie devido a auséncia de dados como caracteristicas pontuais
da pelagem e mensurac¢do de cranio. Em todos os animais foi realizada inspecdo visual para a pesquisa
de carrapatos A. maculatum s.1.

Setenta e uma aves foram capturadas, identificadas e inspecionadas para a presenca de

carrapatos, sendo elas de desesseis espécies diferentes, oito familias e quatro ordens (Anexo 2). A
espécie Columbia passarina teve maior nimero de espécimes capturadas, um total de trinta e trés,

seguida de Sturnella militares, com vinte e quatro espécimes.

5.2 CARRAPATOS Amblyomma maculatum COLETADOS E DETECCAO DE Rickettsia
5.2.1 Mamiferos domésticos

Obteve-se um total de trinta e oito carrapatos adultos coletados em equinos durante a terceira,
quarta e quinta campanha. Em nenhum foi detectado a presenca de Rickettsia spp. Equinos sdo
apontados como hospedeiros sentinelas de carrapatos A. triste no Uruguai € na América do Norte

(VENZAL et al., 2003a; HERTZ et al., 2017), no Brasil sdo considerados hospedeiros primarios de
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outros carrapatos, como o A. cajennense s.l. (LABRUNA, et al., 2002c). Recentemente, um estudo
realizado no Parque Nacional Grande Sertao Veredas no norte do estado de Minas Gerais encontrou-
se cavalos infestados por A. triste (BARBIERI et al., 2018). Na América do Sul, até o momento, ndo

ha relatos de equinos parasitados por A. maculatum s.s.

Em relago ao parasitismo em caes, foram coletados cinco machos de A. maculatum s.1. e uma
ninfa do género Amblyomma. A ninfa posteriormente foi identificada como Amblyomma cajenense e,
por isso, retirada do estudo. Caes sdo hospedeiros primdrios para carrapatos A. triste em paises da
América do Sul (NAVA etal., 2011; LADO et al., 2015), com relatos de parasitismo natural no Brasil
(MELO et al., 2015; BARBIERI et al., 2018). Os cinco carrapatos coletados ndo apresentaram
Rickettsia spp.

Utilizou-se rebanhos de biifalos de onde foram escolhidos de forma aleatéria vinte e cinco
animais para inspe¢do visual e coleta de amostras, nenhum estava parasitado por carrapatos A.
maculatum s.]. Isso pode ter acontecido devido a resisténcia que esses animais tém a ectoparasitas
e ao hébito de estarem constantemente dentro da dgua, pois sdo criados em sistema extensivo em
locais e dreas alagadigas. Parasitismo por A. maculatum ja foi relatado em buifalos no Brasil (SILVA

et al., 2015), porém, até o momento, ndo ha relatos no estado do Maranhao.

De um rebanho bovino escolheu-se de forma aleatéria dez animais para serem inspecionados
e realizado a coleta de amostras sanguineas, trés estavam parasitados por adultos de A. maculatum,
sendo trés fémeas e dois machos. Todos os carrapatos coletados foram negativos na andlise
molecular quanto a presenca de Rickettsia spp. Bovinos ja foram relatos como bons hospedeiros de
estagios adultos do carrapato A. maculatum s.l. em paises da América do Sul, como Uruguai e
Argentina (VENZAL et al., 2003a; NAVA et al., 2011; MONIJE et al., 2016), porém este € o

primeiro relato de A. maculatum s.1. parasitando bovinos no Brasil.

Fez-se inspecdo visual de duas pocilgas, uma com aproximadamente trezentos animais. Os
suinos foram escolhidos de forma aleatdria, cincos estavam parasitados com carrapatos A.
maculatum s.1., sendo oito fémeas e quatro machos. Suinos domésticos e selvagens sdo considerados
bons hospedeiros de estagios adultos de A. maculatum na América do Norte e para A. friste no Brasil
(LABRUNA et al., 2002b; TEALL et al., 2010; MERRILL et al., 2018;), porém até o momento nao
ha relatos de parasitismo desta espécie animal por A. maculatum s.s neste pais. Nenhum dos

carrapatos foi positivo na analise molecular para a presenca de Rickettsia spp.
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Aqui apresentamos o primeiro relato de carrapato A. maculatum s.1. em suinos, caes e bovinos
no estado do Maranhdo, desta forma, ampliamos o ndmero de hospedeiros das formas adultas deste
ectoparasita no estado, onde antes s6 havia relato de parasitismos em equinos (COSTA et al., 2013),

assim como o primeiro relato de parasitismo em bovinos no Brasil.

Devido a proximidade morfoldgica entre as espécies A. maculatum e A. triste, a diferenciagdo
entre elas é desafiadora mesmo na fase adulta, sendo ainda mais dificil para fases imaturas
(ESTRADA-PENA et al., 2005; MERTINS et al., 2010; GUGLIELMONE et al., 2013), alguns
autores sugerem inclusive a ocorréncia de uma coespeciagdo (LADO et al., 2018). No presente
estudo ndo foi possivel determinar de qual espécie se tratava os carrapatos coletados, sendo assim
designados como A. maculatum s.1. Uma espécime deste carrapato foi analisada em estudo prévio
quanto ao gene mitocondrial 16S, demostrando similaridade de 98,5% com A. maculatum dos EUA,
98,2% com A. triste do Chile e 97,6% com o A. triste do Sudeste/Centro-Oeste brasileiro.

Morlofogicamente, possui maior semelhanca com o A. triste presente no Pantanal brasileiro.

Estudos com cruzamento precisam ser realizados para sabermos de qual espécie se trata o

carrapato alvo do presente estudo.
5.2.2 Pequenos mamiferos silvestres nao voadores

Na inspecao visual ndo foi observado formas adultas ou imaturas de carrapatos A. maculatum
s.l. em nenhum dos animais capturados. Pequenos roedores silvestres sdo considerados hospedeiros
comuns para formas imaturas de carrapatos do complexo A. maculautm (VENZAL et al., 2001;
VENZAL et al., 2003c;), porém, no periodo em que foram capaturados no presente estudo, ndo foi
observado parasitimos. E importante ressaltar que nio houve sucesso na captura destes na quarta e
quinta campanha, o que pode ter subestimado nossa amostragem, ndo sendo possivel descartar esta

espécie como hospedeiro para fases imaturas na regido.

5.2.3 Carrapatos coletados no ambiente
Arrastes foram realizados em todas as campanhas. Na primeira e terceira campanha nenhum
carrapato A. maculatum s.1. foi coletado. Porém, na segunda, duas fémeas e um macho, em arraste
realizado aos arredores do retiro dos porcos; na quarta, um macho e uma fémea de A. maculatum
s.l., e quatro larvas foram coletadas no arraste realizado na drea onde os equinos infestados
pastavam; na quinta, trés machos e uma fémea de A. maculatum s.1., quatro ninfas e trinta e seis
larvas de Amblyomma foram coletadas. Posteriormente as ninfas foram identificadas como A.

maculatum s.1., por meio de chaves de identificacdo, e as larvas como Amblyomma sp. A dindmica
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sazonal ndo foi possivel de ser realizada devido ao baixo nimero de carrapatos coletados durante as
campanhas quanto nas deras de pastejo dos equinos como nos suinos.

Durante o arraste de flanelas na primeira e quinta campanha, foram capturados dois carrapatos
adultos (um macho e uma fémea, repectivamente) em um de nossos pesuisadores: o primeiro estava
fixo no flanco direito e o segundo sobre a pele, na regido do antebraco. Todos os carrapatos coletados
no arraste de flanelas e sobre os pesquisadores foram negativos para Rickettsia spp.

Carrapatos A. maculatum s.1. sdo conhecidamente agressivos para seres humanos, podendo
transmitir a eles bactérias patogénicas, e outras de patogenicidade desconhecida (VENZAL et al.,
2003a; VENZAL et al., 2004; PACHECO et al., 2006; NAVA et al., 2008), fato que nos serve de
alerta, visto que moradores relatam que € comum o parasitimos de pessoas que lidam diretamente
com animais nos campos, abrindo a possibilidade de pesquisar agentes patogé€nicos nestes
carrapatos que podem ser um risco para os seres humanos na regido. E importante descatar que
outros agentes patogénicos para seres humanos também ji foram relatados em carrapatos A.
maculatum, como Erlichia chaffeensis e Erlichia ewingii (LEE et al., 2014; LOFTIS et al., 2016;
ALLERDICE et al., 2016).

Este € o primeiro relato de A. maculatum s.1 capturado em condi¢des naturais fixado em ser

humano no Brasil.

Tabela 1 — Ndmero absoluto de carrapatos do complexo Amblyomma maculatum nos arrastes de flanela, caes,

equideos, bovinos, suinos, aves e humanos durante as 5 campanhas no municipio de Bacurituba — Maranh3o, Brasil.

Arraste Caes Equideos Bovinos  Suinos Aves Humano

Campanha 1° 2° 4° 5° 3° 4° 5° 3° 4° 5° 5° 2 3° 5° 1° 5°

Estagios Carrapato

Machos 0 1 1 3 4 1 0 0o 10 3 2 2 2 0 1 0
Fémeas 0 2 1 1 0 0 1 2 8 15 2 6 2 0 0 1
Ninfas 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0
Larvas 0 0 4 36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 0
Total 53 7 38 4 12 21 2

5.2.4 Aves silvestres

Durante a quinta campanha foram capturadas treze aves, em trés espécimes de Ammodramus
humeralis coletou-se vinte e uma larvas do género Amblyomma. Seis larvas mudaram para ninfa e
foram identificadas como A. maculatum s.1. As quinze larvas que nao mudaram foram identificadas

como Amblyomma sp., porém, por se tratarem de carrapatos do mesmo “pool”, sugere-se que
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também sejam A. maculatum s.1. A. humeralis tem o héibito de andar no solo, sob a vegetacdo, o
que provavelmente facilita seu parasitismo por estdgios imaturos de carrapato.

A literatura cientifica tem reportado as aves como hospedeiros comuns das fases imaturas de
carrapatos do género Amblyomma (OGRZEW ALSKA et al., 2008; OGRZEWALSKA et al., 2009a;
OGRZEWALSKA et al., 2010; OGRZEWALSKA et al., 2011a; FLORIN et al., 2014). H4 registro
de aves parasitadas por A. maculatum s.1. no Brasil no estado de Sao Paulo (SILVEIRA et al., 2015)
e no estado de Mato Grosso (RAMOS et al., 2015); A. maculatum foi relatado em aves na Costa
Rica (OGRZEWALSKA et al., 2015). Aqui descrevemos pela primeira vez parasitismo em aves por
formas imaturas de A. maculatum s.1. no estado do Maranhdo, demostrando que A. humeralis é
hospedeira no ciclo de vida deste ectoparasita no estado. Todos os carrapatos coletados destes

hospedeiros foram negativos para pesquisa de Rickettsia.

5.3 REACAO DE IMUNOFLUORENSCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA Rickettsia spp.
5.3.1 Mamiferos domésticos

Dos vinte e um soros dos equideos analisados, 23,8% (cinco) ndo apresentaram anticorpos
anti-Rickettsia para nenhuma das cinco espécies testadas, enquanto que 76,2% (dezesseis)
apresentaram reatividade (titulo > 64) para pelo menos uma espécie, com titulo > 1024 (Tabela 1),
inclusive para aquelas pertencentes ao GFM. Em seis animais foi possivel determinar R. bellii, ou
uma cepa muito préxima, como provavel antigeno; nas outras dez amostras isso nao foi possivel,
pois nenhuma apresentou titulo com valor quatro vezes maior que as demais que também foram
reativas. Os maiores titulos e também maior quantidade de animais sororeativos foram observados
para as espécies R. bellii, seguida de R. amblyommatis.

Um animal (EQUI-11) apresentou titulacdo igual para R. bellii e R. parkeri (> 1024), ndo
sendo possivel apontar provavel antigeno homodlogo. Porém, ndo se descarta a possibilidade de
infeccao mista, visto que ambos apresentaram titutacdo alta. R. parkeri € uma espécie de rickettsia
com patogenicidade moderada para seres humanos e tem sido frequentemente relacionada com
carrapatos A. maculatum s.1. (VENZAL et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007; NAVA et al., 2008;
TOMASSONE et al., 2010; FLORES-MENDONZA et al., 2013). Foi relatada por Silveira et al.
(2015) em equinos da cidade de Paulicéia, Sdo Paulo, onde os autores sugeriram que os animais que
pastavam em dareas alagadas tinham 4,8% mais chance de sororegiram para Rickettsias do GFM.
Equinos com sorologia positiva para R. parkeri também foram relatados no pantanal brasileiro

(MELO et al., 2015). A regiao da Baixada Maranhense apresenta ao longo do ano 4reas alagadas,
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criando um ambiente similar ao dos estudos anteriormente citados, associado ao percentual
relativamente alto de animais positivos para Rickettsia, poderia corroborar com a teoria dos autores.

Em um estudo recente na regido da Baixada Maranhense de Amorim-Filho et al. (2018),
utilizando cavalos baixadeiros, testaram 258 amostras e mais da metade (152 animais) sororegiram
para pelo menos uma das espécies de Rickettsia spp., demonstrando provavel antigeno homdélogo
para R. bellii e R. amblyommatis. Esta tltima vem sendo citada com frequéncia em inquéritos
soroldgicos na regido, sua alta taxa de infeccdo pode ser explicada devido a presenca de carrapatos
A. cajennense s.s., o que também foi observado em estudos anteriores (COSTA, 2011; COSTA et
al., 2015; COSTA et al., 2017a; AMORIM-FILHO et al., 2018). No entanto, na drea pesquisada nao
foram encontrados com frequéncia carrapatados A. cajennense s.s.

Entretanto, um estudo de Ortiz, (2017) em Piracicaba, soros de vinte € um equinos foram
testados quanto a presenga de anticorpos anti-Rickettsia spp. € um animal sororeagiu para R. bellii,
ou uma espécie muito préxima a ela como provavel antigeno. A divergéncia entre o quantitativo de
animais soropositivos no presente estudo e na pesquisa acima citada deve estar relacionada com o
sistema de criacdo, pois nesta os animais sdo utilizados para equoterapia e receberam controle
parasitario e suporte técnico, divergindo dos equideos da Baixada Maranhense que estdo
frequentemente expostos aos carrapatos do género Amblyomma na area estudada.

Embora equinos sejam importantes na epidemiologia da FM por serem sensiveis a R.
rickettsii, apresentando anticorpos anti-Rickettsia rickettsii, ndo sdo considerados amplificadores
significativos para esta bactéria, pois apesar de desenvolverem uma boa resposta humoral,
transmitem a bactéria a um nimero minimo de carrapatos e estes ndo sendo capazes de manter a
infec¢c@o para os proximos estdgios evolutivos e, consequentemente, transmiti-la a um hospedeiro

susceptivel (UENO, 2014).
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Tabela 2 — Equideos soropositivos na rea¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para diferentes cepas de Rickettsia spp. na cidade de
Bacurituba na Baixada Maranhense, Maranhio, Brasil.

AMOSTRA

EQUI-01
EQUI-02
EQUI-03
EQUI-04
EQUI-06
EQUI-07
EQUI-10
EQUI-11
EQUI-12
EQUI-13
EQUI-14
EQUI-16
EQUI-18
EQUI-20

EQUI-21

R. rickettsii

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
64
64
128
NR
NR
64
NR

NR

R. parkeri

NR
NR
NR
NR
256
64
NR
1024
64
64
NR
NR
NR
NR

NR

R. amblyommatis

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

NR

R. rhiphicephali

NR
NR
NR
NR
64
128
NR
128
128
NR
NR
NR
NR
NR

NR

R. bellii

128
512
256
512
512
512
256
1024
256
128
512
256
64
256

128

PAH

ND
R. bellii
ND
R. bellii
ND
ND
R. bellii
ND
ND
ND
R. bellii
R. bellii
ND
ND

ND

PAH: provavel antigeno homélogo; NR: soro ndo reagente; ND: ndo determinado
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Dos vinte e seis cdes amostrados, 26,9% (sete) sororeagiram para R. bellii, com titulos
variando de 64 a 512 (Tabela 2), 73,1% (dezenove) ndo reagiram para nenhuma das espécies testadas.
Considerou-se que em quatro destes animias, R. bellii ou uma espécie muito proxima a ela, esteja
estimulando o sistema imune. H4 evidéncias sorolégicas de R. bellii circulando em cdes nos estados
do Parana (FORTES et al., 2010) Mato Grosso (MELO et al., 2011), Para (SPOLIDORIO et al., 2013)
e Maranhdo (COSTA, et al., 2017b). No Uruguai, cdes sdo apontados como hospedeiros sentinelas
em area com casos clinicos humanos de infeccdo por R. parkeri associada com carrapato do complexo

A. maculatum (LADO et al., 2015).

Tabela 3 — Caes soropositivos na reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para diferentes cepas de Rickettsia spp.

na cidade de Bacurituba na Baixada Maranhense, Maranh3o, Brasil.

AMOSTRAS R. rickettsii  R. parkeri R. amblyommatis  R. rhiphicephali  R. bellii PAH
CAM-C1 NR NR NR NR 256 R. bellii
CAM-C8 NR NR NR NR 256 R. bellii
CAM-C9 NR NR NR NR 64 ND
CAM-C10 NR NR NR NR 512 R. bellii
CAM-C12 NR NR NR NR 256 R. bellii
CAM-C14 NR NR NR NR 128 ND
CAM-C26 NR NR NR NR 128 ND

PAH: provavel antigeno homélogo; NR: soro nio reagente; ND: ndo determinado

Coletou-se material sanguineo de dez porcos, 100% foram soropositivos para R. belli, com
titulos variando de 64 a 4096 (Tabela 3). Considera-se R. bellii como provavel antigeno homologo,
ou uma espécie muito proxima a ela. Em estudo realizado no estado de Mato Grosso do Sul, os
autores também obtiveram altas taxas de soropositividade para Rickettsia spp. (dentre elas R. belli),
com percentual variando de 55,2% a 100%, de acordo com o tipo de criacdo do animal. Animais
criados em sistema de criacdo semelhante ao do presente estudo, o sistema extensivo, tiveram 89,7%
de soropositividade para Rickettsia spp. (OSAVA, 2016). Sorologia positiva para Borrelia, Erlichia
e Rickettsia também foi observada em suinos selvagens no Texas, alguns com parasitismo por
carrapatos A. maculatum (SANDERS, 2011), o que nos impulsiona a pesquisar esses agentes

também na regido da Baixada Maranhense, visto que hé presenca deste carrapato na regido.
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A inclusdo de porcos selvagens, ou aqueles domésticos que vivem em contato com ambientes
silvestre, na vigilancia de doengas pode fornecer dados importantes, pois além de serem hospedeiros
comuns de carrapatos transmissores de patogenos, albergam agentes de doencas que podem ser
transmitidas para seres humanos e animais, como aqueles da brucelose e pseudo-raiva, como ja

relatado na literatura cientifica (MENG et al., 2009; MILLER et al., 2017; MERRILL et al., 2018).

Tabela 4 — Suinos soropositivos na reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para diferentes cepas de Rickettsia spp.
na cidade de Bacurituba na Baixada Maranhense, Maranhdo, Brasil.

AMOSTRAS  R. rickettsii R. parkeri R. amblyommatis R. rhiphicephali R. bellii PAH
CAM-P1 64 NR NR NR 4096 R. bellii
CAM-P2 NR NR NR NR 1024 R. bellii
CAM-P3 NR NR NR NR 512 R. bellii
CAM-P4 NR NR NR NR 512 R. bellii
CAM-P5 NR NR NR NR 512 R. bellii
CAM-P6 NR NR NR NR 1024 R. bellii
CAM-P7 NR NR NR NR 4096 R. bellii
CAM-PS8 NR NR NR NR 256 R. bellii
CAM-P9 NR NR NR NR 256 R. bellii
CAM-P10 NR NR NR NR 64 ND

PAH: provavel antigeno homélogo; NR: soro ndo reagente; ND: ndo determinado
A soropositividade encontrada nos animais domésticos sugere a circulacdo de Rickettsia,
inclusive de espécies pertencentes ao GFM, pelo menos nos ultimos 6 a 18 meses na drea estudada
(PIRANDA et al., 2008). R. bellii foi a espécie que apresentou maior reatividade frente a todos os
animais domésticos testados, um total de 42,1 % (trinta e dois) de animais positivos, seguida de R.

amblyommatis com 10,5 % (oito), ambos com titulos finais variados.

R. bellii vem sendo apontada em inquéritos soroldgicos pelo pais (COSTA et al., 2017a;
AMORIM-FILHO et al., 2018; VIEIRA et al., 2018) e é considerada a mais comum espécie de
Rickettsia encontrada em carrapatos nos quais ja foi detectada em vinte e cinco espécies diferentes
(LABRUNA et al., 2007b; LABRUNA et. al, 2011; COSTA et al., 2017b). Apesar de ndo ter
patogenicidade comprovada em animais e seres humanos e, at¢ o momento, nao haver indicios
sorolégicos de infeccdo neste ultimo, destaca-se a importancia da presenca R. bellii, pois, quando
infectando carrapatos, ndo permite que 0 mesmo transmita para seus descendentes uma outra espécie

patogénica (BURGDORFER, 1988).Vinte e cinco amostras de bufalos e dez amostras de bovinos
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foram coletadas para andlise sorolégica, nenhuma teve sorologia positiva para qualquer uma das

cinco espécies de Rickettsia spp. testadas.

5.3.2 Pequenos roedores silvestres ndo voadores

Nenhum dos espécimens Holochillus sororeagiu para qualquer uma das espécies de Rickettsia
spp. testadas, e o animal do género Rattus foi reagente para R. rhiphicephali (titulo >256) e R. bellii
(titulo > 128). Nao foi possivel identificar o provavel antigeno, pois nenhuma das reagdes foi quatro
vezes maior em relacdo aos outros antigenos testados. O papel dos roedores sinantrépicos na
transmissdo de doencas merece atencdo nos estudos devido ao seu hébito intradomiciliar que
permite um contato mais estreito com o homem, possibilitando a transmissdo de doencas a ele
(BONVICINO et al., 2008). Em estudos anteriores, roedores do género Rattus foram apontados com
altas taxas de soropositividade para Rickettsia (PENA et al., 2009; PADILHA, 2010).

Roedores silvestres vém sendo frequentemente utilizados em inquéritos soroldgicos por se
apresentarem como importantes reservatorios de patégenos que infectam animais e seres humanos
(DANTAS-TORRES et al., 2012; MILAGRES et al., 2013). Sao considerados bons hospedeiros
amplificadores de riquetisia, pois compreendem os cinco requisitos propostos por Labruna (2006):
sdo abundantes nas 4reas endémicas para a FM; sdo hospedeiros primdrios para o carrapato vetor;

sdo susceptiveis a R. rickettsii; desenvolvem riquetsemia por alguns dias e sdo altamente proliferos.

5.4 TESTE DE HEMOLINFA

Nos carrapatos mantidos vivos, total de vinte e dois foi realizado o teste de hemolinfa, contudo
nao foram observadas estruturas compativeis com Rickettsia.

Este teste € utilizado rotineiramente em pesquisas com Rickettsia em carrapatos por ser rapido
e com baixo custo como forma de triagem para testes com maior sensibilidade e especificidade,

como exemplo a PCR.
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6. CONCLUSOES

- Nao houve deteccdo de Rickettsia nos carrapatos coletados.

- Caées, equinos, suinos e bovinos sdo hospedeiros dos estdgios adultos do carrapato A.

maculatum s.1. na Baixada Maranhense

- Registra-se o primeiro relato de carrapatos adultos A. maculatum parasitando suinos, caes
e bovinos na Baixada Maranhense.

- Nao foi observado formas adultas ou imaturas de carrapatos A. macullatum s.l. em
pequenos roedores silvestres nao voadores e btifalos, no periodo de execucao do estudo.

- Auves silvestres da espécie Ammodramus humeralis sdo hospedeiros dos estdgios imaturos

de carrapatos A. maculatum s.1. na Baixada Maranhense.
- Rickettsia parkeri, Rickettsia bellii, Rickettsia amblyommatis, ou uma espécie muito

proxima a elas, estdo circulando nos animais domésticos na Baixada Maranhense.
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ANEXO 1

Responsavel: )

Localidade:

Data: / / Hora: Coord.:

Ne.: Estacdo de Captura:
Espécie:

Sexo:

Idade: juvenil - subadulto - adulto - n. det.
Condicao Reprodutiva:
machos: escrotado - ndo escrotado

fémeas: vagina aberta - vagina fechada - lactante - prenhe () filhotes

Método de coleta: Sherman solo — Sherman alto - Tomahawk solo - Busca ativa - Outros

Medidas (mm):

CT

CA

OR

PE com Garra Pé sem Garra

Massa corporea (g):

Destino: Coletado - Fuga — Solto — Marcado (Tipoe n® )

Material preservado: pele - cranio-esqueleto - meio liquido -

tecido - ectoparasitas — sangue- outros ()

Habitat:

Fase da lua:

Condigdes climéticas:

Coletores:
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Fotos:

Observacdes:

55



ANEXO 2

Tabela 5 —Lista de espécies de aves silvestres capturadas através de redes de neblina na cidade de Sdo Bento,

na Baixada Maranhense, Maranhéo, Brasil.

Ordem Familia Espécie N° de individuos
Icteridae Sturnella militaris 24
Furnariidae Certhiaxis cinnamomeus 2
Passeriformes 1
Motacillidae Anthus lutescens
Passerellidae Ammodramus humeralis 3
Columbiformes Columbidae Columbina passarina 33
Columbina minuta 2
Tringa solitdria 1
Charadriiformes Scolopacidae Actitis macularius 2
Jacanidae Jacana jacana 1
Cuculiformes Cuculidae Guira guira 1
Apodiformes Trochilidae Amazilla fimbrata 1
Total 71
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