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RESUMO

SAKAI, Renata Kazuko. Avaliacdo experimental de Amblyomma dubitatum (Acari:
Ixodidae) como vetor bioldgico de Rickettsia rickettsii (Rickettsiales: Rickettsiaceae).
2014. 33p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Fémeas ingurgitadas de Amblyomma dubitatum, naturalmente infectadas por Rickettsia bellii,
foram utilizadas para estabelecer uma coldnia de laboratdrio. Larvas, ninfas e adultos foram
expostos a duas cepas de Rickettsia rickettsii alimentando-se em cobaias inoculadas e,
posteriormente mantidas em cobaias ndo infectadas. Ap6s a alimentacdo, larvas e ninfas
ingurgitadas mudaram para ninfas e adultos, respectivamente, que mostraram estar infectados
(confirmando a perpetuacdo transestadial), e foram capazes de transmitir ambas as cepas de R.
rickettsii para animais ndo infectados, como demonstrado pela clinica, sorologia, e analises
moleculares. No entanto, as fases de larvas, ninfas e adultos de A. dubitatum demonstraram
ser apenas parcialmente susceptivel a infeccdo por R. rickettsii, uma vez que em todos 0s
casos, apenas uma parte dos carrapatos se tornaram infectados por este agente, apds serem
expostos a animais na fase de rickettisemia. Enquanto a transmissdo transovariana de R.
rickettsii foi ineficiente nas fémeas ingurgitadas de A. dubitatum do presente estudo, 100%
dessas fémeas passaram R. bellii transovarianamente. Uma vez que foi relatado que uma
infecgdo primaria por uma espécie Rickettsia impediria a transmissdo transovariana de uma
segunda espécie de Rickettsia, é provavel que a ineficacia do A. dubitatum para perpetuar R.
rickettsii por transmissdo transovariana foi relacionada com infeccdo primaria por R. bellii; no
entanto, também pode estar relacionado a fatores desconhecidos inerentes a A. dubitatum. A
relevancia de A. dubitatum como um vetor natural de R. rickettsii aos seres humanos ou
animais é discutida.

Palavras-chave: Rickettsia rickettsii, Amblyomma dubitatum, competéncia vetorial, febre
maculosa



ABSTRACT

SAKAI, Renata Kazuko. Experimental evaluation of Amblyomma dubitatum (Acari:
Ixodidae) as a biological vector of Rickettsia rickettsii (Rickettsiales: Rickettsiaceae).
2014. 33p. Thesis (Doctor Science in Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Amblyomma dubitatum engorged females, naturally infected by Rickettsia bellii, were used to
establish a laboratory colony. Larvae, nymphs, and adults were exposed to two strains of
Rickettsia rickettsii by feeding on needle-inoculated guinea pigs, and thereafter reared on
uninfected guinea pigs. After acquisition feeding, engorged larvae and nymphs molted to
nymphs and adults, respectively, which were shown to be infected (confirming transstadial
perpetuation), and were able to transmit both strains of R. rickettsia to uninfected animals, as
demonstrated by clinical, serological, and molecular analyses. However, the larval, nymphal,
and adult stages of A. dubitatum showed to be only partially susceptible to R. rickettsia
infection, since in all cases, only part of the ticks became infected by this agent, after being
exposed to rickettsemic animals. While transovarial transmission of R. rickettsii was
inefficient in the A. dubitatum engorged females of the present study, 100% of these females
passed R. bellii transovarially. Because it has been reported that a primary infection by a
Rickettsia species would preclude transovarial transmission of a second Rickettsia species, it
is likely that the ineffectiveness of A. dubitatum to perpetuate R. rickettsia by transovarial
transmission was related to its primary infection by R. bellii; however, it could also be related
to unknown factors inherent to A. dubitatum. The relevance of A. dubitatum as a natural
vector of R. rickettsii to humans or animals is discussed.

Key words: Rickettsia rickettsii, Amblyomma dubitatum, VVector competence, Spotted fever
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1 INTRODUCAO

As doencas que sdo transmitidas por artrépodes desafiam a medicina veterinaria
e humana. Os artrépodes e as infeccdes transmitidas por eles estdo expandindo seus
limites, devido as mudangas climéaticas e maior acessibilidade a certos nichos
ambientais (SHAW et al., 2001), assim como no caso das Rickettsioses.

Rickettsia ¢ uma bactéria intracelular obrigatéria pertencente a familia
Rickettsiaceae e ordem Rickettsiales (RAOULT; ROUX, 1997). Na maioria das vezes,
as espécies de rickettsias tem relacdo com artropodes hematofagos, como carrapatos,
acaros, piolhos e pulgas. Algumas rickettsias sdo capazes de infectar vertebrados,
incluindo humanos, sendo geralmente hospedeiros acidentais.

No Brasil, a Rickettsia rickettsii € o agente etiolégico da febre maculosa
brasileira (FMB), a doenca tem sido relatada afetando humanos em paises como Estados
Unidos, Meéxico, Costa Rica, Panama, Colémbia e Argentina (PADDOCK et al., 2008),
sua distribuicdo esti restrita as Américas. Casos confirmados de infeccdo por R.
rickettsii tem sido relatados para os quatros estados da regido Sudeste (SEXTON et al.,
1993; LEMOS et al., 2001; ROZENTAL et al., 2002; GALVAO et al., 2003;
LABRUNA, 2009; PACHECO et al., 2009), sendo a R. rickettsii a mais conhecida e
letal no Brasil.

No Brasil, o carrapato Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) foi incriminado
como principal vetor R. rickettsii, especialmente devido ao seu grau de antropofilia.
Atualmente esta espécie esta dividida em seis taxons (BEATI et al., 2013) e somente
dois deles ocorrem no Brasil, A. cajennense e Amblyomma sculptum (Berlese, 1888).
Estudos moleculares e morfologicos de populacbes de A. cajennense “strictu sensu™ é
distribuida desde a regido amazonica ao Estado de Mato Grosso, enquanto A. sculptum
ocorre a partir de zonas umidas do norte da Argentina, em areas adjacentes da Bolivia e
do Paraguai, bem como na regido litordnea e centro-oeste do Brasil. Portanto, o
principal vetor de R. rickettsii no pais € de fato A. sculptum. Labruna et al. (2004)
também detectaram rickettsias do Grupo da Febre Maculosa (GFM) em Amblyomma
dubitatum (Neumann, 1899), porém ndo estd comprovado que este carrapato transmita
Febre Maculosa Brasileira (FMB).

A Rickettsia bellii tem sido relatada infectando inimeras espécies de carrapatos
no Brasil, incluindo A. dubitatum, e ocorre com frequéncias variadas, dependendo da
espécie e populacdo de carrapato (PACHECO et al., 2009).

Os estudos realizados recentemente estdo dando mais enfoque para o
conhecimento da epidemiologia da doenca, e em relagdo ao comportamento do agente
na natureza, identificando os possiveis hospedeiros amplificadores, as espécies vetoras
envolvidas na doenca, além das cepas de rickettsias envolvidas.

A espécie A. dubitatum, antigamente denominada Amblyomma cooperi, €
encontrada especialmente em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) na América do
Sul (ALMEIDA et al., 2001), porém existem relatos desta espécie parasitando outros
animais, inclusive o homem.

Embora se desconheca exatamente qual o papel de A. dubitatum na transmissao
de R. rickettsii, esta espécie esta associada as capivaras que sdo consideradas possiveis
amplificadores da doenca e que sdo hospedeiras para A. sculptum. Dessa forma, se faz
necessario avaliar se A. dubitatum é de fato importante na transmisséo da doenca.

Se a capacidade vetorial de A. dubitatum for comprovada, o presente projeto sera
util também na proposicdo de medidas de controle a serem adotadas em &reas onde ha



populagdes de capivaras proximas aos cursos d’agua, principalmente em ambiente
peridomiciliar.

O presente estudo teve por finalidade avaliar a capacidade de A. dubitatum
naturalmente infectadas com R. bellii, se infectar com R. rickettsii quando alimentadas
em cobaias infectadas experimentalmente e verificar se ocorre transmissao transestadial
e transovariana. Assim como, avaliar se A. dubitatum infectados com R. rickettsii serdo
capazes de transmitir a doencga para cobaias livres de infeccdo, considerando que esta
espécie € comum nas areas endémicas de FMB. Neste estudo foram utilizadas duas
cepas diferentes de R. rickettsii.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacéo do Género Rickettsia e Consideragoes

Os organismos do género Rickettsia sdo classificados como bactérias Gram-
negativas, intracelulares obrigatorios (LA SCOLA; RAOULT, 1997).

A febre maculosa causada pela bactéria R. rickettsii, foi primeiramente descrita
nos Estados Unidos, pelo pesquisador Howard Taylor Ricketts, onde a doenca recebeu o
nome de febre maculosa das montanhas rochosas. No inicio do século XX, foi realizado
0 primeiro isolamento de R. rickettsii quando também se estabeleceu o papel do
carrapato na transmissdo da doenca (RICKETTS, 1909).

No Brasil, os primeiros relatos foram descritos no estado de Sdo Paulo (PIZA,
1932), relatando a ocorréncia de “Tifo exantematico”.

A classificacdo mais recente propde uma nova filogenia para o género
Rickettsia, esses autores sugeriram cinco novos grupos: 1) grupo do tifo (GT),
compostos pelas espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi; 2) grupo da febre
maculosa, representado por mais de vinte espécies; 3) grupo de transi¢do, compostos
pelas espécies Rickettsia akari, Rickettsia felis e Rickettsia australis; 4) grupo
Canadensis, composto pela espécie Rickettsia canadensis e; 5) grupo Bellii,
representado pela espécie R. bellii e varios outros genotipos encontrados em insetos
(WEINERT et al., 2009).

Ha 22 espécies de rickettsias que, comprovadamente, causam infec¢fes no
homem (R. rickettsii, R. prowazekii, R. typhi, Rickettsia conorii subsp conorii,
Rickettsia conorii subsp israelensis, Rickettsia conorii subsp caspia, Rickettsia conorii
subsp indica, Rickettsia sibirica subsp sibirica, Rickettsia sibirica subsp
mongolotimonae, Rickettsia heilogjiangensis, Rickettsia slovaca, Rickettsia marmionii,
Rickettsia raoutii, Rickettsia africae, Rickettsia parkeri, R. australis, Rickettsia honei,
Rickettsia japonica, Rickettsia massiliae, Rickettsia aeschlimannii, R. akari, R. felis)
(MERHEJ; RAOULT, 2011).

Entre 1998 e 2007, segundo Labruna (2009), foram confirmados 255 casos de
Febre Maculosa em 54 municipios do Estado de Sdo Paulo. A doenca tem sido
reportada no Brasil desde 1920.

Os sintomas classicos da R. rickettsii em humanos sdo febre alta, cefal€ia,
mialgia, dor abdominal e aparecimento de manchas na pele, com periodo médio de
incubacgdo de sete dias. A letalidade em casos ndo tratados com antibio6ticos especificos
pode chegar a mais de 80% (GALVAO, 1996). Os grandes nimeros de casos ndo
tratados se devem principalmente a caréncia de um diagnéstico cauteloso, ja que 0s
sintomas sdo comuns as diversas outras doengas (RAOULT; ROUX, 1997; WU et al.,
2005).

Diferentes espécies de carrapatos estdo envolvidos como vetor de R. rickettsii
para humanos, nas diferentes localidades geograficas: em paises como Panama,
Colémbia e Argentina a espécie envolvida é A. cajennense (sensu lato) (PATINO-
CAMARGO, 1941; RODANICHE, 1953; PADDOCK et al., 2008); nos Estados Unidos
as espécies que participam da transmissdo sdao: Dermacentor andersoni Stiles, 1908,
Dermacentor variabilis Say, 1821 e Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)
(DEMMA et al., 2005); no México, R. sanguineus e A. cajennense (s.l.)
(BUSTAMENTE; VARELA, 1947).



No Brasil, a R. rickettsii é transmitida ao homem, por pelo menos duas espécies
de carrapatos: A. sculptum (citada como A. cajennense) (DIAS; MARTINS, 1939;
GUEDES et al., 2005) e na regido metropolitana da cidade de Sdo Paulo, Amblyomma
aureolatum (Pallas, 1772) (PINTER; LABRUNA, 2006). O carrapato R. sanguineus
também é suspeito de participar como vetor (MORAES-FILHO et al., 2009).

A R. bellii tem sido relatada infectando inimeras espécies de carrapatos, porém
a patogenicidade desta espécie é desconhecida para seres humanos (LABRUNA et al.,
2007b).

O teste considerado como padrdo-ouro para o diagnéstico da infeccdo por
rickettsias € a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Esta técnica é muito
sensivel e rapida (LA SCOLA; RAOULT, 1997), mas ha desvantagens como a presenga
de reacdo cruzada gque quase sempre existe, entre os antigenos dos patdgenos dentro de
um mesmo género e também entre géneros diferentes (PAROLA; RAOULT, 2001).

Existem outros meios para o diagndstico da doenca como, imunohistoquimica,
isolamento em cultivo de células e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (LA
SCOLA; RAOULT, 1997). A técnica de PCR e o sequenciamento de nucleotideos tém
sido frequentemente utilizados por serem bastante sensiveis.

As principais técnicas de diagndstico utilizadas para a identificacdo de
rickettsias em artropodes sdo teste de hemolinfa, imunofluorescéncia direta para
triagem, e PCR (LA SCOLA; RAOULT, 1997).

Um carrapato é considerado vetor de uma espécie de patdgeno, quando este
adquire o microorganismo através do repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, e
mantém esse patdgeno no organismo, e é capaz de transmiti-lo para outros hospedeiros,
através de repastos sanguineos (JONGEJAN; UILENBERG, 2004).

Se os carrapatos ficarem por um longo periodo sem se alimentar, 0s seus
microrganismos parasitos sofrem adaptacdes, necessarias para a sobrevivéncia destes no
organismo do vetor. Essas mudancas geralmente sdo mediadas por substancias
metabolicas formadas por hormonios do préprio hospedeiro invertebrado (GILFORD;
PRICE, 1955). Isto ocorre em diferentes agentes patogénicos, entre eles com a bactéria
R. rickettsii (KATAVOLOS et al., 1998).

Quando os carrapatos se alimentam, ocorre a ingestdo de nutrientes, assim como
0 aumento de sua temperatura corporal devido a ingestdo de sangue de hospedeiros.
Desta maneira favorecem a multiplicacdo e desenvolvimento da bactéria, ocorrendo a
“Reativa¢ao” destas (SPENCER; PARKER, 1923; HAYES; BURGDORFER, 1982).

2.2 Estudos Realizados no Brasil com Rickettsias

Lemos et al. (1996) relataram o isolamento de rickettsias em A. dubitatum,
coletados de capivaras em uma area endémica de febre maculosa na cidade Pedreira-SP,
neste estudo foi realizado o isolamento em cultura de células Vero e
imunofluorescéncia.

Guedes et al. (2005) avaliaram a infeccdo por rickettsias em Amblyomma spp.
coletados em Coronel Pacheco, estado de Minas Gerais, em uma area endémica de febre
maculosa brasileira. Um total de 78 adultos A. sculptum (citados como A. cajennense) e
78 A. dubitatum, de vida livre foram testados por reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR), um pool com 3 carrapatos A. sculptum foram positivas na PCR, e submetidos ao
sequenciamento de nucleotideos onde observou-se que a sequéncia era correspondente
com R. rickettsii. Os A. dubitatum que foram testados, nenhum apresentou resultados
positivos para 0 DNA de rickettsias.



Pinter e Labruna (2006) analisaram 669 adultos A. aureolatum coletados em
cdes numa area endémica de febre maculosa, na cidade de Mogi das Cruzes-SP, neste
estudo observaram que 10 carrapatos estavam infectados com R. bellii e 6 carrapatos
estavam infectados com R. rickettsii.

No municipio de Piracicaba, SP foram realizados estudos sobre os carrapatos e
suas relacdes com os hospedeiros nas areas verdes do Campus da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”/Universidade de Sado Paulo (ESALQ/USP), onde
ocorreram Obitos por febre maculosa (PEREZ et al., 2008). Os autores vistoriaram 52
mamiferos e 158 aves parasitadas por 12418 carrapatos, dos quais 7343 estavam no
estagio adulto em parasitismo nas capivaras, correspondendo a 80,8% de A. sculptum
(citada como A. cajennense) e 19,2% de A. dubitatum. Ambas as espécies foram
também encontradas em gambas (Didelphis aurita), em porcentagens de 72,4% e
27,6%, respectivamente. Dessa forma, os autores concluiram que na ESALQ, devido
aos indices de parasitismo e prevaléncia, bem como, abundancia de carrapatos e
suscetibilidade de hospedeiros a rickettsiose, capivaras e gambas sdo potenciais
hospedeiros amplificadores do microrganismo, enquanto equideos, urubus e gatos
atuam como secundarios. No entanto, a taxa de infec¢do nos carrapatos ndo foi avaliada
nesse estudo.

Horta et al. (2007) relatam a importancia de gatos domésticos e marsupiais como
boas sentinelas devido aos habitos silvestres. Outros estudos realizados no pais
constataram que tanto gambas quanto capivaras podem atuar como possiveis
hospedeiros amplificadores da infeccdo por R. rickettsii em A. sculptum (citada como A.
cajennense) (HORTA et al., 2009; SOUZA et al., 2009). Em relacdo a A. aureolatum,
acredita-se que possivelmente uma espécie de roedor da familia Echimyidae,
denominada Euryzygomatomys spinosus, hospedeira para este carrapato, seja
amplificadora de R. rickettsii em areas endémicas para a FMB, na regido de Sao Paulo
(LABRUNA, 2009).

Piranda et al. (2008) avaliaram a infeccdo experimental em cdes, um grupo de
cdes foi inoculado com R. rickettsii e em outro grupo de cées foram colocados
carrapatos adultos de A. aureolatum infectados com R. rickettsii na fase de larvas, 0s
autores concluiram que a cepa brasileira de R. rickettsii é patogénica para cdes.

Labruna et al. (2008) avaliaram que em cobaias infectadas experimentalmente
com R. rickettsii, nas quais foram colocadas larvas de A. sculptum (citada como A.
cajennense), A. aureolatum e R. sanguineus, foi observado a susceptibilidade destas
larvas em adquirir a infeccdo ap6s a muda para ninfas. Freitas et al. (2009) também
avaliaram as infec¢bes experimentais de Haemaphysalis leporispalustris (Packard,
1869) por uma cepa brasileira de R. rickettsii, e seu efeito sobre a biologia do carrapato.

Labruna et al. (2004) coletaram 40 adultos de A. dubitatum em trés areas do
municipio de Pedreira, estado de S&o Paulo, numa &rea endémica de Febre Maculosa
Brasileira, foi realizada PCR destes exemplares e observou-se que 40% estavam
infectados com R. bellii. Neste trabalho, os autores detectaram uma espécie de rickettsia
do grupo da febre maculosa em A. dubitatum, filogeneticamente muito préxima a R.
parkeri, R. africae, R. sibirica.

No municipio de Campinas, estado de Sdo Paulo, foi realizado uma coleta de
carrapatos numa area endémica de Febre Maculosa Brasileira, foram coletados 75 A.
dubitatum provenientes de 8 capivaras com sorologia positiva para Febre Maculosa
Brasileira, sendo que 5,3% destes carrapatos estavam infectados com R. bellii
(ESTRADA et al., 2006).

Pacheco et al. (2009) ao analisar carrapatos adultos provenientes de 16
localidades do estado de Sdo Paulo, pesquisou a presenca de rickettsias em 3.545 A.
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sculptum (citados como A. cajennense) e 2.666 A. dubitatum. Foi feito o teste de
hemolinfa, reacdo em cadeia pela polimerase e isolamento de rickettsia em cultivo
celular. Os espécimes de A. sculptum foram negativos, sendo que 634 (23,8%) A.
dubitatum estavam infectados com R. bellii.

Almeida et al. (2011) coletaram 9 A. dubitatum de vida livre ao redor da lagoa
da Pampulha, na cidade de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais, todos apresentaram
Reacdo em cadeia de polimerase positiva para rickettsia, que revelaram um novo agente,
designado como Rickettsia sp. cepa Pampulha.

Recentemente, foi realizado um estudo experimental com cobaias e coelhos
infectados experimentalmente com R. rickettsii, nos quais foram colocados A. sculptum
(citados como A. cajennense) que estavam livres de infecgdo por rickettsias, para
observar se estes carrapatos iriam ou ndo adquirir este patdégeno. Em seguida, estes
carrapatos foram alimentados em hospedeiros vertebrados livres de infeccdo por
rickettsias para observar a transmissdo da doenca. Observou-se que a bactéria é
transmitida por transmissdo transovariana, porém somente em porcentagens muito
baixas. Foi também verificado que a transmissao transestadial ocorre em apenas uma
parcela de carrapatos expostos a R. rickettsii (SOARES et. al., 2012).

2.3 A Espécie A. dubitatum

A literatura registra o parasitismo de A. dubitatum em morcegos, antas e
humanos, entre muitos outros mamiferos, e uma ave (GUIMARAES, 2001; ONOFRIO,
2007; LABRUNA et al., 2007a; NAVA et al., 2010), porém, a capivara é hospedeiro
preferencial para todos os estagios bioldgicos (NAVA et al., 2010).

Faccini et al. (2006) relataram que em laboratério, coelhos foram hospedeiros
adequados para a manutencdo das fases de larvas e ninfas de A. dubitatum, mas em
relacdo a fase adulta a manutencdo da coldnia se tornou muito dificultada pela falta de
hospedeiros alternativos adequados. Na natureza, os pequenos roedores tem importancia
como hospedeiros para larvas e ninfas de A. dubitatum (DEBARBORA et al., 2014).

A distribuicdo geografica de A. dubitatum abrange Argentina, Bolivia, Brasil,
Paraguai e Uruguai. No Brasil, A. dubitatum esta distribuida nas regides Sul: Parana
(TOLEDO et al., 2011), Santa Catarina (QUADROS et al., 2013) e Rio Grande do Sul
(NAVA et al., 2010); Sudeste: S&o Paulo (SOUZA et al., 2006; PACHECO et al. 2009),
Rio de Janeiro (SERRA-FREIRE et al., 2011), Espirito Santo (NAVA et al., 2010) e
Minas Gerais (GUEDES; LEITE, 2008; GUEDES et al., 2011) e Centro-Oeste: Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés e Distrito Federal (ONOFRIO, 2007; NAVA et al.,
2010).

Embora a relacdo parasito-hospedeiro de A. dubitatum tenha sido estudada com
base em material depositado nas colecdes do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai
(NAVA et al., 2010), é necessario destacar a importancia das modificagdes ambientais
causadas pelo homem, na adaptacdo de diferentes espécies de carrapatos as novas
condigdes.



3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de ética para utilizagdo de animais de
experimentacdo da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Processo n°
23083.005946/2013-18).

3.1 Procedéncia dos Carrapatos e Manutencao da Colonia de A. dubitatum

Foram coletadas 10 fémeas ingurgitadas de A. dubitatum de uma capivara
naturalmente infestada, encontrada no Municipio de Jambeiro, estado de So Paulo. A
coldnia foi mantida no Laboratorio de Doengas Parasitarias, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ/USP) em condicbes
experimentais.

Cobaias adultas de ambos os sexos foram utilizadas para a manutencdo da
colbnia de carrapatos. As fémeas ingurgitadas de A. dubitatum obtidas da capivara
foram mantidas em estufa do tipo B.O.D. (Demanda biologica de oxigénio) com
temperatura de 27£1° C e umidade acima de 85%, para realizarem a postura. As fases
ndo parasitarias obtidas destas fémeas ingurgitadas, como larvas, ninfas e adultos, as
quais foram utilizadas neste experimento, também foram mantidas em estufa B.O.D. nas
condicdes citadas anteriormente.

3.2 Extracdo de DNA de Carrapatos

A extracdo de DNA dos carrapatos foi realizada de acordo com o protocolo
Isotiocianato de Guanidina (GT) previamente modificado (SANGIONI et al., 2005),
para verificar a existéncia de DNA de rickettsias em carrapatos apos a PCR.

Apos o final da postura, das fémeas ingurgitadas de A. dubitatum oriundas da
capivara, todas as quenoginas foram submetidas a extracdo de DNA.

Cada carrapato foi colocado individualmente em microtubo (de 1500 pL)
contendo 150 pL de tampdo TE (Tris HCI 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, pH 7,4) e
perfurado com agulha, e apds triturado com a ponteira com a ponta queimada. Em
seguida, foi homogeneizado no vortex por 10 segundos e centrifugado por 6 segundos.
Foram entdo adicionados 450 pL de Isotiocianato de Guanidina, incubando-se por 10
minutos a temperatura ambiente e homogeneizando brevemente no vortex a cada 2
minutos. Foram acrescentados 100 pL de cloroférmio, e homogeneizando brevemente
no vortex. O microtubo foi entdo centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos para separar
a fase aquosa, a qual foi pipetada e transferida para outro microtubo (de 1500 pL).
Foram adicionados a fase aquosa 600 uL de isopropanol com posterior incubagdo a -
20°C de 2 a 18 horas. Em seguida, foi centrifugado a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos,
0 sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 800 uL de etanol a 70%. O
microtubo foi novamente centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado, e o pellet foi secado a 56°C (com microtubo aberto) por 15
minutos no termobloco. O pellet foi entdo ressuspendido em TE, com 30 a 60 uL de
acordo com a necessidade, sendo incubado novamente, porém com 0 microtubo
fechado, a 56°C por 15 minutos no termobloco. O DNA foi congelado a -20°C até ser
utilizado.



3.3 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para iniciar o experimento e verificar se estas quendginas colhidas da capivara
estavam livres de rickettsias, todas as amostras de DNA foram testadas por dois
protocolos de PCR, um especifico para rickettsias do GFM (aqui descrito como PCR-
GFM), e um especifico para R. bellii (aqui descrito com PCR- R. bellii). O PCR-GFM
consiste nos primers Rr190.70p (5’- ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3’) ¢
Rr190.701R (5’- GTTCCGTTAATGGCAGCATCT-3") almejando um fragmento do
gene da proteina da membrana externa da rickettsia (ompA), conforme descrito
previamente (EREMEEVA et al., 2006). Para o primer da PCR- R. bellii (5’-
ATCCTGATTTGCTGAATTTTTT-3> ¢ 5’- TGCAATACCAGTACTGACG-3’) foi
desenvolvido, por ser especifico para o gene citrato sintase (gltA) da R. bellii, conforme
descrito previamente (SZABO et al., 2013).

Na natureza grande parte dos carrapatos A. dubitatum s@o encontrados
naturalmente infectados por R. bellii. Por este motivo, as quendginas obtidas foram
testadas por PCR com primer especifico para R. bellii e foi observado que todos os
exemplares estavam infectados. No entanto, o trabalho iniciou-se mesmo assim, com
estes carrapatos positivos para R. bellii. Outras colénias foram obtidas, porém estavam
infectadas com R. bellii.

3.4 Produtos Amplificados, Purificacdo e Sequenciamento de Nucleotideos

Ap6s a reagdo de PCR, foram obtidos os produtos amplificados e
posteriormente, visualizados em aparelho de eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Foi
utilizado tampédo TBE 0,5X, sendo submetido & voltagem de 1 a 10 V/cm durante 30
minutos. Para a revelacdo foi utilizado o produto Syber Safe e a bandas foram
visualizadas em transiluminador ultravioleta e apds, foi feita a foto do gel.

Foram selecionadas 3 amostras de carrapatos adultos do grupo GL (2 da cepa Itu
e 1 da Taiagu) para serem purificados, utilizando-se o produto ExoSAP-IT (USB
Corporation), que consiste em digerir 0 excesso de primers e degradar o excesso de
nucleotideos provenientes da PCR. Em seguida, as amostras foram colocadas no
termociclador. Apo6s a purificacdo os nucleotideos foram submetidos a reacdo de
sequenciamento com o kit comercial BigDye TM Terminator (Perkin Elmer). As
amostras  foram  sequenciadas em  sequenciador  automatico  (Applied
Biosystems/PerkinElmer, Modelo ABI Prism 310 Genetic, CA, US).

3.5 Cepas Itu e Taiacu de R. rickettsii

Nos trabalhos realizados com R. rickettsii, frequentemente s&o utilizadas cobaias
por serem susceptiveis a infeccdo (MCDADE; NEWHOUSE, 1986).

Neste experimento foram usadas duas cepas de R. rickettsii, e estas cepas vem
sendo mantidas por passagens em animais. A cepa Taiacu foi isolada de A. aureolatum
obtida em Mogi das Cruzes (PINTER; LABRUNA, 2006) e a cepa Itu foi isolada de A.
sculptum (citada como A. cajennense), obtida em Itu, ambas do estado de S&o Paulo
(KRAWCZAK et al., 2014).

Os indculos foram obtidos de 6rgdos de cobaias infectadas experimentalmente
por R. rickettsii, e congelados em freezer a -80 °C. Os 6rgéos utilizados foram cerebro,
pulmdo, baco e figado. Estes foram macerados em meio de cultura BHI (infusdo de
cérebro-coracdo) e logo em seguida, inoculados intraperitonealmente (IP) nas cobaias.



3.6 Alimentacéo de A. dubitatum em Cobaias Infectadas com R. rickettsii

Os carrapatos foram alimentados em cobaias previamente infectadas com R.
rickettsii em apenas um estagio do ciclo bioldgico, ou seja, ou quando larva ou ninfa ou
adulto (Figura 1). Nos estagios seguintes, quando fizeram a muda, os carrapatos foram
alimentados em cobaias livres de infecgéo, para avaliar se estas iriam ou ndo adquirir a
infeccdo.
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Figura 1. Diagrama ilustrando os procedimentos experimentais com Amblyomma
dubitatum. Os carrapatos do grupo de larvas (GL), ninfas (GN) e adultos (GA) foram
expostos a Rickettsia rickettsii Cepa Itu e Taiagu em animais infectados (cobaias). Os
carrapatos do grupo controle (GC) foram alimentados em cobaias livres de infecgéo.



3.7 Alimentagéo das Larvas de A. dubitatum

As fémeas ingurgitadas obtidas da capivara fizeram postura, e estas deram
origem as larvas que foram utilizadas para dar inicio ao experimento.

Foram colocadas aproximadamente 1000 a 2500 larvas de A. dubitatum em cada
cobaia, tanto as cobaias infectadas com R. rickettsii quanto as cobaias do Grupo
Controle. As larvas estavam em jejum, com aproximadamente vinte a trinta dias de
idade, e naturalmente infectadas com R. bellii.

3.7.1 Alimentacdo das larvas de A. dubitatum (GL) em cobaias infectadas
experimentalmente com R. rickettsii

Para a etapa de alimentacdo das larvas de A. dubitatum, foram utilizadas duas
cobaias infectadas com R. rickettsii cepa Itu e duas cobaias infectadas com a cepa
Taiacu. No mesmo dia em que as cobaias foram inoculadas intraperitonealmente com R.
rickettsii, as larvas foram colocadas no interior de uma camara de algoddo colada ao
dorso do animal (camara de contengdo) para evitar possiveis escapes. A técnica
utilizada foi baseada em Pinter et al. (2002) com adaptacdes, originando o grupo de
carrapatos infectados na fase de larva (GL).

3.7.2 Alimentacdo das larvas de A. dubitatum em cobaias ndo infectadas,
originando o grupo controle

Foram utilizadas cinco cobaias para formar o Grupo Controle (GC). Estas
cobaias ndo foram infectadas e estavam livres de patdgenos. Este nimero de cobaias foi
necessario, para que apos a muda das larvas alimentadas, houvesse ninfas e adultos do
GC suficientes, para serem utilizados na formacdo do grupo de carrapatos a serem
infectados com R. rickettsii na fase de ninfas (GN) e na fase adulta (GA).

As larvas ingurgitadas foram recolhidas diariamente, colocadas em tubos com a
extremidade vedada por tecidos para evitar escape e levadas para a estufa do tipo
B.O.D.

3.8 Alimentacao das Ninfas de A. dubitatum (Grupo GL e Grupo GC)

Apbds a muda das larvas da etapa anterior, foram obtidas as ninfas de A.
dubitatum, do grupo GL e grupo GC.

Tanto para os carrapatos infectados com R. rickettsii quanto os do grupo
controle, ap6s a muda das larvas para ninfas, foram escolhidas aleatoriamente algumas
ninfas, as quais foram submetidos a PCR e testadas individualmente. Foram testadas por
PCR-GFM, quanto para PCR-R. bellii, para avaliar a transmissao transestadial.

Foram colocadas aproximadamente 250 ninfas de A. dubitatum em cada cobaia,
tanto nas cobaias do grupo GL, quanto GN e GC, estas ninfas estavam em jejum, com
aproximadamente vinte a trinta dias de idade, e naturalmente infectadas com R. bellii.

3.8.1 Alimentacéo das ninfas de A. dubitatum que foram infectados com R. rickettsii
na fase de larvas (GL) em cobaias ndo infectadas

As larvas de A. dubitatum (GL) que se alimentaram em cobaias infectadas com
R. rickettsii tanto da Cepa Itu quanto Taiacu, apds mudarem para ninfas, foram
colocadas no interior de uma camara de algoddo colada ao dorso do animal como
descrito anteriormente. Estas cobaias utilizadas estavam livres de patdgenos, justamente
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para verificar se as ninfas infectadas com R. rickettsii na fase larvas, transmitiriam ou
ndo a infeccdo as cobaias. Nesta etapa foram usadas duas cobaias livres de patdgenos
para alimentacdo das ninfas (GL) da Cepa Itu e duas cobaias livres de patdgenos para
alimentacéo das ninfas (GL) da Cepa Taiagu.

3.8.2 Alimentacdo das ninfas de A. dubitatum (GN) em cobaias infectadas
experimentalmente com R. rickettsii

Foram utilizadas duas cobaias infectadas com R. rickettsii Cepa Itu e duas
cobaias infectadas com a Cepa Taiacu. No mesmo dia em que as cobaias foram
inoculadas intraperitonealmente com R. rickettsii, as ninfas do grupo GC foram
colocadas no interior de uma camara de algodédo colada ao dorso do animal, originando
0 grupo de carrapatos infectados na fase de ninfa (GN).

3.8.3 Alimentagdo das ninfas de A. dubitatum em cobaias ndo infectadas,
originando o grupo controle

Foram utilizadas seis cobaias para formar o Grupo Controle (GC). Estas cobaias
ndo foram infectadas e estavam livres de patdgenos. Este nimero de cobaias foi
necessario, para que, apés a muda das ninfas alimentadas, houvesse adultos do GC, para
formar o grupo de carrapatos a serem infectados com R. rickettsii na fase adulta (GA).

As ninfas ingurgitadas foram recolhidas diariamente, e colocadas em tubos com
a extremidade vedada por tecidos para evitar escape e levadas para a estufa do tipo
B.O.D.

3.9 Alimentacéo dos Carrapatos Adultos de A. dubitatum

Apbs a muda das ninfas da etapa anterior, foram obtidos adultos de A.
dubitatum, tanto dos grupos GL, GN e GC.

Tanto para os carrapatos infectados com R. rickettsii quanto os do grupo
controle, ap6s a muda das ninfas para carrapatos adultos, foram escolhidos
aleatoriamente adultos ndo alimentados, que foram submetidos a PCR e testados
individualmente, tanto para PCR-GFM, quanto para PCR-R. bellii, para avaliar a
transmissdo transestadial e selecionadas algumas amostras e submetidas ao
sequenciamento de nucleotideos.

Tanto as cobaias do grupo GL, quanto GN e GC, foram colocados
aproximadamente 15 casais por cobaia, com a excecdo do grupo GL da Cepa Itu, que
foram utilizados 5 casais de A. dubitatum em cada cobaia, devido a baixa quantidade
recuperada.

Estes carrapatos adultos estavam naturalmente infectados com R. bellii, e em
jejum, com aproximadamente 20 a 30 dias de idade.

3.9.1 Alimentacdo dos carrapatos adultos de A. dubitatum que foram infectados
com R. rickettsii na fase de larvas (GL) em cobaias nédo infectadas

As larvas de A. dubitatum (GL) que se alimentaram em cobaias infectadas com
R. rickettsii tanto da Cepa Itu quanto Taiacu, depois de mudarem para ninfas, foram
alimentadas em cobaias livres de patdgenos. Isto foi realizado para verificar se
exemplares de A. dubitatum infectados com R. rickettsii na fase de larvas, seriam
capazes ou nao de transmitir a infecgdo quando na fase adulta. Apds a ecdise dessas
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ninfas do grupo GL, os adultos de A. dubitatum do grupo GL foram alimentados da
seguinte forma: trés cobaias livres de patdgenos para alimentacdo dos adultos (GL) da
Cepa Itu e trés cobaias livres de patdgenos para alimentacdo dos adultos (GL) da Cepa
Taiagu.

3.9.2 Alimentacdo dos carrapatos adultos de A. dubitatum que foram infectados
com R. rickettsii na fase de ninfas (GN) em cobaias ndo infectadas

As ninfas de A. dubitatum (GN) que se alimentaram em cobaias infectadas com
R. rickettsii tanto da Cepa Itu quanto Taiacu, apdés mudarem para adultos, foram
alimentados da seguinte forma: trés cobaias livres de patégenos para alimentacdo dos
adultos (GN) da Cepa Itu e trés cobaias livres de patdgenos para alimentacdo dos
adultos (GN) da Cepa Taiagu. Novamente isto foi necesséario para verificar se A.
dubitatum infectados com R. rickettsii na fase de ninfas, seriam capazes ou ndo de
transmitir a infec¢do quando na fase adulta.

3.9.3 Alimentacdo dos carrapatos adultos de A. dubitatum (GA) em cobaias
infectadas experimentalmente com R. rickettsii

Os carrapatos foram colocados nas cobaias livres de infeccdo e ap6s 14 dias, as
cobaias foram infectadas experimentalmente com R. rickettsii. Foram utilizadas trés
cobaias infectadas com R. rickettsii Cepa Itu e trés cobaias infectadas com a Cepa
Taiagu. A infecgdo dos hospedeiros ndo foi realizada no mesmo dia que os carrapatos
foram colocados, porque os adultos levam muito tempo para se alimentar e a cobaia
pode ir a 6bito antes do término da alimentacdo. Assim, para obtencdo do grupo de
carrapatos infectados na fase adulta (GA) esses foram colocados antes da infec¢do do
hospedeiro. Os carrapatos adultos utilizados nesta etapa foram oriundos do GC.

3.9.4 Alimentagdo dos carrapatos adultos de A. dubitatum em cobaias néo
infectadas, originando o grupo controle

Foram utilizadas trés cobaias para formar o Grupo Controle (GC), estas cobaias
ndo foram infectadas e estavam livres de patdgenos.

Os carrapatos adultos foram recolhidos diariamente, e colocados em tubos com a
extremidade vedada por tecidos para evitar escape e levadas para a estufa do tipo
B.0.D., para acompanhamento da oviposicéo.

3.10 Verificacdo da Transmissdo Transovariana dos Carrapatos que Foram
Alimentados em Cobaias Infectadas com R. rickettsii e dos Carrapatos do Grupo
Controle

Apbs o fim da postura dos carrapatos dos grupos GL, GN, GA e GC, estas
quenoginas foram igualmente submetidas a PCR-GFM, quanto a PCR-R. bellii e
aquelas que deram resultados positivos na PCR-GFM, tiveram suas posturas testadas
com 0 mesmo primer, para verificar se houve transmisséo transovariana.

3.11 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Extracdo de DNA dos
Tecidos das Cobaias
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As cobaias que foram inoculadas intraperitonealmente com R. rickettsii, e as
cobaias que foram infestadas com carrapatos infectados com R. rickettsii e do grupo
controle, tiveram o soro sanguineo coletado apds o 6bito, porém quando ndo houve
oObito, o soro sanguineo foi coletado depois de 21 dias ou mais. Os soros foram mantidos
congelados.

Os soros foram retirados do freezer e colocados em ordem, seguindo a
identificacdo de cada cobaia, e mantidos a temperatura ambiente até descongelar.

Os soros reativos na diluicdo 1:64 para qualquer espécie de Rickettsia foram
testados em diluicbes seriadas (1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048...) para
determinacéo do titulo final de reatividade.

Os soros foram testados pela técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
frente ao antigeno de R. rickettsii seguindo os protocolos propostos por HORTA et al.
(2004, 2007), e também foram testados para R. bellii, visto que os carrapatos estavam
naturalmente infectados.

Foram extraidos DNA dos fragmentos dos pulmdes das cobaias que morreram
da infeccdo, e que ndo foi possivel coletar o soro sanguineo, através de kit comercial
DNEasy Tissue Kit. O DNA extraido foi testado por PCR convencional, utilizando-se
PCR-GFM. Algumas amostras foram selecionadas e testadas por PCR-R. bellii.

3.12 Avaliacdo Clinica e Destino dos Animais

As cobaias utilizadas neste experimento foram criadas em biotérios, sem
qualquer contato com carrapatos.

As cobaias foram avaliadas clinicamente todos os dias. A temperatura retal foi
aferida por 21 dias ou mais e temperaturas acima de 39,5°C foram consideradas como
estados febris. Foi observado se o animal desenvolveu lesGes na area genital. Ao fim do
experimento, foram eutanasiadas, e em seguida foram autoclavadas.

3.13 Analises Estatisticas

As proporcgdes de carrapatos infectados com R. rickettsii entre os estagios de
carrapatos ou entre carrapatos expostos a diferentes cepas de R. rickettsii, e as
propor¢Oes de fémeas ingurgitadas que ovipuseram com sucesso foram comparadas pelo
Teste do Qui-quadrado. Os valores médios de peso das fémeas ingurgitadas foram
comparados entre 0s grupos pelo teste t- Student. As andlises foram realizadas
utilizando o programa MINITAB. As diferencas significativas foram consideradas para
P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Testes Moleculares das Quendginas de A. dubitatum Oriundas da Capivara

Para dar inicio ao experimento, todas as quendginas oriundas da capivara foram
testadas utilizando-se tanto PCR- R. bellii, quanto PCR-GFM. De fato, foi observado
que 100% dos carrapatos estavam naturalmente infectados com R. bellii. A PCR-GFM
demonstrou que todas as amostras estavam negativas.

4.2 Cobaias Inoculadas Intraperitonealmente (IP) com R. rickettsii do Grupo de
Larvas (GL), Grupo de Ninfas (GN) e do Grupo de Carrapatos Adultos (GA) da
Cepa Itu e Taiagu de R. rickettsii

Na Tabela 1 encontram-se os dados das cobaias que foram infectadas
experimentalmente com R. rickettsii utilizando as duas Cepas Itu e Taiagu, a via de
inoculacdo, periodo febril, lesdo na area genital, dbito, titulo sorologico (RIFI) para R.
rickettsii e R. bellii.

As cobaias que foram inoculadas intraperitonealmente com R. rickettsii dos
grupos GL, GN e GA de ambas as cepas, todas as cobaias apresentaram febre e a
maioria dos animais apresentaram lesdo na area genital, assim como titulacdo positiva
para R. rickettsii e R. bellii. Os animais que apresentaram resultados negativos na
titulacdo soroldgica para R. rickettsii, foram testados por PCR-GFM e todos
apresentaram resultados positivos. Apenas uma cobaia inoculada nédo foi a 6bito.

4.3 Alimentacdo em Cobaias dos Carrapatos que Foram Infectados com R.
rickettsii na Fase de Larvas (GL), Ninfas (GN) e Adultos (GA) da Cepa Itu e
Taiagu de R. rickettsii

Os carrapatos infectados com R. rickettsii na fase de larvas (GL) das duas cepas,
apo6s mudarem para ninfas foram colocados em cobaias livres de patdgenos, foram
utilizadas duas cobaias para cada cepa, todas apresentaram febre, lesdo na area genital,
titulo sorolégico positivo para ambas rickettsias, uma cobaia de cada cepa nao foi a
obito.

As trés cobaias que receberam carrapatos adultos infectados com R. rickettsii na
fase de larvas (GL) da cepa Itu, apresentaram febre, lesdo na area genital, duas
apresentaram titulo sorolégico positivo para ambas rickettsias, uma das cobaias nédo
apresentou titulo soroldgico positivo, porém na PCR-GFM foi positiva e todas foram a
Obito. Em relacdo a cepa Taiacu, duas cobaias ndo apresentaram sintomatologia e nem
titulos sorologicos positivos e apenas uma cobaia deste grupo apresentou febre, lesdo na
area genital, titulo sorolégico positivo para ambas rickettsias, e foi a 6bito.

As trés cobaias que receberam carrapatos adultos infectados com R. rickettsii na
fase de ninfas (GN) da cepa Itu, todas apresentaram febre, e apenas uma apresentou
lesdo na area genital, PCR-GFM positiva e foi a 0bito, as outras duas ndo apresentaram
lesdo e ndo foram a Obito, porém apresentaram titulagdo soroldgica positiva para
rickettsias. Em relacdo a cepa Taiacgu, todas apresentaram febre, apenas uma cobaia nao
apresentou lesdo na area genital e apenas uma foi a Obito, todas apresentaram titulacdo
soroldgica positiva para R. rickettsii.
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Tabela 1. Dados das cobaias infectadas experimentalmente com indculo de Rickettsia rickettsii Cepa Itu e Taiagu e das cobaias infestadas com
Amblyomma dubitatum infectados, via de inoculacao, periodo febril, lesdo na area genital, dbito, titulo sorolégico para R.rickettsii e Rickettsia
bellii.

Cepa Itu Cepa Talagu
Leséo na ) Titulo Lesdo na ) Titulo Titulo
N° Via de Periodo area genital Obito  Titulo soroldgico sorolégico N° Via de Periodo area genital Obito soroldgico sorolégico
Cobaia inoculacéo febril (dia) (dia) (dia) R.rickettsii* R.bellii* Cobaia inoculacdo febril (dia) (dia) (dia) R.rickettsii* R.bellii*
G L 1 1P 3-9° 8° 11° 2.048 64 1 IP 3-8° 8° 10° 2.048 <64
2 1P 3-7 7° 9° 1.024 <64 2 IP 3-11° 11° ndo 32.768 256
carrapato carrapato
3 (ninfa) 8-12° 16° néo 16.384 4.096 8 (ninfa) 6-13° 12° ndo 8.192 256
carrapato carrapato
4 (ninfa) 7-11° 11° 14° 1.024 <64 4 (ninfa) 7-13° 12° 15° 512 <64
carrapato carrapato
5) (adulto) 8-13° 13° 19° 8.192 2.048 5) (adulto) ndo ndo ndo <64 <64
carrapato carrapato
6 (adulto) 9-12° 13° 17° 2.048 <64 6 (adulto) 10-12° 13° 13° 128 <64
carrapato carrapato
7 (adulto) 14-17° 18° 18° <64 <64 7 (adulto) ndo nao nao <64 <64
GN 8 1P 4-8° 9° 10° 256 64 8 IP 4-9° 9° 11° 512 64
9 1P 5-7° nao 8° <64 <64 9 1P 4-8° 10° 11° 256 128
carrapato carrapato
10 (adulto) 10-13° ndo nao 16.384 16.384 10 (adulto) 18-22° 22° 26° 128 <64
carrapato carrapato
11 (adulto) 12-14° 15° 17° <64 <64 11 (adulto) 8-11° 13° ndo 1.024 512
carrapato carrapato
12 (adulto) 11° ndo nao 512 <64 12 (adulto) 10-12° ndo ndo 8.192 8.192
GA 13 1P 3-4° nao 7° el el 13 IP 4-8° nao 11° 1.024 128
14 1P 4-7° ndo 9° *x *x 14 1P 4-8° 8° 10° 64 <64
15 1P 4-6° ndo 8° <64 <64 15 IP 4-8° nao 11° 64 <64

* O sangue das cobaias foi coletado para sorologia no dia da morte, ou 21 dias ap6s a inoculagdo IP ou infestagdo com carrapatos infectados com R. rickettsii
** Nd&o foi possivel coletar o soro sanguineo. Foi coletado fragmento de pulmé&o e submetido a PCR-GFM
IP- inoculacdo intraperitoneal
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Trés carrapatos adultos positivos na PCR-GFM foram selecionados para o
sequenciamento dos nucleotideos e apresentaram resultados 100% similares para as
sequéncias correspondentes no Gen Bank para R. rickettsii (acesso n° CP 003305), estes
mesmos carrapatos também foram testados na PCR com primer especifico para R. bellii
apresentaram resultados positivos e foram enviados para o sequenciamento dos nucleotideos e
foram 100% similares para as sequéncias correspondentes no Gen Bank (acesso n° JQ
906786).

Todas as cobaias do grupo controle (GC) também foram observadas por 21 dias e ndo
apresentaram febre, nem alterac6es, foi feita a titulacdo soroldgica para R. rickettsii e R. bellii,
porém nenhum dos animais apresentou resultados positivos.

Nas Figuras 2 a 5 encontram-se 0s valores da temperatura retal aferida por 21 dias ou
mais, em cobaias que foram infectadas experimentalmente (intraperitonealmente-IP) com R.
rickettsii cepa Itu e Taiacu, e das cobaias infestadas com carrapatos de A. dubitatum que
foram infectados com R. rickettsii.

Na Figura 2, as cobaias infectadas experimentalmente (intraperitonealmente-IP) com R.
rickettsii cepa Itu, apresentaram febre a partir do 3° dia. As cobaias que foram infestadas com
ninfas (grupo GL) apresentaram febre a partir, do 7 e 8° dia. As cobaias que foram infestadas
com carrapatos adultos (grupo GL) apresentaram febre a partir, do 8 e 9° dia, sendo que uma
das cobaias apresentou o inicio da febre no 14° dia.

43

CEPAITU (GRUPOGL)

42
41

10 ——IP (GL1)
—B—IP (GL2)
39 ——Ninfa (G13)
=—Ninfa (GL4)
Adulto (GLS)

37 \ ——Adulto {616)

38

Adulto (617)
36

35

Temperatura (°C)

34
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Figura 2. Valores da temperatura retal aferida em cobaias infectadas experimentalmente
(intraperitonealmente-IP) com R. rickettsii cepa Itu, e das cobaias infestadas com ninfas e
adultos de A. dubitatum que foram infectados com R. rickettsii na fase de larvas (GL).

Na Figura 3, as cobaias infectadas experimentalmente com R. rickettsii cepa Taiacu,
apresentaram febre a partir do 3° dia. Ap6s o periodo febril, houve declinio de temperatura e
Obito de apenas uma cobaia. As cobaias que foram infestadas com ninfas (grupo GL)
apresentaram febre a partir, do 6 e 7° dia. As cobaias que foram infestadas com carrapatos
adultos (grupo GL) apenas uma apresentou febre a partir do 10° dia, as outras duas cobaias
ndo apresentaram febre.

16



42

CEPA TAIACU (GRUPO GL)

41

40 — P (GL1)
—m—1P (GL2)
— Ninfa (GL3)
39 .
= Ninfa (GL4)
e Adulto (GLS)
Adulto (GL6)

Adulto (GL7)

Temperatura (°C)

36

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 6 17 18 19 20 21

Dias

Figura 3. Valores da temperatura retal aferida em cobaias infectadas experimentalmente
(intraperitonealmente-IP) com R. rickettsii cepa Taiacu, e das cobaias infestadas com ninfas e
adultos de A. dubitatum que foram infectados com R. rickettsii na fase de larvas (GL).

Na Figura 4, as cobaias infectadas experimentalmente com R. rickettsii cepa Itu, apresentaram
febre a partir do 4 e 5° dia. As cobaias que foram infestadas com adultos (grupo GN)
apresentaram febre a partir, do 10 ao 12° dia.
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Figura 4. Valores da temperatura retal aferida em cobaias infectadas experimentalmente
(intraperitonealmente-IP) com R. rickettsii cepa Itu, e das cobaias infestadas com adultos de
A. dubitatum que foram infectados com R. rickettsii na fase de ninfas (GN).

Na Figura 5, as cobaias infectadas experimentalmente com R. rickettsii cepa Taiagu,
apresentaram febre a partir do 4° dia. As cobaias que foram infestadas com adultos (grupo
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GN) apresentaram febre a partir, do 8 e 10° dia, porém uma das cobaias apresentou febre
tardiamente no 18° dia.
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Figura 5. Valores da temperatura retal aferida em cobaias infectadas experimentalmente
(intraperitonealmente-IP) com R. rickettsii cepa Taiacu, e das cobaias infestadas com adultos
de A. dubitatum que foram infectados com R. rickettsii na fase de ninfas (GN).

Na Tabela 2 encontram-se carrapatos positivos em relacdo a carrapatos testados por PCR-
GFM tanto da cepa Itu quanto Taiagu, obtidos de ninfas e adultos em jejum de A. dubitatum
dos grupos GL e GN, assim como o GC.

As larvas que se alimentaram em cobaias infectadas experimentalmente com R.
rickettsii, apds a muda para ninfas foram testadas por PCR-GFM observou-se 23,33% de
ninfas positivas da cepa Itu e 8,33% positivas da cepa Taiacu, diferindo significativamente
(Tabela 2). Em relacdo aos adultos do grupo GL observou-se 45,45% de adultos positivos da
cepa Itu e 5,26% positivos da cepa Taiacu, diferindo significativamente.

As ninfas que se alimentaram em cobaias infectadas experimentalmente com R.
rickettsii, ap6s a muda para adultos foram testadas por PCR-GFM, onde observou-se 50% de
adultos positivos da cepa Itu e 24,24% positivos da cepa Taiagu, diferindo significativamente
entre as cepas.

Estes resultados indicam que apenas uma parte dos carrapatos dos grupos GL e GN
foram capazes de manter a infec¢do por rickettsias, para os estagios subsequentes do carrapato
por transmisséo transestadial, apds serem expostos a R. rickettsii.

Foram selecionadas algumas ninfas e adultos dos grupos GC e testadas por PCR-
GFM, porém nenhuma amostra deu resultado positivo, o que ja era esperado.
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Tabela 2. Dados das ninfas e adultos em jejum de Amblyomma dubitatum dos grupos GL,GN
e GC testados por PCR-GFM tanto da Cepas Itu quanto Taiagu.

Grupos de R. rickettsii cepa Itu  R. rickettsii cepa Taiagu
N° carrapatos positivos/ N° carrapatos positivos/
carrapatos N° carrapatos testados N° carrapatos testados
GL Ninfas 14/60 (23,33%)* 5/60 (8,33%)"
Adultos 20/44 (45,45%)* 2/38 (5,26%)"
GN Adultos 17/34 (50%)* 8/33 (24,24%)"
GC Ninfas 0/44 (0)
Adultos 0/22 (0)

Letras minUsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si com P<0,05.

GL — grupos de larvas; GN — grupos de ninfas; GC — grupos controle.

Na Tabela 3 encontram-se 0 peso de ingurgitamento, sucesso da oviposicao, e infeccdo por
rickettsias do grupo da febre maculosa (GFM) (determinado por um PCR especifico do GFM)
em fémeas ingurgitadas de A. dubitatum. Grupos GL, GN, e GA consistiam de fémeas
ingurgitadas que foram inicialmente expostas a R. rickettsii durante o estigio de larvas,
ninfas, e adultos, respectivamente.

As fémeas ingurgitadas que foram expostas a cepa Itu tenderam a ganhar mais peso do
que as fémeas expostas a cepa Taiagu, apesar de que suas diferencas ndo foram
estatisticamente significativas. Por outro lado, as fémeas ingurgitadas do grupo GC, nunca
expostas a R. rickettsii, apresentaram 0s maiores ganhos de peso, que foram
significativamente maior do que os pesos das fémeas ingurgitadas expostas a cepa Itu ou
Taiagu.

As quendginas do grupo GL que foram testadas por PCR-GFM, observou-se que 60%
das quendginas positivas para a cepa Itu e 37,04% positivas para a cepa Taiacu, ndo diferindo
significativamente.

As quenoginas do grupo GN foram testadas por PCR-GFM e observou-se 57,14% das
guenoginas positivas para a cepa Itu e 64,28% positivas para a cepa Taiacu, ndo diferindo
significativamente.

Os adultos que se alimentaram em cobaias infectadas experimentalmente com R.
rickettsii (grupo GA), apos a postura foram testadas com por PCR-GFM, onde observou-se
42,1% de quendginas positivas da cepa Itu e 83,33% positivas da cepa Taiacu, ndo diferindo
significativamente.

Todas as fémeas ingurgitadas foram testadas pela PCR-GFM no final da oviposicdo, a
fim de verificar se eles foram infectados pela rickettsias do GFM. No geral, 37,04-83,33% das
fémeas ingurgitadas dos carrapatos dos grupos GL, GN, e GA foram infectadas pelas
rickettsias do GFM no final de oviposi¢do, ou em 30 dias apos o desprendimento do
hospedeiro (para as fémeas que ndo realizaram postura). Os ovos provenientes das fémeas
ingurgitadas foram testados por PCR para verificar a infecgéo por rickettsias. Das 19 fémeas
infectadas com a cepa Itu, e 38 infectadas com a cepa Taiagu, todos os ovos foram negativos
pela PCR- GFM, com excec¢do de uma unica fémea ingurgitada GN previamente expostas a
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Tabela 3. Peso de ingurgitamento, sucesso da oviposicdo, e infeccdo por rickettsias do grupo da febre maculosa (GFM) (determinado por um
PCR especifico do GFM) em fémeas ingurgitadas Amblyomma dubitatum. Grupos GL, GN, e GA consistiam de fémeas ingurgitadas que foram
inicialmente expostas a Rickettsia rickettsii durante o estagio de larvas, ninfas, e adultos, respectivamente.

Grupo de Peso das fémeas ingurgitadas (mg)* N° fémeas positivas na PCR*/N° N° fémeas que oviporam/N° N° fémeas que oviporam /N°
carrapatos fémeas ingurgitadas recuperadas fémeas positivas na PCR fémeas negativas na PCR
(%) CON CON
Cepa ltu Cepa Taiagu Cepa Itu Cepa Taiagu Cepa Itu Cepa Taiagu Cepa ltu Cepa Taiagu
GL 223,8 +119,7 (74-372) 213,2 +122,1 (28-423) 3/5 (60%) 10/27 (37,04%) 1/3 4/10 212 7117
GN 229,0 + 103,9 (68-396) 231,4 + 133,0 (29-505) 8/14 (57,14%)  18/28 (64,28%) 3/8 3/18 416 5/10
GA 214,2 +107,9 (111-462) 153,2 + 133,3 (20-464) 8/19 (42,1%)  10/12 (83,33%) 5/8 2/10 9/11 0/2
Total 221,0 +105,2 (68-462)° 209,8 + 129,8 (20-505) 19/38 (50,0%)  38/67 (56,7%) 9/19 (47,4%)  9/38 (23,7%) 15/19 (78,9%)  12/29 (41,4%)
GC 292,7 + 1294 (77-552)° 0/22 (0) 17/22 (77,3%)

*Qs valores estdo apresentados como média + erro padrao (intervalo); valores médios seguidos por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05).
+ Fémeas ingurgitadas foram testadas por PCR-GFM no final da oviposicéo ou 30 dias depois do desprendimento do hospedeiro
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cepa Taiagu. Este resultado indica que a transmissdo transovariana de R. rickettsii
praticamente ndo ocorre, exceto numa unica fémea.

Todos os carrapatos que foram testados por PCR-GFM, tanto ninfas, adultos e
quenoginas dos grupos GL, GN, GA e amostras do GC foram testadas por PCR com primer
especifico para R. bellii, onde observou-se que 100% dos carrapatos apresentaram resultados
positivos.

Estes resultados indicam que 100% dos A. dubitatum, independentemente de terem
adquirido a infeccdo por R. rickettsii, permaneceram infectados com R. bellii. Todas as
cobaias infectadas com carrapatos do GC (infectados apenas com R. bellii) foram
soronegativos para R. bellii, aos 21 dias apds a infestacdo com carrapatos, enquanto que
cobaias expostas a carrapatos infectados com R. rickettsii dos grupos (GL, GN, GA)
apresentaram titulos finais para R. bellii geralmente muito menores do que os titulos finais
para R. rickettsii. Todas as amostras testadas, de DNA de pulmao de cobaias, foram negativas
pela PCR- R. bellii.
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5 DISCUSSAO

5.1 Cobaias Infectadas Experimentalmente com R. rickettsii

Na Tabela 1, ao compararmos as cobaias dos grupos GL, GN e GA que foram
inoculadas intraperitonealmente (IP) de ambas as cepas, todas desenvolveram a infecgéo por
R. rickettsii, apenas um animal ndo foi a dbito.

Ao observarmos, a titulagdo soroldgica das cobaias infectadas experimentalmente com
R. rickettsii verificamos que a maioria delas apresentaram resultados positivos na titulacéo
maiores para R. rickettsii do que para R. bellii. Ao compararmos com o grupo controle, este
grupo nao apresentou titulacao positiva para nenhuma das rickettsias.

Foram selecionadas duas cobaias que apresentaram resultados positivos na titulacdo
para ambas rickettsias, e foi feita a extracdo de DNA dos tecidos como pulmao, baco e figado
e foi feita PCR-GFM e primer especifico para R. bellii, apresentaram resultados positivos na
PCR-GFM, o que ja era esperado pois foram infectadas experimentalmente com R. rickettsii,
porém resultados negativos ao utilizar o primer para R. bellii. Ao analisarmos os dados da
PCR, concluimos que provavelmente ocorra a reacdo cruzada entre R. rickettsii e R. bellii,
pois sdo frequentemente observadas tornando dificil a identificacdo soroldgica das espécies de
rickettsias envolvidas numa infeccao.

5.2 Cobaias Infestadas com Carrapatos do Grupo GL

As ninfas que foram infectadas com R. rickettsii na fase de larvas (grupo GL), ao se
alimentarem em cobaias livres de infeccdo foram capazes de transmitir a infeccdo, tanto as
ninfas da cepa Itu quanto Taiacu. Uma cobaia de cada cepa ndo foi a Obito, porém
desenvolveu sintomatologia clinica, e apresentaram os titulos soroldgicos mais altos do que 0s
animais, que foram a Obito o que ja era esperado, porque houve uma producdo maior de
anticorpos. Soares et al. (2012) também demonstraram que ninfas de A. sculptum (citadas
como A. cajennense) infectadas com R. rickettsii na fase de larvas, foram capazes de
transmitir a bactéria para as cobaias infestadas. Resultados semelhantes foram obtidos por
Horta et al. (2009) ao infectar larvas desta espécie que se alimentaram em gambas infectados
com R. rickettsii, e posteriormente as ninfas foram alimentadas em coelhos transmitindo a
infeccao.

Os adultos infectados com R. rickettsii na fase de larvas (grupo GL) da cepa Itu, ao se
alimentarem em cobaias livres de infeccdo foram capazes de transmitir a infeccdo e todos
foram a 6bito e desenvolveram sintomatologia clinica. Resultados similares foram relatados
por Soares et al. (2012) ao trabalharem com adultos de A. sculptum (citados como A.
cajennense) infectados com R. rickettsii na fase de larvas, observaram que carrapatos adultos
foram capazes de transmitir a bactéria para os coelhos infestados. Piranda et al. (2008)
trabalharam com adultos de A. aureolatum infectados com R. rickettsii na fase de larvas,
observaram que carrapatos adultos foram capazes de transmitir a bactéria para os cées
infestados. Ao observarmos as cobaias nas quais foram colocados carrapatos adultos da cepa
Taiacu, verificamos que apenas uma cobaia apresentou a doenca, 0s outros dois animais ndo
apresentaram febre, sintomas clinicos e nem titulacdo para rickettsias, provavelmente devido
ao baixo numero de carrapatos infectados.

5.3 Cobaias Infestadas com Carrapatos do Grupo GN
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Os adultos infectados com R. rickettsii na fase de ninfas (grupo GN) tanto da cepa Itu
quanto Taiagu, ao se alimentarem em cobaias livres de infeccdo foram capazes de transmitir a
infeccdo, porém apenas uma cobaia de cada cepa foi a dbito. A cobaia que foi a 6bito da cepa
Taiacu, apresentou febre e foi a dbito tardiamente, provavelmente pelo fato dos carrapatos
terem demorado a se fixar, visto que o estagio adulto do carrapato tem predilecdo por outros
hospedeiros. Soares et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes ao trabalharem com
carrapatos infectados na fase de ninfas (GN), foram capazes quando adultos de transmitir a R.
rickettsii para coelhos, assim como Horta et al. (2009) demonstraram que ninfas alimentadas
em gambas infectados com R. rickettsii, ap6s mudarem para adultos foram capazes de
transmitir a infecgéo para coelhos.

5.4 Afericdo da Temperatura Retal das Cobaias Infectadas Experimentalmente com R.
rickettsii e das Cobaias Infestadas com Carrapatos

Ao analisarmos as afericdes da temperatura retal das cobaias, nas Figuras 2, 3, 4 e 5,
observamos que as cobaias que foram inoculadas intraperitonealmente com R. rickettsii cepa
Itu e Taiacu, apresentaram febre, mais cedo do que as que adquiram a infeccdo através do
carrapato e que manifestaram febre. O que ja era esperado, pois o indculo desencadeia a
infeccdo por R. rickettsii mais rapidamente, do que através de carrapatos infectados. As
cobaias que receberam carrapatos adultos infectados apresentaram febre mais tardiamente em
relacdo as que receberam as ninfas, provavelmente pelo fato, dos carrapatos adultos
demorarem mais tempo para se fixarem nas cobaias. Soares et al. (2012) também observaram
que cobaias inoculadas com R. rickettsii desencadearam a febre mais cedo, do que as que
adquiriram a infecgdo através do carrapato A. sculptum (citado como A. cajennense).

5.5 Carrapatos Positivos na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O presente estudo mostra que larvas, ninfas e adultos de A.dubitatum foram menos
suscetiveis a infeccdo por R. rickettsii ja que em todos 0s casos, apenas uma parte dos
carrapatos mantiveram a infeccdo pela perpetuacdo transestadial, apds serem expostos a
animais na fase de rickettsemia.

A quantidade de ninfas positivas na PCR- GFM do grupo GL (Tabela 2) foram
proximas as obtidas por Labruna et al. (2008) ao trabalharem com ninfas de A. sculptum
(citadas como A. cajennense) (oriundos da Col6nia de Pedreira) que foram infectadas com R.
rickettsii na fase de larvas em cobaias, encontraram o percentual de carrapatos infectados em
torno 5 a 25%. Porém neste mesmo trabalho, ao compararmos com A. sculptum (oriundos da
Colbnia de Pirassununga) observamos percentuais variando de 0 a 60%. Aqueles autores
também trabalharam com R. sanguineus (oriundos da Col6nia Cabrelva) obtendo percentuais
de infeccdo variando de 90 a 100% e para A. aureolatum (oriundos da Colonia Atibaia) foram
observados percentuais de infeccdo de 100% diferindo dos resultados obtidos. Freitas et al.
(2009) ao trabalharem com ninfas H. leporispalustris que também foram infectadas na fase de
larvas, encontraram o percentual de 8% de ninfas positivas, estes resultados foram préximos
aos encontrados para a cepa Taiagu.

Ao compararmos, os carrapatos adultos ndo ingurgitados positivos na PCR- GFM do
grupo GL, com outros autores, verificamos resultados intermediarios entre a cepa Itu e
Taiagu. Soares et al. (2012) ao trabalharem com carrapatos (A. sculptum citado como A.
cajennense) infectados na fase de larvas com R. rickettsii, observaram 16% positivos e Freitas
et al. (2009) ao observarem adultos de H. leporispalustris infectados com R. rickettsii na fase
de larvas, observaram 22,5% positivos.
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A quantidade de carrapatos adultos positivos ha PCR- GFM néo ingurgitados do grupo
GN, foram inferiores aos obtidos por Soares et al. (2012) que observaram 62,2% de adultos de
A. sculptum (citados como A. cajennense) positivos do grupo GN. Porém, Souza et al. (2009)
observaram resultados intermediarios, 30 a 35% de adultos da mesma espécie infectados do
grupo GN ao trabalharem com capivaras infectadas com R. rickettsii.

De fato, uma diferenca importante entre este estudo e os outros, é que os carrapatos A.
dubitatum foram originalmente infectadas por R. bellii, e mesmo nestas circunstancias, alguns
deles adquiriu e manteve a infeccdo por R. rickettsii através de transmisséo transestadial.

A infeccdo natural por duas ou mais espécies de Rickettsias em um Unico carrapato
tem sido relatado na literatura, incluindo R. bellii e R. parkeri infectando um Amblyomma
ovale (Koch, 1844) (SZABO et al., 2013), e uma tripla infeccdo por R. bellii, Rickettsia
montanensis e R.rickettsii em um D. variabilis (CARMICHAEL; FUERST, 2010).

Ao compararmos a porcentagem de ninfas e adultos em jejum infectados com R.
rickettsii dos grupos GL e GN da cepa Itu e Taiagu, observamos que houve diferenca
significativa entre as duas cepas. E que a cepa Itu, apresentou resultados superiores de
carrapatos infectados, tanto ninfas quanto adultos. Os carrapatos infectados com a cepa Itu,
apresentaram resultados superiores de infeccdo possivelmente pelo fato, de terem sido
isolados de A. sculptum em uma area que havia capivaras. Provavelmente a cepa Itu deve
estar mais adaptada a A. sculptum e também a A. dubitatum, pois ambas as espécies de
carrapatos utilizam o mesmo animal como hospedeiro.

Na Tabela 3, ao compararmos a porcentagem de quenoginas de A. dubitatum positivas
na PCR- GFM, da cepa Itu e Taiagu dos grupos GL, GN e GA, ndo apresentaram diferencas
significativas entre as cepas. As taxas de infeccdo das quendginas de A. dubitatum dos grupos
GL e GN foram altas ao compararmos as duas cepas, provavelmente pelo fato do carrapato
adulto ter ficado fixado por muito tempo. As taxas de infeccdo das quendginas de A.
dubitatum do grupo GA também foram altas. Soares et al. (2012) obtiveram resultados de
quendginas de A. sculptum (citadas como A. cajennense) positivas para R. rickettsii proximas
ao presente estudo.

Fémeas ingurgitadas de A. dubitatum, infectadas pela cepa Itu ou Taiacu de R.
rickettsii, tiveram ganhos de pesos significativamente inferior as teledginas livres de R.
rickettsii (Tabela 3). Resultados semelhantes foram relatados para A.aureolatum e A. sculptum
(citada como A. cajennense), uma vez que as teledginas infectadas por R. rickettsii de ambas
as espécies, apresentaram ganhos de pesos significativamente inferior, quando comparado
com as fémeas ndo infectadas (LABRUNA et al., 2011; SOARES et al., 2012). Os baixos
ganhos de pesos das fémeas ingurgitadas infectadas por R. rickettsii, também afetaram as
proporcOes de fémeas que ovipuseram.

No presente estudo, verificamos que entre as fémeas ingurgitadas de A. dubitatum que
ovipuseram, todas as massas de ovos foram testadas por PCR- R. bellii, ocorrendo 100%
infeccdo para R. bellii, indicando a transmissao transovariana eficiente desta rickettsia, assim
como foi observado nas fémeas coletadas da capivara e usadas para iniciar o presente estudo.
Por outro lado, ndo foi observada transmissdo transovariana eficiente da R. rickettsii em
carrapatos A.dubitatum, uma vez que nenhuma das fémeas infectadas com a cepa Itu
colocaram ovos infectados, e entre as 38 fémeas infectadas com a cepa Taiagu, apenas uma
apresentou massa de ovos positiva pela PCR-GFM. Tem sido relatado que uma infecgéo
primaria por uma espécie de rickettsia impediria a transmissao transovariana de uma segunda
espécie de rickettsia (MACALUSO et al., 2002). Entdo, é provavel que a ineficicia de A.
dubitatum para perpetuar R. rickettsii por transmissdo transovariana esteja relacionada a sua
infeccdo primaria por R. bellii; no entanto, também pode estar relacionada a fatores
desconhecidos inerentes a A.dubitatum.
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Ao observarmos o numero de quenoginas positivas ao utilizar o PCR- GFM,
verificamos que poucas quendginas fizeram a postura, provavelmente pelo fato da cobaia ndo
ser hospedeiro adequado para a manutencéo da fase adulta.

Ao analisarmos o sequenciamento de nucleotideos de A. dubitatum observamos que é
possivel que um Unico carrapato esteja infectado com R. rickettsii e R. bellii.

Todos os carrapatos que foram testados com o PCR- GFM, incluindo também os
carrapatos do grupo controle e do grupo infectado com R. rickettsii foram igualmente testados
com primer especifico para R. bellii, onde observou-se que ocorre 100% de transmissao
transestadial e transovariana de R. bellii. Resultados obtidos por Horta et al. (2006)
observaram que R. bellii se manteve na populacdo de Ixodes loricatus (Neumann, 1899)
através de transmissdo transestadial e transovariana, sugerindo assim um importante
mecanismo de manutencdo do agente na natureza.

Neste estudo 100% dos A. dubitatum estavam infectados com R. bellii, porém
nenhuma cobaia do grupo GC tornou-se soropositivo para R. bellii. Estes resultados sugerem
que R. bellii ndo foi transmitida por carrapatos as cobaias do GC.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho tanto para cepa Itu e Taiacu de R. rickettsii
permitem concluir que:

1) Amblyomma dubitatum infectados experimentalmente com R. rickettsii e naturalmente
infectados com R. bellii na fase de larvas e ninfas, foram capazes de transmitir a infeccéo
transestadialmente. Assim como, A. dubitatum infectados com R. rickettsii na fase adulta,
foram capazes de adquirir a infeccéo;

2) A. dubitatum infectados experimentalmente com R. rickettsii e naturalmente infectados
com R. bellii foram capazes de transmitir R. rickettsii as cobaias livres de infecgdo;

3) Ocorre baixa transmisséo transovariana de R. rickettsii;
4) Ao compararmos a porcentagem de ninfas e adultos infectados com R. rickettsii dos
grupos GL e GN da cepa Itu e Taiacu, notamos que a cepa ltu, apresentou resultados

superiores de carrapatos infectados com R. rickettsii, tanto ninfas quanto adultos néo
ingurgitados.
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Considerac0es finais

O presente estudo mostrou que A. dubitatum podem adquirir e manter por transmissao
transestadial, e transmitir R. rickettsii a um hospedeiro suscetivel. A relevancia do A.
dubitatum como um vetor de R. rickettsii para os seres humanos deve ser minima, ou mais
obscura que A. sculptum.

Por outro lado, A. dubitatum poderia desempenhar um papel importante como um
vetor enzodtico de R. rickettsii entre capivaras. No entanto, é possivel que sé esta espécie de
carrapato ndo seja capaz de sustentar uma infeccdo por R. rickettsii através de geracdes
consecutivas, devido a ineficacia da transmissdo transovariana provocada por uma infeccéo
primaria por outra espécie de Rickettsia, ou por causa de fatores intrinsecos desconhecidos.

Infelizmente, durante a realizacdo deste trabalho ndo foi possivel obter uma coldnia de
A. dubitatum livre de R. bellii, porém estudos futuros sdo de grande importancia, até mesmo
para que haja uma comparagdo com este trabalho.
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