Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 42(3):351-353, mai-jun, 2009 K@{@LY LEAY (@ A(; AO/ COMMUNICATION

Pesquisa de Rickettsia spp em carrapatos Amblyomma cajennense
e Amblyomma dubitatum no Estado de Sao Paulo
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RESUMO

Foi pesquisada a presenca de riquétsias em 3.545 carrapatos Amblyomma cajennense e 2.666 Amblyomma dubitatum. Através do teste de hemolinfa,
reacio em cadeia pela polimerase e isolamento de rickettsia em cultivo celular, todos os Amblyomma cajennense foram negativos, sendo que
634 (23,8%) Amblyomma dubitatum mostraram-se infectados com Rickettsia bellii.
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ABSTRACT

The presence of rickettsial infection was surveyed in 3,545 Amblyomma cajennense ticks and 2,666 Amblyomma dubitatum ticks. Using the
hemolymph test, polymerase chain reaction and isolation of Rickettsia in cell cultures, all of the Amblyomma cajennense were negative, whereas
634 (23.8%) of the Amblyomma dubitatum ticks were shown to be infected with Rickettsia belli.
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A febre maculosa brasileira (FMB), doenca causada
pela bactéria Rickettsia rickettsii, é o principal agravo em
conseqiiéncia da infec¢iio por riquétsias do grupo da febre
maculosa (GFM) em humanos no Brasil. Casos confirmados
de FMB tém sido relatados em determinadas 4reas dos Estados
da regido Sudeste'®. O carrapato Amblyomma cajennense é
incriminado como o principal vetor da doenga® e, embora nio
haja comprovagio do papel do Amblyomma dubitatum na
transmissao da FMB, suspeita-se de sua possivel participagio na
transmissao de riquétsias do GFM para humanos' 2. Os eqiiinos,
capivaras e antas esto entre os principais hospedeiros para todos
0s estdgios parasitdrios de Amblyomma cajennense’, enquanto as
capivaras sao também hospedeiros primérios para o Amblyomma
dubitatum’®. Desta forma, este trabalho buscou avaliar a infec¢o
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por Rickettsia spp em carrapatos Amblyomma cajennense e
Amblyomma dubitatum no Estado de Sao Paulo.

Durante o perfodo de 2002 a 2006, carrapatos adultos das
espécies Amblyomma cajennense e Amblyomma dubitatum,
provenientes de 16 localidades do Estado de Sdo Paulo
(Figura 1), foram capturados em vida livre e, também através
da retirada manual sobre as capivaras. Os carrapatos foram
inicialmente submetidos a0 teste de hemolinfa?, método de
triagem para detectar organismos morfologicamente compativeis
com riquétsias e, em seguida congelados a -80°C para
posterior processamento. Os carrapatos positivos pelo teste de
hemolinfa tiveram suas patas removidas, sem que o corpo fosse
descongelado, as quais foram submetidas a extragio de DNA e a
técnica da reagiio em cadeia pela polimerase (PCR) utilizando-
se os oligonucleotideos CS-78 e CS-323, que amplificam um
fragmento de 401 pares de base (pb) do gene citrato sintase
(g/tA), presente em todas as espécies de riquétsias'". Se positivo,
a amostra de DNA era testada por outro PCR utilizando-se os
oligonucleotideos Rr190.70p e Rr190.602n, os quais amplificam
um fragmento de 530pb do gene ompA (proteina de 190kDa),
presente apenas em riquétsias do GFM'. Produtos da PCR
foram purificados e, em seguida o DNA de cada amostra foi
seqiienciado. As seqiiéncias obtidas foram submetidas ao
programa BIAST analysis para determinar similaridades com
outras espécies de riquétsias'.
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1. Americana 9. Ribeirdo Grande

2. Andradina 10. Ribeiro Preto

3. Campinas 11. S0 José do Rio Preto
4. CordeirGpolis 12. S0 Jodo da Boa Vista
5. 1ta 13. Sdo Paulo

6. Louveira 14. Teodoro Sampaio

7. Pedreira 15. Valinhos

8. Piracicaba 16. Vinhedo
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FIGURA 1

Localizagio dos 16 municipios no Estado de Sdo Paulo, onde foram coletados as amostras de carrapatos Amblyomma cajennense e

Amblyomma dubitatum, no perfodo de 2002 a 2000.

Dois carrapatos Amblyomma dubitatum, positivos na PCR
para o gene glt4, foram descongelados e submetidos 2 técnica de
isolamento de riquétsias em cultura de células Vero, conforme
previamente descrito'!. Depois de estabelecido os isolados, foi
realizado a extracio de DNA de uma aliquota de cada inoculo,
a qual foi testada por uma bateria de PCR’s, objetivando a
caracterizacio molecular dos isolados. Para a realizagio de
cada reacio foram utilizados os oligonucleotideos CS-239 e
CS-1069, que amplificam um fragmento de 834pb do gene
gltA"; oligonucleotideos 17k-5 e 17k-3, os quais amplificam
um fragmento de 549pb do gene htrA (proteina de 17kDa)",
oligonucleotideos 120-M59 e 120-807 para amplificacio de uma
fragmento de 865pb do gene ompB (proteina de 135kDa)"’ e,
por fim uma aliquota dos isolados foi testada pela PCR utilizando
os oligonucleotideos Rr190.70p e Rr190.602n.

Um total de 3.545 carrapatos Amblyomma cajennense
e 2.666 Amblyomma dubitatum foi coletado nas 16 dreas
estudadas. Dos Amblyomma cajennense, 3.517 foram negativos
pelo teste de hemolinfa e 28 amostras foram inconclusivas, em
conseqiiéncia de problemas inerentes 2 técnica. Dos 2.666
Amblyomma dubitatum, 2.019 foram negativos no teste de
hemolinfa, 244 foram inconclusivos e em 403 amostras foi
possivel observar organismos morfologicamente compativeis
com riquétsias.

Os 28 carrapatos Amblyomma cajennense inconclusivos
pelo teste de hemolinfa foram negativos pela PCR. Dos 647
Amblyomma dubitatum positivos e inconclusivos, 634 (403
previamente positivos e 231 inconclusivos no teste de hemolinfa)
foram positivos na PCR para o gene g/tA (Tabela 1). Nenhum
deles foi positivo para o gene ompA. Os produtos da PCR dos
634 Amblyomma dubitatum positivos nessa técnica foram
seqiienciados e todas as seqiiéncias obtidas mostraram 100% de
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TABEIA 1

Nimero total de carrapatos Amblyomma cajennense e Amblyomma dubitatum
coletadas por localidade durante o perfodo de 2002 a 2006 em 16 municipios do
Estado de Sdo Paulo e freqiiéncia de carrapatos positivos para Rickettsia bellii
pela PCR.

Localidade Amblyomma cajennense Amblyomma dubitatum
(Municipio) coletado positivo na PCR ~ coletado  positivo na PCR
n® n° % n® n® %
Americana 7 0 0,0 15 1 6,7
Andradina 10 0 0,0 26 0 0,0
Campinas 135 0 0,0 186 35 18,8
CordeirGpolis 6 0 0,0 432 69 15,9
Itu 88 0 0,0 196 46 234
Louveira 3 0 0,0 94 23 24,4
Pedreira 555 0 0,0 841 378 449
Piracicaba 2.662 0 0,0 499 52 10,4
Ribeirdo Grande 10 0 0,0 210 13 6,1
Ribeirio Preto 39 0 0,0 13 0 0,0
S0 José do Rio Preto 0 0 0,0 10 0 0,0
$70 Jodo da Boa Vista 4 0 0,0 0 0 0,0
$ao Paulo 21 0 0,0 106 12 11,3
Teodoro Sampaio 0 0 0,0 14 0 0,0
Valinhos 2 0 0,0 24 5 20,8
Vinhedo 3 0 0,0 0 0 0,0
Total 3.545 0 0,0  2.666 634 238

PCR: reacdo em cadeia da polimerase.

similaridade com as seqiiéncias correspondentes de Rickettsia
bellii disponiveis no GenBank (ntimeros de acesso CP000087,
DQ865204,DQ517288 € U59716). Dos 16 municipios amostrados,
10 apresentaram carrapatos Amblyomma dubitatum infectados
por Rickettsia bellii, numa freqiiéncia geral de 23,8%, variando
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de 6,1 244,9% por populacio de carrapato infectada (Tabela 1).
Foram obtidos dois isolados de Rickettsia bellii, provenientes
de dois carrapatos Amblyomma dubitatum dos municipios de
Cordeirépolis e Ribeirdo Grande e, designados como Ad-CORD-
SP e Ad-25-INT, respectivamente. Amostras de DNA de células
infectadas da terceira passagem dos dois isolados geraram
fragmentos de 1.078 a 1.092pb para o gene g/t4 e de 498 a
499pb para o gene hitrA, respectivamente, 0s quais mostraram
todos 100% de identidade com seqiiéncias correspondentes de
Rickettsia bellii no GenBank (nimeros de acesso CP000087
e CP000849 para Ad-CORD-SP; DQ865204 e AY362702 para
Ad-25-INT). Fragmentos dos genes ompA e ompB ndo foram
obtidos para esses dois isolados.

Embora o carrapato Amblyomma cajennense seja o
principal vetor de Rickettsia rickettsii no Brasil’, no presente
estudo ndo foi possivel verificar a infecgdo por nenhuma espécie
de riquétsia neste carrapato. Sangioni e cols'® observaram
resultado semelhante em seis outras dreas do Estado de Sdo
Paulo, possivelmente em conseqiiéncia de uma baixa infec¢io
pela bactéria. Notavelmente, Labruna e cols® observaram que o
Amblyomma cajennense é parcialmente refratdrio 2 infeccio por
Rickettsia rickettsii, quando comparado com outras espécies
de carrapatos. A Rickettsia bellii foi a inica espécie de riquétsia
encontrada infectando carrapatos Amblyomma dubitatum. Esta
espécie de riquétsia, embora de patogenicidade desconhecida
para os seres humanos, tem sido relatada infectando inimeras
espécies de carrapatos no Brasil, incluindo Amblyomma
dubitatum, com freqiiéncias variadas de 0 a 100%, dependendo
da espécie e populacio de carrapato® 1011415,

Pacheco e cols®, avaliando a infec¢do por Rickettsia spp pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em capivaras de
seis municipios do Estado de SZo Paulo, onde nunca houve relatos
de FMB em seres humanos, observaram evidéncias sorolégicas
de infec¢do por Ricketisia parkeri em capivaras de apenas um
municipio e, por Rickettsia bellii em outros quatro locais, onde
amaior parte das capivaras estavam infestadas por Amblyomma
dubitatum. Esses resultados, em conjunto com o presente
trabalho, indicam que enquanto a maior parte das populagdes
de Amblyomma dubitatum do Estado de Sdo Paulo encontram-
se infectada por Rickettsia bellii, a infeccdo por riquétsias do
GFM, como a Rickettsia parkeri, parece ser um achado bem raro
nessa espécie de carrapato' 2. Futuros estudos deverdo avaliar o
papel da infecco por Rickettsia bellii em diferentes populagGes
de carrapatos, especialmente no que diz respeito 2 ecologia
de riquétsias do GFM, uma vez que € sabido que um carrapato
infectado por uma espécie de Rickettsia se torna refratdrio a
infec¢do por uma segunda espécie de Rickettsia’.
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