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RESUMO

As riguetsioses sao doencas zoonoticas causadas por bactérias gram-negativas da
familia Rickettsiaceae sendo transmitidas por diversos ectoparasitos, destacando-se
os carrapatos do género Amblymomma, entretanto, as espécies Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) e Ctenocephalides felis felis vém sendo relatadas como
vetores em potencial. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi diagnosticar a
infeccdo por Rickettsia spp. em R. sanguineus s.l. e C. felis felis através da Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Para tanto foram coletados 728 ectoparasitos de
155 caes de dois municipios do estado de Pernambuco (Recife e Bezerros) e de
dois municipios do estado de Alagoas (Vicosa e Arapiraca). Todos 0s espécimes
foram identificados morfologicamente (R. sanguineus s.l. e C. felis felis), sendo
separados em pools (n = 3) e analisados através da PCR. Dos 136 pools de R.
sanguineus s.l. analisados 20,58% (28/136) e dos 80 pools de C. felis felis
analisadas 31,20% (39/80) foi observado amplificacdo de fragmento de 401 pb
compativeis com Rickettsia spp. Em relacdo a positividade dos ectoparasitos nos
municipios estudados, observou-se que R. sanguineus s.l. foi positivo na Regiao
Metropolitana do Recife (20,49%) e em Bezerros (22,22%), entretanto, no estado de
Alagoas nado foi observada positividade para o municipio de Vigosa, porém,
Arapiraca obteve 25% de positividade. Em relacdo a C. felis felis observou-se que
em Pernambuco 54,54% das amostras foram positivas sendo elas procedentes da
Regido Metropolitana do Recife, enquanto que no municipio de Bezerros nao foi
observada amplificacdo do fragmento compativel com Rickettsia spp. Ja em Alagoas
observou-se positividade de 12,50% para Arapiraca e 50,00% para Vicosa. Este
estudo reporta pela primeira vez a deteccao de Rickettsia spp. em R. sanguineus s.l.
parasitando cdes provenientes do estado de Pernambuco e R. sanguineus s.l. e C.
felis felis parasitando caes provenientes do estado de Alagoas. Apesar de nao
existirem relatos de Febre Maculosa Brasileira (FMB) nas regides estudadas, a
presenca de carrapatos e pulgas infectados sugere a circulagdo do patdégeno entre
hospedeiros vertebrados e vetores.

Palavras-chave: Reacdo em Cadeia da Polimerase, ixodideos, sifonapteros,
riquetsiose.



ABSTRACT

Rickettsial diseases are zoonotic infections caused by gram-negative bacteria of the
family Rickettsiaceae which are transmitted by several ectoparasites such as ticks
belonging to the genus Amblymomma, however, the species Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) and Ctenocephalides felis felis have been reported as
potential vectors.The aim of this study was to detect Rickettsia spp. DNA in R.
sanguineus s.l. and C. felis felis through molecular examination (Polymerase Chain
Reaction PCR). A total of 728 ectoparasites were collected of 155 dogs from the
states of Pernambuco (municipalities of Recife and Bezerros) and Alagoas
(municipalities of Vicosa and Arapiraca) were used in this study. All specimens were
morphologically identified (R. sanguineus s.l. and C. felis felis), separated in pools (n
= 3) and analyzed molecularly through PCR. Out of the 136 pools of R. sanguineus
s.l. analyzed, 20.58% (28/136) and 80 pools of C. felis felis analyzed 31.20% (39/80)
it was observed amplification fragment of 401 bp compatible with Rickettsia spp. In
relation to the positivity of ectoparasites in the municipalities studied, it was observed
that R. sanguineus s.l. was positive in the Metropolitan Area of Recife (20.49%) and
Bezerros (22.22%), however in the state of Alagoas was not observed the positivity
for Vicosa municipality, but, Arapiraca got 25% positive. With regard to C. felis felis it
was observed that in Pernambuco 54.54% of samples were positive being derived
from Metropolitan Area of Recife, while Bezerros municipality was not observed
amplification of the fragment compatible with Rickettsia spp. In Alagoas, it was
observed 12.50% of positivity for Arapiraca and 50.00% for Vicosa. This study
reports, for the first time, the detection of Rickettsia spp. in R. sanguineus s.l.
parasitizing dogs from the state of Pernambuco and R. sanguineus s.l. and C. felis
felis parasitizing dogs from the state of Alagoas. Although there are no reports of
Brazilian Spotted Fever (BSF) in the areas studied, the presence of infected ticks and
fleas suggests the circulation of the pathogen between vertebrate hosts and vectors.

Keywords: Polymarase Chain Reaction, ixodides, siphonaptera, rickettsial disease.
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1. Introducéo

As riquetsioses sdo zoonoses de carater endémico (PAROLA; DAVOUST;
RAOULT, 2005; WALKER, 2007) com ocorréncia no continente Europeu (BLANCO;
OTEO, 2006; VITALE et al, 2006; OTEO; PORTILLO, 2012), Asiatico
(TARASEVICH; MEDIANNIKOV, 2006; AUNG et al., 2014; SULIS et al., 2015),
Africano (BITAM, 2012; YSSOUF et al., 2014; LEULMI et al., 2014), Americano
(CAMACHO; ACCINELLI; RODRIGUEZ, 1985; BEATI; RAOULT, 1993; PACHAS et
al., 2001;CICUTTIN et al.,, 2004; VENZAL et al., 2006; APPERSON et al., 2008;
ABARCA; OTEO, 2014; SOUZA; PINTER; DONALISIO, 2015; BLANTON et al.,
2015) e na Oceania (DYER et al., 2005; LIM et al., 2012).

No Brasil, a ocorréncia das riquetsioses tem sido descrita em todas as
regibes geograficas, particularmente nos estados do Rio Grande do Sul (SANGIONI
et al., 2011), Sao Paulo (SPOLIDORIO et al., 2010; SILVEIRA et al., 2015), Mato
Grosso do Sul (MELO et al., 2015), Paraiba e Bahia (LUGARINI, et al., 2015;
MCINTOSH et al., 2015), Pernambuco (HORTA et al.,, 2015) e Piaui (NIERI-
BASTOS et al., 2014).

Causada por bactérias pertencentes a classe Alphaproteobacteria, ordem
Rickettsiales, familia Rickettsiaceae (GARRITY et al., 2004), as riquetisioses, estdo
inseridas em dois géneros a saber: Orientia e Rickettsia (DUMLER et al., 2001),
sendo este ultimo de grande importancia em saude publica em fun¢éo da ocorréncia
de casos clinicos em humanos (KELLY et al., 2002) além de sua associacdo a
distribuicdo de artropodes vetores (AZAD; BEARD, 1998).

Sendo assim, dois grupos importantes estdo dispostos no género Rickettsia,
o Grupo Tifo (GT), representada por trés espécies, R. prowazekii, a R. typhi e a R.
canadensis e um outro onde estdo inseridas as espécies causadoras da febre
maculosa (GFM), com mais de 30 espécies descritas, entre elas a R. rickettsii, R.
parkeri, R. rhipicephali, R. amblyommii, R. felis e R. belli, entre outras
(BURGDORFER et al.,, 1978; WEISS; MOULDER, 1984; WELLER et al., 1998;
MAXEY, 1899; BOUYER et al., 2001; PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005) além
de outras espécies de patogenicidade desconhecida.

Artropodes hematofagos de diferentes classes e ordens tém sido

incriminados como vetores potenciais na transmissdo das riquetsioses,
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particularmente carrapatos, acaros, pulgas e piolhos (SAZBO; PINTER; LABRUNA,
2013).

Neste contexto destacam-se as espécies do género Amblyomma,
consideradas os principais vetores da Febre Maculosa (MORAES-FILHO et al.,
2009; SILVA et al., 2011), Rhipicephalus sanguineus s.l. (DEMMA et al., 2005;
PIRANDA et al., 2008, CUNHA et al., 2009; MORAES-FILHO et al., 2009)
Allodermanyssus sanguineus (EUSTIS; FULLER, 1952; PADDOCK et al., 2006),
Ctenocephalides felis felis (AZAD et al., 1992; HIGGINS et al., 1996; BOUYER et al.,
2001) e Pediculus humanus (ROBINSON et al., 2003).

Assim, esse estudo teve como objetivo detectar DNA de Rickettsia spp. em R.

sanguineus s.l. e C. felis felis através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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2. Revisao de literatura

2.1 Ectoparasitos de caes

O numero de animais de companhia tem aumentado bastante e o convivio
destes com os humanos podem trazer inimeros beneficios para o bem-estar das
pessoas (WILSON, 1991), particularmente criancas e idosos (LABRUNA; PEREIRA,
2001). Entretanto, esse estreito convivio pode também acarretar na transmissao de
patdgenos, principalmente aqueles veiculados por artropodes como carrapatos,
acaros, pulgas e piolhos (DANTAS-TORRES, 2008a).

Dentre estes, 0s carrapatos e as pulgas podem participar da transmisséo de
virus, bactérias, protozoarios e helmintos aos hospedeiros vertebrados suceptiveis,
causando doencas muitas vezes severas, podendo levar o paciente ao 6bito
(MASSARD; FONSECA, 2004).

A diversidade de espécies de ectoparasitos parasitando esses animais no
Brasil resulta dos diferentes ecossistemas existentes, sendo assim, as
caracteristicas ambientais e a diversidade de espécies de hospedeiros de cada area
sado fundamentais para determinadas espécies de ectoparasitos, particularmente nos
cdes (LABRUNA et al., 2001).

O conhecimento da fauna de ectoparasitos dos animais domésticos se faz
necessario visando a diminuicdo do desconforto ocasionado e a prevencgao
enfermidades, desta forma pesquisas sobre prevaléncia de ectoparasitos em cées
tem sido relizadas no Brasil (LINARDI; GUIMARAES, 2000; LABRUNA et al., 2001;
RODRIGUES; DAEMON; D'AGOSTO, 2001; BELLATO et al., 2003; STALLIVIERE
et al., 2009).

2.2.1 Ixodideos

Os carrapatos estdo compreendidos na Classe Arachnida, Subclasse Acari,
Ordem Parasitiformes e Subordem Ixodida sendo ectoparasitas hematéfagos, de
distribuicdo mundial (KLONPEN et al., 1996; BARROS-BATTESTI, 1998).

Mundialmente sdo conhecidas cerca de 825 espécies de carrapatos, divididas
em trés familias: Ixodidae (625 espécies), Argasidae (195 espécies) e Nuttallielidae
(cinco espécies) (BARKER; MURRELL, 2004; KEIRANS; DURDEN, 2005).

No Brasil, devido as suas dimensdes continentais e presenca de diferentes
biomas, 64 espécies de carrapatos foram identificadas pertencentes as familias
Ixodidae e Argasidae (SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013).
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Contudo, os Ixodideos tém uma maior importancia devido a seu habito
alimentar, pois ao se fixarem nos hospedeiros para realizar o repasto sanguineo,
passam um longo periodo de tempo (FALCO; FISH 1988, 1989; FALCO et al.,
1995), enquanto que os carrapatos da familia Argasidae se alimentam rapidamente
e deixam seus hospedeiros (SMITH et al., 1985).

Durante sua biologia, os ixodideos passam por quatro estagios: ovo, larva,
ninfa e adulto (Figura 1), com excecdo ao estagio de ovo, 0s carrapatos parasitam o
hospedeiro por alguns dias sendo, trés a sete dias para larvas e ninfas, cinco a dez
dias para fémeas adultas e mais de 15 dias para machos adultos (FORTES, 1997;
LABRUNA, 2004). Alguns carrapatos parasitam um Unico hospedeiro (monoxenos),
outros necessitam diferentes hospedeiros (heteroxenos), o que facilita transmisséo
de patégenos, permitindo o contato do agente em diferentes momentos
(GUGLIELMONE et al., 2006; SERRA-FREIRE, 2009; DANTAS-TORRES, 2008b).

Oviposicao
Fémea

. 7 Larva
Hospedeiro (3) ﬁ
/ Hospedeiro (1)

Adulto Fémea Adulto Macu Ninfa

Hospedeiro (2)

e
S—
—

Figura 1: Ciclo do carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus.
Adaptado de Marquez-Jiménez et al. (2005).

Diversos sdo os carrapatos veiculadores de agentes patogénicos, sendo as

espécies, Amblyomma cajennense, Amblyomma dubitatum, Amblyomma
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aureolatum, Amblyomma ovale, Rhipicephalus (Boophilus) microplus e
Rhipicephalus sanguineus s.l. as espécies mais incriminadas (BANETH et al., 2001;
PINTER et al., 2011).

Em se tratando do género Amblyomma, 126 espécies encontram-se
distribuidas nas Asia, Africa, Américas e Oceania, onde, metade dessas espécies
sdo endémicas no continente americano, sendo 57 restritas a regido Neotropical,
parasitando uma diversidade de hospedeiros e atuando como vetores de diversos
agentes (BALASHOV, 1993; MARRELLI et al., 2007).

Vérias espécies de Amblyomma tem sido relatadas como vetores da Febre
Maculosa (FM) e Febre Maculosa Brasileira (FMB), particularmente, A. cajennense,
A. aureolatum e A. ovale, as quais foram relatadas no Brasil transmitindo R. rickettsii
(MORAES-FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2011).

No Brasil, A. cajennense encontra-se amplamente distribuida, onde infesta
mamiferos e aves, particularmente equinos e se apresenta como a principal espécie
de carrapato encontrada parasitando seres humanos (GUIMARAES; TUCCI;
BARROS-BATTESTI, 2001; LABRUNA et al., 2001).

Outra espécie relevante é Rhipicephalus sanguineus s.l., que embora seja
originado na regido Afrotropical, € considerado uma espécie cosmopolita,
(LABRUNA; PEREIRA, 2001), sendo o cdo domeéstico o principal hospedeiro
(DANTAS-TORRES, 2008a; SERRA-FREIRE, 2009), podendo entretanto, parasitar
outras espécies, inclusive os humanos (DANTAS-TORRES et al., 2006; LOULY et
al., 2006).

Através do hematofagismo, R. sanguineus s.l. est4d envolvido no ciclo
epidemioldgico de varios patégenos (BANETH et al., 2001) sendo um problema de
salde publica e atuando como vetor biolégico e mecanico de virus, bactérias,
protozoarios e helmintos, dentre outros (DANTAS-TORRES, 2008a). Além disso, R.
sanguineus s.l. tem mostrado competéncia vetorial na transmissdo de Rickettsia
rickettsii tanto em condi¢cdes experimentais como natural (PIRANDA et al., 2008,
CUNHA et al., 2009; ROZENTAL et al., 2008).

2.2.2 Sifonapteros

hY

Pertencentes a classe Insecta (FORTES, 2004), os sifonapteros, sao

representados por aproximadamente 3.000 espécies distribuidas em todo o mundo,



17

sendo 280 presentes na América do Sul e destas, 60 espécies encontradas no Brasil
(REY, 2001), destacando-se as familias Pulicidae e Tungidae (CORSEUIL, 2003).

O ciclo da pulga dura aproximadamente de 25-30 dias, dependendo das
condicdes de temperatura e umidade, e apds a eclosdo, as larvas, passam por
guatro estadios, seguido do estagio pupal e dentre alguns dias, emerge o adulto
(Figura 2).

Ovos

Larva
Estadio (1)
Pupa {0
p \\ =
Larva
/ Estadio (2)
Larva A iw;.... L
Estadio (4)
Larva
Estadio (3)

Figura 2: Ciclo da pulga. Adaptado de CDC (2013).

Os pulicideos adultos constituem apenas 5% da populacao, ficando os 95%
restantes distribuidos entre as outras fases de vida. Portanto, a maior parte do ciclo
biolégico se passa fora do hospedeiro, oscilando o periodo de incubacdo dos ovos
entre um e 12 dias, dependendo da temperatura e umidade relativa do ar
(SILVERMAN et al., 1981). Os demais estagios larvais desenvolvem-se geralmente
entre cinco e 11 dias, enquanto que o de pupacgao, desde a postura dos ovos, varia
entre sete e 24 dias, apés isso os adultos emergem com tempo médio de 15 a 34
dias (KERN et al., 1999).

Em C. felis felis, a emergéncia das fémeas antecede a dos machos em
aproximadamente uma semana (LINARDI; NAGEM, 1972).
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As espécies C. canis e C. felis felis sdo de grande importancia na Medicina
Veterinaria sendo a espécie C. felis felis bem mais disseminada em muitas regides
acometendo os cées e o homem (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Os carnivoros sao considerados como hospedeiros primarios, sendo que em
caninos, C. felis felis é tido como o ectoparasito mais prevalente e de maior
importancia em todo o mundo, infestando os animais de diferentes ordens como
Carnivora, Rodentia, Lagomorpha, Edentata, Marsupialia e Primata (RUST,;
DRYDEN, 1997; LINARDI; GUIMARAES, 2000). Algumas pulgas s&o conhecidas por
exercer o hematofagismo comportando-se como vetores de importantes patégenos
para os animais e o homem (LABRUNA; PEREIRA, 2001).

Dentre o0s principais patdogenos transmitidos pelas pulgas, destacam-se
Yersinia pestis, Bartonella henselae, Dipylidium caninum e Acanthocheilonema
reconditum (LEON, 2010).

Além disso, 0 género Ctenocephalides tem sido descrito como veiculador da
bactéria Rickettsia spp. atuando também na disseminacdo através da transmissao
transovariana (AZAD et al., 1992; HIGGINS et al., 1996; BOUYER et al., 2001).

2.3 Riquetsioses

Pertencentes ao Filo Proteobactérias, classe Alphaproteobactérias, ordem
Rickettsiales e familia Rickettsiaceae (GARRITY et al., 2004), o género Rickettsia
compreende bactérias gram-negativas, em associacdo obrigatoria com células
endoteliais eucariotas, distribuidos originalmente em trés familias Rickettsiaceae,
Bartonellaceae e Anaplasmataceae (WEISS; MOULDER, 1984; YU; WALKER,
2003).

As riquetsioses estdo divididas em quatro grupos distintos: o Grupo da Febre
Maculosa (GFM) representados pela Febre Maculosa das Montanhas Rochosas
(FMMR) e Febre Maculosa Brasileira (FMB), com mais de 15 espécies descritas
causadoras de enfermidades, dentre elas: R. rickettsii e R. conorii; 0 Grupo Tifo (GT)
gue inclui duas espécies, R. prowazekii (tifo exantematico epidémico), R. typhi, além
dos grupos de transicdo (GTr) representado pelas espécies R. akari, R. australis e R.
felis e o grupo ancestral (GA) onde estdo as espécies R. belli e R. canadensis
(TAMURA et al., 1995; LEMOS, 2002; HORTA et al., 2004; ESTRADA et al., 2006;
GILLESPIE et al., 2007; VALBUENA, 2010; PAROLA et al., 2013).
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Varios géneros e espécies da familia Ricketsiaceae mantém ciclos zoonéticos
na natureza, representando assim uma ameaca a Saude Publica (SOUSA et al.,
2003; LEVINSON, 2010; MARTINEZ; TRABULSI, 2010), tanto em ambientes
urbanos como em areas rurais, onde os cdes domésticos desempenham um
importante papel epidemiolégico, devido ao parasitismo por carrapatos infectados, e
sua proximidade com o homem (PADDOCK et al., 2002), amplificando o numero de
vetores infectados no ambiente (RAOULT; PAROLA, 2007).

2.4 Ciclo bioldgico de Rickettsia spp.

A transmissdo da Rickettsia spp. ocorre através da saliva, no caso dos
carrapatos, ou de fezes infectadas que penetram pelo local da picada, no caso
das pulgas, infectando assim as células do endotélio vascular, onde as riquetsias se
proliferam causando vasculite, alcancando posteriormente os 6rgaos (VALBUENA et
al., 2002).

No ciclo urbano e rural, os principais reservatorios sdo 0s roedores

sinantrépicos, alguns marsupiais e caninos (AZAD; BEARD 1998) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de Rickettsia spp. no grupo da Febre Maculosa
(VELVEZ; HIDALGO; GONZALEZ, 2012).
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No grupo tifo, as pulgas das espécies Xenopsylla cheopis e C. felis felis, sao
0s principais vetores da Rickettsia typhique, que ao adquirirem a infeccdo podem
transmitir de maneira transovariana e transestadial, entretanto somente o0s
artropodes adultos podem transmitir a infeccdo aos hospedeiros susceptiveis
(VELVEZ; HIDALGO; GONZALEZ, 2012).

Em relacédo aos seres humanos o contato com Rickettsia spp. ocorre através

da pulga, seja por sua picada ou pelas fezes (MCELROY et al., 2010) (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo de Rickettsia spp. no grupo tifo (VELVEZ; HIDALGO;
GONZALEZ, 2012).

2.5 Principais espécies de riquetsias e sua distribuicdo geogréfica
O género Rickettsia apresenta ampla distribuicdo (GALVAO; RIBEIRO, 1993;
HORTA, 2002) com sua ocorréncia relatada no continente Europeu (BLANCO;
OTEO, 2006; VITALE et al, 2006; OTEO; PORTILLO, 2012), Asiatico
(TARASEVICH; MEDIANNIKOV, 2006; AUNG et al.,, 2014; SULIS et al.,, 2015),
Africano (BITAM, 2012; YSSOUF et al.,, 2014; LEULMI et al., 2014), Americano
(CAMACHO; ACCINELLI; RODRIGUEZ, 1985; BEATI; RAOULT, 1993; PACHAS et
al., 2001; CICUTTIN et al., 2004; APPERSON et al., 2008; ABARCA; OTEO, 2014;
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SOUZA; PINTER; DONALISIO, 2015; BLANTON et al., 2015) e na Oceania (DYER
et al., 2005; LIM et al., 2012).

A ocorréncia das riquetsioses no Brasil tem sido descrita em humanos nos
estados do Rio Grande do Sul (SANGIONI et al., 2011), Sado Paulo (SPOLIDORIO et
al., 2010; SILVEIRA et al., 2015) e Mato Grosso do Sul (COUTO et al., 2015). Além
disso, varios estudos reportam a detec¢do de DNA de Rickettsia spp. em diferentes
ectoparasitos, sobretudo em carrapatos nos estados de Sédo Paulo (PACHECO et
al., 2009), Rio de Janeiro (CUNHA et al., 2009), Mato Grosso do Sul (MELO et al.,
2015); Paraiba e Bahia (LUGARINI, et al., 2015; MCINTOSH et al., 2015),
Pernambuco (SARAIVA et al., 2013; HORTA et al., 2015), Piaui (NIERI-BASTOS et
al., 2014) e Ronddnia (LABRUNA et al., 2004).

Neste contexto a FMB foi identificada inicialmente em 1929, no estado de Séao

Paulo, seguido do Rio de Janeiro (PIZA, 1932; MONTEIRO, 1936; DIAS, 1939;
TOSTES; BRETZ, 1941; TRAVASSOS; VALLEJO-FREIRE, 1945), Minas Gerais,
Espirito Santo (SEXTON et al., 1993) e Rio Grande do Sul (GREGORY, 1941;
GALVAO:; RIBEIRO, 1993; SANGIONI et al., 2011).
Dentre as diversas riguetsias de importancia médica, destacam-se, Rickettsia
rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephali, R. amblyommii, R. felis e R. belli
(BURGDORFER et al.,, 1975; WEISS; MOULDER, 1984; WELLER et al., 1998;
MAXEY, 1899; BOUYER et al., 2001; PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005)

2.5.1 Rickettsia rickettsii

O primeiro relato de R. rickettsii em seres humanos foi no ano de 1899
(MAXEY, 1899) na regidao montanhosa do noroeste dos Estados Unidos da América
(EUA), onde a doencga foi denominada Febre Maculosa das Montanhas Rochosas
(FMMR) (HARDEN, 1990). No inicio do século XX, Howard Taylor Ricketts
estabeleceu o papel do carrapato Dermacentor andersoni na transmissao da doenca
e realizou o primeiro isolamento da bactéria que foi homeada Rickettsia em sua
homenagem (RICKETTS, 1909).

R. rickettsii é a espécie responsavel pela FMB, sendo o principal agente
etiologico do GFM, infectando cées e seres humanos em areas endémicas de todo o
mundo, podendo haver variacdo quanto a viruléncia dos genaétipos circulantes da
bactéria (BIBERSTEIN; HIRSH, 2003; PAROLA; LABRUNA; RAOULT, 2009).
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Os vetores de R. rickettsii, sdo os carrapatos ixodideos das espécies A.
cajennense, A. aureolatum, D. andersoni, D. variabilis e R. sanguineus s.l.
(PATINO-CAMARGO, 1941; BUSTAMANTE; VARELA, 1947; RODANICHE, 1953;
DEMMA et al., 2005; GUEDES et al., 2005; PINTER; LABRUNA, 2006).

2.5.2 Rickettsia parkeri

Parker em 1939 nos EUA, isolou uma nova espécie de riguetsia no carrapato
Amblyomma maculatum, sendo posteriormente denominada de R. parkeri (PARKER
et al., 1939). Na década de 90, varios casos de FM foram reportados, os quais nao
tiveram a espécie de riquetsia definida (CONTI-DIAZ et al.,, 1990; CONTI-DIAZ,
2001). Desta forma, R. parkeri foi considerada ndo patogénica por mais de 60 anos,
porém passou a ser documentada causando infec¢cdes humanas em diversos
paises, dentre eles: EUA (RAOULT, 2004), Uruguai (CONTI-DIAZ et al., 2009;
ROMER et al., 2011) e Brasil (SILVEIRA et al., 2007; SANGIONI et al., 2011; SILVA
et al., 2011).

Recentemente, R. parkeri tem sido observada nos vetores A. triste na
Argentina (MONJE et al., 2014), A. tigrinum e A. dubitatum no Uruguai (LADO et al.,
2014) e A. maculatum nos EUA (PADDOCK et al., 2010; WRIGHT et al., 2015). J&
no Brasil, foi observada A. dubitatum e A. cajennense e A. triste em Sao Paulo
(SILVEIRA et al., 2007; PACHECO et al., 2007) e em A. triste no Pantanal (MELO et
al., 2015).

R. parkeri se caracteriza por um curso ndo grave da doenca, ndo havendo
letalidade registrada, dificultando o diagndstico clinico, entretanto, esta doenca pode
se diferenciar clinicamente da FM causada por R. rickettsii, por apresentar
linfadenopatia e uma lesao papular tipica no sitio de fixacdo do carrapato (CONTI-
DIAZ, 2001; PADDOCK et al., 2004).

2.5.3 Rickettsia rhipicephali

Em 1975, R. rhipicephali foi isolada durante um estudo sobre riquetsiose no
Mississipi, EUA, quando foi observado que a bactéria isolada em R. sanguineus s.l.
nao apresentava reacdo soroldgica com R. rickettsi assim como das demais
bactérias isoladas na época, sendo assim denominada R. rhipicephali
(BURGDORFER et al., 1975).
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Neste sentido, Dermacentor occidentalis na Califérnia, D. andersoni, em
Montana e D. variabilis na Carolina do Sul (BURGDORFER et al., 1978; LANE et al.,
1981), R. sanguineus s.I. e R. haemaphysaloides (HSU et al.,, 2011) foram
incriminados como vetores de R. rhipicephali.

O primeiro relato na América do Sul foi observado no Brasil, em 2005, no
estado de Rondbénia, detectado através da analise molecular no carrapato
Haemaphysalis juxtakochi (LABRUNA et al., 2005) e posteriormente no estado de
S&o Paulo (LABRUNA et al., 2007).

Apesar destes carrapatos serem relacionados como vetores de R.
rhipicephali, sua transmissdo transestadial ou transovariana por mais de uma
geracdo (MACALUSO et al., 2002) ndo tem sido observada.

2.5.4 Rickettsia amblyommii

Esta bactéria foi isolada no ano de 1974 em A. americanum nos EUA
(BURGDORFER et al., 1981; WELLER et al., 1998) e posteriormente, relatada em
diversos paises das Américas, como Brasil (LABRUNA et al., 2004a; MCINTOSH et
al., 2015) Argentina, Guiana Francesa (PAROLA et al., 2007), Panama (BERMUDEZ
et al.,, 2009), Costa Rica (HUN et al.,, 2011) e Paraguai (OGRZEWALSKA et al.,
2014).

Em algumas areas americanas, esta bactéria pode ser relativamente
frequente, pois aproximadamente 40% dos carrapatos A. americanum podem estar
infectados e, todos os trés estagios do ciclo deste ectoparasito parasitam humanos
podendo transmitir a doenca (GODDARD; NORMENT, 1986; PAROLA; PADDOCK;
RAOULT, 2005).

No Brasil, foi descrita nos estados do Sao Paulo (LABRUNA et al., 2004a),
Parana (PACHECO et al.,, 2012), Mato Grosso (MELO et al.,, 2011), Maranh&o
(AMORIM-FILHO, 2013), Pernambuco (SARAIVA et al., 2013) e Mato Grosso do Sul
(OGRZEWALSKA et al.,, 2013) em diferentes biomas como Amazobnia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (OGRZEWALSKA; UEZU; LABRUNA, 2010).

Em relacdo aos vetores de R. amblyommii no Brasil, A. cajennense e A.
coelebs na floresta amazoénica brasileira (LABRUNA et al., 2004a) e também em A.

longirostre no Sul do Brasil (SOARES et al., 2009) tem sido encontrado infectados.
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2.5.5 Rickettsia felis

Foi observada por Adams, Schmidtmannand Azad em 1990 nas células do
intestino médio de C. felis felis, (BOUYER et al., 2001) e posteriormente observada
em outras pulgas das espécies C. canis, P. irritans e X. cheopis colhidas em
diferentes animais domésticos e silvestres (DE SOUSA et al., 2006). Essas pulgas
atuam também como disseminadoras do agente etioldégico uma vez que podem
transmitir a bactéria por transmisséao transovariana (HIGGINS et al., 1996; BOUYER
et al., 2001).

Os primeiros paises que relataram a presenca de R. felis foram os EUA
(WILLIANS et al., 1992), seguido do México (ZAVALA-VELAZQUEZ et al., 2002),
Espanha (MARQUEZ et al., 2002) e Brasil (OLIVEIRA et al., 2002), além de outros
paises (PEREZ-OSORIO et al., 2008).

R. felis € transmitida principalmente pela espécie C. felis felis em diversos
estados do Brasil (RAOULT et al., 2001), particularmente em Minas Gerais, S&o
Paulo, Espirito Santo e Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 2002, 2008; HORTA et al.,
2005, 2007, 2010).

Contudo outros artrépodes como C. canis, Anomipsyllus nudata,
Archaeopsylla erinacei, Ctenophthalmus sp. e X. cheopis, além de carrapatos R.
sanguineus s.l. e Ixodes ovatus (ISHIKURA et al., 2003; STEVENSON et al., 2005;
BITAM et al., 2006; CARDOSO et al., 2006; DE SOUSA et al., 2006; HORTA et al.,
2006; VENZAL et al., 2006; CHOI et al., 2007) também tem sido incriminado como
vetores desta bactéria.

2.5.6 Rickettsia bellii

O primeiro relato de R. bellii foi nos EUA onde foram observados carrapatos
infectados com essa bactéria (WEISS; MOULDER, 1984).

Alguns lugares ja relataram esta bactéria em diversas espécies de carrapatos
sendo eles Argentina em A. neumani e A. tigrinum (TOMASSONE et al., 2010),
Colémbia em larvas de Amblyomma sp. (MIRANDA; MATTAR, 2014) e no Peru em
A. varium (OGRZEWALSKA et al.,, 2012). Na América Central, quatro carrapatos
fémeas da espécie A. sabanerae foram coletados de uma tartaruga (Kinosternon
sp.) em San Miguel, El Salvador, e ap6s analise molecular, observou-se que esses
artropodes eram positivos para R. belli, sendo este o primeiro relato na América
Central (BARBIERI et al., 2012).
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No Brasil, esta riquetsiose, tem se apresentado com alta frequéncia em
carrapatos, e dentre as diversas espécies existentes, ja foram observadas em A.
longirostre A. aureolatum, A. dubitatum, A. humerale, A. scalpturatum, A.
rotundatum, A. oblongoguttatum, A. ovale, Ixodes loricatus e H. juxtakochi
(LABRUNA et al., 2004b; PINTER; LABRUNA, 2006).

2.6 Riquetsias transmitidas por R. sanguineus s.I. e C. felis felis

R. sanguineus s.. e C. felis felis, tem sido apontados na cadeia
epidemioldgica de transmissdo de Rickettsia spp. aos homens e animais,
comprovando a complexidade do ciclo da FMB (DIAS, 1939; LEMOS et al., 1997;
GUEDES et al., 2005; HORTA et al., 2007; SANGIONI et al., 2005).

O carrapato R. sanguineus s.l. é considerado um dos vetores de FMMR nos
EUA (DEMMA et al., 2005) e na Europa é um dos principais vetores da Febre
Maculosa do Mediterr@neo, principalmente R. conorii (SOUSA et al., 2003). Além
disso, recentemente R. sanguineus s.l. foi observado como vetor para R. rickettisii
na cidade do México (EREMEEVA et al., 2011).

Diversos estados brasileiros ja relataram a positividade de R. sanguineus s.l.
para Rickettsia spp. dentre eles Rio de Janeiro (ROZENTAL et al., 2008; CUNHA et
al., 2009), Séo Paulo (MORAES-FILHO et al., 2009), Paraiba (TANIKAWA et al.,
2013) e Goias (MARTINS et al., 2015).

Em relacdo as pulgas, a espécie C. felis felis também tem sido bastante
estudada como transmissora de Rickettsia spp. sendo detectada em varios paises
como, EUA (WILLIAMS et al.,, 1992), Andes Peruanos (PACHAS et al., 2001),
México (ZAVALA-VELAZQUEZ et al., 2002) e Espanha (MARQUEZ et al., 2002).

No Brasil, ja foram relatados diversos trabalhos com Rickettsia spp.
infectando C. felis felis, sendo esses relatos nos estados de Minas Gerais
(OLIVEIRA et al., 2002) S&o Paulo (HORTA, 2002; SANTOS, 2003; HORTA et al.,
2005), Espirito Santo (OLIVEIRA et al., 2008) e Rio de Janeiro (CARDOSO et al.,
2006; GEHRKE et al., 2009; HORTA et al., 2010). Recentemente Horta et al. (2014)
assinalaram a maior positividade para Rickettsia felis em C. felis felis na regido Sul e

menor positividade na regido Nordeste.
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2.7 Diagndstico da infeccao por Rickettsia spp.

A diagnostico das riquetsioses € sempre dificil, uma vez que os métodos
utilizados na bacteriologia ndo podem ser aplicados para a identificacdo de
riquetsias devido a sua natureza intracelular (SANTOS; GAGLIANI, 2007). Outro fato
gue dificulta o diagnéstico estd4 relacionado a falta de informacfes sobre a
prevaléncia da doenca em uma determinada regido (FONSECA; MARTINS, 2007)
além da distribuicdo de seus artropodes vetores.

Apesar dos sinais clinicos serem caracteristicos e indicativos para a infec¢cao
por Rickettsia spp., em animais e humanos, se faz necessario a confirmagéo por
meio de exames laboratoriais para o diagnéstico diferencial (LA SCOLA; RAOULT,
1997).

Além dos exames de rotina, tem-se o cultivo celular possibilitando o estudo de
fenbmenos, inacessiveis em tecidos intactos, sendo o isolamento a partir de sangue
ou bidpsia de pele resultando no diagnéstico precoce da doenca, pois na fase de
ricketsemia ndo ha anticorpos detectaveis no sangue (MELLES; COLOMBO;
LEMOS, 1999). Nas riquetsias, essa técnica permite a visualizacdo dos corspusculos
elementares (FONSECA; MARTINS, 2007).

Diversas técnicas soroldgicas tém sido empregadas, destacando-se a Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Aglutinacdo, Fixacdo do Complemento, entre
outras, sendo a RIFI a mais empregada (FONSECA; MARTINS, 2007).

A técnica de imunohistoquimica tem sido utilizada para deteccéo de Rickettsia
spp. em tecidos (LA SCOLA; RAOULT, 1997; ROZENTAL, 2006), desta forma,
cortes histologicos de pele ou de outros tecidos sdo submetidos a acdo de
anticorpos anti-riquetsias (monoclonais ou policlonais) (HERRERO-HERRERO;
WALKER; RUIZ-BELTRAN, 1987; PADDOCK et al., 1999).

Além disso, o diagndstico molecular e o sequenciamento também sé&o
bastante utilizados para deteccao de ectoparasitos, sendo a PCR o diagnostico mais
utilizado para a deteccéo Rickettsia spp. uma vez que a técnica tem sido empregada
em estudos epidemiolégicos ou em surtos de riquetsioses (GUEDES et al., 2005,
LABRUNA et al., 2005, SANGIONI et al., 2005).
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4. Objetivos
4.1 Objetivo geral

e Detectar DNA de Rickettsia spp. em R. sanguineus s.l. e C. felis felis.

4.2 Objetivos especificos
e Identificar a presenca de DNA de Rickettsia spp. em R. sanguineus s.l.
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase;
e Identificar a presenca de DNA de Rickettsia spp. em C. felis felis através da

Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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Deteccéo de Rickettsia spp. em Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.)

coletados em céaes provenientes dos estados de Pernambuco e Alagoas, Brasil

Detection of Rickettsia spp. in Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) collected in

dogs from Pernambuco and Alagoas states, Brazil

MONTEIRO, M.F.M.1; RAMOS, R.A.N.1: RAMOS, I.C.N.%: FIRMINO, E.D.F.%: LIMA,
V.F.S.:: PORTO, W.J.N.% ALVES, L.C.}

1. Universidade Federal Rural de Pernambuco
2. Universidade Federal de Alagoas

Resumo

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) é considerado transmissor de diversos patégenos atuando
como grande problema de salde publica. Neste sentido, esse ectoparasito tem sido apontado na
cadeia epidemiolégica de transmissdo de Rickettsia spp. aos homens e animais comprovando a
complexidade do ciclo da Febre Maculosa Brasileira (FMB). O objetivo deste estudo foi detectar DNA
de Rickettsia spp. em carrapatos de cdes provenientes de area urbana da Regido Nordeste, Brasil.
Foram coletados 488 carrapatos de 155 caes de dois municipios do estado de Pernambuco (Recife e
Bezerros) e do estado de Alagoas (Vicosa e Arapiraca). Os ectoparasitos foram identificados em
relacdo a espécie e estagio de desenvolvimento. Para a extragdo de DNA, foram analisados em pools
contendo no maximo trés carrapatos sendo separados de acordo com o sexo e estagio de vida.
Todos os carrapatos aqui estudados foram identificados como R. sanguineus s.l. Dos 136 pools
submetidos a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), 20,58% (28/136) foram positivos para
Rickettsia spp. Em relacéo aos diferentes estagios de vida, observou-se que 60,71% (17/28), 35,71%
(10/28) e 3,57% (1/28) eram formados por pools de machos, fémeas e ninfas, respectivamente. Em
Pernambuco observou-se positividade de 20,49% para Recife e 22,22% para Bezerros. J& Alagoas
nao foi observada positividade para o municipio de Vicosa, entranto, Arapiraca obteve 25% de
positividade. Este estudo reporta pela primeira vez a detec¢cdo de Rickettsia spp. em R. sanguineus
s.l. parasitando cdes provenientes do estado de Pernambuco e Alagoas. Apesar de ndo existirem
relatos de FMB nas regides estudadas, a presenca de carrapatos infectados pode sugere a circulacéo
do patdgeno entre hospedeiros vertebrados e vetores.

Palavras-chave: Riquetsiose, ixodideo, diagnéstico molecular.

Abstract

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) is considered a transmitter various pathogens acting as a
major public health problem. In this sense, this ectoparasite has been pointed out in the
epidemiological chain of transmission of Rickettsia spp. to humans and animals demonstrating the
complexity of the cycle of Brazilian Spotted Fever (BSF). The main of this study was detect DNA from
Rickettsia spp. in ticks from dogs from urban area in the Northeast of Brazil. Therefore, were collected
488 ticks of 155 dogs in two counties of the State of Pernambuco (Recife and Bezerros) and two
municipalities in the state of Alagoas (Vicosa and Arapiraca). Ectoparasites were identified in relation
to species and stage of development. For DNA extraction, were analyzed in pools containing up to
three ticks are separated according to sex and stage of life. All the ticks identified was R. sanguineus
s.l. Of the 136 pools submeted to Polimerase Chain Reaction (PCR), 20.58% (28/136) were positive
for Rickettsia spp. Regarding the different stages of life, it was found that 60.71% (17/28) 35.71%
(10/28) and 3.57% (1/28) pools were formed by males, females and nymphs, respectively. In
Pernambuco there was positivity of 20.49% to Recife and 22.22% for Bezerros. In Alagoas was not
observed positive for Vigosa, however, Arapiraca got 25% positive.This study reports the first
detection of Rickettsia spp. in R. sanguineus s.l. parasitizing dogs from the Pernambuco and Alagoas
state. Although there are no reports of BSF in the regions studied, the presence of infected ticks can
suggest the circulation of the pathogen between vertebrate hosts and vectors.

Key-words: Rickettsial disease, ixodideo, molecular diagnosis.



46

Introducéo
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), €& considerado um dos

ectoparasitos de maior importancia médico-veterinaria em todo o mundo (SZABO et
al., 2001; GONZALEZ et al., 2004; DANTAS-TORRES et al., 2012).

E responsavel pela transmissdo de diversos patdgenos como Babesia sp.
(TRAPP et al., 2006), Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Anaplasma platys
(WOLDEHIWET; RISTIC, 1993), Cercopithifilaria bainae (RAMOS et al., 2013). Além
de agentes como Rickettsia rickettsii, principal causador da Febre Maculosa (FM)
(PIRANDA et al., 2008; CUNHA et al., 2009; ROZENTAL et al., 2008), e também
Rickettsia parkeri, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia amblyommii, Rickettsia felis e
Rickettsia bellii (BURGDORFER et al., 1975; BOUYER et al., 2001).

As riquetsioses apresentam ampla distribuicdo nas regibes tropicais e
subtropicais (GALVAO; RIBEIRO, 1993), desta forma, sdo encontradas em todos 0s
continentes (WALKER, 2007; LIM et al., 2012; OTEO; PORTILLO, 2012; LEULMI et
al., 2014; SULIS et al., 2015; BLANTON et al., 2015), com deteccdo em ixodideos e
diversos hospedeiros vertebrados (CICUTTIN et al., 2004), podendo infectar caes e
seres humanos em areas endémicas de todo o mundo (BIBERSTEIN; HIRSH, 2003;
PAROLA et al., 2009).

No Brasil, a ocorréncia das riquetsioses em humanos tem sido descrita nos
estados do Rio Grande do Sul (SANGIONI et al., 2011), Sado Paulo (SPOLIDORIO et
al., 2010; SILVEIRA et al., 2015) e Mato Grosso do Sul (COUTO et al., 2015). Além
disso, varios estudos reportam a detec¢do de DNA de Rickettsia spp. em diferentes
ectoparasitos, sobretudo em carrapatos nos estados de Sdo Paulo (PACHECO et
al., 2009), Rio de Janeiro (CUNHA et al., 2009), Mato Grosso do Sul (MELO et al.,
2015); Paraiba e Bahia (LUGARINI, et al., 2015; MCINTOSH et al., 2015),
Pernambuco (SARAIVA et al., 2013; HORTA et al., 2015), Piaui (NIERI-BASTOS et
al., 2014) e Rondénia (LABRUNA et al., 2004).

Assim a relacdo de R. sanguineus s.l. na transmisséo de Rickettsia spp. tem
sido estabelecida desde da década de 30 (BRUMPT, 1932).

Apesar da deteccao destes patégenos em diferentes espécies de carrapatos,
ndo existe relatos do diagnostico Rickettsia spp. em R. sanguineus s.l. no nordeste

brasileiro. Desta forma, o objetivo deste estudo foi detectar DNA de Rickettsia spp.
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em R. sanguineus s.l. coletados em cées provenientes de area urbana da Regidao

Nordeste do Brasil.

Material e métodos

Area de estudo e coleta de artrépodes
Os ixodideos foram coletados em cédes (n = 155) provenientes dos municipios

de Recife (08°03' 14" S e 34° 52' 52" O) e Bezerros (8° 14' 33" S e 35° 47' 7" O), no
estado de Pernambuco e dos municipios de Vigosa (9° 39' 57" S e 35° 44' 07" O) e
Arapiraca (9°45'08"S e 36°39'39"0 ) no estado de Alagoas. Os espécimes foram
obtidos ap0s uma inspecdo minuciosa em cada animal por um periodo de trés
minutos e coleta manual com auxilio de pincas. Todos os carrapatos coletados
foram acondicionados em tubos plasticos contendo alcool absoluto, quantificados e
em seguida morfologicamente identificados utilizando chaves dicotdmicas
(BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Para a extracdo de DNA, os artrépodes foram separados em pools contendo
no maximo trés carrapatos que foram agrupados de acordo com 0 sexo e estagio de

vida.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
As extracOes de DNA foram realizadas utilizando o kit comercial (Kit Tissue &

Blood Qiamp Qiagen®) conforme recomendacfes do fabricante. Para a PCR de
Rickettsia  spp. foram utilizados os primers CS-78 (forward [5-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3]) e CS-323 (reverse [5-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT -3"]) (LABRUNA et al., 2004) que
amplificam um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (gltA) presente em todas
as espécies do género Rickettsia. Para cada reacdo foram utilizados controles
negativos (agua ultrapura livre de DNA) e positivos (DNA de R. parkeri). Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 2%

corado com o corante comercial Blue Green (LGC Biotecnologia).

Resultados

Um total de 488 carrapatos foram coletados sendo todos eles
morfologicamente identificados como R. sanguineus s.I. De todos os espécimes
coletados 253 eram machos, 225 fémeas e 10 ninfas. Para facilitar a pesquisa

foram formados 136 pools, sendo 72 de machos, 58 de fémeas, e seis de ninfas.
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Dos pools, DNA de Rickettsia spp. foi detectado em 20,58% (28/136) das
amostras analisadas. Em relacdo aos diferentes estagios de vida de R. sanguineus
s.l. positivos a analise molecular, observou-se que 60,71% (17/28), 35,71% (10/28) e
3,57% (1/28) eram formados por pools de machos, fémeas e ninfas,
respectivamente.

Em relacdo aos municipios do estado de Pernambuco, observou-se
positividade de 20,49% e 22,22% para 0s municipios da Regido Metropolitana do
Recife e Bezerros, respectivamente. JA no estado de Alagoas ndo foi observada
positividade para o municipio de Vigosa, entanto, Arapiraca obteve 25% de

positividade.

Discusséo

A positividade geral aqui observada (20,58%) mostrou-se inferior a do estudo
conduzido no Rio de Janeiro (69,23%) e em Pernambuco, onde 99,00% dos pools
contendo Amblyomma spp. foram positivos para DNA de Rickettsia spp.
(ROZENTAL et al., 2008; HORTA et al.,, 2015). Entretanto, a positividade do
presente estudo foi superior as observadas em outros trabalhos realizados no Rio de
Janeiro (4,5%) (CUNHA et al., 2009), Sao Paulo (1,9%) (SABATINI et al., 2010) e
Santa Catarina (4%) (MEDEIROS et al., 2011).

Interessantemente, uma maior positividade foi observada nos pools formados
apenas por machos (60,71%) quando comparados com pools de fémeas (35,71%).
Provavelmente, isto pode estar relacionado com o comportamento biolégico de cada
sexo de carrapato. Na verdade, sabe-se que normalmente as fémeas se alimentam
em Unico animal (FREITAS, 1982), jA os machos podem copular com varias fémeas
e parasitar diferentes animais, sendo desta forma mais expostos a infeccoes,
participando também da tranmisséo de doencas (YOUSFI-MONOD, 1985).

Dentre os pools de ninfas testados, apenas um foi observado amplificacdo de
fragmento de 401 pb. Do ponto de vista epidemiolégico este achado é
importantissimo, j& que em virtude do reduzido tamanho das ninfas, o seu
parasitismo em animais e humanos pode passar despercebido pelo menos nos
primeiros momentos de alimentacdo (DANTAS-TORRES et al., 2006; LABRUNA et
al., 2008).

Embora carrapatos pertencentes ao género Amblyomma tenham sido

considerados os principais vetores de Rickettsia spp. em diversas areas do mundo
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(SUMNER et al., 2007), acredita-se que a espécie R. sanguineus s.l. também pode
desempenhar este papel vetorial da Febre Maculosa no Brasil (FMB) como sugerido
por Moraes-Filho et al. (2009).

Considerando a transmissao transovariana e transestadial da Rickettsia spp.,
ndo € possivel afirmar qual estagio de vida do ixodideo é mais susceptivel a
infeccdo. Desta forma € importante destacar que qualquer fase de vida o R.
sanguineus s.l. pode veicular a bactéria, aumentando as chances de infec¢cdo para
0s animais, incluindo humanos (SOUZA et al., 2015).

Em relacdo aos municipios do estado de Pernambuco, regido metropolitana
do Recife (20,49%) e Bezerros (22,22%), observou-se menor positividade em
relacdo a outros estados como em Séo Paulo (23,80%) (PACHECO et al., 2009) e
Minas Gerais (32,04%) (VIANNA et al., 2008). Sendo superior aos observados em
Patos na Paraiba, onde relataram 4,5% de positividade nos R. sanguineus s.l.
coletados (TANIKAWA et al., 2013).

Nos municipios do estado de Alagoas, foi observada positividade para
Rickettsia spp. em 25% dos R. sanguineus s.l. coletados em cdes no municipio de
Arapiraca, sendo este resultado oposto ao de Vigosa onde né&o foi detectado DNA de
Rickettsia spp., nos ixodideos analisados.

Do ponto de vista de Saude Publica os dados aqui registrados s&o
importantes, jA que o parasitismo em humanos por R. sanguineus s.l. tem sido
relatado, particularmente na area deste estudo (DANTAS-TORRES et al., 2006).

Em concluséo, este trabalho reporta pela primeira vez a detec¢géo de DNA de
Rickettsia spp. em R. sanguineus s.l. parasitando caes provenientes dos estados de
Pernambuco e Alagoas. Apesar de nao existirem relatos de FMB nas regides
estudadas, a presenca de carrapatos infectados sugere a circulacao do patégeno

entre hospedeiros vertebrados e vetores.
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Resumo

Riquetsias sdo bactérias patogénicas de carater zoonoético transmitidas por ectoparasitos,
representando assim uma ameaga a saude publica. Desta forma, a pulga Ctenocephalides felis felis
tem sido apontada como vetor de riquetsias, particularmente Rickettsia felis. O objetivo deste estudo
foi detectar DNA de Rickettsia spp. em pulgas de cades provenientes de area urbana da Regido
Nordeste do Brasil. Para tanto foram coletados 240 pulgas de 155 cées de dois municipios do estado
de Pernambuco (Recife e Bezerros) e de Alagoas (Vicosa e Arapiraca). Os ectoparasitos foram
identificados em relagéo a espécie. Para a extracdo de DNA, foram analisados em pools contendo no
maximo trés pulgas. Apds isso, foi realizada a analise molecular através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Dos 80 pools analisados 31,20% (39/80) foram positivos para Rickettsia spp.
Sendo todas as pulgas identificadas como C. felis felis. Em Pernambuco, observou-se positivide de
54,54% para Recife, enquanto que no municipio de Bezerros ndo foi observada amplificagcdo do
fragmento compativel com Rickettsia spp. J& em Alagoas observou-se positividade de 12,50% para
Arapiraca e 50,00% para Vicosa. Este estudo reporta pela primeira vez a deteccdo de Rickettsia spp.
em C. felis felis parasitando cées provenientes do estado Alagoas. Apesar de ndo existirem registros
de casos de Febre Maculosa Brasileira na regido estudada, a presenca de DNA de Rickettsia spp. em
C. felis felis, sugere a circulagdo do patdégeno entre hospedeiros vertebrados e vetores. Sendo de
grande relevancia a avaliacdo o real papel na transmissao de Rickettsia spp. por esses ectoparasitos
uma vez que apresentam ampla distribuicdo geografica.

Palavras-chave: Riquetsiose, sifonaptero, Reacéo em Cadeia da Polimerase.

Abstract

Rickettsia spp. are important pathogens of zoonotic concern transmitted by ectoparasites. Among the
ectoparasites, fleas of the species Ctenocephalides felis felis has been identified as important
rickettsiae vectors, particularly of the species Rickettsia felis. The aim of this study was to detect DNA
of Rickettsia spp. in fleas of dogs living in urban areas of the Northeastern region of Brazil. Fleas (n =
240) collected of 155 from the states of Pernambuco (municipalities Recife and Bezerros) and
Alagoas (municipalities of Vigcosa and Arapiraca) were used in this study. All specimens were
identified as C. felis felis. DNA extraction were performed of pools (up to three specimens), and then
were molecularly analyzed through the Polymerase Chain Reaction (PCR). Out of 80 pools analyzed,
in 31.20% (39/80) were detected DNA of Rickettsia spp. In Pernambuco, it was observed positivity of
54.54% to Recife while Bezerros was not observed amplification of the compatible fragment with
Rickettsia spp. In Alagoas there was positivity of 12.50% to Arapiraca and 50.00% to Vicosa. This
study reports the first detection of Rickettsia spp. in C. felis felis parasitizing dogs from Alagoas state.
Although, until now there are no reports of Brazilian Spotted Fever in the area studied, the presence of
DNA of Rickettsia spp. in C. felis felis indicates the circulation of the pathogen between vertebrate
hosts and vectors. This finding is of great relevance, however furthers studies are need in order to
evaluate the real role of this flea species in the transmission of Rickettsia spp. in the area of study.

Key-words: Rickettsial disease, siphonaptero, Polymerase Chain Reaction.
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Introducéo
Riquetsioses sdo doencgas zoonéticas patogénicas de carater endémico,

(PAROLA; DAVOUST; RAOULT, 2005; WALKER, 2007) distribuidas em diversos
paises do mundo (APPERSON et al., 2008; LIM et al., 2012; OTEO; PORTILLO,
2012; LEULMI et al., 2014; ABARCA; OTEO, 2014; BLANTON et al., 2015; SULIS et
al., 2015).

Sendo assim, sdo de grande importancia em saude publica devido a
ocorréncia de casos clinicos em humanos (GRECA; LANGONI; SOUZA, 2008;
SPOLIDORIO et al., 2010; SANGIONI et al., 2011; SILVEIRA et al., 2015) além de
sua associacdo na distribuicdo de artropodes vetores (AZAD; BEARD, 1998;
PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005; MCINTOSH et al., 2015).

Vérias espécies de Rickettsia spp., dentre elas Rickettsia rickettsii, Rickettsia
parkeri, Rickettsia felis, mantém ciclos zoondéticos na natureza, estando presentes
tanto em ambientes urbanos como em &reas rurais, onde os cdes domeésticos
desempenham um importante papel epidemiolégico, devido ao parasitismo por
ectoparasitos infectados (PADDOCK et al., 2002).

Sua transmissao ocorre principalmente por picadas de carrapatos do género
Amblyomma (GUEDES et al., 2005; PINTER; LABRUNA, 2006; NIERI-BASTOS et
al., 2014). Entretanto existe um crescente interesse no papel de Ctenocephalides
felis felis na epidemiologia das riquetsioses indicando esta espécie como provavel
vetor de riquetsias, particularmente R. felis (RAOULT et al., 2001).

Diversos relatos da infeccdo por Rickettsia spp. em C. felis felis tem sido
registrada em varios paises, Estados Unidos da América, (WILLIAMS et al., 1992),
Andes Peruanos (PACHAS et al., 2001), México (ZAVALA-VELAZQUEZ et al.,
2002) e Espanha (MARQUEZ et al., 2002).

No Brasil, a ocorréncia de Rickettsia spp. em C. felis felis tem sido reportada
nos estados de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2002), Sdo Paulo (HORTA et al.,
2005a), Espirito Santo (OLIVEIRA et al., 2008), Rio de Janeiro (GEHRKE et al.,
2009; HORTA et al.,, 2010) e recentemente Horta et al. (2014) assinalaram
positividade para Rickettsia felis em C. felis felis em diversos estados brasileiros.

Assim, o género Ctenocephalides além de ser descrito como veiculador da
bactéria Rickettsia spp., atua também na disseminacdo em funcdo da transmissao
transovariana (AZAD et al., 1992; HIGGINS et al., 1996; BOUYER et al., 2001). Além

disso, a espécie C. felis felis é de grande importancia por ser bem disseminada em
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muitas regides, infestando animais de diferentes ordens (RUST; DRYDEN, 1997;
LINARDI; GUIMARAES, 2000), dentre eles, os cdes e o homem (LINARDI, 2000).

Desta forma, este estudo teve como objetivo detectar Rickettsia spp. em C.
felis felis coletadas de cdes provenientes de area urbana da Regido Nordeste do

Brasil.

Material e métodos

Area de estudo e coleta de artropodes
Os sifonapteros foram coletados em cdes (n = 155) provenientes dos

municipios de Recife (08° 03' 14" S e 34° 52' 52" O) e Bezerros ( 8° 14' 33" S e 35°
47' 7" O), no estado de Pernambuco e dos municipios de Vigosa (9° 39' 57" S e 35°
44' 07" O) e Arapiraca (9°45'08"S e 36°39'39"0) no estado de Alagoas. Os
espécimes foram obtidos apds uma inspecdo minuciosa em cada animal por um
periodo de trés minutos e coleta manual com auxilio de pincas. Todas as pulgas
coletadas foram acondicionadas em tubos plasticos contendo &lcool absoluto,
guantificadas e em seguida identificadas morfologicamente utilizando chaves
dicotdmicas (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Para a extracdo de DNA, os artropodes foram analisados em pools contendo

no maximo trés pulgas.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As extracbes de DNA foram realizadas utilizando o kit comercial (Kit Tissue &
Blood Qiamp Qiagen®) conforme recomendacgfes do fabricante. Para a PCR de
Rickettsia spp. foram utilizados 0s primers CS-78 (5-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3) e CS-323 (5-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT -3’) (LABRUNA et al.,, 2004) que
amplificam um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (gItA) presente em todas
as espécies do género Rickettsia. Para cada reacdo foram utilizados controles
negativos (agua ultrapura livre de DNA) e positivos (DNA de R. parkeri). Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 2%

corado com o corante comercial Blue Green (LGC Biotecnologia).

Resultados
Um total de 240 pulgas foram coletadas sendo morfologicamente identificadas

como C. felis felis. Para facilitar a pesquisa foram formados 80 pools de pulgas. Dos
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80 pools analisados pela PCR, 31,20% (39/80) obtiveram amplificacdo do fragmento
de 401 pb para Rickettsia spp.

Em relacdo aos municipios do estado de Pernambuco, observou-se que
54,54% das amostras positivas para a presenca de DNA de Rickettsia spp. foram
procedentes da Regido Metropolitana do Recife, enquanto que no municipio de
Bezerros néo foi observada amplificacdo do fragmento compativel com Rickettsia
spp. No estado de Alagoas a positividade da PCR para DNA de Rickettsia spp. em
C. felis felis foi de 12,50% e 50,00% nos municipios de Arapiraca e Vigosa,

respectivamente.

Discusséo
Os resultados do presente estudo representam uma contribuicdo para o

entendimento inicial da ecologia rickettsial na area estudada. A amplificacdo do
fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (gltA), em C. felis felis, demonstrou que
esta bactéria esta circulando nas areas estudadas, confirmando o papel deste
ectoparasito na manutencéo desses organismos.

A ocorréncia de pulgas deste género infectadas com R. felis, tem sido
detectadas por meio da PCR, em diversos lugares do mundo (TROYO et al., 2012;
THEPPARIT et al., 2013; ZHANG et al., 2014; LAWRENCE et al., 2015) e do Brasil
(OLIVEIRA et al, 2008; GEHRKE et al., 2009; HORTA et al., 2006; 2010)
constituindo a evidéncia de que R. felis pode ser uma espécie de importancia
epidemiolégica além de atestar a potencialidade das pulgas como vetores na
transmissao das riquetsioses (CARDOSO et al., 2006).

Os resultados aqui observados foram superiores ao estudo realizado em
Minas Gerais onde foi detectada positividade de 7,14% dos pools contendo C. felis
felis (CARDOSO et al.,, 2006). Por outro lado, esta positividade foi inferior as
relatadas em outros estudos realizados no estado de S&o Paulo onde se detectou
prevaléncias de 70,80% (HORTA et al., 2005b) e 36,00% (HORTA et al., 2006).

Recentemente, Horta et al. (2014) estudando a epidemiologia das ricketsioses
no Brasil, observaram que a positividade de R. felis em C. felis felis variou de 2,9% a
100%, na dependéncia das regifes estudadas. Entretanto, a presenca de R. felis em
pulgas do género Ctenocephalides tem sido relatada principalmente nos estados de
Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, sendo todos pertencentes a regido
Sudeste do pais (OLIVEIRA et al., 2002; GEHRKE et al., 2009).
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A presenca de DNA de Rickettsia spp. em 54,54% dos sifonapteros
procedentes da Regido Metropolitana do Recife aqui analisados é um dado
preocupante tendo em vista que C. felis felis parasita varias espécies de mamiferos,
incluindo o homem (LINARDI; SANTOS, 2012), podendo assim transmitir a infeccao
em areas urbanas.

Da mesma forma os indices de positividade na PCR de 12,50% e 50,00% em
C. felis felis nos municipios de Arapiraca e Vicosa, respectivamente gera uma
preocupacdo, pois diferentemente do Recife estes municipios pertencem a area rural
do estado, onde deve ocorrer o compartilhamento desta espécie de sifonaptero com
outros animais silvestres, o que sem duvida facilita a transmisséo de Ricketssia spp.
(FIGUEIREDO et al., 2010).

Neste sentido os dados porcentuais aqui observados sao compativeis com 0s
dados previamente relatado na literatura onde a o indice de infecgdo em C. felis felis
no nordeste brasileiro varia de 19,60 a 41,7% (HORTA et al., 2014).

Vale salientar que a infeccdo de R. felis é também mantida por transmisséo
transovariana (AZAD et al., 1992), onde seus vetores atuam como reservatorios
(HIGGINS et al., 1996; BOUYER et al., 2001). Assim, C. felis felis pode passar por
sucessivas geracdes sem a necessidade de um reservatorio, justificando o niumero
da incidéncia nos agentes vetores (WEDINCAMP; FOIL, 2002).

Além disso, algumas riquetsias como R. felis ndo séo letais para seus vetores
naturais, divergindo do que acontece com outras riquetsias, como por exemplo as
espécies Rickettsia prowazekii (AZAD et al., 1997) e Rickettsia rickettisii
(NIEBYLSKI; PEACOCK; SCHWAN, 1999) para piolhos e carrapatos,
respectivamente.

E importante destacar que C. felis felis apesar de ser frequentemente
encontrada parasitando felinos e caninos, tém facilidade em parasitar diversos
hospedeiros devido a falta de especificidade podendo transmitir, uma vez infectadas,
patogenos (PEREZ-OSORIO et al., 2008).

Este trabalho reporta pela primeira vez a deteccdo de Rickettsia spp. em C.
felis felis parasitando cées provenientes do estado de Alagoas.

Apesar de néo existirem registros de casos de Febre Maculosa Brasileira na
regido estudada, a presenca de DNA de Rickettsia spp. em C. felis felis, sugere a

circulacao do patégeno entre hospedeiros vertebrados e vetores. Sendo de grande
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relevancia a avaliacdo do real papel da transmissdo de Rickettsia spp. por esses

ectoparasitos uma vez que apresentam ampla distribuicdo geografica.
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