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RESUMO 

 

DIAS, I.S. Diagnóstico molecular de Rickettsia spp. em carrapatos (Acari: Ixodidae) 

parasitando humanos, animais domésticos e silvestres circulantes de áreas pertencentes a 

Academia das Agulhas Negras, Resende, RJ, Brasil. 2023. 51p. Dissertação (Mestrado em 

Ciências). Programa de Pós graduação em Ciências Veterinárias. Instituto de Veterinária, 

Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2023. 

 

Inúmeras espécies de animais domésticos e silvestres atuam como reservatórios de 

hemoparasitos transmitidos por carrapatos, causando hemoparasitoses de grande importância 

para a saúde pública, como por exemplo, a Febre Maculosa Brasileira. Conhecida por causar 

febre alta e até a morte, esta doença é uma zoonose com distribuição mundial e é causada por 

bactérias do gênero Rickettsia, apresentando um complexo diagnóstico. A detecção do agente 

tem sido facilitada devido ao acesso às técnicas moleculares, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR). Os militares em treinamentos ou operações, em função das atividades 

frequentes e período de exposição prolongado, estão mais predispostos a infestações e sob 

maior risco de infecção por bactérias da família Rickettsiaceae. Logo, o objetivo do presente 

estudo foi realizar pesquisa molecular de Rickettsia spp. em carrapatos parasitando humanos, 

animais domésticos e silvestres circulantes de áreas pertencentes a Academia das Agulhas 

Negras, Resende, Rio de Janeiro, Brasil. Foram utilizadas uma amostragem de carrapatos 

infestando diferentes espécies de hospedeiros vertebrados (humanos, animais silvestres e 

domésticos) coletados e identificados por Prado (2022) durante os anos de 2019 a 2021. Uma 

amostragem aleatória estratificada de 494 carrapatos foi selecionada para ser testada 

molecularmente para a presença de Rickettsia spp. correspondendo a 52 amostras de carrapatos 

em animais domésticos, 375 amostras de carrapatos em animais silvestres e 67 amostras de 

carrapatos em militares. As amostras foram submetidas à extração de DNA, em seguida à  uma 

amplificação prévia da sequência parcial do gene ITS-2 nuclear de carrapatos (familia Ixodidae) 

para controle de qualidade da extração e PCR convencional para a detecção de DNA alvo 

correspondente ao gene gltA de Rickettsia spp. Uma amostra de Amblyomma dubitatum foi 

positiva durante as reações moleculares, amplificando o fragmento do gene gltA de Rickettsia 

spp.. A amostra correspondente pertence a uma capivara (Hydrochoerus hydrochaeris). Este 

achado revela que animais silvestres podem albergar agentes rickettsiais, e faz um alerta sobre 

animais como sentinelas e até mesmo para humanos que se encontram em áreas de 

vulnerabilidade. Sendo necessário aprofundamento do estudo, além da realização do 

sequenciamento. 

 

Palavras-chave: Rickettsia sp., bactérias, sentinelas, Hydrochoerus hydrochaeris



 
 

 

ABSTRACT 
 

 

DIAS, I. S. Molecular diagnosis of Rickettsia spp. in ticks parasitizing humans, domestic 

and wild animals circulating in areas belonging to Academia das Agulhas Negras, Resende, 

RJ, Brazil. 2023. 51p. Dissertation (Master of Science). Graduate Program in Veterinary 

Sciences. Institute of Veterinary Medicine, Department of Animal Parasitology, Federal Rural 

University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023. 

 

Numerous species of domestic and wild animals act as reservoirs of blood parasites transmitted 

by ticks, causing blood parasites of great importance to public health, such as Brazilian Spotted 

Fever. Known for causing high fever and even death, this disease is a zoonosis with worldwide 

distribution and is caused by bacteria of the genus Rickettsia, presenting a complex diagnosis. 

Detection of the agent has been facilitated due to access to molecular techniques, such as 

polymerase chain reaction (PCR). Military personnel undergoing training or operations, due to 

frequent activities and prolonged periods of exposure, are more predisposed to infestations and 

at greater risk of infection by bacteria from the Rickettsiaceae family. Therefore, the objective 

of the present study was to carry out molecular research on Rickettsia spp. in ticks parasitizing 

humans, domestic and wild animals circulating in areas belonging to Academia das Agulhas 

Negras, Resende, Rio de Janeiro, Brazil. We used a sampling of ticks infesting different species 

of vertebrate hosts (humans, wild and domestic animals) collected and identified by Prado 

(2022) during the years 2019 to 2021. A stratified random sampling of 494 ticks was selected 

to be molecularly tested for the presence of Rickettsia spp. corresponding to 52 tick samples 

from domestic animals, 375 tick samples from wild animals and 67 tick samples from military 

personnel. The samples were subjected to DNA extraction, followed by prior amplification of 

the partial sequence of the nuclear ITS-2 gene of ticks (family Ixodidae) to control the quality 

of the extraction and conventional PCR for the detection of target DNA corresponding to the 

gltA gene of ticks. Rickettsia spp. A sample of Amblyomma dubitatum was positive during 

molecular reactions, amplifying the fragment of the gltA gene from Rickettsia spp.. The 

corresponding sample belongs to a capybara (Hydrochoerus hydrochaeris). This finding reveals 

that wild animals can harbor rickettsial agents, and raises awareness about animals as sentinels 

and even for humans who are in vulnerable areas. Further study is necessary, in addition to 

sequencing. 

 

Key words: Rickettsia sp., bacteria, sentries, Hydrochoerus hydrochaeris.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Algumas espécies de mamíferos são classificadas como sinantrópicas porque se 

adaptaram ao ambiente domiciliar devido às alterações causadas pelo homem em seus habitats 

naturais. Por outro lado, existem espécies sinantrópicas não-comensais, que são principalmente 

silvestres e tendem a formar colônias em áreas distantes do contato direto com o homem, 

adaptando-se a ambientes menos perturbados pela atividade humana (MATIAS et al., 2002), 

estando sujeitas a diferentes pressões ecológicas e parasitárias em comparação com espécies 

sinantrópicas que vivem em ambientes urbanos, com uma probabilidade maior de serem 

infestadas por carrapatos (GUGLIELMONE et al., 2010).  

Dentre os artrópodes carreadores de hemoparasitos, os carrapatos (classe Arachnida, 

subclasse Acari e ordem Ixodida) são agentes de extrema relevância, pois necessitam, 

obrigatoriamente, de sangue para seu desenvolvimento em, pelo menos, um estágio de seu ciclo 

de vida. O longo período de íntima associação com seu hospedeiro os caracterizam como 

excelentes transmissores de muitos patógenos virais, bacterianos e parasitários (CHOMEL, 

2001). 

Os hemoparasitos transmitidos por artrópodes são agentes de grande importância dentro 

da Medicina Veterinária, assim como na Medicina Humana. A Febre Maculosa Brasileira 

(FMB) é um exemplo de doença, conhecida por causar febre alta, com variações na gravidade, 

que na grande maioria das vezes se expande em caráter endêmico, é uma zoonose com 

distribuição mundial e é causada por bactérias da família Rickettsiaceae e gênero Rickettsia, 

conhecidas como Rickettsia rickettsii, Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica e Rickettsia parkeri, 

com difícil diagnóstico (DANTAS-TORRES, 2007). 

Os militares em treinamentos ou operações, em função do comportamento, atividades 

típicas que desenvolvem e tempo de exposição prolongado, muitas vezes em locais densamente 

infestados por carrapatos, estão mais predispostos a infestações e sob maior risco de infecção 

por diversas doenças vetoriadas por carrapatos (FAULDE et al., 2014; JIANG et al., 2015; 

KEBISEK et al., 2020). 

Portanto, este trabalho tem como objetivo realizar a pesquisa molecular de Rickettsia 

spp. em carrapatos parasitando humanos, animais domésticos e silvestres circulantes de áreas 

pertencentes a Academia das Agulhas Negras, Resende, Rio de Janeiro, Brasil. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Febre Maculosa Brasileira 

 

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é considerada a principal zoonose disseminada por 

carrapatos no Brasil, especialmente por carrapatos da família Ixodidae, do gênero Amblyomma 

spp., esses carrapatos atuam como vetores do agente patogênico causador da doença, facilitando 

a transmissão vertical da bactéria através das vias transovariana, transestadial e interestadial 

(MENDER et al., 2019; COSTA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020). 

A mesma atinge praticamente todos os tipos de animais vertebrados, englobando os 

seres humanos. Sendo uma problemática comum dentro da saúde pública, visto que é uma 

doença com carater reemergente e ermegente, apresentando altos índices de morbidade e 

mortalidade, em virtude do seu potencial zoonótico (LABRUNA; OGRZEWALSKA, 2012). 

Pode apresentar sintomas inespecíficos ou graves. Sendo descrita com presença de febre alta, 

erupções avermelhadas na pele, dores de cabeça, dores musculares, vermelhidão ocular, 

vômitos, diarreia, sinais neurológicos e dor abdominal, com altas taxa de letalidade em 

humanos. O mesmo acaba agindo como hospedeiro acidental na cadeia epidemiológica da 

zoonose (SOUZA et al., 2015; MENDER et al., 2019).  

Os sintomas ainda podem ser observados em mamíferos e aves silvestres, havendo 

variações na gravidade da doença. Animais domésticos e silvestres são correlacionados como 

significativos reservatórios, hospedeiros intermediários e amplificadores. É importante destacar 

capivaras, gambás e equinos na cadeia epidemiológica da doença, pois além de levarem os 

vetores a regiões de alta disseminação, apresentam função grandiosa na validação da virulência 

do agente (JOANNITTI et al., 2014; ARAUJO et al., 2019). 

 

2.1.1 Aspectos ocupacionais 

 

A FMB é relatada como uma zoonose encontrada em ambientes rurais e silvestres, 

ademais áreas periurbanas e urbanas vêm sendo apontadas com registros de novos casos, esse 

fator pode ser justificado através do aumento no número de humanos residindo em moradias 

próximas a regiões com predomínio de matas e pequenas florestas (SOUZA et al., 2020).  

A doença é caracterizada com maior porcentagem de casos localizados e descritos nas 

regiões Sudeste e Sul, onde de modo geral acontece de forma esporádica. Atinge principalmente 

a população economicamente ativa (20 – 49 anos), com maior destaque para os homens, tal 

fator pode ser explicado através da exposição que os mesmos sofrem a carrapatos, animais 

domésticos e silvestres, muita das vezes, pela localização de seus serviços em ambientes de 

matas, rios, riachos, cachoeiras ou lagos (ARAÚJO et al., 2016; BRASIL, 2019b). 

Importante destacar que 10% dos registros da doença são em crianças menores de 9 anos 

de idade, tal fator pode ser justificado pela estreita relação com animais domésticos, como o 

cão (possível hospedeiro da FMB), no peridomicílio e maior contato com o solo, tornam-se um 

grupo vulnerável (ARAÚJO et al., 2016; BRASIL, 2019b). 

Quanto à sazonalidade, conclui-se que a época com maior caso de incidência é outubro, 

período onde ninfas de Amblyomma sculptum apresentam maior distribuição, podendo mudar 

de local para local (OGRZEWALSKA; LABRUNA, 2009). A zoonose é relatada em regiões 

como: São Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espírito Santo, Bahia, Santa Catarina, Paraná, 

Rio Grande do Sul, Distrito Federal, Goiás, Ceará e Mato Grosso do Sul. Rickettsia rickettsii 

destaca-se como principal agente etiológico, por gerar casos letais, embora existam outras 

espécies de riquétsias interligadas à enfermidade (SZABÓ et al., 2013b; ARAÚJO et al., 2016). 
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2.1.1.1 Academia das Agulhas Negras (AMAN) 

 

O Exército Brasileiro apresenta como principal objetivo a garantia da soberania 

nacional, dos poderes constitucionais, da lei e da ordem, salvaguardando os interesses nacionais 

e cooperando com o desenvolvimento nacional e o bem-estar social. Logo, a Força Terrestre 

deve ser adestrada, mantendo-se em permanente estado de prontidão (BRASIL, 2022). 

Militares fazem parte do grupo principal de profissionais que sofrem com o risco de 

adoecerem pela possível infecção de doenças transmitidas por vetores. O risco em questão é 

atribuído à maior exposição a animais reservatórios e aos vetores de agentes patogênicos 

enquanto realizam suas missões e operações (OLIVEIRA, 2016). As missões operativas, 

colaboram para situações de risco e exposição de patologias em regiões exclusivas. Casos de 

doenças transmitidas por vetores são diagnosticadas em militares que participam dessas missões 

(LORENZI, 2014). 

O Brasil, país composto de uma variedade de biomas, tem demonstrado extensa 

porcentagem de casos de febre maculosa principalmente na região sul e sudeste do país, com 

altas taxas de letalidade, chegando a 85% (ARAÚJO et al., 2016); os militares são relacionados 

às características epidemiológicas dessa doença, sobretudo pelos locais que frequentam em suas 

missões e treinamentos, como matas, campos e rios, que acarretam na possibilidade de 

infestação por carrapatos, e pelo provável contato com animais silvestres, domésticos ou de 

emprego militar em tais ambientes (BRASIL, 2019a). 

Estudos moleculares validam essas informações, comprovando a presença de carrapatos 

infectados com Rickettsia spp.. Uma pesquisa realizada em áreas de treinamento da Marinha do 

Brasil, no Rio de Janeiro, identificou R. rickettsii em carrapatos A. cajennense. A detecção 

dessas bactérias em carrapatos nessas áreas representa um risco significativo de transmissão 

para humanos, devido à alta virulência da R. rickettsii e à interação frequente entre os militares 

e o ambiente natural durante os treinamentos (CUNHA et al., 2018). Além disso, outros 

trabalhos também abordam a presença de Rickettsia spp. em regiões do Rio de Janeiro 

(CAMPOS et al., 2008; SILVEIRA, 2010). 

Já pesquisas conduzidas em áreas de treinamento do Exército Brasileiro na região 

Amazônica encontraram R. amblyommii em carrapatos coletados de animais silvestres. Embora 

essa espécie de Rickettsia seja menos patogênica que R. rickettsii, ela ainda representa um 

potencial risco para a saúde humana e animal nas áreas de treinamento militar, devido à sua 

capacidade de infectar diversos hospedeiros vertebrados (OLIVEIRA et al., 2013).  

Em áreas de treinamento militar no estado de São Paulo, foram identificados carrapatos 

A. dubitatum infectados com R. bellii. Apesar de ser considerada de baixa patogenicidade para 

humanos, a presença dessa espécie em áreas militares destaca a diversidade de patógenos 

riquetsiais nessas regiões e a importância de uma vigilância constante (ANGERAMI et al., 

2012b). 

A Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN), localizada na região sudeste do Rio 

de Janeiro, mais especificamente no município de Resende, é a instituição de ensino superior 

responsável pela formação dos oficiais combatentes de carreira do Exército Brasileiro. Sua 

missão é a formação ética e moral dos Cadetes, no intuito de entregar ao Exército oficiais que 

se destaquem pela integridade, honradez, honestidade, lealdade, senso de justiça, disciplina, 

patriotismo e camaradagem. Servindo à Nação Brasileira para defender a Pátria.  

De frente com as informações apresentadas, agentes zoonóticos transmitidos por 

carrapatos simbolizam um risco ocupacional para os militares durante suas atividades no Brasil, 

comprovando a importância de profissionais que proporcionem cuidados necessários para esses 

militares, além de necessária formulação de estudos e pesquisas para informar tal grupo sobre 

riscos diários de infestação por esses artrópodes. 
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2.2 Gênero Rickettsia 

 

Os membros do gênero Rickettsia (família Rickettsiaceae; ordem Rickettsiales) são 

microrganismos procarióticos, descritos como formas cocobacilares, pequenos bastonetes ou 

bacilos Gram-negativos. São agrupadas em pares, em cadeias ou isoladas. Com exclusão da R. 

prowazekii, causadora do tifo, não possuem flagelos. São encontradas nas glândulas salivares e 

ovários do artrópode hospedeiro (BILLINGS et al., 1998) e apresentam ampla distribuição, com 

inúmeras espécies dessa ordem ocasionando doenças no ser humano e em outros hospedeiros 

vertebrados e invertebrados (DUMLER et al., 2001). 

Os primeiros casos de infecções por riquétsias datam do século 5 a.C em Atenas. 

Estudos mostram que R. typhi, causadora da doença tifo murino, pode ter sido a responsável 

por esses episódios. No século 16 d.C. ocorreram confirmação de casos do tifo na Europa e nos 

Estados Unidos onde após tal evento, novas alegações foram espalhadas por todo o mundo 

(SILVEIRA, 2006). O primeiro relato de febre maculosa procedeu na cidade de Idaho, EUA, 

em 1896 sendo que, em 1899, foram relatadas por Maxcy os primeiros sinais clínicos na 

literatura médica. Em 1907, Ricketts isolou o agente etiológico da Febre Maculosa das 

Montanhas Rochosas (FMMR). Seus estudos mostravam a similaridade dos agentes 

responsáveis da FMMR e do tifo exantemático, passando o gênero, a partir de 1916, a ser 

chamado Rickettsia em sua homenagem (WEISS; STRAUSS, 1991). 

Com o início da filogenética molecular a revolução da sistemática do gênero Rickettsia 

vem sendo cada vez maior. Em pesquisas realizadas por todo o mundo novas espécies vêm 

sendo descobertas. Desta forma, atualmente as espécies de Rickettsia patogênicas ou com 

potenciais patogênicos, estão distribuídas em diferentes grupos filogenéticos, tais como: Grupo 

da Febre Maculosa (GFM); Grupo Tifo (GT), Grupo Canadense (GC); Grupo de Transição 

(GTr) (PAROLA et al., 2013a; MERHEJ et al., 2014).  

No GFM, R. conorii, é o agente etiológico da Febre Maculosa do Mediterrâneo; R. 

rickettsii, agente da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas e da Febre Maculosa Brasileira 

e R. africae, responsável pela Febre Africana por picada de carrapato, ainda assim existem 

outras espécies descritas como, R. helvetica, R. montanensis, R. massiliae, R. japonica, R. 

peacockii e R. sibirica. O GT, compreende às espécies R. prowazekii e R. typhi, respectivamente 

associadas a piolhos e pulgas. Já o GC, as espécies R. canadenses e R. tarasevichiae. E o GTr 

envolvendo a R. australis, R. akari e R. felis, disseminadas, nesta ordem, por pequenos ácaros 

e pulgas. 

Ademais é possível observar que as bactérias do gênero Rickettsia apresentam outros 

cinco grandes clados divididos da seguinte forma: Hydra, que engloba riquétsia relacionada 

com protistas e outros hospedeiros não identificados; Torix contendo riquetsias presentes em 

amebas, sanguessugas e alguns artrópodes; Rhizobius em que as riquétsias parasitam três tipos 

de besouros; Malloidae que demonstra só um tipo de besouro; e Bellii que engloba 11 linhagens 

de artrópodes e a espécie R. bellii (WEINERT, 2009). 

De maneira clássica, desde o início do século passado, R. rickettsii é identificada como 

causadora das altas porcentagens dos casos clínicos em humanos que não receberam tratamento 

(DIAS; MARTINS, 1939; ZAVALA-VELASQUEZ et al., 2000). Casos humanos de febre 

maculosa, causado por R. felis, foram notificados em outros locais além dos Estados Unidos, 

como por exemplo no México (ZAVALA-VELASQUEZ et al., 2000), Brasil, França 

(RAOULT et al., 2001), Alemanha (RICHTER et al., 2002), Itália e Tailândia (PAROLA et al., 

2003). 

Mediante informações de Paddock et al. (2004), a R. parkeri, no passado denominada 

como não patogênica, apresentou seu primeiro registro de infecção humana nos Estados Unidos 

em 2004, ano esse em que foi descoberta em artrópodes da espécie A. triste no Uruguai, logo 

ganhando a classificação de agente patogênico causador da doença naquele país (VENZAL et 
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al., 2004). Nos Estados Unidos, ultimamente, novos registros de riquetsioses causados por esta 

espécie, estão sendo noticiados em humanos (RAOULT; PADDOCK, 2005; FINLEY et al., 

2006; SUMNER et al., 2007; WHITMAN et al., 2007). 

Rickettsia sp. cepa Mata Atlântica foi identificada em carrapatos A. aureolatum 

coletados em áreas da mata atlântica no estado de São Paulo. Esta cepa tem sido associada a 

casos humanos de febre maculosa e representa uma preocupação significativa para a saúde 

pública na região (LABRUNA; OGRZEWLSKA, 2012). Szabó et al. (2013b) relataram a 

presença da cepa Rickettsia sp. Mata Atlântica em áreas endêmicas da mata atlântica, com casos 

relatados em humanos que desenvolveram febre maculosa após picadas de carrapatos; estudos 

moleculares confirmam a presença dessa cepa em várias regiões do sudeste do Brasil. 

R. bellii foi detectada em carrapatos A. dubitatum em áreas de mata ciliar no estado de 

São Paulo. Embora seja considerada de baixa patogenicidade para humanos, a presença de R. 

bellii indica a diversidade de patógenos riquetsiais na região (ANGERAMI et al., 2012b). 

Pesquisas no Pantanal brasileiro identificaram R. bellii em carrapatos coletados de capivaras e 

outros animais silvestres. Embora não esteja associada a casos graves em humanos, a presença 

de R. bellii na fauna local demonstra sua ampla distribuição no Brasil (PACHECO et al., 

2011b). 

 

 2.2.1 Vetores de riquétsias no Brasil 

 

O gênero Amblyomma apresenta, por volta, de 139 espécies descritas, sendo 32 destas 

achadas no Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2019). Muitas espécies de Amblyomma 

apresentam baixa especificidade, especialmente nas fases imaturas, parasitando uma ampla 

variedade de animais silvestres e até mesmo seres humanos. No entanto, é comum encontrar 

esses carrapatos em equinos e, em menor escala, em bovinos e caninos (ARAGÃO; FONSECA, 

1961; LABRUNA; OGRZEWALSKA, 2012). 

Esses carrapatos infectam-se com o agente patogênico ao ingerir sangue de animais 

silvestres infectados. Contudo, o agente não necessita apenas desse mecanismo, visto que existe 

a transmissão transovariana, sendo os artrópodes além de transmissores, reservatórios desses 

agentes no meio ambiente (BURGDORFER; VARNA, 1967; BALASHOV, 1984). 

Monteiro e Fonseca (1932) descrevem a transmissão transovariana da riquétsia por 

fêmeas como transestadial entre todos os estágios da espécie  A. sculptum, logo sendo uma 

grande influência para permanência da R. rickettsii no meio ambiente, possibilitando os 

artrópodes permanecerem infectados durante toda sua vida e também por inúmeras gerações 

após uma primeira infecção. Tanto o aparecimento como a superpopulação dessa espécie de 

carrapato (A. sculptum) está fortemente associada à presença de áreas com média a densa 

cobertura vegetal, onde muitos dos seus hospedeiros têm acesso (equinos, bovinos, canídeos), 

como exemplo pastos sujos, gramíneas e arbustos esparsos e matas (LABRUNA et al., 2001). 

No Brasil, a R. parkeri cepa Mata Atlântica e a R. rickettsii, tem sido registrada 

acometendo humanos. Os carrapatos A. sculptum e A. aureolatum são os principais vetores da 

mais letal riquetsiose do mundo, a Febre Maculosa Brasileira ocasionada pela bactéria R. 

rickettsii, responsável pelos casos mais graves (ANGERAMI et al., 2009; BRASIL, 2019a). O 

carrapato A. ovale é o principal vetor da R. parkeri, causador da forma mais branda da doença 

(ANGERAMI et al., 2009; SZABÓ et al., 2013a; FACCINI-MARTÍNEZ et al., 2018).  

O carrapato A. sculptum é o principal vetor responsável pela porcentagem de casos de 

R. rickettsii na região Sudeste (LABRUNA, 2009; SZABÓ et al., 2013a), e também na região 

Centro-Oeste, contudo com distribuição reduzida nas demais regiões (LABRUNA et al., 2001). 

Já em áreas das regiões Sul e Sudeste, destaca-se o A. aureolatum o vetor principal dos casos 

de febre maculosa brasileira na região metropolitana de São Paulo, uma possível maior 

virulência está sendo associada a tal Rickettsia, mediante maiores relatos de letalidade. 
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Ademais, a associação de cães domésticos a doença é um fator que proporciona para o vetor 

facilidade na disseminação da R. rickettsii aos humanos, sendo uma justificativa para tal fato 

(LABRUNA et al., 2011; ANGERAMI et al., 2012a; SZABÓ et al, 2013a; SARAIVA et al; 

2014).  

Já R. parkeri cepa Mata Atlântica é descrita sendo transmitida pelo A. ovale (relatado 

em áreas de Mata Atlântica das regiões Sudeste, Sul e nordeste do Brasil) (FACCINI-

MARTÍNEZ et al., 2018; DA PAIXÃO SEVÁ et al., 2019), ainda assim, existem relatos de que 

A. aureolatum também possa carrear o agente rickettsial no nosso país (SZABÓ et al, 2013a; 

BARBIERI et al, 2014). A forma branda da doença, é relatada com a formação de enxaquecas, 

dores musculares, temperaturas altas, “rash” cutâneo, linfadenopatia regional e escara de 

inoculação (FACCINI-MARTÍNEZ et al., 2018). 

Em relação a outros genêros de carrapatos sendo vetores de riquetioses no brasil, 

podemos citar os: Rhipicephalus, Ixodes e Dermacentor. 

R. sanguineus, conhecido como carrapato marrom do cão, é um vetor significativo de 

R. rickettsii. Estudos indicaram a presença da bactéria em carrapatos coletados de cães em 

estados como São Paulo e Minas Gerais, áreas reconhecidas pela endemia da doença 

(LABRUNA; SOUZA, 2006). Já R. massiliae foi identificada em carrapatos do gênero 

Rhipicephalus em regiões do Sudeste do Brasil, sugerindo a possibilidade de transmissão desse 

agente para seres humanos (HORTA et al., 2007). 

A presença de Rickettsia spp. em carrapatos do gênero Ixodes foi documentada em 

várias áreas do Brasil, especialmente na região Sul. Pesquisas mostraram a ocorrência de R. 

parkeri em I. loricatus encontrados em pequenos mamíferos (SILVA; FONSECA, 2012). 

Infecções por Rickettsia spp. foram detectadas em carrapatos Ixodes em áreas de Mata Atlântica 

no Sudeste do Brasil, o que sugere um papel importante desses carrapatos na disseminação local 

das riquetsioses (SABATINI et al., 2010a). 

D. nitens é um vetor conhecido de R. rickettsii no Brasil. Pesquisas na região Sudeste, 

particularmente em Minas Gerais, confirmaram a presença da bactéria em populações de D. 

nitens (ANGERAMI; LEMOS, 2005). A detecção de R. bellii em carrapatos do gênero 

Dermacentor foi reportada na região norte do Brasil (Pará), expandindo o conhecimento sobre 

a diversidade de riquetsias associadas a esses vetores no país (PACHECO et al., 2011a). 

 

   2.2.2 Diagnóstico de riquétsias 

 

O método sorológico é quase sempre a confirmação da doença rickettsial. Existem 

inúmeras opções de métodos de diagnóstico sorológico para rickettsias, dentre eles é possível 

citar teste Weil-Felix, imunofluorescência, fixação de complemento, testes de aglutinação, 

ELISA e imunoblot (LA SCOLA; RAOULT, 1997; KRAUSE et al., 2017). É a partir da 

segunda semana da doença que a comprovação sorológica pode ser realizada, quando são 

analisados em amostras pareadas. Sendo assim, é com frequência que o diagnóstico específico 

se encontra disponível após a recuperação ou óbito do paciente (LA SCOLA; RAOULT, 1997; 

DASH; EREMEEVA, 2006; VÁSQUEZ et al., 2019). Contudo, um exemplo de limitação na 

sorologia é a reação cruzada que em muitas das vezes existe entre os antígenos dos patógenos 

dentro de um mesmo gênero e, ocasionalmente em diferentes gêneros (PAROLA; RAOULT, 

2001; PAROLA et al., 2013b).  

O teste Weil-Felix apurado na detecção de anticorpos, baseia-se na aglutinação de cepas 

de Proteus, as quais possuem antígenos comuns às riquétsias, que consequentemente permitem 

a reação cruzada com organismos do gênero Rickettsia, apresentando assim, baixa sensibilidade 

e especificidade (LA SCOLA; RAOULT, 1997; ISAAC et al., 2004; KINNEY et al., 2017).  

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) é considerada por muitos profissionais 

o padrão-ouro para diagnóstico, utilizada em laboratórios para diagnóstico de casos agudos, 
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estudos soroepidemiológicos e testes de triagem. Apresenta alta sensibilidade e relativa rapidez, 

contudo presenta limitações de ser uma técnica subjetiva, propensa a erros de leitura por parte 

do profissional. A utilização de reagentes de boa qualidade e detalhes nos protocolos e 

equipamentos entre diferentes laboratórios e operadores pode causar discordância nos 

resultados (LA SCOLA; RAOULT, 1997; DASH; EREMEEVA, 2006; HARRUS et al., 2020; 

PEREIRA et al., 2022). 

Outras técnicas laboratoriais vêm sendo inseridas e utilizadas, como 

imunohistoquímica, isolamento em cultivo de células e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

(LA SCOLA; RAOULT, 1997). O isolamento a partir do cultivo é o método de diagnóstico 

mais confiável, apesar disso necessita de laboratórios com estrutura de biossegurança para 

manterem de forma ideal o material biológico, como os animais e linhagens de células 

(PAROLA et al., 2005). Permite o aumento substancial na quantidade de riquétsias e levam ao 

alcance de amplas quantidades das bactérias, propiciando seu uso em outras técnicas 

laboratoriais, como a confecção de antígenos para utilização em técnicas de diagnóstico indireto 

(NIGG; LANDSTEINER, 1932; LABRUNA, 2006a). A técnica “Shell vial” (frasco de concha) 

é citada como o padrão ouro para isolamento e cultura de Rickettsia devido à sua versatilidade 

e eficiência. Nessa técnica um pequeno volume de células e inóculos são usados, e colocados 

em contato por meio de centrifugação, permitindo aumentar a penetração das bactérias nas 

células, podendo ser utilizada para o diagnóstico de casos agudos (MARRERO; RAOUL, 1989; 

KELLY et al., 1991; MARTIN et al., 2018).  

A técnica de imunohistoquímica possibilita visualização ampla das Rickettsias do grupo 

da febre maculosa, quando associadas com métodos diretos. Ademais, é um método que 

impossibilita a determinação da espécie de Rickettsia. É através de tecidos obtidos de necropsias 

ou biópsias que a técnica é colocada em prática (PADDOCK et al., 1999; PAROLA et al., 2005, 

ROZENTAL, 2006; STEPHEN et al., 2018).  

A técnica de PCR convencional e o sequenciamento, hoje em dia são os métodos mais 

rápidos e sensíveis para detectar e identificar Rickettsia em sangue, biópsia de pele e artrópodes. 

Consiste na síntese enzimática in vitro de cópias de fragmentos específicos de ácidos nucléicos, 

onde a partir de uma única molécula de DNA molde, é possível gerar até cem bilhões de 

moléculas similares em uma reação, utilizando a eletroforese em gel de agarose para 

visualização do seu resultado através da coloração com o brometo de etídio (MULLIS et al., 

1987; SAIKI et al., 1988; MULLIS, 1990; JANG et al., 2021). Os principais marcadores usados 

são para os genes ompA, ompB, os quais codificam proteínas de membrana externa; para o gene 

que codifica a proteína de 17kDa (htrA); para o fragmento que amplifica o gene citrato sintase 

(gltA) e para o gene D (SCA4) (TZIANABOS et al., 1989; REGNERY et al., 1991; 

EREMEEVA et al., 1994; PAROLA; RAOULT, 2001; PAROLA et al., 2005). A PCR em 

tempo real é uma técnica mais avançada que permite a detecção e quantificação em tempo real 

de ácidos nucléicos durante a amplificação. Diferente da PCR convencional, onde a análise é 

feita após a amplificação, oferecendo dados quantitativos mais precisos e rápidos (MOLL, 

2020). 

Para a identificação de Rickettsia em artrópodes métodos como o de diagnóstico direto 

podem ser usados, são exemplos, teste de hemolinfa, imunofluorescência direta para triagem, 

seguintes de métodos de análise genética (LA SCOLA; RAOULT, 1997; TAYLOR et al., 

2015). 

 

2.2.3 Animais domésticos como sentinelas de riquétsias 

 

O conceito de sentinela pode ser definido como o animal mais susceptível e ou com 

mesma via de infecção para outras espécies ou até a sua própria. O mesmo passa a ser 

considerado um controle de determinada doença e um modelo para manipulação de um plano 
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de medidas que pretende eliminar animais atingidos, vacinação ou acompanhamento 

(VALADARES, 2015) 

Os animais sentinelas são grupos de indivíduos, de mesma espécie ou não, que estão 

expostos a pressão do ambiente e de patógenos, podendo servir para doenças com acometimento 

humano ou de animais silvestres (NAVA, 2008), alguns podendo ser achados em ambientes 

militares, como caninos e equinos. Desenvolvem uma resposta adequada e detectável a um 

patógeno. Contudo, ainda existe muitas aberturas dentro do assunto, visto que cada doença 

apresenta uma variação tanto entre espécies atingidas, quanto de clima favorável para sua 

evolução (MCCLUSKEY, 2003). 

O encargo dos cães domésticos na epidemiologia da febre maculosa tem sido citado 

desde os primeiros relatos no Brasil. Dias e Martins (1939) sugeriram que o cão é um possível 

reservatório natural do agente da febre maculosa e culpado pela disseminação de vetores em 

volta das moradias. Magalhães (1957) revelou através do método de Weil-Felix a ocorrência de 

um cão positivo encontrado em uma área de caso positivo para febre maculosa. Já Sexton et al. 

(1993) descreveram dois cães positivos à microimunofluorescência em local que apresentou 

caso no Espírito Santo.  

Nos Estados Unidos (EUA) a sintomatologia da doença causada por R. rickettsii em 

caninos, é descrita com possível necrose dos tecidos da pele, andar cambaleante, febre, mal 

estar, vômito com sangue e diarréia (NICHOLSON et al., 2006). Além disso, em nível 

molecular, R. rickettsii, naturalmente encontrada em cães na Carolina do Norte, é altamente 

homóloga à R. rickettsii que causa a doença em pessoas na mesma região (KIDD et al., 2006). 

No Brasil, de forma experimental a doença foi observada em caninos com sintomatologia 

similar a dos casos dos EUA. Existindo a provável chance da doença ser confundida e 

comparada com outras enfermidades que apresentem sintomas parecidos, como por exemplo a 

ehrlichiose (PIRANDA et al., 2008).  

Um trabalho realizado em área endêmica e área não endêmica de São Paulo, foi possível 

observar que 12 (36,4%) dos 33 cães da área endêmica demonstraram resultados positivos na 

RIFI e apenas 4 (12,9%) dos 31 cães de área não endêmica apresentaram resultados positivos 

na RIFI para Rickettsia do grupo da febre maculosa (RGFM). Já quanto os equinos, sete (77,8%) 

dos nove em uma área endêmica e 3 (27,3%) dos 11 de área não endêmica mostraram resultados 

positivos. Com os resultados é possível concluir que o predomínio de anticorpos anti-RGFM 

foi significativamente maior em caninos e equinos de áreas endêmicas quando relacionados 

com os de área não endêmica. Fortalecendo que a epidemiologia da febre maculosa está 

correlacionada com as espécies de carrapatos e seus hospedeiros vertebrados (LEMOS et al., 

1996).  

Horta et al. (2004) descreveram anticorpos contra R. rickettsii em 17 (77,3%) equinos e 

em 5 (31,3%)  caninos em área endêmica de São Paulo. Destes, dois caninos e sete equinos 

demonstraram anticorpos específicos contra R. rickettsii, pois exibiram títulos pelo menos 

quatro vezes maior que  as outras Rickettsia testadas. Além de R. rickettsii também foram 

achados anticorpos contra R. felis, R. bellii e anticorpos com grande proporção correlacionados 

contra R. africae e R. parkeri, demonstrando a probabilidade de que outras espécies de 

Rickettsia podem infectar animais domésticos. Os resultados em questão levam para a 

conclusão que equinos podem ser sentinelas de febre maculosa mesmo antes de episódios de 

relatos em humanos. 

Em estudo com objetivo de verificar a infecção em animais por Rickettsia em cinco 

áreas do estado de São Paulo foram encontrados soros positivos tanto para R. rickettsii como 

para R. parkeri. Foi visto que alguns cães e equinos produziram anticorpos contra R. rickettsii 

por terem apresentado título pelo menos quatro vezes maior. Ainda existe a probabilidade de 

que além de R. rickettsii, outras Riquetsias podem estar envolvidas na FM, como R. parkeri e 

R. felis. Foram positivos sorologicamente, pela RIFI, 60% de cães, 72,9% de equinos e 68,1% 
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de marsupiais com título a 1:64 para pelo menos um dos antígenos testados (R. parkeri, R. 

rickettsii, R. felis e R. bellii). Nesta pesquisa em questão, conclui-se que alguns casos de febre 

maculosa diagnosticados no estado de São Paulo possam ter sido ocasionados por outras RGFM 

como R. parkeri ou R. felis (HORTA et al., 2007).  

Na microrregião do Vale do Paraíba, no Rio de Janeiro, tem sido registrados casos de 

Febre Maculosa (CUNHA, 2009; CUNHA et al., 2014; SINAN, 2021), e pesquisas de 

soroprevalência em animais sentinelas revelaram até 58,7% dos caninos e 44,1% dos equinos 

reativos com anticorpos anti-R. rickettsii chamando atenção para a movimentação do agente e 

a aparição de casos de febre maculosa brasileira (GAZETA et al., 2009). Apresentando maior 

destaque, no município de Resende, onde existem registros de ocorrências, com óbitos e surtos, 

a soroprevalência em cães revelou 28,1% deles reativos com anticorpos anti-R. rickettsii 

(CUNHA et al., 2014). 

 

2.2.4 Animais silvestres como amplificadores de riquétsias 

 

Animais silvestres localizados em áreas silvestres ou ambientes militares podem agir 

como hospedeiros de artrópodes, reservatórios ou amplificadores de infecções de agentes 

patogênicos, colaborando para o ciclo de diversas zoonoses que podem consequentemente 

acometer a saúde pública (KIM et al., 2007; DANTAS-TORRES et al., 2012; FINO, 2017). 

Logo, indivíduos e militares que frequentem esses locais ou são espalhados nestes ambientes 

podem se infestar com carrapatos contaminados, correndo risco de contraírem doenças 

(STROMDAHL et al., 2001; STROMDAHL et al., 2003; FAULDE et al., 2014; 

DAHANAYAKA et al., 2017; RECK et al., 2018).  

No Brasil, animais silvestres são correlacionados com a epidemiologia de inúmeras 

doenças  transmitidas por carrapatos (LABRUNA, 2009; SZABÓ et al, 2013a), áreas com alta 

prevalências de matas, são locais ideias para a propagação de algumas espécies de carrapatos e 

seus hospedeiros, levando a expansão de regiões como moradia para os vetores, maior 

exposição a bactérias do gênero Rickettsia, e consequentemente, a propagação para indivíduos, 

colaborando com aumento nos números de casos dessas doenças (DANTAS-TORRES et al., 

2012; LABRUNA, 2013; POLO et al., 2018; RECK et al., 2018; LUZ et al., 2019). 

Muitos são os hospedeiros silvestres dos agentes rickettsiais englobando animais como 

roedores, aves, répteis e marsupiais (DIAS; MARTINS, 1939; LEMOS, 2002; MILAGRES, 

2010; ARAÚJO et al., 2016).  

São cinco os principais quesitos para um vertebrado ser caracterizado como um 

excelente amplificador de R. rickettsii no meio ambiente: 1) ser abundante nas áreas endêmicas; 

2) ser um bom hospedeiro para o carrapato vetor no meio ambiente; 3) ser susceptível à infecção 

pela R. rickettsii; 4) Possibilitar que a R. rickettsii permaneça circulante, para garantir a 

introdução de animais susceptíveis na população de vertebrados e 5) Manifestar bacteremia 

considerável para contaminar carrapatos (SPIELMAN; HODGSON, 2000; LABRUNA, 

2006b). 

Os roedores e marsupiais ganham alto destaque por estarem presente em áreas urbanas 

e rurais levando a danos na economia e nas questões sanitárias de importância ao homem, 

estando presentes na cadeia epidemiológica de no mínimo trinta doenças propagadas para o 

homem, servindo como reservatórios naturais do agente etiológico causador da doença. Dentre 

essas podemos citar a febre maculosa, doença de grande valor epidemiológico no Brasil 

(MATIAS et al., 2002). 

No Brasil, duas espécies destacam-se como hospedeiros amplificadores para A. 

sculptum (=A. cajennense): os gambás e as capivaras.  

É possível analisar que a contaminação experimental possibilita resultados 

significativos quando associados as capivaras. Travassos e Vallejo (1942), realizaram tal feito 
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com R. rickettsii e concluíram que as capivaras são propensas a infecção, além de não 

apresentarem sintomatologia. Realizando outro experimento no mesmo período de tempo 

(1942), informaram que os carrapatos que ingeriram o sangue dessas capivaras, contraíram o 

agente, levantando a hipótese que a participação das capivaras no ciclo da febre maculosa 

brasileira é de crítica importância, informação essa, também citada por Souza et al. (2009), em 

estudo realizado. Conduzindo a conclusão de que as capivaras se encaixam nos quesitos citados 

por Labruna (2006b) são prevalentes em regiões onde existem casos de febre maculosa; são 

excelentes hospedeiras para o vetor; são propensas a infecção; e procriam com facilidade; e tem 

uma taxa de bacteremia necessária para infectar outros vetores (carrapatos). 

Mediante estudo de Boostrom et al. (2002), é de extrema importância a necessidade de 

pesquisas para investigação de animais não domesticados que vivem pelas redondezas, como 

por exemplo os gambás, que apresentam relevante função na cadeia epidemiológica das 

riquetsioses, gerando uma ligação entre os ciclos silvestre e peridomiciliar de determinadas 

enfermidades transmitidas por carrapatos. Essa particularidade é justificada pelo elevado grau 

de sinantropia, corroborando para uma excelente acomodação ao ambiente feito ou modificado 

pelo ser humano (HORTA et al., 2009). 

Os gambás são vistos em grande parcela das áreas com casos confirmados para a febre 

maculosa brasileira, apresentando a característica de serem facilmente infestados por larvas e 

ninfas de A. sculptum (=A. cajennense) (HORTA et al., 2009) e propensos à infecção pela 

bactéria R. rickettsii (MOREIRA; MAGALHÃES, 1935; HORTA et al., 2009). Isolamentos de 

R. rickettsii vindos de animais localizados no Brasil foram achados em gambás naturalmente 

contaminados nos Estados de Minas Gerais e São Paulo, ainda no período de 1930 (MOREIRA; 

MAGALHÃES, 1935). 

Para que a propagação e permanência das riquétsias sejam estabelecidas em 

determinado habitat, é importante, analisar qual espécie e quantidade de possíveis vetores estão 

presentes no ambiente, acompanhado pela fauna de vertebrados domésticos e silvestres 

(TRAUB; JELLINSON, 1981). Logo, é possível concluir que quanto maior a densidade 

populacional de hospedeiros, maior será a população de carrapatos.  

Por consequência, profissionais da área militar estão propensos a maior infecção visto 

que realizam missões e treinamentos em ambientes com a presença de roedores como capivaras 

e marsupiais como gambás, animais presentes no ciclo silvestre das riquétsias por formarem 

um elo entre os ciclos enzoóticos e zoonóticos das bactérias referentes ao grupo da 

febremaculosa.
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para o presente estudo foi utilizada uma amostragem de carrapatos infestando diferentes 

espécies de hospedeiros vertebrados (humanos, animais silvestres e domésticos) circulantes nas 

áreas militares pertencentes à Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN), localizada no 

município de Resende, estado do Rio Janeiro.  

Os carrapatos foram coletados e identificados por Prado (2022) durante os anos de 2019 

a 2021. A pesquisa de Prado (2022) foi realizada após ter a captura dos animais e o transporte 

de amostras biológicas autorizada pelo Sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade (SISBio), sob o nº 68991-1; e pela Comissão de Ética no Uso de Animais do 

Instituto de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob o nº 9302140819 

CEUA-IV/UFRRJ.  

A realização da pesquisa na instituição do Exército Brasileiro foi autorizada e aprovada 

pelo Comitê de Governança e Ética em Pesquisa da Academia Militar das Agulhas Negras, 

através da Ata de Reunião do Comitê de Governança e Ética em Pesquisa na AMAN N° 

001/2019. A pesquisa relacionada com a coleta de carrapatos em humanos voluntários foi 

aprovada pela Comissão de Ética em Pesquisa da Plataforma Brasil, através do Parecer 

Consubstanciado Nr 3.754.459. 

 

3.1 Descrição da área do estudo 

 

A AMAN fica localizada no município de Resende, microrregião do Vale do Paraíba 

Fluminense, Região Sul Fluminense, estado do Rio de Janeiro (Latitude: -22.4783; 

Longitude: -44.4559). O bioma predominante é a Mata Atlântica, ainda podendo observar 

disjunções de vegetação de Savana em contato com a Floresta Ombrófila (FONSECA et al., 

2019). 

 

3.2 Amostragem de carrapatos 

 

O estudo desenvolvido por Prado (2022) analisou um total de 111 hospedeiros 

animais (29 domésticos e 82 silvestres) pertencentes a 14 espécies e, adicionalmente 31 

militares que voluntariamente cederam carrapatos que fixaram em seus corpos durante o os 

treinamentos na instituição AMAN. Dessa forma, um total de 1398 carrapatos foram 

coletados.  

Para realizar as análises moleculares dos carrapatos do presente estudo foi retirada 

uma amostragem desse total de carrapatos. Tal amostragem foi calculada baseando-se na 

prevalência estimada de 50% de carrapatos infectados por Rickettsia spp. no local de estudo, 

conforme a fórmula a seguir proposta por Agranonik e Hirakata (2011): 

 
Onde: n = tamanho da amostra; p = prevalência esperada; Z = valor da distribuição 

normal para o nível de confiança (95% = 1,96); e ε² = margem de erro amostral (6%).  

Levando em conta uma margem de erro de 6%, e um nível de confiança de 95%, 

chegou-se à amostra calculada mínima de 267 carrapatos. 

Deste quantitativo, foi calculado uma amostra estratificada, baseado na porcentagem 

que cada espécie e estágio de carrapatos em cada hospedeiro representavam do total. 

Desta forma, foi calculado a quantidade mínima de carrapatos a ser retirado, para os 
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testes moleculares, da quantia total de carrapatos coletados. Por fim, este valor amostral de 

cada estrato, foi distribuído proporcionalmente em função do percentual representante de 

cada gênero e/ou espécies e estágios de vida dos carrapatos coletados no local.  

Assim, se chegou à quantidade final da amostra a ser retirada de cada estágio, gênero 

e espécie. Larvas capturadas em “aglomerados de larvas” foram consideradas como 

somente um indivíduo, para fins de cálculo de amostra. Ademais, tal cálculo foi realizado 

apenas para os animais, e os carrapatos diferentes de A. sculptum, A. dubitatum e A. 

brasiliense foram todos propositalmente inseridos, visando a pesquisa de Rickettsia spp. em 

diferentes gêneros e espécies, aumentando o número final de carrapatos a serem testados. 

Todos os carrapatos coletados em humanos, não foram usados com amostragem, porém 

todos foram inseridos.  

As diferenças nas quantidades de amostras de carrapatos testados devem-se à 

arredondamentos matemáticos ocorridos no cálculo da amostra estratificada, onde todos os 

resultados abaixo de 01 (um) foram arredondados para tal valor, e pelas inserções de todos 

os carrapatos de espécies diferentes das A. sculptum, A. dubitatum, A. brasiliense, e todos 

carrapatos em humanos. 

Desta forma, foi selecionada, inicialmente, uma amostra aleatória estratificada de 

508 carrapatos coletados do ambiente da área da AMAN. Contudo, durante o processo de 

transporte das amostras, 14 carrapatos foram perdidos, diminuindo a quantidade final para 

494 carrapatos sendo eles: larvas de Amblyomma sp. (n=127 larva “pool”); ninfas de A. 

sculptum (n=49), A. ovale (n=4), A. brasiliense (n=67), A. incisum (n=8), A. auricularium 

(n=1), A. calcaratum (n=3) e Riphicephalus sanguineus (n=1). E adultos A. sculptum 

(n=147), A. ovale (n=5), A. dubitatum (n=27), A. brasiliense (n=37), A. aureolatum (n=1), 

A. incisum (n=4), Dermacentor nitens (n=2), Riphicephalus sanguineus (n=7), Ixodes 

loricatus (n=3) e Ixodes schulzei (n=1). 

 

3.3 Carrapatos separados para análise molecular encontrados em animais domésticos 

 

ANIMAIS CARRAPATOS ESTÁDIO N° 

1 Felino (Felis catus) 
Amblyomma ovale Adulto 1 

Amblyomma sculptum Ninfa 1 

13 Cães (Canis familiaris) 

Amblyomma ovale Ninfas 4 

Amblyomma sculptum Adultos 21 

Dermacentor nitens Adulto 1 

Rhipicephalus sanguineus s.l. Adultos/ninfa 7/1 

15 Equinos (Equus 

caballus) 

Amblyomma sculptum Adultos/ninfas 13/2 

Dermacentor nitens Adulto 1 

Tabela 1. Contagem e classificação de carrapatos coletados de diferentes espécies de animais 

domésticos na área militar. 

 

 A tabela 1 apresenta a contagem de carrapatos coletados de um felino (Felis catus), 13 

cães (Canis familiaris) e 15 equinos (Equus caballus) na área militar. As amostras foram 

separadas por espécie de carrapato e estágio de desenvolvimento (adulto ou ninfa), totalizando 

52 carrapatos coletados para análise molecular. 
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3.4 Carrapatos separados para análise molecular encontrados em animais silvestres 

capturados na área militar 

 

ANIMAIS CARRAPATOS ESTÁDIO N° 

3 Gambás (Didelphis aurita) 

Amblyomma calcaratum Ninfa 3 

Amblyomma sculptum Ninfa 1 

Ixodes schulzei Ninfa 1 

1 Jacu (Penelope ochrogaster) Amblyomma sculptum Ninfas 3 

1 Paca (Cuniculus paca) Amblyomma incisum Adultos/ninfas 4/4 

1 Capivara (Hydrochoerus 

hydrochaeris) 

Amblyomma dubitatum Adultos 27 

Amblyomma sculptum Adultos 95 

Tabela 2. Contagem e classificação de carrapatos coletados de diferentes espécies de animais 

silvestres na área militar. 

A tabela 2 apresenta a distribuição das amostras de carrapatos coletados de diferentes 

espécies de animais silvestres durante a pesquisa. Foram analisados um total de 138 

carrapatos de diversas espécies de hospedeiros. Amostras de carrapatos de um ouriço 

(Coendou spinosus) foram coletadas, mas perdidas antes da análise molecular. 

 

3.5 Carrapatos separados para análise molecular encontrados em animais silvestres 

capturados em armadilhas 

 

3.5.1 Carrapatos encontrados em pequenos mamíferos  

 

ANIMAIS CARRAPATOS ESTÁDIO N° 

3 Gambás (Didelphis aurita) 

Ambyomma auricularium Ninfa 1 

Amblyomma incisum Ninfas 4 

Amblyomma ovale Ninfas 3 

Amblyomma sculptum Ninfas 5 

Amblyomma spp. Larvas 20 

Ixodes loricatus Adultos 3 

1 (Rato-do-mato 

Euryoryzomys russatus) 
Amblyomma ovale Ninfa 1 

Tabela 3. Distribuição de carrapatos coletados de Didelphis aurita e Euryoryzomys russatus 

para análise molecular. 

Ao final da pesquisa, 37 carrapatos foram separados para análise molecular e estudo de 

pequenos mamíferos (Tabela 3). 
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3.5.2 Carrapatos encontrados em catetos 

 

ANIMAIS CARRAPATOS ESTÁDIO N° 

5 Catetos (Dicotyles 

tajacu) 

Amblyomma spp. Larvas 107 

Amblyomma brasiliense Ninfas/adultos 57/35 

Amblyomma sculptum Adulto 1 

Tabela 4. Distribuição das Amostras de Carrapatos em Catetos (Dicotyles tajacu). 

A tabela 4 apresenta a distribuição das amostras de carrapatos coletadas em cinco 

catetos (Dicotyles tajacu) para análise molecular. As amostras incluem 107 larvas de 

Amblyomma spp., 57 ninfas e 35 adultos de A. brasiliense, além de 1 adulto de A. sculptum, 

totalizando 200 carrapatos analisados. 

 

3.6 Carrapatos separados para análise molecular encontrados em militares. 

 

ANIMAIS CARRAPATOS ESTÁDIO N° 

31 Militares 

Amblyomma sculptum Adultos/ninfas/ninfa 

parcialmente 

ingurgitada 

38/15/1 

Amblyomma brasiliense Adultos/ninfas/ninfas 

parcialmente 

ingurgitadas 

2/3/7 

Amblyomma 

aureolatum 

Adulto 1 

Tabela 5. Análise Molecular de Carrapatos em Militares. 

A tabela 5 resume o número de carrapatos de diferentes espécies e estágios coletados para 

análise molecular dos 31 militares envolvidos no estudo. Totalizando 67 carrapatos. 

 

3.7 Extração de DNA 

 

A extração de DNA dos carrapatos foi realizada pelo método “HotSHOT” e pelo 

método de fenol-clorofórmio. Larvas e ninfas foram prioritariamente extraídas pelo método 

“HotSHOT”, por ser uma técnica mais simples, de único tubo, de fácil implantação e que 

aumenta a eficiência da extração ao se processar várias amostras ao mesmo tempo, com 

mínimo risco de contaminação cruzada, e sucesso na produção de amostras de DNA para 

preservação por longos períodos (MONTERO-PAU et al., 2008). 

O método “HotSHOT” foi realizado conforme descrito por Truett et al. (2000). Uma 

solução tampão de lise alcalina 25 mM de NaOH e 0,2 mM EDTA dissódico a um pH de 

12 foi preparada dissolvendo os sais em água destilada sem ajustar o pH. Uma solução 

tampão neutralizante com 40 mM de TrisHCl e um pH de 5 foi preparada dissolvendo Tris-

HCl em água destilada sem ajustar o pH. 

A amostras de carrapatos foram colocados individualmente em blocos de banho seco 

de 35 poços. Foram adicionados 50 µl de reagente de lise alcalina a cada microtubo 

contendo a amostra de carrapato, então as amostras foram aquecidas a 95°C por 30 minutos. 

Após o aquecimento, as amostras foram resfriadas a 4°C por cinco minutos, e 50 μl de 
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reagente neutralizante foram adicionados a cada amostra. O tampão resultante da 

combinação dos dois reagentes resulta em 20 mM de Tris-HCl (pH 8,1) e 0,1 mM de EDTA, 

que é semelhante ao tampão de armazenamento de DNA tradicional. 

O método fenol-clorofórmio foi realizado conforme descrito por Sambrook et al. 

(2001) com modificações próprias. Os carrapatos foram cortados pela metade com uma 

lâmina estéril. Em seguida, foi acrescentando 180 µL de PBS + 200 µL de Digest buffer 2X 

+ 20 µL de Proteinase K a cada amostra. Deixados à temperatura de 56°C por over night 

(12 horas) em blocos de banho seco de 35 poços. No dia seguinte, foi realizado um “spin” 

e adicionado mais 100 µL de PBS ou água destilada ou ultrapura estéril. Em seguida 550 

µL de fenol saturado foi inserido na amostra dentro da capela de exaustão. Após tal 

procedimento é realizada homogeneização no vortéx. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas por 10 minutos à 16000 xg. 500 µL da amostra foi alíquotado do sobrenadante 

para outro tubo, já identificado e adicionado 500 µL de fenol-clorofórmio-isoamílico dentro 

da capela de exaustão, passando novamente pelo processo de homogeneização no vórtex e 

pela centrifugação por 10 minutos a 16000 xg. 450 µL do sobrenadante foi alíquotado para 

outro tubo, já identificado e retirado com cuidado para não transferir o fenol e nem 

sujidades. 

Foi adicionado 700 µL de isopropanol as amostras e as mesmas foram centrifugadas 

por 4 minutos a 16000 xg. Nesse estágio foi possível observar a formação do “pellet”. Em 

seguida o sobrenadante foi descartado e foi realizada a primeira lavagem com 1000 µL de 

etanol P.A. gelado; as amostras foram centrifugas por 2 minutos a 16000 xg e o 

sobrenadante foi descartado novamente. 1000 µL de etanol 70% gelado foi adicionado para 

uma segunda lavagem. As amostras passaram por mais uma centrifugação de 2min a 16000x 

g e em seguida o sobrenadante foi descartado. A última gota de cada tubo foi seca em papel 

toalha (individual por tubo de amostra) e colocado a 56°C por 15 minutos para secar o 

álcool. Por fim, foi adicionado 100 µL de TE 1X e levadas em blocos de banho seco de 35 

poços a 56°C por 15 minutos, em seguida, as amostras foram armazenadas em ambiente 

com temperatura entre -20 ou -80°C até o momento do uso. 

 

3.8 Análise molecular 

 

Como controle da qualidade da técnica de extração de DNA, todas as amostras foram 

submetidas a uma amplificação prévia de sequência parcial do gene ITS-2 nuclear de 

carrapatos (familia Ixodidae), seguindo o protocolo estabelecido por LV et al. (2014), com 

a seguinte sequência de primers (5’-3’): ACATTGCGGCCTTGGGTCTT (ITS2F) 

TCGCCTGATCTGAGGTCGAC (ITS2R); e com um fragmento amplificado de ~1200 

pares de base.  

Os ensaios de PCR foram realizados para a pesquisa de Rickettsia spp. A presença 

de DNA de Rickettsia spp. foi detectada usando-se os oligonucleotídeos iniciadores 

(“primers”) de sequência do gene gltA (LABRUNA et al., 2004a) com a seguinte sequência 

(5’-3’): GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT (CS239F) 

CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT (CS1069R); e com um fragmento amplificado de 834 

pares de base. 

Para PCR convencional para ITS-2 foi obtido um produto de volume final de 

12,5µL, sendo 1 μL de DNA extraído acrescido de 11,5 µL de Master Mix [2,5 µL de 

tampão 5X (Colorless GoTaq®, Promega®), 0,875 µL de 25mM MgCl2 (Promega® 

MgCl2 Solution), 1 µL de 200mM DNTP’s, 1,25 µL de 0,8 pmoles de cada iniciador; 0,1 

µL de Taq polimerase (GoTaq DNA Polymerase, Promega®), e 4,525 μL de água]. E as 

condições de PCR para família Ixodidae foram as seguintes: 95oC por 2 minutos e 30 
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segundos, seguidos de 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53oC por 30 segundos, 72oC por 

1 minutos e 15 segundos e uma extensão final de 72°C por 5 minutos. Como controle 

positivo das reações foi utilizado DNA de carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

previamente testado.  

Já para Rickettsia spp. foi obtido um produto de volume final de 12,5µL, sendo 1, 

μL de DNA extraído acrescido de 11,5 µL de Master Mix [2,5 µL de tampão 5X (Colorless 

GoTaq®, Promega®), 1,25 µL de 25mM MgCl2 (Promega® MgCl2 Solution), 1 µL de 

200mM DNTP’s, 1 µL de 0,8 pmoles de cada iniciador, 0,075 µL de 0,75U de Taq 

polimerase (GoTaq DNA Polymerase, Promega®), e 4,675 µL de água]. E as condições de 

PCR foram as seguintes: 95°C por 2 minutos e 30 segundos, 39 ciclos de 95°C por 30 

segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos e uma extensão final de 72°C por 

5 minutos. Como controle positivo foi usado DNA de Rickettsia parkeri cepa at24.  

Para os controles negativos e de contaminação das reações foi utilizado água 

ultrapura. Um termociclador modelo T100 (Bio-rad®) foi utilizado para as reações de PCR.  

Um volume de 10 µL dos produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose a 2% 

(UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por eletroforese (5V/cm), corados 

com brometo de etídio (0,5µg/mL) e visualizados em transiluminador de luz UV (L-PIX 

Sti, Loccus). Para se estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, os mesmos foram 

comparados com um padrão de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100bases DNA 

Ladder, product #SM024, Thermo Scientific). 
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4 RESULTADOS 

 

Na análise molecular, a qualidade da extração foi confirmada com a amplificação 

do gene ITS-2 em todas as amostras utilizadas para o estudo (figura 1). 

 

 

Figura 1. Representação dos produtos da PCR para o gene ITS-2 (seta azul: 400pb), aplicados 

em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®) corado com DSview 

nucleic stain 20.000X (Sinapse Inc®) e separados por eletroforese (5V/cm), visualizados em 

transiluminador UV. Poço 1: ladder . Poço 2-28: amostras positivas. Poço 29: controle positivo. 

Poço 30: controle negativo. 

 

De todas as amostras de DNA dos carrapatos analisadas  por PCR, somente uma 

amplificou para o gene gltA de Rickettsia spp, que consiste em uma carrapato da espécie   A. 

dubitatum coletada em uma capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) .  

A figura 2 representa os produtos amplificados dos controles positivos utilizados, 

bem como da amostra de A. dubitatum que amplificou para a PCR do gene gltA de Rickettsia 

spp.. 

Ladder 

C- C+ 
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Figura 2. Produtos de PCR de fragmento de gene gltA de Rickettsia spp. (834pb - seta azul), 

aplicados em gel de agarose a 2% separados por eletroforese, corados com brometo de etídio e 

visualizados em transiluminador de luz UV. Para se estimar o tamanho dos fragmentos 

amplificados, os mesmos foram comparados com um padrão de peso molecular de 10000pb. 

Destacado em vermelho a amostra positiva de A. dubitatum oriunda de H. hydrochaeris e 

destacados em amarelo, controles positivos de Rickettsia sp..

Ladder 

C- C+   C+ 
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5 DISCUSSÃO 

 

Este é o primeiro estudo a analisar a detecção molecular de Rickettsia spp. em 

carrapatos parasitando humanos, animais domésticos e silvestres circulantes de áreas 

pertencentes a Academia das Agulhas Negras, Resende, RJ, Brasil.  

Os escassos estudos conduzidos em zonas militares no Brasil identificaram 

carrapatos infectados com Rickettsia spp. (DANTAS-TORRES et al., 2021; PRADO, 

2022), indicando um risco potencial de riquetsiose entre os militares que frequentam 

essas regiões.  

O resultado da detecção molecular de Rickettsia spp. em um carrapato da espécie 

A. dubitatum parasitando H. hydrochaeris, confirmam os achados previamente 

mencionados, destacando a importância da vigilância epidemiológica e acarológica em 

áreas de treinamento militar (DANTAS-TORRES et al., 2021; PRADO, 2022).  

Como observado por Prado et al. (2022), a região estudada apresenta fatores que 

aumentam a vulnerabilidade para a ocorrência de casos de febre maculosa brasileira, 

sendo categorizadas como "área propensa" à incidência de casos humanos.  

Em pesquisa realizada por Cunha et al. (2014) na região do município de 

Resende, estado do Rio de Janeiro, Brasil, com objetivo de avaliar o potencial de cães e 

equinos como sentinelas para FMB, observou-se que das 107 amostras de cães 

analisadas, 30 (28,0%) foram reativas. Embora, R. rickettsii não tenha sido detectada 

nas amostras coletadas de carrapatos, os resultados levantam um alertar para animais dá 

area de Resende, local onde o estudo foi realizado, visto que os mesmos agem como 

sentinelas para a doença e consequentemente, estão propensos ao parasitismo por 

carrapatos.  

Outros carrapatos identificados em diversos hospedeiros deste estudo também 

apresentam relatos de parasitismo em seres humanos, como: A. auricularium (SZABÓ 

et al., 2020), A. calcaratum (VALENTE et al., 2020), A. incisum (SZABÓ et al., 2006; 

RECK et al., 2018; VALENTE et al., 2020), A. longirostre (RECK et al., 2018; 

VALENTE et al., 2020),  D. nitens (SZABÓ et al., 2020), Ixodes loricatus (SERRA-

FREIRE, 2010). Já o Ixodes schulzei é descrito parasitando roedores (ONOFRIO et al., 

2013). Contudo, ainda são necessários estudos explicando o verdadeiro potencial que 

estes vetores apresentam como carreadores de agentes zoonóticos.  

Já A. sculptum e A. aureolatum são os principais vetores na transmissão da R. 

rickettsii  (LABRUNA, 2009; SZABÓ et al., 2013a). Enquanto A. ovale é o vetor de 

uma riquétsia conhecida como Rickettsia parkeri cepa Mata Atlântica, menos virulenta 

que a R. rickettsii (KRAWCZAK et al., 2016; MORAES-FILHO, 2017; FACCINI-

MARTÍNEZ et al., 2018). Embora os carrapatos coletados dessas espécies no presente 

estudo, parasitando animais e humanos, não tenham amplificado o fragmento do gene 

gltA de Rickettsia spp., esses achados alertam para a ampla distribuição dos vetores da 

febre maculosa brasileira. Portanto, é essencial implementar medidas de biossegurança 

para os profissionais da área e os animais utilizados em trabalhos militares.  

No Brasil, A. dubitatum está distribuído por toda região brasileira, entre elas: 

Paraná (TOLEDO et al., 2011), Santa Catarina (QUADROS et al., 2013); Rio Grande 

do Sul (NAVA et al., 2010); São Paulo (SOUZA et al., 2006; PACHECO et al. 2009), 

Rio de Janeiro (SERRA-FREIRE et al., 2011), Espírito Santo (NAVA et al., 2010); 

Minas Gerais (GUEDES; LEITE, 2008; GUEDES et al., 2011) além de Mato Grosso, 

Mato Grosso do Sul, Goiás e Distrito Federal (ONOFRIO, 2007; NAVA et al., 2010). 

Sendo descrito parasitando principalmente capivaras, ademais é comum encontrar casos 

desta espécie parasitando outros animais, e até mesmo o ser humano (RECK et al., 2018; 
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VALENTE et al., 2020), contudo a patogenicidade ainda é desconhecida (ALMEIDA et 

al., 2001).  

Souza et al. (2004) observaram uma maior ocorrência de A. dubitatum (59%) 

parasitando capivaras em comparação com A. cajennense (41%) no município de 

Campinas. Capivaras e gambás possuem uma alta capacidade de abrigar grandes 

populações de Amblyomma spp., o que os torna potenciais dispersores e amplificadores 

para a manutenção do ciclo vital da R. rickettsii na natureza (LABRUNA, 2006b; 

HORTA, 2006). Gambás abrigam formas imaturas, enquanto capivaras hospedam 

adultos e, secundariamente, ninfas. Dentre as espécies que contribuem para a 

manutenção do ciclo de R. rickettsii, capivaras e gambás são as mais importantes, 

conforme apontado por Labruna (2006), devido à sua alta suscetibilidade ao parasitismo 

por Amblyomma spp. Além de serem prolíferos, esses hospedeiros apresentam uma alta 

taxa de renovação populacional, segundo Ojasti (1973) e Emmons e Feer (1997), 

introduzindo regularmente novos animais susceptíveis na população. A espécie H. 

hydrochaeris foi o hospedeiro da amostra de A. dubitatum que testou positivo para 

Rickettsia spp., corroborando estudos que indicam a alta prevalência de parasitismo 

nesse animal. 

Prado (2022) realizou um estudo com objetivo de detectar, por meio da técnica 

de PCR, Rickettsia spp. em carrapatos coletados do ambiente em áreas de instrução 

militar. O mesmo encontrou a bactéria R. bellii infectando carrapatos das espécies A. 

sculptum e A. dubitatum oriundos do Campo de Instrução de Juiz de Fora / Centro de 

Educação Ambiental e Cultura, no município de Juiz de Fora – MG; mostrando o perigo 

que profissionais da área correm por serem um grupo de risco presente em regiões com 

a possibilidade de ocorrência de casos de Febre Maculosa em humanos. Informações 

citadas pelo autor importantes para pesquisa realizada, visto que uma amostra de A. 

dubitatum foi positiva durante as reações moleculares amplificando o fragmento do gene 

gltA de Rickettsia spp., logo os militares do estudo por frequentarem áreas propensas a 

ocorrência de casos da doença, também correm risco similar.  

Labruna et al. (2004b) realizaram um estudo onde adultos de A. dubitatum, foram 

coletados numa área endêmica de FMB em São Paulo, onde através da PCR observou-

se que 40% estavam infectados com R. bellii. Neste trabalho, os pequisadores detectaram 

uma espécie de Rickettsia do grupo da febre maculosa em A. dubitatum, 

filogeneticamente muito próxima a R. parkeri, R. africae, R. sibirica. Sendo um alerta 

principalmente para militares por frequentarem regiões propensas a ocorrência da Febre 

Maculosa.  

Sakai et al. (2014) realizaram estudo com objetivo de avaliar a capacidade do A. 

dubitatum naturalmente infectado com R. bellii, de se infectar com R. rickettsii quando 

alimentado em cobaias infectadas experimentalmente, além de verificar se é possivel 

ocorrer transmissão transestadial e transovariana. Assim como, avaliar se A. dubitatum 

infectados com R. rickettsii serão capazes de transmitir a doença para cobaias livres de 

infecção, considerando que esta espécie é comum nas áreas endêmicas de FMB. 

Observou-se através do estudo que A. dubitatum podem obter e manter por transmissão 

transestadial, e transmitir R. rickettsii a um hospedeiro suscetível. Criando a hipótese de 

que o A. dubitatum possa ser um vetor de R. rickettsii para os seres humanos 

principalmente os que estão em área de risco, logo sendo necessário mais estudos para 

avaliar se o A. dubitatum é de fato importante na disseminação da FMB.  

É imprescindível conduzir mais estudos, como testes sorológicos e moleculares 

em animais sentinelas, além de manter o monitoramento constante e o controle de 

ectoparasitas nessa área militar. A prevenção e a mitigação de riscos biológicos 

ocupacionais são elementos estratégicos para a proteção da saúde das tropas 

(STROMDAHL et al., 2001; FAULDE et al., 2014; PETERSEN et al., 2015). Esses 
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levantamentos permitirão uma compreensão e mensuração mais precisa desses riscos, 

ajudando a definir a classificação da área e contribuindo para a gestão adequada dos 

riscos sanitários. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Através do presente estudo, foi possível afirmar que houve amplificação de um 

fragmento do gene gltA em uma amostra de carrapato da espécie A. dubitatum 

encontrado parasitando uma capivara (H. hydrochaeris) oriunda da Academia das 

Agulhas Negras, Resende, RJ. Este achado reafirma a circulação de bactérias do gênero 

Rickettsia na região e revela que animais silvestres podem albergar agentes rickettsiais, 

alertando sobre o papel de animais como sentinelas e a vulnerabilidade de humanos 

que se encontram em áreas de risco.  

A vigilância deve ser constante, pois há circulação de animais e humanos na 

academia e na mata, seja por serem sinantrópicos ou sentinelas no caso dos animais 

selvagens, ou no caso dos animais domésticos e do homem, por executarem 

treinamentos na área de mata e residirem na academia. Ainda assim, é necessário 

aprofundar o estudo, incluindo a realização do sequenciamento da amostra para 

determinar qual agente, a nível de espécie, está presente no carrapato vetor A. 

dubitatum na área estudada, e definir se trata-se de um agente patogênico. 
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