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Deteccao de riquétsias em carrapatos do género Amblyomma
(Acari: Ixodidae) coletados em parque urbano do
municipio de Campinas, SP

Rickettsiae detection in Amblyomma ticks (Acari: Ixodidae)
collected in the urban area of Campinas City, SP

Dora Amparo Estrada', Teresinha Tizu Sato Schumaker?, Celso Eduardo de Souza’,
Elias José Rodrigues Neto’ e Aricio Xavier Linhares’

RESUMO

O Municipio de Campinas situa-se em regiio endémica para febre maculosa brasileira do Estado de Sdo Paulo, onde vdrios
casos desta doenca vem ocorrendo. Capivaras tém sido associadas ao ciclo dessa riquetsiose por apresentarem sorologia
positiva e serem hospedeiras de carrapatos Amblyomma spp principais vetores da doenca. Carrapatos foram coletados no
parque urbano do Lago do Caté, Campinas, SP, local associado a casos humanos suspeitos de febre maculosa brasileira, sobre
a vegetacdo e das capivaras ali presentes, e pesquisados quanto a presenca de riquétsias pela reacio em cadeia da polimerase
e pelo teste de hemolinfa. Adultos de Amblyomma cajennense e Amblyomma cooperi albergavam Rickettsia bellii, ndo patogénica,
identificada pela andlise das seqiiéncias de nucleotideos do gene gltA, porém, nio foram constatadas riquétsias do Grupo da
Febre Maculosa. Estes resultados associados a auséncia de um isolado de riquétsias do Grupo da Febre Maculosa de capivaras
indicam que seu papel, enquanto reservatorio, necessita de maior investigacio.

Palavras-chaves: Febre maculosa brasileira. Amblyomma spp. Rickettsia bellii. Genes GltA.

ABSTRACT

The city of Campinas is located in an endemic area for Brazilian spotted fever in Sio Paulo State, where several cases have recently
occurred. Capybaras have been associated with the cycle of this disease, for they present positive serology and serve as host for ticks of the
genus Amblyomma, the main vectors of brazilian spotted fever. Ticks were colleted both from Capybaras and from the vegetation in the city
park Lago do Café, located in the urban area of Campinas City; SP, a site associated with suspected human cases of brazilian spotted fever.
The ticks collected were examinaded for the presence of rickettsiae using polymerase chain reaction and the haemolymph test. Through
analysis of the gene gltA nucleotide sequence, adults of Amblyomma cajennense and Amblyomma cooperi were found to be infected with
the non pathogenic Rickettsia bellii. However, no rickettsiae of the Spotted Fever Group were detected. These results indicate that the role
of capybaras as reservoirs of rickettsiae of the Spotted Fever Group is still uncertain and further studies are required.

Key-words: Brazilian Spotted Fever. Amblyomma spp. Rickettsia bellii. GltA gene.

A febre maculosa brasileira (FMB), causada por riquétsias Na biossistemdtica moderna, a andlise comparativa das
do grupo da febre maculosa e transmitida por carrapatos’, seqiiéncias de nucleotideos do DNA de virios genes tem
¢ similar a febre maculosa das montanhas rochosas que contribuido de forma fundamental para a identificacio e
tem como agente Rickettsia rickettsii. A FMB é notificada caracterizacdo das espécies de riquétsias. Atualmente,
principalmente na regido Sudeste do pafs, com destaque para ~ reconhecem-se virias espécies do género Rickettsia
os Estados de Minas Gerais’®® e Sdo Paulo* !> 182, (Rickettsiales: Rickettsiacea) que estdo divididas basicamente
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no Grupo do Tifo (GT) e Grupo da Febre Maculosa (GFM). O GT
é composto por duas espécies causadoras de tifos em humanos.
No GFM, mais de 14 espécies vilidas foram assinaladas, além de
outras nao reconhecidas®. Entretanto, no Brasil pouco se conhece
sobre a identificagdo especifica das riquétsias que aqui circulam.

0 Municipio de Campinas do Estado de SZo Paulo, assim
como vérios outros adjacentes, situa-se em uma irea endémica
para FMB aonde vérios casos fatais foram assinalados*'®. Além
dos casos ocorridos em dreas rurais, outros casos, suspeitos ou
confirmados, foram registrados na zona urbana’.

A FMB é transmitida para o homem por carrapatos,
principalmente do género Amblyomma, e tem como
potenciais reservatorios virios grupos de mamiferos’®. Na
regido de Campinas, as capivaras ocorrem em abundancia,
vivendo em ecdtopos alterados pelo homem e tém sido
relatadas com sorologia positiva para riquétsias do GFM".
Poderiam, ainda, exibir riquetsemia®, o que nesse caso
evidenciaria seu potencial como fonte de infec¢io para
carrapatos. O certo até o presente momento é que estes
animais constituem hospedeiros de Amblyomma cooperi e
Amblyomma cajennense, elevando as densidades destes
carrapatos em sitios onde se encontram estabelecidos (CE
Souza, EJR Neto: dados no publicados). Amblyomma cooperi
foi observado carreando riquétsias, inclusive do GFM'? 417 e
embora possam parasitar outros mamiferos, principalmente
em seus estddios imaturos, raramente picam humanos.
Amblyomma cajennense é incriminado como principal
transmissor da FMB°. Todos estes fatos sugerem um possivel
papel das capivaras no ciclo da FMB porém, até o momento,
ndo existem isolados de riquétsias a partir destes animais.

Tendo em mente a obtencido de novas evidéncias sobre o
papel das capivaras como reservatérios de riquétsias do GFM,
carrapatos foram coletados no Lago do Café, zona urbana de
Campinas, tanto sobre a vegetacio como nas capivaras ali
presentes. Este parque estd associado a casos suspeitos de FMB.

MATERIAL E METODOS

As coletas de carrapatos de vida livre foram realizadas no
Lago do Café (22°52'14"S e 47°02’52"W), drea urbana de
Campinas, Municipio do Estado de Sdo Paulo. A vegetacdo
préxima ao sitio de estabelecimento de capivaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) 14 presentes foi rastreada (25/09/2001),
utilizando-se do arraste de flanela (1,5 x 1,0m) e de armadilhas
de gelo seco. Ap6s identificacio” 12 os carrapatos, ainda vivos,
foram crio-preservados a —70°C. Posteriormente (26/03/2002),
foram coletados carrapatos sobre oito capivaras com sorologia
positiva para FMB (CE Souza, EJR Neto: dados no publicados)
e os exemplares de A. cooperi foram utilizados no presente
estudo. Estes exemplares foram incubados por um periodo de
sete dias sob temperatura e umidade relativa controladas, 30°C
e 80% respectivamente, em camara climtica modelo FANEM
347. Apés incubacio, identificacio e extragio de hemolinfa os
exemplares foram preservados em etanol absoluto. Com a
hemolinfa, obtida pela seccdo da parte distal de uma das

patas, foram feitos esfregacos associados a coloragio
de Gimenez" e analisados para detec¢io de bactérias
intracelulares®.

Para realizacdo da reacdio em cadeia da polimerase,
procedeu-se 2 extracdo do DNA total' dos carrapatos. Os adultos
foram processados individualmente e as ninfas em lotes de 20
exemplares cada um. Nas reacdes, foram utilizadas as condi¢des
e pares de iniciadores previamente descritos. O par género-
especifico RpCS.877p e RpCS.1258n, amplifica um fragmento
de 381 pares de base (pb) do gene gitA que codifica a enzima
citrato sintase de Rickettsia spp. Pode-se afirmar que o gene
gltA permite a deteccio de todos os organismos do género
Rickettsia e ndo foi preciso utilizar o par de iniciadores do gene
OmpB, uma vez que o material foi seqiienciado para identificacdo
especifica. Nas reacOes para deteccio de Rickettsia spp do Grupo
da Febre Maculosa foi utilizado o par Rr190.70p e Rr.701n*
que amplifica um fragmento de 632 pb do gene OmpA, que
codifica uma proteina externa de membrana de 190 KDa.

Como controle positivo, utilizou-se DNA gendmico de
Rickettsia montanensis (GFM, ndo patogénica) e como
negativo, dgua estéril.

As reagdes de seqiienciamento foram realizadas com um
kit comercial (BigDye TM Terminator-Cycle Sequencing Ready
Reaction-Applied Biosystems), utilizando os iniciadores
empregados na PCR e um seqiienciador automdtico (ABI PRISM
377 DNA Sequencer - Perkin Elmer). As seqiiéncias de
nucleotideos obtidas foram alinhadas (pacote CLUSTAL) e
comparadas com as seqiiéncias do mesmo gene descritas para
espécies de riquétsias disponiveis no GenBank, e as percentagens
de similaridade foram determinadas (pacote PC/GNE).

RESULTADOS

No total, foram processados 1.783 carrapatos para pesquisa
dos genes gltA e ompA, através de PCR. Destes, 1708 exemplares
foram coletados sobre a vegetacio (236 machos e 276 fémeas
de Amblyomma cajennense, 56 machos de Amblyomma cooperi
e 1.140 ninfas de Amblyomma spp) e 75 sobre capivaras (machos
de A. cooperi). Nove amostras amplificaram o fragmento
esperado para o gene gltA: 5 fémeas A. cajennense (da vegetacio)
e 04 machos A. cooperi (das capivaras), com uma taxa de
infec¢do de 1,4% do total de adultos examinados e de 5,3% dos
coletados nas capivaras. Nenhuma das amostras foi positiva para
o gene ompA. Todos os fragmentos amplificados tiveram as duas
fitas do DNA seqiienciadas que apresentaram similaridade com
as seqiiéncias de nucleotideos de Rickettsia bellii (GenBank
U59716), com percentuais de similaridade entre 96 e 99%.

Na prova da hemolinfa, realizada com os 75 exemplares
A. cooperi coletados sobre capivaras, 36% apresentaram
elementos com morfologia e coloragio semelhantes a

riquétsias, dois dos quais, confirmados por PCR. Nesta prova,
dois exemplares PCR positivos apresentaram-se negativos.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, foram realizadas coletas de carrapatos
sobre a vegetacdo do Lago do Café, do Municipio de Campinas,
SP, endémico para FMB, bem como sobre capivaras ali presentes,
soropositivas para riquétsias (CE Souza, EJR Neto: dados ndo
publicados). Este parque estd associado a casos suspeitos de
FMB de origem urbana e visitantes e funciondrios estdo sujeitos
a constantes picadas por carrapatos.

Entre os carrapatos coletados foram identificados adultos de
A. cajennense e de A. cooperi, além de ninfas Amblyomma spp,
jd assinaladas por outros autores nesta regizo’'*. Nove adultos
(A. cajennense da vegetacdo e de A. cooperi de capivara)
amplificaram o fragmento do gene gltA, enquanto as demais
amostras foram negativas para os dois genes investigados (ompA
e gltA). Aauséncia de ninfas de Amblyommaspp positivas foi também
notada em outra pesquisa realizada na regido, com emprego de
biologia molecular®. E possivel que os adultos, em fungio do maior
ntimero de repastos sanguineos exercidos a0 longo de suas vidas,
tenham maior chance de serem encontrados infectados.

Em todas as amostras as seqiiéncias de nucleotideos do
fragmento do gene gltA, género-especifico, mostraram
similaridade com Rickettsia bellii (GenBank U59716). Até o
momento, esta bactéria, por ainda nio ter sido encontrada
em humanos, tem sido considerada ndo patogénica. Esta
espécie tem a peculiaridade de nfo se classificar dentro do
GFM ou GT; é tida como provivel ancestral das riquétsias
pertencentes dos dois grupos cldssicos®.

Rickettsia bellii foi também observada em A. cajennense
coletados no Parque Hermégenes Leitdo Filho — Cidade
Universitdria, Campinas, SP® e em A. cooperi capturados no
Municipio vizinho de Pedreira'3 4. £ possivel que esta espécie
esteja amplamente distribuida no Brasil, pois jd estd
registrada também na regido Norte, em Amblyomma humerale
e Amblyomma oblongoguttatum®.

Amblyomma cajennense, carrapato que mais ataca 0 homem
no Brasil, é incriminado como o principal transmissor da FMB’.
No Estado de Sdo Paulo, um isolado deste carrapato foi tipificado
como pertencente a0 sorotipo R. rickettsii** e, especificamente na
regido de Campinas, foram registrados exemplares positivos para
o gene ompA* de riquétsias do GFM, o que nio pode ser
confirmado no presente estudo. Isto talvez possa ser explicado
como uma decorréncia da competicio entre diferentes espécies
de Rickettsiano estabelecimento dentro do vetor; a primo-infeccio
por uma espécie pode dificultar o estabelecimento de uma
segunda®. Estudos recentes tem levado a especulacio de que esta
competicao favoreca infeccdes por riquétsias nao patogénicas, com
transmissao vertical, o que pode explicar parcialmente a baixa
prevaléncia de R. rickettsii nos carrapatos na natureza.

As capivaras do Lago do Café encontram-se habitualmente
infestadas por adultos A. cajennense e A. cooperi, além dos
imaturos do mesmo género (CE Souza, EJR Neto: dados nio
publicados). Machos de A. cooperi coletados sobre elas, além
de submetidos a PCR, tiveram suas hemolinfas examinadas, apds
coloragio com Gimenez. Nesta prova, 36% dos exemplares
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apresentaram elementos com coloragdo e morfologia
semelhantes a riquétsias, enquanto que por PCR apenas 5,3%
amplificaram o fragmento do gene gltA.

Esta diferenca entre os resultados obtidos se deve a maior
sensibilidade e especificidade da PCR que, além disto, confere
resultados mais répidos® % em relagdo ao teste da hemolinfa.
Este teste associado ao corante de Gimenez, por seu baixo custo,
¢ muito utilizado em pesquisas em regides onde a prevaléncia
das riquétsias é baixa ou desconhecida, envolvendo grande
niimero de carrapatos a serem processados. Entretanto, ele
apresenta elevado grau de dificuldade para a distin¢o entre os
organismos intracelulares. Outras bactérias Gram-negativas
também podem ser coradas'' e a variabilidade morfoldgica
exibida por Rickettsia spp na dependéncia da temperatura®
podem conduzir a erros de interpretacdo. Para melhor
discriminacio deste grupo de bactérias, recomenda-se uma
associacdo do teste da hemolinfa com anticorpos fluorescentes’
que, infelizmente, raramente se encontram disponiveis.

£ importante salientar que além dos resultados falsos positivos
ja esperados, também foram detectados na prova da hemolinfa
falsos negativos. Assim, um especial cuidado dever ser tomado
quando do uso desta metodologia na triagem de carrapatos para
avaliago de dreas de riscos para FMB, pois, exemplares positivos
podem ser excluidos de testes mais especificos.

Hi indicativos de que as capivaras atuem como reservatorio
de riquétsias do GFM" V7. Porém, no presente estudo nio foi
possivel colher evidencias em favor desta hipétese.

Embora estudos sobre infec¢des experimentais em
animais de laboratério com isolados de humanos e imuno-
histoquimicos em tecidos de necropsia de humanos? '
indiquem Rickettsia rickettsii como causadora da FMB
na regiio em estudo, hd apenas um isolado humano
caracterizado através do seqiienciamento de gene ompB
confirmando sua presenca como agente causal da doenca®.
No Brasil, uma outra riquétsia do GFM patogénica, Rickettsia
felis, foi notificada em pacientes no Estado de Minas Gerais?
e em pulgas nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais'
oriundos de dreas endémicas para FMB.

Em sintese, fica evidente que muito ainda hd a ser
esclarecido acerca do ciclo das riquetsioses no Brasil, tanto
quanto em relacio a adequada caracterizagio das espécies/
cepas circulantes quanto ao efetivo papel dos potenciais
reservatorios e vetores da doenca.
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