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RESUMO

As riquétsias sado parasitos intracelulares obrigatérios responséaveis por varias
doencas humanas conhecidas como riquetsioses, as quais sao transmitidas
através da picada de artrépodes hematéfagos como carrapato, pulga e piolho.
Objetivou-se estudar a prevaléncia da infeccdo por Rickettsia spp. em caes e
em vetores biolégicos de ambiente urbano e rural na Microrregido de
Imperatriz, Estado Maranhdo, através de técnicas sorolégicas e moleculares.
Foram coletados 300 soros caninos e testados frente a antigenos riquetsiais
através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Foram coletados
ectoparasitas dos animais infestados, e identificados de acordo com as
caracteristicas morfolégicas, em seguida realizada extracdo do DNA dos
carrapatos e das pulgas, e processados pela reagdo em cadeia polimerase
(PCR) para a pesquisa do gene gltA e ompA, seguido de caracterizacao
molecular através do sequenciamento genético. Os resultados do RIFI
revelaram que 1,67% (5/300) das amostras continham anticorpos que reagiram
para algum tipo de Rickettsia, determinou-se R. rickettsii e R. amblyommii
como provavel antigeno responsavel pela infeccdo. Foram identificadas
Ctenocephalides felis, Heterodoxus spininger e Riphicephalus sanguineus
infestando 50% dos caes (150/300). Foram coletados 369 carrapatos da
espécie R. sanguineus, dos quais 235 espécimes foram submetidos a PCR,
revelando que nenhuma amostra foi positiva. Todas as 106 pulgas C. felis
coletadas, foram submetidas a PCR, e 78,30% (83/106) revelaram-se positivas
para pesquisa do gene gltA, e destas amostras 61,45% (51/83) permaneceram
positivas no ompA. Os produtos amplificados tiveram as duas fitas do DNA
sequienciadas e apresentaram similaridade com as sequéncias de nucleotideos
de Rickettsia felis. Estes resultados permitem concluir que a infeccdo por
Rickettsia spp. ocorre em cédes de ambiente urbano e rural da Microrregido de

Imperatriz.

Palavras-chave: Rickettsia, cao, sorologia, vetores artrépodes



ABSTRACT

Rickettsiae are obligate intracellular parasites responsible for several human
diseases known as rickettsial diseases, which are transmitted through the bite
of arthropod vectors such as ticks, fleas and lice. Therefore, study the
prevalence of infection with Rickettsia spp. in dogs and biological vectors of
urban and rural environment in the microregion of Imperatriz, State Maranhao
through serological and molecular techniques. 300 dogs sera were collected
and tested against antigens riquetsiais by indirect immunofluorescence assay
(IFA). Ectoparasites were collected from infected animals, and identified
according to morphological characteristics, then we performed DNA extraction
from ticks and fleas, and processed by polymerase chain reaction (PCR) to
investigate the gene gltA and ompA, followed by characterization through
molecular genetic sequencing. The results of the IFA showed that 1,67%
(5/300) of the samples contained antibodies that reacted to a type of Rickettsia,
it was determined R. rickettsii and R. amblyommii as probable antigen
responsible for the infection. Ctenocephalides felis, Heterodoxus spininger and
Riphicephalus sanguineus were identified infesting 50% of dogs (150/300). 369
ticks R. sanguineus we collected, of which 235 specimens were subjected to
PCR, all sample were negative. 106 fleas C. felis collected, of then subjected
to PCR, and of these 78,30% (83/106) were positive for gltA gene research, and
these samples 61,45% (51/83) remained positive in ompA2. The amplified
products were the two strands of DNA sequenced and showed similarity with
the nucleotide sequence of Rickettsia felis. The data obtained showed that
infection by Rickettsia spp. Occurs in dogs from rural and urban environment of

the microregion Imperatriz.

Key-words: Rickettsia, dog, serology, arthropod vectors
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1 INTRODUGCAO

Atualmente as riquetsioses mantém carater endémico e estao
presentes em todos os continentes (OPAS, 2004). As espécies de Rickettsia
mantém ciclos silvestres e enzobticos na natureza e muitas sdao agentes de
zoonoses transmitidas por vetores artrépodes (OPAS, 2004; CDC, 2006;
SUCEN, 2010). Este carater endémico pode ser explicado por a¢des antrdpicas
e mudancas ambientais levando o homem a maior exposicdo aos fatores de
risco.

Com a degradacdao ambiental, as relacoes parasitos-hospedeiros
também sdo modificadas, levando ao desequilibrio. O reflorestamento feito com
arbustos e a pratica agricola de criar monoculturas favorecem a proliferacéo de
artrépodes devido a formacdo de microclimas favoraveis, o qual gera um
excelente habitat favorecendo a sobrevivéncia dos ixodideos e mamiferos
hospedeiros dos estadios intermediarios (CARDOSO et al.,, 2006). Nesse
contexto, os carrapatos emergem como importantes vetores de doengas entre
animais domésticos, silvestres, aves e 0 homem. Uma vez que, o processo de
urbanizacdo de areas antes consideradas rurais aproxima o homem e o0s
animais domésticos ao contato com animais silvestres portadores, aumentando
o risco de infecgao.

Existe uma serie de agentes infecciosos pertencentes ao género
Rickettsia que podem causar varias enfermidades, algumas destas
apresentando quadro clinico mais severo, com risco de morte e outras sem
letalidade (GALVAO et al., 2003). A manutencdo e amplificacdo desses
agentes na natureza estdo relacionadas com a capacidade de disseminacao
das espécies de Rickettsia e ao poder de dispersdao e adaptacdo de seus
vetores.

No Brasil, a doenca causada por riquétsias do grupo da febre maculosa
(GFM) é denominada febre maculosa brasileira (FMB), sendo causada
principalmente pela bactéria Rickettsia rickettsii, embora ja tenham sido
descritos outros agentes como Rickettsia parkeri e Rickettsia felis. A bactéria R.
rickettsii, pode causar uma doenca potencialmente fatal em seres humanos e
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caes (PADDOCK et al.,, 2002), sendo que, pode haver variagdo quanto a
viruléncia dos genoétipos circulantes da bactéria (PAROLA et al., 2009).
Atualmente, é considerada uma zoonose reemergente no Brasil e de grande
impacto para a saude publica, em decorréncia da dificuldade de diagndstico e a
alta mortalidade em casos humanos nao tratados precocemente (GRECA et al.,
2008).

A febre maculosa causada por R. parkeri caracteriza-se por uma
doencga de curso ndo grave, ndao havendo letalidade registrada. Tal fato tende
a dificultar o diagnéstico clinico, passando despercebida em locais onde nunca
fora relatada. Atualmente a febre maculosa causada por R. parkeri é
reconhecida nos EUA e Uruguai, com suspeita de ocorréncia no Brasil, onde ja
foi detectada e isolada em carrapatos Amblyomma triste e Amblyomma
dubitatum (LABRUNA et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007).

Dentre todos os tipos de vetores artropodes, 0s carrapatos sao 0s mais
comuns na transmisséo de Rickettsia spp. (OPAS, 2004; BRASIL, 2005; CDC,
2006; SUCEN, 2010). No Brasil, a maior incidéncia da febre maculosa coincide
com a presenga do principal vetor e reservatorio, Amblyomma cajennense.
Outras espécies estdo associadas a sua transmissdo como Amblyomma
aureolatum (GUEDES et al., 2005; PINTER & LABRUNA, 2006). Estudos
efetuados com R. rickettsii e R. conorii concluiram que para haver transmissao
do agente etiologico, sdo necessarias, em média, 6 a 20 horas de parasitismo
pelo artrépode. Assim, os estadios intermediarios (larvas e ninfas) devido a sua
pequena dimensdo, passam mais facilmente despercebidos durante mais
tempo (MCDADE & NEWHOUSE, 1986).

Casos humanos de riquetsiose causada por R. felis também ja foram
descritos no Estado de Minas Gerais, em 2002, sendo este agente detectado
por PCR em pulgas do género Ctenocephalides (OLIVEIRA et al., 2002).
Posteriormente, Horta et al. (2010) detectaram a presenga de anticorpos
reativos para R. felis, através da reagdo de imunofluorescencia indireta em
seres humanos que trabalhavam com col6nias de pulgas Ctenocephalides felis
infectadas por R. felis. Este fato tem grande importancia epidemiolégica, pois

atesta o potencial das pulgas como vetores na transmissdao da R. felis.
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Ressalta-se que o género Ctenocephalides é comumente encontrado em gatos
e caes em muitas regides temperadas e tropicais, mas também infesta gambas
(Didelphis spp.) (HORTA et al., 2007), guaxinins (Procyon lotor) (PUNG et al.,
1994), ratos (Rattus spp.) e camunongos (Mus musculus ) (LOFTIS et al.,
2006), além de poder se alimentar também em humanos (MARQUEZ et al.,
2002; KENNY et al., 2003).

De acordo com Cardoso et al. (2006) para que haja atividade riquetsial
seria necessario a coexisténcia de uma relacao de positividade entre vetores,
hospedeiros e reservatérios, incluindo animais silvestres. O cao € um animal
préximo do homem e pode desempenhar importante papel na epidemiologia,
principalmente em areas endémicas. Assim, o estudo sorologico desses
hospedeiros potenciais € importante, pois pode fornecer informacdes sobre a
epidemiologia da doenca.

Embora, a ocorréncia de FMB ja ter sido descrita em seres humanos
em varios estados brasileiros, 0 mesmo nao ocorre com a populagao canina.
No entanto, devido a maior exposicao dos caes a carrapatos vetores potenciais
e a susceptibilidade a infeccao por R. rickettsii, € possivel que ocorra maior
incidéncia da doenca em cdes do que em seres humanos. Possivelmente, a
subnotificagdo da doenca em caes pode ocorrer devido ao conhecimento
limitado da epidemiologia da doenca (FORTES et al.,, 2011). A partir de
inquéritos sorolégicos para R. rickettsii em hospedeiros sentinelas, sobretudo o
cao, pode-se determinar novas areas para FMB e alertar proprietarios de caes
onde a bactéria é endémica (PADDOCK et al., 2002; FREITAS, 2007).

Cées sobreviventes a infecgédo por R. rickettsii sdo capazes de produzir
anticorpos (DEMMA et al.,, 2006), sendo portanto, um meio viavel de
determinar a exposicdo de seres humanos a Rickettsia spp. (RAOULT &
PAROLA, 2007). Deste modo, sao considerados importantes sentinelas para a
FM (BREITSCHWERDT et al., 1987; PADDOCK et al., 2002; SANGIONI et al.,
2005).

Assim, ao se investigar os cdes domésticos como possiveis animais
envolvidos na epidemiologia da FMB, observa-se que estes animais atendem

os dois primeiros quesitos para ser hospedeiro competente, como ser
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abundante na é&rea endémica para a doenca; e também ser um bom
hospedeiro para o artropode vetor em condi¢gées naturais; sendo necessario
estudos para avaliar a sua susceptibilidade a infecg@o por Rickettsia spp.

No maranh&o, Costa (2011) realizou um estudo em caes na microrregiao
de Chapadinha, cuja prevaléncia encontrada para Rickettsia spp. foi de 18,9%,
determinando-se R. amblyommii como provavel antigeno responsavel pela
infeccao natural, sugerindo a presenca de atividade riquetsial do Grupo da Febre
Maculosa, evidenciando a vulnerabilidade da regido. O maranhao nao é uma
area endémica para febre maculosa, sem casos registrados de FMB em
humanos, no entanto, ja ha relatos com notificacdes registradas em estados da
regiao nordeste como Bahia (SILVA et al., 2011).

O presente estudo justifica-se, pois a mesorregidao do Oeste
Maranhense apresenta condigdes ambientais favoraveis as fases de vida dos
carrapatos e das pulgas, principais vetores das riquetsioses. Além do que,
pesquisas sorolégicas em populagdes caninas sdo Uteis para avaliar e
monitorar a frequéncia da FMB nas diferentes regides do pais, inclusive em
outras areas deste estado, estabelecendo assim novas areas de potencial risco

para a transmissdo da doenca em caes e seres humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracterizacao do agente

O género Rickettsia compreende bactérias intracelulares obrigatérias
que causam varias doencas zoondéticas e sao transmitidas aos humanos por
vetores artropodes que incluem pulgas, piolhos, carrapatos e acaros. Sao
pertencentes a ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae, descritos como
formas cocobacilares, pequenos bastonetes ou bacilos Gram-negativos (0,3 a
0,5 um por 0,8 a 2,0 um). As Rickettsias sao parasitos intracelulares
obrigatorios, cujo principal alvo em animais vertebrados sdao as células
endoteliais, nas quais o agente se multiplica, causando vasculites com a
ativacdo de plaquetas e do sistema de coagulagdo (GREENE &
BREITSCHWERDT, 2006). Ja nos artropodes vetores, a bactéria permanece
em células intestinais, tubulos de Malpighi, hemolinfa, glandulas salivares e
ovarios (GIMENEZ, 1964; BURGDORFER, 1970; BILLINGS et al., 1998; YU &
WALKER, 2003; RAOULT et al. 2005).

As espécies de Rickettsia foram recentemente dividas em quatro
grupos bem definidos: o grupo da febre maculosa (GFM), grupo ancestral (GA),
o grupo do tifo (GT), e o grupo de transicao (GTr) (GILLESPIE et al., 2007). O
GFM, maior dos grupos € composto por mais de 30 espécies validas, dentre as
quais pelo menos 14 causam diferentes doencas ao homem (Rickettsia
aeschlimannii, Rickettsia africae, Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia
conorii, Rickettsia helvética, Rickettsia honei, Rickettsia japonica, Rickettsia
marmionii, Rickettsia mongolotimonae, Rickettsia parkeri, R. rickettsii,
Rickettsia sibirica, Rickettsia slovaca). Todas as outras espécies de Rickettsia
representantes do GFM sao veiculadas por carrapatos (RAOULT & ROUX,
1997; RAOULT et al., 2002; BROUQUI et al., 2004; LABRUNA, 2006; HORTA
et al., 2007; PACHECO et al., 2008; PAROLA et al., 2009; LABRUNA, 2009). A
R. rickettsii € o principal agente etioldgico do GFM e o de maior patogenicidade
para seres humanos e caes, sendo que pode haver variagdo quanto a
viruléncia dos genétipos circulantes da bactéria (PAROLA et al., 2009).
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O GA é formado pelas espécies R. bellii e R. canadensis, ambas de
patogenicidade desconhecida para animais (RAOULT & ROUX, 1997). O GT
contém as espécies Rickettsia prowazekii (agente causal do tifo epidémico) e
Rickettsia typhi (agente do tifo endémico ou murino), transmitidas por piolhos e
pulgas, respectivamente (EREMEEVA et al., 2000).

O GTr contém R. felis e R. akari, associadas a pulgas e a pequenos
acaros dos géneros Ctenocephalides e Allodermanyssus, respectivamente. A
R. felis foi reagrupada por Gillespie et al. (2007) para o grupo de transicdo
(GTr) em funcdo do seu genoma, que é maior em relacao as outras riquétsias.
A sequéncia do genoma de R. felis revelou a presenca de plasmideos (PRF) e

conjugativo pili, responsavel pela transferéncia genética.

2.2 Epidemiologia dos agentes etiolégicos da Febre Maculosa

Nos ultimos anos, algumas espécies de Rickettsia tém sido apontadas
como causadoras de enfermidades muitas vezes desconhecidas ou
emergentes, como R. massiliae na Itélia (VITALE et al., 2006), R. aeschlimannii
em Marrocos (RAOULT et al., 2002), R. parkeri na Virginia, EUA (PADDOCK et
al., 2004) e a Rickettsia amblyommii na Carolina do Norte, EUA (APPERSON
et al., 2008). Essas doencas tém ocorrido em varias regides do mundo,
manifestando-se de forma branda ou causando 6bitos.

Nas Américas, as espécies causadoras de febre maculosa séo R.
rickettsii, R. africae, R. parkeri, R. felis e R. akari. Recentemente, outras
espécies de Rickettsia do GFM tém sido descritas em carrapatos nas
Ameéricas, com possivel associagdo a casos de febre maculosa em humanos
ou animais (BILLETER et al., 2007; APPERSON et al., 2008; SAITO et al.,
2008). A doenca foi descrita em 1899, nos Estados Unidos, fazendo inumeras
vitimas desde a sua descoberta naquele pais, onde ja foi notificada em quase
todos os estados (CDC, 2006).

A doenca foi descrita no Brasil desde a década de 30 e, nos ultimos
anos, ganhou destaque nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro e Bahia (PLANK et al., 1979; SILVA; GALVAO, 2004;
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LEMOS et al., 2001; SILVA et al., 2011) com casos fatais em seres humanos. A
maior prevaléncia encontrada foi em Minas Gerais (LEMOS et al.,, 1994;
CALIC, 1998) e Sao Paulo (MELLES et al., 1992; LEMOS et al., 1996; LEMOS
et al., 2001). Em contrapartida, a doenca clinica em caes foi descrita apenas
recentemente no pais, a partir da confirmacdo de FMB em dois animais
procedentes do municipio de Itu, no estado de Sao Paulo (LABRUNA et al.,
2009), destacando a gravidade da infeccéo e a dificuldade de diagnéstico na
populacéo canina.

No Brasil, no periodo de 1997 a 2008, foram confirmados 641 casos de
febre maculosa em humanos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2010). Devido
a sua crescente importancia, tornou-se de notificagdo compulséria em todo
territério nacional desde 2001, por meio da Portaria N° 1943 de 18/10/2001
(BRASIL, 2001).

Estudos buscam melhor conhecer a epidemiologia da doenca e a
dindmica do agente na natureza, através da caracterizacdo genotipica das
cepas de Rickettsia spp. em areas endémicas, da identificacdo das espécies de
vetores e de espécies de animais que possam atuar como hospedeiros
amplificadores do agente (PIRANDA et al., 2008)

Martins (2009), estudando evidencias sorologicas da presenca de
agentes do GFM em amostras de soro de humanos, caes e equinos de
propriedades rurais de Quirindpolis, Estado de Goids, Brasil. Observou
frequéncia de soropositivos na reagdo de Imunufluorescencia indireta (RIFI),
com presenca de anticorpos anti-riquetsiais nas amostras de soro sanguineo
de 36,6% (15/41) humanos, 11,6% (39/335) equinos e 16,7% (2/12) dos caes.

Horta et al. (2010) avaliaram a infeccao por Rickettsia spp. em col6nia
de pulgas C. felis. Na RIFI, observaram a presenca de anticorpos reagentes
para R. felis no soro sanguineo de 87,5% dos gatos que eram regularmente
usados para alimentar a colénia de pulgas. Dos humanos que trabalhavam com
a colénia de pulgas 40% tinha anticorpos que reagiram positivamente para R.
felis na RIFI.

A deteccao de Rickettsia spp. por reacao em cadeia pela polimerase

(PCR) em potenciais vetores, tem sido amplamente utilizada em estudos
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epidemiologicos, como Silveira et al. (2007) o qual realizaram a extracdo de
DNA de carrapatos A. triste e posterior processamento pela PCR do fragmento
do gene gltA e do fragmento do gene ompA. Como resultado, observaram que
9,7% (3/31) dos carrapatos estavam positivos para o gene gltA e ompA. O
material amplificado para o fragmento de gene g/tA foi submetido ao
seqlenciamento automatico de nucleotideos, resultando em 100% de
identidade com R. parkeri.

Em Minas Gerais, onde a FM é endémica, Cardoso et al. (2006)
identificaram seqiéncias com 100% de homologia com R. felis em pulgas do
género Ctenocephalides e em carrapatos A. cajennense, utilizando a PCR.

Recentemente, Horta et al. (2010) avaliaram a infeccdo por Rickettsia
spp. em coldénia de pulgas C. felis. Os produtos da PCR das pulgas mostraram

que a coldnia estava 100% infectada por R. felis.

2.3 Biologia do agente nos vetores

Nos Estados Unidos existem oficialmente trés espécies de carrapatos
incriminadas na transmissdo da R. rickettsi: Dermacentor variabilis,
Dermacentor andersoni e Rhipicephalus sanguineus (CDC, 2006).

No Brasil, os carrapatos vetores de Rickettsia spp. pertencem ao
género Amblyomma: A. cajennense (DIAS & MARTINS, 1939; SANGIONI et
al., 2005; GUEDES et al., 2005), A. aureolatum (PINTER & LABRUNA, 2006;
LABRUNA, 2009; PINTER et al., 2004). O carrapato A. dubitatum comum em
capivaras, € indicado como possivel vetor, embora isso ainda ndo tenha sido
comprovado (SUCEN, 2010). Ja foram detectados através da PCR, a infecgéao
de R. parkeri em carrapatos A. triste, no entanto, no Brasil ha raras
ocorréncias de A. triste; e ainda ndo se tem relatos da picada deste carrapato
em seres humanos (SILVEIRA et al., 2007). Além disso, ha relatos da
participacao do R. sanguineus como vetor de R. rickettsi (CUNHA et al., 2009;
MORAES-FILHO et al., 2009).

A. cajennense, conhecido como “carrapato estrela” é o principal vetor
da febre maculosa (DIAS & MARTINS, 1939). Seus estadios evolutivos de
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larva, ninfa e adulto, podem transmitir a bactéria (COMER, 1991). E encontrado
em abundancia nas regides Sudeste e Centro-Oeste, com distribuicao limitada
nos demais locais (HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005). Apesar de
cavalos, antas (Tapirus terrestris) e capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris)
serem 0s principais hospedeiros de A. cajennense, quando a populacao deste
ixodideo estd aumentada, esta espécie pode se alimentar em uma ampla
variedade de hospedeiros vertebrados, entre estes, o cao doméstico
(LABRUNA & PEREIRA, 2001).

O A. aureolatum, também chamado de “carrapato-amarelo-do-cao”, é
encontrado em areas de Mata Atlantica das regiées Sul e Sudeste, onde as
condi¢des de alta umidade e temperaturas amenas predominam durante o ano
todo (PINTER et al., 2004). Este carrapato também ja foi indicado como
possivel vetor de FMB na porcédo leste do estado de Sao Paulo (MORAES-
FILHO et al., 2009), sendo considerado, em alguns locais endémicos como
principal transmissor do agente a seres humanos (EVANS et al., 2000). Os
canideos, inclusive os caes domésticos, sdo os principais hospedeiros para o0s
estadios adultos de A. aureolatum e, em ambientes rurais proximos a
remanescentes de floresta tropical (EVANS et al., 2000).

O R. sanguineus (“carrapato-marrom-do-cao”) é o principal carrapato
que parasita os caes no Brasil, principalmente em areas urbanas (LABRUNA et
al., 2004), sendo encontrado em todas as regides brasileiras e capaz de
sobreviver em ambientes fechados. Raramente s&o relatados parasitando
seres humanos, apesar de serem comumente encontrados em ambientes
domésticos (MORAES-FILHO et al., 2009).

A participagdo de R. sanguineus na epidemiologia de R. rickettsi no
Brasil foi evidenciada pela primeira vez em uma area endémica da regido
metropolitana de Sao Paulo (MORAES-FILHO et al., 2009). E também em uma
regido rural do Rio de Janeiro, onde foi relatada, pela primeira vez, a infeccao
natural por R. rickettsi em R. sanguineus com registros anteriores de casos
humanos de FMB (CUNHA et al., 2009). Estes dois estudos mostram a
possivel participacao dessa espécie de carrapato na transmissao da bactéria a

seres humanos no Brasil.
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Enfatizamos que os cées expostos a carrapatos infectados com R.
rickettsii, podem adquirir a infeccédo e ainda representar um potencial risco para
a transmissdo humana ao carrearem o0s vetores para o ambiente domiciliar,
possibilitando o contato do carrapato com seres humanos (EVANS et al.,
2000).

Em condicbes laboratoriais, carrapatos infectados por uma espécie de
Rickettsia tornam-se incapazes de manter e transmitir outras espécies de
Rickettsia spp. (BURGDORFER et al., 1988). Nenhum carrapato foi encontrado
na natureza infectado por mais de uma espécie de Rickettsia (LABRUNA et al.,
2004). Em alguns trabalhos tem sido observado que a presenca de Rickettsia
spp. ndo patogénicas dentro de uma populagéao de carrapatos pode minimizar a
transmissdo transovariana de uma Rickettsia patogénica (BURGDORFER,
1988; MACALUSO et al., 2002), o que pode explicar a baixa prevaléncia da
infeccdo na populacdo de carrapatos na natureza (PHILIP & CASPER, 1981;
PINTER & LABRUNA, 2006).

As pulgas Ctenocephalides spp. sao responsaveis por transmitir a R.
felis. A R. felis foi observada pela primeira vez por Adams et al. (1990) no
intestino médio das pulgas da espécie C. felis coletada de um gato, e
confirmada mais tarde como uma nova espécie através da utilizacao de
gendtipos (BOUYER et al., 2001). Atualmente, a identificacao por técnica
genotipica molecular esta sendo muito mais utilizada, pois permite a
caracterizacao das espécies anteriormente ndo encontradas, como a R. felis
(BOUYER et al., 2001). Embora existam dados da detecgédo da R. felis, via
Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR), em carrapatos (ISHIKURA et al.,
2003; DUH et al., 2005; CARDOSO et al., 2006; HORTA et al., 2007) ainda
nao ha na literatura prova cientifica da transmissao desta espécie ao homem
por intermédio de carrapatos.

A infeccdo de R. felis é mantida por transmissdo vertical
(transovariana) por sucessivas gerag¢des da pulga, sem a necessidade de um
reservatério vertebrado, o que justifica a alta incidéncia dos agentes nesses
vetores (WEDINCAMP; FOIL, 2002). Além disso, infecgbes por R. typhi e R.

felis ndo sao letais para seus vetores naturais, diferentemente do que acontece
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com outras riquétsias, como por exemplo R. prowazekii (AZAD et al., 1997) e
R. rickettsii (NIEBYLSKI; PEACOCK; SCHWAN, 1999) para piolhos e
carrapatos, respectivamente.

Pulgas infectadas com R. felis tém sido relatados na Espanha
(MARQUEZ et., 2002), Franca (ROLAIN et al., 2005) em algumas localidades
nos Estados Unidos (BOOSTROM et al., 2002), México (ZAVALA-VELAZQUEZ
et al.,, 2002), Peru (PACHAS et al.,, 2001). Além disso, casos humanos de
rickettsioses causada por R. felis foram notificados em Portugal, Estados
Unidos, Franca, Brasil, México, Alemanha e Tailandia (SCHRIEFER et al.,
1994; RAOULT et al. 2001; RICHTER et al., 2002; PAROLA et al., 2003).

No Brasil, ha relatos de pulgas infectadas por R. felis no estado de
Minas Gerais (OLIVEIRA et al.,, 2002; CARDOSO et al. 2006) e Sao Paulo
(HORTA et al., 2005; HORTA et al., 2006; HORTA et al., 2007). Além do que,
a presenca de anticorpos reativos para R. felis em humanos, ja foram
detectados por Horta et al. (2010) através da recdo de imunofluorescencia

indireta.

2.4 Biologia do agente nos hospedeiros amplificadores

Sabe-se que para uma espécie animal ser um hospedeiro competente
de um bioagente veiculado por artropode ela deve ser abundante na area
endémica para a doenca; ser também um bom hospedeiro para o artropode
vetor em condigdes naturais; ser susceptivel a infeccdo, manter o agente em
niveis plasmaticos suficientes para infectar o vetor que se alimentem nele e,
finalmente ter uma alta taxa de renovacgao populacional (LABRUNA, 2006).

Varios géneros de carrapatos, incluindo Dermacentor, Rhipicephalus e
Amblyomma, sao importantes reservatorios de R. rickettsii na natureza
(BURGDORFER, 1988). Estes carrapatos desempenham esse papel devido a
capacidade de transmitir a bactéria transovariamente e transestadialmente.
Assim, o carrapato permanece infectado durante toda a vida e é capaz de
disseminar o microorganismo para as novas geracoes. Entretanto, apenas esse
mecanismo nao seria suficiente para manter a bactéria ativa ao longo do
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tempo, uma vez que ha evidéncias laboratoriais de que R. rickettsii é
patogénica para o carrapato vetor (McDADE & NEWHOUSE, 1986;
BURGDORFER, 1988).

Desta forma, o efeito amplificador que alguns animais silvestres
desempenham deve existir para garantir a manutencdo da bactéria na
natureza. Nesse caso, 0 hospedeiro amplificador mantém a bactéria em niveis
altos em sua corrente sangtiinea por alguns dias ou semanas, garantindo que
novos carrapatos se infectem, amplificando a infeccdo na populacdo de
carrapatos (BURGDORFER, 1988).

Na América do Norte, o efeito amplificador de algumas espécies de
pequenos roedores como Microtus pensilvanicus, Pitymus pinetorum,
Peromyscus leucopus e Sigmodon hispidus ja foi verificado (McDADE &
NEWHOUSE, 1986; BURGDORFER, 1988).

No Brasil, trabalhos realizados desde a década de 30 apontam as
capivaras (Hydrochoerus hydrochoerus) e os gambas (Didelphis marsupialis
Linneaeus, 1758) como amplificadores de R. rickettsii para A. cajennense
(MOREIRA & MAGALHAES, 1935; TRAVASSOS & VALLEJO, 1942;
LABRUNA, 2006; HORTA et al., 2009). Além desses animais, também ja foram
indicados o cao doméstico (Canis familiaris); o cachorro do mato (Dusicyon sp.,
sin. Canis brasiliensis); o coelho do mato (Sylvilagus brasiliensis, sin. Sylvilagus
minensis); o prea (Cavia aperea); e a cutia (Dasyprocta azarae) (MOREIRA;
MAGALHAES, 1935). Eqliinos sdo considerados excelentes animais sentinelas
para a FM (SANGIONI et al., 2005), ndo havendo relatos de sinais clinicos,
apesar de apresentar altos titulos (= 1024) de anticorpos contra R. rickettsii
(LEMOS et al., 1996). O carrapato estrela (A. cajennense) é a principal espécie
de ixodideo que parasita esta espécie animal.

Passaros migradores também participam da circulacao de riquétsias,
por transportarem os ectoparasitas infectados a grandes distancias, causando
focos pontuais de infeccdo em zonas ndo endémicas, podendo estabelecer
novos focos se o0s ixodideos se adaptarem a nova darea geogréfica
(BURGDORFER, 1975; REHACEK & TARASEVICH, 1909; NICE, 1994).
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Casos humanos de febre maculosa (R. rickettsii) transmitida pelo
carrapato R. sanguineus no Arizona (EUA) reergueram a hip6tese de caes
desempenharem o papel de hospedeiros amplificadores de R. rickettsii, uma
vez que o cao atende os dois primeiros quesitos, como ser abundante na area
endémica para a doencga; e também um bom hospedeiro para o artropode vetor
em condi¢cées naturais; além do que todos os estagios parasitarios de R.
sanguineus parasitam primariamente o cado doméstico, o qual foi possivelmente
a fonte de infeccdo para os carrapatos R. sanguineus no foco endémico do
Arizona (DEMMA et al., 2006).

Piranda et al. (2006) constataram que 20% dos carrapatos R.
sanguineus se infectaram quando alimentados em caes riquetsémicos,
sugerindo um papel amplificador deste animal em areas endémicas.

Os casos clinicos de infecgcdo por R. rickettsii em caes tem sido
descritos nos Estados Unidos, incluindo sinais como febre, letargia, anorexia,
anemia e trombocitopenia (GRINDEM et al., 1999; GASSER et al., 2001). No
Brasil, caes foram observados clinicamente por Piranda et al. (2008), apos
infeccdo experimental por R. rickettsii, € os sintomas relatados foram febre,
letargia, anorexia, anemia, trombocitopenia e lesdes oculares. E mais
recentemente, houve o relato dos primeiros casos de infeccao natural em caes
provenientes do estado de Sao Paulo (LABRUNA et al., 2009).

2.5 Diagnostico

No Brasil, as taxas de letalidade e mortalidade da febre maculosa
giram em torno de 10-40% e 20-30%, respectivamente. Em funcdo das
dificuldades em fazer o diagnéstico e estabelecer a terapia apropriada,
relacionadas ao pouco conhecimento sobre a doencga e a sintomatologia pouco
especifica (GALVAO et al. 2005; ANGERAMI et al., 2006; CHAPMAN et al.,
2006).

O diagnodstico da febre maculosa baseia-se nos sinais e sintomas
clinicos bem caracteristicos como o0 aparecimento de manchas hemorragicas

(petéquias e maculas) na pele e confirmacao laboratorial por meio de métodos
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diretos e/ou indiretos. E fundamental associar o diagnéstico laboratorial com a
situacao e os antecedentes epidemiolégicos da regido, a procedéncia do caso
suspeito e a época do ano, para diferenciacdo de outras enfermidades. O
histérico de exposicao a carrapatos devem ser levados em consideragao, visto
gue sao os principais transmissores da bactéria (GASSER et al., 2001).

O diagndstico indireto é baseado em provas sorolégicas, que sdao os
métodos usuais. O diagnéstico de infeccdo por R. rickettsii em caes €
realizado, geralmente, mediante a deteccao de anticorpos séricos especificos
pela RIFI (LA SCOLA & RAOULT, 1997). Os testes sorol6gicos como reagao
de Weil-Félix, que utiliza antigenos nao riquetsiais (WHO, 1988), sdo de dificil
reproducdo pela necessidade de purificacdo de antigenos, diante disso sao
pouco utilizados (GALVAO et al., 2005a).

A RIFI é o método padrao-ouro para a FM (WHO, 1988) € preconizado
pelo Ministério da Saude como a técnica sorolégica para o diagnostico das
riquetsioses, permite a pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG. No
entanto, sé é possivel detectar anticorpos anti-riquetsiais apdés a segunda
semana do inicio da doencga. Portanto, o diagndstico definitivo podera ser tardio
em alguns casos (LA SCOLA & RAOULT, 1997). Titulacao iguais ou superiores
a 1:64 em Unica amostra, ou uma diferenca de quatro vezes no titulo entre
amostras de soro pareadas, coletadas com intervalo de duas a quatro
semanas, confirmam o diagnoéstico (BRASIL, 2005). Para deteccao de
anticorpos séricos apresenta sensibilidade de 94 a 100% e especificidade de
100% (DUMLER, 1996; CDC, 2006). Apesar de ser um teste altamente
sensivel, nao distingue as espécies dentre os isolados, devido a possibilidade
de reacdes cruzadas entre riquétsias do GFM (GALVAO et al., 2005; PAROLA
et al., 2005). No entanto, quando as amostras sédo testadas contra seu antigeno
especifico, o titulo resultante € mais elevado (PHILIP et al., 1978).

A amostra de soro ao ser submetida a baterias de testes, frente a
variados antigenos de Rickettsia spp. as diferencas entre os titulos de
anticorpos sao, em alguns casos, grandes o suficiente para indicar a espécie
de riquétsia que estimulou a resposta imune (PINTER et al., 2008). Ao

apresentar um titulo final de anticorpos contra determinada espécie de
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Rickettsia pelo menos quatro vezes maior que o observado para quaisquer
outras espécies, considera-se o soro homélogo a primeira espécie testada ou
de genodtipo semelhante. Esse critério vem sendo utilizado em varias pesquisas
soroldgicas utilizando animais sentinelas no Brasil, para determinar o provéavel
agente causador da infeccdo (HORTA et al., 2004; FREITAS et al., 2006;
LABRUNA et al., 2007; PINTER et al., 2008; TAMEKUNI et al., 2008).

Os Caes que sobrevivem a infeccdo por R. rickettsii sdo capazes de
produzir anticorpos (DEMMA et al., 2006) e, em outros paises a sorologia em
caes demonstrou ser um meio viavel de determinar a exposicdo de seres
humanos a Rickettsia spp. e predizer alteragdes na incidéncia de infeccoes em
pessoas (RAOULT & PAROLA, 2007). Assim, os caes sao considerados
importantes sentinelas para riquetsioses, inclusive a FMB, em seres humanos.
Diante disso, a soroprevaléncia para R. rickettsii em caes de determinadas
areas geograficas se aproxima da encontrada em seres humanos
(BREITSCHWERDT et al., 1987). No entanto, ja existem relatos de casos de
infeccdo em caes e seres humanos ocorrendo simultaneamente (PADDOCK et
al., 2002; ELCHOS & GODDARD, 2003; ZAVALA-CASTRO et al., 2006).

Vale ressalvar que muitas infeccées causadas por R. rickettsii sdo de
formas subclinicas, e um elevado percentual de caes aparentemente saudaveis
que vivem em areas endémicas é soropositivo para a doencga. Contudo, apés o
contato com o agente, a soropositividade persiste por um bom tempo. Em uma
determinada area, a presenca de animais sororeagentes indica a circulagédo de
Rickettsia do GFM (PIRANDA et al., 2008), mas nao necessariamente, indicam
uma infeccdo recente. Por isso destaca-se a importancia do cdo como
sentinela para a vigilancia da FMB (PADDOCK et al., 2002; SANGIONI et al.,
2005).

O Diagndéstico direto foi desenvolvido para detectar diretamente a
presenca de riquétsias a partir de materiais provenientes de pacientes em fase
aguda da infeccao e, assim, obter resultados positivos precocemente. Dentre
eles, destacam-se a imunodeteccdo da bactéria em tecidos
(imunohistoquimica) ou em células endoteliais extraidas de sangue total, o

isolamento em cultura de células com o sistema “shell vial” e a amplificacao de
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DNA riquetsial pela PCR (LA SCOLA & RAOULT, 1997) de amostras de
carrapatos coletados de pacientes ou de animais reservatérios, e até mesmo
de vida livre no meio ambiente (SANGIONI et al., 2005).

Para realizar o isolamento da bactéria a partir de amostras de caes
suspeitos. Pode ser utilizado plasma, triturado de coagulo, biépsia de pele,
tecidos de necropsia e mesmo os artropodes (LABRUNA, 2006). O cultivo é
feito em células Vero, associado ou ndao a técnica de “shell vial’, com a
penetracdo do agente no interior da célula. Com o isolamento por “shell vial”,
sao obtidos resultados positivos durante a fase de riquetsemia, antes da soro
conversao, sendo util no diagndstico de casos agudos (LA SCOLA & RAOULT,
1997). A desvantagem é que este procedimento pode levar algumas semanas
(RAOULT & PAROLA, 2007).

As técnicas de biologia molecular usadas na deteccao e identificacao
de riquétsias sdo baseadas na PCR, na PCR/RFLP que esta associada a
analise de polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricdo e
sequenciamento. A PCR fornece resultados rapidos e € a prova de eleicao
para um diagnéstico precoce, fornecendo resultado antes da soroconversao
(LA SCOLA & RAQOULT, 1997).

E importante ressaltar que a deteccdo de Rickettsia spp. em sangue de
animais vertebrados normalmente é rara, pois o periodo de riquetsemia dura
apenas alguns dias ou semanas e, posteriormente, a bactéria ndo € mais
encontrada no sangue (BURGDORFER, 1988). Em infeccdo experimental em
caes, ja foi demonstrado que o periodo de bacteremia da R. rickettsii, com a
deteccao do agente na PCR somente foi possivel até 10 dias apds infeccao
(KIDD et al., 2008). Além disso, Rickettsia spp. infectam as células endoteliais
dos animais, apresentando uma concentracdo muito baixa no sangue,
dificultando a deteccao por analise molecular (LA SCOLA & RAOULT, 1997).

A deteccéao de Rickettsia spp. por PCR em espécies de carrapatos tem
sido amplamente utilizada em estudos epidemiolégicos ou em surtos de
riquetsioses. A mesma detecgao tem sido utilizada para R. felis em pulgas. A
sequéncia de DNA que codifica o gene da enzima respiratoria citrato sintase

esta presente em diversos organismos procariotos e por ser codificador de uma
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enzima de grande importancia fisiolégica, sofre uma elevada presséo seletiva
para manter-se inalterada. Os iniciadores propostos por Regnery et al. (1991)
identificaram, neste gene, uma sequéncia especifica comum a todas as
bactérias do género Rickettsia sendo 0 gene citrato sintase (g/tA), o mais
utilizado. Para a deteccao de riquétsias do GMF, foram propostos iniciadores
que localizam sequéncias genbmicas responsaveis por codificar proteinas
externa de membrana, chamadas OmpA (outher membrane protein A) e OmpB
(outher membrane protein B), que estdo mais expostas a mutacdes
persistentes do genoma, representando uma ferramenta para a classificacao e
filogenia da diferentes espécies (WEBB et al., 1990; REGNERY et al., 1991;
EREMEEVA et al. 1994; LABRUNA et al.,, 2004; LABRUNA et al., 2005;
GUEDES et al., 2005; SANGIONI et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar a prevaléncia da infeccdo por Rickettsia spp. em caes e em
vetores bioldgicos de ambiente urbano e rural na Microrregido de
Imperatriz, Estado Maranhdo, através de técnicas sorolégicas e

moleculares.

2.2 Especificos

Detectar a frequéncia de infestacdo de caes por ectoparasitos;
Determinar a soro prevaléncia de Rickettsia spp. em caes no ambiente
urbano e rural utilizando a Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI);
Determinar os fatores associados para infecgdes naturais por Rickettsia
Spp.;

Detectar diretamente a presenca de Rickettsia spp. em artrépodes
vetores (carrapatos e pulgas), através da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR).
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4 METODOLOGIA
4.1 Caracterizacao da Regiao

O estudo foi realizado na microrregiao de Imperatriz-MA, esta
microrregiao localiza-se na mesorregiao do Oeste Maranhense. A microrregiao
de Imperatriz é formada pela unido de 16 municipios. Para a realizagao deste
estudo, foram escolhidos o0s municipios de Imperatriz, Davindpolis e
Governador Edison Lobao (Fig. 1).

A escolha da microrregido de Imperatriz foi oportuna, visto que,
estudos soroldgicos sobre prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia spp. em
hospedeiros amplificadores, sobretudo o cado, sdo escassos nesta microrregiao.
No entanto, trabalhos de mesma natureza ja& foram realizados em outra
microrregido do estado, pelo nosso grupo de pesquisa Morfobiologia e
Patogenia de Parasitos de Animais.

A microrregido de Imperatriz encontra-se numa zona de ecétono,
apresenta uma vegetacao variada com caracteristicas tanto de cerrado como
de floresta amazénica, caracterizando-se como Floresta ombrofila aberta com
vegetacao de transicado. Diante do intenso processo de antropizacao, essa area
apresenta em sua maioria pouca vegetacdo remanescente, formada por
vegetacao secundaria, pastagem, agricultura de subsisténcia e monocultura de
eucalipto (SANTOS, 2011).

De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) no ano de 2010, os municipios de Imperatriz, Davin6polis e
Governador Edison Lobdo possuiam uma populacdo de 275.979 habitantes,
distribuida nos 2320,792 km? de area. Desse total de habitantes, 251.991

habitantes residem na area urbana e 23.998 na area rural.
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Figura 1- A: Mapa do estado do Maranh&o; B: localizagdo dos Municipios de
Imperatriz, Davinépolis e Governador Edison Lobdo (Atlas do
Maranh&do/Geréncia de Planejamento e Desenvolvimento Econdémico,
Laboratério de Geoprocessamento-UEMA. Sao Luis: GEPLAN, 2002).

4.2 Amostragem e Coleta de Sangue

Foram amostrados por conveniéncia, 300 cdes de trés municipios,
divididos em area urbana e rural. Sendo 100 para o municipio Imperatriz (50
area urbana e 50 area rural), 100 para Governador Edison Lobdo (50 area
urbana e 50 area rural) e 100 (50 &rea urbana e 50 &rea rural) para
Davindpolis.

A escolha dos pontos de coleta dos bairros da area urbana e povoados
da éarea rural foi baseada nas informacbées da receita do municipio e da
Secretaria de Educacédo do municipio. Para a Receita Municipal e Secretaria de
Educacdo Municipal, sdo considerados ambiente urbano e ambiente rural,
areas que estiverem no centro do perimetro urbano e distante dos limites do
perimetro urbano, respectivamente. Este critério foi utilizado, para que néo
fosse geradas duvidas sobre o tipo de area que iria ser realizada a coleta. Os

caes foram escolhidos por conveniéncia de forma aleatéria.
33



De cada animal foi coletado 5 mL de sangue, por meio da puncéo da
veia cefélica ou jugular. As amostras de sangue foram centrifugadas e o soro
obtido foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL, duplicados, identificados,
congelado e armazenado em temperatura de - 20°C, até a realizacao do RIFI.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagao
Animal (CEEA)/UEMA com parecer N? 29/2010 (Apéndice ).

4.3 Sorologia por Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A sorologia por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi
realizada no Laboratério de Doencas Parasitarias da FMVZ da USP em Séo
Paulo. Inicialmente foi realizada uma triagem para separacdo de soOros
positivos. O titulo de corte na triagem para o género Rickettsia é de 1:64. Os
soros foram testados pela RIFI frente aos antigenos de R. rickettsii, R. parkeri,
R. amblyommii, R. rhipicephali e R. bellii. Para a realizacdo da RIFI foram
preparadas as laminas e os reagentes de acordo com a técnica proposta por
Horta et al. (2004).

As laminas foram colocadas em cuba com PBS por 10 minutos e em
seguida colocadas para secar em temperatura ambiente ou estufa a 37°C. O
soro foi descongelado em temperatura ambiente, e em seguida
homogeneizando no vértex. Em uma placa de diluigdo acrescentou-se 189 ul
PBS + 3 ul da amostra, em seguida homogeneizou-se com a pipeta.

Foram gotejados 15 ul de soro em cada pogo da lamina, em seguida
colocou-se em camara umida (placa de Petri com gaze uUmida em agua
destilada) a 37°C por 30 minutos. Posteriormente foram lavados com piseta de
solucdo de lavagem sem atingir os pocos da lamina, e posteriormente
submetidos a duas lavagens em cuba com “washing buffer” por 10 minutos
cada lavagem.

As laminas foram colocadas em temperatura ambiente ou estufa a
37°C. Em seguida foram gotejados 15 pl de conjugado em cada pogo da
lamina e colocados em camara umida (placa de Petri com gaze umida em

agua destilada) a 37°C por 30 minutos. Posteriormente foram lavados com
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piseta de solucédo de lavagem sem atingir os pocos da lamina, e posteriormente
submetidos a duas lavagens em cuba com “washing buffer” e azul de Evan (1,5
ml) por 10 minutos cada lavagem e protegidas da luz. Em seguida as laminas
foram secas em temperatura ambiente, protegido da luz. Para leitura foram
colocados glicerina pH 7,0 entre a lamina e a laminula e levadas ao
microscopio de imunofluorescéncia no aumento de 40X.

Os soros reativos passaram por diluicao seriada e titulacdo. O soro que
demonstrou para uma determinada espécie de Rickettsia um titulo 4 vezes
maior que para as demais espécies testadas, foi considerado homdélogo para
aquela espécie de Rickettsia (HORTA et al., 2004; LABRUNA et al., 2007).

4.4 Coleta e Identificacao de Ectoparasitas

Os caes amostrados foram inspecionados quanto a presenca de
ectoparasitas. Os espécimes de ectoparasitas foram coletados manualmente e
acondicionados em microtubos livre DNase/RNase e conservados em alcool a
70%. Cada microtubo foi etiguetado com um ndmero correspondente ao
registro do hospedeiro, anotado em fichas.

Os ixodideos foram identificados ate o género de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas utilizando a chave pictérica modificada de Harry
Pratt (1961). As espécies foram identificadas de acordo com a chave proposta
por Aragdo & Fonseca (1961). Os sifonapteros e os fitirapteros foram
identificados de acordo com as chaves de identificacao de Linardi & Guimaraes
(2000) e Furman & Catts (1970), respectivamente.

4.5 PESQUISA DE Rickettsia spp. NOS CARRAPATOS E PULGAS
Extracao de DNA dos Carrapatos e Pulgas

De cada animal infestado por carrapatos, foram escolhidos trés
exemplares para a extragdo do DNA. Os carrapatos foram retirados do &lcool e
submetidos a secagem ao ambiente para total evaporacdo do alcool. A técnica
utilizada para extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo

Isotiocianato de Guanidina, descrito por Chomekzynski (1993), adaptado por
35



Sangioni et al. (2005). Para o procedimento de extracdo de DNA, os carrapatos
foram colocados em microtubo de 1500 pL, triturados com agulha 40x12, na
amostra foram adicionados 150 ul TE (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8,0) e
macerados com ponteira queimada e submetidos ao vértex por 10 segundos.

Foram adicionados 450 ul de isotiocianato de guanidina (GT) e os
tubos levados para incubacao por 10 minutos a temperatura ambiente, com
agitacao a cada dois minutos e meio. Apds esta etapa, foram adicionados 100
pl de cloroférmio a cada tubo, e submetidos ao vortex por 10 segundos,
posteriormente estes foram centrifugados por 5 minutos a 12000 rpm. Cerca de
400 pl do sobrenadante foram recuperados de cada tubo aos quais foram
acrescentados 600 pl de isopropanol.

Os tubos foram levados ao freezer “over night” e s6 entdo foram
centrifugados por 15 minutos a 4°C a 12000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e adicionados a cada tubo 800 pl de etanol a 70%, sendo
novamente levados a centrifugagcdo por 5 minutos a 4°C a 12000 rpm.
Desprezou-se o sobrenadante e com o microtubo aberto, colocou-se no
temobloco a 56°C por 15 minutos para que o pellet secasse. O pellet foi
ressuspendido com 50 pl de TE, em seguida homogeneizado manualmente e
incubado novamente, com o microtubo fechado, a 56°C por 15 minutos no
termobloco. O microtubo foi armazenado a -20°C até sua utilizagdo. O mesmo
procedimento foi realizado para a extracdo do DNA das pulgas.

Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

O DNA extraido dos carrapatos e das pulgas foi individualmente
testado para pesquisa de Rickettsia através da amplificacdo de um fragmento
de 401pb do gene citrato sintase (g/tA), presente em todas as espécies de
riquétsia, utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores (“primers”),
denominados de CS62 senso (“forward”) (GCA AGT ATC GGT GAG GAT GTAAT) e
CS462 anti-senso (“reverse”) (CTT CCT TAA AAT TCA ATA AAT CAG GAT G)
(LABRUNA et al, 2004). Sendo indicados como triagem por LABRUNA et al.
(2004) para pesquisa de DNA de Rickettsia.
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Amostras de pulgas positivas com esses primeiros primers foram
testadas em novas baterias de PCRs utilizando-se um par de oligonucleotideo
iniciadores  Rr190.70 (ATGGCGAATATTTCTCCAAAA) e Rr190.701
(GTTCCGTTAATGGCAGCATCT) (REGNERY et al. 1991) que amplifica um
fragmento 631 pb do gene da proteina externa de membrana A (ompA2),
presentes em R. felis e riquétsias do Grupo da Febre Maculosa (GFM).

Todas as reagdes da PCR (50 ul de volume final) foram realizadas
adicionando 5 ul da amostra de DNA a 25,2 ul de agua ultra pura, 5,0 pyl de
dNTPs, 8,0 pl de Buffer, 0,3 pyl de Tag DNA polimerase e 1,5 de MgCI2
acrescentando-se ainda 2,5 ul de primers forward e 2,5 ul de primers reverse.
As amostras foram levadas ao termociclador nas seguintes condi¢des: para
primers CS-62 e CS462: desnaturacao inicial a 97 °C por 2 minutos; 40 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos; anelamento a 64°C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos e extensao final a 72 °C por 5 minutos.

As condic6es de temperatura para os primers Rr190.70 e Rr190.701
desnaturacao inicial a 97 °C por 2 minutos; 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C
por 30 segundos; anelamento a 62°C por 30 segundos e extenséo a 72 °C por
30 segundos e extensao final a 72 °C por 5 minutos. Para cada reacao, foram
incluidos um controle negativo (5 pyl da mesma agua usada no mix) e um

controle sabidamente positivo.

4.6 Analises dos produtos amplificados

Os produtos amplificados da reacdo de PCR foram visualizados em
aparelho de eletroforese em gel de agarose a 2% (100 ml TBE 0,5%; 2,09
agarose UltraPure™ Agarose Invitrogen™), submetidos a voltagem de 100 V
durante 30 minutos, coradas por brometo de etideo e observadas em luz
ultravioleta (SAMBROOK et al., 1989).
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4.7 Purificacao e Sequenciamento de Nucleotideos

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o produto comercial
ExoSAP-IT (USB Corporation) e posteriormente feito a reagdo de
sequenciamento com o kit comercial BigDye TM Terminator (Perkin Elmer) de
acordo com especificacdes do fabricante. As amostras foram sequienciadas em
sequenciador automatico (Applied Biosystems/PerkinElmer, Modelo ABI Prism
310 Genetic, CA, US) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.8 Preenchimento do Questionario

Antes da coleta das amostras sangliineas e dos ectoparasitas foram
preenchidos questionario (apéndice) para cada animal, visando obter
informagdes como: sexo, idade, raga, tratamento contra ectoparasitas, acesso

a rua e contato com animais silvestres

4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados através de tabelas de contingéncias com
as diferentes variaveis. A comparacao dos dados foram realizadas pelo Teste
Exato de Fisher, Teste Qui-Quadrado e calculo das “Odds Ratio” para cada
variavel, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). As analises foram
realizadas com o auxilio do programa computacional Epilnfo version 3.4.7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da populacao canina da microrregiao de Imperatriz-
MA.
Os cées da éarea urbana e rural da microrregido de Imperatriz foram

caracterizados de acordo com as variaveis: sexo, idade, raga, tratamento
controle de ectoparasitas, acesso a rua e contato com animais silvestres.

Dos 300 animais amostrados, 173 cdes eram machos (57,7%) (87 da
area urbana e 86 da area rural) e 127 fémeas (42,3%) (63 da area urbana e 64
da area rural). Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) em relacao a
proporcdo macho e fémea. Estes resultados concordam com os resultados
obtidos por Costa (2011) e difere dos resultados relatados por Dias et al. (2004)
e Silva et al. (2010a). Possivelmente, nossos resultados justificam-se, pois, 0s
proprietarios nao estao mais fazendo distincao sobre a preferéncia de machos
e fémeas.

Em relacdo a faixa etaria, 19,7% (59/300) dos caes apresentavam
idade inferior a 12 meses. Animais com idade entre um a trés anos
correspondiam a 51% (153/300) dos animais amostrados; e 88 caes (29,3%)
apresentavam idade superior a trés anos. No entanto, observamos uma
frequéncia consideravel nos animais com idade superior a trés anos em relacao
a animais com idade inferior a 12 meses. Possivelmente essa maior
longevidade observada em animais com idade acima de um ano, esteja
relacionada as condicoes de criacdo destes caes, refletida pelos cuidados
sanitarios dos proprietarios, visto que, 75% (225/300) dos caes tinham
cobertura vacinal, contra raiva e/ou demais viroses que afetam os caes.

No que se refere a raga, observou-se que 90,67% (272/300) dos
animais eram sem raca definida (SRD), 7,0% (21/300) eram da raca poodle,
1,33% (4/300) da raca Pincher, um (0,33%) Rottweiler, um (0,33%) Pastor
Alemao, um (0,33%) Basset Hound.

Com relagdo ao habito do animal ter acesso a rua, observou-se que na
area urbana 62% (93/150) dos caes tinham acesso a rua, e 38% (57/150) nao
tinham acesso. Nos caes do ambiente rural 68,67% (103/150) tinham acesso
livre a rua, enquanto que 31,33% nao tinham. Observou-se que nao houve
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diferenca significativa (p>0,05) entre o habito de ter acesso a rua e a area
(urbana ou rural) (Tabela 1) que o animal se localizava. Estes resultados
discordam dos resultados obtidos por Costa (2010) na microrregiao de
Chapadinha-MA. Possivelmente, nossos resultados justificam-se pela
diferenca quanto a forma de criacdo nestas duas microrregiées, onde 0s caes
na microrregiao de Imperatriz passam parte do dia presos, tendo acesso a rua

e a ambientes diferentes do domicilio, mesmo que de maneira esporadica.

Tabela 1 - Cdes da area urbana e rural da microrregido de Imperatriz-
Maranhdo com acesso a rua, Marco de 2011

Caes
Area
Acesso a Sem acesso Total OR IC P
rua arua
N % N %
Urbana 93 62 57 38 150 0,74 0,45-1,23  0,2749041°%
Rural 103 68,67 47 31,33 150

(a)- Teste qui- quadrado OR =0dds ratio IC- Intervalo de confianga

De acordo com o depoimento dos proprietarios, no que se refere ao
contato com animais silvestres, observou-se que 3,33% (5/150) dos animais na
area urbana tiveram contato com animais silvestres e 21,33% (32/150) dos
animais da area rural tiveram contato com animais silvestres que estavam em
cativeiro e/ou na mata, mesmo que de forma esporadica. Estes resultados,
quando comparados pelo teste do qui-quadrado, mostraram diferenca
significativa (p < 0,05) onde os cdes da area urbana tiveram uma chance
menor (OR= 0,13) de ter contato com animais silvestres em comparagdo com
0s caes da area rural, como mostra a tabela 2. Desta forma, os caes da area
rural tiveram mais chances de ter contato com animais silvestres. Este contato
poderia ser na propria residéncia, onde os animais silvestres eram mantidos

em cativeiro, ou estes cdes adentravam na mata com os proprietarios.
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Tabela 2- Caes da area urbana e rural da microrregiao de Imperatriz-Maranhao
com contato com animais silvestres, Marco de 2011

Caes

Area

Contato Sem contato Total OR IC P

com com

silvestres silvestres

N % N %
Urbana 5 3,33 145 96,67 150 0,13 0,04-0,35 0,0000045%
Rural 32 21,33 117 78,67 150

(a)- Teste qui- quadrado OR =0dds ratio IC- Intervalo de confianga ( * ) Diferenca significativa

5.2 Presenca de Ectoparasitos

Dos 300 cées inspecionados 150 (50%) estavam infestados por
ectoparasitos, dos quais 53 (35,33%) eram da area urbana e 97 (64,67%) da
area rural. Foram identificadas trés espécies de ectoparasitos: R. sanguineus,
C. felis, Heterodoxus spininger.

A infestacao por adultos de R. sanguineus e ninfas de Rhipicephalus foi
57,61% (87/150) e 4,63% (7/150) dos caes, respectivamente; seguido por C.
felis, 20,54% (31/150) e 1,32% (2/150) dos caes estavam parasitados por H.
spiniger (Tabela 3).

A infestacdo por R. sanguineus foi a mais freqliente sendo 24,67%
(37/150) dos caes pertencentes a area urbana e 33,33% (50/150) da area rural.
Foram coletados 369 carrapatos (150 machos, 168 fémeas e 51 ninfas),
seqguidos por C. felis, com 4% (6/150) dos caes na area urbana e 16,67%
(25/150) na érea rural, totalizando 106 pulgas coletadas (83 fémeas e 23
machos). Infestagdes por H. spiniger foram muito baixas, com dois espécimes
machos, um em cada area (Tabela 3).

A coinfestacdo por carrapatos e pulgas foi observada em 13,91%
(21/150) dos céaes e a infestacao por pulgas, carrapatos e piolhos foi observada

em 0,66% (1/150) dos caes, como mostra na tabela 3.

41



Tabela 3 — Frequéncia de espécies de ectoparasitos encontrados nos caes
das areas urbanas e rurais da microrregido de Imperatriz,
Maranhao, Brasil, Marco de 2011

Caes
Ectoparasitos
Urbana Rural Total
N % N % N %

Ctenocephalides felis 6 4 25 16,67 31 20,54
Heterodoxus spiniger 1 0,67 1 0,67 2 1,32
Rhipicephalus sanguineus 37 24,67 50 33,33 87 57,61
Ninfa de Rhipicephalus 4 2,67 3 2 7 4,63
C. felis + H. spiniger 1 0,67 - - 1 0,66
C. felis + R. sanguineus 4 2,67 17 11,33 21 13,91
C. felis + R. sanguineus+ - - 1 0,67 1 0,66
H. spiniger

Total 53 35,33 97 64,67 150 100

R. sanguineus foi a Unica espécie de carrapato identificada tanto na
area urbana quanto na area rural, sendo mais freqiiente nos caes da area rural
com 33,33% (50/150) (Tabela 3). Em estudo realizado por Shimada et al.
(2003), o carrapato R. sanguineus foi mais associado a infestacbes em areas
urbanas e suburbanas. Szab6é et al. (2001) observaram ocorréncia de R.
sanguineus tanto em caes de area urbanas quanto rurais. Isso pode estar
relacionado ao numero consideravel de caes terem seus locais de repouso
junto as residéncias dos proprietarios, favorecendo assim infestacdes por R.
sanguineus que apresenta habito nidicola, gerando uma condigdo ecolbgica
para um maior parasitismo nos cé@es por este carrapato, mesmo que este cao
esteja em ambiente rural.

Estes resultados discordam dos encontrados por Costa (2010) na area
rural da microrregido de Capadinha-MA, na qual foram identificados carrapatos
R. sanguineus, A. cajennense, A. ovale e ninfa de Amblyomma sp. Diferindo
também dos resultados encontrados por Szab6 et al. (2010), que identificaram
carrapatos da area urbana e rural de Uberlandia- MG, e encontraram R.
sanguineus e A. cajennense parasitando caes de area urbana e rural e A.
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ovale, ninfas e larvas de Amblyomma sp. e ninfas de Boophilus microplus, em
caes de area rural. Essa diferenca de resultados pode ser atribuida a diferencga
entre biomas, uma vez que a microrregido de Imperatriz encontra-se numa
zona de ecétomo, cuja vegetacao é variada, que devido ao intenso processo de
antropizagdo, apresenta pouca vegetacdo remanescente, formada por
vegetacao secundaria (SANTOS, 2011), e possivelmente, pouca presenca de
areas de mata, consequentemente menor diversidade de carrapatos.

O R. sanguineus é um carrapato que tem estreita relacado com o céo
doméstico (SZABO et al., 2005). Esta espécie é responsavel por infestacdes
em &reas urbanas, o que concorda com trabalhos j& descritos (SZABO et al.,
2001; SZABO et al., 2010). Guerra & Brito (2004) também descreveram
infestacdes por esta espécie de carrapato na cidade de Sao Luis — MA. Este
carrapato é descrito no Brasil como um importante transmissor de patdégenos
como a Ebhrlichia canis, Babesia vogeli, Hepatozoon canis e Mycoplasma
haemocanis a caes. Além disso, ha suspeitas de transmissdo de Anaplasma
platis, Borrelia burgdorferi, Babesia gibsoni, Rangelia vitalli e R. rickettsii
(DANTAS-TORRES, 2008).

O Unico género de pulicideo identificado foi Ctenocephalides,
verificando-se a presenca da espécie C. felis em caes da area urbana e rural,
no entanto, os cdes da area rural estavam mais infestados, com 16,67%
(25/150) (Tabela 4). Estes resultados, quando comparados pelo teste do qui-
quadrado, mostraram diferencga significativa (p < 0,05) onde os animais da area
urbana tiveram menos chance de serem infestados por pulgas em comparacao
com os animais da area rural, como mostra a tabela 4. Desta forma, pode-se
inferir que os animais que se encontravam na area rural tiveram mais chance

de serem parasitados por pulgas C. felis.
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Tabela 4 - Infestacéo por pulgas Ctenocephalides felis em caes da area urbana
e rural da microrregiao de Imperatriz, Maranhao, Brasil, Marco de

2011
Area Caes
Presenca de Auséncia de Total OR IC P
Ctenocephalides felis Ctenocephalides felis
N % N %
Urbana 6 4 144 96 150 0,21 0,07-0,56 0,0006399 **
Rural 25 16,67 125 83,33 150

(a)- Teste qui- quadrado OR =0dds ratio IC- Intervalo de confianga ( * ) Associagao significativa

Em outros estudos realizados no Brasil C. felis também foi a Unica
espécie encontrada (RODRIGUES et al., 2001, RODRIGUES et al., 2008).
Neste estudo, observou-se que o parasitismo por pulgas foram mais freqtientes
em caes da area rural. Provavelmente, isso pode estar relacionado com a
proximidade do cdo domeéstico com animais silvestres, mesmo que de forma
esporadica (AZAD e tal. 1997; LINARDI & GUIMARAES, 2000). Esse dado
acaba sendo preocupante, visto que varios agentes transmitidos pelas pulgas
sdo mantidos em um ciclo zoonético que envolvem mamiferos silvestres como
hospedeiros naturais. Desta forma, esses vetores acabam sendo trazidos para
o interior das residéncias por animais domésticos.

Dentre as 2000 espécies e sub-espécies de pulgas existentes no
mundo, apenas algumas atuam como vetores de doencas em humanos, tais
como a peste bubénica ou peste negra (Yersinia pestis) e tifo murino (R. typhi)
cujo vetor é Xenopsylla cheopis. Outra doenca importante transmitidas por
pulgas é riquetsiose causada por R. felis, sendo transmitida pela C. felis.

Na microrregido de Imperatriz as infestacdes por H. spiniger foram
baixas, resultados semelhantes foram observados por Torres & Figueredo
(2007) na qual registraram infestacdo por H. spiniger em caes domésticos com
baixa prevaléncia em Recife-PE. No entanto, estes resultados diferem aos
observados por LOBO et al. (2002) no Estado de Pernambuco, onde realizaram
um estudo em areas urbanas e rurais, € Trichodectes canis foi a Unica espécie

de piolho coletada nos caes.
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Quanto ao tipo de infestacbes observou-se que 82,67% (124/150)
dos céaes tinham infestacbes simples e 17,33% (26/150) mistas. No que se
refere area, 35,34% (53/150) dos caes era provenientes da area urbana (45
caes com infestacoes simples e 8 com mistas) e 64,66% (97/150) da area rural
(79 cées com infestacdes simples e 18 com mistas). Diante destes resultados,
observamos que o cao da area rural estd mais sujeito ao parasitismo pela as
infestagcdes simples e mistas, em comparagado aos caes da area urbana. Isso
pode esta relacionado com a forma de criagdo, uma vez que os proprietarios da
area urbana sdo mais conscientes quanto ao controle de ectoparasitos, em
comparacao aos caes da area rural.

Com relacao ao animal controle contra ectoparasitos, observou-se que
66,67% (100/150) dos animais da area urbana e 43,33% (85/150) dos animais
da éarea rural, receberam algum tratamento para ectoparasitas. Estes
resultados, quando comparados pelo teste do qui-quadrado, verificou-se que
houve diferenca significativa (p < 0,05), onde os animais da area urbana eram
mais submetidos ao controle contra ectoparasitas do que os animais da area
rural (Tabela 5). Possivelmente, este maior controle de ectoparasitos em caes
da area urbana, esteja relacionado ao maior acesso a informacédo e a questao
econdmica dos proprietarios, que acaba refletindo num maior cuidado com seu
cao.

Tabela 5 - Frequéncia de cades submentidos ao controle de ectoparasitos na
area urbana e rural da Microrregiao de Imperatriz, Maranh&o,
Brasil, Marco de 2011

Caes
Area Controle Nao controle Total OR IC P
N % N %
Urbana 100 66,67 50 33,33 150 2.62 1,59-4,30  0,0000795%*
Rural 65 43,33 85 56,67 150

(a)- Teste qui- quadrado (*) Diferenga significativa OR =0dds ratio IC- Intervalo de confianga
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5.3 Imunofluorescéncia indireta (RIFl) para Rickettsia spp.

Das 300 amostras testadas pela RIFI para Rickettsia spp., 1,67%
(5/300) reagiram para alguma espécie de Rickettsia. Ao se considerar a
utilizagdo de antigenos de diferentes espécies, os animais mostraram-se
reagentes para R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephalli.
Nenhuma amostra de soro apresentou qualquer titulo para os antigenos de R.
bellii. Conforme interpretacdes previamente padronizadas por Labruna et al.
(2007), para uma espécie ser homdéloga a uma dada espécie de Rickettsia o
titulo por ela apresentado deve ser pelo menos quatro vezes maior que o titulo
mais alto obtido para as demais espécies, diante disso, determinou-se R.
rickettsii como provavel antigeno responsavel pela infecgdo natural em uma
amostra de soro, com titulacbes que variaram de 1: 64 a 1: 512; e R.
amblyommii como provavel antigeno em outras duas amostras de soro com
titulagbes que variaram de 1: 64 a 1: 128, como mostra tabela 6. No entanto, a
presenca de animais sororeagentes em uma determinada area, indica a
circulacdo de Rickettsia do GFM pelo menos nos ultimos 6 a 12 meses
(PIRANDA et al., 2008) mas nao necessariamente indicam uma infeccéo
recente.

O estado do Maranh&o € considerado uma area ndo endémica para
FMB, sem casos humanos registrados. Os resultados sorolégicos encontrados
neste estudo foram condizentes com dados ja descritos em areas consideradas
nao endémicas. Como os resultados observados por Silva et al. (2010) em Belo
Horizonte, com soro prevaléncia de 0,66% encontrada em caes. Cardoso et al.
(2006) reavaliou o foco peri-urbano de Caratinga aparentemente silencioso
para FMB, estado Minas Gerais, nenhum dos soros dos caes analisados
apresentou resultado positivo na RIFI.

Contudo, estes dados diferem dos resultados encontrados por Costa
(2010), em outra microrregiao do estado do Maranhao, cuja soroprevaléncia
encontrada foi de 18,9% (61/322), e R. amblyommii o provavel antigeno
responsavel pela infeccdo natural, naquela regido. Labruna et al. (2007),

encontraram uma prevaléncia em caes da area rural de 11,6% (19/164) e 3,9%
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(6/153) na area urbana de Monte Negro, Rondbdnia, Amaz6nia Ocidental

Brasileira.

Tabela 6 - Titulos de anticorpos anti-Rickettsia spp. através da reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em cées da microrregido de
Imperatriz, Maranh&o, Brasil, Marco de 2011

Titulos finais de reatividade para antigenos de Rickettsia spp

Soro

de Antigeno
Cao Localidade R.rickettsii R. parkeri R.amblyommii R. rhipicephali R. bellii  provavel

62 ITZ/ Rural NR NR 256 512 NR

83 ITZ / Rural 512 128 NR NR NR R. rickettsii
195 DAV/ Rural NR NR 128 NR NR R. amblyommii
198  DAV/Rural NR NR 256 256 NR

241 DAV/ Urbana NR NR 128 NR NR R.amblyommii

ITZ= Imperatriz; DAV= Davinopolis

No Brasil, os cdes vem sendo indicados como importantes animais
sentinelas da situacao epidemiolégica da FM em regides endémicas
(BREITSCHWERDT et al., 1987; PADDOC K et al., 2002; SANGIONI et al.,
2005). Estudos de prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia do GFM em céaes
de area endémica registraram resultados que variam entre 4% a 69,6% nos
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo (SEXTON et al., 1933;
LEMOS et al., 1994; LEMOS et al., 1996; GALVAO et al., 2002; HORTA et al.,
2004; PINTER et al., 2008).

Em relagdo aos trés municipios estudados, dos cinco animais
soropositivos na microrregiao de Imperatriz, observou-se que trés animais (1%)
eram do municipio de Davindpolis e os outros dois animais (0,67%) do
municipio de Imperatriz. Nao foi observado nenhum animal soropositivo o
municipio de Governador Edison Lobdo. Pelo pequeno nimero de amostras

positivas, nao foi possivel verificar diferenca estatistica entre os municipios.
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No municipio de Davindpolis, dos 100 caes testados por RIFI para
as cinco espécies de Rickettsia, 3% (3/100) foram reagentes para alguma
espécie. Destes, so foi possivel indicar R. amblyommii como provavel antigeno
responsavel pela resposta imune em dois animais, uma vez que, estes animais
reagiram soro-especifico para esta espécie, sem reagir para as demais. O
outro animal apresentou anticorpos que reagiram de forma cruzada para R.
amblyommii e R. rhipicephali, baseando-se nos estudos de Labruna et al.
(2007), nao foi possivel indicar um provavel antigeno causador da resposta
imune (Tabela 6).

No municipio de Imperatriz, de um total de 100 caes testados pela
RIFI para cinco espécies de Rickettsia, 2% (2/100) dos animais apresentaram
soros que reagiram para algum tipo de Rickettsia. Destes, um animal reagiu
para R. rickettsii e R. parkeri (Tabela 6). Conforme interpretagdes previamente
padronizadas (Labruna et al., 2007), determinou-se R. rickettsii como provavel
antigeno responsavel pela infecgao natural neste cdo. Uma vez que o titulo de
anticorpos (512) para essa espécie foi quatro vezes superior ao titulo para
outra espécie (128 para R. parkeri). Para o outro soro reagente, nao foi
possivel determinar qual espécie foi responsavel pela resposta imune, pois
este animal apresentou anticorpos que reagiram de forma cruzada para R.
amblyommii e R. rhipicephali (Tabela 6).

No inquérito soroldgico realizado na microrregido de Imperatriz,
cinco caes apresentaram-se soros reagentes para Rickettsia spp., destes, dois
animais tinham evidéncias soroldgicas de infecgdo por R. amblyommii ou uma
espécie geneticamente relacionada. No entanto, os outros dois animais
reagentes também tiveram titulos compativeis com R. amblyommii, sugerindo
que esta espécie de Rickettsia esteja circulando na microrregido de Imperatriz,
0 que concorda com os resultados de Costa (2011) em outra microrregidao do
estado do Maranh&o, que também determinou R. amblyommii como provéavel
antigeno responsavel pela infecgdo natural naquela regido. Diante disso, pode-
se inferir que houve contato entre os cédes e as bactérias do GFM ou

microrganismo antigenicamente semelhante, e que os cades, sao sentinelas
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eficientes para a infeccdao por R. amblyommii, ainda que se desconhecga a
patogenicidade desta bactéria para esta espécie animal.

Em estudos sorolégicos realizados em Monte Negro, Rondénia,
Amazénia Ocidental Brasileira, por Labruna et al. (2007) determinaram a
ocorréncia de pelo menos trés espécies de Rickettsia acometetendo caes nesta
regido: R. parkeri, R. Amblyommii e R. rhipicephali. lgualmente a Rondénia, a
microrregiao de Imperatriz faz parte da Amazénia legal, pois localiza-se em
uma zona de eco6tono, com caracteristicas tanto de cerrado como de floresta
amazonica.

Apesar da baixa prevaléncia de anticorpos anti-R. rickettsii em caes
encontrados neste estudo, a presenga de R. rickettsii como provavel antigeno
responsavel pela infecgcdo natural em um cao, possivelmente seja um foco
pontual. No entanto, sugere a circulagdo de Rickettsias patogénicas neste
local, visto que, este animal apenas apresentou titulos compativeis com R.
rickettsii e R. parkeri, ndo apresentando titulos para as demais espécies. Na
literatura, existem relatos de casos de infeccdo por R. rickettsia em caes e
seres humanos ocorrendo simultaneamente (PADDOCK et al., 2002; ELCHOS
& GODDARD, 2003; ZAVALA-CASTRO et al., 2006). Entretanto, para que se
confirme atividade riquetsial local, se faz necessario maiores estudos nesta
area, pois de acordo com Magnarelli et al. (1981) deve haver uma correlagao
entre positividade nos vetores, hospedeiros e reservatérios, incluindo animais
silvestres.

As reacdes especificas de amostras de soro canino contra R.
rickettsii e R. amblyommii sdo de grande importancia para a epidemiologia da
doenca no estado do Maranh&o. De acordo com Silva et al. (2010) os cées sao
animais préximos dos humanos e podem desempenhar importante papel na
cadeia epidemiolégica da febre maculosa, uma vez que, estes animais podem
disseminar carrapatos infectados para areas préximas ao domicilio. Além do
que, uma outra forma que permite a exposicao ao agente, seja o habito dos
proprietarios removerem o0s ectoparasitos de seus animais de estimacao com
as maos (SPENCER & PARKER, 1930; PADDOCK et al.,, 2002). O R.

sanguineus é principal carrapato de cées no Brasil, sendo a unica espécie de
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carrapato identificada neste estudo. Esta de espécie de carrapato ja
demonstrou capacidade vetorial para R. rickettsii em areas endémicas de Sao
Paulo (MORAES-FILHO et al., 2009) e Rio de Janeiro (CUNHA et al., 2009).
Essas informacoes revestem a importancia de trabalhos dessa natureza, pois
muitas regides do Brasil retnem condi¢c6es epidemioldgicas, como a presenca
do (s) vetor (es), que proporcionam potencial biético para a ocorréncia da
doenca.

No que se refere a area da coleta 0,67% (1/150) dos céaes
soropositivos eram provenientes de area urbana e 2,67% (4/150) da area rural.
Estes resultados, quando comparados pelo teste exato de Fisher, verificou-se
nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre a soropositividade e a area
coletada. Estes resultados diferem dos resultados encontrados por Costa
(2011), na qual verificaram que os animais da area rural tiveram uma chance
maior de se infectar com Rickettsia spp. em comparacao aos animais da area
urbana. Possivelmente, esta diferenca de resultados esteja relacionada ao
nuamero pequeno de amostras positivas encontradas neste estudo.

Nao foi observada diferenca significativa entre a presenca de
anticorpos anti-Rickettsia spp. com as variaveis sexo e faixa etaria (Tabela 7)
sugerindo que essas variaveis nao constituem fatores de risco para a infecgéo,
concordando Saito et al. (2008) e Costa (2011).

Com relag&o ao contato com animais silvestres, observou-se que os
cées que tiveram contato com animais silvestres, tiveram mais chance (OR=
31,76) de adquirir infeccao por Rickettsia em relagcdo aos que nao tiveram
contato direto (Tabela 7). Esses resultados concordam com Saito et al. (2008)
e Costa (2011) que também encontraram diferenca significativa entre animais
soropositivos para Rickettsia e caes que sao usados para pastoreio ou caca
tendo, portanto, contato com animais silvestres, estes dados sugerem que o
possivel vetor de Rickettsia spp. esteja presente em areas rurais, contribuindo

para que esta bactéria esteja sendo mantida em um ciclo silvestre.
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Tabela 7 - Distribuicao da frequéncia das variaveis sexo, faixa etaria e contato
com animais silvestres em cées soropositivos para Rickettsia spp.
da microrregido de Imperatriz , Marco de 2011

Variavel Reagente Nao Total OR IC P
reagente
N % N %
1,73 170 98,27 173 1,10 0,15-9,58 0,6424382"@
Sexo F 2 157 125 9843 127
<tano 1 1,69 58 59 0,64 0,03-6,29 0,5727155%@
Faixa 1-3anos 4 2,61 149 97,39 153
etaria >3anos - - - - 88
Sim 4 10,81 33 89,19 37 31,76 3,19-769,47 0,0009093**
Contato
com
animais
silvestres

N&o 1 038 262 99,62 263

(M) machos (F) fémeas (a) Exato de Fisher (*) Associagéo significativa OR=0dds ratio IC= Intervalo de
Confianga

5.4 PCR dos carrapatos para Rickettsia spp.

Dos 369 carrapatos R. sanguineus identificados, 235 espécimes foram
submetidas a PCR para pesquisa do gene gltA, revelando que nenhuma
amostra foi positiva. Estes resultados concordam com resultados obtidos por
Costa (2011) na microrregiao de Chapadinha, que ndo observou amostras
positivas para a pesquisa do gene gltA em amostras de R. sanguineus.
Contudo, Costa (2011) em amostra de A. ovale observou que a mesma estava
positiva para a pesquisa do gene gltA e ompA, que apds 0 sequenciamento
apresentou similaridade com as sequéncias de nucleotideos de R. bellii.

No Brasil, 0 R. sanguineus tem sido relatado infectado com R. felis
num foco peri-urbano que aparentemente estava silencioso em Caratinga,
Minas Gerais (CARDOSO et al., 2006); e também infectado com R. rickettsii
em areas endémicas de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (MORAES-FILHO et al.,
2009; CUNHA et al., 2009).
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Diversos estudos tem sido realizados com varias espécies de
carrapatos no Brasil, nos quais houve isolamento ou caracterizacdo de
espécies patogénicas de Rickettsia: A. cajennense infectado com R. felis
(SANGIONI et al., 2005) e com R. rickettsii (GUEDES et. al., 2005), A. triste
infectado com R. pakeri (SILVEIRA et al., 2007), A. aureolatum infectado com
R. rickettsii (PINTER & LABRUNA, 2006).

5.5 PCR das pulgas para Rickettsia spp.

Dos 300 animais amostrados, foram coletados 106 pulgas C. felis, e
todas foram individualmente submetidas a PCR. Destas, 78,30% (83/106)
estavam positivas para pesquisa do gene gltA, e quando testadas para o gene
ompA2, 38,55% (31/83) estavam negativas e 61,45% (51/83) revelaram-se
positivas.

Das 51 amostras positivas no ompA2, 11,77% (6/51) eram
provenientes da area urbana e 88,23% (45/51) eram da éarea rural. Destas 51
amostras, foram escolhidas 17 amostras para sequenciamento, baseando-se
no critério de maior intensidade da banda (Fig. 2). Todos os produtos
amplificados tiveram as duas fitas do DNA sequenciadas e apresentaram
similaridade com as seqgléncias de nucleotideos de R. felis.

Vale ressaltar que 31 amostras (38,55%) foram positivas para pesquisa
do gene gltA e negativas para o ompA2. Os resultados deste estudo revelaram
a presenca de outra espécie de Rickettsia além de R. felis, provavelmente,
pertencente a (aos) outro(s) grupo(s) de riquétsia ou até mesmo uma espécie
ainda nao descrita.

Este é primeiro relato da presenca de R. felis em pulgas C. felis no
Estado do Maranhdo e no nordeste Brasileiro, através do seqlienciamento
genético, visto que, R. felis s6 tinha sido relatada infectando pulgas do género
Ctenocephalides em areas endémicas para a febre maculosa nos estados de
Minas Gerais e Sao Paulo (OLIVEIRA et al.,, 2002, HORTA et al., 2005,
HORTA et al., 2007).
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Figura 2: Gel de agarose 2% corado com brometo de etideo de amostras
selecionadas para sequenciamento, com produto amplificado de PCR usando
os primes CS62 e CS462 que amplificam fragmentos do gene citrato sintase
(gltA). CP: controle negativo. CN: controle negativo. CM: controle do mix.
Amostras 12 a 94: amostras positivas para Rickettsia spp.

A transmissdo transovariana implica em um importante mecanismo de
manutencdo da R. felis na natureza por sucessivas geragdes, visto que a R.
felis nao é patogénica para o seu vetor (WEDINCAMP & FOIL, 2002), o que
pode justificar a alta frequéncia encontrada neste estudo (61,45%). O mesmo
foi relatado por Horta et al. (2006), que observaram uma prevaléncia de
infeccao por R. felis em 70,8% de C. felis e 29,2% de Ctenocephalides canis,
coletadas de caes em aldeias indigenas situadas no municipio de S&o Paulo.

Observamos uma maior frequéncia (88,23%) de pulgas positivas
para R. felis nos caes coletados na area rural, provavelmente, os animais da

area rural estivessem mais infestados por pulgas em comparacao aos animais
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da area urbana. No entanto, de acordo com AZAD et al. (1997) ndo deve ser
descartada a possibilidade de que varios agentes transmitidos pelas pulgas sao
mantidos em um ciclo zoonético que envolvem mamiferos silvestres como
hospedeiros naturais. Esses vetores s&o trazidos para o interior das
residéncias por animais domésticos. Sendo este, principal motivo de
preocupacao, principalmente quando ha diminuicdo populacional dos
hospedeiros naturais, fazendo com que as pulgas passem a procurar outras
fontes de alimento, como por exemplo, 0 homem, que passa a ser um
hospedeiro acidental.

Horta et al., (2007) verificou associacao significativa entre pulgas
infectadas por R. felis e areas com a presenca de casos confirmados de febre
maculosa, estas pulgas tinham sido coletadas de caes e gambas. Em estudos
semelhantes, verificou-se a presenca de R. felis em carrapatos Haemaphysalis
flava, Haemaphysalis kitasatoe e Ixodes ovatus no Japao (ISHIKURA et al.,
2003), em Haemaphysalis sulcata na Croacia (DUH et al.,, 2005), R.
sanguineus (CARDOSO et al., 2006) e em larvas e ninfas de Amblyomma sp.
e Ixodes loricatus no Brasil (HORTA et al., 2007).

A ocorréncia de pulgas C. felis infectadas com R. felis, detectadas por
meio de PCR, evidenciam a importancia epidemiolégica desta espécie para a
microrregido de Imperatriz. Os dados aqui apresentados dao suporte aos
trabalhos anteriores (OLIVEIRA et al., 2002, HORTA et al., 2005, HORTA et
al., 2007), comprovando que a presenga de R. felis em pulgas C. felis, reforca
a hipotese sobre a potencial participagcdo destes artrépodes no ciclo desta
riquétsia, necessitando de mais estudos sobre a capacidade e competéncia
vetorial destes artrépodes, visto que, o agente e o vetor encontram-se
amplamente distribuidos no pais.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel concluir que:

Os caes da Microrregiao de Imperatriz apresentaram parasitismo por
Rhipicephalus  sanguineus, Ctenocephalides felis, Heterodoxus

spininger.

Caes residentes em areas urbana e rural da microrregidao de Imperatriz-
MA apresentaram-se soro reagentes para antigenos de Rickettsia

rickettsii e Rickttesia amblyommii.

O contato com animais silvestres constitui um fator de risco para a
infeccao natural em caes por Rickettsia spp.

e O sequenciamento do fragmento da PCR amplificado, baseada no gene
gltA confirmou pela primeira vez a detecgdo de Rickettsia felis em

pulgas C. felis coletadas de caes da Microrregiao de Imperatriz- MA.
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APENDICE Il
FICHA N¢ Data: / /2011.
QUESTIONARIO INVESTIGATIVO

Este questionario pretende conhecer alguns aspectos das condi¢des de criagdo dos
caes nos Municipio de Imperatriz, Governador Edson Lob&o e Davindpolis.

MUNICIPIO: Zona Urbana ( ) Zonarural( ) POVOADO:
LATITUDE: LONGITUDE:

1-ldentificacao do Proprietario

NN o] g L= PSP RRRN Telefone......ccoouuueee.
Endereco: Rua.....ceeeeeveiiicciiiiieceeeee, BalirrO: e ———

I\ (o]0 0= TR
= To= L PO P PP PPPPP
Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea

Idade: ( ) <1ano ()1a3anos ()>3anos

Pelagem: ( ) curta ( )longa

3- Aspectos Sanitarios

Seu animal € vacinado?

() sim, viroses () sim, viroses eraiva () Apenas a de raiva () outras () ndo

Seu animal j& ectoparasitas? ( ) Sim ( ) Nado () N&o sei

Qual (is)? ( ) Pulga ( ) Carrapato ( ) Piolho ( ) outros Qual?

Ele foi tratado? () Sim () Nao

O que foi utilizada para acabar com os carrapatos? () Banhos com Carrapaticidas ( ) Sabao
comum associado a extragdo manual ou com pinga () Banhos com remédios caseiros
() Usode plantas () outros Qual?

4- Habitat

O cao tem contato com a mae? ( ) Sim ( ) Nao

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

Se positivo, com qual frequéncia? ( ) Diério ( ) Semanal ( ) Esporadico

O céao tem contato com espécies silvestres (em fazendas, sitios, etc.)? ( ) Sim ( ) Nao
Se pOoSitivo, QUAIS @NIMEAIS?........eiiii et e e s s e e e e e s areee e
Onde o céo passa a maior parte do tempo? () Rua ( ) Quintal ( )Interior da residéncia
O céao tem contato com roedores? ( ) Sim () Nao

O cao tem contato com gatos? ( ) Sim ( ) Nao

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

Se positivo, quais? ( ) Caes ( ) Gatos ( ) Aves( ) Outros Qual?

Proximidade de mata? () sim () nao

5- Parametros Clinicos

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

Conjuntivas () normal () ictérica () palida () hiperémica () cianética

Mucosa Oral () normal () ictérica () palida () hiperémica () cianética

Apresentou doengas reprodutivas? ( )Nao () Sim

Qual (is) ( ) aborto ( ) sem cio ( ) outros

Apresenta ou apresentou manifestagbes neurologicas? ( )Nao( ) Sim Petéquias ( )
Equimoses ( ) Epixtasia ( )

_ —
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