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RESUMO

MONOGRAFIA DE ESPECIALIZACAO EM ENTOMOLOGIA MEDICA
Ana Beatriz Martins de Gois

O estado de Rondonia (RO) era considerado area silenciosa para febre maculosa (FM),
porém um caso da doenca foi confirmado em 2015. O conhecimento sobre a historia
natural, vetores e bioagentes da FM em RO ainda sdo incipientes. O objetivo foi realizar
um levantamento da diversidade de ectoparasitos do estado e pesquisar a presenca de
riquétsia nesses potenciais vetores coletados durante a investigacéo ou vigilancia de casos
de FM em RO. Inicialmente, os ectoparasitos foram identificados utilizando chaves
dicotdmicas especificas. Parte das amostras foi submetida a extracdo de DNA,
amplificagdo e sequenciamento: para a identificagdo molecular dos carrapatos foram
utilizados fragmentos dos genesl2S rDNA, 16S rDNA e ITS2; e para pesquisa de
riquétsia fragmentos dos genes gItA, htrA, ompA e ompB. As sequéncias obtidas foram
identificadas por andlise comparativa com sequéncias do “GenBank” e submetidas a
reconstrucdo filogenética através de analise de méaxima verossimilhanca. Foram
identificados 2550 ectoparasitos, sendo 2511 carrapatos, 36 pulgas e trés acaros. A
espécie mais encontrada foi Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.I.) (LATREILLE,
1806) (1034 espécimes), seguida por Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(CANESTRINI, 1887) (675 espécimes), Dermacentor nitens NEUMANN, 1897 (655
espécimes), Amblyomma sp. (108 espécimes), Amblyomma pacae ARAGAO, 1911 (10
espécimes), Amblyomma oblongoguttatum KOCH, 1844 (sete espécimes), Amblyomma
naponense (PACKARD, 1869) (seis espécimes), Amblyomma scalpturatum NEUMANN,
1906 (cinco espécimes), Amblyomma latepunctatum TONELLI-RONDELLI, 1939
(quatro espécimes), Amblyomma calcaratum NEUMANN, 1899 (dois espécimes),
Amblyomma dissimile KOCH, 1844, Amblyomma dubitatum NEUMANN, 1899,
Amblyomma coelebs NEUMANN, 1906, Amblyomma longirostre (KOCH, 1844) e
Amblyomma ovale KOCH, 1844 (todos com um espécime cada); as pulgas
Ctenocephalides felis (BOUCHE, 1835) (33 espécimes), Xenopsylla cheopis
(ROTHSCHILD, 1903) (dois espécimes), e Polygenis sp. JORDAN, 1939 (um
espécime); e o acaro Tur turki FONSECA, 1959 (trés espécimes). Das 707 amostras de
carrapatos e 13 de pulgas submetidas a pesquisa de riquétsia, foi detectada a presenca de
Candidatus Rickettsia andeanae em trés amostras de ninfas de R. sanguineus s.l., e
Rickettsia asemboensis em nove exemplares de C. felis de areas com casos suspeitos e
confirmados de FM em RO. E o primeiro registro dessas riquétsias para regido norte do
pais. A circulacdo de riquétsias do grupo transicional e do grupo FM em RO, em
ectoparasitos que sdo encontrados em animais domésticos, em areas com casos suspeitos
e confirmados da doenca, evidencia a necessidade de mais estudos para o entendimento
da epidemiologia da doenca no estado, bem como verificar a existéncia de cenarios
epidemioldgicos da FM especificos para a regido.

Palavras-chave: Bioma Amazo6nia, Doencas associadas a carrapatos, Epidemiologia,
Ixodideos, Riquetsiose, Sifonapteros.
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ABSTRACT

SPECIALIZATION MONOGRAPHIN IN ENTOMOLOGIA MEDICA
Ana Beatriz Martins de Gois

The state of Rondénia (RO) was considered a silent area for spotted fever (SF), but one
case of the disease was confirmed in 2015. Knowledge about the natural history, vectors
and bioagents of SF in RO is still incipient. The objective was to perform a survey of the
diversity of ectoparasites and to investigate the presence of rickettsia in these potential
vectors collected during the investigation or surveillance of SF cases in RO. Initially,
ectoparasites were identified using specific dichotomous keys. Part of the samples was
submitted to DNA extraction, amplification and sequencing: fragments of the 12S rDNA,
16S rDNA and ITS2 genes were used for the molecular identification of ticks; and for
rickettsia research fragment of genes gltA, htrA, ompA and ompB. The obtained
sequences were identified by comparative analysis with GenBank sequences and
submitted to phylogenetic reconstruction through maximum likelihood analysis. 2550
ectoparasites were identified, being 2511 ticks, 36 fleas and three mites. The species most
commonly found were Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s. I.) (LATREILLE, 1806)
(1034 specimens), followed by Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI,
1887) (675 specimens), Dermacentor nitens NEUMANN, 1897 (655 specimens),
Amblyomma sp. (108 specimens), Amblyomma pacae ARAGAO, 1911 (10 specimens),
Amblyomma oblongoguttatum KOCH, 1844 (seven specimens), Amblyomma naponense
(PACKARD, 1869) (six specimens), Amblyomma scalpturatum NEUMANN, 1906 (five
specimens), Amblyomma latepunctatum TONELLI-RONDELLI, 1939 (four specimens),
Amblyomma calcaratum NEUMANN, 1899 (two specimens), Amblyomma dissimile
KOCH, 1844, Amblyomma dubitatum NEUMANN, 1899, Amblyomma coelebs
NEUMANN, 1906, Amblyomma longirostre (KOCH, 1844) and Amblyomma ovale
KOCH, 1844 (all with one specimens of each species); the fleas Ctenocephalides felis
(BOUCHE, 1835) (33 specimens), Xenopsylla cheopis (ROTHSCHILD, 1903) (two
specimens), and Polygenis sp. JORDAN, 1939 (one specimens); and the mite Tur turki
FONSECA, 1959 (three specimens). Of the 707 samples of ticks and 13 of fleas
submitted to the rickettsia research, the presence of Candidatus Rickettsia andeanae was
detected in three samples of R. sanguineus s. |. nymphs, and Rickettsia asemboensis in
nine C. felis specimens from areas with suspected and confirmed SF cases in RO. It is the
first record of these rickettsias to north region of the country. The circulation of
rickettsias from the transitional group and SF group in RO, in ectoparasites that are found
in domestic animals, in areas with suspected and confirmed cases of the disease, evidence
the need for further studies to understand the epidemiology of the disease in the state, as
well as to verify the existence of specific SF epidemiological scenarios for the region.
Keywords: Amazon biome, Tick-borne diseases, Epidemiology, Ixodidae, Rickettsiosis,
Siphonaptera.
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1. INTRODUCAO

Os ectoparasitos podem atuar como vetores de diversos patdgenos para 0s animais
vertebrados, incluindo os seres humanos. Considerando o cenario atual da Febre
Maculosa (FM), podemos destacar os carrapatos e pulgas como os ectoparasitos de maior
relevancia para o ciclo da doenca. S&o endémicas do Brasil cerca de 60 espécies de
carrapatos, algumas das quais sdo reconhecidas como vetores de riquétsias bioagentes da
FM. Esse artropode apresenta duas familias no pais, Argasidae e Ixodidae, com a segunda
familia possuindo maior relevancia na epidemiologia da FM. No Brasil, 0s argasideos séo
compostos pelos géneros Antricola, Argas, Ornithodoros e Nothoaspis, e 0s ixodideos
pelos seguintes géneros: Amblyomma (0 mais numeroso, com aproximadamente 30
espécies), Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus (DANTAS-TORRES et
al., 2009; GUGLIELMONE et al., 2010; BURGER et al., 2014). Com relacdo aos
sifonépteros, aproximadamente 62 espécies e/ou subespécies de pulgas foram assinaladas
no Brasil, incluidas em 19 géneros e oito familias (LINARDI, 2011). Dessas espécies, as
de maior importancia médica e veterindria sdo Tunga penetrans (LINNAEUS, 1758),
Pulex irritans LINNAEUS, 1758, Xenopsylla cheopis (ROTHSCHILD, 1903), Polygenis
bohlsi (WAGNER, 1901), Ctenocephalides canis (CURTIS, 1826), Ctenocephalides felis
(BOUCHE, 1835), Nosopsyllus fasciatus (BOSC, 1800) e Leptopsylla segnis
(SCHONHERR, 1811) (SERRA-FREIRE & MELLO, 2006; LINARDI, 2011).

1.1 A Febre Maculosa

A FM é uma doenca infecciosa febril aguda causada por bactérias gram-negativas
intracelulares obrigatdérias do género Rickettsia (Rickettsiaceae; Rickettsiales), que se
localizam no ndcleo ou citoplasma da célula hospedeira (EREMEEVA & DASCH,
2000). Podem ser transmitidas aos animais vertebrados por vetores apteros
(principalmente por carrapatos). Em alguns casos pode levar o individuo infectado a
morte se o tratamento ndo for precoce. Nos ectoparasitos essa bactéria tem preferéncia
pelas células intestinais, tabulos de Malpighi, hemolinfa, glandulas salivares e ovarios
(GIMENEZ, 1964; BURGDORFER, 1970; BILLINGS et al., 1998; YU & WALKER,
2003; RAQULT et al., 2005). Ja nos vertebrados, atingem as células endoteliais onde se
multiplicam e podem causar vasculites, ativacdo de plaquetas e do sistema de coagulacéo
(GREENE & BREITSCHWERDT, 2006).

Com excecdo da Antartica, a FM esta presente em todos os outros continentes, em
focos endémicos, podendo emergir em intervalos esporadicos de forma epidémica na

populacdo humana (AZAD & BEARD, 1998; PAROLA et al, 2013). Porém, em cada
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lugar ou a cada diferente patdogeno a doenca é conhecida por nomes distintos, por
exemplo: Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (que tem como bioagente a bactéria
Rickettsia rickettsii) nos Estados Unidos da América (EUA); a Febre Maculosa
Mediterranea ou Febre Botonosa (causada pela Rickettsia conorii) na Europa, Asia e
Africa; a Febre da Picada do Carrapato (cujo agente etioldgico ¢é a Rickettsia africae) na
Africa; a Febre Maculosa Oriental (associada a Rickettsia japonica) no Japdo, e a
Riquetsiose felis (causada pela Rickettsia felis) com registro em diversos paises. Dessas
riquetsioses citadas anteriormente, com excecao da Riquetsiose felis, cujo vetor inclui as
pulgas, as outras tém como vetor os carrapatos (RAOULT & ROUX, 1997; BROUQUII et
al., 2004; PAROLA et al., 2013).

Existem algumas propostas de classificacdo para as espécies de Rickettsia, dentre
essas, a mais utilizada €: (i) Grupo Ancestral - com a Rickettsia canadensis e Rickettsia
bellii, de patogenicidade desconhecida; (ii) Grupo Tifo - composto por Rickettsia
prowazekii e Rickettsia typhi, transmitidas por piolhos e pulgas respectivamente; (iii)
Grupo Transicional - constituido por R. felis, Rickettsia asemboensis, Rickettsia akari e
Rickettsia australis, e (iv) Grupo Febre Maculosa (GFM) - com cerca de 30 espécies
sendo, a0 menos, 17 com patogenicidade comprovada e potencial para induzir, em
humanos a FM, que apresenta caracteristicas clinica e evolucdo variaveis, segundo a
espécie do bioagente envolvido (STOTHARD et al., 1994; ROUX et al., 1997; ROUX &
RAOULT, 2000; PADDOCK et al., 2004; GILLESPIE et al., 2008; PAROLA et al.,
2013; FANG et al., 2017).

Dessas bactérias, a R. rickettsii é reconhecida como o agente causador da Febre
Maculosa Brasileira (FMB), no entanto, outras especies do género ja foram observadas
como bioagentes de FM em alguns estados do Brasil (RAOULT et al., 2001;
SPOLIDORIO et al., 2010; LABRUNA et al., 2011). Ainda assim, a R. rickettsii é o
agente da FM onde se observa o quadro clinico mais severo, com erupg¢do cutanea como
quadro caracteristico para doenca aparecendo a partir do 5° dia a exposic¢ao ao carrapato
infectado, podendo levar o paciente a morte se o tratamento ndo for iniciado rapidamente.
Quando o individuo ndo apresenta esses sinais clinicos o diagndstico pode ser mais
dificil, podendo a patologia ser confundida com outras viroses ou bacterioses, até mesmo
com riquétsia do grupo tifo (WALKER et al., 2005; ANGERAMI et al., 2012). Nesse
cenério da FM no Brasil, a Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica é relatada em pacientes
com um quadro clinico mais leve (em geral, com escara de inoculacéo e linfadenopatia)
resultando em doenca com clinica mais branda (quando comparada com R. rickettsii), que

tende a evoluir para cura (SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al., 2011).
2



Nos dias de hoje, a FM ¢ considerada uma doenca emergente no Brasil pelo
aumento de casos diagnosticados e a expansdo das areas de ocorréncia. No entanto, ainda
é pouco conhecida pelos profissionais de saude e pelo puablico em geral (PAROLA et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2016a). Atualmente, ha notificagbes de casos suspeitos da
doenca em 20 Unidades da Federagéo e casos confirmados em 15 estados e no Distrito
Federal, compreendendo diferentes biomas brasileiros (BARROS-SILVA et al., 2014,
OLIVEIRA et al., 2016a; MINISTERIO DA SAUDE, 2018a). A morbidade é moderada,
mas a letalidade ¢ alta, podendo atingir 80% nos casos mais graves. No periodo de 2007 a
2015, as regides sudeste e sul do Brasil apresentaram as maiores taxas de incidéncia da
doenca no pais: 62,33% (776 casos) e 24,90% (310 casos), respectivamente. Os 0bitos,
porém, concentram-se na regido sudeste (81,75% do total de 6bitos) (OLIVEIRA et al.,
2016a).

1.2 Vetores da Febre Maculosa

Os carrapatos atuam como reservatorios, amplificadores e principais vetores das
riquétsias associadas aos casos de FM. Enventualmente, animais sinantropicos e/ ou
domésticos, que atuam como hospedeiros de carrapatos, podem introduzir e manter
linhagens infectadas desse artropode em ambientes antropicos (PAROLA et al., 2005;
LABRUNA, 2009). Entretanto, é crescente a deteccdo de pulgas infectadas com
riquétsias em é&reas de investigacdo e com casos confirmados de FM (BROWN &
MACALUSO, 2016; DALL’AGNOL et al., 2017; SILVA et al., 2017). Dessa forma, é
necessario investigar a participacdo desses ectoparasitos nos casos de FM.

Diversas espécies de carrapatos sdo vetores de bioagentes da FM em todo o
mundo: nos EUA, além de duas espécies do género Dermacentor- Dermacentor
andersoni STILES, 1908 e Dermacentor variabilis SAY, 1821, espécies de Amblyomma
cajennense sensu lato (s.1.) (FABRICIUS, 1787) e Rhipicephalus sanguineus sensu lato
(s..) (LATREILLE, 1806) também sdo considerados vetores. No Uruguai o Amblyomma
triste KOCH, 1844 foi incriminado como vetor (CONTI-DIAZ et al., 1990), e na
Argentina foram reportados A. cajennense s.l. e Amblyomma tigrinum KOCH, 1844
(RIPOLL etal., 1999; ROMER et al., 2014).

No Brasil, atualmente, sdo reconhecidos quatro perfis  epidemiol6gicos
associados a FM: (1) Amblyomma sculptum BERLESE, 1888 como vetor de R. rickettsii
€ o cendrio predominante na regido sudeste do pais. Onde, animais domésticos e
silvestres (cavalos e capivaras) mantém as populacfes desse carrapato na natureza. O

risco de infeccdo para os humanos esta associado a comportamentos que favorecem o
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contato com os carrapatos (por exemplo, praticas de lazer, pescaria, contato com
capivaras e atividades de fazenda). O quadro clinico, geralmente, caracteriza-se por febre
de inicio abrupto, erupcdo cutanea, manifestaces icterohemorragicas, evolucao rapida e
alta letalidade; (2) Amblyomma aureolatum (PALLAS, 1772) vetor de R. rickettsii na
regido metropolitana de S&o Paulo (em é&reas urbanas proximas a fragmentos de Mata
Atlantica). Nesse perfil, cdes e gatos que possuem livre acesso aos fragmentos de Mata
Atlantica sdo parasitados por estadios adultos de A. aureolatum, levando-os ao domicilio
e peridomicilio, com o subsequente risco de parasitismo para 0os humanos. O quadro
clinico nos humanos néo apresenta diferenciais quanto ao perfil anterior. H& suspeita que
0 carrapato do cdo urbano, R. sanguineus s.l., também possa atuar como vetor nessas
areas, onde esse artrépode tem sido encontrado infectado por R. rickettsii em locais com
presenca do vetor primério A. aureolatum(OLIVEIRA et al., 2016a); (3) Amblyomma
ovale KOCH, 1844 é vetor de Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica em areas de Mata
Atlantica nas regides sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand), sudeste (litoral de
Séo Paulo e do Rio de Janeiro) e nordeste do pais (Ceara). Nesse contexto, o ciclo
epidémico ocorre quando humanos tém contato com os estadios adultos de A. ovale
infectados (seja por atividades diversas em &reas preservadas de Mata Atlantica, ou no
domicilio/peridomicilio pela convivéncia com cdes que tém acesso livre a areas de Mata
Atlantica- de onde vém infestados com carrapatos). As manifestacfes clinicas (em geral,
febre escara de inoculagdo, erupcao cutanea e linfadenopatia) tendem a ser mais brandas
do que aquelas associadas ao quadro clinico desencadeado por R. rickettsii. Os dados
epidemiolégicos indicam que a evolugdo da doenca associada a esse perfil ndo é grave e
ndo ha letalidade associada; e (4) A. tigrinum como potencial vetor de Rickettsia parkeri
sensu stricto (s.s.) em area de Pampa no Rio Grande do Sul. Esse cenario é 0 mais
recentemente relatado para o pais (WECK et al., 2016), e estaria associado a escara de
inoculagdo em humanos residentes em &reas rurais com relatos prévios de casos de FM
nessa regido do Brasil. Este perfil é semelhante com o padréo epidemiol6gico sugerido
em algumas regiGes da Argentina, onde A. tigrinum é apontado como o vetor da R.
parkeri s.s., e também em outros paises onde A. triste e Amblyomma maculatum KOCH,
1844 s&o vetores reconhecidos de R. parkeri s.s. para humanos (SZABO et al., 2013;
MOERBECK et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016a; MINISTERIO DA SAUDE, 2018b).
Entretanto, para a regido norte, centro-oeste e parte da regido nordeste do Brasil o
conhecimento sobre a historia natural, presenca de riquétsias patogénicas, potenciais

ectoparasitos vetores e a epidemiologia da doenca ainda s&o incipientes.



1.3 O Estado de Rondonia

Ronddnia é um estado jovem, criado em 1982, situado na regido norte do Brasil.
Apresenta uma area geografica de aproximadamente 237.765,376 km2, com a populacdo
estimada em 1.757.589 habitantes. O estado possui clima equatorial e vegetacdo formada
pela Floresta Amazodnica em grande parte do territério, mas também conta com a
presenca do bioma Cerrado na regido oeste do estado (IBGE, 2018).

O estado de Rondbnia apresenta um dos maiores indices de desmatamento e
degradacéo florestal dos ultimos anos (INPE, 2018). A degradacdo ambiental associada
as mudancas climaticas influencia a relacdo parasito-hospedeiro. Adicionalmente, o
reflorestamento, com o plantio de arbustos, e a pratica da monocultura estdo produzindo
microclimas favoraveis a proliferacdo de carrapatos e de seus hospedeiros (CARDOSO et
al., 2006). Ainda nesse contexto, 0 processo de urbanizacdo de areas anteriormente rurais
aumenta as chances de contato entre os animais silvestres, os animais domésticos e o
homem. Podendo, assim, haver intercambio dos carrapatos de areas silvestres para areas
urbanas/ peridomiciliares através desses animais, 0 que pode propiciar o parasitismo
humano por esse ectoparasito (SZABO et al., 2013).

Estudos anteriores no estado de Rondonia identificaram a presenca de 35 espécies
de carrapatos em diferentes géneros: para a familia Ixodidae os géneros Amblyomma (21
espécies), Ixodes (trés espécies), Haemaphysalis (uma espécie), Dermacentor (uma
espécie) e Rhipicephalus (duas espécies), além de Antricola (trés espécies) e
Ornithodoros (quatro espécies) da familia Argasidae (LABRUNA et al., 2002;
LABRUNA et al., 2004a, b; LABRUNA et al., 2005a, b; LABRUNA et al., 2010;
MARTINS et al., 2014, 2016; AGUIRRE et al., 2018; ZIMMERMANN et al., 2018).

Portanto, a fauna de carrapatos de Rondénia corresponde a mais de 50% das espécies
brasileiras de carrapatos, destacando a relevancia de estudos desse artrépode nessa regido.

Entretanto, as intensas alteragdes ambientais que Rondbnia vem sofrendo podem
ter consequéncias nas espécies de carrapatos locais. Possibilitando, assim, a expansdo de
algumas espécies de parasitos e/ou extin¢ao de outras. Como, por exemplo, 0 A. sculptum
gue tem expandido para essa regido (MARTINS et al., 2016). Esse dado, associado a
antropizacdo faz de Ronddnia um local potencial para ocorréncia de doencas associadas a
carrapatos.

O estado de Rondénia era considerado como area silenciosa para FM até o ano de
2015, quando foi registrado o primeiro caso da doenca no municipio de Ariquemes.
Posteriormente, em 2016, dois casos da doenca foram registrados no estado, um para o

municipio de Alvorada D’Oeste e outro para a capital do estado, Porto Velho (SINAN,
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2018). Todos os casos de FM registrados em Rondonia evoluiram para cura apés o
atendimento médico. Adicionalmente, estudo de biologia molecular demonstrou a
deteccdo de riquétsias nos carrapatos Dermacentor nitens NEUMANN 1897, R.
sanguineus s.l., Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1888) e em pulgas
C. felis coletadas durante investigacdo e vigilancia de casos de FM em Rondonia
(OLIVEIRA et al., 2016b). Entretanto, esse estudo ndo caracterizou geneticamente as
espécies de riquétsias presentes nesses ectoparasitos.

Considerando a grande diversidade de carrapatos presentes em Rondo6nia, as
alteracbes ambientais que o estado vem sofrendo, 0s registros recentes de casos
confirmados de FM, bem como o conhecimento incipiente sobre a historia natural,
vetores e bioagentes da FM € necessario a realizacdo de estudo sobre a fauna de
potenciais vetores ectoparasitos e as riquétsias circulantes em areas com casos
confirmados ou suspeitos de FM no estado. Propiciando, assim, um melhor entendimento

da epidemiologia da doenca em Rondonia.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a diversidade de potenciais vetores e pesquisar a presenca de riquétsias nos

espécimes coletados durante vigilancia e investigacdo de casos de FM em Rondonia.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar a composicdo da fauna de ectoparasitos na area de estudo.

e Pesquisar e identificar molecularmente riquétsias presentes nas amostras
coletadas.

e Utilizar a biologia molecular para confirmar o diagnostico especifico de

carrapatos das areas estudadas.



3. METODOLOGIA

3.1. Coleta e acondicionamento dos ectoparasitos
Os ectoparasitos foram coletados em nove municipios do estado de Rondbnia
(Figura 1), no periodo de 2014 a 2017, durante vigilancia e/ ou investigacdo de casos de

FM pelas equipes das Secretarias Municipais e Estadual de Saude de Rondénia.

BIOMAS BRASILEIROS
[J Pantanal

[ Cerrado

B Amazonia
[JMata Atlantica
[Caatinga
Epampa

MUNICIPIOS ANALISADOS

1- Alta Floresta D'Oeste
2- Alto Paraiso

3- Ariquemes

4- Cacoal

5- Ji-Parana

6- Porto Velho

7- Ouro Preto Do Oeste
8- Vilhena

9- Candeias do Jamari

Figura 1. Mapa do Brasil indicando a localizacdo e os biomas do estado de Ronddnia
(A). Mapa do estado de Rondbnia com destaque para 0s municipios onde foram
realizadas coletas de ectoparasitos durante vigilancia e/ ou investigacdo de casos de Febre
Maculosa (B). RO, Rondonia.

Os carrapatos foram removidos em cées, cavalos, bois, gato, jumento, porco do
mato e em humano através de tor¢do continua em torno do préprio eixo longitudinal do
idiossoma. As pulgas foram coletadas em cédes e o0 &caro em roedor, ambos por catagao.
Também foram realizadas coletas de carrapato no ambiente (domicilio, peridomicilio e
em areas de borda de mata) utilizando as técnicas de arrasto de flanela, armadilha de gelo
seco (COy) e busca ativa (Figura 2) (SONENSHINE, 1993).



Figura 2. Coleta de carrapato no ambiente através da técnica de arrasto de flanela sobre a
vegetacdo (Fonte: Secretaria Estadual de Satde de Ronddnia).

As amostras foram definidas por espécimes coletados em um mesmo hospedeiro
ou ambiente. Ap6s a coleta, as amostras foram acondicionadas em microtubos plasticos
estéreis, contendo alcool isopropanol P. A., e encaminhados ao Laboratério de Referéncia
Nacional em Vetores das Riquetsioses (LIRN) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) —
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)/ Rio de Janeiro (RJ), juntamente com as fichas de

coleta preenchidas, para triagem dos ectoparasitos e posterior identificacdo.

3.2. Triagem e identificacdo dos ectoparasitos

A triagem e identificacdo morfoldgica dos artropodes foram realizadas de acordo
com o Procedimento Operacional Padrdo (POP-LIRN-017), utilizando as normas
estabelecidas pelo LIRN, com auxilio de estereomicroscopio e microscopio oOptico, e
empregando descri¢Bes e chaves dicotdmicas para carrapatos de AMORIM et al. (1997) e
AMORIM & SERRA-FREIRE (1999) para larvas; MARTINS et al. (2010) para ninfas;
ARAGAO & FONSECA (1961) e BARROS-BATTESTI et al., (2006) para adultos. As
pulgas foram identificadas de acordo com as chaves de BICHO & RIBEIRO (1998) e
LINARDI & GUIMARAES (2000), e para o é4caro foi utilizada a bibliografia de
FURMAN (1972). Antes da identificacdo taxondmica, parte das larvas dos carrapatos e
os acaros foram preparados em montagem definitiva entre lamina e laminula, de acordo
com a metodologia descrita por AMORIM & SERRA-FREIRE (1995).

Apobs a analise morfoldgica de 2550 exemplares coletados, 707 amostras de

carrapatos e 13 de pulgas foram separadas em aliquotas para serem submetidas a pesquisa
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de riquétsia através de analises moleculares. As aliquotas foram elaboradas para as
amostras de pulgas e carrapatos de acordo com o cenario de envolvimento com 0s casos
de FM: 30% (quando procedente de vigilancia de caso de FM) ou 50% (quando oriunda
de investigacédo de caso de FM) dos exemplares de cada amostra foram selecionados para
os estudos de biologia molecular. As aliquotas foram preparadas de acordo com a
espécie, estadio (larvas, ninfas e adultos) e sexo (fémea e macho), sendo compostas por
exemplares unitarios ou em pool (2-20 larvas de carrapatos; 2-3 ninfas de carrapatos).
Quando a diagnose taxondmica especifica das amostras ndo foi conclusiva através das
analises morfoldgicas, esses exemplares também foram submetidos a identificacdo
genotipica através das analises moleculares. Todas as aliquotas elaboradas foram

submetidas a extracdo de DNA.

3.3. Extracéo de DNA de carrapatos e pulgas

A extracdo total de DNA genémico (DNAQ) das aliquotas foi realizada atraves
da técnica de extracdo por sal NaCl (ALJANABI & MARTINEZ, 1997). Onde,
inicialmente, os tubos contendo os carrapatos e pulgas foram mergulhados em N2 liquido
e macerados com o auxilio de bastdo de vidro. Posteriormente, as aliquotas maceradas
foram ressuspendidas com 400 pL de solu¢do contendo NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM pH
8,0; Tris HC1 10 mM pH 8,0. Foi adicionado também 40 uL. de SDS 20% e 8 pL de
Proteinase K 20 mg/mL (Invitrogen, Califérnia, EUA). Na sequéncia, o material foi
homogeneizado utilizando vortex e incubado em banho Maria & 56°C durante uma hora.
Em seguida, foi adicionado 300 pL de NaCl 6M a aliquota, que foi homogeneizada e
centrifugada & 10000 rpm por 30 minutos. Finalizada a centrifugacgéo, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde foi precipitado com o mesmo volume (~600 uL) de
alcool isopropanol P. A, por no minimo uma hora a -20°C. Apds esse periodo, o material
foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, foi desprezado o sobrenadante e o pellet foi
lavado com 600 pL de etanol 70% através de centrifugagcdo & 10000 rpm por 10 minutos.
Por fim, o sobrenadante foi desprezado e 0 microtubo foi posto para secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, o DNAg foi ressuspendido em 25 pl de agua Milli-Q livre de
DNases e RNases e armazenado a -20 °C até a realizacdo da Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) para as analises moleculares.

3.4. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.4.1. Pesquisa de riguétsias
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A pesquisa de riquétsias foi feita em todas as aliquotas de DNAg de amostras de
carrapatos e pulgas através da PCR. Inicialmente, para uma triagem quanto a presenca de
riquétsia, todas as aliquotas foram submetidas a busca de fragmento dos genes citrato
sintase (gltA) (utilizando os iniciadores CS2-78 e CS2-323; LABRUNA et al., 2004a) e
do gene da proteina externa de membrana A (ompA- do inglés, “outer membrane protein
A”). Posteriormente, as amostras que amplificaram para algum desses marcadores foram
submetidas a novas PCR’s para os marcadores: 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
gltA (utilizando os iniciadores CS4-239 e CS4-1069; LABRUNA et al., 2004b) e o Gene
D/ antigeno de superficie celular 4 (sca4- do inglés, “surface cell antigen 4”). Nessas
amplificacdes foram empregados oligonucleotideos e respectivos protocolos de
amplificacdo disponiveis na literatura (Tabela 1). Em todas as reagdes foi utilizado como
controle positivo DNA de R. rickettsii e &gua Milli-Q livre de DNases e RNases como

controle negativo.

Tabela 1. Iniciadores e referéncias dos protocolos de amplificacdo utilizados na PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) para a pesquisa de riquétsias nas amostras de pulgas e
carrapatos coletados em Rondonia/ Brasil.

Alvo dadetecdo  Gene Tecnica utilizada Iniciador Sequéncia de nucleotideo (5'- 3") Fragmento (pb) Referéncia
CS2-78 5-GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3 a | ARRIINA oAl 20048
CS2-323 5'-GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3'
gltA PCR
Cs4-239 5-GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT-3 a4 | ARRIINA afal 2004h
CS4-1069 5-CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT-3'
Rickettsia sp.
(Género especifico)
1° round 17k-5 5'-GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA-3' 549 LABRUNA et al., 2004b
PCR nested 17k-3 5-TGTCTATCAATTCACAACTTGCC-3' N
htr A
2° round 17Kd1 5-GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3'
17Kd2 5-CATTGTTCGTCAGGTTGGCG-3 434 WEB etal, 1990
Rickettsia sp. omp B 120-M59 5-CCGCAGGGTTGGTAACTGC-3' .
2 ROUX; RAOULT, 2
(GFM + GT) 120-807 5'-CCTTTTAGATTACCGCCTAA-3' 86 OUX; RAOULT, 2000
PCR
. . Rr 190.70p 5'-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3'
Rickettsia sp. GFM omp A Rr 190.602n 5 AGTGCAGCATTCGCTCOCCCT-3: 532 REGNERY et al., 1991

GFM, Grupo Febre Maculosa; GT, Grupo Tifo.

3.4.2. Identificagdo molecular dos carrapatos
Para a identificacdo molecular, as amostras de carrapatos foram submetidas a
amplificacdo de fragmentos parciais dos genes mitocondriais 16S rDNA e 12S rDNA, e
do marcador nuclear Segundo Espacgador Interno Transcrito (ITS2). Essas amplificagOes
foram realizadas através da PCR, onde foram utilizados iniciadores e protocolos de

amplificacdo disponiveis na literatura (Tabela 2).
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Tabela 2. Iniciadores e referéncias dos protocolos de amplificacdo utilizados na PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) para amplificacdo de fragmentos de marcadores
nuclear e mitocondriais de carrapatos procedentes de Rondonia/ Brasil.

Localizacao Gene Ea_res de Sequéncia de nucleotideos Tamanho aprOXI.rT]adO do Referéncia
Iniciadores produto amplificado
Espacador Interno F2LITS2 5 -TGAGGGTCGGATCAYATATCA -3’
Nuclear  ronscrito2(TS-2)  McLn  5- GTGAATTCTATGCTTAAATTCAGGGGGT - 3' 950 pb MCLAIN et al., 1995
T2A 5-AAAGAGTGACGGGCGATATGT-3' X
12S rDNA TiB 5 AAACTAGGATTAGATACCCT-3' 340 pb BEATI; KEIRANS, 2001
Mitocondrial 16S+1 5-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3’
165 DNA 168-1 5-GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT-3 460pb MANGOLD etal., 1998

pb,pares de base.

As amplificacOes através da PCR, dos marcadores dos carrapatos e dos genes de
riquétsias, foram realizadas no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, California, EUA).

3.5 Eletroforese
Para visualizacdo dos produtos amplificados, os amplicons foram submetidos a
eletroforese (89 volts por 90 minutos) em gel de agarose a 2%, corados com brometo de
etidio. Posteriormente, os géis foram observados em scanner de gel MiniBis Pro (DNR
Bio- Imaging Systems Ltd. Jerusalem, Israel) com luz ultravioleta. Imagens digitais de
cada gel foram geradas e arquivadas.
Todos os produtos da PCR que corresponderam ao tamanho de DNA esperado,

para cada marcador, foram selecionados para purificacdo e sequenciamento.

3.6 Purificacdo e Sequenciamento de Nucleotideos

As amostras foram purificadas, a partir do amplicon, utilizando o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean up System (Promega, Corp., Madison, WI, EUA), seguindo as
recomendac6es do fabricante.

Posteriormente, os amplicons purificados foram encaminhados para o
sequenciamento do DNA, cujas reagdes foram executadas utilizando os mesmos
iniciadores empregados na PCR e o BigDye™Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(AppliedBiosystems, California, EUA), de acordo com o manual do fabricante. Em
seguida, as amostras foram precipitadas, ressuspendidas em formamida e aplicadas em
sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) na
Plataforma de Sequenciamento de DNA (PDTIS) da FIOCRUZ/RJ para determinacgéo das

sequéncias em ambas as diregdes (3°- 5’ e 5°- 37).
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Todas as sequéncias obtidas estdo depositadas no “GenBank” (MK030074-77,
MKO030019-33, MK031655-93).

3.7 Edicéo, identificacdo e alinhamento das sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente e as sequéncias consenso
geradas no programa ChromasPro 1.5 (Tecbhnelysium, Queensland, Australia).
Inicialmente essas sequéncias foram identificadas, por avaliacdo de similaridade, através
de andlise 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 atraveés do algoritmo de alinhamento
multiplo ClustalwW (THOMPSON et al., 1994), disponivel no programa MEGA 6.0
(TAMURA et al., 2013). Todos os alinhamentos foram inspecionados manualmente e 0s
genes codificantes de proteinas foram traduzidos para aminodcidos para verificar a
presenca de pseudogenes e confirmar a existéncia de homologia, onde nenhum codon de
parada foi observado.

3.8 Analises Filogenéticas

Para investigar as relagbes 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 analises concatenadas, o programa SeaView (GOUY et al., 2010) foi
utilizado para concatenar os alinhamentos dos genes investigados de cada organismo
estudado. As inferéncias filogenéticas, através de analise de méaxima 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 dos genes 16S rDNA + 12S rDNA + ITS2 dos carrapatos e para 0
alinhamento dos marcadores gltA+ htrA+ ompA+ ompB das riquétsias foi utilizado o
modelo evolutivo GTR+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. Identificacdo dos ectoparasitos coletados

Foram identificados 2550 ectoparasitos, sendo 2511 carrapatos, 36 pulgas e trés
acaros. A espécie mais assinalada foi R. sanguineus s.I. com 1034 espécimes coletados,
seguida por R. microplus com 675 exemplares, D. nitens com 655 exemplares, e
Amblyomma sp. com 108 exemplares. As espécies de carrapatos assinaladas com menor
quantidade de espécimes foram Amblyomma pacae ARAGAO, 1911 com 10 espécimes,
Amblyomma oblongoguttatum KOCH, 1844 com sete espécimes, Amblyomma naponense
(PACKARD, 1869) com seis especimes, Amblyomma scalpturatum NEUMANN, 1906
com cinco espécimes, Amblyomma latepunctatum TONELLI-RONDELLI, 1939 com
quatro espécimes, Amblyomma calcaratum NEUMANN, 1899 com dois espécimes, e
Amblyomma coelebs NEUMANN, 1906, Amblyomma dissimile KOCH, 1844,
Amblyomma dubitatum NEUMANN, 1899, Amblyomma longirostre (KOCH, 1844) e A.
ovale com um espécime cada, respectivamente. Com relacdo as pulgas, a mais assinalada
foi C. felis com 33 espécimes, também foram coletadas dois exemplares de X. cheopis e
um de Polygenis sp.. Uma Unica espécie de acaro, Tur turki FONSECA, 1959, trés
fémeas, foi assinalada nas areas de coleta do estado de Ronddnia (Tabelas 3 e 4).

A maior parte dos ectoparasitos coletados nos municipios de Rondbénia
correspondeu ao estadio de larva (56,90% -1451 espécimes), seguido por adultos fémeas
(17,92%- 457 exemplares), adultos machos (12,75%- 325 individuos) e ninfas
(12,43%- 317 representantes) (Tabela 3). Considerando exclusivamente 0s carrapatos
(2511), observou-se que 57,78% (1451) dos espécimes identificados eram representados
por larvas, 17,09% (429) por fémeas, 12,63% (317) por ninfas e 12,50% (314) por
machos nas areas estudadas. Entretanto, para as pulgas (11 machos e 25 fémeas
identificados) e acaros (trés fémeas diagnosticadas) sé foram coletados espécimes adultos
(Tabelas 3 e 4).

Com relacdo aos carrapatos, a maior parte das larvas 36,30% (527) eram de R.
microplus, 41,00% (130) das ninfas corresponderam a D. nitens, e a maioria dos adultos
foram identificados como R. sanguineus s.l. [68,30% (222 exemplares) dos machos, e
36,80% (168 espécimes) das fémeas] (Tabela 3).

Dentre 0os municipios estudados, os que apresentaram maior quantidade de
ectoparasitos coletados foram Ariquemes (24,23%, 618 espécimes), seguido por Ji-
Parana (20,55%, 524 individuos), Cacoal (20,23%, 516 exemplares), Alto Paraiso (19,
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Tabela 3. Espécies e quantidade de espécimes de ectoparasitos, por estadios, coletados nos municipios do estado de Rondoénia/ Brasil no periodo de 2014-
2017 durante investigacdo e/ ou vigilancia de casos de Febre Maculosa.

N° de espécimes por estadio

Espécies de ectoparasitos L N M . Municipios
Amblyomma calcaratum 1 (0,30%) 1 (0,20%) Ariquemes
Amblyomma coelebs 1 (0,30%) Ariquemes
Amblyomma dissimile 1 (0,30%) Cocoal
Amblyomma dubitatum 1(0,20%)  Alto Paraiso
Amblyomma longirostre 1 (0,30%) Alta Floresta D'Oeste
Amblyomma latepunctatum 1 (0,30%) 3(0,70%) Candeias do Jamari
Amblyomma naponense 3 (0,90%) 3 (0,70%) Ariquemes, Porto Velho
Amblyomma oblongoguttatum 3 (0,20%) 2(0,60%) 1(0,30%) 1 (0,20%) Ariquemes, Porto Velho
Amblyomma ovale 1 (0,20%) Vilhena
Amblyomma pacae 10 (0,70%) Alto Paraiso
Amblyomma scalpturatum 2 (0,60%) 2(0,60%) 1 (0,20%) Arigquemes, Porto Velho, Candeias do Jamari
Amblyomma sp. 90 (6,20%) 18 (5,70%) Ariquemes, Cocoal, Ji Parana, Porto Velho, Ouro Preto do Oeste, Vilhena
Dermacentor nitens 303 (20,90%) 130 (41,00%) 66 (20,30%) 156 (34,00%) Alto Paraiso, Ariquemes, Cocoal, Ji Parana, Porto Velho,Ouro Preto do Oeste
Rhipicephalus microplus 527 (36,30%) 35 (11,00%) 19 (5,80%) 94 (20,60%) Alto Paraiso, Ariquemes, Porto Velho

Rl 518 (35,70%) 126 (39,70%) 222 (68,30%) 168 (36,80%) Alto Paraiso, Ariquemes, Cocoal, Ji Parana, Porto Velho

sensu lato
Ctenocephalides felis 9(2,80%) 24 (5,30%) Cocoal, Ji Parana, Porto Velho
Polygenis spp. 1 (0,20%) Cocoal
Xenopsylla cheopis 2 (0,60%) Ariquemes
Tur turki 3 (0,70%) Porto Velho
Total 1451 (100%) 317 (100%) 325 (100%) 457 (100%)

Legenda: L- larva, N- ninfa, M- macho, e F- fémea.
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Tabela 4. Total de ectoparasitos coletados no periodo de 2014-2017, por municipios do estado de Ronddnia/ Brasil, durante investigacéo e/ ou vigilancia
de casos de Febre Maculosa.

MUNICIPIOS DE RONDONIA

ECTOPARASITOS Alta Floresta D'Oeste Alto Paraiso Ariquemes Cacoal Ji-Parana Porto Velho Ouro Preto do Oeste Vilhena CandeiasdoJamari  TOTAL
L N M F L N M F L N M F L N M F L N M F L N M F L N M F L N M FLNMF
Amblyomma sp. 14 2 44 20 24 4 108
Amblyomma calcaratum 1 1 2
Amblyomma coelebs 1 1
Amblyomma dissimile 1 1
Amblyomma dubitatum 1 1
C Amblyomma latepunctatum 1 3 4
A
R Amblyomma longirostre 1 1
R
A Amblyomma naponense 2 1 3 6
p
A mblyomma oblongoguttatum 2 3 1 1 7
T
o Amblyomma ovale . !
S
Amblyomma pacae 10 10
Amblyomma scalpturatum 2 1 11 5
Dermacentor nitens 70 204 16 30 32 il 8 21 85 28 102 idS) 36 4 3 655
Rhipicephalus microplus 367 10 5 22 160 16 12 56 9 2 16 675
Rhipicephalus sanguineus 2 5 8 6 24 37 466 1522 112 160 80 52 6 1821 1034
sensu lato
Ctenocephalides felis 2 6 14 7 4 33
PULLAS) Polygenis spp. i, 1
Xenopsylla cheopis 2 2
ACARO Tur turki 8 B
Total por estadio 0 0 1 0 447 12 10 31 364 59 69 126 469 0 18 29 44 120 181 179 103 118 44 84 24 4 0 3 0 4 0 1 0 0 2 4 2550
Totalpormunicipio 1(0.049%) 500(19.60%) 618(24.23%) 516(20.23%) 524 (20,55%) 349 (13.69%) 31(1.22%) 5(0.20%) 6(0.24%) (100.00% )
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60%, 500 espécimes) e Porto Velho (13,69%, 349 representantes). Por outro lado, os
municipios de Ouro Preto do Oeste (31 carrapatos, 1,22%), Candeias do Jamari (seis
espécimes, 0,24%), Vilhena (cinco individuos, 0,20%,) e Alta Floresta D Oeste (um
exemplar, 0,04%,) foram menos representativos quanto ao numero de espécimes
coletados (Tabelas 3 e 4).

O écaro T. turki, por ndo estar relacionado como potencial vetor dos bioagentes
da FM, ndo teve seus especimes submetidos as analises moleculares. Todos 0s seus
exemplares estdo montados de forma permanente entre [amina e laminula. As larvas de
carrapatos que foram montadas permanentemente entre laminas e laminulas também néo
foram submetidas as analises moleculares. Todas essas laminas estdo depositadas como
amostras testemunho na Colecdo de Artropodes Vetores Apteros de Importancia em
Saude das Comunidades (CAVAISC), da Fundagdo Oswaldo Cruz, sob o acrébnimo e
nimero: CAVAISC-ACA-1773a-c, CAVAISC-IX0-2591a-b, CAVAISC-1X0-2670,
CAVAISC-1X0-2671, CAVAISC-1X0-2672, CAVAISC-1X0-2673, CAVAISC-IXO-
2674, CAVAISC-1X0-2710 e CAVAISC-1X0-2903.

4.1.1 Identificacdo molecular e reconstrucdo filogenética dos espécimes de
carrapatos

No total, 30 espécimes de ixodideos foram submetidos a identificacdo molecular
(Tabela 5, Figura 3). Para algumas amostras (LIC 7824A-F, 8427B e 7906A), sO foi
possivel concluir o diagnostico especifico através das analises moleculares. Para todas as
outras amostras, a identificacdo molecular dos carrapatos corroborou a identificacdo
morfoldgica desses espécimes. Ja que na reconstrucdo filogenética (Figura 3), as
sequéncias dessas amostras agruparam com as mesmas espécies de ixodideos com as

quais foram identificadas através da morfologia.

4.2 Pesquisa, identificacdo e reconstrucao filogenética das riquétsias detectadas nos
carrapatos e pulgas em Rondénia
Das 720 aliquotas (707 de carrapatos e 13 de pulgas) submetidas a pesquisa de
riquétsias, foi detectada a presenca de fragmento do gene ompA em trés aliquotas (todas
compostas por uma ninfa cada) de R. sanguineus s.l. que parasitavam Canis familiaris
LINNAEUS, 1758 no municipio de Ji-Parana. Essas amostras (LIC 7406H, LIC 7406J e
LIC 7406L) apresentaram 99% de similaridade com amostras de Candidatus Rickettsia

andeanae depositadas no “GenBank” (Tabela 6).
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Tabela 5. Dados das amostras de carrapatos coletadas em Rondo6nia/ Brasil que foram
submetidas a identificagdo molecular através do BLASTN (“Basic Local Alignment
Search Tool Nucleotide”).

Amostraanalisada Identificacdo Molecular utilizando o BLASTN para pesquisar no " GenBank”
N° de
Amostras LIC  dep6ésito Gene Espécie identificada Identidade Procedéncia da sequéncia Numero de acesso
"GenBank"
Texas/ EUA KP143546
7905B MKO031685 12S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (364/364) Mato Grosso do Sul/ Brasil KC503261
Cambodia KC503260
Texas/ EUA KP143546
7905D MKO031686 12S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (363/363) Mato Grosso do Sul/ Brasil KC503261
Cambodia KC503260
Texas/ EUA KP143546
7905E MK031687 12S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (362/362) Mato Grosso do Sul/ Brasil KC503261
Cambodia KC503260
Texas/ EUA KP143546
7905F MK031688 12S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (385/385) Mato Grosso do Sul/ Brasil KC503261
Cambodia KC503260
Texas/ EUA KP143546
7905G MKO031689 12S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (385/385) Mato Grosso do Sul/ Brasil KC503261
Cambodia KC503260
5769A MK031690 12SrDNA  Amlbyomma scalpturatum 98% (314/319) Equador AY342276
7406H MK031691 12SrDNA  Rhipicephalus sanguineus 100% (379/379) China JX416325
7012 MKO031693 12S rDNA Dermacentor nitens 100% (357/357) Mato Grosso do Sul/ Brasil KC503258
7406L MKO031692 12SrDNA  Rhipicephalus sanguineus 99% (338/342) Franca KY676843
8276A MKO030076 ITS2 Amblyomma latepunctatum 100% (930/930) Rondénia/ Brasil AY619569
8276B MKO030077 ITS2 Amblyomma latepunctatum 100% (929/929) Rondénia/ Brasil AY619569
7824A MKO030074 ITS2 Amblyomma oblongoguttatum  99% (972/974)  Monte Negro, Ronddnia/ Brasil AY887115
7824B MKO030075 ITS2 Amblyomma scalpturatum 99% (937/938)  Monte Negro, Rondénia/ Brasil AY887113
8274 MG783327 ITS2 Amblyomma oblongoguttatum  99% (949/951)  Monte Negro, Rond6nia/ Brasil AY887115
7824E MKO030023 16S rDNA Amblyomma naponense 99% (429/430) Acre/ Brasil KY020991
7824F MKO030024 16S rDNA Amblyomma naponense 99% (426/427) Acre/ Brasil KY020991
7824C MKO030025 16S rDNA Amblyomma oblongoguttatum  99% (390/391) Séo Paulo/ Brasil FJ424407
7824D MKO030026 16SrDNA  Amblyomma scalpturatum 99% (378/379) Amazonas/ Brasil KX278440
5769A MK030019 16SrDNA  Amblyomma scalpturatum 100% (379/379) Amazonas/ Brasil KX278440
8427B MKO030027 16S rDNA Amblyomma coelebs 100% (410/410) Belize KU001160
7906A MKO030028 16S rDNA Amblyomma pacae 100% (426/426) Acre/ Brasil KY020985
7906F MKO030032 16S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (453/453) Mogambique, Taiwan EU918187, AY974232
7906E MKO030031 16S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (453/453) Mogambique, Taiwan EU918187, AY974232
7906B MKO030030 16S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (453/453) Mogambique, Taiwan EU918187, AY974232
7906D MK030029 16S rDNA Rhipicephalus microplus 100% (453/453) Mogambique, Taiwan EU918187, AY974232
8275 MKO030033 16S rDNA Amblyomma oblongoguttatum  99% (389/391) Séo Paulo/ Brasil FJ424407
7406H MKO030020 16SrDNA  Rhipicephalus sanguineus 100% (435/435) Taiwan e llhas Kinmen AY883868
74063 MK030022 16SrDNA  Rhipicephalus sanguineus 100% (453/453) Taiwan e llhas Kinmen AY883868
7406L MK030021 16SrDNA  Rhipicephalus sanguineus 100% (435/435) Taiwan e llhas Kinmen AY883868

BLASTN- "Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide"
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100%, Amostra LIC 7906A- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO
Amblyomma pacae (AY342274, KY020985)
-Amblyomma nodosum (AY225321, KM262201)

mblyomma calcaratum (AY225322, KU953953)
100%, Amostra LIC 8427B- 1 Ninfa, Canis familiaris, Ariquemes/ RO
'Amblyomma coelebs (AY342259, KU001160, AY887110
Amblyomma yucumense (KJ914670)

89%—Amblyomma dubitatum (AY342258, KY707774, AY887116)
me, Amblyomma aureolatum (AY277248, AF541254, AF469611)
_—9_8_@_1— -Amblyomma romitii (JX141383

-Amblyomma humerale (AY342260, KX773461, AY887111)
99% -Amblyomma rotundatum (KU720213, KY070324, DQ006841)
-Amblyomma d le (AY342249, MH030015)
-Amblyomma fuscum (JX141385)
7S%Amostra LIC 7824A- 2 Ninfas, Ambiente, Ariquemes/ RO
100% 82%fAmostra LIC 8274- 1 Larva, Pecari t?acu, Porto Velho/ RO
79%I1Amblyomma oblongogullalum (AY342281, FJ424407, AY887115)
—— 'Amostra LIC 7824C- 2 Ninfas, Ambiente, Ariquemes/ RO
100% lamostra LIC 8275- 1 Macho, Homo sapiens, Porto Velho/ RO
Amblyomma sculptum (KY273542, KY652670, KY595141)
o 7[(ﬂu{:mblyomma pseudoconcolor (AY628137, AY995180)
91% 100% -Amblyomma auricularium (JF523334, KC202817)
%Amb/yomma parvum (KT820248, KT820358, KT820355)
100% ——Amblyomma tigrinum (KU284929, AY498562)
———Amblyomma triste (KU284915, AY498563, AY887114)

-Amblyomma longirostre (AY342264, EU805565, AY887120)

-Amblyomma geayi (AY342262, EU805567)

-Amblyomma parkeri (EU805553, EU805568)

Amblyomma varium (JQ771811, JQ771812, AY887117)
-Amblyomma ovale (AY342273, AF541255)
Amblyomma goeldii (AY342253, GQ891950)

100%

83%

98%

88‘,% Amostra LIC 7824B- 2 Ninfas, Ambiente, Ariquemes/ RO
JLLler Amblyomma scak)turatum (AY342276, KX278440, AY887113)
'Amostra LIC 5769,

Amostra LIC 8276B- 1 Fémea, Ambiente, Candeias do Jamari/ RO

Amblyomma latepunctatum(AY619569)

'Amostra LIC 8276A- 1 Fémea, Ambiente, Candeias do Jamari/ RO

-Amblyomma brasiliense (MG791916)

Amblyomma incisum (MG791917, AY619576)

Amostra LIC 7824E- 1 Ninfa, Ambiente, Ariquemes/RO
'Amblyomma naponenese (AY342278, KY020991, AY887121)

100% 'Amostra LIC 7824F- 1 Ninfa, Ambiente, Ariquemes/ RO

Rhipicephalus microplus (KP143546, KP226142)

Amostra LIC 7905G- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO

Amostra LIC 7906E- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/RO

Amostra LIC 7905F- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/RO

Amostra LIC 7906F- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO

Amostra LIC 7906D- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO

Amostra LIC 7906B- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO

100%|Amostra LIC 7905D- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/RO

100% Amostra LIC 7905B- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO
° Amostra LIC 7905E- 10 Larvas, Ambiente, Alto Paraiso/ RO

100% mostra LIC 7406L- 1 Ninfa, Canis familiaris, Ji- Parana/ RO
°| 'Amostra LIC 7406J- 1 Ninfa, Canis familiaris, Ji- Parana/ RO

|Anj|qstra LIC 7406H- 1 Ninfa, Canis familiaris, Ji- Parana/ RO
'Rhipicephalus sanguineus (JX416325, AF271283)

{Amostra LIC 7012A- 1 Macho, Equus caballus, Ji- Parana/ RO

Dermacentor nitens(NC_023349, AF271274)

100%

0.09

Figura 3. Filogenia concatenada, inferida por analise de maxima verossimilhanga com modelo evolutivo GTR+G, de sequéncias parciais dos genes
mitocondriais 12S rDNA, 16S rDNA e do marcador nuclear Segundo Espacador Interno Transcrito (ITS2) (338 + 357 + 1100 pb, respectivo) de carrapatos
Ixodidae coletados em Ronddnia (RO) durante vigilancia e/ ou investigacdo de casos de Febre Maculosa. Os nimeros nos ramos indicam valores de apoio
estatistico (70% “cut-off™).
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Tabela 6. Dados das amostras de carrapatos e pulgas coletadas em Rond6nia/ Brasil que
amplificaram fragmentos de genes de riquétsias e a identificagdo molecular dessas
riquétsias através do BLASTN (“Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide”).

Amostraanalisada

Amostras
LIC/ LIS

N° de
deposito
"GenBank"

Gene

Identificacdo Molecular utilizando o BLASTN para pesquisar no " GenBank"

Espécieidentificada

Identidade

Procedénciadasequéncia

Ndmero de acesso

7406H
7406J
7406L

558

559A

559B

560A

560B

561A

561B

562A

562B

558
559A
559B

560A

560B
561A

561B

562A
562B
558
559A
559B
560A
560B
561A
561B
562A

MKO031673
MK031674
MKO031675

MK031664

MK031665

MK031666

MK031667

MK031668

MK031669

MK031670

MK031671

MKO031672

MKO031676
MK031677
MK031678

MK031679

MK031680
MK031681

MK031682

MK031683
MK031684
MKO031655
MKO031656
MK031657
MK031658
MK031659
MK031660
MK031661
MK031662

omp A Candidatus Rickettsia andeanae 100% (488/488)

omp A Candidatus Rickettsia andeanae 100% (488/488)

omp A Candidatus Rickettsia andeanae 100% (394/394)

htr A

htr A

htr A

htr A

htr A

htr A

htr A

htr A

htr A

omp B
omp B

omp B
omp B

omp B

omp B
omp B

omp B
omp B
gltA
gltA
gitA
gitA
gltA
gltA
gltA
gitA

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis
Rickettsia asemboensis

Rickettsia asemboensis

BL2GZBN- "Badik03dGA A ligginant SeaRickedtlidaskenbdehsis

100% (407/407)

100% (409/409)

100% (411/411)

100% (410/410)

100% (409/409)

100% (410/410)

100% (410/410)

100% (410/410)

100% (410/410)

100% (772/772)
100% (786/786)
100% (786/786)

100% (762/762)

100% (769/769)
100% (772/772)

100% (763/763)

100% (786/786)
100% (769/769)

99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru

99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru
99% (1094/1095) Rio Grande do Sul/ Brasil, Peru

Goias, Ceard/ Brasil
Goias, Ceard/ Brasil

Goias, Ceard/ Brasil

Maranh&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranh&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranh&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranhé&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranh&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranh&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranhé&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranhé&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranh&o/ Brasil, Peru, EUA

Maranh&o/ Brasil, EUA
Maranh&o/ Brasil, EUA

Maranhao/ Brasil, EUA
Maranh&o/ Brasil, EUA

Maranhao/ Brasil, EUA

Maranhao/ Brasil, EUA
Maranh&o/ Brasil, EUA

Maranhao/ Brasil, EUA

Maranhao/ Brasil, EUA

KY273599, KT153046
KY273599, KT153046
KY273599, KT153046

KY445727-32, KYA45735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KYA45735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KY445735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KY445735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KY445735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KY445735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KY445735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KY445735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445727-32, KYA45735,
KY445736,KY650696, AY953286

KY445737, KU597066

KY445737, KU597066

KY445737, KU597066
KY445737, IT(TJ%%%Z)%%’ KY445742,

KY445737, KU597066
KY445737, KU597066
KY445737, KA 08% KY445742,

KY445737, KU597066
KY445737, KU597066
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
KX196267, KY650697
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Em nove amostras de C. felis (LIS 558, LIS 559A, LIS 559B, LIS 560A, LIS
560B, LIS 561A, LIS 561B, LIS 562A e LIS 562B) coletadas no municipio de Porto
Velho infestando seu hospedeiro mais comum- C. familiaris, foram amplificados
fragmento dos genes gItA, ompB e htrA. Essas amostras exibiram 99-100% de
similaridade com sequéncias de R. asemboensis depositadas no “GenBank” (Tabela 6).

A reconstrucdo filogenética das sequéncias de riquétsias detectadas nas amostras
de R. sanguineus s.l. e de C. felis corroborou a identificagdo molecular dessas bactérias
através do BLASTN. As riquétsias detectadas nos carrapatos ficaram no mesmo clado de
Ca. R. andeanae, e as identificadas nas pulgas agruparam com sequéncias de R.
asemboensis do “GenBank”. Todos os clados citados apresentaram 100% de apoio

estatistico (Figura 4).
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Rickettsia parkeri cepa Black Gap (KY124257/ Ky 124258/ KY124259)
76%
Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica (KJ855083/ KJ855084/ KJB55085/ KJ855086)

uRickeftsr‘a parkeri cepa NOD (EU567177/ EUS67178/ EUS67180/ EUS67178)

??ickeftsia parkeri sensu stricto (CP003341)
Rickettsia africae (CP001612)

Rickettsia sibirica (AABW01000001)

Rickettsia conorii (NC_003103)
Rickettsia slovaca (Crooz428)

Rickettsia rickettsii (cP003305)

90% Rickettsia peacockii (cPoo1227)

100% I:Rfcken‘sr‘a heilongjiangensis (cP002912)
Rickettsia japonica (AP017574)
Amostra LIC 7406L- Rhipicephalus sanguineus, 1 Ninfa, Ji-Parana/ RO
Amostra LIC 7406H- Rhipicephalus sanguineus, 1 Ninfa, Ji-Parana/ RO

Amostra LIC 7406J- Rhipicephalus sanguineus, 1 Ninfa, Ji-Parana/ RO
Candidatus Rickettsia andeanae (GU169051/ KY402193/ KY273599/ KFO30933)

100%

81%

100%

Rickettsia amblyommatis (CP015012)

Rickettsia massiliae (CP000683)

Rickettsia rhipicephali (CP013133)

Rickettsia montanensis (CP003340)

Amostra LIS 561B- Ctenocephalides felis, 1 Macho, Porto Velho/ RO

Amostra LIS 560A- Ctenocephalides felis, 1 Fémea, Porto Velho/ RO

Amostra LIS 562B- Ctenocephalides felis, 1 Macho , Porto Velho/ RO

Amostra LIS 560B- Ctenocephalides felis, 1 Macho, Porto Velho/ RO

Amostra LIS 561A- Ctenocephalides felis, 1 Fémea, Porto Velho/ RO

90% [Amostra LIS 558- Ctenocephalides felis, 1 Macho, Porto Velho/ RO

Amostra LIS 559B- Ctenocephalides felis, 1 Macho, Porto Velho/ RO

100% | [ Amostra LIS 559A- Ctenocephalides felis, 1 Fémea, Porto Velho!/ RO

99% Amostra LIS 562A- Ctenocephalides felis, 1 Fémea, Porto Velho/ RO
Rickettsia asemboensis (JWsW00000000)

Rickettsia felis (cP000053)

100% | Rickettsia akari (CP000847)
] Rickeltsia australis (CP003338)

100% | Rickettsia prowazekii (CP001584)
L Rickettsia typhi (NC_006142)
Rickettsia bellii (cP015010)

100%

0.02

Figura 4. Filogenia concatenada, de fragmento dos genes gltA, htrA, ompA e ompB de riquétsias (1098 + 407 + 494 + 803 pb, respectivo) detectados nos
carrapatos e pulgas estudados durante vigilancia e/ ou investigacdo de casos de Febre Maculosa em Rondénia (RO), inferida por analise de méxima
verossimilhanga com modelo evolutivo GTR+G. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% “cut-off™).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo traz os primeiros registros de riquétsias em pulgas em areas de
interesse epidemiologico para FM em Ronddnia, bem como a deteccéo de R. asemboensis
e Ca. R. andeanae pela primeira vez para regido norte do Brasil. Com relac¢do a fauna de
carrapatos, € a primeira identificacdo das seguintes espécies de ixodideos nos municipios
de Rondénia: A. coelebs em Ariquemes; A. dissimile em Cacoal; A. dubitatum em Alto
Paraiso; A. longirostre em Alta Floresta D"Oeste; A. naponense em Porto Velho; A.
pacae em Alto Paraiso; D. nitens em Alto Paraiso, Ariquemes, Cacoal, Ji-Parand, Porto
Velho e Ouro Preto do Oeste; R. microplus em Alto Paraiso e Porto Velho; e R.
sanguineus s.I. em Alto Paraiso, Ariquemes, Cacoal, Ji-Parana e Porto Velho.
Adicionalmente, durante as investigacdes de potenciais vetores de bioagentes da FM em
areas com casos confirmados e/ ou suspeitos da doenca, foi coletado o acaro T. turki (até
entdo sem relevancia para os ciclos da FM) em roedor (Euryoryzomys sp.), que também
configura o primeiro relato desse ectoparasito para o estado.

No presente estudo alguns ixodideos, como o A. naponense, A. coelebs, A.
pacae, A. scalpturatum e A. oblongoguttatum, tiveram somente o diagndstico especifico
conclusivo através da metodologia molecular. Evidenciando a importancia dessa
ferramenta na diagnose especifica para estadios imaturos e espécies de carrapatos que
ainda ndo sdo bem caracterizadas morfologicamente.

Pesquisas anteriores ja destacaram que o estado de Rondénia apresenta grande
diversidade de carrapatos (LABRUNA et al., 2002; LABRUNA et al., 2004a,b;
LABRUNA et al., 2005a,b; LABRUNA et al., 2010; MARTINS et al., 2014; AGUIRRE
et al., 2018; ZIMMERMANN et al., 2018), o que pode estar associado a presenca da
Floresta Amazonica- e sua grande biodiversidade- em seu territorio. Entretanto, Ronddnia
é o terceiro estado com 0s maiores indices de desmatamento e degradacdo da Floresta
Amazonica brasileira (INPE, 2018). Assim sendo, a perda de habitat na regido pode levar
a extingcdo de animais vertebrados e consequentemente de seus parasitos, incluindo os
carrapatos (COLWELL et al., 2012), bem como o aumento de outros vertebrados (e seus
carrapatos) que tém preferencia por areas degradadas. Esse cenario de grande diversidade
especifica de carrapatos, em um Unico estado, atrelado ao aumento das alteragdes
ambientais (e.g. desmatamento, agronegocio e ocupacdo humana) faz de Ronddnia um
local potencial para ocorréncia de doencas associadas a carrapatos (MARTINS et al.,
2014).

Até o momento, foram registradas cerca de 28 espécies de ixodideos em
Rondo6nia (MARTINS et al., 2014; MARTINS et al., 2016; AGUIRRE et al., 2018). A
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presente investigacdo identificou 14 espécies de carrapatos da familia Ixodidae
(correspondendo a 50% da fauna de ixodideos conhecida para o estado) em nove
municipios analisados durante investigacdo e/ ou vigilancia de casos de FM em
Ronddnia. O fato da maior quantidade de exemplares coletados corresponderem a larvas
pode esté relacionado com o periodo e tipo de coleta, onde provavelmente o estadio mais
abundante era esse. Essa variedade da fauna de carrapatos evidencia a complexidade para
0 entendimento do cenario relacionado a FM em Ronddnia. Adicionalmente, as especies
que sdo reconhecidas no Brasil como principais vetores dos agentes da FM nédo séo
relatadas como t&o abundantes (e.g. A. sculptum, A. ovale e A. dubitatum) ou ainda nao
foram identificadas (A. aureolatum) em Ronddnia, principalmente nos locais com casos
suspeitos ou confirmados de FM (LABRUNA et al., 2002; LABRUNA et al., 2004b;
MARTINS et al., 2014; AGUIRRE et al., 2018; ZIMMERMANN et al., 2018).
Entretanto, é crescente o registro de A. dubitatum em diferentes municipios do estado
(Ariquemes, Jaru e Alto Paraiso) (MARTINS et al., 2014; ZIMMERMANN et al., 2018),
sugerindo que esse ixodideo pode estar estabelecido em Rondbnia, ou ainda, que a
presenca dessa espécie esta associada a crescente substituicdo da Floresta Amazénica por
vegetacdo caracteristica do bioma Cerrado, devido ao intenso desmatamento na regido
(MARTINS et al., 2014; INPE, 2018).

Para entendimento do ciclo epidémico da FM é fundamental conhecer as
espécies de potenciais vetores apteros que parasitam humanos. Na presente investigacao,
apenas um exemplar de macho de A. oblongoguttatum, no municipio de Porto Velho, foi
coletado em interacdo tréfica com humano. Estudos anteriores ja relataram A. cajennense
s. I, A. coelebs, A. naponense, A. oblongoguttatum, A. ovale, A. scalpturatum,
Haemaphysalis juxtakochi COOLEY, 1946 e R. microplus parasitando humanos no
estado. Dessas espécies, A. ovale, A. scalpturatum e A. oblongoguttatum sdo as
encontradas em maior frequéncia em humanos em Ronddnia (LABRUNA et al., 2004b;
LABRUNA et al., 2005a). Esse cenario difere do relatado para outros locais do pais, onde
outras espécies sdo mais frequentemente descritas infestando  humanos
(GUGLIELMONE et al., 2006; SZABO et al., 2013; RECK et al., 2018). Assim sendo, é
possivel que o cenario do ciclo epidémico da FM em Ronddnia seja distinto do que
ocorre em outros locais do Brasil, com outras espécies de carrapatos envolvidas no ciclo
de transmissao.

Durante estudo sorolégico em cdes do municipio de Monte Negro, 0s
pesquisadores destacaram que esse hospedeiro era frequentemente observado infestado

pela pulga C. felis, entretanto esses ectoparasitos nao foram testados para a presenca de
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riquétsia (LABRUNA et al., 2007). N&o ha outros estudos relacionados a pulgas nesse
estado. Dessa forma, o presente trabalho caracteriza a primeira investigacdo da fauna de
pulgas e da presenca de riquétsias nesses insetos em areas de interesse epidemiolégico
para FM em Rondonia. Sendo, por Tanto, o primeiro relato de Polygenis sp. e X. cheopis
para 0 estado. Todos os exemplares identificados de C. felis e Polygenis sp. foram
coletados em C. familiaris, demonstrando a estreita relacdo parasitaria entre esses
animais. E ainda, por essas pulgas parasitarem um vertebrado domestico, evidencia a
possibilidade de contato desse ectoparasito e seus patégenos com o homem (PAROLA et
al., 2005). Ja X. cheopis foi encontrada no ambiente de pasto. Entretanto essa pulga tem
como principal hospedeiro o rato domestico. Na epidemiologia da FM, esse inseto se
destaca por ser vetor de R. typhi, bioagente do tifo murino, cuja transmissdo acontece
através das fezes da pulga infectada (MARCONDES, 2001). O encontro dessa pulga
indica a presenca do rato doméstico no ambiente analisado, sendo necessarias medidas de
higienizacédo local para combate a esse vertebrado e seus ectoparasitos potenciais vetores
de bioagentes de doencas em humanos.

Estudos prévios no estado de Rondbnia demonstraram que diversos pacientes,
residentes em &reas rurais do estado, relatavam febre de causa desconhecida. Entretanto,
muitos deles descreviam historico recente de picada de carrapato. Dessa forma,
especulou-se que esse quadro poderia estar associado a riquétsias transmitidas por
ectoparasitos aos quais esses individuos foram expostos (LABRUNA et al., 2004b;
LABRUNA et al., 2007). Porém, nenhuma doenca febril exantematica aguda mortal foi
observada por médicos na area, excluindo a possibilidade de casos relacionados com R.
rickettsii no estado (OLIVEIRA et al., 2016a,b).

A identificacdo de riquétsias em Ronddnia comegou em 2004, com a detecc¢do de
Rickettsia cepa ARANHA (geneticamente relacionada com Rickettsia amblyommatis) em
A longirostre no municipio de Ariquemes (LABRUNA et al., 2004a). Em seguida, R.
amblyommatis foi relatada infectando A. cajennense s.I. e A. coelebs, nos municipios de
Governador Jorge Teixeira e Monte Negro, respectivamente (LABRUNA et al., 2004b).
Ainda nesse ultimo municipio, estudo posterior identificou Rickettsia rhipicephali em H.
juxtakochi (LABRUNA et al.,, 2005b). Entretanto, estudos publicados atée 2005,
indicavam que a R. bellii era a riquéetsia mais frequentemente registrada infectando
carrapatos (A. ovale, A. scalpturatum, A. oblongoguttatum, Amblyomma rotundatum
KOCH, 1844 e Amblyomma humerale KOCH, 1844) em Rondbdnia (LABRUNA et al.,
2004b). De acordo com esses estudos, poderia ser presumido que a exposi¢do potencial

de humanos a riquétsias patogénicas (e. g. R. rickettsii), transmitidas por carrapatos na
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floresta Amazonica de Rondonia, poderia ser minimizada pela alta taxa de infecgdo com
R. bellii nos trés carrapatos mais antropofilicos dessa regido (A. ovale, A. scalpturatum e
A. oblongoguttatum) (LABRUNA et al., 2004b).

Adicionalmente, estudo soroldgico em cdes do municipio de Monte Negro
indicou a circulacdo de R. amblyommatis e R. rhipicephalii, ja identificadas por biologia
molecular em carrapatos no municipio, porém, foi detectada a circulacdo de Rickettsia
parkeri sensu lato (s.I.) em cdes sem a identificacdo prévia dessa bactéria em
ectoparasitos do municipio (LABRUNA el al., 2007). Como os cdes em Monte Negro sdo
comumente infestados pelas mesmas espécies de carrapatos que parasitam humanos, eles
poderiam atuar como animais sentinelas para os bioagentes da FM em humano.

Posteriormente a esses estudos, ndo houve novos relatos de riquétsias em
Rondonia até a confirmacdo do primeiro caso de FM, no municipio de Ariquemes, em
2015 (OLIVEIRA et al., 2016a,b). Em seguida, em 2016, casos da doenca também foram
confirmados nos municipios de Alvorada D’Oeste e Porto Velho. Em todos esses casos
ndo houve a identificagdo dos bioagentes da FM em humanos.

Estudo mais recente, ndo identificou a presenca de riquétsias nos carrapatos
coletados nos municipios com casos confirmados de FM. Entretanto, foi detectada
infeccdo por R. amblyommatis em larvas, ninfas e macho de A. cajennense s. I. (nos
municipios de Cacoal e Vilhena), em macho de A. oblongoguttatum (no municipio de
Pimenta Bueno) e em fémea de A. cajennense sensu stricto (s.s.) (FABRICIUS, 1787)
(também no municipio de Pimenta Bueno) (AGUIRRE et al., 2018). Adicionalmente,
dois espécimes de A. oblongoguttatum, do municipio de Candeias do Jamari,
apresentaram resultado positivo para riquétsia do GFM (gene ompA), no entanto, as
amostras nao tiveram éxito no sequenciamento do DNA. Ainda nesse estudo, foi relatado
A. oblongoguttatum e A. ovale parasitando cdes no municipio de Candeias do Jamari
(AGUIRRE et al., 2018). O que € relevante, ja que os cdes podem desempenhar um papel
importante no ciclo zoon6tico das riquetsioses, como hospedeiro amplificador de
riguétsias e ainda podem fazer o intercambio entre a fauna de carrapatos de animais
silvestre para o domicilio, onde o parasitismo humano por esses ectoparasitos pode
ocorrer (LABRUNA et al., 2007; MELO et al., 2011).

No presente trabalho, a analise de ectoparasitos provenientes de vigilancia de
ambiente e/ ou investigacdo de caso de FM, identificou pela primeira vez a R.
asemboensis em C. felis no municipio de Porto Velho (municipio com caso confirmado
de FM), e Ca. R. andeanae em R. sanguineus s.l. (coletado em cées) no municipio de Ji-

Parana (sem caso confirmado de FM) em Rondonia. Demonstrando um potencial cenario
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epidemioldgico da FM envolvendo a pulga, carrapato, cées e riquétsias do GFM e Grupo
Transicional em Rondodnia, o qual ainda ndo havia sido proposto para a regiéo.

A R. asemboensis, recentemente descrita, foi relatada pela primeira vez em
sifonépteros da espécie C. felis em Asembo no Quénia, situacdo em que foi isolada e
cultivada in vitro (LUCE-FEDROW et al., 2015). E uma bactéria emergente transmitida
por carrapatos e pulgas associados a animais domeésticos e roedores. Esse patogeno ja foi
descrito em ectoparasitos na Asia, Africa e nas Américas (JIANG et al., 2013; OTEO et
al., 2014; RZOTKIEWICZ et al., 2015; BILLETER et al., 2016; DALL’AGNOL et al.,
2017; FACCINI-MARTINEZ et al., 2016; KOLO et al., 2016; TROYO et al., 2016;
SILVA et al., 2017), sendo encontrado principalmente em areas endémicas para FM
associada a pulgas (JIANG et al., 2013). A R. asemboensis é geneticamente relacionada a
R. felis, que é patogénica para humanos (RAOULT et al.,, 2001). Entretanto, o
entendimento da FM relacionado & R. felis é escasso no Brasil (SZABO et al., 2013). Em
nosso pais 0s registros de R. asemboensis sdo recentes, com relatos em R. sanguineus s.l.
(no Rio Grande do Sul) e em C. felis (no Maranhdao) (DALL’AGNOL et al., 2017;
SILVA et al., 2017). A pulga C. felis pode se alimentar ocasionalmente em humanos,
porém, ainda ndo ha comprovacdo da transmissdo de R. asemboensis através desse
ectoparasito para 0 homem (MAINA et al., 2012; JIANG et al., 2013). Além da possivel
vetoracdo de patdgenos, as pulgas também podem provocar alergia a picada no
hospedeiro (SOUSA, 1997). Das espécies de pulgas identificadas em Rondonia, a C. felis
é incriminada como vetor de R. felis e R. asemboensis. Foi identificada a presenca de R.
asemboensis no estado, em nove amostras de C. felis coletadas durante vigilancia de
ambiente para FM em area com caso confirmado da doenca. O presente estudo aumenta a
area geografica de ocorréncia de R. asemboensis no Brasil.

A bactéria Ca. R. andeanae, apesar de pertencer ao GFM, é considerada de
patogenicidade desconhecida, até entdo, para humanos. Entretanto, estudo demonstrou
gue essa riguétsia pode provocar a diminuicdo ou exclusdo da riquetsiose associada a R.
parkeri s.s. nos EUA (PADDOCK et al., 2015). O que torna Ca. R. adeanae de interesse
para a pratica em saude publica. No Brasil, essa riquéetsia ja foi encontrada em
Amblyomma parvum ARAGAO, 1908 nos biomas Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica e na
transicdo Amazonia- Cerrado (e. g. PACHECO et al., 2007; SOUSA et al., 2009; NIERI-
BASTOS et al., 2014; COSTA et al.,, 2015; MOERBECK et al., 2016), além de
identificacdo em A. sculptum no Cerrado (WITTER et al., 2016; BITENCOURTH et al.,
2017). Ha registros de Ca. R. andeanae em diversos paises, como Argentina, Canada,

Chile, EUA, Paraguai e Peru, em diferentes espécies de carrapatos (e. g. A. maculatum, A.
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ovale, A. parvum, A. tigrinum, A. triste, Ixodes boliviensis NEUMANN, 1904 e R.
sanguineus s.l.), demonstrando a ampla distribuicdo dessa riquétsia em diferentes
ecotopos (JIANG et al., 2005; ABARCA et al., 2012; OGRZEWALSKA et al., 2014;
WOQOD et al., 2016; ALLERDICE et al., 2017; SEBASTIAN et al., 2017; MONJE et al.,
2018; RIVERA-PAEZ et al., 2018). Registros prévios de Ca. R.andeanae em R.
sanguineus s.l. foram feitos para Peru e Colémbia, nesse ultimo pais também foi relatada
em area de Floresta Amazonica assim como no presente estudo (FLORES-MENDOZA et
al., 2013; RIVERA-PAEZ et al., 2018). A deteccéo de R. sanguineus s.l., coletado em céo
durante vigilancia de ambiente para FM em Ji-Parand/ Rondénia, infectado com Ca. R.
andeanae configura o primeiro registro dessa riquétsia nesse ixodideo para o Brasil.

O encontro de espécies de bactérias do GFM e do Grupo Transicional, cuja
patogenicidade ainda ndo é conhecida para humanos, em R. sanguineus s.l. e C. felis
coletados em cdes evidencia a relevancia desse vertebrado na manutencdo de ciclos
enzodticos dessas riquétsias. E ainda, sabendo que esses ectoparasitos tém preferéncia por
animais domésticos, o que possibilita maior contato desses potenciais vetores (e 0s
bioagentes que veiculam) com os seres humanos (OLIVEIRA et al., 2008; ROZENTAL
et al., 2009). Apesar da auséncia de conhecimento relacionado a patogenicidade de Ca. R.
andeanae e R. asemboensis para humanos, o potencial dessas riquétsias estarem
associadas com casos de FM nédo pode ser descartado, visto que riquétsias inicialmente
ditas como de patogenicidade desconhecida posteriormente foram reconhecidas como
bioagentes de riquestioses em humanos (e. g. R. parkeri s.l.) (PADDOCK et al., 2004;
PAROLA et al., 2013). Porém, mais estudos sdo necessarios para entender a participacdo
de R. asemboensis e Ca. R. andeanae no cenario da FM em Rondodnia, bem como
conhecer a prevaléncia dessas bactérias, entender o envolvimento de C. felis, R.
sanguineus s.l. e cdes nessas infeccOes e na transmissdo dessas riquétsias, além de
esclarecer a relacdo entre esses microorganismos e 0s casos de FM no Brasil.

As investigacOes sobre riquétsias em Ronddnia, posteriores a confirmacdo dos
casos de FM, ndo detectaram R. bellii nos ectoparasitos. Essa riquétsia era apontada como
a mais prevalente nos carrapatos do estado anteriormente a confirmacdo de caso da
doenca (LABRUNA et al., 2004b). Estudos apontam que a R. bellii pode ter importante
papel na ecoepidemiologia das riquetsioses, atraves da inibicdo da infeccdo por outras
riquéstias patogénicas quando o carrapato estd previamente infectado com R. bellii
(BURDDORFER et al., 1981; MACALUSO et al., 2002; PACHECO et al., 2009).
Cenario esse que poderia estd ocorrendo em Rondonia, ja que quando era relatada

prevaléncia de R. bellii nos ectoparasitos ndo havia casos confirmados de FM.
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Até o momento ndo houve registro das espécies do complexo A. cajennense nos
municipios com casos confirmados de FM em Rondbnia, 0 que sugere que outras
espécies de carrapatos estdo envolvidas no ciclo de transmissdo dessa doenca no estado
(AGUIRRE et al., 2018). O comportamento dos cées de entrarem na mata e retornarem
ao domicilio infestados, realizando o intercdmbio entre a fauna de carrapatos de animais
silvestres e domeésticos, pode propiciar 0 parasitismo humano por ectoparasitos que
ocorrem nesses vertebrados (SZABO et al., 2013). O histérico de deteccdo de carrapatos
e pulgas de cdes infectados com riquétsias do GFM e do Grupo Transicional evidencia o
importante papel que esse hospedeiro pode exercer na manutencdo dos ciclos de
riquétsias e, potencialmente, nos casos de FM. Os resultados sobre ectoparasitos e
infeccbes por riquétsias em Ronddnia contribuem com informacdes para auxiliar no
entendimento da dindmica de circulacdo dessas bactérias e na identificacdo dos seus
potenciais vetores no estado. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para verificar a
existéncia de cenarios epidemioldgicos da FM especificos para a regido Amazonica do

pais que diferem dos relatados para as areas de Mata Atlantica e Pampa no Brasil.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:
e Ha diversidade de ectoparasitos potenciais vetores nos municipios estudados

para o estado de Rondonia.

e A ixofauna de Rondbdnia em éarea de interesse epidemiologico para FM é
composta de pelo menos 14 espécies. Em ordem decrescente de abundancia R.
sanguineus s.l., R. microplus, D. nitens, A. pacae, A. oblongogutatum, A.
naponense, A. scalpturatum, A. latepunctatum, A. calcaratum, A. dissimile, A.

dubitatum, A. coelebs, A. longirostre e A ovale.

e Espécimes de A. naponense, A. coelebs, A. pacae, A. scalpturatum e A.
oblongogutatum sé tiveram o diagnostico especifico conclusivo através das
analises moleculares.

e Estadios imaturos de carrapatos foram os mais encontrados nos municipios
estudados de Rondonia.

e As espécies A. coelebs (Ariquemes), A. dissimile (Cacoal), A. dubitatum (Alto
Paraiso), A. longirostre (Alta Floresta D"Oeste), A. naponense (Porto Velho), A.
pacae (Alto Paraiso), D. nitens (Alto Paraiso, Ariqguemes, Cacoal, Ji-Parana, Porto
Velho e Ouro Preto do Oeste), R. microplus (Alto Paraiso e Porto Velho) e R.
sanguineus s.l. (Alto Paraiso, Ariqguemes, Cacoal, Ji-Parana e Porto Velho) foram
identificadas pela primeira vez nos municipios de Rondénia.

e A diversidade de pulgas foi de pelo menos trés espécies: C. felis, Polygenis sp.
e X. cheopis , sendo as duas ultimas assinaladas pela primeira vez no estado de
Rondonia.

e Foram identificadas, pela primeira vez em Rondbnia, a presenca de R.
asemboensis em C. felis e Ca. R. andeanae em R. sanguineus s.l. , sendo esse
ultimo o primeiro registro também para o Brasil. Caracterizando que héa circulacéo
de riquétsia do GFM (Ca. R. andeanae) e do Grupo Transicional (R. asemboensis)
no estado.

e Mais estudos sdo necessarios para o entendimento do cenario da FM que ocorre

em Rondo6nia.
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