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RESUMO

Nas areas recreativas do Distrito federal tém-se observado o aumento de grupos de capivaras
de vida livre. A presenca desses animais pode estar diretamente associada a infestacfes de
carrapatos, que podem atuar como vetores artropodes para bactérias patogénicas com potencial
zoondtico, como a Rickettsia rickettsii. O presente trabalho realizou a colheita de amostras de
sangue total e carrapatos de 57 capivaras da regido, com o intuito de pesquisar bactérias do
género Rickettsia spp. a partir de métodos de diagnostico molecular (PCR) e soroldgicos (RIFI).
Nenhuma das amostras de DNA extraidos de sangue total das capivaras foi positiva na PCR
utilizando os oligonucleotideos CS-62/CS-462. Entre as 55 amostras de soro testadas por RIFI,
53 (96,3%) apresentaram soro-reacao para Rickettsia spp. Entre essas, 22 (40%) demonstraram
0 antigeno de R. bellii como provavel antigeno envolvido em reacdo homdloga (PAERH) e dois
(3,6%) demonstraram o antigeno de R. parkeri. Foram amostrados 558 carrapatos identificados
como Amblyomma sculptum e 387 como Amblyomma dubitatum, além de nove larvas
(Amblyomma spp.). Dentre esses carrapatos, 231 foram submetidos a PCR, resultando em uma
ninfa e uma fémea adulta de A. dubitatum positivas para os patégenos do género. Os resultados
sugerem uma maior expressao da R. bellii nas populacfes de capivaras da regido, o que pode
estar suprimindo a manifestacdo de outras bactérias do género Rickettsia spp., e caracterizando
a regido como area ndo endémica para febre maculosa brasileira (FMB). A taxa de infec¢éo dos

carrapatos ¢ minima (0,86%).

Palavras chave: 1. Febre Maculosa. 2. Familia Caviidae. 3. Vetores artropodes. 4.

Rickettsioses.



ABSTRACT

An increase in groups of wild capybaras have been seen in recreational areas in Federal District.
The presence of these animals may be directly associated with tick infestations, which can act
as arthropod vectors for pathogenic bacteria with zoonotic potential, such as Rickettsia
rickettsii. The present study collected samples of whole blood and ticks from 57 capybaras in
the region, in order to investigate bacteria of the genus Rickettsia spp. using molecular
diagnostic (PCR) and serological methods (IFAT). None of the DNA samples extracted from
capybaras whole blood were positive in the PCR test using the CS-62/CS-462 oligonucleotides.
Among the 55 serum samples tested by IFAT, 53 (96.3%) had a serum reaction for Rickettsia
spp. Among these, 22 (40%) demonstrated the R. bellii antigen as a probable antigen involved
in a homologous reaction (PAEHR) and two (3.6%) demonstrated the R. parkeri antigen. From
the analysis 558 ticks were identified as Amblyomma sculptum and 387 as Amblyomma
dubitatum, in addition to nine larvae (Amblyomma spp.). Among these ticks, 231 underwent
PCR, resulting in a nymph and an adult female of A. dubitatum positive for the pathogens of
the genus. The results suggest a greater representation of R. bellii in the populations of capybara
of the region, which may be suppressing the manifestation of other bacterias of the genus
Rickettsia spp., and characterizing the region as a non-endemic area for Brazilian spotted fever

(FMB). The rate of infection of ticks is minimal (0.86%).

Key words: 1. Spotted fever. 2. Family Caviidae. 3. Arthropod Vectors. 4. Rickettsiosis.
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Introducgéo

As capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) sdo roedores silvestres tipicos da América
Latina e apresentam distribuicdo geografica por todos os estados brasileiros (MACDONALD
et al.,1984; AROUCA et al., 2000; MEIRELES et al., 2007; SINKOC et al., 2009). As
populacbes da espécie tém apresentado amplo crescimento nos ambientes urbanos,
principalmente devido a sua excelente capacidade adaptativa aliada a crescente urbanizacéao e
consequente destruicdo das matas nativas. Este crescimento populacional em é&reas
antropizadas também esta associado a auséncia de predadores naturais e a livre oferta de
alimento (MEIRELES et al., 2007; ALMEIDA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013).

Assim como as antas (Tapirus terrestres), as capivaras sao consideradas hospedeiros
primarios de carrapatos da espécie Amblyomma sculptum (HORTA et al., 2004; LABRUNA et
al., 2004°; PACHECO et al., 2007). Dessa forma, os grupos de capivaras de vida livre podem
propiciar o aumento dos niveis de infestacdo ambiental por artropodes que, por sua vez, podem
atuar como vetores para bactérias patogénicas com potencial zoonotico, como a Rickettsia
rickettsii. Esses indicios, relacionados ao aumento das populacbes da espécie em areas
antropizadas, aumenta a importancia do monitoramento sanitario para a manutencao da saude
publica (MEIRELES et al., 2007; PACHECO et al., 2007).

Em contrapartida, as capivaras também circulam livremente em areas preservadas, onde
podem contribuir para a disseminacdo de ectoparasitas e doencas infecciosas para outras
espécies de animais selvagens. Na perspectiva conservacionista, o estabelecimento de doencas
infecciosas corrobora o declinio e extincdo local de varias espécies de vida livre. Por
conseguinte, informacGes sanitarias das regides sdo necessarias para a selecéo e definicao de
estratégias mais eficazes de conservacao e reestruturacao da fauna (WOODROFFE et al., 2012;
ANDRE, 2018).

Tendo em vista todos esses fatores, o presente trabalho visou capturar capivaras de vida
livre, da regido do Distrito Federal, com o intuito de coletar amostras biol6gicas como tecido
sanguineo e ectoparasitas, e possibilitar a pesquisa de agentes patogénicos do género Rickettsia
(familia Rickettsiaceae) por meio de métodos de diagndstico moleculares e imunodiagnaostico.
O trabalho também possibilitou a avaliacdo de alteracGes laboratoriais em possiveis capivaras

infectadas.
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1.1. Objetivos Gerais

Investigar, a partir de técnicas de diagndstico molecular e soroldgica, a ocorréncia de
patdgenos do género Rickettsia, em capivaras de vida livre da regido do Distrito Federal e seus
respectivos ectoparasitas e, correlacionar com possiveis alteraces laboratoriais decorrentes

destas infeccoes.

1.2. Objetivos Especificos

e Determinar a ocorréncia e identificar espécies de patdgenos do género Rickettsia — familia
Rickettsiaceae, presentes nos animais em estudo a partir de métodos moleculares como a
reacao de polimerizacdo em cadeia (PCR).

e Determinar a ocorréncia e identificar espécies do género Rickettsia, presentes nos animais
em estudo a partir de métodos soroldgicos de imunodiagndstico, como a técnica de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a possivel detec¢do de anticorpos contra bactérias
do género em questéo;

e Identificar as espécies de carrapatos presentes nos animais e determinar a ocorréncia de
bactérias do género Rickettsia nesses artropodes a partir de métodos moleculares (PCR);

o Verificar alteracdes hematoldgicas e bioguimicas ocasionadas nas capivaras por infecgoes

de bactérias do género em estudo.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris)

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) € considerada o maior roedor do mundo e
apresenta distribuicdo em toda a América Latina. E uma espécie semiaquética e utiliza rios e
areas alagadas para reproducdo, termorregulagdo e evitar predadores. E dotada de
caracteristicas anatdmicas que possibilitam maior capacidade natatéria como orificios nasais
grandes e adaptados, e membranas interdigitais. A presenca de &gua € determinante para a
existéncia da espécie no ambiente (MACDONALD et al.,1984; CRUZ et al.,1998; MADELLA
et al., 2006; MEIRELES et al., 2007; SINKOC et al., 2009; ALMEIDA et al., 2013).

Essa espécie apresenta uma organizacao social complexa e bem definida, sdo animais
gregarios e vivem em grupos familiares, com um macho adulto dominante, alguns machos
submissos e varias fémeas e filhotes (FERRAZ &VERDADE 2001; COSTA et al., 2002;
PAULA et al., 2002). Também sdo descritos adultos solitarios, geralmente machos excluidos,
animais doentes e mais velhos, considerados animais satélites (MACDONALD et al.,1984;
COSTA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2013). O tamanho e composi¢do dos grupos variam de
acordo com o ambiente e disponibilidade de agua e de alimento. Em areas antropizadas podem
chegar a mais de 40 individuos adultos, enquanto em locais menos alterados, o contingente do
grupo pode variar numa média de trés a 14 animais (FERRAZ & VERDADE 2001; COSTA et
al., 2002; PEREIRA 2007).

Capivaras sdo animais monogastricos, herbivoros generalistas que realizam fermentacédo
cecal. Costumam se alimentar de vegetacOes caracteristicas das regides inundadas em que
vivem. Apesar de serem consideravelmente seletivas na escolha dos alimentos, esses animais
também apresentam uma boa capacidade de adaptacdo alimentar (ANDRADE et al., 1998;
ALMEIDA et al., 2013). O processo de desmatamento, a auséncia de predadores naturais e a
oferta abundante de alimentos acarreta um evidente aumento das populacGes de capivaras em
areas urbanas (MEIRELES et al., 2007; ALMEIDA et al., 2013).

As capivaras podem se reproduzir ao longo de todo o ano (FERRAZ & VERDADE 2001,
PEREIRA 2007). Em um estudo realizado em Séo Paulo, Vargas et al. (2007) observaram que
a maior parte dos picos de acasalamento ocorre no periodo de chuvas e consideraram que esse
fator provavelmente se deve a alta disponibilidade de plantas forrageiras, o que possibilita
melhor nutricdo e consequente aumento das taxas de ovulacdo nas fémeas. Em geral, as fémeas

apresentam alta eficiéncia reprodutiva, com uma taxa de fertilidade média de cinco filhotes por
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fémea ao ano (FERRAZ & VERDADE 2001; BARBOSA 2007). O periodo de gestacéo
costuma variar entre 147 e 156 dias (KANASHIRO; 2006).

Em algumas regides, as capivaras podem ser consideradas hospedeiros primarios de
carrapatos das espécies Amblyomma sculptum e A. dubitatum. Esses artropodes sdo potenciais
vetores de bactérias do género Rickettsia, como a Rickettsia rickettsi, causadora da febre
maculosa, doenca que pode acometer ndo somente as capivaras e outras espécies de animais
silvestres, como também a popula¢do humana (PACHECO et al., 2007).

Além da febre maculosa, as capivaras também podem ser acometidas por outras patologias
com potencial zoon6tico, a exemplo da raiva, leptospirose, leishmaniose e tripanossomiase,
assim como enterobacterioses e doencas fungicas (CHIACCHIO et al., 2014). As evidéncias
dessas infecgdes nesses animais e 0 aumento das populagdes da espécie em areas antropizadas
podem ser consideradas como uma questdo de satde publica (MEIRELES et al., 2007).

A capivara também apresenta excelente potencial zootécnico, podendo ser explorada
economicamente para a producéo de couro e carne com alto valor proteico (ANDRADE et al.,
1998; CRUZ et al.,1998; SINKOC et al., 2009). Dessa forma, o0 manejo adequado dos animais
em cativeiro é essencial para melhorar o potencial econémico nas criacbes comerciais
(AROUCA et al., 2000).

2.2. Género Rickettsia

A ordem das Rickettsiales compreende as familias Holosporaceae, Anaplasmataceae e
Rickettsiaceae. A familia Anaplasmataceae representa os géneros Erlichia, Anaplasma,
Neorickettsia e Wolbachia, enquanto a familia Rickettsiaceae inclui os géneros Rickettsia e
Orientia (ANDRE, 2018). Essas familias incluem a maior parte dos patégenos infectantes de
mamiferos, apresentam distribuicdo global e potencial zoonotico, portanto, conferem grande
importancia na Medicina Veterinaria e Humana (DARBY et al., 2007; SOUSA et al., 2017
ANDRE, 2018).

Os agentes patogénicos da ordem das Rickettsiales sdo bactérias com caracteristicas Gram-
negativas, parasitas intracelulares obrigatérios, pequenos, que residem em fagossomos e
apresentam ciclo de infec¢do que envolve interagdes complexas entre vetores invertebrados e
parasitas vertebrados (SOUSA et al., 2017; ANDRE, 2018; COSTA et al.,2019). Esses
patdgenos podem desempenhar mecanismos de ataque, penetracéo e invasdo do sistema imune

tanto em artrépodes, quanto em mamiferos hospedeiros (DARBY et al., 2007).
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Algumas bactérias patogénicas do género Rickettsia podem apresentar potencial zoonotico
e sdo subdividas em dois grupos: 1. Grupo do tifo (GT), composto pelas bactérias Rickettsia
prowazekii e Rickettsia typhi, que podem ser transmitidas por pulgas e mosquitos; 2. Grupo da
febre maculosa (GFM), que inclui as bactérias transmitidas por carrapatos, como a Rickettsia
rickettsii e Rickettsia parkeri (HORTA et al., 2004; LABRUNA et al., 2004°; PERLMAN et
al., 2006; LABRUNA et al., 2007%¢; PACHECO et al., 2007; SILVEIRA et al., 2007). No
Brasil, é relatada a ocorréncia de quatros espécies de Rickettsia pertencentes ao GFM. A
Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis e R. rhipicephali. Cabe salientar que as duas
altimas ndo apresentam caracteristicas potencialmente patogénicas em animais (MEIRA,
2013). A Rickettsia bellii também é uma espécie do género associada a carrapatos bastante
reportada no pais. Essa espécie ndo apresenta caracteristicas patogénicas e nao é classificada
como pertencente ao GT nem ao GFM (HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005; SAKAI
et al., 2014; BRITES-NETO et al., 2018P).

A Rickettsia rickettsii € considerada a bactéria mais patogénica do GFM, e é causadora
da febre maculosa, denominada no Brasil como Febre Maculosa Brasileira (FMB). A FMB ¢
uma antroopozonose de gravidade variavel e os seres humanos sdo considerados hospedeiros
acidentais. No Brasil, as taxas de mortalidade dessa doenca variam entre 20% a 30% e, em
casos nao tratados, a letalidade pode chegar a 80%. A sintomatologia inespecifica e patogenia
pouco conhecida dificulta o diagndstico precoce e inviabiliza o estabelecimento da terapéutica
adequada (LABRUNA et al., 2004%; BRITES-NETO & BRASIL, 2014; MACHADO et al.,
2018).

Segundo Araujo et al. (2016), entre 2001 e 2008, o Ministério da Saude havia registrado
601 casos de febre maculosa no Brasil, com 24,8% de letalidade e prevaléncia na regido
Sudeste. Entre esses, 267 foram em S&o Paulo e 104 em Minas Gerais. Ainda de acordo com
0s mesmos autores, entre 2005 e 2010, foram registrados 75 Obitos por FMB no Brasil,
distribuidos entre as regides Sudeste, com 97,3% dos casos, e Sul, com 2,7% (Figura 1). No
entanto, dados atualizados pelo Ministério da Satide em 2019 (Anexo A) demonstram gque no
altimo ano foram confirmados 37 casos da doenca no Brasil, sendo 20 na regido Sul do pais (13
no Parand e sete em Santa Catarina), 14 na regido Sudeste (11 em S&o Paulo, dois em Minas
Gerais e um no Rio de Janeiro) e um caso nas regides Norte (Acre), Nordeste (Pernambuco) e
Centro-Oeste (Mato Grosso). Entre esses casos, houveram dois ébitos (5,4%), sendo um em
S&o Paulo e um em Minas Gerais (Anexo B).

A Rickettsia parkeri foi descrita recentemente e vém sendo considerada outra espécie

causadora da febre maculosa, sendo o principal agente da doenca encontrado no Uruguai. Essa
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espécie é caracterizada por manifestac@es clinicas mais leves e moderadas em comparagdo as
causadas pela R. rickettsii. Apesar de serem descritas evidéncias soroldgicas de bactérias da
espécie em animais domésticos e casos diagnosticados em carrapatos, ainda ndo foram
reportados casos de infeccdo patogénica por R. parkeri em humanos no Brasil (HORTA et al.,
2004; LABRUNA et al., 2004 PADDOCK, 2004; PACHECO et al., 2007; SILVEIRA et al.,
2007).

LEGENDA
Ne casos / N2 estados
atingidos
- > 40 1 estado
- 13-16 1 estado
m 5-8 1 estado
1-4 2 estados

Figura 1. Distribuicdo dos Obitos causados por Rickettsia rickettsii no periodo 2005 a 2010 no
Brasil.
Fonte: ARAUJO et al.(2016)
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2.2.1. Transmissdo das Rickettsioses

As bactérias do grupo da febre maculosa sdo mantidas estaveis em populacdes de carrapatos
(DARBY et al., 2007). A espécie A. sculptum esta diretamente associada & disseminagéo da R.
rickettsii, sendo considerado o principal vetor da bactéria no Brasil (BRITES-NETO et al.,
2018% COSTA et al., 2019).

Estudos ja demonstraram que, em diversas espécies de carrapatos, bactérias do género
Rickettssia apresentam capacidade de transmissdo transovariana (para ovos e larvas) e
transestadial (do estagio de larva, para ninfa e adulto) (SAKAI et al., 2014). No entanto, devido
ao fato dessa bactéria apresentar patogenicidade para os carrapatos, a taxa de infec¢do nesses
artropodes em condi¢des naturais é considerada baixa (<1%) (SOUZA et al., 2009). Portanto,
o0 papel do hospedeiro amplificador na ecologia das bactérias rickettsiais & fundamental.

A incidéncia de doencas transmitidas por carrapatos em humanos e animais vém crescendo
nos ultimos anos. Esse aumento pode estar relacionado a reducéo de areas preservadas e a maior
proximidade desses locais a areas urbanas, possibilitando o contato entre animais silvestres, e
seus respectivos ectoparasitas, com animais domésticos e humanos (ANDRE, 2018).

As capivaras atuam como hospedeiro primario de carrapatos das espécies Amblyomma
sculptum e Amblyomma dubitatum, e geralmente apresentam coinfestacdo das duas. Ambas
também podem eventualmente parasitar humanos e outras espéecies de animais, o que contribui
para a circulacdo de possiveis rickettsioses em diferentes populacdes de especies, incluindo os
seres humanos (LABRUNA et al., 2007°; BRITES-NETO et al., 2018).

As antas (Tapirus terrestres) e as capivaras (Hydrochoerus hydrocaeris) sdo consideradas
hospedeiros primarios para A. sculptum (HORTA et al., 2004; LABRUNA et al., 2004
PACHECO et al., 2007). No Brasil, as capivaras vém sendo associadas como 0s principais
hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para carrapatos dessa espécie (HORTA et al., 2004;
LABRUNA et al., 2004°; PACHECO et al., 2007; SOUZA et al., 2009).

A caracterizacdo das capivaras como reservatorios naturais para a R. rickettssii se deve a
alguns fatores como: (1) O fato desses animais propiciarem altos niveis de infestacdes
ambientais por carrapatos da espécie A. sculptum; (2) As areas endémicas para FMB no estado
de Sédo Paulo coincidem com areas onde ha aumento explosivo de populacdes de capivaras de
vida livre (Figura 2) (LABRUNA et al., 2004° SOUZA et al., 2009; BRITES-NETO &
BRASIL, 2014; COSTA et al., 2019).



Ciclo de transmissao da febre maculosa
Doenca é causada por bactéria do género Rickettsia
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Figura 2. Ciclo de transmissdo e sintomas Febre Maculosa Brasileira (FMB).
Fonte: G1 e Ministério de Saude. (2019)
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O aumento dos casos de FMB no Brasil, associados & presenca de capivaras, levou o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) a
estabelecer diretrizes para o controle populacional da espécie em areas urbanas (Anexo C).
Além do controle da capivara, as diretrizes também englobam ac¢des de controle sanitario de
animais domésticos como cées e equinos, 0s quais também sao responsaveis pela difusdo de
carrapatos do género Amblyomma (IBAMA, 2008).

Além das capivaras, no Brasil ja foram relatados o diagnostico de R.rickettsii em gambas,
equinos, coelhos, cdes e outros animais silvestres. Sabe-se que a maior proximidade com o0s
vetores artropodes torna 0s cdes mais susceptiveis a patdgenos do que os seres-humanos
(JOANNITTI et al.,2014; ARAUJO et al., 2016).

No Brasil, os casos de FMB também estdo associados a regides onde ocorre maior
abundancia de animais, potenciais hospedeiros para carrapatos, e as estacdes de verao e inverno,
nas quais ha maior circulacdo de carrapatos em fase larval e fase de ninfa. Devido ao menor
tamanho, que dificulta a visualiza¢do, e maior necessidade de repasto sanguineo, 0 homem ¢é
atacado com maior frequéncia por carrapatos nesses estagios (SUCEN-SP & JOANNITTI et
al.,2014; ARAUJO et al., 2016 ).

2.2.2. Fisiopatologia e Sinais Clinicos

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) causada pela bactéria Rickettsia rickettsii € uma
doenca infecciosa aguda que apresenta gravidade variavel. E caracterizada por dois a 14 dias
de periodo de incubacdo e os sinais clinicos em humanos podem incluir febre continua,
calafrios, cefaleia, mialgia, artralgia nos tornozelos e punhos, mal-estar, distarbios
hemostaticos, petéquias e erupcdes cutaneas maculo-papulares (PAROLA et al., 2005;
BRITES-NETO & BRASIL, 2014; SOUSA et al., 2017).

A transmissdo da R. rickettsii ocorre por meio da saliva do carrapato infectado e é
necessario que esse artropode permaneca aderido no hospedeiro por um periodo de 4 a 6 horas
para que haja a ativacio do patdgeno (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Logo apds o primeiro
contato com o mamifero hospedeiro, a R. rickettsii invade as células endoteliais, se multiplica
no citoplasma e eventualmente no nicleo celular (DARBY et al., 2007). A replicacdo no
endotélio vascular acarreta a instalagdo de vasculite, e consequentemente na ativagao do sistema
hemostatico, levando a trombose e aumento da permeabilidade vascular (MELLES et al., 1992).

Apds a invasdo endotelial, a R. rickettssii pode invadir e infectar, desde as células adjacentes
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até o endotelio de tecidos da musculatura lisa, podendo infectar pulmdes, figado, rins, coragéo,
baco, pancreas, tubo digestivo e cérebro. Alguns casos podem incluir sinais clinicos como
insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia respiratoria e sintomas neuroldgicos (WALKER et al.,
1992; PAROLA et al., 2005; ANDRE 2018).

A partir do quarto dia de incubacdo, podem surgir exantemas, que se instalam como
maéculas roseas de bordos indefinidos e se distribuem por todo o corpo, nos membros, punhos,
tornozelos, palma das maos, planta dos pés e face (MELLES et al., 1992). Em estagios mais
avancados, o exantema pode evoluir subitamente para necrose nas orelhas e extremidades dos
dedos (FONSECA & MARTINS, 2007).

Em testes com cobaias infectadas experimentalmente por Rickettsia rickettsii foram
observados, além dos sintomas de febre, edema, sufusdo, necrose escrotal e necrose auricular
(COSTA et al., 2019).

2.2.3. Diagnostico e Alteragdes Laboratoriais

O agente etiologico especifico das enfermidades causadas pelas Rickettsiales
geralmente é diagnosticado por métodos moleculares, de imunodiagnostico, imuno-
histoquimica e pesquisa de morulas em esfregaco sanguineo ou cortes histologicos (GREENE,
2012; ANDRE 2018). As alteracdes laboratoriais observadas em casos de animais acometidos
por doencas rickettsiais costumam ser inespecificas, como leucopenia suave, anemia e
trombocitopenia. Também podem ser constatados casos de hipoalbuminemia, hiponatremia, e
alteracdes em enzimas renais e hepaticas (PAROLA et al., 2005).

Apesar do baixo custo e facil execucdo, o diagnostico por visualizacdo direta das
inclusbes intracitoplasmaticas, ou morulas, em técnicas de citologia aspirativa, esfregaco
sanguineo ou laminas histoldgicas pode ser um tanto impreciso. Essas inclusdes podem ser
indistinguiveis morfologicamente, impossibilitando a identificacdo exata do agente. Além
disso, devido a flutuacdo da parasitemia em animais infectados, nem sempre é possivel a
deteccdo das morulas (GREENE, 2012).

Os testes de imunodiagnostico sdo bastante utilizados, pois podem detectar anticorpos
contra os agentes da ordem e possibilitar a avaliacdo do contato prévio do animal ao patdgeno,
em caso de soro conversao. A técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) pode ser eficiente
na deteccdo de anticorpos contra agentes rickettsiais e vem sendo utilizada para o diagnostico
em humanos, espécies domésticas e silvestres (HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005;
LABRUNA et al., 2007%¢; PACHECO et al., 2007; COSTA et al., 2019; MIAO LU et al.,
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2019). Em humanos, os ensaios de RIFI sdo feitos a partir da suspeita clinica, e 30 dias depois,
e utilizados como método confirmatério da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Apesar
da alta sensibilidade, esse método apresenta baixa especificidade devido a grande possibilidade
de reacdo cruzada. Portanto, afirmar com exatiddo qual o antigeno envolvido na reacdo é
invidvel, mas pode ser avaliada a provavel espécie envolvida de acordo com as dilui¢cdes do
soro suspeito (COSTA et al., 2019).

Técnicas de imunohistoquimica também possibilitam a visualizacdo de Rickettsias em
amostras fixadas de tecido obtidos a partir de necropsia ou biopsia de tecido cutaneo lesionado.
No entanto, apesar de detectar agentes rickettsiais, essas técnicas ndo sao espécie especificas,
sendo necessaria a utilizacdo de técnicas de PCR para confirmacdo do agente (PAROLA et al.,
2005).

Técnicas de isolamento e cultura bacteriana a partir de coagulos de sangue, fragmentos
de tecidos ou de carrapatos, também podem ser realizados para a identificacdo da espécie
bacteriana envolvida. No entanto, essa metodologia apresenta baixa sensibilidade e requer um
periodo minimo de cinco dias para confirmacao da suspeita clinica (MELLES et al., 1999).

A técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) possibilita detectar o DNA do
agente em amostras biologicas. Essa técnica é altamente especifica e vem sendo bastante
utilizada para a deteccdo de bactérias do género Rickettsia em carrapatos, amostras de tecidos
e amostras fecais. Devido ao curto periodo de Rickettsemia (até 5 dias) e a predilecdo das
Rickettsias pelas células epiteliais, a PCR ndo é considerada um método eficiente para a
deteccdo de bactérias do género Rickettsia em tecido sanguineo (MELLES et al., 1999;
LABRUNA et al., 2004**¢: SANGIONI et al., 2005; CICUTTIN et al. 2017; SOUSA et
al.,2017; CRIADO-FORNELIO et al., 2018; COSTA et al., 2019; JAARSMA et al., 2019;
MIAO LU et al., 2019).
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RESUMO

Nas areas recreativas do Distrito federal tém-se observado o aumento de grupos de capivaras
de vida livre. A presenca desses animais pode estar diretamente associada a infestacfes de
carrapatos, que podem atuar como vetores artropodes para bactérias patogénicas com potencial
zoondtico, como a Rickettsia rickettsii. O presente trabalho realizou a colheita de amostras de
sangue total e carrapatos de 57 capivaras da regido, com o intuito de pesquisar bactérias do
género Rickettsia spp. a partir de métodos de diagnostico molecular (PCR) e soroldgicos (RIFI).
Nenhuma das amostras de DNA extraidos de sangue total das capivaras foi positiva na PCR
utilizando os oligonucleotideos CS-62/CS-462. Entre as 55 amostras de soro testadas por RIFI,
53 (96,3%) apresentaram soro-reacao para Rickettsia spp. Entre essas, 22 (40%) demonstraram
0 antigeno de R. bellii como provéavel antigeno envolvido em reacdo homologa (PAERH) e dois
(3,6%) demonstraram o antigeno de R. parkeri. Foram amostrados 558 carrapatos identificados
como Amblyomma sculptum e 387 como Amblyomma dubitatum, além de nove larvas
(Amblyomma spp.). Dentre esses carrapatos, 231 foram submetidos a PCR, resultando em uma
ninfa e uma fémea adulta de A. dubitatum positivas para os patégenos do género. Os resultados
sugerem uma maior expressao da R. bellii nas populacdes de capivaras da regido, o que pode
estar suprimindo a manifestacdo de outras bactérias do género Rickettsia spp., e caracterizando
a regido como area ndo endémica para febre maculosa brasileira (FMB). A taxa de infec¢éo dos

carrapatos ¢ minima (0,86%).

Palavras chave: 1. Febre Maculosa. 2. Familia Caviidae. 3. Vetores artropodes. 4.

Rickettsioses.
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ABSTRACT

An increase in groups of wild capybaras have been seen in recreational areas in Federal District.
The presence of these animals may be directly associated with tick infestations, which can act
as arthropod vectors for pathogenic bacteria with zoonotic potential, such as Rickettsia
rickettsii. The present study collected samples of whole blood and ticks from 57 capybaras in
the region, in order to investigate bacteria of the genus Rickettsia spp. using molecular
diagnostic (PCR) and serological methods (IFAT). None of the DNA samples extracted from
capybaras whole blood were positive in the PCR test using the CS-62/CS-462 oligonucleotides.
Among the 55 serum samples tested by IFAT, 53 (96.3%) had a serum reaction for Rickettsia
spp. Among these, 22 (40%) demonstrated the R. bellii antigen as a probable antigen involved
in a homologous reaction (PAEHR) and two (3.6%) demonstrated the R. parkeri antigen. From
the analysis 558 ticks were identified as Amblyomma sculptum and 387 as Amblyomma
dubitatum, in addition to nine larvae (Amblyomma spp.). Among these ticks, 231 underwent
PCR, resulting in a nymph and an adult female of A. dubitatum positive for the pathogens of
the genus. The results suggest a greater representation of R. bellii in the populations of capybara
of the region, which may be suppressing the manifestation of other bacterias of the genus
Rickettsia spp., and characterizing the region as a non-endemic area for Brazilian spotted fever

(FMB). The rate of infection of ticks is minimal (0.86%).

Key words: 1. Spotted fever. 2. Family Caviidae. 3. Arthropod Vectors. 4. Rickettsiosis.
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1. Introdugéo

A presenca de grupos de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) tém aumentado em vérias
areas recreativas do Distrito Federal, como o Jardim Zooldgico de Brasilia e as margens do lago
Paranoa. Comumente sdo relatados no meio jornalistico casos de infestacOes de carrapatos em
pessoas que frequentam esses locais da regido (DFTV, 2017; MEDEIROS, 2018). A
manutencgdo das populagdes de carrapatos pode estar diretamente associada as capivaras, que
sdo consideradas hospedeiros primarios desses artrépodes (HORTA et al., 2004; LABRUNA
et al., 2004).

Patogenos da familia Rickettsiaceae (ordem das Rickettsiales), sdo bactérias gram-
negativas, intracelulares obrigatdrios, cuja transmissdo envolve interacdo com vetores
artropodes (DARBY et al., 2007). Nessa familia, o grupo da febre maculosa (GFM) inclui
bactérias patogénicas com potencial zoonotico como a Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri,
que podem ser causadoras da Febre Maculosa Brasileira (FMB) e da Febre Maculosa das
Montanhas Rochosas (PACHECO et al., 2007).

No Brasil, as capivaras vém sendo caracterizadas como reservatorios naturais para R.
rickettsii (COSTA et al., 2019). Areas endémicas para febre maculosa no estado de S&o Paulo
coincidem com areas onde ha um aumento explosivo de capivaras de vida livre (SOUSA et al.,
2017). Dessa forma, 0 monitoramento sanitario das populacGes de capivaras é imprescindivel
para o controle e manutencdo da satde publica.

De acordo com o Ministério da Saude, entre os anos de 2000 e 2019, so foram notificados
trés casos e nenhum 6bito por febre maculosa no Distrito Federal, o que configura a regido
como area ndo endémica para a doenca. No entanto, ainda ndo foram publicados estudos de
pesquisa de patdgenos do género Rickettsia em capivaras e carrapatos da regido.

Tendo em vista todos esses fatores, o presente trabalho teve por objetivos realizar colheita
de amostras de sangue total e carrapatos de capivaras de vida livre da regido do Distrito Federal,
com o intuito de pesquisar patdgenos do género Rickettsia a partir de métodos de diagndstico

moleculares e soroldgicos.
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2. Materiais e Métodos

Captura e colheita de amostras bioldgicas

O manejo dos animais foi realizado de acordo com a licenca do SISBIO de nimero
43798-1, e com a aprovacdo do Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade
de Brasilia registrado com o protocolo de n® 20/2019 (Anexo D).

Foram capturadas capivaras provenientes das areas alagadas da Fundagdo Jardim
Zooldgico de Brasilia (Figura 1); do Campo Experimental Fazenda Sucupira, pertencente a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Figura 2), e do lago Paranoa (Figura 3). Os
animais foram condicionados por meio de ceva, com fornecimento de frutas, grdos e folhagens,
a entrar em bretes onde eram submetidos a sedacdo e contencao fisica para 0 manejo de colheita
de amostras biologicas (Figura 4).

O protocolo de contencdo quimica foi realizado por via intramuscular com o uso de
dardos anestésicos, a partir da associacao de xilazina (0,5 mg/kg) e cetamina (2,0 mg/kg). Apés
as colheitas, era aplicada uma dose de ioimbina (0,1 mg/kg), antagonista seletiva de receptores
alfa adrenérgicos, com o intuito de reverter a acdo da xilazina aplicada e reduzir o tempo de
recuperacdo anestésica. Para minimizar o risco de acidentes, os animais foram manejados
individualmente, monitorados e liberados somente apos a total recuperacéo de qualquer efeito
provocado pelo farmaco dissociativo.

As amostras de sangue foram colhidas por puncdo da veia cefalica ou femoral (Figura
5), acondicionadas em tubos secos e com anticoagulante (EDTA) e mantidas resfriadas entre
04 e 08 °C até o transporte para o laboratorio. Amostras de sangue total com EDTA e soro
sanguineo foram congeladas a -20°C para posterior extracdo do DNA para PCR e realizacéo de
imunoensaios.

Foram retirados carrapatos diretamente do tecido cutaneo das capivaras por um periodo
cronometrado de cinco minutos por animal. Os carrapatos foram armazenados em alcool

isopropilico, para assepsia e conservacao, até a identificacdo das espécies e extracdo de DNA.

Hematologia e Exames Bioquimicos

Os hemogramas e exames bioquimicos foram realizados no Laboratorio de Patologia
Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia — UnB,
em até no maximo duas horas ap6s 0 manejo de colheita.

Para a realizacdo do hemograma, o nimero de eritrocitos (/UL) e leucdcitos (/uL) foi

determinado por contagem manual em hemocitdmetro (cdmara de Neubauer). As amostras de
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sangue total foram diluidas em liquido de Hayem na proporc¢do de 1:200 para a contagem de
eritrocitos e, para os leucacitos, foi utilizado como diluente o liquido de Turk, na proporg¢éo de
1:20. A concentracdo de hemoglobina foi medida no espectrofotdmetro semi-automatico
Bioplus 200, apos diluicdo da amostra em liquido de Drabkin, respeitando um tempo de cinco
minutos antecedente a leitura para a completa lise dos eritrocitos (WEISER, 2012).

O volume globular (VG) foi determinado pela técnica de microhematdcrito, a partir da
centrifugagdo a 10.000 rpm, em tubo capilar preenchido com sangue total durante cinco
minutos, e posterior leitura em tabela graduada. A quantidade de proteinas plasmaéticas totais
(PPT) foi determinada, utilizando o mesmo tudo capilar, a partir da técnica de refratometria. Os
valores do volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram determinados por calculo padrdo. Foram preparados esfregacos de
sangue total, corados com pandtico rapido (Laborclin®), para a realizacdo do diferencial
leucocitario, observacdo morfoldgica das celulas sanguineas, pesquisa de hemoparasitas e
estimativa manual de plaquetas. A estimativa de plaquetas foi realizada a partir do nimero total
de plaquetas visualizadas em 10 campos na objetiva de imersdo (100x) e calculo da formula
x = 2.000.y, onde y € o nimero obtido da contagem das plaquetas (NOSANCHUK et al.,
1978; WEISER, 2012).

O soro sanguineo foi obtido por meio de centrifugacdo das amostras sem EDTA, e
utilizado para a determinacéo das concentracGes séricas das proteinas totais, albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gamma-glutamiltransferase
(GGT), ureia, creatinina e fosfatase alcalina (FA), com a utilizacdo de kits bioquimicos

especificos e leitura em um analisador bioquimico automatico Cobas — C111 (Roche).

Ensaios moleculares

Os exames de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foram realizados no laboratério
de Microbiologia e Patologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria (FAV) da
Universidade de Brasilia - UnB.

O DNA das amostras de sangue foi extraido com a utilizacdo do Kit Illustra Blood
Genomicprep (GE Health Care®) de acordo com as orientacGes do fabricante. As amostras de
DNA extraido foram posteriormente armazenadas a -20°C até o momento da realizacdo da

reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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O DNA dos carrapatos foi extraido por meio do protocolo proposto por SANGIONI et
al., (2005) (Anexo E) com a utilizagdo de isotiocianato de guanidina e fenol cloroférmio, e
posteriormente armazenado a -20°C até a realizacdo dos ensaios de PCR.

Todas amostras de DNA extraido de sangue total foram submetidas a PCR para
confirmacdo do gene que codifica a enzima GAPDH (gliceraldeido-3fosfato desidrogenase),
para a avaliagdo da integridade do DNA extraido e auséncia de inibidores da PCR, utilizando
os oligonucleotideos apresentados na tabela 1 (BIRKENHEUER et al., 2017). Para cada
amostra foi preparada uma mistura de 25 pL contendo: 1,0 umol/ pL de cada oligonucleotideo
(10pmol); tampdo 1 X da Taq polimerase (Invitrogen®); 1,5 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTP
(Invitrogen®); 1 U de Taq polimerase (Invitrogen®); e cerca de 2,0 ng de DNA extraido. Os
ensaios de PCR foram realizados seguindo o seguinte protocolo no termociclador: 1 ciclo de
desnaturacéo inicial (5 min, 95 °C); seguido por 40 ciclos de desnaturagdo (1 min, 95 °C),
anelamento (1 min, 53°C) e extensdo (1 min, 72°C) e; um ciclo de extenséo final (5 min, 72°C).

Todas amostras extraidas de carrapatos foram submetidas a PCR para confirmacdo do
gene mitocondrial 16S rRNA especifico para carrapatos, a partir da utilizacdo dos
oligonucleotideos TK-F/TK-R, demonstrados na tabela 1 (HALOS et al., 2004). Nesse caso,
para cada amostra foi preparada uma mistura de 25 pL contendo: 1,0 umol/ pL de cada
oligonucleotideo (10pmol); tampéo 1 X da Taq polimerase (Invitrogen®); 1,0 mM de MgCI2;
0,2 mM de dNTP (Invitrogen®); 1 U de Taq polimerase (Invitrogen®); e 2,0 ng de DNA
extraido. Esses ensaios de PCR foram realizados seguindo o protocolo proposto pelo mesmo
autor: 1 ciclo de desnaturacéo (8 min, 94°C); seguido por 10 ciclos de desnaturacdo (1 min,
92°C), anelamento (1 min, 48°C) e extensao (1 min 30s, 72°C). E 32 ciclos de desnaturagéo (1
min, 92°C), anelamento (1 min, 54°C), extensao (1 min 30s, 72°C) e; um passo final de extensao
(10 min, 72°C).

Ap0ds os ensaios de PCR para confirmacéo da qualidade das extracGes, todas as amostras
de DNA, tanto oriundas de tecido sanguineo quanto dos artropodes, foram submetidas a testes
moleculares por ensaios de PCR em duplicata utilizando os oligonucleotideos CS-62/CS-462
para a pesquisa de Rickettsia spp. também descritos na tabela 1 (LABRUNA et al., 2004). Para
cada amostra foi preparada uma mistura de 25 pL contendo: 1,0 pmol/ pL de cada
oligonucleotideo (10pmol); tampéo 1 X da Taq polimerase (Invitrogen®); 0,75 mM de MgCI2;
0,2 mM de dNTP (Invitrogen®); 1 U de Tag polimerase (Invitrogen®); e 2,0 ng de DNA
extraido. Esses ensaios de PCR foram realizados seguindo o seguinte protocolo no

termociclador: 1 ciclo de desnaturacédo (5 min, 94 °C); seguido por 40 ciclos de desnaturacdo
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(1 min, 94 °C), anelamento (1 min, 56°C) e extensdo (1 min, 72°C) e; um ciclo de extenséo final

(5 min, 72°C).

Tabela 1. InformacGes relacionadas aos oligonucleotideos utilizados durante os processos de validagdo das extracfes de DNA e pesquisa

de Rickettsia spp.

Gene Sequéncia dos Oligonucleotideos (‘5-3°)

Especificidade PB Referéncias

m16SrRNA TK-F5'CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC GG 3°
TK-R5ACG CTGTTATCC CTAGAG 3

(HALOS et al., 2004)
Carrapatos 320

CS-62 5°GCA AGT ATC GGT GAG GAT GTAAT 3 _ ) (LABRUNA et al.,
gltA CS-4625 CTT CCT TAA AAT TCA ATA AAT CAG GAT  Rickettsiaspp. 401 2004)
G3
MRNA GAPDH-F5 CCT TCATTG ACCTCAACTACAT3 Mamiferos 400 (BIRKENHEUER et
GAPDH-R 5" CCA AAG TTG TCA TGG ATG ACC 3 al., 2017).

Todas as reacOes de PCR foram realizadas no termociclador Biorad MyCyclermm
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Os produtos de amplificagdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2%, corados em brometo de etidio (Vetec Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO) e visualizados em transiluminador ultravioleta (UV transiluminator®,
UVP LLC, Upland,32 CA).

As amostras positivas na PCR foram purificadas, com a utilizacdo do Kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel®©), de acordo com as recomendacdes do fabricante, e
enviadas para sequenciamento genéetico. O sequenciamento foi realizado no Centro de Recursos
Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da UNESP em Jaboticabal, por método de Sanger,
em sequenciador automatico com 96 capilares ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, California (CA)).

Ensaios sorologicos

Os ensaios sorologicos consistiram na realizacdao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
foram realizados no Departamento de Medicina Preventiva e Saude Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo - USP.

As amostras de soro sanguineo das capivaras foram separadas por centrifugacdo e
armazenadas a — 20°C até a realizacdo dos ensaios de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para
os ensaios, foram utilizadas laminas fixadas com o antigeno de cinco espécies de Rickettsia,
sendo elas (1) Rickettsia rickettsii, (2) R. bellii, (3) R. parkeri, (4) R. amblyommatis e (5) R.
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rhipicephali. Além das amostras de soro das capivaras do estudo, em cada lamina foram
impregnados um controle negativo e um positivo a partir de amostras reativas e néo reativas de
capivaras previamente testadas. As laminas foram incubadas com isotiocianato de fluoresceina
ligado a anti-1gG de capivara, o qual foi produzido no Centro de Controle de Zoonoses do
estado de S&o Paulo. Foram determinadas as reagdes finais de titulacdo em cada uma das
espécies de Rickettsia testadas para cada uma das amostras de soro. O antigeno para a espécie
testada que demonstrou titulos de anticorpos quatro vezes maior que a titulagdo dos demais
antigenos foi considerado o possivel antigeno envolvido em reacdo homoéloga. O ponto de corte
para as diluicdes foi de 1:64.

Identificacé@o dos carrapatos

Os carrapatos foram identificados por espécie, sexo e estagio de desenvolvimento,
separados em larvas, ninfas, machos adultos e fémeas adultas. A espécie foi classificada de
acordo com a literatura (BATTESTI et al., 2006). As larvas foram todas consideradas como

Amblyomma spp.

Figura 1. Georreferenciamento dos pontos de coleta localizados na Fundagdo Zooldgico
de Brasilia Ponto A: Lat:15° 50° 48” S, Long: 047° 56’ 27" W; Ponto B: Lat:15° 51 03”
S, Lon: 047° 56 17” W e Ponto C: Lat:15° 51” 00” S, Long: 047° 55* 57 W. Disponivel
em: https://earthexplorer.usgs.gov/. Acessado em 28/01/2020



Figura 2. Georreferenciamento do ponto de coleta do Campo Experimental Fazenda
Sucupira. Lat:15° 55> 317 S, Lon:048° 02’ 59” W. Disponivel em
https://earthexplorer.usgs.gov/. Acessado em 28/01/2020

Figura 3. Georreferenciamento do ponto de coleta da regido do Lago Paranoa. Lat:15°
47’ 30” S, Long: 047° 47° 49”7 W. Disponivel em https://earthexplorer.usgs.gov/.
Acessado em 28/01/2020
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ceva.

Figura 5. Colheita de amostras de sangue em capivara por puncéo da veia femoral.
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3. Resultados

Foram capturadas 57 capivaras de vida livre para a colheita das amostras bioldgicas, sendo
15 machos (13 adultos e dois jovens) e 42 fémeas (35 adultas e sete jovens).
Considerando as regides amostradas, foram capturadas na regido do lago Parano4, 15
fémeas adultas, na Fazenda Sucupira, duas fémeas adultas e no Jardim Zooldgico, 40 animais
(15 machos e 25 fémeas).

Os ensaios de PCR, utilizando os oligonucleotideos CS-62 e CS-462, para a pesquisa de
bactérias do género Rickettsia, ndo amplificaram nenhum fragmento de DNA nas 57 amostras
de DNA genbmico extraidas do tecido sanguineo das capivaras. Portanto, foi descartada a
possibilidade de Rickettsemia nos animais amostrados.

Entre as amostras de soro colhidas, duas foram insuficientes para a realizacdo dos
imunoensaios. Das 55 amostras testadas em ensaio de imunofluorescéncia indireta (RIFI), 53
(96,3%) apresentaram soro-reacdo para Rickettsia spp. Vinte e duas amostras (40%)
demonstraram o antigeno de R. bellii como provavel antigeno envolvido em reacdo homologa
(PAERH), com titulagdo no minimo quatro vezes superior aos antigenos das demais espécies
testadas. Duas amostras (3,6%) demonstraram o antigeno de R. parkeri como PAERH (Figura
6/ Tabela 2).

Nao soro-
reagentes
3%

R. parkeri
4%
Reagentes sem
possivel
antigeno
estabelecido
53%

R. bellii

40%

Figura 6. Resultados, em porcentagem, das analises de imunoensaio das
amostras soroldgicas de capivaras para antigenos de Rickettsia spp. de acordo
com o possivel antigeno envolvido em reagdo homologa (PAERH).
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Tabela 2. Resultados das anlises de imunoensaio das amostras soroldgicas de capivaras para antigenos de Rickettsia spp.

Capivara Ponto final de titulacdo para as respectivas Rickettsia spp.

N° Idade Sexo R. rickettsii R. parkeri R. amblyommatis R. rhipicephali  R. bellii PAERH
1 Adulto Fémea <64 128 <64 64 128 ?

2 Adulto Fémea 256 256 256 512 256 ?

3 Adulto Fémea <64 64 <64 64 256 R. bellii
4 Adulto Fémea <64 64 <64 64 256 R. bellii
5 Adulto Fémea 128 128 128 256 512 ?

6 Adulto Fémea <64 128 64 128 256 ?

7 Adulto Fémea 64 64 64 64 128 ?

8 Adulto Fémea 128 <64 64 128 256 ?

9 Adulto Fémea <64 128 64 <64 128 ?

10  Adulto Macho <64 128 64 <64 256 ?

11 Adulto Fémea <64 64 64 <64 256 R. bellii
12 Adulto Fémea <64 128 64 128 512 R. bellii
13 Adulto Macho <64 <64 64 64 512 R. bellii
14 Jovem Fémea <64 <64 <64 64 128 ?

15 Jovem Fémea <64 <64 <64 64 256 R. bellii
16  Adulto Macho 128 <64 <64 64 512 R. bellii
17 Jovem Fémea 128 <64 <64 <64 512 R. bellii
18  Jovem Macho 64 <64 <64 128 512 R. bellii
19  Jovem Fémea 128 <64 <64 128 512 R. bellii
20  Jovem Macho 64 <64 <64 64 512 R. bellii
21 Adulto Macho 64 <64 <64 128 256 ?

22 Jovem Fémea <64 <64 <64 <64 128 R. bellii
23 Jovem Fémea 256 <64 <64 128 256 ?
24 Adulto Macho 64 128 <64 128 128 ?
25  Adulto Fémea <64 <64 <64 <64 256 R. bellii
26  Adulto Fémea <64 <64 <64 <64 128 R. bellii
27  Adulto Macho <64 <64 <64 <64 256 R. bellii
28  Adulto Fémea <64 <64 <64 <64 <64 -

29  Adulto Fémea <64 <64 <64 <64 <64 -

30 Jovem Fémea <64 <64 <64 <64 64 R. bellii
31  Adulto Fémea <64 64 <64 <64 128 ?
32  Adulto Macho <64 <64 <64 <64 128 R. bellii
33 Adulto Fémea <64 <64 <64 64 64 ?
34  Adulto Macho <64 <64 <64 64 64 ?
35  Adulto Macho <64 64 <64 <64 128 ?
36  Adulto Fémea <64 <64 <64 <64 128 R. bellii
37  Adulto Fémea 64 <64 <64 <64 512 R. bellii
38  Adulto Macho 64 <64 <64 <64 128 ?
39  Adulto Macho 64 <64 <64 <64 128 ?
40  Adulto Fémea <64 128 <64 <64 256 ?
41  Adulto Macho <64 64 <64 <64 256 R. bellii
42  Adulto Fémea 128 128 <64 64 256 ?
43  Adulto Fémea <64 256 <64 <64 128 ?
44 Adulto Fémea 64 512 <64 <64 512 ?
45  Adulto Fémea 64 256 128 <64 64 ?
46  Adulto Fémea 64 <64 <64 <64 256 R. bellii
47  Adulto Fémea 128 128 <64 64 256 ?
48  Adulto Fémea <64 <64 <64 <64 64 R. bellii
49  Adulto Fémea 128 128 64 <64 128 ?
50  Adulto Fémea 128 256 64 <64 256 ?
51  Adulto Fémea 64 128 <64 64 256 ?
52 Adulto Fémea <64 512 <64 <64 128 R. parkeri
53  Adulto Fémea 64 512 128 64 128 R. parkeri
54  Adulto Fémea <64 64 <64 <64 64 ?
55  Adulto Fémea 128 64 <64 128 128 ?

PAERH: Provavel Antigeno Envolvido em Reagdo Homologa.
(?): Néo foi possivel estabelecer um provavel antigeno.
(-): Néo apresentaram soro-reagao para nenhum antigeno.
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Os resultados dos hemogramas e dos exames bioquimicos realizados estao dispostos nas
tabelas 3 e 4. As comparagOes dos resultados das amostras ndo soro-reagentes em relagéo as
que apresentaram PAERH para R. bellii e R. parkeri nos ensaios sorologicos estdo expressas
nas tabelas 5 e 6. Ndo foram encontradas inclusbes intracitoplasmaticas caracteristicas de

hemoparasitoses em nenhum esfregaco sanguineo.

Tabela 3. Valores obtidos em eritrograma, valores absolutos de leucograma e plaquetas de capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) de vida livre do Distrito Federal.

Meédia + Desvio Padréo Valor minimo Valor maximo Mediana

Eritrograma

Volume globular (%) 379+31 30 44 38
Hemoglobina (g/dl) 11,85+2,7 7,0 18,9 11,5
Eritrdcitos (x 108/ pL) 3,008 1,8 6,8 2,8
VCM (fl) 131,4+£ 29,0 54,1 202,0 133,6
CHCM (g/dlI) 31,3+6,7 16,6 50,8 30,8
Leucograma
Leucdcitos totais (x 103/ pL) 7128 + 2233 2400 13900 6825
Basofilos (x 103/ L) 12,54 + 38,55 0 192 0
Mondcitos (x 103/ L) 854,8 +480,7 82 2349 817,5
Eosindfilos (x 103/ L) 1066 + 598,5 0 2500 907,5
Linfécitos (x 103/ pL) 1913 £ 974,9 81 4859 1852
Segmentados (x 103/ L) 3262 + 1583 1342 10147 2865
Plaquetas (x103/ pL) 201+58 96 324 191

VCM: Volume Corpuscular Médio;
CHCM: Hemoglobina Corpuscular Média.

Tabela 4. Valores obtidos na bioguimica sérica de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) de vida livre do Distrito Federal.

Meédia + Desvio Padrao Valor minimo Valor maximo Mediana

Bioquimicos

Alanina aminotransferase — ALT (UI/L) 54,9+ 23,5 13 99 57
Aspartato aminotransferase - AST (UI/L) 42,8+225 17 143 36
Gamma-glutamiltransferase — GGT (UI/L) 0,7+1,0 0 3 0
Fosfatase alcalina — FA (UI/L) 1435+ 99,2 33 418 110
Ureia (mg/dl) 35,1+29,5 14 237 31
Creatinina (mg/dl) 1,4+0.3 0,8 3,2 1,4
Proteina total (g/dI) 6,0+0,7 43 7,8 6,0
Albumina (g/dI) 2,7+0,6 1,4 41 2,9

Globulina (g/dl) 3,2+0,6 2,1 49 3,3
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Tabela 5. Comparacéo dos resultados obtidos nos hemogramas das capivaras de acordo com soro-reacdo e PAERH nos ensaios

soroldgicos.

Resultados de acordo com soro-reacdo e PAERH (Média + Desvio Padrao)

R. bellii (22) R. parkeri (02) N&o soro-reagentes (02)

Eritrograma
Volume globular (%) 37548 36,5+0,7 40,0+0,0
Hemoglobina (g/dl) 11,93+2,8 9,15+0,7 10,6 £1,1
Eritrdcitos (x 108/ L) 3,0+09 35+0,3 25+0,0
VCM (fl) 131,2 £29,34 103,8+ 11,34 160,7 £ 3,6
CHCM (g/dl) 31,75+6,8 259+26 265+28

Leucograma
Leucdcitos totais (x 103/ uL) 6883 + 2227 9700 + 2263 8750 + 3536
Basdfilos (x 103/ pL) 13,2+39,5 0 0
Mondcitos (x 103/ pL) 805,6 + 491 1277 +431,3 1223 +74,2
Eosindfilos (x 103/ pL) 1011 £582,1 1819 +624,4 1430 + 622,3
Linfdcitos (x 103/ uL) 1800 + 900 3523 + 1889 2713 +109,6
Segmentados (x 103/ L) 3183+ 1510 3082 + 682,4 3385+ 940
Plaquetas (x103/ L) 202 +59 188 + 45 212+70

VCM: Volume Corpuscular Médio;
CHCM: Hemoglobina Corpuscular Média.

Tabela 6. Comparagao dos resultados obtidos em exames bioquimicos de acordo com soro-rea¢éo e PAERH nos ensaios soroldgicos.

Resultados de acordo com soro-reacao e PAERH (Média + Desvio Padrao)

R. bellii (22) R. parkeri (02) N&o soro-reagentes (02)
Bioquimicos
Alanina aminotransferase — ALT (UI/L) 55,8 + 24,55 39,0 + 18,38 62,0 +11,31
Aspartato aminotransferase - AST (UI/L) 40,9+ 20,5 52,0+ 22,6 40,0+ 4,2
Gamma-glutamiltransferase — GGT (UI/L) 0,7+0,9 0 0
Fosfatase alcalina — FA (UI/L) 139,8+93,7 82,5+12,0 347,0+£100, 0
Ureia (mg/dl) 32,3+11,8 22,5+2,1 25,0+28
Creatinina (mg/dl) 1,4+04 15+0.2 1,2+0,0
Proteina total (g/dI) 6,0+0,7 54+0,0 58+0,0
Albumina (g/dI) 2,7+0,6 2,1+0,0 3,1+0,2

Globulina (g/dl) 32+06 33+0,0 27402




44

Foram retirados um total de 558 carrapatos do tecido cutaneo das capivaras infectadas.
Sendo 162 (89 machos, 34 fémeas e 39 ninfas) identificados como Amblyomma sculptum, e 387
(176 machos, 46 fémeas e 165 ninfas) como Amblyomma dubitatum. Também foram colhidas

nove larvas, identificadas como Amblyomma spp. (Tabela 7/ Figura 7).

Tabela 7. Quantidade de carrapatos total nas capivaras e utilizados nos ensaios de PCR de acordo com estagio, sexo
e classificacdo taxondmica.

Identificacdo Taxonémica

Sexo / Estagio Amblyomma sculptum Amblyomma dubitatum Amblyomma spp.
Total PCR Total PCR Total PCR
Larvas 9 1
Ninfas 39 12 165 46
Machos Adultos 89 77 176 33
Fémeas Adultas 34 33 46 29
Total 162 122 387 108 9 1

B Macho

B Fémea

Ninfas

Total

Figura 7. Relacdo em porcentagem da quantidade de carrapatos identificados por
espécie, sexo e estagio de desenvolvimento.

Arco externo: Amblyomma dubitatum
Arco interno: Amblyomma sculptum
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Entre os carrapatos amostrados, 231 (entre quatro e cinco por capivara) foram submetidos
a extracdo de DNA e posterior ensaio de PCR (Tabela 7), com os oligonucleotideos CS-62 e
CS-462 (Tabela 1), para a pesquisa de bactérias do género Rickettsia. Em dois carrapatos, a
reacdo de PCR amplificou o fragmento de DNA, na altura esperada de 401 pares de base (Figura
8). Portanto, dois carrapatos foram considerados infectados por patégenos do género e,
enviados ao sequenciamento genético para identificacdo da espécie. Esses resultados
demonstram que os carrapatos apresentaram uma taxa minima de infeccdo de 0,86% (2/231).
Resultados preliminares das analises do sequenciamento genético demonstraram que as
amostras positivas apresentam 99,9% de similaridade com sequencias depositadas no genbank
para R. parkeri.

Os dois carrapatos infectados foram identificados como uma ninfa e uma fémea da espécie
A. dubitatum e pertenciam, cada um, a duas capivaras fémeas adultas (n°43 e n°49), oriundas
do ponto de colheita localizado préximo ao Lago Paranoa (Figura 3). Em nenhuma das duas

capivaras foi possivel estabelecer um provavel antigeno (Tabela 2).

L CN 01 02 03 04 05 ’)6 07 08 09 10 11 12 CP

Figura 8. Resultados de PCR em gel de agarose a 2% para Rickettsia spp. em DNA extraido de
carrapatos, utilizando os oligonucleotideos CS-62/CS-462. Todas as amostras foram testadas em
duplicata.

Pocos 03 e 04: Fragmento de DNA amplificado em duplicata.

Pocos 01, 02, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 e 12: Amostras negativas na PCR.

L: Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Biorad®)

CP: Controle Positivo

CN: Controle Negativo

*pb: pares de base
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4. Discussao

De acordo com dados publicados pelo Ministério da Saude (Anexos 1 e 2), entre 0s anos de
2000 e 2019, s6 foram notificados trés casos e nenhum Obito de febre maculosa em seres
humanos no Distrito Federal, 0 que configura a regido como area nao endémica para a doenca.
No entanto, varios grupos de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) circulam livremente em
areas recreativas da capital do Brasil, como as regiGes que circundam o lago Paranoa e a
fundacéo Jardim Zooldgico de Brasilia, locais onde foram instalados os pontos de colheita de
amostras bioldgicas para o presente estudo. Aliado a isso, todos 0s anos séo reportados no meio
jornalistico casos de infestacfes de carrapatos em criangas e adultos que frequentam esses
locais. Esses casos vém sendo diretamente associados a presenca das capivaras e ainda ndo
foram publicados trabalhos que relatam a situacdo sanitaria dos animais da espécie na regido
(DFTV, 2017; MEDEIRQOS, 2018).

Os ensaios de PCR, com a utilizagdo dos oligonucleotideos CS-62 e CS-462, nao
amplificaram sequéncia de DNA ricketsial em nenhuma das amostras extraidas do sangue total
colhido das capivaras. A deteccdo de Rickettsia spp em tecido sanguineo de hospedeiros
vertebrados é considerada rara pela literatura. Isto decorre do fato de que as ricketsias tem as
células endoteliais como alvo primario e, ap6s 0 primeiro contato com o hospedeiro,
permanecem na circulacdo sanguinea por curtos periodos de tempo, migrando rapidamente para
os tecidos, resultando em concentracdes indetectaveis em ensaios moleculares a partir de
amostras sanguineas (LA SCOLA & RAOULT, 1997; HORTA et al., 2007; LEVIN;
SNELLGROVE; ZEMTSOVA, 2017).

Apesar de negativas na PCR, 96% das amostras das capivaras (Tabela 2) apresentaram soro-
reacao nos ensaios de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Cabe salientar que todas as espécies
de Rickettsia spp. compartilham antigenos de membrana em comum, que podem promover
reacao cruzada com anticorpos presentes no soro dos animais testados (LA SCOLA; RAOULT,
1997). Portanto, foi necessaria a diluicdo em titulagcbes mais altas para a deteccdo do possivel
antigeno envolvido na reacdo. Ainda em titulacGes mais altas, 53% das amostras apresentaram-
se soro-reagentes para varias espécies do género Rickettsia (R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii,
R. rhipicephali e R. amblyommatis) impossibilitando a detec¢do do PAERH.

Nas amostras das capivaras em que foi possivel a determinacdo do PAERH, os testes
soroldgicos apresentaram a R. belli (40%) e R. parkeri (3,6%) como principais PAERH (Figura
6). Esses resultados foram compativeis com o trabalho publicado por PACHECO et al. (2007),

gue demonstraram evidéncias soroldgicas de R. belli (68,5%) e R. parkeri (34,2%) em capivaras
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de regiGes ndo endémicas de Sdo Paulo. Além do diagnostico em A. dubitatum, também ja
foram reportadas evidéncias soroldgicas de bactérias das duas espécies encontradas em outras
espécies de animais domésticos como cées e cavalos no estado de S&o Paulo (HORTA et al.,
2004; LABRUNA et al., 2004; PACHECO et al., 2007). Vale ressaltar que o presente trabalho
é o primeiro relato de bactérias das espécies em capivaras da regido do Distrito Federal.

A maior deteccdo (40%) de antigeno para R. bellii (Figura 6), pode determinar essa espécie
como a provavel bactéria do género com maior circulagdo nas popula¢des da regido do Distrito
Federal. Em uma regido endémica de Sao Paulo, estudos sorolégicos realizados em 10 capivaras
demonstraram o antigeno para R. rickettsii como PAERH em 80% dos animais amostrados e
nos outros 20%, ndo foi possivel determinar a possivel espécie envolvida (COSTA et al.,2019).
Apesar de apresentar uma populagdo amostral consideravelmente menor, esses resultados
divergiram do presente estudo, que ndo apresentou nenhuma amostra com PAERH para R.
rickettsii, 0 que pode estar relacionado ao que configura o0 DF como area ndo endémica para
FMB.

Por outro lado, a R. parkeri, encontrada em 3,6% das capivaras amostradas na sorologia
(Tabela 2/ Figura 6) e nos dois carrapatos positivos na PCR, pertence ao grupo da febre
maculosa (GFM) e apresenta potencial patogénico para seres humanos (PADDOK et al., 2004;
VENZAL et al., 2004). No entanto, ainda nédo foi relatado nenhum caso de obito por infeccédo
relacionada a essa espécie, a qual € caracterizada por manifestacGes clinicas moderadas em
comparacdo as causadas pela R. rickettsii (PADDOCK, 2004; SILVEIRA et al., 2007).
Também ndo foram reportados casos de infecgdo patogénica por R. parkeri em humanos no
Brasil (HORTA et al., 2004; PACHECO et al., 2007). Vale ressaltar que no diagndéstico de
rotina para FMB em humanos, a maioria dos testes sorolégicos vém utilizando somente o
antigeno para R. rickettssii, 0 que pode estar ocultando casos de infeccdo por R. parkeri ou
outras espécies do género em humanos (SILVEIRA et al., 2007).

Em virtude da auséncia de valores hematologicos e bioquimicos de referéncia para a espécie
Hydrochoerus hydrochaeris estabelecidos na literatura, optou-se por comparar 0s valores
obtidos entre os animais soro-reagentes e ndo soro-reagentes. O baixo nimero de amostras que
apresentaram PAERH para R. parkeri e aquelas ndo soro-reagentes (Tabela 2), impossibilitou
a realizacdo de uma analise estatistica comparativa, porém aparentemente ndo foi observada
diferenga significativa entre os valores hematolégicos e bioquimicos dos grupos de animais de
acordo com a sorologia (Tabelas 5 e 6). As alteracfes laboratoriais caracteristicas das
Rickettsioses observadas em humanos e cobaias geralmente sdo inespecificas, e podem se

apresentar como anemia moderada, trombocitopenia e leucopenia suave, além de hiponatremia
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e possiveis alteracOes de enzimas renais e hepaticas (PAROLA et al., 2005). Vale ressaltar que
a formacdo de anticorpos contra bactérias do género estd diretamente associada ao contato
prévio com os agentes em questdo. N&o € possivel afirmar o momento em que a infec¢éo foi
instalada, nem se houve completa recuperacgdo fisioldgica nos animais. S80 necessarios mais
estudos que estabelecam parametros de referéncia para a espécie.

Os dados soroldgicos do presente estudo, com 40% da populacéo de capivaras amostradas
apresentando provavel producdo de anticorpos para R. bellii e 3,6% para R. parkeri (Tabela 2/
Figura 6), indicam o contato desses animais com vetores artropodes que possivelmente
transmitiram bactérias das duas espécies. Dois carrapatos foram positivos na PCR para pesquisa
do género Rickettsia, com a utilizacdo dos oligonucleotideos CS-62 e CS-462, caracterizando
uma taxa de infeccdo minima de 0,86%. Ambos foram identificados como A. dubitatum, sendo
uma ninfa e uma fémea adulta. A determinacdo prévia da R. parkeri como espécie infectante
desses artropodes pode confirmar a espécie como circulante na populacdo amostrada. Esse
achado pode indicar a possibilidade de ocorréncia de casos de febre maculosa em humanos na
regido de estudo, uma vez que a R. parkeri é considerada um agente patogénico do GFM
(PADDOK et al., 2004; VENZAL et al., 2004).

A taxa de infeccdo minima dos carrapatos de 0,86% para R. parkeri é compativel com as
descritas na literatura para R. rickettsii em A. sculptum (de 0,05% a 1,28%). Nesses casos, as
baixas taxas de infeccdo estdo relacionadas a menor performance reprodutiva de fémeas de A.
sculptum infectadas por R. rickettssii, em comparacdo as fémeas ndo infectadas, o que torna
fundamental o papel do hospedeiro amplificador para a manutencdo da bactéria nas populagdes
(COSTA et al., 2019). Os resultados dos testes soroldgicos demonstrando amostras com
PAERH para R. parkeri, associados aos achados de bactérias da mesma espécie em A.
dubitatum podem definir a capivara como possivel hospedeiro amplificador para R. parkeri. No
entanto, sdo necessarios maiores estudos que esclarecam a relacdo da R. parkeri com carrapatos
da espécie A. dubitatum, bem como o papel desses artropodes e das capivaras na manutencédo
da bactéria.

As espécies A. sculptum e A. dubitatum de carrapatos encontradas nos animais capturados
no estudo, sdo compativeis com artigos publicados por Labruna et al. (2007) e Brites-Neto
(2018), que relatam coinfestacdo e caracterizam a capivara como hospedeiro primario de
artropodes das duas espécies. Ambos também podem eventualmente parasitar humanos e outras
espécies de animais, 0 que contribui para a circulagdo de possiveis Rickettsioses em diferentes
populacGes de espécies, incluindo os seres humanos ( LABRUNA et al., 2007; BRITES-NETO
etal., 2018?) .
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A classificacdo taxondmica dos carrapatos colhidos no presente estudo identificou uma
quantidade evidentemente maior de artropodes da espécie A. dubitatum (69%) (Tabela 7/ Figura
7). Essa espécie ja foi reportada em regides do centro-oeste e vem sendo bastante associada a
bactéria R. bellii (BRITES-NETO et al., 2018b; SAKAI et al., 2014; SANGIONI et al., 2005;
SPONCHIADO et al., 2015). Pacheco et al., (2009) amostraram populacgdes de A. dubitatum
de 16 municipios de Séo Paulo e, dez municipios (62,5%) apresentaram carrapatos dessa
espécie infectados por R. bellii, com uma taxa de infec¢do variando entre 6.1% a 44,9%. Outra
pesquisa de patdgenos do género Rickettssia em A. dubitatum relatou o diagnostico de R. bellii
em 40% e R. parkeri em 7,5% da populacdo amostrada (LABRUNA et al., 2004). Apesar
desses dados se apresentarem distintos a taxa de infec¢do de R. parkeri encontrada no presente
estudo (0,86%), os resultados sorologicos, que demonstraram 40% das amostras com PAERH
para R. belli e 3,6% para R. parkeri. indicam o envolvimento dos carrapatos da espécie A.
dubitatum na transmisséo dessas bacterias.

A maior expressao de amostras soro-reagentes com PAERH para R. bellii, além das
amostras positivas para R. parkeri, pode estar associada a0 maior numero de carrapatos da
espécie A. dubitatum encontrado no presente trabalho. Diferente da R. parkeri, apesar de ser
uma espécie associada a carrapatos, a R. belli ndo apresenta caracteristicas patogénicas
(SANGIONI et al., 2005; SAKAI et al., 2014; BRITES-NETO et al., 2018b;). Na tentativa de
avaliar o possivel papel do A. dubitatum na manutencdo da R. rickettsii, Sakai et al., (2014)
realizaram infeccdes experimentais em carrapatos da espécie, naturalmente infectados por R.
bellii, e avaliaram as possibilidades de transmissdo transestadial e transovariana das bactérias.
Somente 50% dos carrapatos infectados conseguiram perpetuar a transmissao transestadial da
R. rickettsii.

Provavelmente, populagdes solitarias ou majoritarias de A. dubitatum podem ser incapazes
de sustentar infeccGes de R. rickettsii por geracdes consecutivas. Além disso, engquanto o
processo de transmissdo transovariana da mesma bactéria foi ineficiente em todos os carrapatos
testados, 100% dos mesmos carrapatos desempenharam transmissdo transovariana para R.
bellii. Reforcando que a infeccdo primaria de uma espécie de Rickettsia pode impossibilitar a
transmissdo transovariana de uma segunda espécie, 0 que suprime ou anula essa espécie da
populacdo de carrapatos (MACALUSO et al., 2002; SAKAI et al., 2014). A associacdo desses
trabalhos com os resultados obtidos no presente estudo pode sugerir a supressao de bactérias da
espécie R. rickettsii pela R. bellii nas populag¢6es do Distrito Federal.

No presente estudo, foi encontrada uma gquantidade menor de carrapatos classificados como

A. sculptum (29%) (Tabela 7/ Figura 7). A espécie A. sculptum esta diretamente associada a
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disseminacdo da R. rickettsii, bactéria causadora da febre maculosa, sendo considerado o
principal vetor da bactéria no Brasil (BRITES-NETO et al., 2018b; COSTA et al., 2019).
Estudos anteriores também sugerem que a ocorréncia de outras espécies de Rickettsia em
populagdes de A. sculptum podem suprimir de forma significativa as taxas de infec¢do dos
carrapatos por R. rickettsii (SANGIONI et al., 2005). Esses dados, associados as evidéncias
soroldgicas e a menor expressdo de carrapatos da espécie, em relagdo a A. dubitatum, no
presente trabalho também pode estar relacionado ao que configura o DF como area nédo
endémica para FMB. No entanto, os achados de R. parkeri em A. dubitatum também podem

configurar essa espécie de carrapato como possivel vetor para febre maculosa em humanos.

5. Conclusao

As capivaras no DF ndo apresentaram riquetsemia, mas 96,3% das amostras apresentaram
titulacbes de anticorpos para o género Rickettsia, sem alteracOes laboratoriais. A maior parte
demonstrou PAERH para R. bellii (40%) e duas (3,6%) para R. parkeri. A maioria dos
carrapatos colhidos foram identificados como A. dubitatum (69%) e, dois carrapatos dessa
espécie, foram positivos na PCR com sequenciamento revelando similaridade para R. parkeri,
0 que representou uma taxa de infeccdo minima de 0,86%. A pesquisa sugere uma maior
expressdo da R. bellii nas populacfes de capivaras da regido do Distrito-Federal. Apesar dos
achados de R. parkeri apontarem a possibilidade de ocorréncia de casos de febre maculosa em

humanos, ndo ha endemia de FMB no DF.
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ANEXOS

Anexo A — Casos confirmados de Febre Maculosa no Brasil.

Casos confirmados de febre maculosa. Brasil, Grandes Regides e Unidades Federadas. 2000 a 2019*
Fonte: Sinan - atualizado em 13/06/2019
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Anexo B — Obitos confirmados febre maculosa no Brasil.

Obitos de febre maculosa. Brasil, Grandes Regies e Unidades Federadas. 2000-2019*
Fonte: Sinan - atualizado em 13/06/2019
*Dados sujeitos a revisdo
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Anexo C- Diretrizes do IBAMA para controle de capivaras e FMB.

1. Introducéo

O controle da capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) tem requerido o empenho do Ibama por
tratar-se de espécie potencialmente causadora de dano agricola e hospedeira primaria dos carrapatos
Amblyomma cajennense e Amblyomma dubitatum, transmissores da Febre Maculosa Brasileira (FMB).

As duas espécies de carrapatos sdo 0s principais vetores da doenga nos municipios do Estado de
Séo
Paulo mais afetados, localizados na regido de Campinas e pertencentes as bacias hidrograficas dos rios
Piracicaba, Capivari e Jundiai. Nestes municipios, percebe-se maior presenca da capivara nas areas
urbanas, embora nenhum estudo tenha esclarecido, ainda, se esta situacdo resulta de fato de um
crescimento populacional, ou de alteragdes no padréo de distribuicdo e abundancia. Possivelmente as
perturbacOes na dinamica populacional da espécie estdo relacionadas as fortes pressdes antropicas que
resultaram em mudancas drasticas nas paisagens originais dessas bacias e no desaparecimento dos
predadores naturais.

Quaisquer que sejam as razGes para a maior ocorréncia da capivara em areas urbanas, esta
situacdo proporciona um aumento do grau de exposicdo das comunidades humanas a Febre Maculosa.
Embora nédo tenha sido totalmente esclarecido, ainda, se e como a capivara contribui para a manutencao
da bactéria Rickettsi rickettsii no ambiente, seu papel de hospedeiro primario dos vetores justifica, em
algumas situacdes, o desenvolvimento de medidas voltadas a reducdo dos seus niveis populacionais.

Durante os anos de 2005 e 2006, diversos encontros foram mantidos entre o Ibama SP e a Sucen
de Campinas para a definicdo de diretrizes de combate a Febre Maculosa. Nestas oportunidades, o Ibama
contribuiu esclarecendo os aspectos técnicos relacionados ao manejo da capivara.

Nos encontros, ressaltou-se a importancia do tratamento inter-setorial e interinstitucional da
Febre Maculosa dada a multiplicidade de fatores que concorrem para a sua manifestacdo e, portanto, das
possibilidades de acdo para a prevencdo e o controle, todas igualmente importantes. Estas acbes devem
englobar, além do controle da capivara:

* 0 controle das condi¢bes ambientais que favorecem a proliferacdo dos vetores;

* 0 controle sanitario dos outros hospedeiros com igual importancia na difuséo de carrapatos,
particularmente os equideos e os canideos;

* 0 esclarecimento da populagéo sobre a doenga;
* acapacitacdo dos centros de saude para o tratamento tempestivo da doenca;

* 0 aumento dos conhecimentos sobre 0s aspectos ainda ndo esclarecidos do ciclo da FMB.
A reducdo dos niveis populacionais da capivara devera ser inserida, portanto, no contexto mais
amplo do combate 8 FMB, aliada a todas as outras medidas necessarias a prevencéo e controle da doenga.

As diretrizes ora propostas se pautam nas decisGes tomadas na reunido realizada em 22/03/06
no CAO - UMA do Ministério Publico Estadual de Sdo Paulo e incorporam o “Plano de agdes para o
controle da Febre Maculosa Brasileira em &reas com presenca de capivaras”, proposto pela
Superintendéncia Estadual de Controle de Endemias - SUCEN. As diretrizes apontam para a¢des
diferenciadas nas areas de alerta e de risco da FMB, de maneira a atender as particularidades de cada
situacdo e a legislacdo ambiental que versa sobre o tema.
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2. Aspectos bioldgicos e ecoldgicos da capivara

A capivara é um grande roedor, tipico da fauna tropical. Grandes grupos de capivaras ocorrem
em todos os paises da América Tropical, exceto no Chile. No Brasil, grandes populacfes de capivaras
ocorrem no Pantanal, na ilha de Marajé e nos estados de S&o Paulo e do Rio Grande do Sul.

E um herbivoro generalista que se alimenta de gramineas e de vegetacio aquatica, mas que se
adapta facilmente a diversos produtos agricolas, como milho, cana-de-agucar, arroz e outros. Essa
caracteristica confere ao animal grande capacidade de adaptagcdo a ambientes alterados pelo homem,
como areas urbanas e agricolas. Ndo por acaso a maior incidéncia de danos agricolas relacionados a
espécie, segundo reclamagdes que chegam a essa Divisdo de Fauna do Ibama, é observada na regido de
Ribeirdo Preto, area de grande concentragdo de culturas de cana-de-acucar, representando cerca de 14%
das unidades produtoras do pais.

Normalmente, o habitat da capivara — local ocupado pela espécie que contém 0s recursos
necessarios (alimento, dgua e abrigo) para sua sobrevivéncia — compreende um corpo d’adgua, campo ou
pasto e uma area com vegetacdo arbustiva. A agua é utilizada para as atividades de reproducao,
termorregulacdo e fuga dos predadores; o campo ou pasto € usado para a alimentacdo (forrageio); e a
vegetacdo arbustiva para abrigo e paricdo dos filhotes.

O desmatamento ou a substituicdo das matas ciliares para a implantacdo de areas abertas
constituidas por gramados, pastagens e culturas agricolas proximos aos corpos d’agua, proporciona a
formacdo de ambientes propicios a ocorréncia e ao aumento da populagéo de capivaras. Ferraz (2007),
em pesquisa realizada em agroecossistemas localizados na Bacia Hidrogréfica do Rio Piracicaba, mostra
haver forte correlacdo entre estes ambientes e a presenca de capivaras. Estudos desenvolvidos na
Venezuela, por outro lado, mostram que a demografia da espécie em areas abertas como as de savanas
(Ihanos venezuelanos) na estacdo da seca, quando os recursos alimentares e 0s niveis populacionais sdo
0s mais baixos, assemelha-se a demografia observada nas areas florestais.

A presenca de areas abertas nas margens de rios, acudes e represas é uma condicao ideal para a
ocorréncia da capivara; esta condicdo é freqlientemente encontrada nas areas urbanas, particularmente
nos parques publicos, clubes e condominios horizontais. Nestes locais, as capivaras sao maiormente
favorecidas por se encontrarem protegidas da caca furtiva e distantes dos seus predadores naturais.

Caracteristicas relacionadas a biologia da espécie, como alta taxa reprodutiva e grande
capacidade de dispersdo e colonizacéo, possibilitam, & capivara, ocupar rapidamente fragmentos de
habitat proximos, deslocando-se preferencialmente pela dgua, mesmo em &reas com altos indices de
urbanizacdo. A dispersdo é facilitada pela existéncia da rede hidrica, que conecta os habitats ainda
disponiveis. No Municipio de Sdo Paulo, observa-se a ocorréncia de capivaras inclusive em areas com
elevados indices de urbanizacéo, onde o habitat disponivel restringe-se a pequenas porgdes de territorio
as margens de colegdes hidricas, como ocorre no Canal do Rio Pinheiros e seus afluentes.

Além da destruicdo em larga escala das matas ciliares nas bacias hidrograficas hoje afetadas por
desequilibrios na populag&o de capivaras, chama a atengdo a profunda modificacao operada pelo homem
nos recursos hidricos existentes, quer seja pelo desvio de cursos d’agua ou canalizagdo de rios e corregos,
quer seja pelas numerosas obras de barramento para formacéo de lagoas ou reservatorios, freqlentes
vezes realizadas apenas por razdes estéticas ou paisagisticas. E possivel que tais modificacdes tenham
impacto significativo sobre a dindmica populacional da capivara dada a estreita relacdo da espécie com
0 recurso hidrico.
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3. Diretrizes

3.1. Justificativas

O aumento de casos de FMB associados a presenca de capivaras (dados da Sucen) justifica o
estabelecimento de diretrizes para a reducdo dos niveis populacionais da espécie nas micro-bacias
afetadas.

Neste contexto, as alternativas técnicas para a reducdo da populacdo de capivaras devem ser
planejadas de maneira a intervir nas causas do aparente desequilibrio populacional da capivara mas, ao
mesmo tempo, evitar que a¢fes de manejo inadequadas possam agravar o risco de transmissao da FMB.

O Ibama mantém atividades voltadas manejo da capivara desde a década de 1990. Em diversas
ocasifes essa autarquia autorizou a retirada de capivaras de areas com ocorréncia da Febre Maculosa,
principalmente em municipios localizados na regido de Campinas. Os resultados dessas a¢des, porém,
ndo foram promissores e apenas corroboram 0s conhecimentos existentes sobre 0s aspectos biol6gicos
e ecoldgicos da capivara:

* a baixa eficiéncia do método de captura (atracdo através de cevas e aprisionamento em
bretes ou currais) e a conectividade geralmente existente entre os diversos fragmentos de
habitat, estabelecida pelas colecbes hidricas, o que possibilita a reintroducdo, impedem a
realizagdo de retiradas totais;

* as retiradas parciais possibilitam, além da entrada de outros grupos na area em questdo, o
crescimento da populacdo remanescente através do aumento da taxa de natalidade, dada a
maior disponibilidade de recursos e consequente reducao de competi¢do entre os individuos;

* 0 crescimento da populacdo de capivaras e a reintroducdo poderdo ocasionar 0 aumento do
nlimero de animais susceptiveis a Rickettsia rickettsii, se esta estiver presente no ambiente,
e consequientemente 0 aumento do risco de contaminagdo de carrapatos.

Entende-se, portanto, que as capturas parciais, pelos meios hoje possiveis (cevas em bretes), ndo
sdo eficientes para a reducdo dos niveis populacionais da capivara e, ainda, podem aumentar o risco de
transmissdo da FMB. Por esta razdo recomenda-se que sejam adotadas, prioritariamente, alternativas
voltadas ao controle populacional através da adequacdo ambiental e/ou 0 manejo do habitat.

A retirada dos animais devera limitar-se as areas de risco da FMB nas situagdes em que for possivel
adotar alternativas técnicas que impegam a re-introducédo e o surgimento de condigdes que podem
implicar em novos incrementos populacionais.

3.2. Medidas recomendadas para a reducéo dos niveis populacionais da
capivara

3.2.1. Adequacdo ambiental

Compreendem as medidas voltadas ao controle e prevencdo dos graves desequilibrios
ambientais que podem alterar a dindmica populacional da capivara. Tais medidas, cuja aplicacéo
depende de uma acéo eficaz do Poder Publico, decorrem, em larga escala, da legislacdo que regulamenta
o uso das Areas de Preservacido Permanente e podem ser atreladas a trés diretrizes bésicas:

* intensificacdo das agBes de controle e fiscalizacdo no que diz respeito as ocupacdes
irregulares das Areas de Preservagdo Permanente dos corpos d’agua.
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* Fomento aos programas de restauragdo das matas ciliares. Neste sentido, destaca-se a
importancia do “Projeto de Recuperacdo de Matas Ciliares”, elaborado pela Secretaria
Estadual do Meio Ambiente (SMA), em andamento desde o segundo semestre de 2005. O
projeto prevé a realizacdo de pilotos em 15 micro-bacias de 5 Unidades de Gerenciamento
de Recursos Hidricos (UGRH), incluindo a UGRH Piracicaba/Capivari/Jundiai, em que se
localizam os municipios mais afetados pela Febre Maculosa.

* Reavaliacdo dos critérios para o licenciamento de empreendimentos em &reas de mananciais
e de emissdo de outorgas para a formacao de lagoas e reservatdrios artificiais, de maneira a
considerar a fragmentacdo das matas ciliares e os possiveis desequilibrios da fauna.

A aplicagéo rigorosa da legislacio que versa sobre as Areas de Preservacdo Permanente e de
novos critérios para a emissao das licencas ambientais pode contribuir, em médio e longo prazo, para a
reducdo efetiva dos niveis populacionais da capivara.

Ainda que o escopo precipuo do presente trabalho seja o de definir posturas recomendadas para
a reducdo dos niveis populacionais da capivara, salienta-se a importancia das trés diretrizes para a
preservacao e conservacdo dos ecossistemas associados as cole¢des hidricas, como as areas de varzea e
as matas ciliares, fundamentais para a manutencao da quantidade e da qualidade das aguas.

3.2.2. Manejo do habitat

O manejo do habitat, de abrangéncia menor que a adequacdo ambiental, consiste em
modificacdes do ambiente que visam seu enriquecimento ou sua adequacao a situagdes de interesse. No
caso da capivara, 0 manejo do habitat deve centrar-se na manipulacdo da quantidade e da distribuicdo
dos recursos necessarios e limitantes a ocorréncia da espécie, como alimento, dgua e espaco.

Através da manipulacdo do habitat pode-se reduzir a capacidade de suporte para 0s grupos de
capivaras residentes em determinada area, fazendo com que a populacao passe a flutuar em densidades
menores as existentes. O manejo do habitat pode implicar em recuperacdo da mata ciliar, retirada de um
item alimentar ou na colocacdo de barreiras fisicas (p.ex.,cercas vivas, alambrados etc.) limitando o
acesso dos animais a um determinado recurso.

O estabelecimento de um programa voltado ao manejo do habitat ndo pode prescindir de um
estudo preliminar e de um diagnéstico da populacéo de capivaras e do ambiente, que devera ser realizado
por técnicos especialistas no assunto.

Por implicar necessariamente em intervengdes nas Areas de Preservacdo Permanente, uma vez
que o habitat da capivara inclui as cole¢des hidricas, sua execugdo devera ser antecedida pela autorizagéo
dos érgdos ambientais competentes.

No quadro abaixo estdo resumidas as etapas imprescindiveis para 0 manejo do habitat:

Diagnostico da capivara e do ambiente

Monitoramento populacional

Etapas para o manejo do | Definicdo das intervencfes necessarias
habitat

Obtencé&o das licengas ambientais

Execucdo do manejo e prosseguimento do monitoramento
populacional

E importante salientar que, dada a participacdo da capivara no ciclo da FMB, as decisdes a
respeito do manejo do habitat deverdo ser tomadas ouvindo-se especialistas da area sanitaria.
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3.2.3. Medidas para as areas de risco da Febre Maculosa Brasileira

Nas areas de risco sera autorizada pelo Ibama a retirada de capivaras desde que se tratar de
grupos que possam ser isolados das areas do entorno através da instalacdo de barreiras fisicas. O
isolamento é necessario para impedir a re-introducéo de animais nas areas objeto de manejo.

As medidas para as areas de risco encontram-se resumidas no quadro abaixo:

Diagnostico populacional da capivara e caracterizagdo do
ambiente na area afetada e no entorno

i . Isolamento das areas em que serdo realizadas as capturas
Areas de risco

Retirada e abate sanitario dos animais

Monitoramento populacional

A. Diagnostico da capivara e caracterizacdo do ambiente

O diagnostico populacional da capivara e a caracterizacdo do ambiente subsidiardo o processo
de tomada de decisdes: onde retirar capivaras, onde localizar os bretes para a captura e como realizar o
isolamento das areas em que serao realizadas as capturas.

O diagnéstico, a ser realizado por técnicos com experiéncia no assunto, devera compreender as
seguintes etapas:

A) levantamento da populacédo de capivaras, que consiste na localizacdo e mapeamento dos
grupos de animais e na estimativa do seu tamanho populacional.

B) Levantamento da area utilizada pelos animais através da localizag¢do dos vestigios como
fezes, pegadas, carreiros ou trilhas.

C) Caracterizacdo do ambiente observando-se os principais aspectos como uso do solo,
vegetacdo e recursos hidricos existentes ou rede de drenagem.

As diretrizes técnicas para a realizacdo do levantamento da populacdo de capivaras e da area utilizada
ja foram elaboradas pelo Ibama e serdo repassadas aos 6rgdos municipais sempre gue necessario.

B. Isolamento das areas de risco

Naturalmente, grupos de capivaras raramente se encontram isolados, uma vez que,
possivelmente, derivam de grupos localizados em areas préximas dos quais se dispersaram para formar
novas familias. A dispersao e a colonizacdo de novos ambientes séo facilitadas pelo habito de deslocar-
se principalmente pelos corpos d’agua, os quais conectam os diversos fragmentos de habitats localizados
na mesma micro-bacia. Portanto, para a remogao total das capivaras, sera necessario realizar adequagoes
no ambiente, através de barreiras fisicas de maneira a impedir que haja re-introdugdo, quer seja pelas
margens, quer seja pela agua.

O isolamento das areas para a realizagdo do manejo da capivara podera implicar na instalagéo
de cercas em Areas de Preservagdo Permanente e grades em cursos d’agua e, portanto, ndo podera
prescindir de uma avaliacdo dos impactos que podem resultar deste tipo de intervencdo. Dentre outros,
destacamos:

* impedir o fluxo da Fauna de uma forma geral;

» dificultar o escoamento da 4gua, com provavel impacto negativo sobre as areas localizadas
a montante, aumentado os riscos de alagamentos principalmente nas épocas chuvosas;
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» favorecer processos de assoreamento e formacao de ambientes Iénticos, com conseqlientes
alteragBes nas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas da &gua.

O isolamento devera ser realizado, portanto, nas situacdes em que 0s riscos decorrentes sejam
aceitaveis se comparados ao risco de ocorréncia da Febre Maculosa. Sabe-se que em algumas areas de
risco, como beira de rios ou cOrregos, o isolamento ndo serd exeqlivel. Em tais areas, a reducdo dos
niveis populacionais da capivara devera ser alcangada com utilizagdo de técnicas de manejo do habitat
ou adequacao ambiental.

Os interessados deverdo apresentar o projeto técnico relativo ao isolamento da area ao DEPRN,
sempre que implicar em intervencido em Area de Preservacio Permanente e instalagdo de barreiras em
colecdes hidricas. A manifestacdo do 6rgdo ambiental estadual serd parte integrante do processo de
autorizacdo do manejo da capivara por parte da Superintendéncia do Ibama no Estado de Sao Paulo.

C. Destinagéo dos animais retirados

Os animais retirados das areas de risco deverdo ser abatidos, ndo sendo recomendada nenhuma
outra destinacdo, como criadouros ou translocacdo. Esta conduta, recomendada pela Sucen e por
especialistas da &rea médico-veterinaria, baseia-se no reconhecimento de que os tratamentos com
carrapaticidas ndo sdo eficazes a ponto de eliminar todos os carrapatos encontrados no hospedeiro. O
abate visa impedir que carrapatos eventualmente infectados sejam transportados de uma area a outra,
contribuindo para a difusdo da Febre Maculosa para outras areas do estado.

D. Monitoramento populacional

O monitoramento populacional consiste no acompanhamento dos grupos de capivaras ao longo
do tempo e permite observar as flutuaces da populacdo e detectar crescimento, reducdo ou estabilizacdo
populacional.

Em algumas situagBes, a retirada total de capivaras podera implicar em tempos relativamente
longos, por isso é recomendavel a realiza¢cdo do monitoramento para detectar possiveis crescimentos
populacionais em decorréncia das capturas. As informacdes obtidas a partir do monitoramento deverdo
ser utilizadas como instrumento para avaliar a eficiéncia das campanhas de captura e indicar a
necessidade, ou nao, de alteracGes nos programas estabelecidos.

3.3. Implementacéo das diretrizes

As diretrizes propostas no presente trabalho serdo recomendadas aos 6rgdos municipais para que
sejam incorporadas em seus planos de controle da FMB. Nesta perspectiva, recomenda-se que as
decisdes referentes as areas de risco sejam tomadas no interior de grupos municipais inter-setorias
convocados para esta finalidade precipua.

Os grupos inter-setoriais poderdo avaliar, entre outros, 0s seguintes aspectos:

* areas de risco passiveis de isolamento;
* cronogramas para a execucao das obras de isolamento;
* diretrizes para 0 manejo do habitat;

* medidas para o controle dos carrapatos e manejo dos outros hospedeiros, conforme
preconizado pela SUCEN.

Competéncias quanto as pessoas fisicas e/ou juridicas que deverdo executar as a¢des definidas.
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3.4. Legislacdo pertinente

Lei 5.197 de 03 de Janeiro de 1967 — Codigo da Fauna

Lei 9605 de 12 de Fevereiro de 1998 e Decreto 3.179 de 21 de Setembro de 1999 — Lei de
Crimes Ambientais e Decreto regulamentador

Lei 4.771 de 15 de Setembro de 1965 — Codigo Florestal
Resolucdo Conama 302 de 20 de Margo de 2002
Resolucdo Conama 303 de 20 de Margo de 2002
Resolucdo Conama 369 de 28 de Margo de 2006

Constituicdo do Estado de Séo Paulo
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Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biolégicas
Comiss3o de Etica na Uso Animal

Brasilia, 27 de marco de 2019.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “ESTUDO DA CONDIGAO DE SANIDADE DE CAPIVARAS (HYDROCHOERUS HYDROCHAERIS) ORIUNDAS DO
DISTRITO FEDERAL E ENTORNO”. Protocolo n.2 20/2019, sob responsabilidade da Professora Giane Regina Paludo foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizacdo
de: Hydrochoerus hydrochaeris (100). A presente aprovacao € valida pelo periodo de: 01/03/201% a 29/02/2020.

Prof. Dr. Céssio josé da Siiva
Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe & avaliagao ética do projeto supracitado e ndo substitui outras licengas e permissdes que porventura se fagcam necessérias.
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Anexo E- Protocolo de extracdo de DNA dos carrapatos pelo método de Isotiocianato de
Guanidina e fenol cloroférmio.

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE CARRAPATOS — GT

1) Colocar um carrapato em cada eppendorf identificado
a. Fémeas ingurgitadas — Cortar, usar somente o capitulo (terco anterior) para
evitar 0 maximo de contamina¢do com sangue
b. Larvas — Nunca usar vérias larvas de diferentes origens. Geralmente s6 junta as
encontradas no mesmo bolo
2) Adicionar em cada eppendorf 150 pL de PBS
3) Triturar os carrapatos com ponteira queimada
4) Homogeneizar no vortex por 10 segundos
5) Spin por 6-7 segundos
6) Adicionar 450 uL de GT em cada microtubo
a. ATENCAO: UTILIZAR A CAPELA DE FLUXO LAMINAR
b. Manter o GT na geladeira
7) Colocar no banho maria a 37°C e deixar incubando por 10 minutos, com vértex a cada
2,5 minutos, agitando por 10 segundos
8) Spin de 6 segundos na centrifuga
9) Acrescentar 100 pL de cloroférmio em cada microtubo
a. ATENCAO: UTILIZAR A CAPELA DE FLUXO LAMINAR
10) Vértex por 10 segundos e deixar descansando por 2 minutos
11) Centrifugar os tubos a 12.000 rpm por 5 minutos
a. Na centrifuga, lembrar de colocar a dobra da tampa do eppendorf para cima para
facilitar a identificacdo do local do pellet
b. Identificar um novo microtubo para cada amostra
12) Obtencdo de 2 fases no eppendorf
13) Recuperar 400 pL da fase aquosa (transparente) colocando-a no novo microtubo
identificado e desprezar o microtubo com a fase restante (azul);
a. NAO PUXAR O CORANTE (FASE AZUL). INIBIDOR DE PCR
b. Pode-se puxar até 400 pL, mas menos que isso ndo tem problema
14) Colocar em cada microtubo 600 pL de isopropanol 100% (para solubilizar)
a. ATENCAO: UTILIZAR A CAPELA DE FLUXO LAMINAR
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15) Deixar no freezer a -20°C por no minimo 2 horas, podendo ficar overnight ou tempo

indeterminado
16) Centrifugar 12000 rcf — 15 min —4°C
17) Desprezar o sobrenadante

a. Técnica do papel —um papel para cada tubo

18) Adicionar 800 pL de etanol & 70% em cada microtubo
19) Centrifugar a 12000 rcf - 5 minutos - 4 °C
20) Desprezar o sobrenadante

21) Secar o pellet a 56°C no banho maria por 30 minutos, com o tubo aberto até secar

22) Ressuspender o pellet com PBS

a.
b.
C.
d.

30 a 60 pL de acordo com os testes a serem efetuados
Carrapato inteiro: 60 pL

Pernas e larvar: 30 pL

Ninfas: 15 puL

23) Vortex por 6 segundos.



