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RESUMO

As enfermidades causadas por bactérias dos géneros Rickettsia e Coxiella sé&o
transmitidas por artrépodes hematdéfagos, na sua maioria carrapatos, que atuam
diretamente na transmisséo de doencgas com grande impacto na medicina veterinaria
e humana. O presente estudo objetivou realizar um levantamento da infec¢cao por
Rickettsia spp. e Coxiella burnetii em mamiferos silvestres e pequenos ruminantes
na regiao do Parque Nacional da Serra das Confusbes (PNSC), localizado no estado
do Piaui, regido nordeste do Brasil. Amostras de soro de 73 pequenos mamiferos
silvestres (63 roedores e 10 marsupiais) e 355 pequenos ruminantes (202 caprinos e
153 ovinos) foram testadas pela Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos anti-Rickettsia rickettsii e anti-Coxiella burnetii, sendo
consideradas positivas quando apresentaram titulos = 64. Carrapatos em fase de
parasitismo e de vida livre foram coletados e identificados. Para a detec¢do de DNA
de Rickettsia spp. e C. burnetii, amostras de sangue dos animais silvestres e de
carrapatos foram submetidas a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR),
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo dos genes gItA, ompA
(Rickettsia spp.) e CAP (C. burnetii). Amostras de carrapatos positivas na PCR foram
submetidas ao sequenciamento de DNA e as sequéncias obtidas foram comparadas
com as sequéncias disponiveis no GenBanK a partir do aplicativo BLASTn. Das 73
amostras de soro de mamiferos silvestres, 8,2% (6) foram reagentes para R.
rickettsii, com titulos variando de 64 a 128, sendo estas pertencentes aos roedores
das espécies Thrichomys apereoides, Galea spixii e Rhipidomys macrurus, néo
sendo observada soropositividade nos marsupiais. Nenhum pequeno mamifero
silvestre mostrou-se soropositivo para C. burnetii. Das 355 amostras de soro de
pequenos ruminantes todas foram soronegativas para R. rickettsii. Foi verificado
soropositividade em 2% (3/153) das amostras de ovinos para C. burnetii, com titulos
variando de 64 a 4.096. As amostras de caprinos foram soronegativas para o
referido antigeno. No total, foram coletados 297 carrapatos, sendo identificadas as
espécies Amblyomma sp. (12), Amblyomma auricularium (70), Amblyomma parvum
(18), Rhipicephalus (Boophilus) microplus (56), Rhipicephalus sanguineus (15) e
Ornithodoros sp. (126). Dos 101 carrapatos avaliados pela PCR, 27,7% (28) foram
positivos para gene gItA e destes 50% (14) positivos para o gene ompA. Pela analise
do padrdo de identidade realizada a partir do sequenciamento, verificou-se a
circulacdo de quatro espécies de riquétsias: R. amblyommii, R. bellii, Candidatus R.
andeanae e R. parkeri. Estes resultados confirmam de forma inédita a circulacao de
agentes riquetsiais em animais silvestres e carrapatos na regido estudada; relata a
ocorréncia sorologica de C. burnetti em ovinos e a infeccdo de carrapatos
argasideos por Rickettsia spp. pela primeira vez na América do Sul.

Palavras-chave: Febre Maculosa, Febre Q, roedores, marsupiais, caprinos, ovinos.



ABSTRACT

The diseases caused by bacteria from the genera Rickettsia and Coxiella are
transmitted by haematophagous arthropods, mostly by ticks, which act directly on the
transmission of diseases with major impact on veterinary and human medicine. The
present study aimed to survey the infection of Rickettsia spp. and Coxiella burnetii in
wild mammals and small ruminants in the National Park of Serra das Confusdes
(NPSC), located in the state of Piaui, Northeast of Brazil. Serum samples from 73
wild mammals (63 rodents and 10 marsupials) and 355 from small ruminants (202
sheep and 153 goats) were tested by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) for
the detection of antibodies against Rickettsia rickettsii and C. burnetii. The samples
were considered positive when they showed titers = 64. Ticks in parasitic and free
living stages were collected and identified. For the detection of DNA of Rickettsia
spp. and C. burnetii, blood samples and ticks from wild animals were submitted to the
Polymerase Chain Reaction (PCR) using specific oligonucleotide primers for the
amplification of the gltA, ompA (Rickettsia spp.) and CAP (C. burnetii) genes. Positive
samples from ticks were subjected to DNA sequencing, and the sequences obtained
were compared to the sequences available in the GenBank from the BLASTn
application. Of the 73 serum samples of wild mammals, 8.2% were positive for R.
rickettsii, with titers ranging from 64 to 128, encompassing the Thrichomys
apereoides, Galea spixii and Rhipidomys sp rodent species. On the other hand, no
seropositivity was observed in marsupials; the small wild animals didn’t show
seropositivity for C. burnetii. All the 355 serum samples from small ruminants were
seronegative for R. rickettsii. Seropositivity was verified in 2% (3/153) of the samples
of sheep for C. burnetii, with titers ranging from 64 to 4096. The serum samples
obtained from goats were seronegative to the above antigens. In total, 297 ticks were
collected, and the following species were identified: Amblyomma sp (12),
Amblyomma auricularium (70), Amblyomma parvum (18), Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (56), Rhipicephalus sanguineus (15) and Ornithodoros sp. (126). Of the
101 ticks evaluated by PCR, 27.7% were positive for the gltA gene, from which 50%
of those were positive for the ompA gene. From the analysis of pattern of identity
held by sequencing, it was verified the circulation of three four rickettsial species: R.
amblyommii, R. bellii, Candidatus R. andeanae and R. parkeri. These results confirm
in an unprecedented manner, rickettsial agents circulating in ticks and wild animals in
the study area; report the serological occurrence of C. burnetti in sheep and the
infection of argasid ticks for Rickettsia spp. for the first time in South America.

Keywords: Spotted Fever, Q Fever, rodents, marsupials, goats, sheep.
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1 INTRODUCAO

As areas de mata preservada possuem grande potencial para estudos
relacionados ao conhecimento da biodiversidade e das inter-relacbes existentes
entre animais, patdgenos, vetores e ambiente. O ambiente e suas populacfes estdo
intimamente ligados e interagem na constante busca do equilibrio ecolégico. Nesse
contexto, a coexisténcia entre patdgenos, vetores e hospedeiros constitui um elo
indissolavel na manutencao do ciclo epidemiol6gico de algumas doencas.

Os animais que vivem nessas areas sdo fontes importantes para elucidacao
da epidemiologia de enfermidades que acometem diferentes hospedeiros,
principalmente aquelas que representam risco a saude humana. A sanidade da
populacdo de animais silvestres constitui um indicativo da qualidade ambiental e de
como essa populacdo convive e mantém-se a0 mesmo tempo com a presenca de
agentes patogénicos. Esses animais sdo, muitas vezes, reservatorios de doencas
gue podem acometer animais domésticos e o homem. Tanto as espécies de animais
silvestres, como as espécies domesticas, podem ser portadoras de doencas
zoonoticas ou de grande impacto em sistemas de producdo animal, sendo assim de
grande relevancia o estudo de ambientes preservados e suas areas adjacentes para
compreender a dindmica da transmissao de determinadas doencas vetoriais.

A epidemiologia de doencas transmitidas por vetores biologicos tem se
comportado diferentemente em regides geograficas diversas, contribuindo para
emergéncia e reemergéncia de algumas enfermidades, que surgem como
consequéncia das intensas alteracdes do ambiente, bem como pela alta capacidade
de adaptacdo desses vetores. Estas doencas podem surgir de forma epidémica,
causando alta morbidade e/ou mortalidade ou de forma endémica ficando restritas a
areas especificas.

As doencas causadas por bactérias dos géneros Rickettsia e Coxiella sao
encontradas em varias partes do mundo, podendo infectar uma variedade de
hospedeiros vertebrados, sendo transmitidas por artrépodes hematédfagos,
principalmente pelos carrapatos. Os animais domésticos e silvestres estao
frequentemente expostos a diferentes espécies de carrapatos, dependendo da

distribuicdo destes artropodes no ambiente. Sabe-se que nas adjacéncias de areas
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preservadas existem popula¢gdes de animais domesticados e populacbes humanas,
e que essa proximidade, muitas vezes, favorece a sobreposicdo dos ciclos silvestre
e domeéstico de algumas doencas. Assim, animais de producdo criados na
proximidade de ecossistemas preservados podem compartilhar ectoparasitas com
animais silvestres, permitindo a circulacdo e disseminacdo dessas bactérias para
ambientes antropicos. Desta forma, os pequenos ruminantes podem ser parasitados
por estes vetores, ocasionando o aparecimento de manifestacdes clinicas, que
podem causar a reducdo do desempenho produtivo dos rebanhos e
consequentemente gerar perdas econdmicas significativas, sejam elas pelo efeito
direto do parasitismo ou como consequéncia da patogenia da doenca.

Visando a sustentabilidade do setor pecuério e consequentemente um maior
aproveitamento econémico da cadeia produtiva de caprinos e ovinos € indispensavel
minimizar os efeitos de doencas que podem acometer os animais de producéo.
Nesse contexto, a sanidade animal exerce um papel fundamental, pois a presenca
de enfermidades nos rebanhos pode comprometer a lucratividade ou até mesmo
inviabilizar essas atividades.

O estudo sorologico e 0 emprego de técnicas moleculares na deteccao de
bactérias veiculadas por carrapatos sdo imprescindiveis para o conhecimento sobre
o ciclo epidemiologico dessas doencas em animais silvestres e domeésticos. Dados
sobre a ocorréncia de ectoparasitismo e doencas veiculadas por carrapatos,
especialmente as causadas por bactérias dos géneros Rickettsia e Coxiella, nas
espécies caprina e ovina sao escassos e muito ainda ha de ser esclarecido sobre a
epidemiologia dessas enfermidades em animais de producdo. Também se torna
importante conhecer o perfil silvestre de ambas as infeccbes em areas

ambientalmente preservadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AS RELACOES AMBIENTAIS NA DINAMICA DAS DOENCAS VETORIAIS

Os intensos processos de degradacao ambiental dos biomas brasileiros tém
gerado desequilibrios ecolégicos, os quais favorecem o surgimento de novas
doencas e a disseminacdo de outras ja existentes (DASZAK; CUNNINGHAM,;
HYATT, 2000). De fato, o aparecimento de doencas emergentes e reemergentes
tem se tornado causa de preocupacdo em todo mundo (WHO, 2014). As relacbes
existentes entre patdgenos, hospedeiros e vetores sdo extremamente dinamicas e
estdo constantemente sujeitas as pressdes ambientais, tendendo ao equilibrio
ecoldgico, entretanto, a acdo antropica pode interferir neste processo (PATZ et al.,
2004).

As intervengdes humanas no ambiente contribuem para o deslocamento de
vetores ou de agentes etiologicos do meio silvestre para populacbes assentadas em
areas proximas, facilitando a disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios
para novos hospedeiros e ambientes (CARVALHO et al., 2009). Ja em 2001, Shaw
et al. (2001) constatavam a expansao zoogeografica de artropodes e das infeccbes
transmitidas por eles, como decorréncia de mudancas climaticas e da maior
acessibilidade a certos nichos ambientais.

A preservacdo de nichos naturais, por meio da criacdo de areas de
conservacao, tem aproximado o homem do ecossistema silvestre, muitas vezes sem
considerar as relacdes patdogeno-vetor-hospedeiro e nem o fato de que o encontro
de nichos ecologicos distintos pode favorecer a difusdo de vetores e patdgenos
entre populacdes de animais domésticos, silvestres e o homem. Szabd et al. (2003)
demonstraram que a introducdo de carrapatos de animais domésticos e das
doencas transmitidas por estes em areas preservadas geram impactos em nichos
naturais, modificando o comportamento desses vetores.

Segundo Silva (2005), os estudos dessas interacdes, analisadas
individualmente ou coletivamente, podem servir como modelos importantes para o
entendimento do processo saude-doenca em estudos ecoldgicos, biolégicos e

epidemioldgicos.
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2.2 SANIDADE ANIMAL

2.2.1 Animais silvestres

Os animais silvestres, sejam de vida livre ou de cativeiro, podem ser
portadores e/ou reservatorios de doencas de potencial relevancia na medicina
veterinaria, na saude publica, na economia e na biologia da conservagédo (ACHA;
SZYFRES, 2003). Essas doencas podem ser de origem viral, bacteriana ou
parasitaria, e a sua ocorréncia pode gerar impactos para populacéo e biodiversidade
local. Embora os animais de vida livre possam apresentar sintomatologia clinica, as
formas de infeccdo subclinica sdo mais frequentes, representando maiores riscos a
saude humana e a outros animais, o que dificulta o controle dessas enfermidades
(BARBOSA; MARTINS; MAGALHAES, 2011).

O estudo epidemiologico das doencgas que acometem os animais silvestres é
imprescindivel para o conhecimento dos focos naturais, pois permite avaliar quais
séo os fatores de risco associados e como elas se comportam no ambiente primario
(MARVULO, 2006). A sanidade dessa populacédo animal revela a vulnerabilidade do
ambiente frente ao processo de disseminacao de agentes patogénicos (CARVALHO
et al., 2009).

Poucos séo os estudos realizados sobre aspectos patoldgicos relacionados
as doencas em animais silvestres de vida livre, devido a dificuldade de acesso a
essa populacéao animal, aos reduzidos indicadores clinicos e as barreiras de controle
sanitario (ACHA; SZYFRES, 2003).

2.2.2 Pequenos ruminantes

Na regido semiarida do nordeste brasileiro os pequenos ruminantes
possuem grande importancia, seja econémica ou social (ALENCAR et al., 2010).
Uma grande parte dos sistemas de criacdo desses animais ndo sao tecnificados e
utilizam praticas de exploracdo pecuaria resultantes de programas da agricultura
familiar (COUTINHO et al.,, 2013). Nestes casos, 0S animais sao criados

extensivamente, o tamanho dos rebanhos é reduzido, geralmente misto, destinado a
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producdo de carne e leite, principalmente para consumo préprio e/ou como fonte
alternativa de renda (AGUIAR, 2007).

O desenvolvimento deste segmento pecuario é limitado por indmeros
fatores, entre eles a alta incidéncia de doencas. De acordo com Borges (2000), as
espécies caprina e ovina sdo suscetiveis a uma série de enfermidades que podem
interferir na produtividade dos animais e oferecer riscos a saude publica. A
ocorréncia ou ndo dessas doencas esta intimamente condicionada, entre outros
fatores, a relacdo dos animais com o ambiente onde estdo inseridos e
consequentemente ao sistema de producdo adotado (EMBRAPA, 2014). Os
pequenos ruminantes criados de forma extensiva tém acesso as areas de mata e ao
peridomicilio humano, situacdo que pode favorecer a disseminacdo de agentes
infecciosos, parasitas e virus. Segundo Aguiar (2007), cada animal doente
representa ndo apenas prejuizos econbmicos decorrentes das perdas de
produtividade, mas também significa risco para saude de outros animais do rebanho
e para humanos, quando se trata de doencas zoonaticas.

Dentre as doencas que acometem essas espécies animais, destacam-se as
parasitarias e infecciosas, acarretando baixa produtividade dos rebanhos e indices
zootécnicos insatisfatorios, impedindo o desenvolvimento da caprino e ovinocultura
em determinadas regides do semiarido brasileiro (FONSECA; FERREIRA; AHID,
2009). As ectoparasitoses, por exemplo, sdo responsaveis por perdas econémicas
significativas na producédo de pequenos ruminantes (SUASSUNA-BEZERRA et al.,
2010). Esses prejuizos estdo relacionados ndo somente as doencas transmitidas,
mas também aos efeitos diretos da acdo dos ectoparasitas, que exercem atividade
espoliativa, causando irritacbes e estresses aos animais, ocasionando
consequentemente déficit de desenvolvimento, perda de massa corporal e baixa
produtividade (JONGEJAN; UILENBERG, 2004; FONSECA, FERREIRA; AHID,
2009).

A sanidade desses animais € importante para promover uma producdo
animal adequada, baseada na capacidade zootécnica dos animais, bem como
garantir a seguranca alimentar dos produtos resultantes da atividade (AGUIAR,
2007).
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2.3 DOENCAS TRANSMITIDAS POR CARRAPATOS

Os carrapatos sao artropodes pertencentes a classe Arachnida, subordem
Ixodida e estdo divididos em trés familias: Ixodidae (“carrapatos duros”, devido a
presenca de escudo dorsal), Argasidae (“carrapatos moles”, pois ndo possuem
escudo dorsal) e Nuttalliellidae (com caracteristicas intermediarias entre as duas
primeiras e restrita ao continente Africano) (BARROS-BATTESTI; ARZUA,
BECHARA, 2006).

Desde que foi comprovada a capacidade destes de transmitirem doencas ao
homem, diversas pesquisas foram realizadas visando conhecer seu papel como
vetores de diferentes patégenos (PACHECO, 2008). O reconhecimento desses
artropodes como transmissores de doencas vem desde o século XIX. Em 1886,
Theobald Smith descreveu a “Texas Cattle Fever”, atualmente conhecida como
babesiose bovina (BABES, 1888; SMITH; KILBOURNE, 1893). Os carrapatos
constituem o segundo grupo de importancia como vetores de doencas infecciosas
para humanos, sendo os principais vetores para animais (JONGEJAN; UILENBERG,
2004).

As doencas transmitidas por carrapatos sao um problema crescente em todo
0 mundo, representando uma séria ameaca para saude da populacdo humana e
animal (AL-ADHAMI et al., 2011). Dentre as doencas que possuem 0s carrapatos
como vetores biologicos destacam-se a Febre Maculosa, Febre Q, Doenca de Lyme,
Erliquiose, Babesiose e Anaplasmose (PIESMAN; EISEN, 2008).

A patogenia de doencas bacterianas transmitidas por carrapatos difere
consideravelmente com relacdo as células alvo, genomas bacterianos, estrutura da
parede celular, inter-relacbes bactéria-hospedeiro, incluindo as respostas
imunoldgicas estimuladas durante a infeccdo, mecanismos patogénicos e lesdes
patolégicas (OGATA et al., 2001).
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2.4 Rickettsia spp.

2.4.1 Historico

O género Rickettsia € formado por diferentes espécies de bactérias, dentre
elas os agentes etioldgicos de doencas exantematicas agudas transmitidas, em sua
maioria, por carrapatos e mundialmente conhecidas de febre maculosa (PAROLA,;
LABRUNA; RAOULT, 2005).

O primeiro relato de febre maculosa foi descrito por Edward Maxey em 1899,
em uma regido montanhosa dos Estados Unidos (EUA), sendo conhecida como
febre maculosa das montanhas rochosas (Rocky Mountain Spotted Fever — RMSF)
(HARDEN, 1990). Anos mais tarde, Howard Ricketts isolou o agente etioldgico, a
bactéria Rickettsia rickettsii (RICKETTS, 1909), sendo assim denominada em
homenagem ao pesquisador. Ricketts também relatou a importancia do carrapato na
transmissdo da doenca. Curiosamente, durante pesquisas realizadas no México o
pesquisador foi infectado pela espécie R. prowazekii, 0 que acabou culminando com
sua morte (HARDEN,1990).

A doenca foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1929 por José Toledo
Piza (PIZA; MEYER; GOMES, 1932), sendo descrita inicialmente em humanos, e
atualmente € considerada reemergente no pais, devido ao aumento do nimero de
casos nos ultimos anos e de notificacbes aos 6rgaos publicos (GRECA; LANGONI;
SOUZA, 2008; LABRUNA et al., 2011; BRASIL, 2014a).

2.4.2 Taxonomia

O género Rickettsia pertencente ao filo Proteobactérias, a classe
Alphaproteobactérias, a ordem Rickettsiales e a familia Rickettsiaceae (RENVOISE;
MEDIANNIKOV; RAOULT, 2009). Ao longo dos anos as riquétsias tém sofrido varias
reorganizacdes taxonémicas. De acordo com a ultima revisdo feita a taxonomia do
grupo a ordem Rickettsiales contempla a familia Anaplasmataceae e a familia
Rickettsiaceae, e esta Ultima inclui os géneros Rickettsia e Orientia (DUMLER et al.,
2001).
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2.4.3 Etiologia

As riquétsias sdo bactérias Gram negativas, intracelulares obrigatdrias, com
pleomorfismo cocobacilar e apresentam divisdo binaria nas células endoteliais de
seus hospedeiros (RENVOISE; MEDIANNIKOV; RAOULT, 2009). Elas s&o
consideradas um grupo diferenciado de bactérias que possuem como caracteristica
comum entre si o fato de serem transmitidas por artrépodes hematofagos (PAROLA,;
LABRUNA; RAOULT, 2009).

As espécies pertencentes ao género Rickettsia diferem bastante em relacéo
ao vetor, distribuicdo geografica e viruléncia (AZAD; BEARD, 1998). Este é
composto por quatro grupos principais: o Grupo do Tifo (GT), que inclui as espécies
Rickettsia prowazekii (agente etiologico do tifo epidémico) e a Rickettsia typhi
(agente etiologico do tifo endémico ou tifo murino), que possuem como vetores
piolhos e pulgas, respectivamente (EREMEEVA; DASCH, 2000); o Grupo da Febre
Maculosa (GFM), constituido por mais de 30 espécies transmitidas por carrapatos. O
Grupo de Transicao (GTr), que inclui R. akari e R. felis, transmitidas por acaros e
pulgas, respectivamente; e um Grupo Ancestral (GA), que inclui as espécies R. bellii,
R. canadensis e R. monteiroi, com particularidades genéticas e antigénicas
diferentes, bem como patogenicidade desconhecida em humanos (SEKEYOVA;
ROUX; RAOULT, 2001).

2.4.4 Epidemiologia

As enfermidades causadas por riquétsias estdo amplamente distribuidas
pelo mundo (AZARD; BEARD, 1998; GRECA; LANGONI; SOUZA, 2008; LABRUNA
et al., 2011).

As riguétsias do GFM sao transmitidas, em sua maioria, por uma variedade
de espécies de carrapatos, cada um com as exigéncias ecologicas especificas
(SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013). Na natureza, a manutencdo do ciclo das
riguétsias é garantida pela capacidade dos carrapatos atuarem como vetores,
reservatoérios e/ou amplificadores (PAROLA; LABRUNA; RAOULT, 2005). A infeccéo

nos carrapatos ocorre para outras geracdes por meio da transmisséo transovariana,



25

e de um estagio para outro pela transmisséo transestadial. A grande maioria desses
carrapatos pertence a familia Ixodidae, em especial ao género Amblyomma, o qual
possui aproximadamente 130 espécies descritas, sendo 29 encontradas no Brasil
(MARTINS et al., 2010).

No Brasil, varios trabalhos relataram a infeccéo por riquétsias em diferentes
espécies de carrapatos, como A. auricularium (SARAIVA et al., 2013), A. parvum
(NIERI-BASTOS et al., 2014), A. dubitatum (PACHECO et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2011); A. nodosum (OGRZEWALSKA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012), A. coelebs
(LABRUNA et al., 2004a), A. longirostre (OGRZEWALSKA et al., 2008), A. triste
(NIERI-BASTOS et al., 2013), A. ovale (SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013), A.
incisum (PACHECO et al., 2011), Rhipicephalus sanguineus (MORAES-FILHO et al.,
2009), Haemaphysalis juxtakochi (LABRUNA et al., 2007) e Ixodes loricatus (HORTA
et al., 2006).

Entre as diferentes espécies do GFM, a Rickettsia rickettsii € considerada a
mais patogénica para humanos e animais (PAROLA; LABRUNA; RAOULT, 2009).
Sua distribuicdo € restrita as Ameéricas, com relatados no Canada, Estados Unidos,
México, Costa Rica, Panama, Colémbia, Brasil e Argentina (LABRUNA et al., 2011).

No Brasil, a enfermidade causada pela R. rickettsii € conhecida como Febre
Maculosa Brasileira (FMB) (OGRZEWALSKA et al., 2012; KRAWCZAK et al., 2014).
A FMB é uma importante zoonose, sendo considerada a mais letal das riquetsioses
do mundo (GALVAO et al., 2005; LABRUNA et al., 2009).

A FMB é uma doenca de notificacdo compulséria desde 2001 e vem sendo
frequentemente relatada na regido sudeste, sendo considerada endémica em
algumas areas (BRASIL, 2014a). No estado de Sao Paulo foram confirmados 323
casos entre os anos de 2008 e 2012. Entretanto, de acordo com os dados do
Ministério da Saude, a doenca ja foi notificada em outras regides do pais (BRASIL,
2014b). O Quadro 1 demonstra os estados brasileiros onde casos de febre maculosa

foram notificados e confirmados entre os anos de 2008 a 2012.
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QUADRO 1 - Casos de febre maculosa confirmados no Brasil entre os anos de 2008
a 2012 (Ministério da Saude - Adaptado SINAN, 2014).

Estados 2008 2009 2010 2011 2012 Total
Bahia 0 0 0 0 1 1
Ceara 0 0 1 0 0 1
Distrito Federal 0 0 0 1 0 1
Espirito Santo 3 1 6 9 3 22
Goias 0 0 0 0 2 2
Mato Grosso 0 0 1 0 0 1
Mato Grosso do Sul 0 2 2 0 0 4
Minas Gerais 9 12 12 18 10 61
Parana 2 1 3 2 3 11
Rio de Janeiro 7 9 4 17 4 41
Rio Grande do Sul 0 0 0 1 0 1
Rondbnia 1 0 0 0 0 1
Santa Catarina 23 34 25 24 40 146
Séo Paulo 43 64 50 78 88 323
Tocantins 0 1 0 3 1 5
Total 88 124 105 153 153 622

No Brasil, a febre maculosa causada por R. rickettsii € transmitida
principalmente pelo carrapato Amblyomma cajennense, popularmente conhecido
como “carrapato-estrela” (SOARES et al., 2011; KRAWCZAC et al.,, 2014). No
estado de Sdo Paulo o A. aureolatum, conhecido popularmente como “carrapato
amarelo do cao”, foi apontado na transmissédo da doenca em humanos (PINTER et
al., 2008; DEL FIOL et al., 2011). Este carrapato, na fase adulta, costuma parasitar
carnivoros domeésticos e silvestres, bem como, em seus estagios imaturos, aves e
roedores selvagens (BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006).

Estudos demonstraram que o A. aureolatum € altamente suscetivel a
infeccdo por R. rickettsii e € altamente eficiente na manutencéo da infec¢éo por meio

da transmisséo transestadial e transmissao transovariana, com taxas de infeccao
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chegando a 100% em condigbes laboratoriais (PINTER; LABRUNA, 2006;
LABRUNA et al., 2008). No entanto, devido a R. rickettsii apresentar certo efeito
deletério para o estagio adulto de A. aureolatum, a transmisséo horizontal atraves da
participacdo de hospedeiros vertebrados parece ser crucial na manutencdo da R.
rickettsii em populacdes de A. aureolatum, entretanto, hospedeiros amplificadores
competentes para este carrapato ainda sdo desconhecidos (LABRUNA et al., 2011;
OGRZEWALSKA et al., 2012).

Alguns animais silvestres, como roedores e marsupiais, sdo considerados
hospedeiros amplificadores de riquétsias na natureza (LABRUNA et al., 2011).
Estudos realizados em pequenos roedores demonstraram que eles sdo suscetiveis a
infeccdo por Rickettsia spp. e desenvolvem riquetsemia em niveis altos, infectando
seus ectoparasitas durante o repasto sanguineo (REHACEK; URVOLGY,1978).

De acordo com Labruna et al. (2009), uma espécie de hospedeiro vertebrado
para ser amplificadora de R. rickettsii deve apresentar cinco caracteristicas
importantes: ser abundante numa area endémica de R. rickettsii; ser um hospedeiro
primario para o carrapato vetor; ser suscetivel para a infeccdo por R. rickettsii; se
infectado, precisa desenvolver uma riquetsemia suficiente para infectar o0s
carrapatos que se alimentam sobre ele; e ser uma espécie prolifica, a fim de
introduzir continuamente animais ndo imunes na populacédo hospedeira.

Os equinos e caninos sao considerados animais sentinelas na epidemiologia
da FM ocasionada por R. rickettsii (SANGIONI et al., 2011), entretanto o papel de
muitos animais como reservatorios ainda ndo esta bem definido. Atualmente, as
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e os gambas (Didelphis aurita) sé&o
considerados hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para carrapatos
Amblyomma spp., sendo também apontados como fonte de infeccdo para varias
espécies de carrapatos da fauna brasileira (SOUZA et al., 2009; HORTA et al.,
2009).

No Brasil, outras espécies de riquétsias consideradas nao patogénicas ou de
patogenicidade desconhecida foram descritas infectando carrapatos: R. rhipicephali,
R. amblyommii, R. bellii e R. monteroi, porém sem associacdo a infeccdo humana
(LABRUNA et al., 2011). Destas, apenas as espécies R. belli e R. monteiroi ndo

estdo geneticamente e sorologicamente relacionadas as espécies pertencentes ao
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grupo das febres maculosas (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005). Recentemente,
foi realizado o primeiro relato no Brasil de Candidatus R. andeanae, encontrada
infectando carrapatos Amblyomma parvum (NIERI-BASTOS et al., 2014).

Além da R. rickettsii, outras espécies de riquétsias tém sido incriminadas na
ocorréncia de quadros de febre maculosa, ainda que as manifestacdes clinicas
sejam mais brandas. Entre elas destacam-se R. felis (RAOULT et al., 2001; HORTA
et al., 2006) e R. parkeri, esta apontada como agente etiolégico da febre maculosa
em humanos em areas de Mata Atlantica (SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al.,
2011). No Brasil, a R. parkeri foi relatada pela primeira vez em 2007, isolada do
carrapato Amblyomma triste, colhido em é&rea rural do Estado de Sao Paulo
(SILVEIRA et al., 2007). A FM causada por R. parkeri se caracteriza por quadros
clinicos menos severos quando comparados as demais riquetsioses e sem registro
de letalidade, o que dificulta o diagnostico clinico em locais onde nunca fora relatada
(PADDOCK et al., 2004).

2.4.5 Sintomatologia clinica

A R. rickettsii chega a circulagdo sanguinea pela secrecdo salivar do
carrapato infectado e penetra nas células endoteliais do hospedeiro vertebrado.
Apés a transmissédo, o periodo médio de incubacdo da febre maculosa é de 2-14
dias e as manifestacdes clinicas iniciais sédo inespecificas, como febre alta, mialgia,
dor abdominal, calafrios e cefaleia, que podem evoluir com o0 aparecimento de
erupcbes cutaneas (maculas), vasculite, necrose vascular, hemorragias e
coagulacao intravascular disseminada (CID) (GREENE, 2006). Segundo dados do
Ministério da Saude, a letalidade no Brasil dos casos clinicos ndo tratados ou
tratados tardiamente pode chegar a 80% (BRASIL, 2014a).

Embora pouco se conheca sobre os sinais clinicos da infeccdo por Rickettsia
spp. em animais, estes apresentam sintomatologia semelhante aos humanos
(PIRANDA et al., 2008; LABRUNA et al., 2009). No Brasil, a doenca clinica foi
relatada em cées a partir da confirmacdo de FMB em dois animais procedentes do
municipio de Itu, no Estado de Sédo Paulo (LABRUNA et al., 2009). Os cées séo

suscetiveis a R. rickettsii, podendo apresentar febre, anorexia, depresséao, letargia,
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petéquias, equimoses cutaneas, conjuntivite, epistaxe e alteracdes neurologicas
(GREENE, 2006; LABRUNA et al., 2009).

2.4.6 Diagnostico

O diagnéstico da febre maculosa é baseado na observacdo dos sinais
clinicos e por meio da confirmacao laboratorial pelos métodos diretos e indiretos
(HORTA et al., 2007; KIDD et al., 2008). E essencial associar os resultados dos
exames laboratoriais com os dados epidemiolégicos da regido, época do ano,

procedéncia do caso clinico e histérico de exposicdo a carrapatos.

2.4.6.1 Diagnostico indireto

O diagnostico indireto se da frequentemente pelo emprego de técnicas
soroldgicas. Dentre as técnicas utilizadas, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) é considerada como padrdao ouro para deteccdo de riquétsias do GFM
(BERMUDEZ et al., 2012). Apesar da alta sensibilidade do teste, ndo ha distin¢io
das espécies dentre os isolados, devido a possibilidade de reacfes cruzadas entre
as especies de riquétsias. Outros testes incluem microimunofluorescéncia; Weil-
Felix; Microaglutinacdo; Hemaglutinacdo Indireta; Aglutinacdo em Latex; Fixacdo do
Complemento; Ensaio Imunoenzimatico (ELISA); testes de neutralizacdo de toxinas
riquetsiais com anti-soros preparados em cobaias; teste de protecdo usando vacinas
em cobaias; e Western Blotting, uma ferramenta diagndstica importante para
estudos soroepidemiolégicos e confirmacdo de resultados a partir de testes

soroldgicos convencionais (FREITAS, 2007).

2.4.6.2 Diagndstico direto

O diagnostico direto tem como objetivo detectar o agente etiolégico através
de técnicas que permitam a sua visualizacao ou a deteccao de fragmentos de DNA.
O emprego de técnicas moleculares tem contribuido para o conhecimento de novas

espécies de riguétsias do GFM. A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) é uma
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ferramenta da biologia molecular que tem facilitado no diagnostico da febre
maculosa, porém mais utilizada em nivel de pesquisa. Além disso, técnicas de
imunohistoquimica (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005) e de isolamento do
agente tém sido realizadas (LABRUNA, 2006; LABRUNA et al., 2007). No caso dos
carrapatos, ainda pode ser realizado o teste de hemolinfa para confirmacdo da
infeccéo, o qual se baseia na coloracédo de Gimenez, normalmente empregado para
triagem de vetores infectados (CHAPMAN et al., 2006).

2.5 Coxiella burnetii

2.5.1 Historico

A bactéria Coxiella burnetii foi descoberta em 1937, na Australia, por Edward
Holbrook Derrick (STOKER; MARMION, 1955). Na ocasido, o pesquisador foi
convidado a investigar o surgimento de uma doenca febril que acometia
trabalhadores do matadouro publico de Cannon Hill, em Brisbane (DERRICK, 1937).

Com base em algumas caracteristicas morfolégicas, bioguimicas,
comportamentais e ecoldgicas foi isolada e inicialmente identificada como do género
Rickettsia. Na Australia foi isolada de sangue e urina de pacientes por Burnet e
Freeman (1937), sendo chamada de R. burnetii. Um ano mais tarde, a bactéria foi
isolada de carrapatos por Davis e Cox (1938) em Montana, EUA, sendo entdo
denominada de R. diaporica.

A similaridade com as riquétsias € inerente, entre outras caracteristicas, ao
modo de infeccdo na célula hospedeira, morfologia e participacdo dos carrapatos no
seu ciclo evolutivo (PARKER; BARRALET; BELL, 2006). Mais tarde, a partir de
avancos de técnicas moleculares, voltadas para o conhecimento do perfil genémico
da bactéria, foi reclassificada no género Coxiella, com a denominacdo de Coxiella
burnetti em homenagem a Cox e Burnet, pesquisadores responsaveis pelo seu
isolamento (PHILIP, 1948). O sequenciamento do genoma completo da C. burnetii
(cepa Nine Mile) foi realizado em 2003, permitindo a classificacdo taxonémica atual
da bactéria (SESHADRI et al., 2003).
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C. burnetii causa uma doenca febril conhecida como Febre Q (deriva do
Inglés “query’- interrogacdo, davida), assim chamada devido a causa da febre nos
pacientes permanecer durante algum tempo desconhecida e sem associagcdo com
outras doencgas conhecidas na época. No Brasil, a primeira descri¢cdo da Febre Q foi
em 1953, no estado de S&o Paulo, e embora existam estudos soroepidemioldgicos
gue evidenciem a circulacdo da C. burnettii no pais, relatos da doenca séo raros, a
maioria dos casos identificados foi apenas confirmada com base em testes
sorolégicos. Somente em 2010 foi relatada a primeira deteccdo molecular de C.
burnetii em humanos no Brasil (LEMOS et al., 2011).

2.5.2 Taxonomia

O género Coxiella pertence a ordem Legionellales, familia Coxiellaceae
(SESHADRI et al., 2003), fazendo parte do grupo das Gama Proteobactérias
(WEISBURG et al., 1989; STEIN; RAOULT, 1992). Sua classificacdo baseia-se na
composicao dos lipopolissacarideos da membrana celular, nas vias metabdlicas e
nas caracteristicas genéticas, especialmente na composi¢cao da sequéncia do gene
16S do RNA. Difere do género Rickettsia, pois apresenta capacidade de sobreviver
fora das células hospedeiras, formando esporos resistentes. O género Coxiella é
formado por uma Unica espécie descrita, a Coxiella burnetii, devido a homologia
filogenética do género a partir de analises genéticas de diferentes cepas
pertencentes a origens geogréficas diferentes (PARKER; BARRALET; BELL, 2006;
CUTLER; BOUZID; CUTLER, 2007).

2.5.3 Etiologia

Coxiella burnetii € uma bactéria intracelular obrigatoria que se desenvolve
em diferentes tipos celulares, incluindo mondécitos e macrofagos de seus
hospedeiros (LA SCOLA, 2002). Gram negativa, ndo capsulada, imovel e bastante
pleomérfica, apresenta-se como cocobacilos, medindo entre 0,4 a 1 pm de
comprimento e 0,2 a 0,4 um de largura (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2004;

GURTLER et al.,, 2014). Possui como caracteristica relevante a formacio de
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esporos, 0 que permite sua resisténcia durante longos periodos no ambiente, além
disso, possui uma alta capacidade de resistir a agentes fisico-quimicos, como calor,
dessecacdo e acdo de alguns produtos. No entanto, pode ser inativada com a
utilizacdo de éter, cloroférmio, raios gama, sendo também destruida a temperaturas
de 130°C. (PARREIRA, 2008). E também suscetivel a alguns desinfetantes, como
hipoclorito de sdédio, fenol, etanol, gluteraldeido e formaldeido (SANTOS;
BACELLAR; FRANCA, 2007). Apresenta alta capacidade infecciosa, podendo um
Unico microorganismo desencadear a doenca em animais e humanos (MAURIN;
RAOULT, 1999; PORTER et al., 2010). Devido a sua alta patogenicidade é
considerada uma perigosa arma bioldgica, possuindo grande importancia em todo
mundo (MADARIAGA et al., 2003).

2.5.4 Epidemiologia

C. burnetii causa uma importante zoonose conhecida como Febre Q,
relatada em quase todo mundo, com excecdo da Nova Zelandia (AGERHOLM,
2013). Estudos epidemioldgicos, bem como o aumento no numero de casos
relatados em varios paises demonstram que Febre Q € considerada um problema
crescente de saude publica no mundo (MEDIANNIKOV et al., 2010; HILBERT et al.,
2012; ESMAEILI et al., 2013; VANDERBURG et al., 2014).

No Brasil a doenca é considerada emergente e apesar de sua grande
importancia, seja econbmica ou como zoonose, € ainda pouco diagnosticada.
Segundo Siciliano et al. (2008), apesar de existirem dados soroepidemiolégicos
sobre a ocorréncia da Febre Q, os relatos sobre a infeccédo por C. burnetii sdo raros
e muitas vezes subnotificados, o que pode ser justificado pelo fato da doenca ndo
ser de notificagcdo obrigatéria no pais. Estudos soroepidemiolégicos sobre a
enfermidade foram realizados principalmente na regido sudeste, nos estados de
Minas Gerais (COSTA; BRIGATTE; GRECO, 2006) e Rio de Janeiro (LAMAS et al.,
2008).

Véarias espécies animais constituem reservatérios naturais do agente,
podendo incluir animais domésticos, silvestres e diferentes espécies de carrapatos.

Estes artropodes sdo os reservatérios naturais mais amplamente conhecidos. O
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papel dos carrapatos € essencial para a manutencdo do agente na natureza, sendo
0 vetor primario na transmissdo da bactéria as espécies veterinarias (STOKER,;
MARMION, 1955; PARREIRA, 2008). A bactéria C. burnetii infecta naturalmente
mais de 40 espécies de carrapatos, pertencentes a 12 géneros diferentes (KAZAR,
2005). Os géneros Ixodes, Rhipicephalus, Amblyomma e Dermacentor s&o
considerados de maior importancia na transmisséo vetorial para animais (PAROLA,;
RAOULT, 2001). A enfermidade nos animais é conhecida como Febre Q ou
Coxielose, embora o termo Coxielose seja defendido como mais correto, sendo 0s
animais ungulados (bovinos, caprinos e ovinos) os de maior importancia na
transmissao zoondtica da doenca (ANGELAKIS; RAOULT, 2010; RADINOVIC et al.,
2013).

Os animais infectados pela C. burnetii eliminam grande quantidade da
bactéria através de secrecbes e excrecbes corporais, como fezes, urina, leite,
placenta, fluidos vaginais e tecidos fetais (RUIZ-FONS et al., 2010).

A transmisséo da infec¢cdo nos animais se da através do ectoparasitismo por
carrapatos (KAZAR, 2005) ou por difusdo aérea do agente durante o aborto ou parto
de animais infectados (PALMER et al.,1983). Em humanos, a principal forma de
transmissdo da-se através da inalacdo de aerossois, sendo 0s ruminantes
domesticos incriminados como fontes de infeccdo mais comuns na infeccéo para o
homem (MAURIN; RAOULT, 1999). Além disso, o leite e produtos lacteos néo
pasteurizados sao considerados veiculos de transmissdo da doenca, pois o0
processo de fervura comum nao elimina 0s esporos, que resistem as altas
temperaturas, mantendo-se viaveis (CERF; CONDRON, 2006). Entretanto a
ingestao é provavelmente um fator de pequena importancia na transmissdo da C.
burnetii, sendo essa possibilidade bastante controversa (MAURIN; RAOULT, 1999).

2.5.5 Sintomatologia clinica

A doenca causada pela infeccdo com C. burnetii estd associada com um
amplo espectro clinico, que vai da soroconversdao assintomatica ou ligeiramente
sintomatica a doenca fatal em humanos (ANGELAKIS; RAOULT, 2010). A maioria

dos animais infectados geralmente ndo desenvolve sintomatologia clinica, sendo
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considerados assintométicos (MARRIE, 1990). Poucas sdo as manifestacdes
patoldgicas associadas a infecgdo pela C. burnetii em animais, sendo descritas
desordens reprodutivas, principalmente em caprinos e ovinos (PALMER et al., 1983;
VAIDYA et al., 2010; AGERHOLM, 2013). Dentre os problemas reprodutivos mais
relatados estdo os abortos, que ocorrem principalmente no tergo final da gestagao.
Além disso, podem ocorrer placentite, metrite, partos prematuros, nascimentos de
animais fracos, natimortos e infertilidade materna, envolvendo também a presenca
da bactéria em 6rgdos como baco, figado e pulmdo (PALMER et al., 1983). Os
ruminantes sao muito suscetiveis a infeccéo, especialmente no periodo gestacional.
Nestes casos, em geral, 0os abortos ocorrem na primeira gestacdo apoés a infeccao, e
possivelmente futuras gestacdes apresentardo desenvolvimento normal (PALMER et
al., 1983).

Estudos tém demonstrado que abortos causados pela C. burneti em
ruminantes sdo mais comuns nas espécies caprina e ovina do que na espécie
bovina. Caprinos infectados experimentalmente com a C. burnetii apresentaram
100% de abortamentos no final da gestacio (SANCHEZ et al., 2006). Embora
possam ocorrer abortos nos bovinos em decorréncia da infec¢do por C. burnetii, os
sinais clinicos observados nesta espécie animal estdo geralmente associados a
guadros de placentite e metrite.

Outras alteracdes patolégicas podem ser verificadas em ruminantes
infectados. Sanchéz et al. (2006) encontraram lesdes na glandula mamaria, no
pulméo e figado de caprinos infectados que abortaram, além disso, os trofoblastos
da membrana corioalantéica da placenta foram as principais células alvo da C.
burnetii, assim como foi demonstrado por Palmer et al. (1983).

A infeccdo pela C. burnetii em humanos, na maioria dos casos, € pouco
evidente, semelhante a uma gripe, com recuperacdo espontanea, sendo
considerada autolimitante (PALMER et al., 1983). Porém o quadro pode evoluir e
gerar complicacbes na fase aguda da doenca, como pneumonia, hepatite,
meningoencefalite ou miocardite (PALMER et al., 1983). Na fase crbnica afeta
principalmente o sistema cardiovascular (ACHA; SZYFRES, 2003). Observa-se
como sintoma mais comum a endocardite, que se nao tratada pode levar ao 6bito

(SICILIANO et al., 2008). Pacientes gestantes com complicacfes cardiovasculares
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ou imunodeprimidos constituem grupo de risco para a doenga. O diagndstico torna-
se dificil, devido as variagcbes no quadro clinico, sendo uma das razfes para
subnotificacdo da doenca (SICILIANO et al., 2008).

2.5.6 Diagnostico

2.5.6.1 Diagnéstico Indireto

O diagnéstico indireto baseia-se na investigacdo soroldgica. Os testes
sorolégicos mais empregados sdo Fixacdo de Complemento (FC), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio Imunoenzimético (ELISA), sendo a
RIFI considerada padrdo de referéncia (GURTLER et al., 2014).

2.5.6.2 Diagnostico direto

O diagnostico direto € realizado principalmente por meio de técnicas
moleculares, como PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase), em tecidos de
abortos, sangue, leite e carrapatos. Esses testes baseados na PCR séao feitos de
maneira relativamente rapida e apresentam alta sensibilidade e especificidade,
tornamdo possivel a deteccdo do DNA da bactéria C. burnetii (STEIN; RAOULT,
1992).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente trabalho objetivou realizar um levantamento da infecgdo por
Rickettsia spp. e Coxiella burnetii em mamiferos silvestres e pequenos ruminantes

na regido do Parque Nacional da Serra das Confusdes, Piaui.

3.2 ESPECIFICOS

1. Realizar levantamento de mamiferos silvestres capturados no Parque

Nacional da Serra das Confusodes, Piaui;

2. Coletar e identificar carrapatos de mamiferos silvestres, caprinos, ovinos e

de vida livre;

3. Determinar a ocorréncia de anticorpos anti-Rickettsia rickettsii e anti-
Coxiella burnetii em mamiferos silvestres, caprinos e ovinos pela Reacdo de

Imunoflorescéncia Indireta (RIFI);

4. Confeccionar mapas georreferenciados sobre a ocorréncia da infeccéo

por Rickettsia spp. e Coxiella burnetii nos mamiferos silvestres, caprinos e ovinos;

5. Determinar a infeccdo por Rickettsia spp. e Coxiella burnetii em sangue de
mamiferos silvestres; e em carrapatos de mamiferos silvestres, caprinos, ovinos e de
vida livre por meio da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e sequenciamento
de DNA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O Parque Nacional da Serra das Confusées (PNSC) esta localizado no
sudeste do Estado do Piaui (9°27' 9°31' Sul; 43°05' 43° 56’ Oeste), sendo uma das
maiores e mais recentes unidades de conservacdo de protecdo integral do bioma
Caatinga (Decreto s/n°® 02 de outubro de 1998), abrangendo uma éarea total de
823.435 ha (Figura 1). Sua area territorial abrange 11 municipios do estado: Caracol,
Jurema do Piaui, Tamboril do Piaui, Canto do Buriti, Alvorada do Gurgueia, Cristino
Castro, Santa Luz, Guaribas, Bom Jesus, Redencdo do Gurgueia e Curimata. A
paisagem do Parque é formada principalmente por planaltos, chapadas de altitude e
depressdes. O clima da regido € semiarido, caracterizado por periodos chuvosos
gue ocorrem entre 0s meses de outubro e abril, e por temperatura média anual de
28°C (ICMBio, 2014).

Os locais para captura de animais silvestres foram escolhidos de forma a
abranger ambientes distintos do PNSC, como areas de caatinga arbérea, caatinga
arbustiva, rochas e cavernas, compreendendo sete areas ambientais: Japecanga,
Muquém, Andorinha, Serra, Canto Verde, Sucumbido e Cajugaia (Figura 2). Dessa
forma, foram estabelecidos transectos a fim de facilitar e monitorar a pesquisa de
campo.

Para estudo em pequenos ruminantes, propriedades rurais adjacentes ao
PNSC foram identificadas a partir da presenca de rebanhos caprinos e ovinos
(Figura 3). Foram obtidas amostras bioldgicas de caprinos e ovinos provenientes de
nove povoados situados no entorno do parque, sendo estes: Japecanga, Novo
Araca, Engenho Novo, Barreiro, Cajueiro, Capim, Mundo Novo, Serrinha e
Pendangas.

Os locais de captura de animais silvestres (areas localizadas dentro do
PNSC), bem como as propriedades rurais para pesquisa de pequenos ruminantes
(areas adjacentes ao PNSC) foram georreferenciados com o auxilio de um aparelho

de GPS, sendo realizado o mapeamento dos pontos por meio do programa ArcGIS.
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FIGURA 1 - Localizagdo do Parque Nacional da Serra das Confusfes, Piaui.
(Fonte: autor)

Brasil

Pontos de coleta de caprinos e ovinos:

Japecanga (Jul-Ago/2013)

Novo Aragd (Ago/2013) x
Engenho Novo (Jul/2013) +
Barreiro (Mai/2013)

Cajueiro (Mai/2013)

Capim (Mai/2013)
Mundo Novo (Out/2013)
Serrinha (Out/2013)

Pendangas (Dez/2013)
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Pontos de captura de animais silvestres:

Japecanga (a, b, ¢, d) (Jul-Ago/2013)
Mugquém (a, b) (Mai/2013)
Andorinha (a, b) (Mai/2013)

Serra (a, b) (Out/2013)

Canto Verde (a, b) (Out/2013)
Sucumbido (a, b) (Jan/2013)
Cajugaia (a, b, c) (Jan/2013)
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Legenda

. Peguenos ruminantes 0 12.5 25 50 Km
@ reguenos mamiferos silvestres L 1 L L 1 L L ' 1

- Pargue Nacionalda Sema das Confusdes 1:932 290

*Os numeros de 1 a 9 estdo representando as localidades rurais no entorno do PNSC onde foram
coletadas amostras biolégicas de caprinos e ovinos. As letras de A a G representam as sete areas
ambientais dentro do PNSC onde foram capturados os pequenos mamiferos silvestres. Os circulos

delimitam as &reas ambientais do parque onde houve mais de um ponto de captura.
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FIGURA 2 - Areas ambientais do PNSC selecionadas para captura de mamiferos

silvestres. A - Japecanga, B - Muquén, C - Andorinha, D - Serra, E - Canto Verde, F -
Sucumbido e G - Cajugaia. PNSC/Piaui, 2013. (Fonte: autor)

FIGURA 3 - Propriedades rurais no entorno do PNSC e presenca de rebanhos
caprinos e ovinos, Piaui 2013. A - Propriedade rural em Engenho Novo, B -
Propriedade rural em Novo Araca, C - Rebanho de caprinos e ovinos de uma
propriedade rural em Canto Verde, D - Rebanho caprino e ovino em uma

propriedade rural em Japecanga. (Fonte: autor)
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4.2 CAPTURA DE ANIMAIS SILVESTRES

Durante o ano de 2013, foram realizadas quatro visitas ao PNSC, uma em
cada estacdo do ano, nos periodos de 18 a 23 de janeiro (visita 1), 21 a 26 de maio
(visita 2), 28 de julho a 2 de agosto (visita 3) e 21 a 25 de outubro (visita 4), sendo
cada &rea estudada visitada apenas em um Unico periodo durante a pesquisa.

A captura e manipulacdo de mamiferos silvestres no PNSC foi autorizada
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBIio), por meio
do protocolo ICMBIo/SISBio, n® 36585-1.

Para captura de roedores e marsupiais foram utilizadas um total de 70
armadilhas de contencéo viva tipo “Sherman”, nas dimensfes 30x8x9 cm e 43x12,5
x14,5 cm, e “Tomahawk”, na dimensdao 45x16x16 cm, durante quatro noites
consecutivas em cada area. As armadilhas foram distribuidas de forma intercalada
por transectos estabelecidos aleatoriamente, obedecendo a distancia de
aproximadamente 10 m uma da outra, montadas um dia antecedente a pesquisa de
campo e vistoriadas na manha seguinte. As mesmas foram iscadas com uma
mistura preparada de farinha de milho, amendoim, sardinha enlatada e banana, com
pedacos de abacaxi servindo como base, ideal para captura de roedores e
marsupiais (GRAIPEL et al., 2006). De acordo com a metodologia descrita por
Santana (2006), o esforco de captura foi calculado com base na formula: EC = NA x
ND, em que EC = esforco de captura; NA = nimero de armadilhas utilizadas; ND =
numero de dias de captura. O sucesso de captura foi obtido a partir da formula SC =
NC/EC x 100, onde SC = sucesso de captura; NC = numero de capturas; EC =
esforco de captura (SANTANA, 2006).

A identificacdo dos animais capturados foi realizada de acordo com Gardner
(2007), Bonvicino; Oliveira; D’Andrea (2008) e Reis et al. (2011).

4.3 COLHEITA DE AMOSTRAS DE SANGUE

4.3.1 Mamiferos silvestres
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A manipulagdo dos mamiferos silvestres apds sua captura foi realizada
atendendo os principios de biosseguranca. Os animais foram previamente
anestesiados para minimizar o estresse dos mesmos e evitar acidentes durante 0s
procedimentos. O anestésico utilizado foi o cloridrato de quetamina (Dopalen®,
Vetanarcol®), na dosagem de 10 mg/Kg de peso corpéreo. Apds completa
recuperacdo anestésica, 0os animais foram marcados e soltos no exato local da
captura. A marcacdo dos roedores e marsupiais foi realizada mediante tricotomia
dorsal dos pelos, a fim de evitar a manipulagéo de animais recapturados. Os animais
foram fotografados e todas as informacdes referentes a data de captura, localizacao
geogréfica, espécie, sexo, peso, quantidade de anestésico utilizada e descricdo
morfolégica, foram devidamente anotadas em fichas avaliativas para possiveis
analises durante o estudo.

As amostras de sangue dos mamiferos silvestres foram obtidas por
venopuncao intracardiaca ou intracaudal, conforme a viabilidade do acesso venoso,
através de seringas descartaveis de 3 mL e agulhas hipodérmicas 20x5,5 mm. As
amostras foram colocadas em tubos sem anticoagulante e armazenadas em isopor
com gelo até serem centrifugadas. Para obtencdo do soro, as amostras foram
submetidas a centrifugacéo (3.600 rpm/10 minutos), armazenadas em microtubos de
1,5 mL, identificadas e estocadas a -20°C. Além disso, uma pequena quantidade de
sangue colhido, aproximadamente 0,5 mL por animal, era disposta em microtubos

de 1,5 mL contendo etanol absoluto, para posterior extracdo de DNA.

4.3.2 Pequenos ruminantes

A colheita de sangue de pequenos ruminantes foi realizada nos periodos de
21 a 26 de maio; 28 de julho a 2 de agosto; 21 a 25 de outubro; 7 e 8 de dezembro,
sendo selecionadas 36 propriedades rurais pertencentes a nove povoados
localizados no entorno do parque, conforme descrito na area de estudo, e realizada
a partir da autorizacdo dos proprietarios. As propriedades rurais visitadas neste
estudo apresentavam sistema de criacdo extensivo ou semiextensivo, sendo a
producdo basicamente de subsisténcia ou como fonte de renda oriunda da

agricultura familiar.
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As amostras de sangue dos caprinos e ovinos foram obtidas pela
venopuncao da veia jugular, através de agulhas para coleta a vacuo 25x8 mm,
colocadas em tubos sem anticoagulante e armazenadas em isopor com gelo até a
centrifugagcédo. Para obtencdo do soro as amostras foram centrifugadas (3.600
rpm/10 minutos), armazenadas em microtubos de 1,5 mL, identificadas e estocadas
a -20°C.

4.4 COLETA E IDENTIFICACAO DOS CARRAPATOS

Os mamiferos silvestres, caprinos e ovinos foram inspecionados para
pesquisa de carrapatos em fase parasitaria. Os espécimes de carrapatos foram
colhidos manualmente e acondicionados em microtubos de 1,5 mL contendo alcool
absoluto. As fémeas ingurgitadas e carrapatos em estagios imaturos (larvas e
ninfas) foram acondicionados em frascos plasticos secos, vedados com tampa
contendo pequenos orificios, a fim de permitir a aeracdo dos artrépodes. Estes
foram mantidos em estufa artesanal até serem transportados para o Laboratorio de
Parasitologia e Doencas Parasitarias da Universidade Federal do Vale do Séo
Francisco (UNIVASF), onde foram transferidos para estufa B.O.D. por 72 horas a
25°C, para promover as ecdises (ARAGAQO; FONSECA, 1961).

Carrapatos de vida livre (VL) foram capturados por meio de busca ativa ou
pelo método de arraste de flanela para busca de larvas e ninfas no ambiente.
Eventualmente, durante a pesquisa, carrapatos encontrados parasitando a equipe
de campo foram coletados e acondicionados de maneira analoga a citada
anteriormente.

Os carrapatos foram identificados taxonomicamente utilizando-se chave

dicotbmica e pictérica descrita por Aragao e Fonseca (1961) e Martins et al. (2010).

4.5 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Os soros obtidos de mamiferos silvestres e pequenos ruminantes foram

submetidos & Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (GALVAO, 1996). As laminas
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contendo antigenos especificos de Rickettsia rickettsiii (cepa Taiagu) e Coxiella
burnettii foram produzidas no laboratorio de Doengas Parasitarias da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Sdo Paulo - FMVZ/USP. A técnica foi
realizada de acordo com protocolo descrito por Horta et al. (2004) para detecgéao de
anticopos anti-Rickettsia spp. e de acordo Reeves et al. (2006) para deteccéao de
anticorpos anti-C. burnetii. Assim, aliquotas de soro foram diluidas em PBS (solucdo
fosfato tamponada) e depositadas sobre laminas contendo os antigenos de R.
rickettsii e C. burnetii.

As laminas foram incubadas em estufa a 37° por 30 minutos e
posteriormente lavadas com solu¢cdo de PBS e triton, ficando em repouso até a
completa secagem. A cada lamina foi adicionado, em diferentes diluigdes para cada
espécie avaliada, conjugado especifico [roedores: anti-IgG rattus e anti-lgG guinea
pig (Sigma, St Louis, Mo, USA); marsupiais: anti-lgG Didelphis spp. (CCZ, Séao
Paulo/SP); ovinos: anti-IgG sheep; caprinos: anti-lgG goat] marcado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Em seguida, as laminas foram novamente incubadas (37°C/30 min), lavadas,
coradas com azul de Evans e colocadas para secar em camara escura (WALKER,
1992). A leitura das laminas foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia,
sendo considerados positivos 0s soros com titulos = 64. Os soros positivos foram
submetidos as diluicbes seriadas, até se chegar ao ultimo titulo verificado. Para cada
[amina utilizou-se controles padrbes, positivos e negativos, de acordo com cada

espécie animal.
4.6 EXTRACAO DE DNA
4.6.1 Sangue
A extracdo de DNA de coagulos sanguineos foi realizada a partir de
amostras de 75 animais silvestres capturados no PNSC, utilizando-se kit comercial

Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, USA) para um volume
final de 50 pL.
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4.6.2 Carrapatos

Os carrapatos foram separados individualmente para extragdo de DNA,
sendo colocados em microtubos de 1,5 mL. Em seguida, foram triturados com
auxilio de agulha estéril 40x12 mm, adicionado 150 pL de TE pH 8,0 (10 mM de
TRIS HCI; 1 mM EDTA) e macerados com ponteira queimada. Posteriormente, 0s
microtubos foram levados ao vortex, procedendo-se a adicdo de 450 pL de
isotiocianato de guanidina, homogeneizacéo e adicao de 100 pL de cloroformio.

As amostras foram centrifugadas (1.200 rpm durante 5 minutos), sendo que
aproximadamente 400 puL do sobrenadante foi recuperado e transferido para um
novo microtubo estéril de 1,5 mL, onde foi adicionado 600 pL de isopropanol, ficando
armazenadas em freezer (-20°C) por no minimo 2 horas. Apds esta etapa, as
amostras foram centrifugadas (1200 rpm a 4°C por 15 minutos) e o sobrenadante
desprezado. O precipitado foi ressuspenso em 800 pL de etanol 70% e uma nova
centrifugacéo foi realizada (1.200 rpm a 4°C por 15 minutos), sendo o sobrenadante
desprezado e o precipitado exposto a temperatura ambiente durante 1 hora para
secagem ou mantido em termobloco a 56°C por 15 minutos. Em seguida, foi
realizada a adicdo final de 60 pL de TE e as amostras foram armazenadas em
freezer (-20°C) até realizacdo da PCR. A cada 10 amostras extraidas foi utilizado um

controle de extracdo (dgua destilada com auséncia de DNA).

4.7 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

As amostras de DNA extraido de sangue e de carrapatos foram testadas
pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa de DNA de Rickettsia
spp. e C. burnetii utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos

para analise de DNA dos diferentes agentes (Quadro 2).

4.7.1 Rickettsia spp.

O par de primers género especifico para Rickettsia spp. do gene gltA (gene

citrato cintase) foi utilizado para amplificacdo do fragmento de DNA que codifica a
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enzima citrato sintase, presente em todas as espécies de riquétsias. As amostras
positivas foram submetidas a uma segunda reacédo utilizando-se oligonucleotideos
gue amplificam o fragmento de DNA que codifica a proteina externa de superficie de
190 kDa (ompA), restrito as riquétsias do GFM. Para cada reacéo foi utilizado como
controle positivo Rickettsia parkeri (cepa NOD) e como controle negativo agua milli Q
sem DNA.

4.7.2 Coxiella burnetii

Para pesquisa de C. burnetii, as amostras de DNA foram submetidas a PCR,
ultilizando-se primers que amplificam o fragmento de DNA que codifica a biossintese
da proteina capsular polissacaridica (gene CAP), comum a espécie C. burnetii. Foi
utilizado como controle positivo extrato gendémico de C. burnetii e como controle

negativo agua mili Q isenta de nucleases.

QUADRO 2 - Oligonucleotideos utilizados nas reacdes para identificacdo genotipica

de Rickettsia spp. e Coxiella burnetii.

Par de Especificidade Sequéncia de oligonucleotideos Produto Ref.
“primers” e (5°-3) amplificado
gene alvo (pb*)
gltA Género
Rickettsia
CS-78 F- GCAAGTATCGGTCAGGATGTAAT 401 Labruna
Cs-323 R- GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT etal,
2004a
OmpA Grupo da Febre
Maculosa
Eremeeva
A1-190.70p F- ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 631 etal., 1993
A3-190.701 R- GTTCCGTTAATGGCAGCATCT
CAP Género
Coxiella
CAP844 F- ATTTAGTGGGTTTCGCGCAT 601 Reeves
CAP844 R- CATCAGCATACGTTTCGGGAA et al., 2006

*pb (pares de bases)
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O preparo dos reagentes da solucdo a ser utilizada na reacdo de

amplificacdo de DNA de Rickettsia spp. e C. burnetii foi realizado conforme
adaptacoes descritas na literatura (REEVES et al., 2006; ALMEIDA et al., 2013)

(Quadro 3).

QUADRO 3 - Concentragdo dos reagentes utilizados na Reacdo em Cadeia pela

Polimerase (PCR) segundo os genes avaliados.

Reagentes gltA ompA CAP
Tag PCR Kit Master MixKit == e 12,5 pL
Tampé&o Buffer 10X 2,5puL 25y -
Nucleotideos trifosfatados 4,0 uL 40uL 0 -
(dNTP 1,25 mM)

MgCI2 (50 mM) 0,75pL 0 4]0 | E—
Primer 1- 10 (pmoles/uL) 1,25uL 1,25uL 1,25uL
Primer 2- 10 (pmoles/uL) 1,25uL 1,25uL 1,25uL
Taq (5000 U/mL) 0,25 L 025puL -
H,O MiliQ g.s.p 50 uL 12,5 pL 12,5 pL 7,5 uL
Amostra de DNA 2,5 UL 2,5 uL 2,5 L
Volume final 25 L 25 uL 25 uL
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A reacao de amplificacdo foi realizada diferentemente para cada tipo de
primer, conforme adaptacdo da técnica descrita na literatura (LABRUNA et al.,

2004a; REEVES et al.; 2006) e esta esquematizada no Quadro 4.

QUADRO 4 - Condicbes de amplificacao das diferentes reagbes conforme os genes

avaliados.
Etapas gltA ompA CAP
Desnaturacao inicial 95°C/5 min 95°C/5 min 95°C/5 min
Namero de ciclos 40 35 40
Desnaturacao 95°C/30 seg 95°C/40 seg 95°C/ 1min
Anelamento 58°C/30 seg 58°C/30 seg 55°C/1min
Extensao 72°Cl40 seg 72°Cl45 seg 72°C/40 seg
Extenséo final 72°C/7 min 72°C/10 min 72°C/10 min

4.7.3 Analises dos produtos amplificados

Para confirmacdo de DNA, 10 pl do produto amplificado acrescido de 2 pl de
azul de bromofenol foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, em cuba
horizontal com tampéao de corrida TBE 0,5 x (0,045 M Tris-borato e 0,001 M EDTA,
pH 8,0), sob voltagem de 100 V, durante aproximadamente 1 hora. Em seguida, foi
corado com brometo de etidio (0,5 pl/mL por 30 minutos). A visualizacdo das bandas

foi realizada através de transluminador ultravioleta.

4.8 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA

Sendo confirmada positividade da amostra pela PCR, o DNA amplificado foi
purificado utilizando-se ExoSAP-IT (USB® Corporation), conforme instru¢cdes do
fabricante (3 yl de ExoSAP e 7,5 ul de DNA amplificado), e submetidas ao

sequenciamento de DNA utilizando-se o kit “Big Dye 3.1", de acordo com as
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especificacdes do fabricante [4 pl de DNA purificado - concentracdo maxima de 100
ng; 1 yl de agua Mili Q; 0,75 ul de “Big Dye”; 1 ul de oligonucleotideos iniciadores
senso e anti-senso especificos (5 pmoles/ul); e 3,5 pl de “save money”], em
sequenciador automatico ABI 377 (Aplied Biosystem Foster, CA), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram editadas em computador pelo programa de
Software SegMan (Lasergene, DNAstar, Madison, Wis.) e submetidas a andlise de
similaridade por meio do programa Basic Local Alignment Search Tool (Blast two
sequences analysis) para verificar a homologia com sequéncias correspondentes
disponiveis no GenBank e desta forma obter a identificacdo genética dos produtos
de PCR testados (ALTSCHUL et al., 1990).
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5 RESULTADOS

5.1 MAMIFEROS SILVESTRES CAPTURADOS

O esforgo total de captura foi de 1.198 armadilhas/noite, sendo capturados
73 pequenos mamiferos silvestres, com sucesso de captura de 6,1%.
Eventualmente, dois animais foram capturados por busca ativa, a qual consistiu na
captura e contencdo manual dos mesmos. As areas com maior numero de capturas
foram Canto Verde, Japecanga e Sucumbido, respectivamente (Figura 4) e

representaram 63% do total de capturas.

FIGURA 4 - Numero de animais silvestres capturados nas areas ambientais do
PNSC, Piaui, 2013.
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Foram capturados 75 individuos pertencentes a 4 ordens, 8 géneros e 8
espécies de mamiferos silvestres (Tabela 1). Os dois animais capturados por busca
ativa pertenciam a superordem Xenarthra: Tolypeutes tricinctus, chamado
vulgarmente de Tatu bola (ordem Cingulata), e Tamandua tetradactyla, conhecido
como Tamandua mirim (ordem Pilosa) (Figura 5). Dos 73 animais capturados por
meio de armadilhas, 63 (86,3%) eram roedores e 10 (13,7%) eram marsupiais.
Dentre os roedores foram identificadas as espécies: Thrichomys apereoides
(Punaré), Galea spixii (Pred), Kerodon rupestris (Mocd) e Rhipidomys macrurus
(Figura 6 ). Os marsupiais identificados representaram as espécies: Monodelphis
domestica (Cuica do rabo curto) e Gracilinanus agilis (Cuica graciosa) (Figura 7).

TABELA 1 - Ocorréncia de mamiferos silvestres no Parque Nacional da Serra das

Confusoes, Piaui, 2013.

Ordem Espécies N° de exemplares/total Ocorréncia (%)
Rodentia Thrichomys apereoides 51/63 80,9%
(n=63) Rhipidomys macrurus 6/63 9,5%
Galea spixii 3/63 4,7%
Kerodon rupestres 3/63 4,7%
Total 63/73 86,3%
Marsupialia Monodelphis domestica 9/10 90,0%
(n=10) Gracilinanus agilis 1/10 10,0%
Total 10/73 13,7%
Cingulata*  Tolypeutes tricinctus 1/1 100%
(n=1) Total 1/1 100%
Pilosa* Tamandua tetradactyla 1/1 100%
(n=1) Total 1/1 100%

*Busca ativa (Superordem Xenarthra)
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FIGURA 5 - Animais capturados por busca ativa. A - Tolypeutes tricinctus (Tatu
bola); B - Tamandua tetradactyla (Tamandué mirim). PNSC/PI, 2013. (Fonte: autor)
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FIGURA 6 - Roedores capturados. A - Thrichomys apereoides (Punaré); B - Galea
spixii (Pred); C - Kerodon rupestris (Moc6); D - Rhipidomys macrurus. PNSC/PI,
2013. (Fo

nte: autor)
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FIGURA 7 - Marsupiais capturados. A - Monodelphis domestica (Cuica do rabo
2013. (Fonte: autor)
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curto); B - Gracilinanus agilis (Cuica graciosa). PNSC/PI,
Cle” SIS T

5.2 AMOSTRAGEM DE PEQUENOS RUMINANTES

O estudo avaliou amostras biolégicas de 202 caprinos e 153 ovinos
provenientes de diferentes localidades nas adjacéncias do PNSC (Tabela 2).

TABELA 2 - Numero de pequenos ruminantes amostrados em localidades
adjacentes ao PNSC, Piaui, 2013.

Localidades Caprinos Ovinos
Japecanga 10 30
Novo Araca 23 7
Engenho Novo 8 7
Barreiro 11 0
Cajueiro 24 8
Capim 38 0
Mundo Novo 9 59
Serrinha 16 0
Pendangas 63 42

TOTAL 202 153
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A relagcdo encontrada entre machos e fémeas nas espécies caprina e ovina
foi de 32/170 e 23/130, respectivamente. Com relagdo a faixa etaria dos animais,
55,4% (112/200) dos caprinos e 50,3% (77/153) dos ovinos, encontrava-se com
idades entre 1 a 3 anos (Tabela 3). Todos os animais avaliados, de ambas as

espécies, ndo possuiam padrao racial definido.

TABELA 3 - Faixa etaria e ocorréncia de caprinos e ovinos amostrados no PNSC,
Piaui, 2013.

Faixa etaria Ocorréncia nos caprinos Ocorréncia nos ovinos
(%) (%)

<1 ano 23,7% (48/200%) 19,6% (30/153)

1 a3 anos 55,4% (112/200%) 50,3% (77/153)

3 abanos 14,3% (29/200%) 24,8% (38/153)

> 5 anos 5,4% (11/200%) 5,2% (8/153)

*Nao foram obtidas informacfes sobre a faixa etaria de 2 caprinos

5.3 OCORRENCIA E IDENTIFICACAO DOS CARRAPATOS

Foram coletados 297 carrapatos parasitando diferentes espécies de
mamiferos silvestres, pequenos ruminantes e humanos, bem como carrapatos de
vida livre, sendo obtidos: 54 larvas, 120 ninfas e 123 carrapatos adultos. Foram
identificadas 4 espécies de carrapatos ixodideos: Amblyomma auricularium (70),
Amblyomma parvum (18), Rhipicephalus (Boophilus) microplus (56) e Rhipicephalus
sanguineus (15), bem como 12 espécimes do género Amblyomma em estagio larval.
Também foram identificados 126 carrapatos argasideos pertencentes ao género
Ornithodoros.

Dos 97 carrapatos capturados em vida livre, 79 foram identificados como
Ornithodoros sp. (encontrados em abrigos de mocdé e morcegos), 15 como R.

sanguineus (encontrados préximos aos centros de apoio do ICMBio, onde foi
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averiguado o transito de caes domeésticos) e 3 como A. parvum (encontrados sobre
as roupas de humanos).

Durante a pesquisa de campo foram coletados 14 carrapatos parasitando
humanos, dos quais 12 foram identificados como A. parvum e 2 como Ornithodoros
sp.

Com relacdo aos pequenos ruminantes, a taxa de parasitismo verificada em
ovinos foi de 7,8% (12/153), sendo todos os carrapatos identificados como
Riphicephalus (B) microplus, os quais se apresentavam em diferentes estagios
parasitarios, sendo 2 larvas, 20 ninfas, 32 fémeas e 2 machos. Nao foi observado
parasitismo por carrapatos em caprinos.

Os resultados apresentados acima encontram-se inseridos na Tabela 4.

TABELA 4 - Espécies de carrapatos identificadas em hospedeiros silvestres,
domeésticos, humanos e vida livre na regidao do PNSC, Piaui, 2013.

Espécie de carrapato Hospedeiro Estagio
L N A TOTAL
Amblyomma sp. Thrichomys apereoides 12 0 0 12
A. auricularium Tolypeutes tricinctus 0 0 42 (13F/29M) 42
Galea spixii 0 3 0 3
Tamandua tetradactyla 0 14 1(1mM) 15
Thrichomys apereoides 1 9 0 10
A. parvum Thrichomys apereoides 0 3 0 3
Homo sapiens 0 0 12 (8F/4M) 12
Vida livre 0 0 3 (1LF/2M) 3
Ornithodoros sp. Kerodon rupestris 16 1 0 17
Thrichomys apereoides 23 4 1P 28
Homo sapiens 0 2 0 2
Vida livre 0 64 15 (7F/8M) 79
R. (Boophilus) microplus  Ovis Aires 2 20 34 (32F/2M) 56
R. sanguineus Vida livre 0 0 15 (11F/4M) 15
TOTAL 54 120 123 (73F/50M) 297

* L = larva, N = ninfa, A = adulto, F = fémea, M = macho
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A taxa de parasitismo por carrapatos encontrada em mamiferos silvestres foi
de 37,3% (28/75), sendo coletados 130 carrapatos em estagios imaturos e adultos.
Nestes animais foram identificados os carrapatos A. auricularium, A. parvum,
Amblyomma sp. e Ornithodoros sp.. O ectoparasitismo por A. auricularium foi
observado nas espécies T. tricinctus, T. tetradactyla e roedores T. apereoides. O
carrapato A. parvum foi verificado apenas em estagios imaturos parasitando a
espécie T. apereoides. Foi identificada a presenca de carrapatos do género
Ornithodoros em T. apereoides e K. rupestris, estando a maioria em fase de larva e
ninfa. Os carrapatos adultos corresponderam a 44 exemplares, o0s quais
representaram principalmente a espécie A. auricularium. N&o foi verificado

parasitismo em R. macrurus, bem como nas espécies de marsupiais (Tabela 5).

TABELA 5 - Presenca de carrapatos em fase parasitaria em mamiferos silvestres
capturados no PNSC, Piaui, 2013.

s . Estagio
Espécie Animal
Carrapato TOTAL
Larva Ninfa Adulto
Tolypeutes tricinctus (1/1) A. auricularium 0 0 29M/13F 42
Amblyomma sp. 12 0 0 12
A. auricularium 1 9 0 10
T. apereroides (21/51) A. parvum 0 3 0 3
Ornithodoros sp. 23 4 1F 28
Galea spixii (2/3) A. auricularium 0 3 0 3
Kerodon rupestris (3/3) Ornithodoros sp. 16 1 0 17
Rhipidomys macrurus (0/6) - - - - -
M. domestica (0/9) - - - - -
Gracilinanus agilis (0/1) - - - - -
T. tetradactyla (1/1) A. auricularium 0 14 1M 15
TOTAL 52 34 44 130

*(n/p): n = nimero de animais com carrapato; p = numero de animais capturados
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5.4 REACAO DE IMUNOFUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Das 73 amostras de pequenos mamiferos silvestres, 8,2% (6/73) foram
sororeagentes para R. rickettsii, com titulos de 64 e 128 (Tabela 7). A presenca de
anticorpos anti-R. rickettsii foi observada nas espécies de roedores: T. apereoides
(7,8%, 4/51), G. spixii (33,3%, 1/3) e R. macrurus (16,6%, 1/6). Nao foi detectada
soropositividade para R. rickettsii nas amostras de caprinos e ovinos. As 73
amostras de pequenos mamiferos silvestres e de 202 caprinos foram soronegativas
para C. burnetii. Foi detectada a presenca de anticorpos anti-C. burnetii na espécie
ovina. Das 153 amostras sorolégicas de ovinos, trés foram soropositivas,
apresentando percentual de soropositividade de 2% (3/153) e com titulos variando
de 64 a 4.096 (Tabela 8). Os resultados acima estdo demonstrados na Tabela 6.

TABELA 6 - Percentual de soropositividade de mamiferos silvestres e pequenos
ruminantes frente a Rickettsia rickettsii e Coxiella burnetii pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), PNSC, Piaui, 2013.

Hospedeiro n R. rickettsii, No. (%) C. burnetii, No. (%)

Pequenos mamiferos

Thrichomys apereoides 51 4(7,8) 0
Rhipidomys macrurus 6 1(16,6) 0
Galea spixii 3 1(33,3) 0
Kerodon rupestris 3 0 0
Monodelphis domestica 9 0 0
Gracilinanus agilis 1 0 0

Pequenos ruminantes
Ovis aires 153 3(2)

Capra hircus 202 0
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TABELA 7 - Titulos finais de reatividade apresentados pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para antigenos brutos de Rickettsia rickettsii em

soros de mamiferos silvestres no PNSC, Piaui, 2013.

ID Espécie Area ambiental Titulos
Rickettsia rickettsii
SC2 G. spixii Cajugaia 128
SC3 T. apereoides Cajugaia 128
SC20 T. apereoides Sucumbido 128
SC27 R. macrurus Andorinha 128
SC29 T. apereoides Andorinha 64
SC64 T. apereoides Canto Verde 64

TABELA 8 - Titulos finais de reatividade apresentados pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para antigenos de Coxiella burnetii em soros de

ovinos em localidades rurais no entorno do PNSC, Piaui, 2013.

Ovinos Localidade Titulos
Coxiella burnetii

Ovi51 Japecanga 64

OVI52 Japecanga 128

oVI53 Mundo Novo 4.096

Na figura 8 encontra-se o registro fotografico de laminas positivas para R.
rickettsii e C. burnetii pela RIFI. As bactérias encontram-se marcadas com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), podendo ser observadas formas cocobacilares
de ambas as bactérias, visualizadas pela fluorescéncia emitida. A dimensdo da
bactéria C. burnetti é ligeiramente menor quando comparada com as espécies de

Rickettsia spp., porém muito semelhantes morfologicamente.
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FIGURA 8 - Amostras positivas pela Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
A - Soro de roedor silvestre reagente ao antigeno de R. rickettsii; B - Soro de ovino

reagente ao antigeno de C. burnetii.

* Diluicdo 1/64. 400x

5.5 GEORREFERENCIAMENTO DA INFECCAO POR R. rickettsii E C. burnetii

As areas ambientais e as localidades no entorno do PNSC, onde foi
constatado pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) amostras positivas
para R. rickettsii e C. burnetii, foram georreferenciadas e estdo demonstradas na

figura 9.
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FIGURA 9 - Localizagdo das &reas ambientais positivas para R. rickettsii e das
localidades rurais positivas para C. burnetii. PNSC, Piaui, 2013.

Resultados da Rea¢ao de Imunofluorescéncia Indireta georreferenciados no PNSC

Pontos de coleta de caprinos e ovinos:
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5.6 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

5.6.1 Sangue

Todas as 75 amostras de sangue de mamiferos silvestres testadas pela
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) apresentaram resultados negativos para
os genes gItA (Rickettsia spp.) e CAP (Coxiella burnetii).

5.6.2 Carrapatos

Para deteccdo de DNA de Rickettsia spp. e C. burnetii, amostras de 101
carrapatos oriundos de mamiferos silvestres, pequenos ruminantes, humanos e de
vida livre (VL), foram submetidas a PCR, onde foram avaliadas para os genes gltA,
ompA e CAP (Tabela 13).

Gene gltA
Os resultados obtidos demonstraram que 27,7% (28/101) dos carrapatos

foram positivos para o gene citrato cintase (gltA). Foi verificada positividade para o
referido gene em: A. auricularium (19), R. sanguineus (1), Ornithodoros sp. (7) e A.
parvum (1). Todos os 25 carrapatos R. (B.) microplus coletados em ovinos

apresentaram resultados negativos.

Gene ompA
Os carrapatos positivos para o gene gItA foram submetidos a uma nova PCR

para analise do gene ompA. Os resultados demonstraram que dos 28 carrapatos
positivos para o gene gltA, 14 (50%) foram positivos para 0 gene ompA, sendo

observada positividade apenas em carrapatos da espécie A. auricularium.

Gene CAP
Com excecao de um carrapato de VL positivo na PCR para o gene CAP da

bactéria C. burnetii, todos os outros foram negativos na PCR para este gene.
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TABELA 9 - Numero e percentual total de carrapatos positivos na Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) para os genes pesquisados.

Hospedeiro N° de carrapatos Espécie gltA ompA CAP
testados

Tolypeutes 27 A. auricularium 13 9 0

tricinctus

Tamandua 10 A. auricularium 4 4 0

tetradactyla

Trichomys 6 A. auricularium 2 1 0

apereoides 2 A. parvum 0 0 0
12 Ornithodoros sp. 5 0 0

Kerodon 3 Ornithodoros sp. 0 0 0

rupestris

Ovis aires 25 R (B) microplus 0 0 0

Homo 7 A. parvum 1 0 0

sapiens 1 Ornithodoros sp. 1 0 0

VL 5 R. sanguineus 1 0 1
3 Ornithodoros sp. 1 0 0

Total 101 28/101 14/28 1/101

(27,7%) (50,0%)  (0,99%)

5.7 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Das 43 amostras positivas na PCR (28 para o gene gltA, 14 para o gene
ompA e 1 para o gene CAP) todas foram submetidas a analise de sequenciamento.
Foram encontrados resultados satisfatérios em 19 amostras sequenciadas. Destas,
10 amostras oriundas de carrapatos A. auricularium apresentaram similaridades
variando entre 99,6-100% com R. amblyommii (CP003334.1) e 1 amostra revelou
98,7% de similaridade com R. bellii (CP000087.1). Uma amostra de A. parvum
apresentou similaridade de 100% com Candidatus R. andeanae (GU169051.1). Das
amostras de Ornithodoros sp., 4 apresentaram similaridades variando entre 98,4-
98,9% com Rickettsia parkeri (CP003341.1), 2 amostras apresentaram
respectivamente similaridades de 995 e 99,1% com R. amblyommii
(CP003334.1/DQ517290.1) e 1 amostra foi 97,2% homodloga a Rickettsia bellii


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/99030362?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=53AVCPN7013
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(CP000087.1). A sequéncia do fragmento de DNA proveniente do carrapato positivo

(Rhipicephalus sanguineus) para C. burnetii pela PCR ndo gerou resultado

satisfatorio, ndo apresentado resultados de similaridade pelo Blast. Os resultados

acima estdo demonstrados na tabela 10.

TABELA 10 - Sequenciamento de produtos de PCR positivas de acordo com o vetor

e animal de origem.

Amostras Carrapato Estagio ID Espécie animal Gene Similaridade Espécie
Provavel
R10 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla ompA (527/528-99,8%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R11 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla ompA (526/528-99,6%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R12 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla ompA (525/526-99,8%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R13 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla ompA  (527/528-99,8,%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R14 A. auricularium ninfa SC17 T.apereoides ompA (524/526-99,6%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R28 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla gltA (399/399-100%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R29 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla gltA (397/397-100%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R30 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla gltA (397/397-100%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R31 A. auricularium ninfa SC62 T. tetradactyla gltA (341/341-100%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R32 A. auricularium ninfa SC17 T. apereoides gltA (399/399-100%) R. amblyommii
(CP003334.1)
R33 A. auricularium ninfa SC32 T. apereoides gltA (386/391-98,7%) R. bellii
(CP000087.1)
R34 A. parvum macho H13 Humano gltA (148/148-100%) R. andeanae
(GU169051.1)
R36 Ornithodoros ninfa SC32 T. apereoides gltA (395/400-98,5%) R. parkeri
sp. (CP003341.1)
R37 Ornithodoros larva SC39 T. apereoides gltA (393/398-98,4%) R. parkeri
sp. (CP003341.1)
R38 Ornithodoros ninfa SC50 T. apereoides gltA (236/237-99,5%) R. amblyommii
sp. (CP003334.1)
R39 Ornithodoros macho SC53 T. apereoides gltA (393/400-98,7%) R. parkeri
sp. (CP003341.1)
R40 Ornithodoros ninfa SC69 T. apereoides gltA (382/393-97,2%) R. bellii
sp. (CP000087.1)
R42 Ornithodoros ninfa H5 Humano gltA (395/399-98,9%) R. parkeri
sp. (CP003341.1)
R43 Ornithodoros ninfa VL7 Vida livre gltA (238/240-99,1%) R. amblyommii

sp.

(CP003334.1)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/91068359?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=535DNY81013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/91068359?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=535DNY81013
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O grau de identidade das amostras avaliadas com as espécies de riquétsias
relatadas no Brasil foi calculado e encontra-se inserido na tabela 11.

TABELA 11 - Grau de identidade calculado para cada sequéncia de nucleotideos
entre as sequéncias avaliadas e as sequéncias de Rickettsia spp. disponiveis no
GenBank, 2014.

R. R. R. R. R. R. R parkeri
Gene Amostra rickettsii amblyommii  rhipicephali parkeri andeanae bellii cepa- M.
Atléntica
R10 - 99,8% - - - - -
R11 - 99,6% - - - - -
ompA R12 - 99,8% - - - - -
R13 - 99,8% - - - - -
R14 - 99,6% - - - - -
R28 97,7% 100% 97,4% 97,9% 97,7% - -
R29 97,7% 100% - 97,9% 97,7% - -
R30 97,7% 100% - 97,9% 97,7% - -
R31 100% 97,9% 97,9% - -
R32 97,9% 100% 97,4% 97,9% 97,7% - -
R33 - - - 88,5% - 98,7% -
gltA R34 - 99,3% - 99,3% 100% - 99,3%
R36 98,2% - 98% 98,5% 98,2% - -
R37 98,2% - 97,9% 98,4% 98,2% - -
R38 96,6% 99,5% - - 96,2% - -
R39 98,4% - - 98,7% 98,5% - -
R40 - - - 88,5% - 97,2% -
R42 98,4% 98,2% 98,7% 98,4% - -

R43 - 99,1% - 98,7% 98,7% - 98,7%




64

6 DISCUSSAO

A escolha do PNSC como local de estudo consistiu em estudar uma area do
bioma Caatinga pouco explorada e na qual ndo existem registros da ocorréncia de
Febre Maculosa e Febre Q, enfermidades causadas respectivamente pelas bactérias
do género Rickettsia spp. e pela C. burnetii. Ainda que ndo haja casos de Febre
Maculosa e Febre Q notificados no estado do Piaui, casos de febre maculosa foram
confirmados na regido nordeste do Brasil, nos estados da Bahia e Ceard (BRASIL,
2014b). Esses estudos sdo fundamentais para ampliar as pesquisas sobre essas
doencas em diferentes regides geograficas do pais, dado a importancia das mesmas
para medicina veterinaria e humana. Na epidemiologia dessas doencas 0s animais
silvestres apresentam relevante papel, pois muitas vezes sao 0s responsaveis pela
manutencdo de agentes patogénicos na natureza. De acordo com Milagres et al.
(2013), os pequenos mamiferos silvestres constituem um grupo ecoldgico
importante, tanto do ponto de vista da abundancia e diversidade de espécies, quanto
por apresentarem alta capacidade de adaptacdo aos diferentes ecossistemas, sendo
considerados importantes reservatorios de patégenos que podem infectar o homem
e 0s animais domésticos.

O estudo da fauna de animais silvestres em ambientes preservados tem
possibilitado a elucidacdo de componentes indispensaveis em diferentes cadeias
epidemiologicas de enfermidades com potencial zoondético, sendo de grande
relevancia o conhecimento das espécies animais que habitam esses ecossistemas.

Dantas-Torres et al. (2012), estudando a exposicdo de pequenos mamiferos
silvestres aos carrapatos e riquétsias em fragmentos florestais de Mata Atlantica, no
estado de Pernambuco, obtiveram um esforco de captura de 25.231 armadilhas,
embora o sucesso de captura obtido (1,7%) tenha sido inferior ao encontrado no
presente estudo.

Foram capturados animais em todos os pontos de coleta dentro do PNSC. O
maior numero de espécimes capturados ocorreu em Canto Verde e o menor nimero
em Muquém. O menor numero de capturas em determinada época pode estar
relacionado, dentre outros fatores, a uma menor atratividade dos animais pelas iscas

no periodo de maior disponibilidade de alimentos (VIEIRA, 1997). Além disso,
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caracteristicas ambientais relacionadas ao habitat sdo importantes na distribuicéo de
pequenos mamiferos (GENTILE; FERNANDEZ, 1999). O sucesso de captura total
muitas vezes estd relacionado a uma maior ou menor disponibilidade de recursos
nas areas de mata do bioma Caatinga.

A pesquisa possibilitou conhecer, em parte, a fauna de pequenos mamiferos
silvestres (roedores e marsupiais), bem como a oportunidade de avaliar dois animais
capturados por busca ativa. A maioria dos roedores capturados foi identificada como
da espécie Thrichomys apereoides (80,9%). Dentre os marsupiais a espécie
Monodelphis domestica foi a mais representativa (90%).

A ocorréncia desses animais nas areas do parque é um indicativo da
gualidade ambiental e da diversidade faunistica de pequenos mamiferos silvestres
dessa area. A andlise de material biologico dessas espécies consistiu em uma
importante ferramenta para o conhecimento da ocorréncia da infecgcdo pelas
bactérias Rickettsia spp. e C. burnetii na regido do PNSC.

Os pequenos ruminantes avaliados no presente estudo encontravam-se em
propriedades rurais no entorno do PNSC. Essa populacdo animal formada por
rebanhos caprinos e ovinos é criada em regime extensivo ou semi-extensivo, tendo
acesso direto as areas de Caatinga, limitantes a divisdo do parque, mantendo
contato com outros animais e estando expostos a ectoparasitas e patdgenos
existentes no meio silvestre. Segundo Szabo et al. (2001), animais domésticos que
entram em areas de mata ou compartilham o mesmo ambiente com a fauna silvestre
podem apresentar infestacfes mistas por diferentes espécies de carrapatos. Desta
forma, o encontro de nichos ecoldgicos distintos pode favorecer a difusdo de
parasitas e patdégenos entre populacdes de animais domeésticos, silvestres e o
homem (PEREZ et al., 2008).

Os carrapatos sdo responsaveis pela transmissdo de patdogenos para
animais e humanos, além disso, sdo importantes reservatoérios de Rickettsia spp. e
C. burnetii na natureza. Segundo Labruna et al. (2009), essa capacidade deve-se ao
fato de que em todos os estagios evolutivos esses artropodes podem permanecer
infectados por longos periodos a espera de um hospedeiro suscetivel.

No presente estudo foram coletados 297 carrapatos provenientes de

diferentes hospedeiros, bem como encontrados em vida livre. A taxa de parasitismo
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encontrada em mamiferos silvestres correspondeu a 37,3% (28/75), sendo que
estes animais estavam infestados pelos carrapatos Amblyomma auricularium,
Amblyomma parvum, Amblyomma sp. e Ornithodoros sp.. Dantas-Torres et al.
(2012) encontraram ocorréncia de parasitismo em 88,4% (382/432) dos pequenos
mamiferos silvestres capturados em &reas de Mata Atlantica no estado de
Pernambuco, os quais estavam parasitados pelas espécies Amblyomma fuscum,
Ixodes loricatus, Amblyomma dubitatum e Haemaphysalis leporispalustris. Essas
espécies de carrapatos ndo foram encontradas nas areas do PNSC, entretanto
observou-se a presenca do género Amblyomma, o que demonstra a adaptacdo dos
carrapatos deste género a ambientes naturais diferentes.

Os carrapatos da familia Ixodidae sdo o0s principais transmissores de
patdgenos para 0os animais vertebrados, eles possuem elevadas taxas reprodutivas,
podendo ser transportados a grandes distancias pelos seus hospedeiros (RAOULT
et al.,, 2005). Sendo assim, animais silvestres participam na disseminagcdo e
adaptacao dos carrapatos a diferentes nichos ambientais (PEREZ et al., 2008).

Embora muitos estudos ndo enfatizem a importancia ambiental na relacéo
existente entre espécies de carrapatos, na sua adaptacdo e manutencdo em micro-
habitats distintos, sabe-se que na grande maioria das vezes o ambiente tem um
papel crucial na sobrevivéncia e manutencdo desses ectoparasitas (SZABO;
PINTER; LABRUNA, 2013). Em algumas areas o0 estabelecimento de uma
determinada espécie de carrapato muitas vezes esta condicionado as caracteristicas
microclimaticas, que propiciem condicbes adequadas de temperatura, umidade,
cobertura vegetal e presenca de hospedeiro para o seu desenvolvimento (BARROS-
BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013). O ciclo
de vida dos vetores, assim como dos seus reservatorios e hospedeiros esta
fortemente relacionado a dindmica ambiental dos ecossistemas onde estes habitam
(BARCELLOS et al., 2009).

O bioma Caatinga contém uma grande diversidade de fauna e flora e
encontra-se inserido exclusivamente em territorio brasileiro. No entanto, o
conhecimento sobre a fauna de carrapatos deste bioma é escasso e poucas sdo as
informacBes sobre o parasitismo por esses artropodes, especialmente em animais

silvestres. O conhecimento sobre carrapatos em ambientes selvagens € muito til
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guando se analisa a ecologia, distribuicdo, relacbes com os hospedeiros e
consequentemente a transmisséo de patégenos (HORTA et al., 2011).

A maior parte dos mamiferos silvestres capturados no presente estudo
encontrava-se parasitada por A. auricularium. A infestagdo por A. auricularium foi
constatada em tamandud mirim (Tamandua tetradactyla), tatu-bola (Tolypeutes
tricintus), punaré (Thrichomys apereoides) e pread (Galea spixii). Fonseca et al.
(2013) encontraram A. auricularium em tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) no
estado do Ceara. Horta et al. (2011) relataram no estado de Pernambuco a
infestacdo de A. auricularium em tatu amarelo (Euphractus sexcintus), prea (Galea
spixii), punaré (Thrichomys apereoides), cuica do rabo curto (Monodelphis
domestica) e porco de nariz listrado (Conepatus semistriatus).

No Brasil, A. parvum foi encontrado principalmente associado ao parasitismo
em animais silvestres. Martins et al. (2004) observaram a presenca deste carrapato
em tamandua bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e tamandua mirim (Tamandua
tetradactyla). Cancado et al. (2008) observaram parasitismo por A. parvum em
pequenos roedores do género Thrichomys. Em areas de Caatinga, no estado de
Pernambuco, Horta et al. (2011) encontraram ninfas de A. parvum em Galea spixii e
Thrichomys apereoides. Os achados destes estudos corroboram com os dados
encontrados no presente trabalho, em que foi verificado A. parvum parasitando T.
apereoides.

Com relacdo aos pequenos ruminantes, ndo foi observado parasitismo por
carrapatos na espécie caprina, entretanto 0os ovinos encontravam-se parasitados. A
taxa de parasitismo verificada nos ovinos correspondeu a 7,8%, estando estes
infestados pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (“carrapato do boi”).
R. (B) microplus é o principal carrapato que afeta o rebanho bovino brasileiro, a
presenca desta espécie em ovinos pode ser explicada pelo parasitismo acidental,
oriundo do convivio deste hospedeiro com bovinos em éareas rurais (SZABO, et al.,
2001). Os ovinos encontrados no presente estudo, parasitados pelo R. (B)
microplus, mantinham contato ou compartihavam seu “habitat” com bovinos,
hospedeiros primarios desta espécie de carrapato. O ectoparasitismo por carrapatos
em animais de producdo estd associado a perdas econdmicas, relacionadas a

manifestacdo de doencas, bem como ao efeito direto da infestacdo desses vetores,
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resultantes de lesdes cutaneas e espoliacdo sanguinea (FONSECA; FERREIRA;
AHID, 2009).

A taxa de parasitismo verificada nos ovinos foi superior a encontrada por
Suassuna-Bezerra et al. (2010), onde avaliando a presenca de ectoparasitas em
caprinos e ovinos no municipio de Mossord, RN, verificaram a infestacdo dos
animais por duas espécies de carrapatos: Rhipicephalus (Boophilus) microplus e A.
parvum, com ocorréncia em caprinos de 1,01% de ambas as espécies, e em ovinos
de 0,86% de Rhipicephalus (B) microplus e de 0,43% de A. parvum, demonstrando
assim a coexisténcia de dois géneros de carrapatos em um mesmo hospedeiro.
Poucos sao os relatos de parasitismo por A. parvum em animais domésticos. Szabo6
et al. (2007) observaram esta espécie de carrapato parasitando bufalos, cées e
equinos em areas de Cerrado. Cancado et al. (2008) também registraram a
ocorréncia de A. parvum em cdes e bovinos em areas do Pantanal Sul
Matogrossense.

Embora nédo tenha sido identificada no presente estudo a infestacdo de
pequenos ruminantes por A. parvum, a proximidade dos locais de criacdo de
caprinos e ovinos com as areas do parque, bem como o fato destes animais
adentrarem na mata, podem levar a uma possivel infestacdo dos rebanhos por essa
espécie de carrapato, principalmente em seus estagios imaturos (larvas e ninfas), os
quais apresentam baixa especificidade parasitaria. E importante ressaltar que o A.
parvum pode parasitar uma variedade de hospedeiros vertebrados e que a
susceptibilidade do hospedeiro € uma caracteristica relevante, mas responde
apenas uma parte da complexa epidemiologia das doencas vetoriais. De acordo com
Olegario et al. (2011), a ocorréncia e a distribuicdo do A. parvum se deve muito mais
a fatores relacionados ao ambiente do que aos ligados ao proprio hospedeiro.

A febre maculosa é uma importante zoonose causada por bactérias do
género Rickettsia e transmitidas por artropodes hematéfagos, principalmente pelos
carrapatos (LABRUNA et al., 2011). A maior parte dos trabalhos realizados no Brasil
sobre Febre Maculosa e das relacfes existentes entre espécies de Rickettsia,
carrapato vetor e hospedeiros concentram-se principalmente na regido sudeste,
onde varias notificacbes da doenca foram realizadas, principalmente no estado de

Sao Paulo, considerada regido endémica da febre maculosa no pais (MORAES-
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FILHO et al., 2009; BRASIL, 2014b). Pesquisas de bactérias do género Rickettsia
sdo necessarias para compreender quais espécies estdo presentes em uma regiao,
mostrar a sua distribuicdo e delimitar o risco potencial para a salude animal e
humana.

Dados sobre a sorologia dos potenciais hospedeiros fornecem elementos
fundamentais para interpretacdo do ciclo epidemiolégico da febre maculosa. No
entanto, é dificil estimar a real prevaléncia da infeccéo por R. rickettsii por meio de
provas soroldgicas, devido a possibilidade de reacfes cruzadas com outras espécies
de riquétsias do GFM, havendo necessidade de outras técnicas mais especificas
(DANTAS-TORRES, 2008).

No presente estudo amostras de soros de pequenos mamiferos silvestres e
pequenos ruminantes foram analisadas com a finalidade de detectar a ocorréncia de
anticorpos anti-Rickettsia rickettsii pela RIFI.

A pesquisa revelou a presenca de anticorpos anti-Rickettsia rickettsii em
8,2% (6/73) dos pequenos mamiferos silvestres, sendo a espécie T. apereoides a
gue apresentou maior frequéncia de animais soropositivos. Dantas-Torres et al.
(2012) encontraram prevaléncia de Rickettsia spp. em 68,8% dos pequenos
mamiferos silvestres encontrados em areas de Mata Atlantica, Pernambuco.
Milagres et al. (2013) verificaram soropositividade para R. rickettsii em 28,2% (11/39)
dos roedores silvestres capturados em Santa Cruz do Escalvado e em 23% (9/39)
dos roedores capturados em Pingo D’agua, Minas Gerais. De acordo com Piranda et
al. (2008), a presenca de animais sororeagentes indica a circulacéo de riquétsias do
GFM, em uma determinada area, pelo menos nos ultimos 6-12 meses. Deste modo,
resultados sorologicos positivos ndo indicam necessariamente uma infeccao
recente, mas confirmam a circulacdo do agente. Os resultados obtidos indicaram a
exposicdo de pequenos roedores silvestres as bactérias do GFM, sugerindo a
participacdo desses animais na manutencao do ciclo epidemiolégico de riquétsias
nessa area do Brasil. A presenca de anticorpos em peguenos roedores, como
Thrichomys apereoides, Galea spixii e Kerodon rupestris indica condi¢cdes favoraveis
para o desenvolvimento e reproducdao riguetsial nesses animais.

Pequenos mamiferos silvestres tém sido implicados nos ciclos de

transmissao de muitos agentes patogénicos transmitidos por carrapatos (DANTAS-
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TORRES et al., 2012). Esses animais possuem dispersao limitada e curto periodo
de vida e, portanto, podem servir como bons indicadores da circulacdo de riquétsias
em uma area ambiental natural (MILAGRES et al., 2013). Na epidemiologia da FMB,
0s animais silvestres podem atuar como hospedeiros amplificadores da R. rickettsii,
mantendo a bactéria em niveis altos em sua corrente sanguinea por determinado
periodo, o que garante que novos carrapatos nao infectados se infectem,
amplificando a infec¢do na populagéo de carrapatos (BURGDORFER, 1988).

N&o foi constatada soropositividade para R. rickettsii pela RIFI nas amostras
de caprinos e ovinos testadas. Sabendo-se que as diferentes espécies de riquétsias
podem ser transmitidas e causar doencas em um gama variedade de hospedeiros
vertebrados, bem como tendo em vista a proximidade dos caprinos e ovinos as
areas de mata conservada, em que existe a circulacado do agente etiologico, sugere-
se que esses animais podem ser suscetiveis a infeccéo por Rickettsia spp., embora
isto ndo tenha sido comprovado. A néo reatividade verificada nessas espécies pode
ser justificada pela auséncia de parasitismo por espécies de carrapatos vetores. De
fato, apenas a espécie R. (B) microplus foi observada parasitando ovinos, sendo
essa ndo incriminada na transmissao de riquétsias até o momento.

Até o0 momento ndo existem relatos na literatura brasileira sobre a
participacdo desses hospedeiros no ciclo epidemiologico da febre maculosa,
entretanto, as espécies caprina e ovina sao suscetiveis a infec¢ao por carrapatos do
género Amblyomma, considerados importantes vetores da doenca. Este foi o
primeiro estudo realizado no Brasil considerando a possivel participacdo das
espécies caprina e ovina na epidemiologia da febre maculosa. E relevante ressaltar
gue devido a importancia desses animais para o semiarido brasileiro, principalmente
pelo estreito convivio com o0 homem e outros animais domésticos, faz-se necessario
gue novos estudos sejam realizados a fim de verificar a possivel infeccdo nesses
animais. Estudos realizados em outros paises demonstraram a participacdo de
caprinos e ovinos na manutencao e transmissao de espécies de riquétsias. Ortufio et
al. (2012) analisaram amostras de soros de pequenos ruminantes no norte da
Espanha e verificaram por meio da RIFI a soroprevaléncia de R. slovaka em 15,7%

dos ovinos e 20,8% dos caprinos estudados.
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Dentre os animais domeésticos, os cdes e equinos sdo considerados
importantes hospedeiros sentinelas da FMB. Foi demonstrado que os cdes s&o
suscetiveis a infeccdo por R. rickettsii e desenvolvem uma eficiente resposta
imunolégica (LABRUNA et al., 2009). Estudos sorolégicos no Brasil, por meio da
RIFI, utilizando antigenos de R. rickettsii detectaram presenca de anticorpos em
cées com prevaléncias variando de 2 a 68% (FREITAS, 2007; SAITO et al., 2008;
PINTER et al., 2008; PACHECO et al., 2011; TOLEDO et al., 2011).

Os resultados soroldgicos da RIFI para deteccdo de C. burnetii foram
negativos para amostras de pequenos mamiferos silvestres, embora os pequenos
roedores silvestres sejam considerados reservatérios da bactéria na natureza
(VANDERBURG et al., 2014). Foi observada ocorréncia de infeccdo por C. burnetii
em 2% (3/153) das amostras de soro dos ovinos avaliados, demonstrando a
circulagédo desta bactéria nos rebanhos ovinos da regido. Segundo Vanderburg et al.
(2014), estudos soroepidemiolégicos realizados no continente africano relatam
prevaléncia para bovinos em torno de 13% e em pequenos ruminantes variando de
11-33%, destacando a importancia dos fatores de risco na epidemiologia da doenca.
Hilbert et al. (2012) encontraram prevaléncia de C. burnettii em 28% dos ovinos em
um estudo realizado na Alemanha. Estudando ovelhas de trés regifes da provincia
de Mazandaran, Norte do Ird4, Esmaeli et al. (2013) verificaram soroprevaléncia de
23,7%. Ruiz-Fons et al. (2010), estudando uma area endémica no Norte da Espanha
observaram prevaléncia de anticorpos anti-C. burnetii em 74% e 45% dos rebanhos
ovinos e caprinos, respectivamente.

Mesmo ndo sendo verificada a presenca de anticorpos anti-C. burnetii em
caprinos, ndo se descarta a possivel infeccdo nestes animais, como parte do ciclo
domeéstico da C. burnetii. O diagndstico sorolégico para deteccdo de C. burnetii em
animais muitas vezes torna-se dificil. Segundo Dorko et al. (2009), alguns animais
eliminam a C. burnetii antes do desenvolvimento de anticorpos e alguns animais
nunca soroconvertem, fato que representa maior risco de exposicdo a infeccdo e
nem sempre indica auséncia da mesma nas espécies avaliadas. Segundo Pacheco
et al. (2013), poucos séo os relatos da infeccdo por C. burnetii em carrapatos no
continente americano, embora ja se conheca o papel fundamental dos carrapatos na

transmissao do agente para animais e a susceptibilidade de mais de 40 espécies de
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carrapatos a infeccdo pela bactéria. Como se sabe os ruminantes (caprinos, ovinos
e bovinos) sao considerados os principais reservatérios no ambiente domeéstico e,
portanto, a importancia de verificar a possivel infeccdo nesses animais
(VANDERBURG et al., 2014).

A partir do georreferenciamento dos pontos de captura e coleta de animais
silvestres e domésticos pode-se verificar a distribuicdo de ambos agentes nas areas
do PNSC e no seu entorno. Verificou-se que o estudo abrangeu uma area extensa
do PNSC e que as areas onde havia a ocorréncia de animais soropositivos para R.
rickettsii e C. burrnetii apresentavam distribuicdo principalmente na regido central e
norte do mesmo.

A avaliagcdo molecular de DNA riquetsial, tanto em sangue dos vertebrados
guanto em artropodes vetores, baseou-se na amplificacdo de um fragmento
especifico do gene citrato sintase (gltA), conservado em todas as espécies do
género Rickettsia spp., e da amplificacdo de fragmentos do gene ompA, que codifica
proteinas externas de membrana de 190 kDa, pertencentes ao da GFM (LABRUNA
et al., 2004a).

As 75 amostras de sangue dos animais silvestres avaliadas foram negativas
para gene gItA. Isso implica no fato de que a PCR de sangue, muito embora o
animal possa estar infectado, pode gerar resultados negativos quando nao houver
presenca de bactérias suficientes na circulacdo sanguinea, significando uma baixa
riguetsemia, ndo detectavel na PCR (HORTA et al., 2007).

Os carrapatos avaliados na PCR apresentaram positividade de 27,7%
(28/101) para o gene gltA, sendo 50% (14/28) positivos para o0 gene ompA do grupo
da febre maculosa, o que confirma a presenca de bactérias do género Rickettsia
infectando carrapatos nas areas do parque.

Foi verificada positividade de um carrapato R. sanguineus de vida livre para
o0 gene CAP. Provavelmente esse carrapato encontrava-se infectado por uma
espécie de Coxiella simbionte, corroborando com o trabalho de Almeida et al. (2013)
gue verificaram a presenca de Coxiella simbionte em Ornithodoros rostratus.

Pela analise do padrdo de identidade verificado a partir do sequenciamento

de DNA, pode-se constatar a circulacdo de quatro espécies de riquétsias no parque:
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R. amblyommii, Candidatus R. andeanae e duas novas espécies proximas a R.
parkeri e R. bellii.

A confirmacdo da presenga de R. amblyommii por meio do sequenciamento
sugere a possivel distribuicdo dessa espécie de riquétsia na regido sul do Piaui,
especialmente nas areas de conservacao natural do parque, o que indica que sao os
primeiros indicios da circulacdo dessa bactéria, e que a mesma esteja
provavelmente sendo mantida em ciclo silvestre. Saraiva et al. (2013) demonstraram
pela primeira vez a infeccdo por R. amblyommi em A. auricularium no estado de
Pernambuco, sendo este o primeiro relato da infeccdo por riquétsias na regiao
nordeste do Brasil. E importante ressaltar que apesar de ndo existirem relatos na
literatura brasileira sobre a patogenicidade de R. amblyommii para seres humanos,
sabe-se que esta espécie foi incriminada como possivel agente causador da doenca
febril em humanos na Carolina do Norte - Estados Unidos, tendo o A. americanum
como seu provavel vetor (APPERSON et al., 2008).

Uma nova espécie de riquétsia proxima de R. bellii foi verificada no presente
trabalho. A R. bellii ndo pertence ao grupo da febre maculosa, entretanto vem sendo
relatada no Brasil infectando varias espécies de carrapatos do género Amblyomma.
Segundo Labruna et al. (2004a), a potencial de exposicdo dos humanos as
riquétsias patogénicas conhecidas na Ameérica do Sul pode ser minimizado pela alta
taxa de infeccdo com R. bellii, desta forma, a presenca de R. belli numa dada
populacdo de carrapatos pode minimizar ou interferir na transmissdo de uma
espécie mais patogénica.

O presente estudo revelou a infeccdo riquetsial (R. amblyommii e provaveis
espécies de riquétsias proximas de R. bellii e R. parkeri) em Ornithodoros sp.
Contudo, as espécies foram determinadas somente pela analise do gene gltA, o que
nao permite uma identificacdo mais precisa da cepa envolvida, principalmente as
amostras identificadas como R. parkeri. Novas andlises devem ser realizadas para a
determinacdo da cepa pela avaliacdo de outros genes, sendo imprescindivel uma
melhor caracterizacdo molecular e andlises filogenéticas. Poucos sao os relatos de
infeccdo por riquétsias em argasideos. A maioria das espécies de riquétsias é
transmitida por carrapatos ixodideos, sendo considerados os principais vetores e
reservatérios da bactéria (BARROS-BASTETI; ARZUA; BECHARA, 2006). No
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entanto, alguns estudos tém associado a presenca de riquétsias a carrapatos moles
(REEVES et al., 2006; et al., 2010; MILHANO et al., 2014). Associado aos poucos
relatos na literatura, estudos sobre o papel de carrapatos argasideos na transmissao
de riquétsias sdo escassos. Recentemente, foi verificada a presenca de nova
espécie R. lusitaniae em Ornithodoros erratidus coletados de suinos no sul de
Portugal (MILHANO et al., 2014). Novos estudos sdo necessérios a fim de conhecer
0 papel desses agentes e a real possibilidade de transmissdo de riquétsias por
vetores argasideos.

A presenca de um carrapato A. parvum infectado por candidatus R.
andeanae no presente estudo indica a possivel infeccdo de carrapatos A. parvum
por essas espécies de riquétsias na regido. Candidatus R. andeanae foi
recentemente encontrada no Brasil infectando carrapatos A. parvum em um estudo
realizado por Nieri-Bastos et al. (2014), corroborando com os nossos dados. O
carrapato A. parvum € uma importante espécie encontrada parasitando humanos na
América do Sul e como ndo se conhece a patogenicidade da R. andeanae para
seres humanos, mais estudos devem ser realizados a fim de conhecer a interacao

entre a bactéria e o vetor.
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7 CONCLUSAO

Por meio do presente trabalho realizado no Parque Nacional da Serra das

Confusbes e no seu entorno, no estado do Piaui, foi possivel:

a)

b)

d)

f)

9)

Verificar a ocorréncia de roedores (T. apereoides; G. spixii; K. rupestris e R.
macrurus), marsupiais (M. domestica e G. agilis) e mamiferos da superordem

Xenarthra (T. tricinctus e T. tetradctyla).

Constatar pela primeira vez na regido o parasitismo de A. auricularium em T.
tricinctus, T. tetradactyla e T. apereoides; A. parvum em T. apereoides e
Homo sapiens; Ornithodoros sp. em T. apereoides e Homo sapiens; e R. (B)

microplus em Ovis aires;

Constatar a presenca de R. sanguineus e Ornithodoros sp. no ambiente;

Confirmar a circulacdo de Rickettsia spp. em roedores (G. spixii, T.
apereoides e Rhipidomys sp.) no interior do PNSC, verificada pela

determinacao de anticorpos especificos pela RIFI;

Confirmar a circulacdo de C. burneti em ovinos do entorno do PNSC,

verificada pela determinacéo de anticorpos especificos pela RIFI;

Confirmar a auséncia de circulacdo de Rickettsia spp. em marsupiais,
caprinos e ovinos; e de C. burnetii em roedores, marsupiais e caprinos;

verificada pela auséncia de anticorpos especificos nesses hospedeiros;

Confirmar, por meio da PCR e sequenciamento de DNA, a presenca de
guatro espécies diferentes de Rickettsia spp. na regidao: R. amblyommii e R.
bellii em A. auricularium e Ornithodoros sp.; Candidatus R. andeane em A.

parvum; R. parkeri em Ornithodoros sp.;
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h) Observar, por meio da PCR, a presenca de DNA de Coxiella sp. em carrapato
Rhipicephalus sanguineus de vida livre;
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