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RESUMO

Os carrapatos por serem ectoparasitos hematofagos podem transmitir diversos patdgenos
durante a alimentacdo, incluindo bactérias do género Rickettsia. Nesse género estdo 0s
bioagentes da Febre Maculosa (FM), doenca infecciosa febril aguda de gravidade varidvel. No
Brasil, a FM é a principal doenca humana associada aos carrapatos. No Estado do Rio Grande
do Norte (RN), area silenciosa para FM, alguns casos suspeitos da doenca foram reportados,
porém sem confirmacdo. Adicionalmente, estudo prévio identificou ectoparasitos positivos para
presenca de riquétsias do Grupo Febre Maculosa no Estado. Entretanto, o conhecimento sobre
a histdria natural, vetores e bioagentes da FM no RN ainda é incipiente. O objetivo do presente
estudo foi investigar a presenca de Rickettsia spp. em carrapatos oriundos de areas de interesse
epidemioldgico para FM no RN, Brasil. Inicialmente, os carrapatos foram identificados
utilizando chaves dicotdmicas especificas. Parte das amostras foi submetida a extracdo de DNA,
amplificagdo e sequenciamento: para a identificagdo molecular dos carrapatos foi utilizado
fragmento do gene 16S rDNA,; e para pesquisa de riquétsias foram usados fragmentos dos genes
gltA, ompA, htrA, e ompB. As sequéncias obtidas foram identificadas por analise comparativa
com sequéncias do “GenBank” e submetidas a reconstru¢do filogenética através de analise de
maxima verossimilhanca. Foram coletados 1463 carrapatos, sendo 882 espécimes de
Dermacentor nitens, 466 exemplares de Rhipicephalus sanguineus linhagem Tropical e 115
individuos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Das 383 amostras submetidas a pesquisa
de riquétsia, foi identificada a presenca de Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica em uma
fémea de R. sanguineus linhagem Tropical e em um macho de D. nitens, e a Rickettsia felis foi
detectada em um macho de R. sanguineus linhagem Tropical. Apesar da auséncia de casos
confirmados de FM no RN, a deteccdo de R. parkeri cepa Mata Atlantica e R. felis, bioagentes
reconhecidos da doenga no Brasil, evidencia o potencial risco da area para ocorréncia de casos
de FM, bem como a chance de casos da doenca estarem sendo subnotificados. Os resultados do
presente estudo serdo utilizados para sensibilizar o Sistema de Sadde do RN quanto a essa
possibilidade. Dessa forma, mais estudos devem ser realizados para um melhor entendimento
do cenério da FM no RN, incluindo os bioagentes, vetores e reservatérios envolvidos no ciclo

das riquetsioses.

Palavras-chave: Doenca transmitida por carrapatos; PCR nested; filogenia molecular.



ABSTRACT

Ticks for being hematophagous ectoparasites can transmit several pathogens during feeding,
including bacteria of the genus Rickettsia. In this genus are the bioagents of Spotted Fever (SF),
an acute febrile infectious disease of variable severity. In Brazil, SF is one of the main
complaints related to ticks. In the state of Rio Grande do Norte (RN), silent area for SF, some
suspected cases of the disease have been reported but not confirmed. Additionally, a previous
study identified positive ectoparasites for the presence of rickettsiae of the Spotted Fever Group
in the State. However, knowledge about the natural history, vectors and bioagents of SF in the
RN is still incipient. The aim of the present study was to investigate the presence of Rickettsia
spp. in ticks from areas of epidemiological interest for SF in the RN, Brazil. Initially, ticks were
identified using specific taxonomic keys. Part of the samples was submitted to DNA extraction,
amplification and sequencing: for the molecular identification of ticks the 16S rDNA gene
fragment was used; and fragments of the gltA, ompA, htrA, and ompB genes were used to
investigate the presence of rickettsiae. The sequences obtained were identified by comparative
analysis with GenBank sequences and subjected to phylogenetic reconstruction by maximum
likelihood analysis. A total of 1463 ticks were collected, of which 882 were Dermacentor nitens
specimens, 466 specimens of Rhipicephalus sanguineus strain Tropical and 115 specimens of
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Of the 383 samples submitted to the rickettsia research,
the presence of Rickettsia parkeri strain Atlantic rainforest was identified in a female of R.
sanguineus strain Tropical and in a male of D. nitens, and Rickettsia felis was detected in a male
of R. sanguineus strain Tropical. Despite the absence of confirmed cases of SF in the RN, the
detection of R. pakeri strain Atlantic rainforest and R. felis, recognized bioagents of the disease
in Brazil, highlights the potential risk of the area for the occurrence of SF cases, as well as the
chance of cases of the disease being underreported. The results of this study will be used to
sensitize the RN Health System about this possibility. Thus, further studies should be performed
to better understand the SF scenario in the RN, including bioagents, vectors and reservoirs

involved in the rickettsial cycle.

Keywords: Tick-borne disease; PCR nested; molecular phylogeny.
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1. INTRODUCAO
Atualmente, a Febre Maculosa (FM) é considerada uma doenca emergente devido ao
aumento de casos confirmados e a expansdo das areas de ocorréncia (OLIVEIRA et al., 2016a).
A transmissao dos bioagentes da doenca ocorre em pelo menos 13 unidades da federacdo no
Brasil (OLIVEIRA et al., 2016a), sendo relacionada a diferentes espécies de agentes etioldgicos
e de carrapatos. Dessa forma, a FM pode ser caracterizada como um problema de saude publica
e, 0 entendimento do cenério da doenca no pais torna-se complexo pela ocorréncia de casos

confirmados em diversas regides e em diferentes biomas.

1.1. A Febre Maculosa no Brasil e sua Transmissao

A FM é uma riquetsiose emergente de carater zoondtico, transmitidas por vetores
apteros (principalmente carrapatos). Ela esta presente em todos os continentes (com exce¢édo da
Antértica), e, em cada regido possui nomenclaturas diferentes, espécies de riquétsias e vetores
distintos envolvidos nos ciclos da FM (WOOD & ARTSOB, 2012).

A doenca é causada por riquétsias, bactérias gram negativas intracelulares obrigatérias
que apresentam tropismo por células endoteliais (WALKER et al., 2003; MEIRA et al., 2013;
PAROLA et al., 2013; PINTER et al., 2016; BRASIL, 2017). No Brasil ocorrem trés espécies
de maior relevancia para saude publica: Rickettsia rickettsii (agente etiolégico da Febre
Maculosa Brasileira - FMB), espécie patogénica de maior importancia devido a sua alta
letalidade em humanos; Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica e Rickettsia felis responsaveis
por casos mais brandos da doenca (RAOULT et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002;
SPOLIDORIO et al., 2010; PINTER et al., 2016; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018). A FM,
independente do bioagente causador, é doenca de notificagdo compulsoria obrigatoria em até
24 horas (BRASIL, 2017; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018).

A transmissao do agente etioldgico ocorre durante o repasto sanguineo de um carrapato
ou &caro infectado ou pelas fezes da pulga infectada. Durante a alimentago do ectoparasito, as
bactérias sdo inoculadas na pele do hospedeiro e 0s microrganismos sdo fagocitados por células
dendriticas, se replicam e se disseminam na corrente sanguinea para infectar a microcirculagédo
endotelial (WALKER, 2007; BLANTON, 2019). A disseminagdo da infeccdo pelo endotélio
leva a0 aumento da permeabilidade vascular, que por sua vez resulta em manifestagdes
exantematicas, em casos de FMB, podendo levar a pneumonia intersticial, meningoencefalite,
lesdo renal aguda, faléncia de multiplos érgdos e morte (WALKER, 2007; BLANTON, 2019).

1
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Sendo assim, a gravidade é varidvel, com manifestacdes leves e atipicas podendo apresentar
formas graves, e, até levar o individuo a dbito.

O periodo de incubacdo da doenca, até a manifestagdo dos primeiros sintomas,
geralmente, é de 2 a 14 dias (BRASIL, 2017). As manifestacdes clinicas da doenca tem inicio
abrupto e os sintomas iniciais sdo inespecificos, como por exemplo, febre alta, cefaléia, mialgia
intensa, mal-estar generalizado, nauseas e vomitos (PINTER et al., 2016). Sinais estes que s&o
comuns a outras doencas, como gripe, dengue, leptospirose, meningite, dentre outras.
Tardiamente pode surgir o0 exantema maculo-papular, que € um sinal clinico caracteristico da
FMB, porém pode estar ausente em alguns casos, o que dificulta e retarda o diagnostico clinico
e o tratamento (ANGERAM I et al., 2008; BRASIL, 2017).

Em contrapartida, as manifestacGes clinicas dos casos associados a R. parkeri cepa Mata
Atlantica tendem a ser menos graves do que os casos classicos de FMB acometidos por R.
rickettsii. Os casos de FM ocasionados por R. parkeri apresentam os sinais classicos da doenca
(febre, mialgia, cefaléia e exantema maculopapular), porém ocorrem de forma mais branda,
evoluindo para cura. Um sinal caracteristico dessa forma de riquetsiose é a escara de inoculagédo
no local da picada do carrapato e linfoadenopatia (SPOLIDORIO et al., 2010; FACCINI-
MARTINEZ et al., 2018; ARMITANO et al., 2019). Alguns casos podem apresentar
plaquetopenia, leucopenia discreta, e as aminotransferases (AST/TGO, ALT/TGP) podem estar
levemente aumentadas em exames laboratoriais (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018).

O conhecimento sobre sinais clinicos da FM associada a R. felis é escasso, com
indicativo de quadro brando parecido com o ocasionado por R. parkeri cepa Mata Atlantica.
Adicionalmente, em algumas regides do pais (e.g. regido Centro-Oeste, regido Norte e parte da
regido Nordeste) ainda € incipiente o conhecimento agregado sobre FM. Nesse contexto, sdo
observados casos com notada diferenca clinica na regido Centro-Oeste do Brasil (OLIVEIRA
et al., 2016a), sem confirmacdo das espécies de vetores e riquétsias envolvidas. Da mesma
forma, em outros locais do pais, assinalados como novos focos de FM (e.g. Rondonia e
Pernambuco), o conhecimento sobre a historia natural, bioagentes, vetores e reservatorios
envolvidos nos ciclos das riquetsioses é escasso (AGUIRRE et al., 2018; SILVA et al., 2018).

1.2. Riqueétsias do Grupo Febre Maculosa de Patogenicidade Conhecida

As riquétsias sdo bacteérias classificadas como alfaproteobactéria, sendo pertencentes a
ordem Rickettsiales, da familia Rickettsiaceae e do género Rickettsia, o qual se subdivide
geneticamente em quatro grupos: Grupo Ancestral (GA) — composto por riquétsias de

patogenicidade desconhecida, com a Rickettsia bellii, Rickettsia monteiroi e Rickettsia
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canadensis; Grupo Transicional - composto por Rickettsia akari (transmitida por &caros),
Rickettsia australis (transmitida por carrapatos), Rickettsia asemboensis (transmitida por
pulgas) e Rickettsia felis (associada a pulgas e carrapatos); Grupo Tifo (GT) - composto por
Rickettsia prowazekii (transmitida por piolhos) e Rickettsia typhi (transmitida por pulgas); e
Grupo Febre Maculosa (GFM) (ANGERAMI, 2015; SILVA et al., 2017; BLANTON, 2019).

As espécies do GFM tém ampla distribuicéo geogréfica e infectam diversas espécies de
carrapatos. Este grupo compreende o maior nimero de espécies, possuindo cerca de 30 espécies
descritas até 0 momento, das quais pelo menos 15 sdo de patogenicidade conhecida no mundo.
Dentre essas espécies estdo: Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii, Rickettsia sibirica,
Rickettsia japonica, Rickettsia honei, Rickettsia heilongjiangensis, Rickettsia africae,
Rickettsia parkeri, Rickettsia slovaca, Rickettsia raoultii, Rickettsia massiliae, Rickettsia
philippii, Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia monacensis, Rickettsia helvetica e Rickettsia
amblyommatis (BLANTON, 2019). Ocorrendo, pelo menos, seis espécies do género Rickettsia
com patogenicidade conhecida na Ameérica do Sul: R. rickettsii, Rickettsia parkeri sensu stricto
(s.s.), R. parkeri cepa Mata Atlantica, R. felis, R. typhi, R. prowazeki e R. massiliae (LABRUNA
et al., 2009; PAROLA et al., 2013; MARTINS et al., 2014;). Dessas, R. rickettsii e R. parkeri
cepa Mata Atlantica sdo espécies comprovadamente de maior importancia em saude pablica no
Brasil (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; PINTER et al., 2016).

1.3.  Principais vetores de Rickettsia sp. no Brasil

Os carrapatos, assim como outros invertebrados (e.g. insetos, aranhas e acaros),
pertencem ao filo Arthropoda, comp&em a classe Arachnida, sendo considerados pertencentes
a subclasse Acari. Estes artropodes sdo cosmopolitas e relatados parasitando diversos
vertebrados terrestres, tais como os anfibios, repteis, aves e mamiferos - incluindo o ser humano
(hospedeiro acidental) (CAMARGO-NEVES et al., 2004).

Os ixodidas sdo classificados em trés familias (Ixodidae, Argasidae e Nuttalliellidae),
sendo 951 espécies descritas no mundo (DANTAS-TORRES et al., 2019). No Brasil, até o
momento, sabe-se que ocorrem 70 espécies de carrapatos, sendo 47 espécies da familia Ixodidae
(KOCH, 1844) distribuidas em cinco géneros: Amblyomma (KOCH, 1844) com 32 espécies;
Ixodes (LATREILLE, 1795) com nove espécies; Haemaphysalis (KOCH, 1844) com trés
espécies; Rhipicephalus (KOCH, 1844) com duas espécies; e Dermacentor (KOCH, 1844) que
é monotipica (DANTAS-TORRES et al., 2019). Ja a familia Argasidae (CANESTRINI, 1887)

possui 23 espécies distribuidas nos géneros Ornithodoros (KOCH, 1844) com 18 espécies;
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Antricola (COOLEY & KOHLS, 1942) com trés espécies; Argas (LATREILLE, 1795) e
Nothoaspis (KEIRANS & CLIFFORD, 1975) representados por uma unica espécie cada
(DANTAS-TORRES et al., 2019). E importante ressaltar que no Brasil os carrapatos sdo
encontrados em todos os biomas. Entretanto, a distribuicdo desse ectoparasito apresenta
particularidades de acordo com a espécie, por exemplo: algumas espécies sdo relatadas apenas
em areas de Mata Atlantica enquanto outras sdo encontradas em regides do Cerrado (NAVA et
al., 2014; RAMOS et al., 2017).

Por realizarem hematofagia, os carrapatos podem transmitir agentes infecciosos para
seus hospedeiros durante o processo de alimentacao, sendo vetores de patégenos, como: virus,
bactérias, protozoarios e helmintos para os animais, incluindo o homem (LABRUNA, 2004a).
Nas ultimas décadas, as doencas associadas [e.g. Erliquioses, Babesioses, Doenca de Lyme, e
a Febre Maculosa (FM)] aos agentes etiologicos vetorados por esse ectoparasito ganharam um
crescente interesse médico-veterinario e importancia para a saiude publica (PAROLA &
RAOULT, 2001; LEIBY & GILL, 2004).

Diversas espécies de carrapatos tém sido associadas a transmissdo dos bioagentes da
FM em diferentes regides do pais. O carrapato é considerado um reservatério natural, pois pode
permanecer infectado durante todo o seu ciclo de vida e ainda manter a circulacdo da bactéria
através da transmissédo transovariana (da fémea infectada para os ovos) e/ou transestadial (de
um estadio de vida para o outro), o que garante um ciclo endémico prolongado (CAMARGO-
NEVES et al., 2004). Durante seu repasto sanguineo, o ixodideo infectado pode transmitir
riquétsias para uma grande diversidade de hospedeiros mamiferos, e acidentalmente infectar o
homem (CAMARGO-NEVES et al., 2004; SZABO et al., 2013). Devido suas caracteristicas
bioldgicas, carrapatos monoxenos tem sua importancia para a manutencdo do ciclo enzoético
da FM, j& os carrapatos heteroxenos e antropofilicos estdo envolvidos na formacdo de ciclos
epidémicos pela facilidade de transmitir a bactéria entre diferentes hospedeiros (MOURA,
2011; CAMARGO-NEVES et al., 2004), sendo vetores de maior importancia para saude
publica pelo alto potencial de transmisséo de bioagentes patogénicos.

O principal vetor incriminado nos ciclos epidémicos da FM sdo carrapatos do género
Amblyomma [Amblyomma sculptum BERLESE, 1888; Amblyomma ovale KOCH, 1844 e
Amblyomma aureolatum (PALLAS, 1772)]. Nas regides Sudeste e em parte do Sul do Brasil
(regido sul do Estado do Parand), onde se observa os casos mais graves de FM ocasionados por
R. rickettsii, o vetor incriminado sdo carrapatos da espécie A. sculptum, exceto na regido

Metropolitana de S&o Paulo onde o carrapato A. aureolatum é reconhecido como vetor desse



bioagente (PINTER et al., 2016). Em areas de Pampa e Mata Atlantica do Sul, Sudeste e
Nordeste do pais, onde hé relatos de casos mais brandos de FM relacionados com R. parkeri
s.s. e R. parkeri cepa Mata Atlantica, sdo reconhecidos como vetores 0s carrapatos das espécies
Amblyomma tigrinum KOCH, 1844 e A. ovale, respectivamente (FACCINI-MARTINEZ et al.,
2018). Mas isso ndo significa que outras espécies ndo possam estar envolvidas na transmisséo
dos agentes etioldgicos da FM no pais (SZABO et al., 2013). Espécies de outros géneros de
carrapato (e.g. Rhipicephalus spp., Dermacentor sp., dentre outros) podem ser potenciais
vetores dos bioagentes da doenca, visto que ja foram observadas naturalmente infectadas por
riquétsias do GFM (PAROLA et al., 2005).

A espécie Dermacentor nitens (NEUMANN,1897) é parasito habitual de equinos,
muares, asinos e, eventualmente, bovinos, caprinos, caninos, cervideos e felinos silvestres. Ja a
espécie  Rhipicephalus  (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) parasita,
preferencialmente, bovinos, mas outros animais servem de hospedeiros para essa espécie e,
eventualmente, humanos podem ser parasitados devido a proximidade com o hospedeiro
infestado (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Outro ixodideo de relevancia para a salde publica é o Rhipicephalus sanguineus sensu
lato (s.I.) (LATREILLE, 1806), conhecido como carrapato do cdo. Atualmente esse carrapato
compde um complexo com duas espécies descritas na América Latina (MORAES-FILHO et
al., 2011). E um carrapato cosmopolita encontrado em éreas tropicais e subtropicais, e também
em regides do sul da América do Sul. Por este motivo, as espécies do complexo R. sanguineus
encontradas no pais foram denominadas como linhagem “Temperada” e “Tropical”
(MORAES-FILHO etal., 2011; CAETANO et al., 2017). Ainda €é investigado o potencial desse
ixodideo como vetor dos bioagentes da FM no Brasil, pois em outras regides do mundo esse
carrapato possui relatos de parasitismo humano e € incriminado como vetor principal de
riquétsias causadoras de FM (BARROS-BATTESTI et al., 2006; LOULY et al. 20086,
DANTAS-TORRES et al.2006, SERRA-FREIRE 2009, 2010, 2014, SERRA-FREIRE et al.
2011; SERRA-FREIRE 2012, BORSOI, 2015; MENTZ et al. 2016).

1.4. O Estado do Rio Grande do Norte como area silenciosa para Febre Maculosa

Areas silenciosas para FM sdo definidas como regides para a qual nio existem
informagdes sobre a ocorréncia do vetor, e também o conhecimento sobre a historia natural e a
distribuic@o da doenca ainda € incipiente (PINTER et al., 2011). No entanto, a inexisténcia de

casos nem sempre € indicativo de que a FM ndo esteja ocorrendo em uma determinada regiéo.
5



A falta de conhecimento sobre a patologia, a dificuldade de diagndstico pelos médicos e a
precariedade de acesso da populacdo aos servigos de salde contribuem para a existéncia de
areas silenciosas para FM (PINTER et al., 2011).

Até o momento, em algumas regifes do Estado do Rio Grande do Norte, foram
detectados carrapatos potenciais vetores com a presenca de fragmentos de genes de riquétsias
do GFM, bem como alguns casos suspeitos de FM foram reportados, mas sem confirmacéo dos
mesmos (OLIVEIRA et al., 2016). Diante deste fato, o conhecimento sobre dindmica das
riquetsioses na regido ainda é incipiente. Dessa forma, € necessario a realizagdo de estudos em
potenciais vetores e reservatorios, empregando técnicas como as de biologia molecular, para
determinar o real grau de endemicidade dessas &reas, assim como entender os vetores e

reservatorios envolvidos no ciclo epidemioldgico das riquetsioses.



2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Investigar a presenca de Rickettsia spp. em carrapatos oriundos de areas de interesse

epidemioldgico para Febre Maculosa no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

2.2.  Objetivos Especificos

e Determinar as espécies de carrapatos presentes na area de estudo;

e Ultilizar anélises de biologia molecular para concluir o diagndstico especifico dos
ixodideos quando as ferramentas morfoldgicas ndo forem suficientes;

e Pesquisar e identificar, molecularmente, a presenca de riquétsias nos carrapatos

coletados;

o Verificar a frequéncia de ixodideos infectados na &rea de estudo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo de deteccdo molecular de Rickettsia spp. em potenciais vetores
da FM oriundos de quatro municipios do Estado Rio Grande do Norte/ Brasil. O estudo foi
desenvolvido no Laboratoério de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses (LIRN) do
Instituto Oswaldo Cruz (I0C) — Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) /Rio de Janeiro (RJ).

3.2.  Areace periodo de estudo

O Rio Grande do Norte (RN) é um Estado situado na regido nordeste do Brasil, com
extensdo territorial de 52.809,602 km?, e € composto por 167 municipios, com populacédo
estimada em 3.479.010 habitantes (IBGE, 2019). O Estado ¢ dividido em quatro macrorregides:
Agreste Potiguar, Leste Potiguar, Central Potiguar e Oeste Potiguar. No Estado estdo presentes
0s biomas Mata Atlantica e Caatinga. A Mata Atlantica esta distribuida pelo litoral potiguar,
enguanto a Caatinga ocupa o restante do territorio do Estado. O clima predominante é semiarido
quente, exceto no litoral oriental onde o clima € tropical imido. Devido a acéo antropica, a area
vegetal vem sendo cada vez mais destruida, causando desertificacdo e o enfraquecimento da
biodiversidade (BRASIL, 2018).

Os carrapatos foram coletados, no periodo de 2014 a 2016, nos municipios de Natal,
Parnamirim e Sdo Gongalo do Amarante (pertencentes ao Leste Potiguar) em bioma de Mata
Atlantica, e no municipio de Santa Cruz (Agreste Potiguar) no bioma Caatinga do Estado do
Rio Grande do Norte, no nordeste do Brasil (Figura 1). As coletas foram realizadas por equipes
das Secretarias Municipais e Estadual de Salde do Rio Grande do Norte em areas publicas ou
privadas-como parques, canis, haras, fazendas, residéncias e abrigos de animais domésticos e
silvestres. Essas amostras foram obtidas durante vigilancia de ambiente para FM, realizadas
apos o Estado ter participado do treinamento de capacitacdo técnica em investigacdo de casos
e vigilancia de ambiente da FM em &reas consideradas silenciosas para doenga atraves da Rede
Nacional de Vigilancia de Ambientes para Febre Maculosa e outras Rickettsioses, do Ministério
da Saude do Brasil, em parceria com o LIRN/FIOCRUZ.



Figura 1. Mapa do Brasil, no canto superior esquerdo, com o estado do Rio Grande do Norte destacado
em branco. No centro da imagem, ressaltado em amarelo, estd o mapa do Estado do Rio Grande do
Norte com indicacdo dos municipios analisados. 1) Natal; 2) Parnamirim; 3) Santa Cruz e 4) S&o
Goncalo do Amarante. Fonte: Albuquerque M. P., 2019.

Google Earth

3.3. Coleta e acondicionamento de ixodideos

As coletas dos ixodideos foram realizadas em hospedeiros (cées, bois, cavalos e asnos)
e nos ambientes onde esses vertebrados viviam. No ambiente, os espécimes foram coletados
com auxilio da técnica de arrasto de flanela, armadilha de CO2 ou por busca ativa, e nos
hospedeiros por tor¢do continua em torno do proprio eixo longitudinal do idiossoma. As
amostras foram definidas por espécimes coletados em um mesmo hospedeiro ou ambiente.
Apbs a coleta, os ectoparasitos foram armazenados em tubos plasticos contendo isopropanol
P.A. e encaminhados ao LIRN/FIOCRUZ, juntamente com as fichas de encaminhamento das

amostras.

3.4.  Triagem e identificagdo morfoldgica dos carrapatos
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As amostras de carrapatos foram triadas e identificadas seguindo o Procedimento
Operacional Padréo para a Identificacdo Taxondmica de Vetores das Riquetsioses (POP-LIRN-
017), elaborado e implementado pelo laboratério.

Para a identificacdo morfologica dos carrapatos, foram utilizados estereomicroscépio,
chaves dicotdmicas e descri¢cdes de AMORIM et al., (1997) para larvas de D. nitens e YUNKER
et al., (1986) para ninfas dessa espécie; NAVA et al., (2018) para larvas e ninfas do género
Rhipicephalus; ARAGAO & FONSECA (1961) e BARROS-BATTESTI et al., (2006) para
adultos de ixodideo.

Posteriormente, os espécimes coletados foram separados em aliquotas para serem
submetidas as andlises moleculares. Para cada amostra, aproximadamente 30% de seus
exemplares foram preparados em aliquotas, de acordo com a espécie, estadio (larvas, ninfas e
adultos) e sexo (fémea e macho). As aliquotas foram compostas por exemplares unitarios
(ninfas e adultos) ou em “pool” (10 larvas de carrapatos). Todas as aliquotas elaboradas foram
submetidas a extracdo de DNA total pela técnica de extragdo por sal NaCl (ALJANABI &
MARTINEZ, 1997).

3.5.  Extracdo Total de DNA dos carrapatos

Para obtencdo de DNA genémico (DNAQ), inicialmente, cada aliquota foi macerada em
nitrogénio liquido (N2) com o auxilio de bastdo de vidro. Em seguida, foi adicionado 400uL de
Buffer A (NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM pH 8,0; Tris HCI 10 mM pH 8,0), 40 uL de SDS 20% e 8
pL de Proteinase K 20 mg/mL (Invitrogen, Califérnia, EUA). Cada amostra foi homogeneizada
no voértex e incubada em banho Maria a 55-56° C por 1 hora.

Apbs a incubacdo, foi adicionado ao tubo 300 L de solucdo de NaCl 6M e as amostras
foram homogeneizada no vortex. Em seguida, os tubos contendo as amostras foram
centrifugados a 10000 rpm por 30 minutos a 4°C. Aproximadamente 600 pL do sobrenadante
foram transferidos para um novo tubo, e foi adicionado volume igual de isopropanol P.A. para
a precipitacdo do DNA por 1 hora a -20 °C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
10000 rpm/ 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado.

Para a lavagem do pellet foi adicionado 600 puL de Etanol 70% e centrifugado a 10000
rpm/ 10 min. O sobrenadante foi desprezado, os tubos foram invertidos em papel toalha e
deixados abertos para secagem. Por fim, 0 DNAg extraido foi ressuspendido em 25 pL de H20O
MiliQ livre de DNases e RNases e armazenado a 20 °C negativos para posterior analise

(ALJANABI & MARTINEZ, 1997).
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3.6.  Pesquisa de Rickettsia spp.

Todas as amostras que tiveram seu DNAg extraido foram submetidas a pesquisa de
Rickettsia spp. através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior visualizagdo dos
fragmentos de DNA amplificados.

Para essa pesquisa foram utilizados oligonucleotideo género-especificos como o gltA
(gene citrato sintase) e grupos-especificos tais como o htrA (do inglés, “High-temperature
requirement A”’) que codifica a proteina estrutural de membrana de 17 kilodaltons, o gene da
proteina externa de membrana B (ompB- do inglés, “outer membrane protein B”) ¢ o gene da
proteina externa de membrana A (ompA- do inglés, “outer membrane protein A”). Todos 0S
oligonucleotideos e protocolos de amplificacdo utilizados estdo disponiveis na literatura
(Tabela 1). Em todas as reacOes foi utilizado como controle positivo DNA de R. rickettsii e
agua Milli-Q livre de DNases e RNases como controle negativo.

As amplificacdes, através da PCR, foram realizadas no termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, Califérnia, EUA).

Tabela 1. Iniciadores e referéncias dos protocolos de amplificacdo utilizados na PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase) para a pesquisa de riquétsias nas amostras de carrapatos coletados no
Rio Grande do Norte/ Brasil.

Alvo dadetecdo  Gene Técnica utilizada Iniciador Sequéncia de nucleotideo (5'- 3') Fragmento (pb) Referéncia
CS2-78 5-GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3'
401 LABRUNA et al., 2004
gltA PCR CS2323  5-GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3 eta, 220
Rickettsia sp.
(Género especflico) 1° round 17k-5 5-GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA-3' 549 LABRUNA et al. 2004b
PCR nested 17k-3 5-TGTCTATCAATTCACAACTTGCC-3' !
htrA
2° round 17Kd1 5-GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3'
434 WEBB etal,, 1990
17Kd2 5-CATTGTTCGTCAGGTTGGCG-3 ed
1° round ompB-OF  5-GTA-ACC-GGA-AGT-AAT-CGT-TTC-GTA-A-3 511

ompB-OR 5'-CTT-TAT-AAC-CAG-CTA-AAC-CAC-C-3'

Rickettsia sp. ~ ompB PCR nested CHOletal., 2005

(GFM+GD) 2°round  OmpBSFG-IF  5-GTT-TAA-TAC-GTG-CTG-CTA-ACC-AA-3' 495
ompB SFGTG-R  5-GGT-TTG-GCC-CAT-ATA-CCA-TAA-G-3'
) . Rr 190.70p 5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3'
Rickettsia sp. GFM ompA PCR Rr 1906021 5-AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT S 532 REGNERY etal., 1991

GFM, Grupo Febre Maculosa; GT, Grupo Tifo.
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3.7.  ldentificacdo molecular das linhagens de Rhipicephalus sanguineus

Para determinar a qual linhagem os exemplares de R. sanguineus s.l. do Rio Grande do
Norte pertencem, foram analisadas 21 amostras de trés municipios (Natal, Parnamirim e Santa
Cruz) estudados. Esses individuos foram submetidos a amplificacdo de fragmento parcial
(aproximadamente 460 pb) do gene mitocondrial 16S rDNA utilizando os oligonucleotideos
16S+1 (5’-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3) e 16S-1 (5°-
GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT-3") (MANGOLD et al., 1998).

3.8.  Andlise eletroforética dos produtos amplificados

Apds a amplificacdo, de cada gene, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 2%, em cuba horizontal com tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA, pH 8,0), em
voltagem aproximada de 89 volts por 60 minutos. Utilizou-se marcador de peso molecular de
100 bp DNA Ladder (Ludwig Biotec). Posteriormente, os géis foram corados em solucédo de
TAE 1X com brometo de etidio por 10 minutos (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).

A visualizacdo dos géis e a fotodocumentacdo dos mesmos foram efetuadas utilizando

0 equipamento MiniBis Pro (DNR Bio- Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel).

3.9.  Sequenciamento dos fragmentos amplificados de DNA

Todos os produtos da PCR (amplicons) obtidos correspondendo ao tamanho de DNA
esperado, para cada gene, foram selecionados para a purificacdo e sequenciamento.

3.9.1. Purificagdo dos produtos da PCR
A purificagdo dos produtos da PCR foi realizada com o kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean up System (Promega, Corp., Madison, W1, EUA), de acordo com o manual do fabricante.

Os amplicons purificados foram encaminhados para o sequenciamento do DNA.

3.9.2. Sequenciamento do DNA

O sequenciamento do DNA foi realizado na Plataforma de sequenciamento de DNA
(PDTIS) da FIOCRUZ/ RJ. As reagdes de sequenciamento foram executadas utilizando o
BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, California,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Nessas reagdes, foram empregados 0s

mesmos oligonucleotideos utilizados na PCR para determinagdo das sequéncias em ambas as
12



direcdes (3°- 5° ¢ 5°- 3”). Posteriormente, as amostras foram precipitadas, ressuspendidas em
formamida e aplicadas em sequenciador automético ABI 3730 xI (Applied Biosystems,

Carlsbad, Califérnia, EUA) para leitura das sequéncias.

3.9.3 Andlise das sequéncias nucleotidicas

Todas as sequéncias obtidas foram editadas manualmente e as sequéncias consenso
geradas no programa ChromasPro 1.5 (Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Qld, Australia).
Inicialmente essas sequéncias foram identificadas, por avaliacdo de similaridade, através de
analise comparativa com as sequéncias depositadas no “GenBank”, com auxilio do BLASTN
(“Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotide”).

As sequéncias obtidas e sequéncias disponiveis no “GenBank”, para cada gene
analisado, foram automaticamente alinhadas através do algoritmo de alinhamento multiplo
ClustalW (THOMPSON et al., 1994), disponivel no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al.,
2013). Todos os alinhamentos foram inspecionados manualmente e os genes codificantes de
proteinas foram traduzidos para aminoacidos para verificar a presenca de pseudogenes e

confirmar a existéncia de homologia, onde nenhum cddon de parada foi observado.

3.10. Analises Filogenéticas

Para investigar as relagdes evolutivas entre as amostras de carrapatos identificadas
molecularmente, bem como entre as riquétsias detectadas, foram realizadas analises
filogenéticas, separadamente, para as sequéncias dos marcadores obtidos dos carrapatos e das
riquétsias. Para isso, foram utilizadas sequéncias geradas no atual trabalho e sequéncias
disponiveis no “GenBank”.

Nas anélises concatenadas, o programa SeaView (GOUY et al., 2009) foi utilizado para
concatenar os alinhamentos dos genes investigados de cada organismo estudado. As inferéncias
filogenéticas, através de analise de méxima verossimilhanca, foram realizadas no programa
PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010) utilizando o modelo evolutivo (através do “Bayesian
Information Criterion”) indicado pelo programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013) que
melhor se ajustava ao conjunto de dados analisados (para o alinhamento do gene 16S rDNA
dos carrapatos foi utilizado o modelo evolutivo T92 e para o alinhamento dos marcadores htrA+
ompB das riquétsias foi empregado o modelo evolutivo T92+G). Valores de apoio estatistico
dos ramos internos foram estimados com o teste aLRT (“approximate likelihood ratio test)

com 1000 réplicas (ANISIMOVA & GASCUEL, 2006).
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4. RESULTADOS

4.1. Espécies de carrapatos identificadas

Foram analisados 1463 carrapatos e identificadas trés espécies de ixodideo: D. nitens
com 882 espécimes, R. sanguineus s.l. com 466 exemplares e R. microplus com 115 individuos.
A espécie mais abundante foi D. nitens (60,29% dos espécimes analisados) e a menos abundante
foi R. microplus (7,86% dos carrapatos estudados) (Tabela 2).

Nos municipios de Santa Cruz e Parnamirim s0 foram coletados exemplares de R.
sanguineus s. I., nos outros dois municipios (S8o0 Gonc¢alo do Amarante e Natal) estudados
foram observadas a presenca de D. nitens, R. microplus e R. sanguineus s.I. (Tabela 2). A maior
parte dos carrapatos coletados nos municipios correspondeu ao estadio adulto, sendo fémeas
com 593 espécimes (40,53%), seguido por macho com 442 espécimes (30,21%). Os estadios
imaturos totalizaram 428 espécimes, sendo 336 (22,97%) ninfas e 92 (6,29%) larvas (Tabela
3).

No municipio de Natal foi observado o maior nimero de vetores coletados (1097
individuos — 74,98%), seguido de Sdo Goncalo do Amarante (175 ixodideos — 11,96%),
Parnamirim (142 exemplares — 9,71%) e Santa Cruz (49 individuos — 3,35%) (Tabela 3).

Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa de potenciais vetores de riquétsias coletados por municipios
analisados do Rio Grande do Norte/ Brasil, no periodo de 2014 a 2016.

Agreste Potiguar Leste Potiguar
Total
espécimes
a %
Espécie Santa Cruz Parnamirim Sdo Gongalo Natal )
do Amarante
Dermacentor 0 0 120 762 882 (60,29)
nitens
Rhlplcephalus 0 0 53 62 115 (7,86)
microplus
Rhlcgphalus 49 142 2 273 466 (31,85)
sanguineus s.l.
Total de
carrapatos por 49 (3,35) 142 (9,71)  175(11,96) 1097 (74,98) 1463 (100,00)

municipio (%)

Legenda: s.l. - sensu lato
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Tabela 3. Espécies de potenciais vetores coletadas, no periodo de 2014 a 2016, para pesquisa de riquétsias
em areas silenciosas para Febre Maculosa no Estado do Rio Grande do Norte/ Brasil.

Regido Espécies identificadas por municipio Estadio — Total de espécimes
L N Macho Fémea
5]
% Santa Cruz 0 9 26 14 49
o
a
[
g
= Rhipicephalus sanguineus s.I. 0 9 26 14 49
<
Natal 87 252 312 446 1097
Dermacentor nitens 87 216 209 250 762
Rhipicephalus microplus 0 19 13 30 62
Rhipicephalus sanguineus s.I. 0 17 90 166 273
S Parnamirim 0 34 57 51 142
(=2}
°
o
9
§ Rhipicephalus sanguineus s.I. 0 34 57 51 142
S&o Gongalo do Amarante 5 41 a7 82 175
Dermacentor nitens 5 30 39 46 120
Rhipicephalus microplus 0 11 8 34 53
Rhipicephalus sanguineus s.I. 0 0 0 2 2
Total por estadio (%) 92 (6,29) 336 (22,97) 442 (30,21) 593 (40,53) 1463 (100,00)

Legenda: L - Larva, N - Ninfa, s.l.- sensu lato.
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4.2. ldentificacdo e reconstrucdo filogenética de linhagens de Rhipicephalus

sanguineus

As sequéncias obtidas de R. sanguineus apresentaram 100% de identidade (359/359)
com diversas outras sequéncias desse ixodideo disponiveis no “GenBank”(e.g. GU553074,
MG793429, KT382448, KR653222, KR909459, KR909459, JX997392, JX997391, JX206981,
JX206980, MG651947, MH018802, MF351575, MF351574, MF351572, KX632154,
KX793745, KT382446, KP866201, KP830114, KR909458, KC170744, JX416325, JX997388,
JX997387, MG651947, MH018824, MH018820, MH018816, MH018809, MH018826,
MH018832, MH018836 e MH018841) de diferentes paises (e.g. Brasil, Paraguai, Colémbia,
Chile, México, Cuba, Polinésia, Estados Unidos, RUssia, Tailandia, Africa e China).

Na reconstrucdo filogenética, baseada em dados de andlises anteriores (MORAES-
FILHO et al., 2011), foi possivel observar que todos os exemplares de R. sanguineus do Rio
Grande do Norte pertencem a linhagem Tropical dessa espécie. Das amostras analisadas desse
Estado, 15 exemplares dos municipios de Natal e Parnamirim ficaram no mesmo grupo do
Hapldtipo A de R. sanguineus linhagem Tropical anteriormente identificado para o Brasil
(Minas Gerais, Mato Grosso, Pernambuco e Ceard). Uma amostra de Natal (LIC 7789A2) ficou
proxima do Hapl6tipo C de R. sanguineus linhagem Tropical identificado previamente na
Colémbia e outra amostra do municipio de Natal (LIC 7784A) agrupou com o Hapl6tipo B de
R. sanguineus linhagem Tropical detectado na Venezuela, Panama, Costa Rica, México e
Brasil. As amostras do municipio de Santa Cruz (Caatinga) formaram um grupo isolado dentro
das sequéncias de R. sanguineus linhagem Tropical, ndo agrupando com nenhum Haplétipo

previamente identificado para essa linhagem (Figura 2).
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Figura 2. Filogenia de fragmento do gene mitocondrial 16S rDNA de carrapatos Rhipicephalus sanguineus sensu lato inferida por anélise de maxima
verossimilhanga com modelo evolutivo T92. Os niimeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% “cut-off”).

Amostra LIC 7123A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7779A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 6426B1- Rhipicephalus sanguineus {Parnamirim/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 6426A1- Rhipicephalus sanguineus (Parnamirim/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 6425A- Rhipicephalus sanguineus (Parnamirim/ Rio Grande do Norte- Brasil}

Amostra LIC 7117B- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil}

Amostra LIC 7117A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7769B- Rhipicephalus sanguineus (Natal! Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7581A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7585A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7593A- Rhipicephalus sanguineus {Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7595B1- Rhipicephaius sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7595A1- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7785A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 7720A1- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Rhipicephalus sanguineus Cepa Tropical- Haplatipo A [Brasil, (Minas Gerais, Mato Grosso, Pernambuco & Ceara) (GU553074)
IAmostra LIC 7789A2- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Rhipicephalus sanguineus Cepa Tropical- Haplotipo C (Colembia) (GU553076)

[Amostra LIC 7784A- Rhipicephalus sanguineus (Natal/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Rhipicephalus sanguinetus Cepa Tropical- Haplétipo B [Venezuela, Panama, Costa Rica, México e Brasil {Santa Catarina, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Rhipicephalus sanguineus (Africa do Sul) (GU553079) Paraiba. Piaui, Amapa e Rondonia)] (GUS53075)
Amostra LIC 6062B2- Rhipicephalus sanguineus {Santa Cruz/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 6062B1- Rhipicephalus sanguineus (Santa Cruzf Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 6062C2- Rhipicephalus sanguineus (Santa Cruz/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Amostra LIC 6062C1- Rhipicephalus sanguineus (Santa Cruz/ Rio Grande do Norte- Brasil)

Rhipicephalus turanicus (Africa do Sul) (GU553080)
- Rhipicephalus sanguineus (Espanha) (GU553081)
93% |Rhipicephalus sanguineus Cepa Temperada- Haplétipo F (Argentina) (GU553078)
Rhipicephaius sanguineus Cepa Temperada- Hapldtipo E [Uruguai, Brasil (Rio Grande do Sul)] {GU553084)
Rhipicephaius sanguineus Cepa Temperada- Haplétipo D (Chile) (GU553077)

———Rhipicephalus turanicus (Espanha) (GU553082)
L Rhipicephalus sanguineus (Itlia) (GU553083)

95%

92%

0.004
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4.3. ldentificacdo e reconstrucdo filogenética para Rickettsia spp. detectadas nos

carrapatos

Das 383 amostras de carrapatos submetidas a pesquisa de riquétsia, foi possivel detectar
a presenca de fragmentos de genes dessa bactéria apenas através da PCR nested (genes htrA e
ompB) em trés amostras procedentes do municipio de Natal: em um macho (LIC 7589A1,
deteccdo de fragmento do gene htrA) e em uma fémea (LIC7761B1, deteccdo de fragmento do
gene ompB) de R. sanguineus linhagem Tropical, e em um macho de D. nitens (LIC7772A2,

deteccdo de fragmento do gene htrA) (Figura 3; Tabelas 4 e 5).

Figura 3. Mapa do Rio Grande do Norte, com destaque para 0 municipio de Natal, indicando a
localizagdo das amostras nas quais foram detectadas a presenca de fragmentos dos genes ompB e htrA
de riquétsia. Fonte: Albuguerque, M. P., 2019.

Legenda

Amostras Positivas
* ompB
* htrd

A sequéncia do fragmento do gene htrA do macho de R. sanguineus linhagem Tropical
apresentou 100% de identidade com R. felis, ja a fémea de R. sanguineus linhagem Tropical e
0 macho de D. nitens tiveram identidade com R. parkeri cepa Mata Atlantica (Tabela 5). Na
reconstrugdo filogenética, essas amostras agruparam com as mesmas espécies e cepas de
riquétsias com as quais tiveram identidade (Figura 4).

A frequéncia de vetores infectados com riquétsia em todos os municipios estudados foi

de 0,78% (3/383) e no municipio detectado foi de 0,96% (3/314). J& a frequéncia por espécies
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segundo o sexo foi de 1,47% (1/68) para macho e fémea de R. sanguineus linhagem Tropical,

respectivamente, e 1,72% (1/58) para macho de D. nitens (Tabela 5).

Tabela 4. Dados das amostras de carrapatos coletados no Rio Grande do Norte/ Brasil que

amplificaram fragmentos de genes de riquétsias e a identificacdo molecular dessas riquétsias
através do BLASTN (“Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide™).

Amostra analisada

dentificacdo Molecular da riquétsia utilizando o BLASTN para pesquisar no " GenBank'"

Amostras LIC dentificagéo Gene Espécie identificada Identidade  Nimero de Acesso "GenBank"
LIC 7589A1  Rhipicephalus sanguineus, 1 Macho ~ htrA Ricketsia felis 100% (376/376) CP000053
LIC7772A2  Dermacentor nitens, 1 Macho hr A Rickettsia parkeri cepa Mata Atiantica 100% (427/427) KJ855084
LIC 776181  Rhipicephalus sanguineus, 1 Fémea  ompB Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica 99,51% (403/405) CP040325
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Tabela 5. Espécies de carrapatos detectadas infectadas com riquétsias nos municipios estudados do Estado do Rio Grande do Norte/ Brasil, no periodo de
2014 a 2016.

Regido Municipio Espécie Estadio N° de carrapatos coletados N° de carrapatos testados  Amostras Positivas (%)
IS L - - R
=}
: Rhipicephal ineus linhagem Tropical N ° ) ’
ipicephalus sanguineus linhagem Tropica
% Santa Cruz o e : P M 26 3 °
g F 14 3 -
(=)

< Sub Total 49 6 -
L - - -
. . . . N 17 12 -

Rhipicephalus sanguineus linhagem Tropical M 90 68 1(1.47)

F 166 68 1(1,47)
L = = o
- ) N 19 - -
Natal Rhipicephalus microplus M 13 ) )
F 30 3 -
L 87 20 -
Dermacentor nitens N 216 32 -

M 209 58 1(1,72)
F 250 53 -

Sub Total 1097 314 3(0,96)
g L - : :
4 Rhipicephalus sanguineus linhagem Tropical N 34 ° )
R Parnamirim picep 9 g p M 57 11 =
g F 51 11 -
@ Sub Total 142 27 -
L o o o
Rhipicephalus sanguineus linhagem Tropical M ) ) )
F 2 2 -
L 5 =
N 11 - -

Rhipicephal i I

Sé&o Goncalo do Amarante picephallis micropius M 8 3 -
F 34 6 -
L 5 - -
) N 30 6 -
Dermacentor nitens M 29 9 )
E 46 10 -
Sub Total 175 36 -

Total 1463 383 3(0,78)

Legenda: L - Larva, N - Ninfa, F - Fémea, M - Macho.
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Figura 4. Filogenia concatenada de fragmentos dos genes htrA e ompB de riquétsias, detectados em carrapatos coletados durante vigilancia da Febre
Maculosa no Estado do Rio Grande do Norte/ Brasil, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo evolutivo T92+G. Os nUmeros nos

ramos apontam valores de apoio estatistico (70% “cut-off”). As estrelas (#) indicam sequéncias obtidas no presente trabalho.

Rickettsia parkeri cepa Atlantic rainforest (J855084/ KJ855086)

Rickettsia parkeri cepa Atlantic rainforest (cPo40325)

WAmostra LIC 7772A2, Dermacentor nitens, 1 Macho, Natal/ Rio Grande do Norte
88%| “Amostra LIC 7761B1, Rhipicephalus sanguineus linhagem Tropical, 1 Fémea, Natal/ Rio Grande do Norte
Rickettsia parkeri sensu stricto (CP003341)
849 92%

°l“Rickettsia parkeri strain NOD (EU567178/ EU567179)

92%|r Rickettsia africae (CP001612)
Candidatus Rickettsia paranaensis (kx018052/ KX018050)

“Rickettsia sibirica (AABW01000001)
Rickettsia conorii (NC_003103)
100%| L Rickettsia slovaca (cPoozazs)
g:]ickettsia peacockii (CP001227)
(]
Rickettsia rickettsii (CP003305)
Rickettsia japonica (AP017574)
00%
100% Rickettsia heilongjiangensis (CP002912)
Rickettsia rhipicephali (cP013133)
100% »
8 lﬁ?n:.kettsna massiliae (CP000683)
TQQO/Rickeﬂsia amblyommatis (CP015012)
0
Candidatus Rickettsia andeanae (Ky402193/ GU395297)

89%

94%

Rickettsia montanensis (CP003340)

ickettsia australis (CP003338)
Rickettsia akari (CP000847)
Rickettsia asemboensis (JWSW00000000)

95%
° Rickettsia felis (CP000053)
wAmostra LIC 7589A1, Rhipicephalus sanguineus linhagem Tropical, 1 Macho, Natal/ Rio Grande do Norte

100%
100% [~ Rickettsia typhi (NC_006142)

|—Rickeh‘sia prowazekii (CP001584)

Rickettsia bellii (cPo00087)

0.04
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5. DISCUSSAO

Apesar de estudo previo ter detectado a presenga de fragmentos de genes de riquétsia
em carrapatos R. microplus do Rio Grande do Norte, tal estudo néo identificou as riquétsias
presentes nesses ixodideos (Oliveira et al., 2016b). Portanto, o atual trabalho faz a primeira
identificacdo de espécies de riquétsias em carrapatos no Estado do Rio Grande do Norte, area
até entéo considerada silenciosa para FM.

As espécies de carrapatos identificadas no presente estudo, D. nitens, R. microplus e R.
sanguineus s. |., sdo as mesmas relatadas por Oliveira e colaboradores (2016) para o Estado
durante treinamentos para vigilancia de ambiente e investigacdo de casos de FM. A presenca
de apenas trés espécies de carrapatos, indica que as coletas foram realizadas em determinados
hospedeiros e em ambientes proximos a eles, por este motivo observa-se a baixa diversidade de
espécies de carrapatos. Vale ressaltar que o esforgo de captura empregado entre 0s municipios
podem ser diferentes e, consequentemente, o total de espécimes coletados entre regides
analisadas sao diferentes.

Tendo em vista que as amostras foram obtidas durante vigilancia de ambiente para FM,
ap6s um recém treinamento de capacitacdo técnica em investigacdo de casos e vigilancia de
ambiente da FM, observa-se que a vigilancia de ambientes no Estado ainda é rudimentar. E, por
isso, é de fundamental importancia a uniformizacdo e intensificacdo de diferentes formas e
métodos de coleta de ixodideos em diferentes hospedeiros e ambientes dos locais provaveis de
infeccdo para FM. Dessa forma, ampliaria a diversidade e distribuicdo da fauna de carrapatos
e, consequentemente, auxiliaria no entendimento dos ciclos da FM através de analises futuras
no Rio Grande do Norte.

Dentre as espécies identificadas no presente estudo, R. sanguineus s. I. foi a Unica
espeécie coletada em todos os municipios (Tabela 2), isto pode estar atrelado ao fato da coleta
ter sido realizada em cdes. Também cabe ressaltar, que R. sanguineus € o carrapato mais
disseminado em cdes e possui maior alcance zoogeogréafico, se comparado a outras espécies de
carrapatos (GUIMARAES et al., 2001).

No presente estudo, observa-se que ndo foram encontradas espécies do género
Amblyomma (A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum) que sdo consideradas as principais
espécies relacionadas a transmissdo de bioagentes da FM. A espécie A. sculptum encontra-se
distribuida na regido Nordeste (Pernambuco, Piaui), Centro Oeste, Sudeste, e no Norte do
Parana (NAVA et al., 2014), parasita preferencialmente equideos, porém possuem baixa

especificidade parasitaria. A auséncia de A. sculptum pode estar relacionado aos métodos de
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captura, como também, a baixa especificidade parasitaria dessa espécie, ja que foram feitas
coletas em equinos e nenhum A. sculptum foi coletado.

O reconhecimento e a identificacdo das espéecies de potenciais vetores que ocorrem em
uma determinada regido é importante para o entendimento do seu papel epidemioldgico no
cenario da saude publica, pois a competéncia vetorial pode diferir entre as linhagens de uma
mesma espécie. Diante disso, alguns exemplares de Rhipicephalus sanguineus s. |. foram
submetidos a identificagdo molecular e foi observado que todos os exemplares coletados no
Estado do Rio Grande Norte pertenciam a linhagem Tropical dessa espécie.

As anélises filogenéticas para essa espécie de carrapato agruparam as amostras do Rio
Grande Norte em clado composto apenas por exemplares da linhagem Tropical desse ixodideo,
Hapldtipos A — C (Figura 2). Esse dado corrobora o estudo de MORAES-FILHO e
colaboradores (2011), onde foi observado que os exemplares de R. sanguineus oriundos da
regido norte da América do Sul pertenciam a linhagem Tropical desse carrapato (MORAES-
FILHO et al., 2011). Alguns estudos correlacionam a dispersdo dessas espécies a fatores
ambientais e biologicos, onde a auséncia de linhagens temperadas em regides tropicais do Brasil
é correlacionada a diapausa apresentada por carrapatos adultos logo ap6s a muda de ninfas; e a
auséncia das linhagens tropicais nas regides temperadas do pais pode estar relacionada a
linhagem tropical ndo entrar em diapausa, tornando essa linhagem mais sensivel aos efeitos
letais do inverno nessas regibes (ZEMTSOVA et al., 2016; CAETANO et al., 2017;
LABRUNA et al., 2017).

Das amostras de R. sanguineus linhagem Tropical analisadas do Rio Grande Norte, a
maioria é geneticamente relacionada com o Hapl6tipo A, mostrando-se proximas a exemplares
previamente estudados do Brasil (Minas Gerais, Mato Grosso, Pernambuco e Ceara). Apenas
duas amostras agruparam com Haplétipos B (identificado anteriormente na Venezuela,
Panamé, Costa Rica, México e Brasil) e com o Haplétipo C (ja relatado para Colémbia).
Entretanto, as amostras do municipio de Santa Cruz (bioma Caatinga) ndo agruparam com
nenhum Hapldtipo previamente identificado para linhagem Tropical de R. sanguineus.
Evidenciando, assim, que a diversidade dessa linhagem de carrapato pode ser maior do que
previamente relatado (MORAES-FILHO et al., 2011; CAETANO et al., 2016). O que pode ser
indicativo que na Caatinga a linhagem Tropical de R. sanguineus possui peculiaridades em
relacdo a carrapatos oriundos de area de Mata Atlantica.

A identificacdo de carrapatos da espécie R. sanguineus linhagem Tropical - parasitando
cdes - infectados por R. felis e R. parkeri cepa Mata Atlantica € fato inédito no Estado do Rio
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Grande do Norte. O mesmo observa-se para o carrapato da espécie D. nitens, parasitando asno,
infectado por R. parkeri cepa Mata Atlantica. Vale ressaltar que essas espécies de ixodideos ja
foram reportadas parasitando humanos (DANTAS-TORRES et al., 2006; GUGLIELMONE et
al., 2006; LOULY et al. 2006, SERRA-FREIRE 2009, 2010, 2014, SERRA-FREIRE et al. 2011
; SERRA-FREIRE 2012, BORSOI, 2015; MENTZ et al. 2016). Devido suas caracteristicas
bioldgicas, carrapatos monoxenos (e.g. D. nitens) tem sua importancia para a manutencéo do
ciclo enzodtico da FM, ja os carrapatos heteroxenos (e.g. bbR. sanguineus s.1.) e antropofilicos
estdo envolvidos na formacéo de ciclos epidémicos pela facilidade de transmitir a bactéria entre
diferentes hospedeiros. A deteccdo desses bioagentes da FM em carrapatos antropofilicos, além
de demonstrar a circulacdo de riquétsias do GFM e Grupo Transicional em area de Mata
Atlantica no Municipio de Natal, evidencia a possibilidade de ocorréncia de surtos epidémicos
de FM na regido.

Alguns estudos reforcam a relacdo de areas com expansdo urbana e desmatamento na
dindmica epidemioldgica de FM (MARTINIANO-MOURA et al., 2014; MONTENEGRO et
al., 2017). Nesse sentido, a Mata Atlantica é um dos maiores biomas do Brasil que sofre intensas
transformacdes devido a acdo antropica. O municipio de Natal exibe esse perfil, com éareas
degradas e urbanizadas por intensas acdes antrépicas. Nesse contexto, 0 municipio estudado
torna-se um local potencial para ocorréncia de casos de FM.

Neste estudo foi possivel detectar riquétsias em carrapatos do municipio de Natal
(Figura 4) apenas pelo método de “PCR nested”, que é mais sensivel a deteccdo de cdpias do
DNA alvo do que a PCR convencional. Evidenciando, assim, que a infeccdo de ixodideos por
riquétsias no Rio Grande Norte ndo deve ser alta. De maneira geral, as infec¢Ges de carrapatos
por riquétsias causam efeitos deleterios aos artrépodes, e isso ja foi observado na infecgéo de
R. parkeri cepa Mata Atléntica e Rickettsia parkeri cepa NOD nos carrapatos R. microplus e
Amblyomma triste KOCH, 1844, respectivamente (NIERI-BASTOS et al., 2013; CORDEIRO,
etal., 2017). Os autores PINTER & LABRUNA (2006) consideraram esse fator primordial para
baixa taxa de infeccdo entre artropodes, o que reforca a ideia do Estado estudado ser
considerado area silenciosa para FM. Entretanto, mesmo ndo havendo registros de casos
confirmados da doenca no Rio Grande Norte, a detecgdo de R. parkeri cepa Mata Atlantica e
R. felis, bioagentes reconhecidos da FM no Brasil, evidencia o potencial risco da area para
ocorréncia de casos de FM.

A identificacdo de R. sanguineus linhagem Tropical infectado por R. parkeri cepa Mata
Atlantica é um dado relevante ja que esse artropode é comumente observado parasitando caes
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domeésticos. Esse hospedeiro pode desempenhar um papel importante no ciclo enzo6tico da FM,
atuando como hospedeiro amplificador de riquétsias (PINTER et al., 2008; SCINACHI, et al.
2016). Alem disso, cdes possuem contato direto com humanos, podendo levar ectoparasitos de
onde caminham para o domicilio, possibilitando um cenario de transmissao de bioagentes da
FM para humanos.

Entretanto, em outras regifes de area de Mata Atlantica do Sul, Sudeste e Nordeste do
pais o carrapato A. ovale € relacionado como vetor competente da FM causada por R. parkeri
cepa Mata Atlantica (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018). Além disso, outro cenério de
transmissdo da doencga foi relatado no Estado do Rio Grande do Sul, onde foram coletados
carrapatos Amblyomma tigrinum KOCH, 1844 infectados por R. parkeri s.s. com relatos de FM
em humanos. Sendo assim, a chance de que um possivel ciclo epidémico de FM em Natal/RN
seja distinto do que é conhecido para outras areas de Mata Atlantica no pais ndo pode ser
descartado, visto que nenhum exemplar de A. ovale, A. sculptum e A. aureolatum foram
encontrado na regido. E ainda, o perfil do municipio é mais urbanizado do que o cenario
conhecido da FM para outras areas de Mata Atlantica no Brasil, 0 que poderia favorecer o
envolvimento de R. sanguineus no ciclo epidémico da FM. Dessa forma, sdo necessarios mais
estudos na regido para confirmar a real etiologia dessa riquetsiose e a importancia dos potenciais
vetores da FM encontrados na regiéo.

Nesse contexto, a deteccdo molecular de riquétsias patogénicas em potenciais vetores,
como R. sanguineus e D. nitens, apontam a necessidade de manter um sistema de vigilancia
epidemioldgica no local e na regido, visto que as espécies detectadas séo relevantes para a saude
publica, por serem espécies que parasitam animais com quais 0 homem possui contato muito
préximo, como caes e equinos.

A FM causada por R. felis é de ampla ocorréncia geogréafica, transmitida por pulgas e
carrapatos, e com alguns registros em humanos, incluindo no Brasil (RAOUL et al., 2001,
REIF, 2009; BLANTON, 2019). Em contrapartida, a FM causada por R. parkeri ocorre,
predominantemente, em regides de Mata Atlantica com a veiculagdo do bioagente a humanos
realizado apenas por carrapatos (FACCINI-MARTINZ et al., 2018; ARMITANO et al., 2019).
As manifestac6es clinicas da FM causada por R. felis e R. parkeri s&o similares, apresentando
sintomas mais brandos do que os casos da doenga acometidos pela bactéria R. rickettsii.
Entretanto, na regido estudada, a histdria natural sobre a FM causada por R. felis e R. parkeri
ainda é incipiente (REIF, 2009; BLANTON, 2019).
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Atualmente, a Nota Técnica N° 03/2015 SUVIGE/CPS/SESAP-RN esclarece que “as
doencas com manifestacdes exantematicas de notificagdo compulséria e/ou imediata séo:
sarampo, rubéola, dengue e chikungunya, as demais doencas como eritema infeccioso,
escarlatina e exantema subito, entre outras, devem ser notificadas em situac¢des de surtos”. Nesta
nota ndo ha meng&o sobre a FM ser uma doenca exantematica, e muito menos é citada como
doenca de notificacdo compulséria em até 24 horas. Nesse contexto, 0s casos de FM poderiam
estar sendo subnotificados e/ou ndo diagnosticados, visto que 0s sintomas séo inespecificos, o
que dificulta a captacdo dos possiveis registros da doenca. Adicionalmente, a existéncia de
arboviroses e doengas exantematicas mais incidentes na regido tornam a capacidade de resposta
dos servicos de saude voltada para essas doengas. Dessa forma, os casos de FM podem passar
desapercebidos. Portanto, a inclusdo da FM entre o escopo das doengas sob a vigilancia efetiva
em areas silenciosas como estas, e, a intensificacdo de atividades rotineiras da vigilancia de FM
nessas areas sdo extremamente necessarias. Assim sendo, o servico de vigilancia
epidemioldgica ativo e integrado com vigilancia ambiental no Rio Grande do Norte sdo
imprescindiveis para entender a historia natural da doenga no Estado.

Diante dos resultados apresentados neste estudo, a deteccdo de bactérias patogénicas do
GFM (R. parkeri cepa Mata Atlantica) e do Grupo Transicional (R. felis) no Estado do Rio
Grande do Norte sdo relevantes para salide publica. Portanto, é imprescindivel que a Secretaria
de Saude do Rio Grande Norte investigue a possibilidade de transmissdo dos bioagentes
detectados bem como a ocorréncia de casos de FM no Estado. Mais estudos devem ser
realizados para um melhor entendimento do cenario da FM no Rio Grande Norte, incluindo os

bioagentes, vetores e reservatdrios envolvidos no ciclo epidemioldgico das riquetsioses.

6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:
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As espécies de carrapatos presentes durante vigilancia de ambiente para FM no Rio
Grande Norte foram morfologicamente identificadas como: D. nitens, R. microplus e R.

sanguineus;

Os exemplares de R. sanguineus do Rio Grande Norte pertencem a linhagem Tropical;

No Rio Grande do Norte, R. sanguineus linhagem Tropical possui diversidade genética

na Caatinga;

Riquétsias patogénicas foram detectadas em carrapatos do Rio Grande do Norte.

Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica foi detectada pela primeira vez, em R.

sanguineus linhagem Tropical e em D. nitens, no Rio Grande do Norte;

Rickettsia felis foi detectada pela primeira vez em R. sanguineus linhagem Tropical, no
Rio Grande Norte;

Hé possibilidade de ocorréncia do ciclo epidémico da FM em Natal, Rio Grande Norte,

porém mais estudos sdo necessarios para entender o cenario da FM no Estado.
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