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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

INFECCAO EXPERIMENTAL DE Rickettsia parkeri (CEPA MATA ATLANTICA)
EM Cavia porcellus.
AUTOR: JOICE MAGALI BRUSTOLIN
ORIENTADOR: LUIS ANTONIO SANGIONI
Santa Maria, 28 de fevereiro de 2014.

Este estudo teve como objetivos avaliar a capacidade de ninfas de Amblyomma ovale
naturalmente infectadas com Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica) em transmiti-la para
Cavia porcellus (cobaios) e, analisar a infeccdo nestes animais. Utilizou-se 26 cobaios
divididos em trés grupos: G1 - 10 cobaios infestados com ninfas de A. ovale ndo infectadas,
G2 - 10 cobaios infestados com ninfas de A. ovale naturalmente infectadas com R. parkeri
(cepa Mata Atlantica) e G3 - 6 cobaios ndo infestados. Foi fixada uma camara de infestagéo de
carrapatos nos animais onde foram colocadas 25 ninfas de A. ovale infectadas ou ndo, de
acordo com o grupo. No primeiro estudo foi avaliado a competéncia vetorial de ninfas de A.
ovale na transmissé@o de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para C. porcellus (animais do G1 e
G2). Ap6s o periodo do parasitismo, as ninfas ingurgitadas foram coletadas e armazenadas em
estufa B.O.D. Para a pesquisa de anticorpos anti-Rickettsia spp., coletou-se soros sanguineos
aos 7, 14, 21 e 28 dias pos infestacdo (DPI) sendo avaliados por meio de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para a identificacdo da multiplicacdo desta riquétsia nos
tecidos dos cobaios foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase aos 7, 10, 14 e 28 DPI. Para
verificar a competéncia vetorial das ninfas, analisaram-se os periodos parasitarios, o percentual
de ecdise, a sobrevivéncia transestadial e a RIFI. O periodo médio de parasitismo no G1 foi de
6,6 dias e, de 6 dias no G2. O percentual médio de ecdise (ninfa para adulto) foi de 95%. No
G2, a sobrevivéncia desta riquétsia de forma transestadial foi confirmada em 100% (PCR) e
80% (teste de hemolinfa) dos adultos. Na analise sorolégica, 100% dos animais do G1 foram
soronegativos e 80% do G2 soropositivos. Nao foi detectado o DNA riquetsial nos tecidos dos
animais. No segundo estudo, avaliou-se o perfil da infeccdo experimental causada por esta
riquétsia nos cobaios (animais do G1, G2 e G3), buscando identificar as alteragfes clinicas,
perfil hematologico e histopatologico. As coletas sanguineas para analises hematoldgicas
foram realizadas nos mesmos periodos do estudo anterior e, as coletas de tecidos para analises

histopatoldgicas, ocorreram aos 10 e 28 DPI. Na sorologia, os animais do G1 e G3 fora



negativos e, 80% dos animais do G2 positivos. Os resultados hematoldgicos observados foram:
G1 - leucopenia aos 7 DPI, aumento de proteinas plasmaéticas totais (PPT) e diminuicdo de
plaquetas aos 7, 14 e 21 DPI; G2: leucocitose, neutrofilia e monocitose aos 7 DPI, aumento de
plaquetas aos 14 DPI e diminuicdo de PPT aos 21 DPI. Na anélise histopatoldgica observou-
se: G1 - hemossiderose difusa esplénica aos 28 DPI (20%); G2 - hemossiderose difusa
esplénica aos 10 DPI (10%), congestdo difusa pulmonar aos 10 e 28 DPI (30%) e hiperplasia
folicular multifocal esplénica aos 28 DPI (20%); G3 - congestdo difusa pulmonar aos 10 DPI
(33%). Concluiu-se que ninfas de A. ovale apresentaram competéncia vetorial na transmisséo
de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para cobaios, sendo possivel determinar uma infeccdo
aguda de carater subclinico nestes hospedeiros.

Palavras-chave: Febre Maculosa Brasileira, infeccdo, cobaio.



ABSTRACT

EXPERIMENTAL INFECTION OF Rickettsia parkeri (STRAIN ATLANTIC
RAINFOREST) IN Cavia porcellus.

AUTOR: JOICE MAGALI BRUSTOLIN
ADVISOR PROFESSOR: LUIS ANTONIO SANGIONI
Santa Maria, February 28", 2014.

This study aimed to evaluate the ability of nymphs of Amblyomma ovale naturally
infected with Rickettsia parkeri (Atlantic Forrest strain) in transmitting it to Cavia porcellus
(guinea pigs), and analyze the infection in these animals. A total of 26 guinea pigs divided
into three groups were used: G1 - 10 guinea pigs infested with nymphs of uninfected A. ovale;
G2 - 10 guinea pigs infested with nymphs of A. ovale naturally infected with R. parkeri
(Atlantic Forrest strain) and G3 - 6 uninfected guinea pigs. A tick infestation chamber was
fixated on the animals, where 25 nymphs of A. ovale, either infected or not, were placed. In
the first study, the vector competence of A. ovale nymphs in the transmission of R. parkeri
(Atlantic Forrest strain) for C. porcellus (animals of G1 and G2) was evaluated. After the
period of parasitism, engorged nymphs were collected and stored in a B.O.D incubator. To
assess the anti-Rickettsia spp antibodies, blood was collected at 7, 14, 21 and 28 days post
infestation (DPI) being evaluated by indirect immunofluorescence assay (IFA). To identify
the multiplication of Rickettsia in the tissue from guinea pigs a polymerase chain reaction was
carried out at 7, 10, 14 and 28 DPI. To verify the vector competence of nymphs, parasite
periods, the percentage of molting, transstadial survival and IFA were analyzed. The average
period of parasitism in G1 was 6.6 days and 6 days in G2. The average percentage of molting
(nymph to adult) was 95%. In G2, the survival of transstadial Rickettsia was confirmed in
100% (PCR) and 80% (hemolymph test) of adults. In serological analysis, 100% of G1
animals were seronegative and 80% were seropositive in G2. No riquetsial DNA was detected
in the tissues of animals. In the second study, the profile of experimental infection caused by
rickettsia in guinea pigs (animals from G1, G2 and G3) were analyzed, seeking to identify the
clinical, histopathological and hematological profile. Blood samples for hematological
analyzes were performed in the same periods of the previous study and the collection of tissue
for histopathological analyzes, occurred at 10 and 28 DPI. In serology, animals from G1 and
G3 were negative and 80% of the G2 positive. The observed hematological results were: G1 -
leukopenia at 7 DPI, increased total plasma proteins (TPP) and decreased platelets at 7, 14
and 21 DPI, G2: leukocytosis, neutrophilia and monocytosis at 7 DPI, increased platelets at 14
DPIl and decreased PPT at 21 DPI. Histopathology observed: G1 - diffuse splenic



hemosiderosis at 28 DPI (20%), G2 - diffuse splenic hemosiderosis at 10 DPI (10%), diffuse
pulmonary congestion at 10 and 28 DPI (30%) and multifocal splenic follicular hyperplasia at
28 DPI (20%); G3 - diffuse pulmonary congestion at 10 DPI (33%). It was concluded that
nymphs of A. ovale presented vector competence in the transmission of R. parkeri (Atlantic
Forrest strain) to guinea pigs, being possible to determine an acute infection of subclinical

character in these hosts.

Keywords: Brazilian Spotted Fever. Infection. Guinea pigs.
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1. INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma zoonose de carater endémico, causada por
bactérias do género Rickettsia (Raoult, Parola & Paddock 2005), transmitida por artropodes
vetores ao homem e a outros vertebrados (Parola, Davoust & Raoult 2005). Esta enfermidade
¢ considerada como reemergente no Brasil, apresentando grande impacto para a saude
publica, devido a dificuldade de diagndstico e a letalidade em casos humanos nédo tratados
precocemente (Greca, Langoni & Souza 2008).

As riquetsias foram diagnosticadas em todos os continentes, apresentando ampla
distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a ocorréncia da bactéria em
humanos foi verificada nos estados do Espirito Santo, Mato Grosso, Minas Gerais, Bahia, Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, entretanto, observa-se uma
maior ocorréncia de 6bitos em humanos nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (Galvdo &
Ribeiro 1993, Horta 2002, Madeira 2004). O indice de letalidade pode variar entre 25 e 80%
em casos nao tratados, tratados tardiamente ou ainda tratados com antimicrobianos ndo
especificos (Walker 2002).

A maioria destas bactérias € transmitida por artropodes (carrapatos, piolhos e pulgas)
aos vertebrados, os quais sdo considerados reservatorios (Fournier & Raoult 2009). Os
mamiferos sdo referidos como os hospedeiros da maior parte das espécies de carrapatos
(Padilha 2010).

Entre as diferentes espécies desta bactéria que causam a FMB aos humanos, a
Rickettsia rickettsii € considerada a mais patogénica (Parola, Davoust & Raoult 2005). No
Brasil, o carrapato Amblyomma cajennense sempre foi considerado o principal vetor deste
agente (Guedes et al. 2005), sendo que outros carrapatos ja foram descritos como
transmissores desta bactéria. As fases de larva e ninfa destes ixodideos acidentalmente
parasitam os humanos, devido a alta taxa de infestacdo no meio ambiente. O estagio adulto
também pode realizar o parasitismo, todavia, causa um grande desconforto quando inserem
seu aparelho bucal no local de fixa¢do do carrapato, sendo consequentemente removidos do
corpo do hospedeiro (Sangioni et al. 2005, Pacheco et al. 2007).

Casos humanos que ocorreram na regido sul do pais ndo tiveram registros de ébitos.
Contudo, a doenga manifestou sintomatologia distinta da forma cléssica, ocasionadas por R.

ricketsii, que ocorre comumente na regido sudeste. Neste sentido, ha evidéncias que o agente
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etiologico causador da enfermidade no sul do Brasil possa ser outro (Madeira 2004, Calic et
al. 2005, Angerami et al. 2006).

No estado de S&o Paulo, Spolidorio et al. (2010) demonstraram a presenca de uma
nova cepa causadora de riguetsiose humana, pertencente ao Grupo da Febre Maculosa (GFM),
diferente das demais riquetsioses conhecidas mundialmente, sendo denominada de Febre
Maculosa da Mata Atlantica. Sabatini et al. (2010) sugeriram que o carrapato A. ovale possa
ser um importante vetor desta nova cepa (Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica)) em regides
de Mata Atléntica.

Rehacek, Urvolgyi & Kocianova (1992) demonstraram a susceptibilidade de vérias
espécies de roedores a diferentes espécies de riquétsias do GFM e, nos Estados Unidos estas
espécies vem sendo incriminadas como hospedeiros amplificadores de R. rickettsii. Porém, a
participacdo desses animais no ciclo epidemioldgico das riquetsioses no Brasil ainda ndo foi
determinado (Padilha 2010).

A partir da descoberta desta nova cepa, tornam-se necessarios estudos que venham a
elucidar a epidemiologia do A. ovale na transmissao deste agente, visto que este artrépodo foi
incriminado como principal transmissor desta nova riquétsia. Neste contexto, este trabalho
visa contribuir no esclarecimento da competéncia vetorial de ninfas de A. ovale, na fase de
vida parasitaria, na transmissdo da R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para Cavia porcellus.
Além disso, avaliou-se a infeccdo experimental em C. porcellus através das avaliacBes

hematoldgicas, histopatoldgicas e manifestacGes clinicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etiologia

Rickettsia spp. sdo bactérias (cocobacilos), pertencentes a ordem Rickettsiales e da
familia Rickettsiaceae (Raoult & Roux 1997). Sd8o micro-organismos intracelulares
obrigatorios, Gram negativas, pleomorficas e de pequenas dimensdes (0,8 a 2um de
comprimento e 0,3 a 0,5um de didmetro) (La Scola & Raoult 1997). A parede celular é
composta por peptidoglicano e lipopolissacaridos (LPS) (McDade & Newhouse 1986), as
quais podem originar reacdes imunitarias cruzadas entre as riquétsias do GFM (Bacellar
1996).

Entre 1984 e 2004, nove novas espécies ou subespécies de riquétsias foram isoladas ao
qual foram realizadas caracterizacGes microbioldgicas e moleculares dos agentes (Raoult &
Parola 2009). Weinert et al. (2009), através da analise multigénica, sugeriram uma nova
filogenia para o género Rickettsia, sendo determinado os seguintes grupos: i) grupo do tifo
(GT), composto pelas espécies R. prowazekii e R. typhi; ii) grupo da febre maculosa (GFM),
representado por mais de vinte espécies; iii) grupo de transicdo, onde estdo inseridas R. akari,
R. felis e R. australis; iv) grupo Canadensis, constituido pela espécie R. canadensis; v) grupo
Bellii, representado pela espécie R. bellii e outros genotipos encontrados em outros vetores.

As riquétsias que causam infeccGes no homem nos diversos continentes compreendem
22 espécies: R. rickettsii, R. prowazekii, R. typhi, R. conorii subsp. conorii, R. conorii subsp.
israelensis, R. conorii subsp. caspia, R. conorii subsp. indica, R. sibirica subsp sibirica, R.
sibirica subsp. mongolotimonae, R. heilogjiangensis, R. slovaca, R. marmionii, R. raoutii, R.
africae, R. parkeri, R. australis, R. honei, R. japonica, R. massiliae, R. aeschlimannii, R. akari
e R. felis (Merhej & Raoult 2011).

R. parkeri foi identificada em 1939 nos Estados Unidos, sendo reconhecida como
patogénica para seres humanos somente em 2004 (Paddock et al. 2004). Relatos recentes no
Brasil indicam a presenca de uma nova cepa de riquétsia, a qual foi denominada de R. parkeri
(cepa Mata Atléntica), devido a sua similaridade filogenética com R. parkeri. Esta nova cepa
foi isolada a partir de amostra de pele do local da picada do carrapato, de um paciente com
uma doenca febril exantematica em &rea de Mata Atlantica no municipio de Peruibe, SP
(Spolidorio et al. 2010).

Szabo et al. (2012) conseguiram isolar esta nova cepa em cultivo celular oriundas de

carrapatos A. ovale coletados de cdes neste mesmo municipio. Sabatini et al. (2010)
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descreveram a presenca desta nova cepa em 13% dos carrapatos A. ovale coletados no Parque
Nacional da Serra do Mar, municipio de Cubatdo, SP. Medeiros et al. (2011), relataram a
presenca desta riquétsia no estado de Santa Catarina, infectando A. ovale e A. aureolatum
coletados de cées em area de Mata Atlantica.

2.2 Historico e Epidemiologia

Os primeiros relatos de surtos de FMB no Brasil ocorreram no estado de Sao Paulo, no
periodo de outubro de 1929 a setembro de 1933, onde foram registrados 88 casos da doenca
em seres humanos (Monteiro 1933). Atualmente esta enfermidade apresenta um grande
impacto na satde publica devido a dificuldade de diagnostico. Este fato esta relacionado a
diversos agentes etiologicos que manifestam os mesmos sinais clinicos da doenca, e também,
a alta mortalidade em casos humanos nao tratados precocemente (Greca, Langoni & Souza
2008). Este crescente aumento do numero de casos da doenca registrados nos indicadores
epidemiol6gicos nacionais, pode ser parcialmente atribuido a notificacdo obrigatoria desta
riquetsiose no ano de 2001 (Labruna 2009).

Vaérios relatos da doenca no Brasil foram registrados principalmente na regido sudeste,
onde foram constatados oObitos (Pinter & Labruna 2006). A incidéncia da enfermidade no
homem esté relacionada, dentre outros fatores, a disponibilidade, densidade e a distribuicdo
geogréfica do vetor no meio ambiente (Lemos et al. 1996).

Casos humanos de FMB apresentam carater sazonal, com a grande maioria de
ocorréncias da doenca no segundo semestre do ano, onde ha um predominio das fases de ninfa
de A. cajennense (Labruna 2002). Sangioni (2003) constatou que na regido sudeste do pais,
especialmente nos estados de SP e MG, apresentaram uma maior incidéncia de casos da
riquetsiose no segundo semestre do ano. Na regido sul, a doengca em humanos foi registrada
no Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Madeira 2004). Devido as diferencas
epidemioldgicas do ciclo das riquetsioses incluindo as condicdes climaticas, ambientais e a
sintomatologia mais branda da doenca em humanos, suspeita-se que o agente causador da
infeccdo nesses locais seja de espécie distinta da R. rickettsii (Fortes 2010).

Freitas (2007) relatou que no PR, houve a ocorréncia de um caso da doenga em
humanos, em abril de 2005, divergindo do periodo de ocorréncia registrado na regido sudeste.
Além disso, ao analisar a frequéncia de anticorpos anti-Rickettsia spp. pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), em equinos e caes presentes nesta area, encontrou animais
soropositivos, tanto para R. rickettsii como para R. parkeri. Sangioni et al. (2011) também
descreveu a presenca de anticorpos anti-Rickettsia spp., destas mesmas espécies, em amostras

de soros de cées, equinos e humanos, analisadas pela mesma técnica, no estado do RS.
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Observou ainda que, ocorreram casos clinicos em fevereiro de 2005, no mesmo periodo do
ano identificado por Freitas (2007), corroborando com situacdes epidemiolégicas similares do
agente etioldgico ocorridos no sul do pais.

2.3 Vetores

Os principais transmissores de riquétsias do GFM a animais vertebrados sdo 0s
carrapatos da familia Ixodidae (Raoult, Parola e Paddock 2005). No Brasil, os carrapatos do
género Amblyomma spp. foram descritos como sendo a principal espécie transmissoras de
FMB (Pinter & Labruna 2006), sendo o A. cajennense considerado o principal vetor que
transmite a doenga ao homem e animais, seguido de A. aureolatum, A. ovale e Rhipicephalus
sanguineus (Galvao & Ribeiro 1993).

Contudo, outras espécies de Amblyomma foram diagnosticadas infectadas por diversas
espécies de riquétsias, tais como A. aureolatum, A. dubitatum, A. nodosum, A. coelebs, A.
longirostre, A. geayi, A. triste, A. ovale, A. oblongoguttatum, A. scalpturatum, A. humerale, A.
rotundatum, A. incisum, e demais carrapatos como Rhipicephalus sanguineus, Haemaphysalis
juxtakochi e Ixodes loricatus (Labruna et al. 2011).

Os carrapatos do género Amblyomma spp. possuem ciclo trioxeno, apresentam baixa
especificidade parasitaria de hospedeiros, principalmente nas fases imaturas (Labruna et al.
2007, Labruna et al. 2009). As larvas e ninfas deste ixodideo utilizam preferencialmente como
hospedeiros para realizarem o repasto sanguineo, pequenos roedores, marsupiais e carnivoros
(Martins, Moura & Labruna 2012, Saraiva et al. 2012). Nos estagios adultos, os hospedeiros
preferenciais sdo os carnivoros de diferentes familias (Labruna et al. 2005), apresentando
acentuado carater antropofilico (Guglielmone et al. 2006), o que releva a importancia destes
vetores na transmissdo da doenca. Sabatini et al. (2010), identificaram o carrapato A. ovale
como transmissor primario desta nova cepa de riquétsia para vertebrados, bem como A.
aureolatum e R. sanguineus considerados como transmissores secundarios.

2.4 Hospedeiros

Equinos e cées sdo considerados animais sentinelas para FMB, atuando também como
amplificadores da populacdo de carrapatos (Freitas et al. 2010). Sangioni et al. (2011)
relataram que estes animais participaram no ciclo da riquetsiose ocasionada por R. parkeri,
como sentinelas da doenca porém, ndo se conhece ainda 0s animais reservatorios que
auxiliam na manutencéo (Azad & Beard 1998).

Labruna (2006) citou cinco caracteristicas que devem ser consideradas em um animal
vertebrado, para que seja considerado um hospedeiro amplificador da bactéria: (1) ser

abundante em area endémica para febre maculosa; (2) ser um bom hospedeiro natural do
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carrapato vetor; (3) ser susceptivel a infeccdo por R. rickettsii; (4) manter niveis circulantes da
bactéria na corrente sanguinea (riquetsemia) suficientes para causar infec¢do de carrapatos
que nele se alimentem; e (5) ter elevada taxa de renovacdo populacional.

De acordo com Pereira & Labruna (1998), as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris)
sdo consideradas animais reservatorios de Rickettsia spp., pois possuiam a capacidade de
manter o agente circulante no organismo. Horta et al. (2009) e Souza et al. (2009)
descreveram as capivaras (H. hydrochaeris) e os gambas (Didelphis aurita) como hospedeiros
amplificadores da espécie R. rickettsii para carrapatos Amblyomma spp. em condicdes
experimentais, sendo caracterizados como fonte de infeccdo para varias espécies de carrapatos
da fauna brasileira.

Na Ameérica do Norte, McDade & Newhouse (1986) e Burgdorfer (1988) constataram
algumas espécies de pequenos roedores como amplificadores destas bactérias, sendo eles:
Microtus pensilvanicus, Pitymus pinetorum, Peromyscus leucopus e Sigmodon hispidus. Além
desses animais, o cdo domeéstico (Canis familiaris); o cachorro do mato (Dusicyon sp., sin.
Canis brasiliensis); o coelho do mato (Sylvilagus brasiliensis, sin. Sylvilagus minensis); o
prea (Cavia aperea); e a cutia (Dasyprocta azarae) (Moreira e Magalhdes 1935) foram
incluidos como reservatorios naturais.

Padilha (2010) relatou que nas riquetsioses do GFM, os pequenos mamiferos, entre
eles os roedores, participaram mais ativamente na manutencdo da bactéria na natureza, por
serem hospedeiros primarios dos vetores e por estarem em abundancia na natureza.

2.5 Transmissao

Carrapatos infectados com riquétsias do GFM apresentam uma grande quantidade de
bactérias em sua hemolinfa e fezes (Raoult & Parola 2009). A transmissdo do patdgeno
riquetsial pode ocorrer no ato do repasto sanguineo. Para que ocorra a infeccdo no humano,
faz-se necessaria uma fixacdo do carrapato no hospedeiro de aproximadamente 4 a 6 horas
para que ocorra a multiplicacdo e a penetracdo da bactéria regurgitada pelo artropode
(Camargo-Neves et al. 2004). A transmissdo também pode ocorrer por remocao errdnea do
artropode fixado na pele do hospedeiro, quando ha uma pressao digital excessiva causando
ruptura, expondo assim o hospedeiro ao contato com os fluidos contaminados (Raoult &
Parola 2009).

2.6 Patogenia e Aspectos clinicos

Nos animais vertebrados, o agente etiolégico multiplica-se nas células endoteliais

(Greene & Breitschwerdt 2006). A bactéria em contato com a membrana da célula parasitada

causa alteragdes nas proteinas externas de membrana (Weller et al. 1998).
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A doenca clinica no humano causada por R. rickettsii inicia de 4 a 10 dias ap6s
inoculacdo do agente e caracteriza-se por apresentar febre alta, mialgia, artralgia e exantema
tipico, geralmente associado a um quadro clinico severo, com disfuncdo de varios 6rgéos
(Angerami et al. 2006), podendo haver evolucdo desfavoravel do quadro clinico levando o
paciente ao 6bito. No local do parasitismo pelo artrépode pode-se observar uma leséo papular
tipica de “escara de inoculagdo”. Esta lesdo é geralmente constatada em infecgdes humanas
por diferentes espécies de riquétsias do GFM, sendo extremamente rara no caso de R.
rickettsii (Spolidorio et al. 2010).

A sintomatologia pode variar de acordo com a espécie de riquétsia envolvida e com a
carga de bactéria inoculada. Observam-se lesdes vasculares que se manifestam como
petéquias e/ou equimoses na palma da mao e sola dos pés, que se espalham nos membros,
torax e abdémen (Barci & Nogueira 2006).

A infeccdo humana causada pela R. parkeri € descrita como sendo de sintomatologia
mais branda, sem letalidade, quando comparada a infeccdo por R. rickettsii. Angerami et al.
(2009) sugeriram que R. parkeri seja 0 agente de casos da doenca no estado de Santa
Catarina. Provavelmente, muitos casos de riquetsioses humanas causadas pela R. parkeri
foram atribuidas a casos brandos de infec¢do por R. rickettsii (Paddock 2009).

Spolidério et al. (2010) observaram sinais de febre mediana, dores articulares e
musculares e escaras cutaneas, em um caso clinico ocorrido em humano no estado de SP. O
agente etiologico isolado apresentou similaridade génica a R. parkeri, R. africae e R. sibirica
sendo denominado Rickettsia sp. (cepa Mata Atlantica).

2.7 Diagndstico

O diagnostico clinico da FMB é dificil, especialmente em &reas ndo endémicas de
ocorréncia da doenca. A sorologia é o método auxiliar mais utilizado para realizar o
diagnostico principalmente em estudos epidemioldgicos, embora os titulos de anticorpos
aparecam somente de 7 a 10 dias apds o inicio da doenca (Fonseca & Martins 2007).

Apesar dos sintomas serem caracteristicos e indicativos da infeccdo, esta doenca pode
ser confundida com diversas doencas febris e exanteméaticas como: dengue, leptospirose,
sarampo, febre tiféide, mononucleose infecciosa, febre amarela, meningococcemia e
infeccBes por enterovirus, dentre outras (Dumler et al. 1990). Neste sentido, existe a
necessidade de confirmacdo por meio de exames laboratoriais para a determinacdo do
diagnostico diferencial (Melles, Colombo & Silva 1999).

Para o diagnostico da doenca em seres humanos, o teste padrdo ouro recomendado

pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) € a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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Esta técnica possui sensibilidade superior a 94% (Chen & Sexton 2008); no entanto pode
ocorrer reagOes cruzadas entre as diversas espécies de riquétsias do GFM, ndo sendo possivel,
desta forma, a distin¢édo entre elas.

Outros métodos sorologicos empregados para o diagndstico das riquetsioses sao:
aglutinacdo em latex, imunoensaio enzimético, hemaglutinacdo indireta, microaglutinacéo,
fixacdo de complemento, dentre outros (Walker 1989, Jeffrey & Silber 1996, Kostman 1996,
Chen & Sexton 2008).

Técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
também tem sido utilizadas para o diagndstico. A PCR e 0 sequenciamento génico apresentam
alta sensibilidade e sdo empregados para diagnosticar e identificar as riquétsias a partir de
amostras de sangue, pele e, inclusive, dos carrapatos. A deteccdo molecular de DNA riquetsial
baseia-se na amplificagdo de um fragmento especifico do gene citrato sintase (gltA),
conservado em todas as espécies do género Rickettsia spp. e da amplificacdo de fragmentos
dos genes ompA e ompB que codificam proteinas externas de membrana (Labruna et al.
2004). A deteccdo das riquétsias baseia-se no reconhecimento das sequéncias dos diferentes
genes, 0s quais apresentam pesos moleculares distintos (Sousa et al. 2008). A PCR fornece
resultados rapidos e é a prova de eleicdo para um diagnostico precoce (La Scola & Raoult
1997).

2.8 Tratamento

O sucesso do tratamento da FMB esta diretamente ligado a precocidade do emprego
do antimicrobiano, de forma empirica, mesmo antes da confirmacdo diagnostica (Raoult,
Parola e Paddock 2005). Casos fatais desta enfermidade foram associados ao atraso no
diagndstico laboratorial e emprego tardio do antimicrobiano. Se o paciente € tratado nos
primeiros dias da evolucdo da doenca, a febre geralmente regride dentro de 24 a 72 horas,
apos o uso do farmaco apropriado (Padilha 2010).

Os antimicrobianos de elei¢éo séo as tetraciclinas, doxiciclina e cloranfenicol (Raoult,
Parola e Paddock 2005, Greene & Breitschwerdt 2006). Holman et al. (2001) justificaram a
utilizacdo da doxiciclina em pacientes com sinais e sintomas clinicos de riquetsioses, pois
apresenta uma ampla margem de seguranca.

2.9 Modelo experimental

Os cobaios (Cavia porcellus) pertecem a Classe Mammalia, Ordem Rodentia (Cooper
& Schiller 1975, Storer et al. 1998) e comumente sdo utilizados como modelo experimental
para estudar infeccdes por riquétsias (Weiss & Moulder 1984, Yu & Walker 2003, Piranda

2008). Além disso, estes animais sdo utilizados como modelo experimental para diversas
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linhas de pesquisa, como infec¢Oes por agentes virais (Aradjo et al. 2013), bacterianas (Mota
2008) e parasitarias (Alves et al. 2007).

Estes animais sdo considerados adequados para pesquisas experimentais, pois
apresentam caracteristicas zootécnicas ideais para mantenca em laboratério (Bjoérkman et al.
1981). Além disto, os roedores constituem um grupo ecologicamente importante, tanto do
ponto de vista da abundancia e diversidade de espécies na natureza, quanto por serem
caracterizados como reservatorios de riquétsias do GFM (Reis et al. 2008).

Padilha (2010) relatou que pequenos roedores sao sensiveis a infeccdo por riquétsias e
desenvolvem riquetsemia suficiente para infectar os ectoparasitos durante o repasto
sanguineo, embora apenas num curto periodo de tempo. Rehacek, Urvolgyi & Kocianova
(1992) demostraram a susceptibilidade de varias espécies de roedores a diferentes espécies de
riquétsias do GFM. Moura et al. (2012) ao avaliarem a biologia do A. ovale através de
infestacBes experimentais concluiram que cobaios sdo hospedeiros naturais para as fases

imaturas deste carrapato.
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Competéncia vetorial de ninfas de Amblyomma ovale na transmissao de

Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica) para Cavia porcellus

Joice M. Brustolin®’, Felipe S. Krawczak®, Marta H. Machado?, Maria A. A. Weiller?, Camila
L. de Souza®, Marcelo B. Labruna®, Fernanda S. F. Vogel?, Sonia A. Botton?, Maristela

Lovato?, Luis A. Sangioni?

ABSTRACT - Brustolin J.M., Krawczak F., Machado M.H., Weiller M.A.A., Souza L.S.,
Labruna M.B., Vogel F.S.F., Botton S.A., Lovato M. & Sangioni L.A. 2014. [Vector
competence of Amblyomma ovale nymphs in transmitting Rickettsia parkeri (strain
atlantic rainforest) to Cavia porcellus.] Competéncia vetorial de ninfas de Amblyomma
ovale na transmissao de Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica) para Cavia porcellus.
Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva (DMVP), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima, 1000,
Prédio 44, Sala 5149, Camobi, Santa Maria, RS, Brazil. 97105-900. Telefone: (55) 3220

8071. E-mail: joicebrustolin@yahoo.com.br

The aim of this study was to verify the vector competence of Amblyomma ovale
nymphs naturally infected with Rickettsia parkeri (strain Atlantic rainforest) to transmit this
agent to guinea pigs (Cavia porcellus). In addition, the capacity of multiplication of R. parkeri
(strain Atlantic rainforest) in tissues of infected animals was also evaluated. A total of 20
guinea pigs seronegative to Rickettsia spp., previously tested by indirect immunofluorescence
assay (IFA) were divided into two groups. G1: 10 guinea pigs infested with 25 nymphs of
uninfected A. ovale (negative control), and G2: 10 guinea pigs infected with 25 nymphs of A.
ovale infected with R. parkeri (strain Atlantic rainforest). In order to determine the average
period of parasitism, the engorged ticks were collected from the infestation chamber on each

animal. Subsequently, these mites were stored in a refrigerated BOD incubator at 25 °C and
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RH >95%, to quantify the percentage of the occurrence of transestadial ecdysis transmission
by hemolymph and polymerase chain reaction (PCR) testing. To assess the dynamics of
infection antibody, guinea pig blood serum sera was collected at 7, 14, 21 and 28 days after
infestation (IP) and tested by IFAT, to identify the multiplication of A. parkeri (strain Atlantic
rainforest) in tissues, PCR was performed using fragments from spleen, lung, brain, and liver
collected from guinea pigs euthanized on 7, 10, 14 and 28 days PIl. The average period of
parasitism was 6,6 days in the G1 and 6 days in G2. The percentage of molt nymph to adult
was 95%. The transestadial transmission was absent in G1 and observed in 100% of ticks in
G2. In serological analysis it was found that 100% (10/10) of the guinea pigs were
seronegative G1 and 80% (8/10) of the animals in G2 were seropositive. In this group, 40%
(4/10) and 40% (4/10) of the guinea pigs seroconverted at 14 and 21 days PI, respectively. In
this study it was not possible to detect riquetsial DNA in tissues of animals evaluated in both
groups. This study proved the vector competence of R. parkeri (strain Atlantic rainforest)
transmission by A. ovale nymphs to C. porcellus. Other studies should be conducted in order
to clarify the involvement of these rodents as reservoirs of bacteria from the Brazilian Spotted

Fever group.

INDEX TERMS: Amblyomma ovale, guinea pigs, rickettsial, Brazilian Spotted Fever,

olymerase chain reaction.

RESUMO - O objetivo deste estudo foi verificar a competéncia vetorial de ninfas de
Amblyomma ovale naturalmente infectadas com Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica) em
transmitir este agente para cobaios (Cavia porcellus). Adicionalmente, foi avaliada a
capacidade de multiplicacdo de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) nos tecidos dos animais
infectados. Utilizou-se 20 cobaios soronegativos para Rickettsia spp., previamente testados
pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) divididos em dois grupos: G1: 10 cobaios
infestados com 25 ninfas de A. ovale ndo infectadas (controle negativo); e G2: 10 cobaios
infestados com 25 ninfas de A. ovale infectados com R. parkeri (cepa Mata Atlantica). A fim
de verificar o periodo médio de parasitismo, os ixodideos ingurgitados foram coletados da
camara de infestacdo de cada animal. Posteriormente, estes acaros foram armazenados em
estufa incubadora refrigerada tipo B.O.D. a 25°C e UR> 95%, para quantificar o percentual de
ecdise e a ocorréncia de transmisséo transestadial, por meio dos testes de hemolinfa e reacdo
em cadeia da polimerase (PCR). Para avaliar a dindmica de anticorpos na infec¢do, 0s soros

sanguineos dos cobaios foram coletados aos 7, 14, 21 e 28 dias pos infestacdo (PI) e testados
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por meio da RIFI, Para identificar a multiplicacdo de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) nos
tecidos, foi realizada a PCR a partir de fragmentos de baco, pulmao, cérebro e figado colhidos
dos cobaios eutanasiados nos periodos de 7, 10, 14 e 28 dias Pl. O periodo médio de
parasitismo foi de 6,6 dias no G1 e de 6 dias no G2. O percentual de ecdise de ninfa para
adulto foi de 95%. A transmisséo transestadial foi ausente no G1 e constatada em 100% dos
carrapatos no G2. Na anélise soroldgica verificou-se que 100% (10/10) dos cobaios do G1
foram soronegativos e 80% (8/10) dos animais no G2 foram sororreagentes. Neste grupo, 40%
(4/10) e 40% (4/10) dos cobaios soroconverteram aos 14 e 21 dias PI, respectivamente. Neste
estudo ndo foi possivel detectar o DNA riquetsial nos tecidos dos animais avaliados de ambos
0s grupos. Nesta pesquisa, comprovou-se a competéncia vetorial das ninfas de A. ovale na
transmissdo de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para C. porcellus. Demais estudos devem ser
conduzidos com o intuito de esclarecer a participacdo destes roedores como reservatorios de

bactérias do grupo da Febre Maculosa Brasileira.

TERMOS DE INDEXACAO: Ambyomma ovale, cobaios, riquétsias, Febre Maculosa

Brasileira, Reacdo em cadeia de polimerase.

INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é considerada uma das mais importantes doencas
zoonoticas produzidas por riquétsias do Grupo da Febre Maculosa (GFM) (Horta et al. 2004).
As espécies do género Rickettsia spp. sdo cosmopolitas e causam agravos a salde humana e
animal, sendo o principal agente etioldgico a Rickettsia rickettsii (Paddock et al. 2002).

As bactérias do GFM podem acometer os seres humanos na forma de surtos
endémicos ou epidémicos, esporadicos e sazonais (Parola & Raoult 2001). Os micro-
organismos sao mantidos na natureza por artropodes vetores e por vertebrados amplificadores
e/ou reservatorios. No Brasil foram identificadas e isoladas as seguintes espécies: R. rickettsii,
R. parkeri, R. belli, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. felis, provenientes de carrapatos e
pulgas de diferentes regides geogréaficas (Horta et al. 2004, Labruna et al. 2004, Sangioni et
al. 2005, Silveira et al. 2007, Pacheco et al. 2011).

R. parkeri foi identificada em 1939 nos Estados Unidos, sendo reconhecida como
patogénica para seres humanos somente em 2004 (Paddock et al. 2004). Esta riquétsia foi
confirmada como agente etiologico da doenga em humanos, nos Estados Unidos e no Uruguai

(Paddock et al. 2004, Pacheco et al. 2011). A enfermidade caracteriza-se por apresentar uma
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sintomatologia mais branda, sem letalidade, quando comparada a infec¢do ocasionada por R.
rickettsii. Angerami et al. (2009) e Sangioni et al. (2011) registraram a circulagéo de R.
parkeri em humanos no estado de Santa Catarina e em animais e humanos no noroeste do Rio
Grande do Sul, respectivamente.

Spolidorio et al. (2010), relataram a presenca de uma nova cepa de riquétsia em
humanos no estado de SP. Esta bactéria demonstrou similaridade filogenética com R. parkeri,
sendo denominada de R. parkeri (cepa Mata Atlantica).

Na regido sudeste do Brasil, os carrapatos do género Amblyomma cajennense sdo 0s
principais vetores que transmitem a FMB aos hospedeiros (Galvdo & Ribeiro 1993), sendo
que eventualmente estes ixodideos podem parasitar de forma acidental os seres humanos.
Entretanto, outras espécies deste género, tais como: A. aureolatum, A. brasiliense, A. cooperi
e A. ovale também foram incluidos como potenciais vetores da FMB para humanos (Labruna
et al. 2004).

O carrapato A. ovale pertence a familia Ixodidae, subfamilia Amblyomminae,
apresentando ciclo de vida trioxeno (Labruna 2009). Estudos epidemioldgicos realizados no
estado de SP, sugerem que A. ovale seja o principal vetor de R. parkeri (cepa Mata Atlantica),
relacionados na transmissibilidade da doenca para seres humanos (Szabd et al. 2012).
Todavia, no litoral sul do Brasil foram identificados A. ovale, A. aureolatum e Rhipicephalus
sanguineus infectados por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) (Medeiros et al. 2011).

Os cobaios (Cavia porcellus) sdo empregados como modelos experimentais em
pesquisas com riquétsias (Weiss & Moulder 1984, Yu & Walker 2003, Piranda 2008), sendo
considerados animais adequados para a utilizacdo em pesquisas cientificas, por apresentarem
caracteristicas biologicas e zootécnicas ideais que facilitam a sua manipula¢do, manutencao
em biotérios, além de serem susceptiveis a infeccdo (Bjorkman et al. 1981). Moura et al.
(2012) ao avaliarem a biologia do carrapato A. ovale, por meio de infestacdes experimentais,
concluiram que estes cobaios sdo hospedeiros naturais para as fases imaturas deste &caro.

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a competéncia vetorial de ninfas de
A. ovale naturalmente infectadas com R. parkeri (cepa Mata Atlantica) na transmissdo deste
agente para cobaios. Adicionalmente, buscou-se verificar a multiplicacdo de R. parkeri (cepa

Mata Atlantica) nos tecidos dos animais.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo de carrapatos
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Ninfas de carrapatos A. ovale coletadas de cdes no municipio de Peruibe, SP,
naturalmente infectadas com R. parkeri (cepa Mata Atlantica), bem como exemplares deste
acaro ndo infectados, foram cedidas pelo Laboratério de Doengas Parasitarias da
Universidade de S&o Paulo (USP) para a realizacdo deste experimento. A infeccdo dos
ixodideos foi confirmada pela realizagcdo dos testes de hemolinfa, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA, de acordo com Krawczak (2012). Estas
colbnias de carrapatos foram mantidas em estufa incubadora refrigerada tipo demanda
bioquimica de oxigénio (B.O.D.) a 25°C e Umidade Relativa (UR) >95%, no Laboratério de
Doencas Parasitarias (LADOPAR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), até o
momento da infestacdo dos cobaios.

Modelo experimental

Foram utilizados 20 cobaios (C. porcellus), com idade entre um e dois anos, com peso
médio de 700 gramas, provenientes de um biotério comercial de Santa Maria — RS. Os
animais foram randomicamente distribuidos em dois grupos: G1: 10 cobaios infestados com
ninfas de A. ovale ndo infectadas (controle negativo); e G2: 10 cobaios infestados com ninfas
de A. ovale infectadas com R. parkeri (cepa Mata Atlantica).

Os animais foram mantidos em caixas individuais no Biotério do Nucleo de Pesquisa
em Animais Silvestres (NEPAS) em condicdes de isolamento. Ragdo para cobaios e agua era
fornecida ad libitum aos animais. As caixas de vivéncia eram higienizadas e inspecionadas
duas vezes ao dia, durante todo o experimento.

Realizou-se previamente a infeccdo experimental, a pesquisa de anticorpos anti- R.
parkeri pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), conforme a técnica descrita por
Horta et al. (2007), sendo selecionado os animais soronegativos.

Infestacdo experimental com ninfas em cobaios

Cada cobaio recebeu uma camara de infestacdo de carrapatos, em area tricotomizada
na regido dorsal. As cdmaras foram afixadas com cola para tecidos (DunDun®) e procedeu-se
a colocacéo de fitas dupla face nas caixas de vivéncia dos animais a fim de evitar a fuga das
ninfas para o ambiente. Em cada cdmara, foram colocadas 25 ninfas de A. ovale por animal,
de acordo com o grupo. Os carrapatos foram mantidos nos cobaios até o momento de
desprendimento total. Os acaros ingurgitados foram coletados diariamente, sendo
armazenados em tubos de ensaio devidamente identificados, fechados com algod&o hidrofilo e
levados para a estufa B.O.D a 25°C e UR >95%.

Transmissao transestadial
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Para verificar se houve a transmissdo da R. parkeri (cepa Mata Atlantica) de forma
transestadial pelos ixodideos realizou-se os testes de hemolinfa e PCR em 10 ninfas
recuperadas pés ecdise (adultos) de cada grupo.

Teste de hemolinfa

Procedeu-se a lavagem dos adultos em &lcool 70° com posterior enxague em agua
Milli-Q. Seccionou-se a por¢do distal de uma das patas do carrapato com uma lamina estéril,
para a obtencdo de 25-50uL de hemolinfa. Este material foi aplicado em lamina de vidro
limpa e desengordurada, sendo seco em temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente,
estas laminas foram coradas pelo método de Giménez (1964) e examinadas ao microscopio
Optico, num aumento de 1200X.

Extracdo de DNA total dos carrapatos adultos para a realizacdo de PCR

A extracdo de DNA total dos adultos de ambos os grupos foi realizada a partir do
tecido macerado oriundo de uma das metades de cada carrapato. O protocolo de extragéo de
DNA total foi baseado no descrito por Sangioni et al. (2005).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Apbs a infestacdo experimental das ninfas nos cobaios, procedeu-se a colheita de
amostras de sangue dos animais, através de puncdo cardiaca, com anestesia geral prévia,
empregando-se uma associacdo de ketamina 10% (2,2mg/kg) e cloridrato de xilazina 2%
(12mg/kg), por via intra-muscular, Também foi administrado o analgésico morfina (2-
5mg/kg) pela via subcutanea, no periodo po6s colheita, afim de minimizar a dor do
procedimento.

As coletas de sangue foram realizadas nos dias 7, 14, 21 e 28 pés-infestacdo (PI). Para
a obtencdo do soro sanguineo, foi realizada a centrifugacdo das amostras, com retracdo do
coagulo, sendo posteriormente armazenados a -20°C até o momento da realizacdo do teste.

A pesquisa de anticorpos por RIFI foi realizada em laminas previamente sensibilizadas
com os antigenos de R. parkeri (cepa At 24) (Silveira et al. 2007), cedidas pelo laboratério de
Doencas Parasitarias da USP. O soro teste foi diluido (1:64) em solucdo fosfatada e
tamponada (PBS) e a seguir depositada sobre a lamina. Apos incubacdo em estufa (37°C/30
minutos), a lamina foi lavada com solucdo de lavagem (PBS acrescida de Triton 100X),
ficando em repouso em temperatura ambiente por 2-4 horas para a secagem. A cada lamina
foi adicionado o conjugado especifico — anti-imunoglobulina G (IgG) de C. porcellus
marcado com isotiocianato de fluoresceina (SIGMA®) — na diluicdo de 1:900. Em seguida foi

realizada uma nova incubacédo, adicionando-se o corante azul de Evans (0,2%), seguida de
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nova lavagem com solucgéo de lavagem e secagem por 2-4 horas, sob temperatura ambiente e
em camara escura.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio oOptico invertido (Olympus BX60,
Japan) e consideraram-se as amostras positivas aquelas que reagiram na diluicdo de 1:64,
conforme estabelecido por Horta et al. (2007). Em todas as RIFI foram utilizados controles
positivos e negativos. As amostras de soros reagentes foram submetidas a titulacdo a fim de
estabelecer os niveis de anticorpos produzidos em cada periodo PI.

Amostras de tecidos

Para a verificacdo da replicacdo da bactéria nos tecidos, procedeu-se a eutanasia dos
cobaios dos dois grupos em diferentes dias Pl, sendo realizada em um animal de cada grupo
aos 7, 10, 14 e os demais aos 28 dias PI. Os animais foram eutanasiados com a utilizacéo de
agentes anestésicos injetaveis via intraperitoneal. Posteriormente realizou-se a necropsia para
proceder a colheita dos 6rgdos (pulméo, baco, figado e cérebro) para a pesquisa de DNA
riquetsial. Os fragmentos dos 6rgdos foram macerados e acondicionados em tubos tipo
Eppendorf (2,0ml), congelados em freezer a -20°C e ap0s submetidos a extracdo de DNA
total.

Extracdo de DNA dos tecidos e de cultura pura de R. parkeri (cepa Mata Atlantica)

As amostras dos tecidos dos cobaios selecionados foram submetidas a extracdo de
DNA total utilizando Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, Fitchburg, Wi,
USA), conforme as recomendacdes do fabricante. O DNA total extraido foi estocado em
freezer a -20°C até a realizacao da técnica de PCR.

Para avaliar o limiar de deteccdo do PCR, foi realizada a extracdo de DNA total de
cultura pura de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) utilizando-se do mesmo kit citado
anteriormente. Posteriormente foi verificada as concentracbes deste DNA extraido por
espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Scientific®), sendo entdo realizadas diluicdes
seriada em &gua ultra pura (grade de PCR) em até 1000 vezes. As amostras foram submetidas
a reacdo de PCR. O DNA total extraido de cada amostra de tecido coletado também foi
quantificado e verificado sua pureza para posterior realizacdo da PCR.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a pesquisa de DNA riquetsial, as amostras de DNA extraidas foram submetidas a
PCR, utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores denominados CS-78 senso (5°-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3?) e CS-323 anti-senso (5°-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT’-3"), que amplificam um fragmento de 401
pares de bases (pb) do gene citrato sintase (gltA) localizado na matriz mitocondrial,
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expressando uma enzima que participa da primeira etapa do ciclo do &cido citrico e esta
presente em todas as espécies do género Rickettsia spp. (Labruna et al. 2004, Regnery, Spruill
& Plikaytis 1991).

As PCRs foram efetuadas em termociclador (T100TM Thermal Cycler, Bio-Rad)
segundo técnica descrita por Labruna et al. 2004 e posteriormente adaptada por Maciel
(2013). Utilizou-se controle positivo obtido através de células Vero infectadas com R. parkeri
(cepa Mata Atlantica) e, controles negativos (agua ultra pura) para cada reacao.

Os produtos amplificados das reacoes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% corados por SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Ca), em cuba horizontal, sob voltagem de 120 Volts por 40 minutos.
Posteriormente, realizou-se a leitura dos produtos sob luz ultravioleta os quais foram
fotodocumentados.

Comité de ética e biosseguranca

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o nimero 072/2013.

RESULTADOS

Avaliacdo do periodo parasitario de ninfas e transmissdo de R. parkeri (cepa Mata
Atlantica) da fase de ninfa para adulto de A. ovale

Observou-se que a média do periodo parasitario das ninfas sobre os cobaios foi de 6,6
dias para 0 G1 e 6 dias para 0 G2. O numero de ninfas ingurgitadas recuperadas variou de 20
a 25 por cobaio e o percentual de ecdise de ninfa para adulto foi aproximadamente de 95%
(Quadro 1).

Nos testes de hemolinfa, verificou-se que 100% (10/10) de &caros foram negativos no
G1l. Todavia 80% (8/10) das ninfas foram positivas no G2, sendo que 20% (2/10) dos
ixodideos deste grupo foram classificados como inconclusivos por esta técnica. Na PCR de
todos os carrapatos do G1 ndo houve amplificacdo de produtos do gene gltA. Entretanto, no
G2 constatou-se 100% (10/10) de amplificacdo do gene citrato sintase (gltA).
Avaliacdo da resposta soroldgica anti-R parkeri na infeccéo experimental de C. porcellus

Nas analises sorologicas dos cobaios do G1 constatou-se que 100% (10/10) dos
animais ndo apresentaram anticorpos anti-R parkeri. No G2, verificou-se que 80% (8/10) dos
animais soroconverteram, sendo que 40% (4/10) e 40% (4/10) dos animais apresentaram

soropositividade aos dias 14 e 21 PI respectivamente. Dois animais ndo soroconverteram
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resultando em 20% (2/10) de animais soronegativos. Observou-se uma diferenca nos titulos
de anticorpos entre os individuos do G2 com titulos que variaram entre 128 a 2048 (Quadro
2).

Avaliacdo do limiar de deteccdo de DNA de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) pela PCR

A concentracdo de DNA total obtida pela extragdo da cultura pura de R. parkeri (cepa
Mata Atlantica) resultou em 81,5ng/uL. A técnica de PCR convencional utilizada neste estudo
foi capaz de detectar DNA desta riquétsia em uma diluicéo de até 8,15ng/uL (10™).
Avaliacdo da multiplicacdo da R. parkeri (cepa Mata Atlantica) nos tecidos de cobaios

Os produtos de extracdo tecidual que foram submetidas a espectrofotometria,
demonstraram uma concentragdo de DNA superior a 120ng/uL. e uma relagdo de absorbancia
superior a 1,8nm.

Pela analise da PCR, utilizando-se os oligonucleotideos especificos para o gene gltA,
ndo foi possivel detectar a amplificacdo de DNA de Rickettsia spp. nos tecidos (baco, figado,
pulmdo e cérebro) dos animais de ambos os grupos, nos diferentes dias Pl (7, 10, 14 e 28
dias).

DISCUSSAO

Carrapatos da espécie A. ovale foram identificados por Sabatini et al. (2010) como
transmissores primarios de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para vertebrados. Normalmente
os ixodideos de A. ovale nas fases imaturas (larvas e ninfas) realizam o repasto sanguineo em
pequenos roedores (Saraiva et al. 2012).

Neste estudo, optou-se pela utilizacdo de ninfas de A. ovale, por apresentarem uma
menor especificidade parasitaria em relacdo aos hospedeiros. Além disso, o0 emprego das
ninfas apresenta como vantagens uma melhor visualizacdo e facil manipulacdo das mesmas
nas camaras de infestacdo, quando comparadas as larvas. Adicionalmente, as ninfas
promovem uma fixacdo menos dolorosa e por mais tempo no hospedeiro, quando comparadas
aos adultos. Na transmissdo das riquétsias do GFM € necessario que o ixodideo permaneca
fixado por aproximadamente 4 a 20 horas no hospedeiro (Comer 1991). Sangioni (2003)
destacou que casos humanos de FMB no sudeste brasileiro, apresentaram carater sazonal,
sendo detectada a maior ocorréncia da doenga no segundo semestre do ano, culminando com
0 periodo de parasitismo de ninfas.

O periodo médio parasitario das ninfas, a taxa de ecdise de ninfa para adulto e o

percentual de transmissdo transestadial, evidenciados neste estudo, concordaram com 0s
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resultados obtidos em coelhos por Krawczak (2012), com uma média de 6,43 dias de
parasitismo de ninfas de A. ovale e 100% de taxa de ecdise e de transmisséo transestadial.
Resultados similares também foram comprovados em infestacdo experimental de cobaios com
A. aureolatum infectado por R. rickettsii durante 4 geracdes consecutivas (Labruna et al.
2011).

Dumler & Walker (2005) constataram a importancia dos carrapatos do género
Amblyomma sp. como reservatdrios de R. rickettsi na natureza. Os autores comprovaram a
capacidade do ixodideo na transmissdo da bactéria pelas vias transovariana e transestadial,
possibilitando a sobrevivéncia do agente nas sucessivas gerac0es e favorecendo a
disseminacdo do micro-organismo para outros hospedeiros susceptiveis.

Krawczak (2012) demostrou que R. parkeri (cepa Mata Atlantica) apresentou uma
taxa de 100% de transmissdo transovariana em A. ovale, verificando entretanto, um efeito
deletério da bactéria sobre as fémeas infectadas. Este fato poderia explicar as ocorréncias
relativamente baixas de A. ovale naturalmente infectados na natureza (Barbieri 2012, Szabd et
al. 2012). Desta forma, em areas endémicas as populacdes de A. ovale podem ser ineficientes
na manutencdo desta riquétsia, sendo necessaria a participacao de hospedeiros amplificadores
da bactéria (Krawczak 2012).

O teste de hemolinfa revelou que 80% (8/10) das ninfas ingurgitadas do G2
permaneceram infectadas por R. parkeri (cepa Mata Atlantica). Entretanto, 20% (2/10) foram
considerados como inconclusivos. Sangioni (2003) ressaltou que carrapatos considerados
negativos ou inconclusivos no teste de hemolinfa devem passar por teste confirmatério.

Neste sentido, a PCR pode ser considerada um teste de maior sensibilidade e
especificidade para deteccdo de DNA riquetsial nos ixodideos (Freitas 2007), corroborando
com nossos resultados, onde obtivemos 100% (10/10) dos carrapatos adultos do G2 positivos
para R. parkeri (cepa Mata Atlantica) pela PCR.

A RIFI ¢é considerada o teste padrdo para o diagnéstico sorolégico da doenca, tanto em
animais como em humanos (Galvéo et al. 2005). Calic (2004) ressaltou que algumas espécies
de riquétsias compartilham antigenos de superficie podendo ocasionar reacfes cruzadas entre
as bactérias. Neste estudo, R. parkeri (cepa At 24) foi empregado como antigeno na RIFI,
uma vez que ambas as cepas de R. parkeri podem compartilhar sitios antigénicos. Este fato
ocorre devido a composicédo de suas paredes celulares por peptidoglicano e lipopolissacarideo
(LPS), os quais sdo capazes de originar reagGes imunoldgicas cruzadas entre as riquétsias do
GFM (Bacellar 1996).
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Os resultados encontrados nas RIFI, evidenciaram a capacidade das ninfas de A. ovale
transmitirem R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para C. porcellus. Este fato pode ser constatado
na soroconversdo de 80% (8/10) dos animais infestados com ninfas infectadas (G2) (Quadro
1). Krawczak (2012) também comprovou que ninfas de A. ovale sdo altamente eficientes na
transmissdo de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para coelhos (Oryctolagus cunicullus). Nieri
(2012) relatou que A. triste foi competente na transmissao de R. parkeri (cepa At 24) em todas
as suas fases parasitarias para coelhos (O. cunicullus).

Szabo et al. (2012) ao analisarem vertebrados de uma reserva de Mata Atlantica no
municipio de Peruibe, SP, evidenciaram grande carga parasitaria de ninfas de A. ovale
infestando pequenos mamiferos. Ainda, constataram que roedores Euryoryzomys russatus
apresentaram soroprevaléncia de anticorpos contra R. parkeri (cepa Mata Atlantica) com
titulos elevados o que sugere o papel deste animal como hospedeiro amplificador para o
agente da FMB.

Nesta pesquisa, 20% (2/10) dos animais do G2 foram soronegativos aos 7 e 10 dias PI.
Este achado concorda com Fonseca & Martins (2007) que descreveram que 0s titulos
diagnosticos de anticorpos iniciaram somente ap6ds 7 a 10 dias da doenca. No entanto, estes
dois animais foram eutanasiados para coleta de tecidos, coincidindo no periodo anterior a
soroconversdo. A soroconversdo de C. porcellus iniciou a partir do 14° Pl no G2 ocorrendo
em 40% (4/10) dos animais avaliados (Quadro 1). Barci & Nogueira (2006) descreveram que
a deteccdo de anticorpos anti-riquetsiais, em geral, torna-se possivel somente ap6s a segunda
semana do inicio da doenca. Em nosso trabalho outros 40% (4/10) dos cobaios do G2
apresentaram a soropositividade aos 21 dias PI.

Li & Walker (1992) através de estudos in vitro demonstraram a teoria dose dependente
da relacdo riquétsia-célula hospedeira. Sugere-se que a resposta imunolégica encontrada aos
21 dias PI, bem como a variacdo nos titulos de anticorpos encontrados neste experimento,
possa ser decorrente de uma baixa dose infectante. No entanto, ndo foi possivel determinar a
dose infectante por se tratar de uma infec¢éo natural por vetores.

Maciel (2013) demonstrou essa mesma relagéo dose dependente em sua pesquisa com
R. parkeri (cepa At 24) em galinhas domésticas. Contudo, Goddard (2003) verificou, que o
carrapato A. americanum infectado com R. parkeri foi capaz de transmitir baixos niveis da
bactéria para C. porcellus infestados experimentalmente.

La Scola e Raoult (1997) citaram a amplificacdo de DNA riquetsial como sendo um
dos ensaios mais eficazes para o diagnostico das riquetsioses em casos agudos, pois estes sao

testes de deteccdo direta do agente. Neste estudo, ndo foi possivel evidenciar a presenga do
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DNA de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) no pulméo, baco, figado e cérebro dos cobaios
infectados. Valbuena et al. (2002) relataram que R. parkeri multiplica-se preferencialmente na
pele dos hospedeiros, produzindo lesGes dermatoldgicas em detrimento a lesdes de dérgédos
internos.

La Scola e Raoult (1997) referiram que R. parkeri causa infeccdo nas células
endoteliais dos animais, proporcionando uma concentracdo muito baixa nos tecidos, o que
pode dificultar sua deteccdo por andlise molecular. Desta forma, a quantidade de DNA
presente nos 6rgdos dos cobaios poderia ser inferior a 8,15ng/L, ndo sendo detectavel pela
PCR empregada neste estudo.

Milagres (2010) relatou resultados semelhantes, ao analisar amostras de DNA
riquetsial em tecidos de roedores obtendo resultados negativos na PCR utilizando primers
especificos para amplificacdo do gene da citrato sintase (gltA). Maciel (2013) ao empregar a
técnica de PCR para avaliar a infeccdo experimental de R. parkeri (cepa At 24) no baco e
pulmao de galinhas domésticas ndo observou amplificacdo do fragmento do gltA.

CONCLUSAO

Com base nos resultados soroldgicos obtidos, conclui-se que ninfas de A. ovale possuem
competéncia vetorial na transmissdo de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) para cobaios (C.
porcellus). Constatou-se a transmissdo transestadial de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) entre
as fases de ninfa para adulto.

N&o foi detectada a presenca de DNA riquetsial nos tecidos avaliados (baco, figado,
pulm&o e cérebro). Demais pesquisas devem ser conduzidas com o intuito de esclarecer a
participacdo dos vetores e demais hospedeiros como reservatérios/ amplificadores desta nova

cepa na natureza.
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Quadro 1. Distribuicéo das frequéncias do periodo parasitario das ninfas, do percentual
de realizacéo de ecdise de ninfa para adulto e da avaliagdo da transmisséo transestadial
de R. parkeri (cepa Mata Atlantica)

Animal Média do periodo parasitario Ecdise ninfa- Transmissdo transestadial
das ninfas (dias) adulto (%)
Teste de Deteccdo pela
Hemolinfa (%) PCR (%)
07 6 100 0 0
08 7 90,4 0 0
09 5 95 0 0
10 5 95,6 0 0
G1? 11 6 100 0 0
12 7 100 0 0
13 6 91,6 0 0
14 5 95,4 0 0
15 7 92 0 0
16 6 95,2 0 0
Média 6,6 95,4 0 0
17 5 91,3 100 100
18 6 90,9 100 100
19 5 90,4 100 100
20 7 95,6 100 100
G2 21 5 100 N/C 100
22 6 95,4 100 100
23 6 100 100 100
24 7 95 N/C 100
25 6 95,8 100 100
26 7 95,4 100 100
Média 6 94,9 80 100

G1% grupo composto por cobaios infestados com ninfas de A. ovale ndo infectadas (controle negativo). G2
grupo composto por cobaios infestados com ninfas de A. ovale infectados com R. parkeri (cepa Mata Atlantica).
N/C: Néo conclusivo.



Quadro 2. Distribuicéo dos titulos de anticorpos anti-R. parkeri dos cobaios (C.
porcellus) infestado com ninfas infectadas com R. parkeri (cepa Mata Altéantica), nos
periodos de 7, 14, 21 e 28 dias pos infeccdo (PI), pela Reacéo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI)

Animal 7 dias Pl 14 dias PI 21 dias PI 28 dias Pl

17 N 512 128 128
18 N * * *
19 N 1.024 512 128
20 N N 256 128
21 N 128 256 128
22 N * * *
23 N N 2.048 1.024
24 N N 2.048 1.024
25 N 256 * *
26 N N 512 512
Média/ DP 0 480/ 396,2 822,8/848,5 438,8/423,6

N: negativo; *: eutanasia; DP: desvio padréo.
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ABSTRACT - Brustolin J.M., Krawczak F., Souza C.L., Rosa F.B., Labruna M.B.,
Lopes S.T.A., Vogel F.S.F., Botton S.A. & Sangioni L.A. 2014. [Experimental infection of
Rickettsia parkeri (strain Atlantic rainforest) in Cavia porcellus] Infeccdo experimental de
Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica) em Cavia porcellus Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterindria Preventiva (DMVP), Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima, 1000, Prédio 44, Sala 5149, Camobi, Santa
Maria, RS, Brazil.  97105-900.  Telefone:  (55) 3220 8071. E-mail:

joicebrustolin@yahoo.com.br

This study aimed to describe the profile of the experimental infection with Rickettsia
parkeri (strain Atlantic rainforest) in Cavia porcellus (guinea pigs) infested with nymphs of
naturally infected Amblyomma ovale by verifying the clinical and serological patterns for
antibodies in anti -R . parkeri (strain Atlantic rainforest) as well as the hematological and
histopathological changes. In this study, 26 animals were divided into three groups, G1: used
10 guinea pigs infested with uninfected A. ovale nymphs, G2: 10 guinea pigs infested with A.
ovale nymphs naturally infected with R. parkeri (strain Atlantic rainforest), and G3: 6
uninfected guinea pigs. Blood samples were taken on days 7, 14, 21 and 28 post- infestation
(PI) carrying out the indirect immunofluorescence assay (IFA) and hematological tests. For
histopathological analysis, fragments of spleen and lung were harvested from guinea pigs
euthanized on days 10 and 28 PI1. During the experiment, the only clinical findings were the
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presence of eschar at the tick attachment site. Serology resulted in 100% seronegative guinea
pigs in G1 (10/10) and G3 (6/ 6). However, in G2, 80% (8/10) of the guinea pigs were
seropositive and 20% (2/10) seronegative. Hematologic results observed in G1 were:
leukopenia at 7 days PI, increased total plasma proteins (TPP) and decreased platelets at 7, 14
and 21 days PI. In G2 were observed: leukocytosis, neutrophilia and monocytosis at 7 days
Pl, increased platelets at 14 days P1 and decreased PPT at 21 days PI. Histopathology revealed
that 20% (2 /10) of G1 animals showed mild diffuse hemosiderosis in the spleen at 28 days
PlL. In G2, 10% (1/10) of the animals showed mild diffuse hemosiderosis in the 10 days PI,
30% (3/10) showed diffuse pulmonary congestion at 10 and 28 days PI and in another 20%
(2/10) follicular hyperplasia was observed mild multifocal spleen at 28 days PI. In G3, 33%
(2/6) animals showed diffuse pulmonary congestion. The serological results, along with
clinical, hematological and histopathological changes in guinea pigs experimentally infected

by R. parkeri (strain Atlantic rainforest) demonstrate an acute subclinical feature infection.

INDEX TERMS: Rickettsia parkeri (strain Atlantic), infection, blood count,

histopathological, Cavia porcellus.

RESUMO - Este estudo teve por objetivo descrever o perfil da infeccdo experimental por
Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica) em Cavia porcellus (cobaios) infestados com ninfas
de Amblyomma ovale naturalmente infectadas, por meio da verificacdo dos padrdes clinicos e
soroldgicos na pesquisa de anticorpos anti-R. parkeri (cepa Mata Atlantica) e pelas alteracdes
hematoldgicas e histopatologicas. Neste estudo, foram utilizados 26 animais, divididos em
trés grupos sendo: G1: 10 cobaios infestados com ninfas de A. ovale ndo infectadas; G2: 10
cobaios infestados com ninfas de A. ovale naturalmente infectadas com R. parkeri (cepa Mata
Atlantica); e, G3: 6 cobaios ndo infestados. Coletas sanguineas foram realizadas nos dias 7,
14, 21 e 28 pos-infestacdo (PI) para a realizacdo da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e exames hematologicos. Para a analise histopatoldgica, fragmentos de bago e pulméo
foram colhidos dos cobaios eutanasiados nos dias 10 e 28 PI. Durante o experimento, as
alteracOes clinicas observadas foram apenas a presencga de escaras no local de fixacdo dos
carrapatos. A sorologia resultou em 100% de animais soronegativos no G1 (10/10) e G3 (6/6).
Entretanto, no G2, 80% (8/10) dos cobaios foram soropositivos e 20% (2/10) soronegativos.
Os resultados hematologicos observados no G1 foram: leucopenia aos 7 dias PI, aumento de
proteinas plasmaéticas totais (PPT) e diminuicdo de plaquetas aos 7, 14 e 21 dias Pl. No G2

foram observados: leucocitose, neutrofilia e monocitose aos 7 dias PI, aumento de plaquetas
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aos 14 dias Pl e diminuicdo de PPT aos 21 dias Pl. Na analise histopatoldgica observou-se
que 20% (2/10) dos animais do G1, apresentaram hemossiderose difusa leve no baco aos 28
dias PI. No G2, 10% (1/10) dos animais demonstraram hemossiderose difusa leve no aos 10
dias PI, 30% (3/10) apresentaram congestdo difusa pulmonar aos 10 e 28 dias Pl e em outros
20% (2/10) observou-se hiperplasia folicular multifocal leve no bacgo aos 28 dias PI1. No G3,
33% (2/6) dos animais apresentaram congestdo difusa pulmonar. Os resultados soroldgicos,
juntamente com as alteracdes clinicas, hematologicas e histopatolégicas nos cobaios
infectados experimentalmente por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) demonstram uma infeccéo

aguda de caracteristica subclinica.

TERMOS DE INDEXACAO: Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica), infeccdo,

hemograma, histopatoldgico, Cavia porcellus.

INTRODUCAO

A febre maculosa brasileira (FMB) € considerada uma enfermidade zoondtica de carater
endémico, febril e agudo. E causada por bactérias do grupo da febre maculosa (GFM),
pertencentes ao género Rickettsia, que possuem caracteristicas de cocobacilos Gram negativos
e intracelulares obrigatérios. Estes micro-organismos podem estar presentes nas células
intestinais, nas glandulas salivares e nos ovarios de artropodes (Acha & Szyfres 2003, Raoult,
Parola & Paddock 2005). O principal agente etiolégico da FMB é Rickettsia rickettsii,
apresentando outras espécies como causadora da doenga nas Américas, incluindo R. parkeri e
R. felis (Labruna 2004, Parola, Davoust & Raoult 2005).

A transmissdo do agente, geralmente, ocorre por carrapatos da familia Ixodidae, sendo
0 género Amblyomma spp. o principal vetor (Raoult, Parola & Paddock 2005). Entretanto, no
Brasil, outras espécies de carrapatos foram relatadas como sendo infectados por riquétsias,
dentre as quais Amblyomma ovale (Labruna et al. 2011). A transmissdo da bactéria pelo
ixodideo ocorre no momento do repasto sanguineo, em um periodo de 4 a 6 horas ap0s a
fixacdo no hospedeiro. Além disso, pode haver a contaminacdo do hospedeiro pelo
esmagamento do carrapato infectado (Harden 1990, Camargo-Neves et al. 2004).

No Brasil, a infestagdo em humanos por A. cajennense ocorre de maneira macica por
larvas e ninfas nos meses de abril a junho (predominio de larvas) e de julho a novembro
(predominio de ninfas), coincidindo com 0s maiores registros de casos da doenca (Galvédo
1988, Spickett et al. 1991, Galvao et al. 2003). Sangioni (2003) ressaltou que, além da falta de
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especificidade parasitéaria da ninfa, a sua menor dimens&o, pode facilitar o tempo de fixacao
no hospedeiro. Todavia, 0 carrapato adulto realiza uma fixacdo mais dolorosa quando
comparada as formas imaturas, diminuindo a probabilidade do &caro fixar-se por um periodo
superior ao de cinco horas no hospedeiro.

Durante aproximadamente 60 anos R. parkeri foi considerada como uma espécie nao
patogénica, sendo apenas documentada causando infecgdes em seres humanos no ano de 2004
nos Estados Unidos (Paddock et al. 2004), em 2009 no Uruguai (Conti-diaz et al. 2009) e
2011 na Argentina (Romer et al. 2011).

Uma nova cepa de riquétsia do grupo da febre maculosa foi diagnosticada no estado de
SP, a qual foi denominada de R. parkeri (cepa Mata Atlantica), devido as suas similaridades
filogenéticas com R. parkeri. Esta amostra foi isolada de um paciente que apresentou uma
doenca febril-exantematica, com presenca de escaras de inoculacdo no local do parasitismo
pelo artrépode. Os sinais clinicos foram observados dez dias ap6s o paciente ser infestado por
carrapatos, presentes em area de reserva de Mata Atlantica, em Barra do Una, Peruibe (SP)
(Spolidorio et al. 2010).

Rehacek, Urvolgyi & Kocianova (1992) demonstraram a susceptibilidade de varias
espécies de roedores a diferentes espécies de Rickettsia do GFM. Estes animais constituem
um grupo ecologicamente importante, tanto do ponto de vista da abundancia e diversidade de
espécies na natureza, quanto por serem encontrados como componentes fundamentais em
quase todos os ecossistemas terrestres (Reis et al. 2008).

Cobaios (Cavia porcellus) pertencem a Classe Mammalia, Ordem Rodentia (Cooper &
Schiller 1975, Storer et al. 1998) e sdo considerados modelos experimentais para diversas
linhas de pesquisas, sendo inclusive empregados em pesquisas com riquétsias (Weiss &
Moulder 1984, Yu & Walker 2003, Piranda 2008).

Este estudo teve como objetivo descrever o perfil da infeccdo experimental causada
por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) em C. porcellus (cobaios) infestados com ninfas de A.

ovale naturalmente infectadas.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao de carrapatos infectados e ndo infectados
Nesta pesquisa foram utilizadas ninfas de carrapatos A. ovale ndo infectadas e
infectadas por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) cedidas pelo Laboratério de Doencas

Parasitarias da Universidade de S&o Paulo (USP). As ninfas naturalmente infectadas foram
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coletadas de cdes no municipio de Peruibe, SP. A infeccdo dos ixodideos foi comprovada
através dos testes de hemolinfa, PCR e sequenciamento de DNA (Krawczak 2012). As
colbnias de carrapatos infectados e ndo-infectados foram mantidas em estufa incubadora
refrigerada tipo demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.) a 25°C e Umidade Relativa (UR)
>95%, no Laboratério de Doengas Parasitarias (LADOPAR) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), até o momento da infestacdo dos cobaios.

Modelo experimental

Foram utilizados 26 cobaios (C. porcellus), com idade entre um e dois anos, com peso
médio de 700 gramas, provenientes de um biotério comercial de Santa Maria — RS,
constituidos em trés grupos: G1: 10 cobaios infestados com ninfas de A. ovale ndo infectadas;
G2: 10 cobaios infestados com ninfas de A. ovale infectadas com R. parkeri (cepa Mata
Atlantica) e G3: 06 cobaios ndo infestados (controle negativo). Todos os animais foram
mantidos individualmente em caixas plasticas para cobaios, no Biotério do Nucleo de
Pesquisa em Animais Silvestres (NEPAS), em condi¢bes de isolamento em ambiente
controlado. Os animais receberam racdo para cobaios e agua ad libitum. As caixas de vivéncia
eram higienizadas e inspecionadas duas vezes ao dia, durante todo o experimento.

Todos os cobaios selecionados para o estudo foram soronegativos para pesquisa de
anticorpos anti- R. parkeri por meio da reacéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Horta et
al. 2007), realizada dez dias antes da infestagao.

Infestacdo experimental com ninfas em cobaios (C. porcellus)

Em uma &rea tricotomizada na regido dorsal de cada cobaio, em cada grupo, foi fixada
uma camara de infestacdo de carrapatos aderidas com cola especial para tecidos (DunDun®)
(Figura 1a), evitando a fuga das ninfas para o ambiente. Nas caixas de vivéncia de cada
animal, procedeu-se a colocacéo de fitas dupla face evitando possiveis fugas de carrapatos no
caso de abertura, indevida ou acidental, das camaras de infestacdo. Em cada cadmara, foram
colocadas 25 ninfas de A. ovale por animal (Figura 1b), infectadas ou ndo, de acordo com o
grupo experimental. Os carrapatos foram mantidos nos cobaios para realizarem o repasto
sanguineo até o seu desprendimento total, sendo posteriormente coletados (Figura 1c).

Coleta de sangue

As amostras de sangue de todos os animais foram coletados no dia zero, ou seja, antes
da infestacdo e aos dias 7, 14, 21 e 28 poés-infestacdo (PI). A colheita de amostras de sangue,
foi realizada através de puncdo cardiaca, com anestesia geral prévia, via intra-muscular
utilizando-se a associagcdo de ketamina 10% (2,2mg/kg) e cloridrato de xilazina 2%

(12mg/kg). Também foi administrado o analgésico morfina (2-5mg/kg) pela via sub-cutéanea,
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no periodo pos colheita, afim de minimizar a dor do procedimento, preconizado pelo comité
de ética animal, da UFSM, de acordo com Carpenter (2010). Foram obtidos 2ml de sangue de
cada animal, sendo 1,5ml armazenado em tubos contendo EDTA para as andlises
hematoldgicas e 0,5ml armazenados em tubos tipo eppendorf sem EDTA, sendo centrifugados
para obtencéo de soro.

Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para a confirmacdo da infeccdo nos cobaios, empregou-se a técnica de RIFI
estabelecida por Horta et al. (2007). Utilizou-se laminas sensibilizadas com os antigenos de R.
parkeri (cepa At 24) (Silveira et al. 2007), cedidas pelo laboratério de Doencas Parasitéarias da
USP. O soro teste foi diluido (1:64) em solucdo fosfato tamponada (PBS) e a seguir
depositada sobre a lamina contendo o antigeno das riquétsias. Apos incubacdo em estufa
(37°C/30 minutos) a lamina foi lavada com solucédo de lavagem (solucdo de PBS acrescida de
Triton 100X), ficando em repouso até sua secagem total. A cada ldmina foi adicionado o
conjugado especifico — anti-imunoglobulina G (IgG) de C. porcellus marcado com
isotiocianato de fluoresceina (SIGMA®) — na diluicéo de 1:900. Posteriormente, foi realizada
nova incubacdo, com adi¢cdo de corante azul de Evans (0,2%) lavagem e secagem em
temperatura ambiente e em cdmara escura. A leitura das Iaminas foi realizada em microscopio
Optico invertido (Olympus BX60, Japan). Como resultado positivo, considerou-se as amostras
que reagiram na diluicdo de 1:64. Em todas as RIFI foram utilizados controles positivos e
negativos.

Avaliacdo hematoldgica

A avaliacdo hematoldgica foi realizada pelo Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da UFSM. As contagens de hemécias, leucdcitos totais e a quantificacdo da
hemoglobina foram realizados em contador automatico Mindray BC 2800 Vet®. Para a
determinacdo do hematdcrito utilizou-se de centrifuga de micro-hematdcrito, na rotacdo de
19720G. O volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram determinados por célculos indiretos. A contagem diferencial de
leucocitos foi realizada em esfregaco sanguineo corado com Pandtico Rapido®, utilizando
microscopia de luz.

Analise dos parametros clinicos e avaliacdo da infec¢ao

Para a analise dos parametros fisiologicos, realizou-se inspecdo clinica diaria dos
animais, avaliando alteragBes nos seguintes parametros: atitude comportamental, apetite e
consumo de &gua, aspectos das fezes e da urina, o grau de hidratagéo, o tempo de refil capilar,

a frequéncia cardiaca e respiratoria, 0 peso dos animais, a temperatura corporal e a inspe¢éo
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da coloracdo de mucosas. Foram comparados os resultados hematoldgicos dos grupos G3 e
G1 com o intuito de verificar as alteracbes hematologicas em decorréncia do parasitismo
causado pelos carrapatos. Os resultados do G1 também foram comparados com o do G2,
buscando avaliar o perfil da infeccdo causada pela R. parkeri (cepa Mata Atlantica), neste
modelo experimental.
Andlise estatistica

Todos os resultados hematoldgicos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)
fator Unico, com comparacdo entre grupos pelo teste F com grau de significancia de 95%,
onde os valores encontrados foram submetidos a formula “Logiy (X + 10)” visando
normalizar os resultados.
Coleta de amostras de tecidos e avaliacao histopatoldgica

Para a avaliacdo histopatoldgica, procedeu-se a eutanasia dos cobaios dos trés grupos
em 2 periodos, sendo: aos 10 dias Pl realizada a necropsia em 2 animais de cada grupo e aos
28 dias PI, 8 animais do G1 e G2 e 4 animais do G3. Os animais foram eutanasiados com a
utilizacdo de agentes anestésicos injetaveis via intraperitoneal (Acepromazina 1%). Os 6rgaos
selecionados para o exame histopatoldgico foram o baco e pulmé&o. Os tecidos coletados
foram acondicionados em potes individuais contendo solugdo de formol a 10% e
encaminhados ao Laboratdrio de Patologia Veterinaria da UFSM onde foram processados por
método histoldgico de rotina e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
examinados sob microscopia de luz.
Comité de ética e biosseguranca

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), sob o numero 072/2013.

RESULTADOS

Confirmacéo da infeccdo por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) nos cobaios por meio de
RIFI

As analises soroldgicas por meio da RIFI demostraram que 100% (10/10) dos animais
do G1 e 100% (6/6) dos animais do G3 ndo apresentaram anticorpos reativos. No G2
verificou-se a soroconversao em 80% (8/10) dos cobaios, sendo que 40% (4/10) apresentaram
soropositividade aos 14 dias Pl e os demais aos 21 dias PIl. Dois cobaios deste grupo nao

soroconverteram, resultando em 20% (2/10) de animais soronegativos.
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Anélise dos parametros hematoldgicos e clinicos da infeccdo por R. parkeri (cepa Mata
Atlantica) nos cobaios

As avaliaces dos parametros hematoldgicos estdo demonstrados nos Quadro 1 e 2. Na
avaliacdo do leucograma (Quadro 1), foram observados no G1 alteracdes nas contagens de
leucocitos, neutrofilos e mondcitos aos 7 dias Pl (p<0,05), apresentando leucopenia, sem
haver outras alteraces nas demais células analisadas em todo o experimento. No eritrograma
(Quadro 2), foram observadas alteracGes aos 7, 14 e 21 dias Pl (p<0,05), revelando um
aumento das proteinas plasmaticas totais (PPT) e diminuicdo das plaquetas.

No leucograma do G2 (Quadro 1), observou-se alteracdes nas contagens de leucdcitos,
neutréfilos e mondcitos, apresentando leucocitose, neutrofilia e monocitose, no dia 7 Pl
(p<0,05). No eritrograma (Quadro 2) verificou-se o aumento das plaquetas aos 14 dias Pl e
diminuicdo das PPT aos 21 dias PI (p<0,05).

N&o foram observadas alteragcBes nos pardmetros clinicos nos animais do G1 e G3.
Nos animais do G2 foram verificadas somente escaras (Figura 1d) nos locais de fixagdo das
ninfas, resultando em pequenas lesbes dermatoldgicas apos o desprendimento dos carrapatos.
Avaliacao histopatologica da infeccdo por R. parkeri (cepa Mata Atlantica) nos cobaios

Os resultados histopatolégicos estdo demonstrados no Quadro 3. Foi observado que
20% (2/10) dos animais do G1 apresentaram hemossiderose difusa leve no bago aos 28 dias
Pl. No G2 observou-se que 10% (1/10) dos animais apresentaram hemossiderose difusa leve
no baco aos 10 dias PI; 30% (3/10) dos cobaios demonstraram congestdo difusa nos pulmdes
aos 10 e 28 dias PI; e, 20% (2/10) dos animais apresentaram hiperplasia folicular multifocal
leve no bago aos 28 dias PI. No G3 foram observados que em 33% (2/6) dos animais houve a
presenca de congestdo difusa nos pulmdes aos 10 dias PI.

DISCUSSAO

O diagnostico da FMB em humanos é considerado um desafio, pois esta enfermidade
apresenta uma sintomatologia inespecifica, além da possibilidade de ocorréncia de infeccBes
subclinicas (Galvao et al. 2005, Scorpio et al. 2008). O teste padrdo para o diagnostico
soroldgico da doenca € a RIFI, tanto em animais quanto em humanos (Galvao et al. 2005).

A soroconversdo demonstrada nesta pesquisa em 80% (8/10) dos animais do G2
evidenciou a sensibilidade deste modelo experimental frente ao agente. Desta forma foi
possivel demonstrar a transmissibilidade de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) pelo vetor (A.

ovale). Krawczak (2012) também observou que A. ovale nas fases parasitarias e de vida livre
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é altamente eficiente na transmissdo desta nova cepa de riquétsia para coelhos (Oryctolagus
cunicullus).

Kelly et al. (1992), apds inoculacdo experimental de Rickettsia conorii em cées, nao
observaram alteracGes clinicas ou laboratoriais nos animais. No entanto, detectaram
soroconversao e riquetsemia por até 10 dias PIl. Breitschwerdt et al. (1988) inocularam
Rickettsia montana em cées e verificaram que todos os animais permaneceram clinicamente
saudaveis. Em outra pesquisa, Sexton et al. (1994) também observaram que humanos
infectados com R. australis ndo apresentaram sinais clinicos e riquetsemia, mesmo havendo
soroconversao. As buscas por caracteristicas especificas nas alteragdes clinicas nas infeccdes
determinadas pelos diferentes tipos de riquétsias torna-se um dado relevante para o
entendimento da FMB.

Nas avaliacOGes das variacdes hematoldgicas ocorridas nas infecgdes provocadas por
riquétsias, o hemograma é considerado um dos exames mais requisitados, uma vez que é um
teste laboratorial pratico e econdmico, sendo, portanto, de grande utilidade na rotina clinica
(Lopes, Biondo & Santos 2007).

As alteracbes hematoldgicas como trombocitopenia, leucocitose, hipoalbuminemia, e
aumento do tempo de coagulacdo s&o comumente observadas em infeccdo causadas por R.
rickettsii (Galvao et al. 2005). Entretanto, ainda ha poucas informagdes sobre os efeitos
patogénicos das demais espécies de riquétsias do GFM nos diferentes hospedeiros, sendo que,
muitas vezes estas infeccdes podem estar ocorrendo de forma assintomatica (Fortes 2010).

Neste estudo, os resultados das avaliagdes do G2 revelaram leucocitose, neutrofilia e
monocitose no 7° dia Pl. Em cées infectados por R. rickettsii foram descritas como
anormalidades hematoldgicas anemia, trombocitopenia, leucopenia leve apds o aparecimento
da febre, seguido por leucocitose (Keenan et al. 1977, Gasser, Birkenheuer & Breitschewerdt
2001). No entanto, Font, Closa & Mascort. (1992) descreveram sete casos em canideos
soropositivos para R. conorii que apresentavam um quadro clinico hematol6gico variando de
leucopenia a leucocitose. Alteragcdes como neutrofilia e monocitose podem ser relacionadas as
infeccbes bacterianas por riquétsias, assim como infeccGes fungicas e protozoarias (Biondo
2005). Neste experimento, sugere-se que estas alteracdes observadas aos 7 dias Pl no G2
possam ser uma resposta a infeccdo aguda causada por esta bactéria.

Em relacdo ao eritrograma, foi evidenciado nos cobaios do G2 um aumento na
contagem de plaquetas aos 14 dias PI, sem haver presenca de febre. Plaquetas s&o
consideradas mediadores da homeostase sanguinea, tendo como principal funcédo fisioldgica

detectar vasos endoteliais danificados, agregando-se no local do dano e iniciando o processo
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coagulagdo sanguinea, impedindo um extravasamento sanguineo (Wong 2013). Como a
riquétsia se multiplica nas células endoteliais dos seus hospedeiros (Greene & Breitschwerdt
2006), sugere-se que este aumento nas contagens de plaquetas seja em decorréncia desta
homeostase.

Todavia, Piranda (2008) relatou que cédes acometidos por R. rickettsii apresentaram
significativa diminuicdo das plaquetas durante o periodo febril. Del Fiol et al. (2010) também
observaram uma diminuicdo das plaquetas como sendo um achado frequente em infecgdes por
R. rickettsii.

No presente estudo, os cobaios do G2 apresentaram uma diminui¢do de PPT. A
diminuicdo destas proteinas é uma alteracdo frequentemente verificada em processos
fisiolégicos em animais jovens, como durante as fases de crescimento onde ocorrem
disfungdes hormonais, em alteragdes envolvendo subnutricdo e processos hemorragicos
devido a traumas ou patégenos (Gonzélez & Scheffer 2003). Lopes, Biondo & Santos (2007)
citaram que em processos inflamatorios ocorre saida de liquidos e proteinas para os tecidos,
com queda nas proteinas plasmaticas; sendo observado em hemorragias ou exsudacéao.

Neste estudo observaram-se alteracGes hematologicas no G1, revelando leucopenia aos
7 dias PI, ndo sendo observadas demais alteragdes. Anderson & Valenzuela (2008) citam que
0s carrapatos hemat6fagos apresentam em sua saliva moléculas capazes de modular a resposta
imune do hospedeiro, levando a uma supressao da atividade leucocitaria, concordando assim
com este achado.

No eritrograma dos cobaios do G1 foi verificada uma diminuicdo nas contagens de
plaquetas aos 7, 14 e 21 dias PI. Esta diminuigcdo pode estar relacionada ao parasitismo pelo
carrapato, o qual durante o seu repasto sanguineo libera em sua saliva antagonistas da
atividade plaquetaria, anticoagulantes e vasodilatadores (Francischetti et al. 2010).

Observou-se também neste grupo um aumento de PPT, o que pode ser atribuidos a
fatores como desidratacdo onde ocorre uma hemoconcentra¢do, aumentando os valores das
proteinas plasmaticas totais e perda de fluidos (Lopes, Biondo e Santos 2007). Contudo,
Freitas (2007) em avaliacdo dos parametros hematoldgicos de equinos parasitados por
carrapatos do género Amblyomma spp. encontrou concentracbes de PPT dentro dos
parametros fisiologicos para estes animais. Sugere-se que 0 aumento destas proteinas neste
grupo esteja relacionado a um processo de desidratacao.

As alteragdes nos parametros clinicos foram observadas somente nos cobaios do G2.
Estas alteragcGes constituiram-se apenas em escaras nos locais de fixacdo das ninfas,

caracterizadas por lesdes dermatoldgicas que foram denotadas ap6s o desprendimento dos
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acaros. Raoult & Roux (1997) relataram que os sinais clinicos das infecgdes por riquétsias
variam dependendo da espécie de riquétsia envolvida.

Além disso, Piranda (2008) e Del Fino et al. (2010) descreveram a febre como uma
das manifestacdes clinicas da infeccdo causada por riquétsias. Krawczak (2012) ao avaliar
coelhos infectados com R. parkeri (cepa Mata Atlantica) relatou ndo haver encontrado febre
ou demais alteracOes clinicas nestes animais. Contudo, a riquetsiose causada por R. parkeri,
em humanos, tem como caracteristica apresentar uma sintomatologia mais branda, sendo
observados: dores de cabeca, erup¢des cutaneas, mialgia, escaras nos locais de fixacdo dos
carrapatos e febre inferior a 40°C (Spolidorio et al. 2010, Romer et al. 2011, Sangioni et al.
2011, Silva et al. 2011).

Valbuena, Feng & Walker (2002) constataram que infeccGes causadas por riquétsias,
consideradas de baixa patogenicidade, incluindo R. parkeri, possuem como sitio de
multiplicacdo, preferencialmente, o préprio local de inoculacdo do vetor, podendo gerar
escaras cutaneas. Paddock et al. (2004) e Krawczak (2012) também relataram a presenca de
escaras nas infeccOes causadas por outras riquétsias. No entanto, nas infeccbes por R.
rickettsii estas lesbes sdo menos frequentes (Spolidorio et al. 2010).

Nas avaliacdes histopatoldgicas foram constatadas a presenca de hemossiderose difusa
leve no baco de 10% (1/10) dos cobaios do G2, aos 10 dias PI. Vasconcellos (2013) relatou
um caso de hematoma esplénico relacionado a distlrbios de coagulacdo secundarios a
infeccdo por Anaplasma phagocytophila. A hemossiderose esplénica pode ocorrer por
diversas causas, sendo encontrado em patologias de diferentes agentes etioldgicos. Desta
forma, esta alteracdo pode ser sugestiva da infeccdo provocada por R. parkeri (cepa Mata
Atlantica).

Neste experimento, em 20% (2/10) dos cobaios do G1 foi verificada a presenca de
hemossiderose difusa leve no baco aos 28 dias PI. Freire (1979) observou que 50% (2/4) dos
bovinos infestados experimentalmente por A. cajennense apresentaram como um achado
acidental hemossiderose esplénica. Considera-se este resultado como um achado acidental,
pois 0 parasitismo por carrapatos ndo é citado como sendo causa de hemossiderose esplénica.

Verificou-se também que 20% (2/10) dos animais do G2, apresentaram hiperplasia
folicular multifocal leve no bago aos 28 dias PI. Este aumento do nimero de células do bago é
considerado como uma lesdo encontrada em doengas infecciosas ou auto-imune, como nas

septicemias e viremias (Coelho 2002).
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Araujo et al. (2013) relataram que a hiperplasia folicular ocorreu em infecgdes por
Trypanossoma cruzi em cdes. Andrade, Pinto & Oliveira (2002) também evidenciaram esta
alteracdo em infecc@es virais como causadas por Togavirus em camundongos.

Congestdo pulmonar difusa foi uma lesdo microscopica observada em 30% (3/10) dos
cobaios do G2 aos 10 e 28 dias Pl e em 33% (2/6) dos animais do G3 aos 10 dias PI. Carvalho
et al. (1992) relataram esta alteracdo em individuos com leptospirose. Todavia a congestdo
difusa pulmonar pode ser uma leséo inespecifica, atribuida a diversas causas, dentre as quais

incluem a eutanasia (McGavin & Zachary 2012).

CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel demonstrar uma infeccdo aguda de carater subclinico por R.
parkeri (cepa Mata Atlantica) em Cavia porcellus. Ressalta-se que dentre os agentes
etiologicos da FMB, R. parkeri (cepa Mata Atlantica) apresenta menor patogenicidade neste
modelo experimental. As principais alteracdes clinicas determinadas pelo micro-organismo
constituem as lesdes dermatoldgicas. Outros estudos devem ser realizados para investigar a
participacdo de roedores na epidemiologia da FMB ocasionada por R. parkeri (cepa Mata
Atlantica).
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Quadro 1. Avaliacdo hematologica: demonstracdo da média e desvio padrao dos resultados do leucograma dos cobaios de todos 0s
grupos tratamentos nos periodos de 7, 14, 21 e 28 dias poés infestacdo (DPI)

7 DPI 14 DPI 21 DPI 28 DPI
GRUPOS G3? G1° G2° G3? G1° G2° G3? G1° G2°¢ G3? G1° G2°¢
CELULAS o./DP o/ DP o./DP o/DP o/ DP o/ DP a/DP a/DP a/DP a./DP a./DP 0./ DP
Leucécitos 10,62a+  8,41bA+  11,37B+ 956a+  10,65aA+ 1226A+ 7,76a+ 10,08aA+ 116A+ 936a+ 9,8aA+ 11,02A +
(x10¥mm® 2,15 3,20 1,70 3,16 2,56 2,44 1,97 2,79 1,97 2,50 3,31 1,90
Neutréfilos 5,67a + 333A+ 533B+ 4442+  377aA+ 4,89A 392a+ 4,87aA+ 494A+ 506a+ 503aA+  4,65A+
(%) 1,07 1,22 1,55 7,13 1,42 +1,02 1,5 1,73 1,49 1,87 2,18 1,53
Linfocitos  4,05a + 457aA+ 5A+134 434a+t 5853A+ 6,37A + 3,12a+  453aA+ 594A+ 388at+ 402aA+  560A+
(%) 1,26 2,74 2,68 2,57 2,15 8,22 2,22 1,94 8,45 9,60 1,82

Mondcitos  2,29a 2,17aA £ 5,61B + 44a+ 26,7aA + 4,32A + 4,56a + 2,28aA + 342A + 1,37a % 3,59aA * 1,05A %
(%) 83,2 300 2,46 7,6 3,01 1,95 5,48 2,25 2,76 5,0 2,81 8,4

Eosindfilos 7,15a + 2,84aA * 4,66A * 7,34a+ 4,66aA * 5,63A 2,93a 4,443A * 3,68A * 2,83a % 3,76aA + 6,62A £
(%) 5,49 3,81 3.9 8,39 4,75 4,37 2,65 3,58 2,07 2,64 3,45 3,65

a,b: médias seguidas por letras diferentes, na linha, na comparagdo entre G3 e G1, diferem pelo teste F (p< 0,05). A,B: médias seguidas por letras diferentes, na linha, na
comparacio entre G1 e G2, diferem pelo teste F (p< 0,05). a: média. DP: desvio padrdo. G3% grupo composto por animais néo infestados. G1°: grupo composto por animais
infestados com ninfas de Amblyomma ovale ndo infectadas. G2° grupo composto por animais infestados com ninfas de Amblyomma ovale naturalmente infectadas com
Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica).
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Quadro 2. Avaliacdo hematologica: demonstracdo da média e desvio padrao dos resultados do eritrograma dos cobaios de todos 0s

grupos tratamentos nos periodos de 7, 14, 21 e 28 dias poés infestacao (DPI)

7 DPI 14 DPI 21 DPI 28 DPI
GRUPOS G3? G1° G2° G3? G1° G2° G3? G1° G2° G3? G1° G2°
CELULAS  a/DP o./DP o/ DP o/DP o./DP o/ DP o/DP  a/DP 0./ DP a./DP a./DP 0./ DP
Hemacias  3,97a+  4,22aA+  433A+ 4,03a + 398A+ 397A+ 3,92a+ 408aA+ 42Al1+ 38lat 3,80aA+ 4a+0,52
(10%/pL) 0,59 0,26 0,69 0,40 0,64 0,51 0,15 0,89 0,50 0,23 0,64
Hemoglobi  10,45a+ 1124aA+ 11,82A+  10,75a+ 1058aA+ 1123A + 10,23a+ 10,9aA+  115A+ 10,3a + 10,5aA + 11,5A +
na (g/pL) 1,78 1,68 1,23 1,0 1,73 1,08 0,272 2,37 1,15 0,64 1,75 1,43
Hematécrit 37,1l1a+ 40,86aA+ 4125A+  36,07a+ 37,38aA+ 37,08A+ 3555a+ 3545aA+ 37,87A* 34,8a + 36,1aA+  36,01A+
0 (%) 5,91 5,47 5,74 2,55 6,17 3,67 2,39 5,96 4,41 4,94 5,31 4,82
Protefna 6,06a+  650bA+  649A+ 54a + 6,66bA+  6,27A+ 59a+ 6,62bA + 59B + 5,85a + 6,36aA + 5,98A +
plasmatica 0,28 0,33 0,22 1,35 0,58 0,39 0,34 0,52 0,15 0,44 0,56 0,31
(g/d)
Plaquetas 417 a + 331bA+ 373A+51  463at 320bA + 394B + 4553 + 355bA + 377A + 400a + 360aA + 400A +
(x10*/mm? 92,2 432 164 29,9 90,66 135 52,78 63,3 112 40,75 40,6
)
VCMfL  9338a+  93,84aA 9541A+ 89,8a+  947aA+ 9218aA+  906at 84,4aA+  90,1A + 91,1a+ 88,5aA + 89,6A +
2,62 45,75 3,16 3,64 2.9 2,06 3,7 5,11 2,42 7,45 3,75 2,60
CHCM %  28,2lat 27,01aA 28,04A 29,7a + 274aA  30,18A+ 28a+134 312aA+  292A+ 29,8a + 30,1aA+  32,01A+
0,54 +1,21 +0,74 0,88 +0,76 0,60 2,31 1,28 2,55 1,6 0,61

a,b: médias seguidas por letras diferentes, na linha, na comparagdo entre G3 e G1, diferem pelo teste F (p < 0,05). A,B: médias seguidas por letras diferentes, na linha, na
comparacdo entre G1 e G2, diferem pelo teste F (p < 0,05). a: média. DP: desvio padrdo. G3%: grupo composto por animais ndo infestados. G1°: grupo composto por animais
infestados com ninfas de Amblyomma ovale ndo infectadas. G2°% grupo composto por animais infestados com ninfas de Amblyomma ovale naturalmente infectadas com
Rickettsia parkeri (cepa Mata Atlantica).



62

Quadro 3. Analise histopatologica de tecidos (pulmao e baco) dos cobaios de todos 0s
grupos tratamentos, nos periodos de 7, 10, 14 e 28 dias pds infestacdo (DPI)

Eutanéasia (DPI)

Tecidos Analisados

Grupos  Animais Baco Pulméao

07 28 Sem alteracdes Sem alteracdes
08 28 Sem alteracdes Sem alteracdes
09 28 Sem alteracdes Sem alteracdes
10 28 Hemossiderose difusa leve Sem alteracdes

G1° 11 28 Hemossiderose difusa leve Sem alteragGes
12 28 Sem alteracdes Sem alteracdes
13 28 Sem alteracdes Sem alteracdes
14 28 Sem alteragdes Sem alteracdes
15 10 Sem alteragBes Sem alteracdes
16 10 Sem alteragBes Sem alteracdes
17 28 Sem alteragBes Congestao difusa
18 10 Hemossiderose difusa leve Congestao difusa
19 28 Sem alteracBes Sem alteracdes
20 28 Hiperplasia folicular multifocal leve Sem alteracBes
21 28 Sem alteracBes Sem alteracdes

G2 22 10 Sem alteracBes Sem alteracdes
23 28 Hiperplasia folicular multifocal leve Sem alteracBes
24 28 Sem alteracBes Sem alteracdes
25 28 Sem alteracGes Congestao difusa
26 28 Sem alteracGes Sem alteracdes
01 10 Sem alteracOes Congestéo difusa
02 10 Sem alteracOes Congestéo difusa

G3° 03 28 Sem alteracGes Sem alteracdes
04 28 Sem alteragdes Sem alteracdes
05 28 Sem alteragBes Sem alteracdes
06 28 Sem alteragdes Sem alteracdes

G1% animais ndo infestados. G2° animais infestados com ninfas de Amblyomma ovale ndo infectadas. G3":
animais infestados com ninfas de Amblyomma ovale naturalmente infectadas com Rickettsia parkeri (cepa Mata

Atlantica).



Figura 1. a. Cobaio com camara de infestacdo fixada na regido dorsal. b. Ninfas de A. ovale no interior da
camara de infestacdo, no dia da realizagéo da infestacdo experimental. c. Ninfas ingurgitadas dentro da
camara de infestacdo, ap0ds repasto sanguineo. d. Escaras cuténeas no local de fixacdo das ninfas de A.

ovale.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos recentes vém relatando a presenca de uma nova cepa de riquétsia circulando
no Brasil. Esta cepa, denominada de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) foi descrita nos estados
de S&o Paulo (Spolidorio et al. 2010, Sabatini et al. 2010), Bahia (Silva et al. 2011) e Santa
Catarina (Medeiros et al. 2011, Barbieri 2012). Sabatini et al. (2010) sugerem que o carrapato
A. ovale seja o principal vetor desta nova cepa, nas areas de Mata Atlantica. Szabd et al.
(2012) conseguiram isolar esta nova cepa de riquétsia oriunda de A. ovale obtidos numa
regido do estado de SP, reforgando a importancia deste vetor na transmisséo deste agente.

O objetivo deste trabalho foi ampliar os conhecimentos a respeito de A. ovale como
disseminador e transmissor de R. parkeri (cepa Mata Atlantica). Além disso, avaliou o perfil
da infeccdo causada por este micro-organismo em Cavia porcellus.

Nava, Mangold & Guglielmone (2006) destacaram que o0s roedores (cobaios) séo
amplamente utilizados em pesquisas devido a facilidade de manipulacdo e por serem
empregados rotineiramente em estudos na epidemiologia no ciclo biologico de carrapatos.
Demostrou-se nesta pesquisa que o carrapato A. ovale possui competéncia vetorial na
transmissdo desta riquétsia, apresentando 100% de transmissdo transestadial entre as fases de
ninfa para adulto e favorecendo a manutencao desta riquétsia nestes vetores. Adicionalmente,
foi possivel evidenciar que o hospedeiro C. porcellus foi susceptivel a infeccdo. Verificou-se
gue 0s cobaios apresentaram soroconversao a partir dos 14 dias PI por R. parkeri (cepa Mata
Atlantica). Entretanto, o DNA do agente ndo foi detectado pela técnica empregada nos tecidos
avaliados (pulmado, baco, figado e cérebro).

La Scola e Raoult (1997) mencionaram que R. parkeri causa infeccdo nas células
endoteliais dos animais, proporcionando uma concentragdo muito baixa nos tecidos. Isto pode
dificultar a deteccdo do DNA do micro-organismo por analise molecular. Desta forma, a
guantidade de DNA presente nos 6rgaos dos cobaios poderia ser inferior a 8,15ng/uL e
estando abaixo do limiar detectavel pela PCR empregada neste trabalho. Milagres (2010)
relatou resultados semelhantes ao analisar amostras de DNA riquetsial em tecidos de roedores
obtendo resultados negativos na PCR utilizando primers especificos para amplificacdo do
gene da citrato sintase (gltA). Maciel (2013) ao empregar a técnica de PCR para avaliar a
infeccdo experimental de R. parkeri (cepa At 24) no baco e pulméo de galinhas domésticas

ndo observou a amplificacdo do fragmento do gene gltA.
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Na determinacdo do perfil hematologico da doenca, os resultados de hemograma e
eritrograma nos indicaram a presenca de uma infeccdo aguda por R. parkeri (cepa Mata
Atlantica) nos cobaios infectados. Ndo foram verificadas alteracbes nos padrbes clinicos
avaliados relativos aos comumente relacionados as riquétsias mais patogénicas, assim como
R. rickettsii, especialmente o aumento de temperatura, anemias e méaculas disseminadas pelo
organismo, dentre outros (Gasser, Birkenheuer & Breitschewerdt 2001, Biondo 2005, Del Fiol
et al. 2010).

Todavia, lesdes dérmicas foram observadas ao redor de 7 dias PI, coincidindo com o
desprendimento dos ixodideos ingurgitados. Desta forma, no modelo experimental avaliado, a
infeccdo por R. parkeri (cepa Mata Atléantica) apresenta uma infecgdo mais branda de
caracteristica  subclinica. Este resultado estd de acordo com os demais autores que
pesquisaram a infeccdo por R. parkeri em outros hospedeiros (Sangioni et al. 2011, Krawczak
2012, Maciel 2013).

Na andlise histopatoldgica, os resultados obtidos neste trabalho foram compativeis
com as alteracBGes histopatologicas relatadas nas infec¢bes por outros agentes bacterianos,
incluindo outras riquétsias (Vasconcellos 2013). Com base nos resultados obtidos, a infec¢do
desta riquétsia pode ser considerada de baixa patogenicidade para os cobaios.

Novos estudos devem ser realizados a fim de esclarecer a participacdo dos vetores e

demais hospedeiros como reservatorios/amplificadores desta nova cepa na natureza.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste experimento permitem concluir que:

1.

As ninfas de A. ovale possuem competéncia vetorial na transmissao de R. parkeri
(cepa Mata Atlantica) para cobaios (C. porcellus);

A transmissdo transestadial de R. parkeri (cepa Mata Atlantica) entre as fases de ninfa
para adulto de A. ovale é de 100%;

Cobaios infestados com ninfas de A. ovale infectadas soroconverteram, apresentando
titulos variados a partir da segunda semana apos a infec¢éo;

Né&o foi possivel detectar de DNA riquetsial nos tecidos dos cobaios analisados pela
técnica de PCR empregada nesta pesquisa;

Pelas avaliacGes dos padrdes hematoldgicos, clinicos e histopatoldgicos foi possivel
evidenciar uma infeccdo aguda de carater subclinico por R. parkeri (cepa Mata

Atlantica) no modelo experimental estudado.
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