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RESUMO

GOMES, Gabriel Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.
CONDICIONANTES AMBIENTAIS DA INFECCAO DE CARRAPATOS,
AMBLYOMMA SPP. (ACARI: IXODIDAE) POR RICKETTSIA SPP.
(RICKETTSIALES: RICKETTSIAE). Orientador: Claudio Lisias Mafra de Siqueira.

Patogenos transmitidos principalmente por seus hospedeiros invertebrados
carrapatos, as bactérias do género Rickettsia podem ocasionar doengas de alta
letalidade em homens e animais. Buscando esclarecer por que alguns carrapatos do
género Amblyomma sao infectados por Rickettsia e outros nao, avaliamos os
condicionantes ambientais desta infeccdo. Testamos as hipdteses de que a
ocorréncia de infeccdo se correlaciona com condigbes climaticas mensais
(temperatura e umidade) e disponibilidade de hospedeiros, e que os condicionantes
desta infecgdo diferem entre os estadios de desenvolvimento desses. Foram
realizadas coletas mensais de carrapatos, ao longo de um ano, em 15 locais,
distantes, pelo menos, 50m entre si, numa area de 1km?. Os carrapatos coletados
foram separados de acordo com o estadio de desenvolvimento, larvas, ninfas e
adultos, gerando um total de 540 amostras, sendo 180 para cada estadio. A seguir
as amostras foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
Tempo Real, para investigagdo da presenca de infecgao por organismos do género
Ricketsia. Para avaliar os condicionantes ambientais da infeccdo, foram realizadas
analises logisticas binarias, considerando a ocorréncia da infecgdo como variavel
resposta. Foram ajustadtas as regressdes lineares multiplas, usando modelos
lineares generalizados mistos, com erros binomiais e interceptos aleatérios. Para
avaliar a auto-correlagéo temporal decorrente, foi incluida nos modelos a sequéncia
de amostragens como medidas repetidas. A significancia dos termos explicativos foi
avaliada por delegdo, a partir de modelo completo sem interagdes, ajustando-se
modelos diferentes para cada estadio do hospedeiro. Para descrever a variagao
sazonal da abundancia de hospedeiros, foram utilizadas regressdes semi-
parameétricas, com numero de individuos como variavel resposta, ajustando-se
modelos aditivos generalizados (GAMs) com distribuicdo Poisson. Verificou-se que a
infecgao das larvas diminuiu com o aumento da temperatura (x2= 10,5; P = 0,001),
enquanto a infecgdo de ninfas (x*= 5,3; P = 0,02) e adultos (x*= 5,4; P = 0,02)
aumentou quando do aumento desta variavel climatica. Nao se verificou umidade e
abundancia dos hospedeiros afetando a ocorréncia de infeccdo por Rickettsia (x° <
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2,6; P > 0,1). Avaliando-se a sazonalidade dos carrapatos na regido estudo,
verificou-se maxima abundancia de larvas no inverno (junho a agosto), diminuindo
no verao (novembro a fevereiro), com as ninfas apresentando maxima abundancia
na primavera (setembro e outubro). Nao foi possivel verificar a variagdo sazonal em
adultos. Associando-se os achados, verificamos a ocorréncia de correlacao negativa
da infecgdo de larvas com organismos do género Rickettsia, com a queda dos
valores de temperatura coincidindo com a maxima abundancia dos hospedeiros,
como acentuado na estagao do inverno. Também foi observado que o aumento na
infeccdo de ninfas e adultos coincidiu com a maior abundancia destes hospedeiros
nos periodos mais quentes do ano. Com estes achados, verificamos que esses
padrées sugerem forte sintonia do patdégeno com a dindmica populacional de seu

hospedeiro.
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ABSTRACT

GOMES, Gabriel Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july, 2014.
ENVIRONMENTAL DRIVERS OF INFECTION OF TICK AMBLYOMMA SPP.
(ACARI: IXODIDAE) BY RICKETTSIA SPP. (RICKETTSIALES: RICKETTSIAE).
Adviser: Claudio Lisias Mafra de Siqueira.

Pathogens transmitted mainly by ticks their invertebrate hosts, bacteria of the genus
Rickettsia may cause highly lethal diseases in humans and animals. Seeking to
clarify why some ticks of the genus Amblyomma are infected with Rickettsia and not
others, evaluated the environmental constraints of this infection. We tested the
hypothesis that infection correlates by monthly climatic drivers (temperature and
humidity) and host availability, and that the environmental drivers of this infection
differed among host stages. We performed monthly samplings, along ne year, in 15
sites, at least 50m distant from each other, within an area of 1Km2. Ticks were
subdivided in three stages: larvae, nymphs and adults, so that we had 540 samples,
180 per host stage. Each sample with ticks submitted to Real Time Polymerase
Chain Reaction (PCR), so as to detect infection by Rickettsia. To evaluate the
environmental drivers of infection, we run binary logistic analyses, using infection as
response variable. We adjusted linear regressions, using Generalized Linear Mixed
Models (GLMM), with binomial distribution and random intercepts. Temporal auto-
correlation was handled by including sampling sequence (month) as repeated
measures in the models. Significance of explanatory terms was evaluated by
deletion, beginning from the complete model, without interaction terms. We adjusted
different models for each host stage. To describe the seasonal variation in host
abundance, we used semi-parametric regressions, with number of individuals as
response variable, adjusting Generalized Additive Models (GAM) with Poisson
distribution. Host larvae infection decreased with temperature (x*> = 10,5; P = 0,001),
while nymph (x* = 5,3; P = 0,02) and adult (x> = 5,4; P = 0,02) infection increased
with temperature. Humidity and host abundance did not affect infection (x* < 2,6; P >
0,1). While host larvae abundance was highest in winter (June to August), and
decreased in summer (November to February), nymphs were most abundant in
spring (September to October). We did not detect seasonality in host adults.
Combining the findings, we found the occurrence of negative correlation of infection

with larvae of organisms of the genus Rickettsia, with decreases in temperature
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coincided with the maximum abundance of hosts. The increase of nymph and adult
infection with temperature coincides with the maximum abundance of these hosts in
warmer periods. Both patterns suggest a Strong synchronicity between the

pathogen’s virulence with the host’s population dynamics.
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Introducgao

O interesse do estudo das doencas infecciosas tem incluido a compreensao da
estrutura genética e evolugdo das populagdes de microparasitas, dos mecanismos
de patogénese e resposta imunoldgica, da biologia de populag¢des, da ecologia e das
consequéncias de intervengdes médicas e de saude publica (LEVIN et al., 1999),
sendo a dindmica da transmissdo de microorganismos infecciosos considerada
como a forga propulsora da dinamica de populagdes de patdgenos. Este,
infelizmente, € o aspecto sobre o qual dispomos de menos dados neste campo de
estudo (BEGON et al., 2007).

Neste sentido, para o estudo da biogeografia microbiana, busca-se, dentre
outras questdes, a compreensdo da distribuicdo de microrganismos em seus
habitats (FONTANETO & HORTAL, 2012; FINLAY, 2002; FAURBY & FUNCH,
2010). Janzen (1968) coloca a relagédo parasito-hospedeiro no campo da Teoria da
Biogeografia de Ilhas (MACARTHUR & WILSON, 1963, 1967), pela qual poderiamos
pensar em hospedeiros/reservatorios atuando como ilhas colonizadas por parasitos
(BEGON et al., 2007).

Desta maneira, os organismos hospedeiros seriam ilhas de parasitos (KURIS et
al., 1980), onde hospedeiros maiores proporcionariam mais espago € recursos e
suportaria faunas mais ricas (POULIN, 2004). Estudos recentes tém tentado
estabelecer padrdes espaciais da taxa de colonizagcdo de bactérias e Archaea em
relacado a fatores ambientais e escalas temporais (PROSSER et al., 2007; HUGHES-
MARTINY et al., 2006; HORNER-DEVINE et al., 2004; BELL et al., 2005), ndo tendo
sido determinada uma regra geral, ou um fator-chave, da promogao da riqueza
parasitaria com os fatores que atuam em sinergia com as taxas de colonizagao
parasitaria e extingado (POULIN, 2004).

Assim, artrépodes vetores/reservatorios ditam a composicdo das comunidades
bacterianas, as quais podem mudar dramaticamente ao longo do tempo e do espago
(JONES et al.,, 2010), em parte devido a condicionantes, como, espécie de
hospedeiro, seu estadio de desenvolvimento e nivel de ingurgitamento (PIDIYAR et
al., 2004; MORENO et al., 2006; HEISE et al., 2010). A composigdo destas
comunidades bacterianas, e as interacbes interespecificas entre as bactérias ou
eventos estocasticos (HAWLENA et al.,, 2013), como ocorre na infecgédo por

Bartonella spp. em roedores Gerbillus andersoni e suas pulgas Synostemus



cleopatrae. Esta acentuada variagcdo entre as amostras pode ser parcialmente
explicada por fatores como tipo de amostra, sexo dos vetores e periodo de coleta
(GUTIERREZ et al., 2014).

Estudos de interagdes de comunidades parasitarias em carrapatos e seus
hospedeiros vertebrados, demonstraram algumas das forgas envolvidas com o risco
de infecgdo desses organismos, apresentando auto-correlagdo temporal com datas
anteriores e estadios de desenvolvimento dos agentes envolvidos e a infecgao
correlata (TELFER et al., 2010). Considerando o elevado numero de espécies de
carrapatos relatadas e sua colonizag&o por espécies especificas de microrganismos,
as quais podem ocorrer em mais de uma espécie de artropodes hematdfagos
(PAROLA et al., 2013; CLAY & FUQUA, 2010), tem-se uma ideia ainda limitada
quanto a complexidade e variedade dessas interagdes parasito-hospedeiro.

Sendo os carrapatos o segundo principal grupo de agentes vetores de
patdgenos ao homem, ficando atras apenas dos culicideos (DURDEN, 2006;
JONGEJAN & UILENBERG, 2004), e estando o género Rickettsia dentre os mais
importantes patdogenos por estes transmitidos e responsavel por surtos em todo
mundo (JONES et al.,, 2008), diversos estudos tem sido realizados buscando
elucidar os fatores determinantes desta relagao.

Alguns autores tem afirmado que microparasitas podem induzir mudanga
programada no desenvolvimento de seus hospedeiros, sendo as respostas a
infecgcao mais frequentemente relatadas as alteracbes comportamentais, que muitas
vezes aumentam sua chance de transmissdo (BEGON et al., 2007). Com os
carrapatos, p. ex., pode ocorrer modulagdo do seu desenvolvimento por organismos
do género Rickettsia ocasionando redugao da taxa de fertilidade devido a ocorréncia
de ovos inviaveis (NIEBYLSKI et al., 1999; BURGDORFER & BRITON, 1975).

Com relacao a taxa de infeccao por Rickettsia rickettsii dentre os estadios de
desenvolvimento nos carrapatos vetores, grande variagao tem sido relatada, com os
indices por infeccao variando desde 0,04% até 100% (LABRUNA, 2009; CARDOSO
et al.,, 2006; LEMOS et al., 1997). Em carrapatos Rhipicephalus sanguineus
naturalmente infectados com Rickettsia, sendo larvas, ninfas e adultos mantidos sob
condigcbes de laboratério durante varias geracdes, verificou-se uma taxa de
transmisséo transovariana com percentual de 100% (SOCOLOVSCHI et al., 2009).
Em estudos recentes, verificou-se uma taxa de infeccédo por R. rickettsii de 50% em

colénias de R. sanguineus e Amblyomma sculptum (Complexo Amblyomma
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cajennense) (PIRANDA et al., 2011; SOARES et al., 2012), sendo observada uma
taxa de infeccdo de 100% para R. rickettsi em R. sanguineus infectados
naturalmente (PACHECO et al., 2011). Em Amblyomma aureolatum verificou-se uma
taxa de infeccdo de 100% para R. rickettsii ao longo de quatro geragdes de
laboratério (LABRUNA et al., 2011).

Esta variacdo nos indices de infeccdo pode ser devida a diversos fatores,
dentre os quais a possibilidade de que espécies/isolados menos patogénicos
tenderem a ser mais distribuidos em relagdo as mais patogénicas, podendo
ocasionar efeitos negativos sobre seus hospedeiros carrapatos (PHILIP & CASPER,
1981; LABRUNA et al.,, 2003). Alguns achados sugerem haver competicdo entre
diferentes espécies de Rickettsia no interior dos carrapatos hospedeiros, onde,
apesar de varias espeéecies poderem colonizar simultaneamente um mesmo
carrapato, apenas uma teria a possibilidade de ser transmitida por via transovariana
(FUENTE et al., 2007; CARMICHAEL & FUERST, 2006; MACALUSO et al., 2003).
Segundo Begon et al. (2007), os hospedeiros manchas de habitats para seus
parasitos, a existéncia desta competicao intra e interespecifica entre as espécies de
parasitos dentro de seus hospedeiros ndo seria surpresa. Estes autores afirmam
ainda que quanto mais isolados entre si os hospedeiros estiverem, mais remotas
seriam as chances de um parasito se propagar entre eles, sendo natural que
espécies diferentes de parasitos sejam transmitidas de maneiras distintas entre os
hospedeiros. Assim, os reservatérios naturais de Rickettsia seriam responsaveis por
manterem esse microparasita no ambiente silvestre, sendo estas bactérias
transmitidas por passagem transovariana, venérea ou transestadial para as novas
geracdbes de hospedeiros carrapatos (BURGDORFER & VARMA, 1967;
BURGDORFER & BRITON, 1975; NIEBYLSKI et al., 1999; PAROLA et al., 2005).
Além da infeccdo dos hospedeiros invertebrados pelo contato com hospedeiros
vertebrados infectados ou vice-versa, a Rickettsia também seria mantida no
ambiente silvestre pela transmissédo horizontal, com a passagem de um vetor para
outro, via um hospedeiro vertebrado infectado (McDADE & NEWHOUSE, 1986).

De modo geral, nos condicionantes ambientais para doengas veiculadas por
vetores temos as condi¢cbes climaticas, as formas de uso da terra, as praticas
agricolas e as populacbes de animais selvagens envolvidas. Especificamente na
relacdo carrapatos-hospedeiros vertebrados estes condicionantes agiriam sobre as

populacbes de carrapatos e seus hospedeiros, ocasionando mudangas na
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distribuicdo geografica e abundancia, podendo ocasionar a dispersao de carrapatos
para novas areas, contribuindo desta maneira com o surgimento e distribuicdo de
novos focos potenciais para infecgdes veiculadas por estes vetores (RANDOLPH,
2010, 2009).

Buscando esclarecer por que alguns carrapatos sao infectados por Rickettsia e
outros n&o, avaliamos alguns dos condicionantes ambientais desta infec¢cdo. Para
isto utilizamos a Teoria dos Fatores de Risco de MacMahon (1965) como modelo
para entender as relagdes Rickettsia x carrapato, em que pese sua limitacido na
composicdo de uma explicagdo global sobre a determinacdo da doenca. Nesta
teoria, a analise estatistica € realizada no sentido da avaliacdo de efeitos entre os
condicionantes ambientais estudados e os resultados sugeridos pelas correlagdes
envolvidas.

Assim, foram testadas as hipdteses quanto a correlacdo da ocorréncia de
infecgdo com a sazonalidade das condicbes climaticas temperatura e umidade e a
disponibilidade dos hospedeiros invertebrados; e como estes condicionantes atuam
sobre os estadios do hospedeiro, em uma area fortemente antropizada com as
populacdes estabelecidas de capivaras (Hydrochaerus hydrochaeris) parasitadas
por carrapatos do género Amblyomma, em especial, pela espécie A. sculptum,

principal vetor da febre maculosa Brasileira (FMB).
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Resumo: Patdgenos transmitidos principalmente por seus hospedeiros
invertebrados carrapatos, as bactérias do género Rickettsia podem ocasionar
doencgas de alta letalidade em homens e animais. Buscando esclarecer por que
alguns carrapatos do género Amblyomma séo infectados por Rickettsia e outros néo,
avaliamos os condicionantes ambientais desta infecgdo. Testamos as hipdteses de
que a ocorréncia de infeccdo se correlaciona com condigdes climaticas mensais
(temperatura e umidade) e disponibilidade de hospedeiros, € que os condicionantes
desta infecgcdo diferem entre os estadios de desenvolvimento desses. Foram
realizadas coletas mensais de carrapatos, ao longo de um ano, em 15 locais,
distantes, pelo menos, 50m entre si, numa area de 1km?. Os carrapatos coletados
foram separados de acordo com o estadio de desenvolvimento, larvas, ninfas e
adultos, gerando um total de 540 amostras, sendo 180 para cada estadio. A seguir
as amostras foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
Tempo Real, para investigagdo da presenga de infecgdo por organismos do género
Rickettsia. Para avaliar os condicionantes ambientais da infec¢ao, foram realizadas
analises logisticas binarias, considerando a ocorréncia da infec¢do como variavel
resposta. Foram ajustadas as regressdes lineares multiplas, usando modelos
lineares generalizados mistos, com erros binomiais e interceptos aleatérios. Para
avaliar a auto-correlacdo temporal decorrente, foi incluida nos modelos a sequéncia

de amostragens como medidas repetidas. A significancia dos termos explicativos foi
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avaliada por delegédo, a partir de modelo completo sem interagbes, ajustando-se
modelos diferentes para cada estadio do hospedeiro. Para descrever a variagao
sazonal da abundancia de hospedeiros, foram utilizadas regressbes semi-
parameétricas, com numero de individuos como variavel resposta, ajustando-se
modelos aditivos generalizados (GAMs) com distribuicdo Poisson. Verificou-se que a
infecgdo das larvas diminuiu com o aumento da temperatura (x2= 10,5; P = 0,001),
enquanto a infecgdo de ninfas (x>= 5,3; P = 0,02) e adultos (x>= 5,4; P = 0,02)
aumentou quando do aumento desta variavel climatica. Nao se verificou umidade e
abundancia dos hospedeiros afetando a ocorréncia de infeccdo por Rickettsia (x* <
2,6; P > 0,1). Avaliando-se a sazonalidade dos carrapatos na regido estudo,
verificou-se maxima abundancia de larvas no inverno (junho a agosto), diminuindo
no verao (novembro a fevereiro), com as ninfas apresentando maxima abundancia
na primavera (setembro e outubro). Nao foi possivel verificar a variagdo sazonal em
adultos. Associando-se os achados, verificamos a ocorréncia de correlacdo negativa
da infecgdo de larvas com organismos do género Rickettsia, com a queda dos
valores de temperatura coincidindo com a maxima abundancia dos hospedeiros,
como acentuado na estacdo do inverno. Também foi observado que o aumento na
infeccdo de ninfas e adultos coincidiu com a maior abundancia destes hospedeiros
nos periodos mais quentes do ano. Com estes achados, verificamos que esses
padrées sugerem forte sintonia do patdégeno com a dindmica populacional de seu

hospedeiro.

Palavras-chave: Carrapatos, Agentes veiculados por carrapatos, Rickettsia,

Dinamica de doencas infecciosas, Condicionantes ambientais da infecgao.

Abstract: Abstract: Pathogens transmitted mainly by ticks their invertebrate hosts,
bacteria of the genus Rickettsia may cause highly lethal diseases in humans and
animals. Seeking to clarify why some ticks of the genus Amblyomma are infected
with Rickettsia and not others, evaluated the environmental constraints of this
infection. We tested the hypothesis that infection correlates by monthly climatic
drivers (temperature and humidity) and host availability, and that the environmental
drivers of this infection differed among host stages. We performed monthly
samplings, along ne year, in 15 sites, at least 50m distant from each other, within an

area of 1Km?2. Ticks were subdivided in three stages: larvae, nymphs and adults, so
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that we had 540 samples, 180 per host stage. Each sample with ticks submitted to
Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR), so as to detect infection by Rickettsia.
To evaluate the environmental drivers of infection, we run binary logistic analyses,
using infection as response variable. We adjusted linear regressions, using
Generalized Linear Mixed Models (GLMM), with binomial distribution and random
intercepts. Temporal auto-correlation was handled by including sampling sequence
(month) as repeated measures in the models. Significance of explanatory terms was
evaluated by deletion, beginning from the complete model, without interaction terms.
We adjusted different models for each host stage. To describe the seasonal variation
in host abundance, we used semi-parametric regressions, with number of individuals
as response variable, adjusting Generalized Additive Models (GAM) with Poisson
distribution. Host larvae infection decreased with temperature (x> = 10,5; P = 0,001),
while nymph (x* = 5,3; P = 0,02) and adult (x* = 5,4; P = 0,02) infection increased
with temperature. Humidity and host abundance did not affect infection (x* < 2,6; P >
0,1). While host larvae abundance was highest in winter (June to August), and
decreased in summer (November to February), nymphs were most abundant in
spring (September to October). We did not detect seasonality in host adults.
Combining the findings, we found the occurrence of negative correlation of infection
with larvae of organisms of the genus Rickettsia, with decreases in temperature
coincided with the maximum abundance of hosts. The increase of nymph and adult
infection with temperature coincides with the maximum abundance of these hosts in
warmer periods. Both patterns suggest a Strong synchronicity between the

pathogen’s virulence with the host’s population dynamics.

Keywords: Ticks, Tick-borne diseases, Rickettsia, Dynamics of infectious diseases,

Environmental drivers of infection.

Introdugao
Algumas atividades humanas tem promovido ampla degradagédo ambiental, em

escala e velocidade sem precedentes (BROOKS et al., 2002), verificando-se uma
crescente degradacdo dos sistemas naturais, com consideravel impacto sobre a
natureza e drastica perda da biodiversidade (SALA et al., 2000), bem como
ocasionam mudancgas na interagdo patdégeno-hospedeiro, com consequente impacto
para saude e a economia global (EPSTEIN, 2005; ZESSIN, 2006). Dentre estas
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acdes antropicas destacam-se as mudangas ambientais, climaticas, as alteracdes na
cobertura florestal e a fragmentagdo dos habitats favorecendo o aparecimento de
novas doencas e/ou influéncia na emergéncia e reemergéncia de outras, exigindo
mudancas nos sistemas de monitoramento (LINDGREN et al., 2012; DASZAK et al.,
2000; WOLFE et al., 2007)

Esses fenbmenos tém sido observados em grandes obras de infraestrutura em
nosso pais, em particular na Amazénia, verificando-se a ocorréncia de endemias,
com surtos de malaria, febre amarela, dengue, leishmaniose e arboviroses
(VASCONCELOS et al.,, 2001). Também as ag¢des antropicas sdo incriminadas os
principais responsaveis pela ocorréncia de infecgdes veiculadas por vetores como a
malaria, dengue, chikungunya, West Nile, lingua azul e febre hemorragica do Congo
e da Crimeia (RANDOLPH & ROGERS, 2009). Estes surtos devem-se a dispersao
e/ou aproximagdo de hospedeiros vertebrados e invertebrados originalmente em
ambientes silvestres com animais susceptiveis, e 0 consequente aumento da
disseminagao geografica, como € o caso de riquetsioses e borrelioses no Brasil
(YOSHINARI et al., 1992; PENA et al., 2009; MILAGRES et al., 2010; MAFRA et al.,
2011).

Sabe-se que a ocorréncia das enfermidades possui diversas limitacdes e
determinantes, dentre os quais destacam-se as variaveis ambientais como
temperatura, umidade, padrdes de uso do solo e de vegetacao, o que tem levado a
proposicao de modelos matematicos a fim de prever as consequéncias destas
variagées (HAY et al., 2004). Apesar disto, a relagdo entre o clima e a transmissao
da infeccao é bastante complexa, apresentando correlagdo mais significativa quanto
aos lugares e impactos ambientais observados (REITER et al., 2004; ROGERS et
al., 2000).

Com relagdo as doencas transmitidas por carrapatos, estas ocorrerem em
ambientes onde a presengca de vetores-competentes, agente etioldgico e
reservatorios se sobrepéem (BARBOUR & FISH, 1993). Sendo a exposi¢gao humana
a patégenos veiculados por carrapatos ocorrendo dentro de determinadas
localizagbes geograficas (GAGE et al., 2008; JAENSON et al., 2012), temos que um
habitat adequado para a presenga e propagacgao de riquetsioses tem que atender
principalmente aos requisitos basicos do carrapato e de seus hospedeiros
(PFAFFLE et al., 2013).
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No Brasil, com a intervengao dos 6érgdos ambientais na protegao e preservagao
da fauna e flora silvestre, verificou-se uma rapida expansado das populagdes de
capivara, que sem predadores naturais e com o habitat natural degradado
(CAMPOS-KRAUER, 2011), tornaram-se populagbes-problema em areas rurais e
urbanas, principalmente em parques publicos (SOUZA et al., 2002; IBAMA, 2006),
dentre outros fatores por atuarem como hospedeiros amplificadores de organismos
do género Rickettsia (SOUZA et al., 2008), sendo de fundamental importancia no
ciclo da Rickettsia rickettsii (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004; SZABO et al.,
2013; KRAWCZAK et al., 2014).

Associando a interacdo riquétsia-hospedeiro invertebrado, temos que
condicionantes ambientais podem ocasionar mudangas ecoldgicas nas dinamicas
desses organismos, os quais podem estar envolvidos com a origem de inumeras
infeccbes e entre essas com os agentes veiculados por carrapatos. Neste sentido,
estudos correlacionando condicionantes sazonais, climaticos e geograficos sobre a
abundancia de carrapatos para o risco de infecgdes veiculadas por estes vetores
tem sido desenvolvidos (PAROLA et al., 2013; KILPATRICK & RANDOLPH, 2012;
ESTRADA-PENA et al., 2012; DOBSON & RANDOLPH, 2011; RANDOLPH, 2009;
LAFFERTY; 2009; GRAY et al., 2009).

Apesar disto, embora se conhecga a resposta de populagdes de carrapatos a
sazonalidade, reconhecendo-se estes como os principais hospedeiros do patdégeno
da febre maculosa Brasileira (FMB), pouco se sabe sobre os condicionantes
ambientais da infecgao por Rickettsia. Neste trabalho objetivamos avaliar alguns dos
condicionantes ambientais da infeccdo de Amblyomma spp. por Rickettsia spp..
Assim, foram testadas as hipoteses quanto a correlagdo da ocorréncia de infeccao
com a sazonalidade das condigbes climaticas temperatura e umidade e a
disponibilidade dos hospedeiros invertebrados; e como estes condicionantes atuam
sobre os estadios do hospedeiro, em uma area fortemente antropizada com as
populacdes estabelecidas de capivaras (Hydrochaerus hydrochaeris) parasitadas
por carrapatos do género Amblyomma, em especial, pela espécie A. sculptum,

principal vetor da FMB.
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Material e Métodos
Area de estudo

Este estudo foi realizado no Campus da Universidade Federal de Vigosa, Bacia
Hidrografica do Ribeirdo Sao Bartolomeu (20°45’54” latitude sul; 45°52’54” longitude
oeste), municipio de Vigosa, estado de Minas Gerais, Brasil, sendo os dados
meteorolégicos obtidos junto a Estagdo Climatolégica Principal de Vigosa do
Departamento de Engenharia Agricola. Nesta regido, caracterizada por ser uma area
fortemente antropizada, com uma comunidade de capivaras constituidas de 22
individuos, agrupadas em trés familias (RODRIGUEZ, 2012) estabelecidas proximas
das populagdes humanas e outros animais, tém-se fitofisionomia do dominio de

Floresta Estacional Semidecidual Mata Atlantica, Zona da Mata.

Coleta e identificagcao de carrapatos

Foram realizadas coletas mensais de carrapatos, ao longo de um ano, em 15
locais, distantes pelo menos 50m entre si, numa area de 1km? (Anexo 1, Figura 1),
com o arraste de flanela conforme preconizado por Sonenshine et al. (1966), com
um esforgo amostral de 5min. Apos o uso, as flanelas foram armazenadas a -20°C,
com posterior separagao por estadio de desenvolvimento (larva, ninfa ou adulto).
Todos os adultos foram identificados como Amblyomma sculptum (Complexo
Amblyomma cajennense) (FABRICIUS, 1787) (Acari, Ixodidae), exceto um unico
individuo de Amblyomma dubitatum (NEUMANN, 1899) (Acari, Ixodidae), segundo
critérios morfolégicos (BARROS-BATESTTI et al., 2006). A seguir, os espécimens
foram contados e armazenados em microtubos, um por amostra/estadio, para
posterior investigagdo molecular da microbiota riquetsial. Assim foram obtidas um

total de 540 amostras, sendo 180 para cada estadio.
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Figura 1 - Fotografia de satélite da area central do Campus da Universidade Federal de Vigosa,

Minas Gerais, Brasil, com destaque as lagoas e seus entornos, com os locais de amostragem

sinalizados com algarismos de 001 a 015 (Fonte: Google earth, modificado).

Investigagdo molecular de Rickettsia

Para a extracdo do DNA dos carrapatos capturados utilizou-se o método de
fervura com hidroxido de aménia 1,25% sugerido por Cristova et al. (2001), seguido
da purificagdo com fenol/cloroférmio, de acordo com o protocolo previamente
descrito por Billings et al. (1998) modificado, com analise da qualidade do DNA por
eletroforese em gel de agarose 1,5% e espectrofotometria. Para a investigacao da
presenca de Rickettsia, optou-se pela PCR em tempo real, com o auxilio do
termociclador StepOne™ Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, EUA),
seguido da analise das curvas de amplificagdo no aplicativo StepOne Software v2.2
(Applied Biosystems, EUA). Amostras que apresentaram valores de Ct abaixo de 35
foram consideradas positivas. Os primers utilizados foram CS-5 (5-
GAGAGAAAATTATATATCCAAATGTTGAT-3) e CS-6 (5'-
AGGGTCTTCGTGCATTTCTT-3’) para identificagdo do gene da citrato sintase (gltA)
(LABRUNA et al., 2004).

Resumidamente, para cada reagao foram utilizados 0,375 ul de cada primer a
10uM adicionados a 4,5uL de agua deionizada e 6,25uL do fluoréforo kit Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (ThermoScientific™). O programa utilizado
para a reagao foi o seguinte: 95°C por 10 min para a desnaturagao inicial, seguido
de 40 ciclos consecutivos de 15 seg a 95°C, 30 seg a 48°C para o anelamento, 30
seg a 72°C para a extensdo e um ciclo final de 7 min a 72°C (LABRUNA et al.,
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2004). As amostras positivas foram purificadas com uso da USB® ExoSAP-IT® PCR
Product Cleanup (Affymetrix, EUA). As amostras purificadas foram sequenciadas por
meio do sequenciamento convencional de Sanger (SANGER et al., 1977) pela
plataforma ABI 3730XL. As sequéncias nucleotidicas obtidas foram comparadas com
correspondentes similares disponiveis no GenBank pelo aplicativo Discontinuos

MegaBlast.

Analise dos condicionantes ambientais da infec¢ao

Para avaliar os condicionantes ambientais da infec¢do, realizamos analises
logisticas binarias, com infeccdo como variavel resposta. As regressdes lineares
multiplas foram ajustadas com o uso de modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) (CRAWLEY, 2012; ZUUR et al.,, 2010), com distribuicdo binomial e
interceptos aleatérios. Para analisar a auto-correlagdo temporal, incluimos a
sequéncia de amostragem (més) como medidas repetidas.

Avaliamos eventual colinearidade das variaveis explicativas de clima
(temperatura e umidade do ar e precipitagcdo mensal) calculando o fator de inflagao
da variancia (Variance Inflation Factor — VIF), para um modelo explicativo da
abundancia de larvas hospedeiras — o estadio com maiores abundancias - com as
trés variaveis climaticas como explicativas, considerando que valores de VIF
maiores do que 5 indicam multicolinearidade (O' BRIEN, 2007). Com o objetivo de
evitar a inclusdo, no mesmo modelo, de variaveis correlacionadas, foi verificada a
correlacdo entre as variaveis climaticas, onde pudemos descartar a precipitacédo
mensal das analises.

Devido ao carater multiplicativo (geométrico) de processos populacionais as
variaveis explicativas de abundancia de hospedeiros foram logaritmizadas (log(x+1)).
Sendo as taxas de alteragédo de populagdes biolégicas proporcionais ao logaritmo de
sua densidade, e ndo ao numero absoluto, as variaveis explicativas foram re-
escalonadas (normalizadas), de forma a centraliza-las em 0 e homogeneizar suas
variancias (padronizando-as para d.p.= 1), eliminando-se o risco de que o efeito de
variaveis com maior amplitude de variagao fossem super-estimados. A ocorréncia de
heteroscedasticidade e auto-correlagao temporal foi checada no grafico obtido com
um plot da variavel Y em funcdo dos sitios amostrais e de sequéncia de

amostragem, respectivamente. A significancia dos termos explicativos foi avaliada
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por delecao, a partir de modelo completo, sem interagdes. Modelos diferentes foram
ajustados para cada estadio do hospedeiro.

Para descrever a variagdo sazonal da abundancia de hospedeiros, utilizaram-
se regressdes semi-parameétricas, com numero de individuos como variavel resposta
e sequéncia da amostra (més) como variavel explicativa, ajustando-se os modelos
aditivos generalizados (GAMs) com distribuicdo Poisson. Estes modelos sao
regressdes que nao estimam uma equagao preditora, sendo uma curva que
descreve melhor a variagdo. Assim, ao invés de um numero de graus de liberdade
definido pelo numero de termos explicativos, este método calcula uma estimativa de
graus de liberdade (Estimated degrees of freedom — EDF), proporcional a
curvelinearidade da variavel resposta (ZUUR et al., 2010). Desta maneira, quanto
maior o valor do EDF, maior o numero de inflexdes que a variavel resposta tem em
funcao da variavel explicativa.

Para encontrar os modelos GAM que melhor se adequassem aos dados, foram
comparados os valores de AIC (Akaike Information Criterion) (AKAIKE, 1974) de
modelos alternativos com diferentes valores para numero de nés (k), sendo
escolhido o modelo com menor valor de AIC para descrever a variagao temporal da
abundancia de cada estadio de hospedeiro. Todas as analises estatisticas foram
feitas com o software livre R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).

Resultados

Foram identificados carrapatos Amblyomma spp. positivos para o0 gene da
Citrato Sintase com os primers Cs5 forward e Cs6 reverse do (gl/tA), indicando a
presenca de bactérias do género Rickettsia. As analises in silico das sequéncias
obtidas comparadas com sequéncias de nucleotideos do gene da Citrato Sintase
(gltA) do género Rickettsia depositadas no Gen Bank, apresentaram 100% de
similaridade contra as sequéncias avaliadas.

Pelo sequenciamento das amostras positivas e com os resultados das analises
in silico, das 212 amostras de Amblyomma spp. investigadas para a infeccéo de
bactérias do género Rickettsia, sendo 87 formadas por pools de larvas, 97 por pools
de ninfas e 28 por pools de adultos, foram identificadas, respectivamente, 41, 43 e
18 amostras positivas, constatando que, pelo menos um individuo, seja larva, ninfa

ou adulto nas amostras avaliadas, encontra-se infectado por Rickettsia.
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Apresentando as amostras analisadas valores maximos de 7.541 individuos
para larvas, 123 para ninfas e 16 para adultos, no total foram avaliadas 19.912
larvas, 1.405 ninfas e 71 adultos, sendo 70 da espécie A. sculptum (Complexo
Amblyomma cajennense) e apenas um da espécie A. dubitatum, sendo 30 fémeas e
31 machos. Observou-se que a infeccdo de larvas por organismos do género
Rickettsia diminuiu com o aumento da temperatura ()(2 =10,5; P = 0,001), enquanto
a infeccdo de ninfas (x> = 5,3; P = 0,02) e adultos (x* = 5,4; P = 0,02) aumentaram

com o aumento temperatura (Grafico 1).
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Grafico 1 — Correlagdes da infecgdo de carrapatos de Amblyomma spp. e A. sculptum (Complexo
Amblyomma cajennense) por Rickettsia spp., em fungcado da média mensal da temperatura do ar, para

hospedeiros larvas, ninfas e adultos.

Verificou-se ainda que umidade e abundancia de hospedeiros ndo afetaram a
ocorréncia de infecgcado de larvas (umidade: )(2 = 1,2; P= 0,26; abundancia: x2=
0,001; P = 0,97), ninfas (umidade: x°>= 0,06; P = 0,79; abundancia: x°= 2,5; P= 0,11)
e adultos (umidade: x?= 1,6; P= 0,19; abundancia: x°= 0,4; P = 0,48). Enquanto a
abundancia de larvas foi maxima no inverno (junho a agosto) diminuindo no verao
(novembro a fevereiro), as ninfas apresentaram maxima abundancia na primavera
(setembro a outubro). Nao foi possivel a determinagao da curva de sazonalidade em

adultos, provavelmente devido a sub-amostragem (Grafico 2).
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Grafico 2 — Curvas ajustadas por modelos aditivos generalizados (GAM) para a variagdo da
abundancia de hospedeiros Amblyomma spp. e A. sculptum (Complexo Amblyomma cajennense) ao

longo do ano de 2011-2012, para os estadios de larva, ninfa e adulto.

Discussao

Foi observada correlacdo negativa da infeccdo de larvas de carrapatos do
género Amblyomma por bactérias do género Rickettsia com a temperatura,
coincidindo a maxima abundancia destes hospedeiros invertebrados no inverno com
o aumento na infeccdo de ninfas e adultos, e com a maior abundancia destes
hospedeiros em periodos mais quentes. Com os padroes observados sugerindo forte
sintonia dessa bactéria com a dindmica populacional de seu hospedeiro
invertebrado.

Como relatado por outros autores, apds o nascimento das larvas durante os
meses mais frios do ano, tém-se o surgimento das ninfas seguido pelos adultos,
coincidindo com o aumento da temperatura durante os meses mais quentes e
chuvosos (LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2000; LEMOS et al., 1997).
Como este acaro passa a maior parte de sua vida fora do hospedeiro estaria,
portanto, fortemente condicionado a fatores ambientais como temperatura e umidade
(RANDOLPH, 2009; OLIVER, 1989).

Foram demonstradas correlagdes para varias espécies de carrapatos, com a
temperatura e a umidade influenciando em diversas etapas do ciclo de vida, p. ex.
mortalidade, tempo de procura de hospedeiro e tempo da muda, e,
consequentemente, em suas abundancias (RANDOLPH, 2009). Para Randolph
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(2004), a evolucédo dos patdogenos veiculados por carrapatos seria conduzida por
barreiras biologicas distintas, mas direcionadas e limitadas por condicionantes
ambientais.

Com relagcdo a variavel temperatura versus infectividade por Rickettsia,
trabalhos anteriores relatam que a Rickettsia é mantida mesmo quando em
prolongada auséncia de hematofagia no hospedeiro, tendo sua viruléncia reativada
por fatores nutricionais presentes no sangue, ou quando da exposigcao a temperatura
adequada em torno de 28°C (WALKER, 1989; RAOULT & ROUX, 1997). Analises
moleculares neste sentido indicaram que a temperatura pode modular o perfil
transcriptébmico causando indugao genémica em Rickettsia presentes em carrapatos
(GALLETTI et al., 2013; DREHER-LESNICK et al., 2008; ELLISON et al., 2009;
ROVERY et al., 2005; POLICASTRO et al., 1997).

Para a abundéncia das larvas, os resultados obtidos foram similares aos
estudos de Souza et al. (2006) realizados em mata ciliar com a presenca de
capivaras, o que sugere estarmos trabalhando com duas ou mais espécies de
Amblyomma. Estes autores reportaram a ocorréncia de picos de larvas durante todo
0 ano, afirmando que picos ocorridos entre os meses de abril a outubro
correspondem possivelmente, em sua maioria, as larvas de A. sculptum, enquanto
que picos ocorridos fora desse periodo possivelmente correspondem, na sua
maioria, a picos de larvas de A. dubitatum.

Os resultados encontrados para ninfas também foram similares aos relatos de
Souza et al. (2006), onde o aumento da abundéancia foi observado entre os meses
de julho a dezembro, estando possivelmente representada, em sua maioria, por
ninfas de A. sculptum, sendo raras entre os meses de janeiro a junho, conforme
relatado por outros autores (LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2000). Ainda,
Souza et al. (2006) afirmam que os picos de ninfas no primeiro semestre devem
corresponder, na sua maioria, a espécie de A. dubitatum.

Com relacao ao observado para carrapatos A. sculptum adultos, ndo foram
verificadas alteragdes significativas quanto ao efeito da sazonalidade sobre sua
abundancia. Dentre os 71 carrapatos adultos coletados, apenas um individuo da
espécie A. dubitatum foi identificado. Souza et al. (2006) observaram que os picos
de A. sculptum adultos ocorreram entre os meses de outubro a abril, estando de
acordo com o padrédo sazonal demonstrado por outros autores para esta espécie na
Regido Sudeste do Brasil (LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2000; LEMOS et
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al., 1997). Souza et al. (2006) observaram ainda que A. dubitatum adultos
apresentam picos a partir de julho, diferenciando-se do padrdo observado para
adultos de A. sculptum.

Com relagédo ao reduzido numero de adultos capturados, provavelmente este
seja reflexo do método de amostragem utilizado, subestimando o seu real numero.
Terassini et al. (2010), comparando metodologias para a coleta de carrapatos,
encontrou diferengas na eficiéncia para coleta dos estadios, sendo o arraste de
flanela mais eficiente para larvas e ninfas em relagdo aos adultos. Para o adulto
sugere-se a armadilha de CO2 como melhor método para coleta (WILSON et al.,
1972).

Com relacdo ao maior risco para os seres humanos, este geralmente é
relacionado a abundancia de ninfas infectadas (GLASS et al.,, 1995). Nesta fase
verifica-se aumento da prevaléncia da infecgao, tipicamente situa-se acima de 10%
na Europa e de 30% no nordeste do EUA (HUBALEK & HALOUZKA, 1998;
HOROBIK et al., 2009). No Brasil, no periodo entre os meses de julho a dezembro
observa-se coincidéncia entre o aumento de casos de FMB nas areas endémicas
nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (LEMOS, 1996; GALVAO, 1988),
coincidindo com picos de ninfas, conforme observado por Souza et al. (2006). Castro
(2012) sugere aumento do numero de casos de FMB no estado de Minas Gerais,
nos meses com menores temperaturas médias.

Quanto aos condicionantes ambientais da infeccdo do Amblyomma por
Rickettsia, sabe-se que estes vao além dos avaliados no nosso estudo. Estrada-
Pena (2009) verificaram na Europa que a distribuicdo de patdégenos veiculados por
carrapatos correlaciona com habitats fragmentados, com manchas de ocorréncia
bem relacionadas com a incidéncia de casos de doencas dessa natureza. Como
consequéncia dessas alteragdes, podem ocorrer surtos zoonéticos sob a forma
epidémica por dispersdo de animais susceptiveis, associado ao aumento da
disseminagao geografica da doenga (BARLETT & JUDGE, 1997).

Essas modificagdes podem ainda vir a afetar a diversidade dos hospedeiros
interferindo nas relacbes com seus vetores, o que pode levar ao aumento da
exposi¢cao as doengas, assim como verificado para a Doenca de Lyme (ESTRADA-
PENA, 2009; ALLAN et al., 2003; SCHMIDT & OSTFELD, 2001; OSTFELD &
KEESING, 2000), a Febre Ocidental (EZENWA et al., 2006), a encefalite (RIZZOLI et
al., 2009) e a FMB (OGRZEWALSKA et al., 2011; LABRUNA, 2009; PINTER, 2007).
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Segundo Ogrzewalska et al. (2012), as areas endémicas para FMB na regiao
metropolitana de S&o Paulo, apresentam fragmentos florestais mais degradados, os
quais sao ecologicamente distintos das areas ndo endémicas, caracterizados por
apresentar um melhor estado de conservagdao. No estado de Sao Paulo, estudo
realizado por Ribeiro et al. (2013) constatou que 78,9% dos municipios que
apresentam uma area de cobertura vegetal inferior a 20% concentram 81,1% dos
casos de FMB, com uma média de 9,47 casos por municipio. Os 21,1% dos
municipios daquele estado com cobertura vegetal superior a 20%, concentrariam
18,9% dos casos dessa doenca, apresentando uma média de 8,25 casos por
municipio.

Neste quadro faz-se necessario correlacionar os condicionantes ambientais da
infeccdo de carrapatos vetores por Rickettsia. Para Galvao (1988), torna-se
importante recuperar alguns achados da teoria de foco natural das doengas de
Pavlovsky (1939), relacionando-os com o processo dinamico de ocupacdo e
transformacao do espacgo geografico (SILVA, 1985), considerando os fatores
biologicos, ecologicos e ambientais extremamente importantes na génese da FMB e

de outras infecgdes veiculadas por carrapatos.

Conclusao

Considerando os resultados obtidos, observamos que, dentre trés variaveis
climaticas e a disponibilidade (abundéancia) de hospedeiros, apenas a temperatura
do ar explicou a variagao na ocorréncia de infeccdo de carrapatos Amblyomma por
Rickettsia. Verificamos ainda, efeito oposto da temperatura sobre a infeccao de
larvas versus a infeccdo de ninfas e adultos. Enquanto a infeccao de larvas por
Rickettsia diminuiu com o aumento da temperatura, a probabilidade de infec¢ao de
ninfas e adultos aumentou com o aumento da temperatura. O aumento da infeccéo
de ninfas e adultos coincidiu com a maior abundancia destes hospedeiros em
periodos mais quentes. Ambos os padrées sugerem forte sintonia do patégeno com
a dinamica populacional de seu hospedeiro carrapato. Assim, embora ndo tenhamos
encontrado efeito de abundancia dos hospedeiros invertebrados na infeccdo por
Rickettsia, estes microorganismos podem estar usando sinais ambientais, no caso a
temperatura, para sincronizar sua viruléncia com os periodos de maxima

disponibilidade desses acaros.
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Anexo

Tabela 1

carrapatos.

— Coordenadas geograficas dos pontos para amostragem de

Pontos amostrais distribuidos na paisagem

Espaco avaliado (nicho capivaras)

(referéncia geografica)

Pontos amostrais

Latitude

Longitude

1

20°45'46.19"S

42°52'12.32"0

20°45'48.43"S

42°52'10.06"0

20°45'59.00"S

42°52'11.96"0

20°46'16.09"S

42°52'26.35"0

20°46'14.40"S

42°52'29.92"0

20°45'56.52"S

42°52'13.54"0
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42°52'14.22"0
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