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Soroprevaléncia de gambés (Didelphis spp.) para a bactéria Rickettsia
rickettsii em Piracicaba-SP: priorizacdo de areas de risco de ocorréncia

da Febre Maculosa Brasileira

Resumo

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma doenca muito relevante no Brasil,
podendo ocasionar a morte da pessoa infectada em poucos dias, com letalidade acima de
60% na Regido Sudeste nos ultimos anos. E causada pela bactéria Rickettsia rickettsii,
cujo vetor, na regido de Piracicaba, estado de Sdo Paulo, é o carrapato-estrela
(Amblyomma sculptum). Os principais hospedeiros deste carrapato Sdo capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) e equinos, sendo o gamba (Didelphis spp.) um hospedeiro
secundario e considerado organismo sentinela para a doenca. Todos estes animais séo
encontrados no municipio de Piracicaba que, por sua vez, enfrenta constantemente
problemas com FMB. O presente trabalho visou validar o uso de gambas em substituicao
a capivaras para analise soroldgica, a fim de descobrir a soroprevaléncia da bactéria
causadora da FMB, com vistas ao estabelecimento de um protocolo de priorizacdo de
areas para trabalhos de prevencdo da enfermidade no municipio de Piracicaba pelos
orgaos publicos. No total, 115 gambas foram capturados, oriundos de sete locais, cada
um dos quais com um corpo d’agua (rio, ribeirdo ou lagoa). Uma amostra de sangue foi
tomada de cada animal e submetida a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
Apenas nove dos gambas capturados (7,8%) foram confirmados como soropositivos para
R. rickettsii, todos fémeas, a maioria das quais prenhes. Dentre 0s gambas soropositivos,
0 menor tinha 60 cm de comprimento e pesava 0,75 kg, enquanto o maior tinha 71 cm de
comprimento e pesava 1,25 kg. Ao considerar a baixa propor¢éo de gambas soropositivos
no estudo, sugere-se que em trabalhos desta natureza sejam coletados 25 gambas por area
estudada. A analise conjunta dos dados, considerando os dados levantados pelo presente
trabalho e aspectos socioecondémicos dos locais de estudo, sugere trés locais como
prioritarios: lagoas do bairro Sdo Francisco, trecho do rio Piracicaba no bairro do Bongue

e ribeirdo Piracicamirim nas proximidades do bairro Santa Cecilia.
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Seroprevalence of opossums (Didelphis spp.) for the bacterium
Rickettsia rickettsii in in Piracicaba-SP: priorization of areas regarding

the risk of occurrence of the Brazilian Spotted Fever

Abstract

The Brazilian Spotted Fever (FMB) is a very relevant disease in Brazil, which can
cause the death of infected persons in a few days, with a lethality rate above 60% in the
southeast region in recent years. It is caused by the bacterium Rickettsia rickettsii, whose
vector, in the region of Piracicaba, state of Sdo Paulo, is the tick Amblyomma sculptum.
The main hosts of this tick are capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris) and horses,
opossum (Didelphis spp.) being a secondary host and considered a sentinel organism for
the disease. All these animals are found in Piracicaba, which, in turn, constantly faces
problems with FMB. This study aimed to validate the use of opossums to replace
capybaras in serological analysis, in order to determine the seroprevalence of the bacteria
causing FMB, with a view to establishing a protocol for prioritizing areas for disease
prevention work in Piracicaba by public authorities. In total, 115 opossums were
captured, from seven locations, each with a water body (river, stream or lake). A blood
sample was taken from each animal and submitted to indirect immunofluorescence assay
(IFA). Only nine of the captured opossums (7.8%) were confirmed as seropositive for R.
rickettsii, all females, most of which were pregnant. Among the seropositive opossums,
the smallest was 60 cm long and weighed 0.75 kg, while the largest was 71 cm long and
weighed 1.25 kg. The low proportion of seropositive opossums in the study suggests that
in works of this nature, 25 opossums should be collected per studied area. The joint
analysis of the data, considering the data collected in the present study and socioeconomic
aspects of the study sites, suggests three places to have priority: lagoons in the S&o
Francisco neighborhood, stretch of the Piracicaba river in the Bongue neighborhood and

the Piracicamirim stream in the vicinity of the Santa Cecilia neighborhood .
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1. Introducéo

A febre maculosa brasileira (FMB) é uma importante doenga no municipio de
Piracicaba — SP, onde constantemente atinge a populacdo de seres humanos. Anualmente,
diversas pessoas vdo a 6bito por efeito desta enfermidade no municipio (Secretaria da
Saude de Piracicaba, 2017).

Embora alguns locais de Piracicaba ja sejam conhecidos como areas de risco de
contagio de FMB, como, por exemplo, a lagoa do bairro Santa Rita (onde ha placas
alertando sobre a doenca), 0 perigo em outras areas é pouco conhecido ou totalmente
desconhecido.

1.1 Revisao sobre a enfermidade

A febre maculosa, conhecida como Fiebre Manchada em espanhol e Spotted
Fever em inglés, ¢ uma enfermidade de grande relevancia cujos principais sintomas sao
febre alta, dor de cabeca, dores no corpo, indisposicao, diarreia, vomito e, nos estagios
mais avancados, maculas na pele, o que justifica seu nome popular. Esta enfermidade
evolui rapidamente, podendo ser fatal em 7 a 14 dias apds o contagio. Seu primeiro
registro clinico deu-se em 1909 em Idaho, EUA, por Edward E. Maxey (Ricketts, 1909;
Walker, 1989). No Brasil, o primeiro registro desta enfermidade foi descrito em 1929 por
José Toledo Piza, no Estado de S&o Paulo, porém sendo confundida com outra
enfermidade, o tifo, recebendo o nome de “Tipho Exanthematico de Sdo Paulo” (Gurgel
et al., 2009; Piza, 1932). Mais tarde, a doenca foi identificada também nos estados de
Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro (cronologicamente) (Greca et al., 2008), sendo
incluida na Lista Nacional de Doencas de Notificacdo Compulséria do Ministério da
Salde pela Portaria GM/MS n° 1943, de 18 de outubro de 2001 (Angerami, 2011;
Martins, 2014; Ministério da Saude, 2018, 2020). De acordo com a Vigilancia de
Zoonoses e Doencas de Transmissdo Vetorial do Departamento de Imunizacao e Doencas
Transmissiveis, da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, em 2019
o0 Brasil registrou 273 casos confirmados de febre maculosa. Destes, 174 (63,7%) foram
hospitalizados; 69 (39,7%) evoluiram para Obito, com letalidade de 25,3% entre as
confirmacdes (Associacdo Paulista de Medicina, 2021). Em 2021, foram confirmados no
Brasil 69 casos e 19 mortes por febre maculosa até o final de setembro (CNN Brasil,

2021). Em nosso pais, a Regido Sudeste concentra a maior parte dos casos de FMB; nesta



regido, a letalidade tem sido superior a 60% nos ultimos anos (Del Fiol et al., 2010; Paes
de Aradjo et al., 2016).

2. Organismos relacionados ao ciclo da Febre Maculosa Brasileira
A manutencdo do ciclo enzo6tico da febre maculosa em areas endémicas, se deve
principalmente & participacdo permanente de hospedeiros vertebrados primérios e

secundarios, sendo alguns destes amplificadores do agente causal da doenga.

2.1Agente causal

O agente causal da FMB é a bactéria Rickettsia rickettsii, classificada como:
proteobactéria, cocobacilo pleomdrfico gram-negativo (Angerami, 2011; Martins, 2014),
de comportamento parasitario intracelular obrigatério (Angerami, 2011). Esta foi isolada
pela primeira vez em 1906, pelo pesquisador Howard T. Ricketts.

Em hospedeiros vertebrados, a bactéria parasita o endotélio vascular e paredes dos
vasos de praticamente todo o corpo, alojando-se no citoplasma ou até mesmo no nucleo
das celulas do hospedeiro (Martins, 2014). Deste modo, o tecido sofre lesdes
microvasculares e, consequentemente, alteracdo de permeabilidade vascular, problemas
como distarbios no sistema de coagulacdo, pequenos ferimentos vasculares e lesdes
teciduais difusas (Sporn et al., 1994; Valbuena e Walker, 2005; Walker, 2007; Chen e
Sexton, 2008).

2.2 Vetor

Ao redor do mundo, patologias desta natureza estéo associados ao parasitismo por
carrapatos. No Brasil, o principal vetor da FMB no interior do estado de Séo Paulo é o
carrapato-estrela (Amblyomma sculptum), acaro hemat6fago da familia Ixodidae (Rohr,
1909, Perez, 2007, 2008; Del Fiol et al., 2010) cuja fase adulta é caracterizada pelas
manchas dorsais de cor esbranquicada, formando ornamentos similares a de uma estrela
invertida. Em seu desenvolvimento, esta espécie passa pelos estagios de ovo, larva, ninfa
e adulto. Todos os estdgios pos-embrionarios podem transmitir a bactéria, sendo no
entanto, a ninfa o estagio mais importante (Sucen, 2004). Como os demais carrapatos, é
um parasito hematdéfago, cujos estagios jovens (larva e ninfa) apresentam habito
generalista (baixa especificidade parasitaria), enquanto que o habito parasitario se torna

mais especializado na fase adulta (Labruna, 2006, Perez et al., 2008).



Uma notével caracteristica fisiologica adaptativa dos carrapatos é a composi¢do
de sua saliva, que contém substancias anestésicas, as quais contribuem fortemente para a
insensibilidade do hospedeiro quando esta sendo picado.

A morfologia do carrapato-estrela altera-se ao longo de seu ciclo de vida: durante
0 estagio de larva, o corpo é caracterizado pela cor vermelho-alaranjado e a presenca de
3 pares de pernas; durante o estagio de ninfa, um novo par de pernas surge; durante o
estagio adulto, o dorso torna-se esclerotizado (especialmente nos machos), conferindo
maior rigidez ao corpo; neste estagio, ocorre também o escurecimento do corpo, em tons
de marrom, com as manchas tipicas esbranquicadas.

A larva do carrapato-estrela eclode dos ovos deixados pela tele6ginas no solo.
Esta sobe e desce na vegetacédo a espera da passagem de um hospedeiro, ao qual se prende
permanecendo nele por alguns dias, alimentando-se. Em seguida, esta desce ao solo onde
passa por uma ecdise (troca de exoesqueleto)) passando ao estagio de ninfa. Esta repete
0 mesmo processo, também passando por uma nova ecdise para o estagio adulto,que
permanece na vegetacdo, a espera da passagem de um novo hospedeiro, do qual se
alimenta por varios dias, com aumento de volume se for fémea. Ap0s ingurgitada, a fémea
desce ao solo, onde faz a postura dos ovos. Os machos adultos, por sua vez, permanecem
sobre o hospedeiro por tempo mais longo, alimentando-se e copulando novas fémeas.

O carrapato-estrela infectado transmite a bactéria R. rickettsii a seu hospedeiro
através da picada, ao parasitar o hospedeiro, para repasto sanguineo. Para que a
transmissdo ocorra, € necessario que O carrapato permaneca alimentando-se do
hospedeiro por pelo menos 3 a 5 horas.

A bactéria R. rickettsii €, de certo modo, prejudicial ao préprio carrapato, pois,
como demonstrado por Soares et al. (2011), fémeas ingurgitadas de A. sculptum
(antigamente classificado como A. cajennenense, Martins, 2016) infectadas pela bactéria
apresentam menor desempenho reprodutivo, menor peso da massa de ovos e menor taxa
de eclosdo da progénie. Consequentemente, individuos de carrapato-estrela ndo
conseguem manter R. rickettsii circulando indefinidamente em sua populacdo através de
transferéncia transovariana (de genitor para prole), sendo, portanto, necessaria a presenca
de um organismo amplificador da bactéria naquele ecossistema para que esta perdure por
varias geracdes. A proporcdo de carrapatos infectados por transferéncia transovariana é
relativamente baixa (cerca de 1% da populagédo) (Burgdorfer, 1988; Guedes et al., 2005;

Pinter e Labruna, 2006; Sangioni et al., 2005), porém, em valores absolutos esta



quantidade pode ser significativa, tendo em vista tanto a elevada progénie de cada postura
— superior a 7.500 ovos — como a viabilidade de ecloséo (>95%) (Rohr, 1909).

Os hospedeiros primarios do carrapato-estrela — ou seja, aqueles que permitem aos
adultos do carrapato um repasto sanguineo adequado para a fase reprodutiva — sao,
principalmente, 0s equinos e as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris). Esta Gltima é
também amplificadora de R. rickettsii. Os hospedeiros secundarios (ou intermediarios)
incluem gambas (Didelphis spp.), cdes, gatos, urubus, seres humanos, dentre outros
animais (Labruna, 2006, Del Fiol et al., 2010; Perez et al., 2008).

2.3 Hospedeiros do vetor

2.3.1 Capivara

A capivara € um roedor tipico da regido neotropical, nativo da América do Sul.
Apresenta habito semiaquatico (necessita de um lago, rio ou outros corpos d’agua para a
termorregulacdo, acasalamento e fuga de predadores) (Silva, 1986). E ativa
predominantemente a noite, embora isso possa variar um pouco entre grupos distintos, 0s
mais isolados sendo frequentemente ativos também durante o dia. Alimenta-se
principalmente de gramineas e plantas aquéticas; ocasionalmente, pode se alimentar
também de outras plantas, que embora ndo preferidas, como a soja, podem ser bastante
danificadas. O porte médio de um individuo adulto é de aproximadamente 1,3 m de
comprimento e cerca de 50 kg, sendo que na literatura ha registros de capivaras com cerca
de 80 kg (Silva et al., 2013). Apresenta comportamento social e forma grupos de
tamanhos variados, entre 10 e 40 animais, mas eventualmente de até mais de 100 animais
(Herrera, 2013). Normalmente tem grande mobilidade, podendo andar varios quildmetros
em busca de alimento e/ou de parceiros sexuais (Silva, 1986).

Este animal desempenha papel fundamental na dispersdo do carrapato-estrela e
como fonte de indculo de R. rickettsii (Burgdorfer, 1988; Guedes et al., 2005; Pinter e
Labruna, 2006; Sangioni et al., 2005). Deste modo, carrapatos sadios (isto €, que nao sao
portadores da bactéria) podem ser infectados ao se alimentar do sangue de capivaras em
bacteremia. Além disto, como as larvas e ninfas do carrapato descem do hospedeiro
durante a transi¢do entre um estagio e outro e depois procuram um novo hospedeiro, este
comportamento aumenta significativamente as chances de um carrapato sadio adquirir

e/ou transmitir a bactéria cada vez que muda de estdgio. De acordo com Perez et al.



(2008), a taxa de prevaléncia de carrapatos em capivaras é de 100% com uma infestacdo
media de 2680 e maxima de 3158 carrapatos por capivara.

De acordo com Ramirez-Hernandez et al. (2020), as capivaras, quando infectadas
por R. rickettsii, apresentam bacteremia por cerca de 10 dias, manifestando sintomas
clinicos como febre e perda de apetite, €, em casos mais graves e raros, anormalidades na
pele, coma, e até mesmo morte do animal. Apos a infeccdo, desenvolvem imunidade a

bactéria e normalmente ndo apresentam mais sintomas clinicos.

2.3.2 Gambé

O gambéa (Didelphis spp.) também €é considerado uma espécie importante no
ciclo da FMB em areas endémicas para esta doenca. Estes marsupiais podem ser
encontrados em regides temperadas desde a America do Norte até a América do Sul.
Nesta ultima regido, as duas espécies mais comuns sdo o0 gamba-de-orelha-branca
(Didelphis albiventris) e o gamba-de-orelha-preta (Didelphis aurita) (IUCN, 2015).
Ambas as especies podem ser encontradas tanto em areas florestais quanto em ambientes
antropizados, proximos ou dentro de areas urbanas. (Ortiz, 2018; Céceres, 2002). Trata-
se de um marsupial solitario, de habito noturno e arboricola. Apresenta médio porte, com
0 individuo adulto medindo aproximadamente 60 cm de comprimento e tendo massa
corporal variando entre 500 e 27509 (Céaceres e Monteiro-Filho, 1999; Rossi e Bianconi,
2011). Sua dieta é generalista, e inclui principalmente insetos e frutos (Céaceres, 2003;
Mares e Ernest, 1995; Talamoni e Dias, 1999), e eventualmente sementes, pequenos
vertebrados, restos de alimentos humanos descartados e crustaceos (Caceres, 2002).

Estudos anteriores (Horta et al., 2009) confirmaram que este marsupial também é
hospedeiro (secundario) do carrapato-estrela e amplificador de R. rickettsii pelo que pode
ser considerado uma espécie sentinela visando a estudos epidemioldgicos da FMB.
Segundo Bozeman et al. (1967), gambéas experimentalmente infectados por R. rickettsii
apresentaram riquetsemia durante trés a quatro semanas, porém, conforme demonstrado
por Horta et al. (2009), ndo ha manifestacdo de sintomas clinicos nos gambas infectados
mesmo durante este periodo. Segundo Perez et al. (2008), a taxa de prevaléncia de
carrapatos em gambas é de 80% com uma infestacdo média de 167 e maxima de 916

carrapatos por gamba.



3. AgOes preventivas da enfermidade

A prevencdo da FMB envolve a adocdo de varias medidas. Uma das principais se
refere & conscientizacdo publica, por meio de: placas de alerta, palestras, panfletos,
divulgacdo em réadio e jornal, treinamentos, dias de campo. Esta usualmente € a medida
mais efetiva, por permitir a adocéo de cuidados que reduzem os riscos de infeccdo como
evitar caminhar nas proximidades de corpos d"agua onde transitam capivaras, locais de
maior perigo de parasitismo humano pelo carrapato-estrela. Outra medida envolve o
manejo da vegetacdo (manter a vegetacdo baixa para reduzir a populacdo de carrapatos).
Eventualmente pode-se optar pelo manejo reprodutivo de capivaras. Esta alternativa, no
entanto, envolve muitas variaveis, desde ambientais até sociais, de modo que é obrigatéria
a obtencdo de uma licenca (autorizacdo oficial) do IBAMA por meio do sistema SISBIO
/ 1ICMBio ou, no Estado de Séo Paulo, de uma licenca do DeFau (Departamento de Fauna)
emitida via sistema GEFAU, além da eventual autorizacdo de comissdes de €tica internas.
O manejo é realizado, inicialmente, por meio do recenseamento dos grupos de capivaras
residindo no lugar com ajuda de ceva dos animais para contagem. Em seguida eles séo
capturados, anestesiados e marcados com chip, colar ou brinco numerado. Entdo é
realizada a cirurgia (laqueadura nas fémeas e/ou vasectomia nos machos) por um
profissional de medicina veterinaria devidamente licenciado para realizar esta atividade.
Ha também a possiblidade de se realizar o controle de carrapatos, este usualmente com
produtos quimicos, eventualmente com produtos biologicos. Quando estas opgdes se
mostram inadequadas ou de eficiéncia insuficiente, outra alternativa é a exclusao de
capivaras, seja pelo uso de cercas (evitando, assim, a passagem dos animais para areas
antropizadas) ou por meio de abate de acordo com a Resolucdo Conjunta N° 1, SMA/SES,
de 1 de julho de 2016 que dispBe sobre a aprovacdo das “Diretrizes técnicas para a
vigilancia e controle da Febre Maculosa Brasileira no Estado de Séo Paulo”.

Outra medida que pode ser adotada € a revegetacdo do local, substituindo
gramineas por arvores, técnica que permite o sombreamento dos espagos impedindo o
crescimento de gramineas (principal alimento das capivaras) e indiretamente
contribuindo para a reducdo da dispersdo de carrapatos.

Quando, por algum motivo, uma pessoa ¢ infectada por FMB, deve imediatamente
procurar atendimento médico e informar o médico que houve picada de carrapato ou visita
a area de transito de capivaras, informacdes que permitirdo ao profissional um diagndstico

e medicagao assertivos.



O atendimento médico precoce é de extrema importancia pois a enfermidade
evolui muito rapidamente, podendo levar a pessoa infectada a 6bito em poucos dias. A
frequéncia de dbitos é alta dentre os infectados (no estado de S&o Paulo a letalidade da
doenca chega a ultrapassar 60%), o que pode ser atribuido a: 1) o desconhecimento sobre
a possibilidade de ocorréncia da doenga (muitas vezes o individuo ndo encontra o
carrapato em seu corpo); 2) como consequéncia do motivo anterior, a doenga pode ser
diagnosticada e tratada erroneamente por apresentar quadro clinico similar a de outras
enfermidades, uma vez que no estégio inicial, a FMB manifesta 0s mesmos sintomas de
outras doengas como dengue ou gripe.

Capivaras sdo predadas por ongas, sucuris e jacarés e, devido a auséncia ou
escassez destes predadores no municipio de Piracicaba, tem-se o crescimento

populacional dos grupos de capivaras e, consequentemente, da populacéo de carrapatos.

4. Questdes socioecondmicas

No municipio de Piracicaba existe cerca de uma centena de corpos d’agua, sendo
0s principais: 0 Rio Piracicaba e Ribeirdo Piracicamirim sendo que em varios trechos
destes existem diversos estabelecimentos comerciais e residéncias. Outros exemplos de
importantes corpos dagua relacionados a esta problematica sdo citados a seguir. Lagoas
do distrito industrial Unileste (duas grandes lagoas situadas praticamente no centro do
distrito), onde se localizam véarias empresas, também recebem pescadores com certa
frequéncia; lagoas do Horto Florestal de Tupi (local aberto a visitagdo publica, que recebe
visitantes quase diariamente; sdo em nimero de 3 no interior da mata); lagoas do Bairro
Sé&o Francisco (duas pequenas lagoas localizadas bem proximo a residéncias, duas escolas
primarias e uma empresa) e lagoa do Bairro Santa Rita (cercada por residéncias e proxima
a uma escola; que recebe semanalmente grande niamero de visitantes).

Em alguns trechos destes locais existem placas alertando sobre a presenca de
carrapatos, mas ndo se sabe em que medida estas placas chegam a cumprir seu papel.

Seria conveniente que o poder publico desenvolvesse acdes preventivas nos locais
descritos, para reduzir a incidéncia de FMB. Porém, dada a dificuldade da adocao destas
medidas concomitantemente em todos os corpos d’agua do municipio, recomenda-se a
necessidade de elaborar um protocolo para priorizar as areas onde hd maior risco de
transmisséo da doenca, de forma que esforgos possam ser direcionados priorizando as

areas de maior risco.



5. Contextualizagdo do trabalho e objetivos

A elaboragdo do protocolo de priorizacdo é o alvo de um projeto maior, iniciado
em 2019 como parte do Programa “Aprender na Comunidade” da Pro-Reitoria de
Graduacdo da Universidade de Séo Paulo, cuja viabilizagcdo pode se beneficiar muito do
presente projeto. A hipétese deste grande projeto é de que a priorizacdo possa ser
estabelecida com a integracéo de diversas avaliagfes, que levam em conta cada elemento
relacionado a incidéncia da FMB, a saber: os hospedeiros do agente causal, seu vetor, 0s
hospedeiros do vetor, o agente causal e o ser humano. A estimativa dos niveis de
ocorréncia destes elementos é fundamental para a selecdo de areas prioritarias.

No entanto, um dos aspectos mais complicados em uma andlise deste tipo refere-
se & estimativa da presenca de R. rickettsii. Sendo a capivara seu principal hospedeiro,
teoricamente a simples analise soroldgica destas poderia determinar o nivel de ocorréncia
da bacteéria, ndo fosse as dificuldades relacionadas ao dificil manejo para ceva e captura
destes roedores. Por esta razéo, a determinacdo de um animal alternativo par se obter esta
informacao € altamente desejavel, pelo que se considerou o0 uso de gambas, a qual se
justifica pelo fato de que estes marsupiais, segundo estudos recentes (Horta, 2009; Ortiz,
2018), sao amplificadores da bactéria R. rickettsii, além de apresentarem menor porte e
maior facilidade de captura, contencdo e manejo, em comparagdo com as capivaras.
Consequentemente, surgiu a necessidade da comprovacdo de que os gambéas poderiam
substituir as capivaras dentro do contexto do presente trabalho.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram: 1) validar a possibilidade
do uso de gambas para a estimativa dos niveis de ocorréncia de R. rickettsii (com base
nos resultados dos trabalhos de Horta, 2009 e Ortiz, 2018); 2) demonstrar a viabilidade
de uso do citado protocolo; 3) treinamento do autor deste documento para a execuc¢édo do

protocolo citado (sendo este ultimo considerado o principal dentre os objetivos).

6. Materiais e métodos

O trabalho aqui descrito faz parte de um conjunto de a¢cdes desenvolvidas para a
priorizacdo dos corpos d"agua, através de um protocolo em estado de validacdo que, além
da determinacdo da ocorréncia de R. rickettsii, envolve a determinacdo das densidades
populacionais de capivaras e de carrapatos nas proximidades de corpos d"agua (= areas
experimentais) preliminarmente selecionadas em funcdo da aparente frequéncia da

visitacdo publica.



Dentre os muitos corpos d"agua do municipio de Piracicaba, as areas selecionadas
para estudo foram as proximidades dos seguintes corpos d’agua:

1. Lagoa do Bairro Santa Rita (coordenadas aproximadas: 22°45°25.5”S
47°35°18.6"W);

2. Lagoas do bairro S&o Francisco (coordenadas aproximadas: 22°46°26.0”S
47°35°07.17W);

3. Lagoas do distrito industrial Unileste (coordenadas aproximadas: 22°43°59.0”’S
47°35°33.0"W);

4. Lagoas do Horto Florestal de Tupi (coordenadas aproximadas: 22°44°08.6”S
47°31°41.4”W);

5. Trecho do Rio Piracicaba nas proximidades do “Shopping Center”
(coordenadas aproximadas: 22°42°47.4”S 47°39°05.3”W);

6. Trecho do Rio Piracicaba nas proximidades do Bairro Bongue e Bairro Nho
Quim (coordenadas aproximadas: 22°43°02.9”’S 47°40°35.4”W).

7. Trecho do Ribeirdo Piracicamirim nas proximidades do bairro Santa Cecilia
(coordenadas aproximadas: 22°43°47.6”’S 47°37°38.0”W).

O trabalho especificamente desenvolvido por este projeto € um dos modulos
importantes do projeto global, envolvendo a analise sorolégica de amostras de sangue
tomadas de gambas nas areas de estudo, visando comprovar a possibilidade de uso destes

marsupiais em substituicdo as capivaras. Consistiu das seguintes etapas:
6.1 Captura dos gambéas no campo.

A coleta dos animais foi realizada apds a obtencéo prévia das licencas de nimero
68733-1 (ano 2019) e 68733-2 (ano 2021) expedidas pelo SISBIO, assim como as
autorizacBes com numero de protocolo 2019-16 e 8063030521 (ID 000239) do Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da ESALQ. Em cada area experimental, no minimo
15 gambas foram capturados, sendo grande parte desta etapa (cerca de 80% dos gambas)

realizada em 2019.

Para cada captura, foram distribuidas 10-20 armadilhas (tipo Tomahawk, de 20 x
20 x 40 cm) devidamente identificadas (cada uma com um nimero) em cada area de
estudo no inicio de cada semana (adaptado de Perez, 2008; Ortiz, 2018). Cada armadilha
foi iscada com % de laranja (Ortiz, 2018). A disposicdo das armadilhas foi feita
colocando-se cada uma em um local onde haveria maior chance de captura (geralmente

debaixo de arvores), sempre respeitando-se uma distancia de pelo menos 10 m entre uma



armadilha e outra. Diariamente, estas foram visitadas para verificar a captura dos animais
(Figura 1). Sempre que possivel, fotografias e referéncias geograficas foram feitas no

local exato onde cada armadilha foi armada, de modo que os gambéas pudessem ser

liberados de volta ao ambiente no mesmo local da captura.

Figura 1. Gambéa-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) capturado em armadilha tipo “tomahawk”
iscada com laranja. Cada armadilha é identificada com um nimero.

6.2 Obtencao das amostras de sangue e dos carrapatos.

Os gambas capturados foram conduzidos a ESALQ, no laboratorio de Acarologia
do Departamento de Entomologia e Acarologia, onde permaneceram por 5-7 dias, dentro
de gaiolas mais espacosas em uma sala arejada e com iluminacao elétrica. Dentro de cada
gaiola foi colocado um pote com agua, sendo esta trocada (renovada) diariamente. Os
gambas foram alimentados 1 vez por dia com frutas, verduras e pedacos de carne cozida,
provenientes das sobras das refeices do restaurante universitario da ESALQ. Na sexta-
feira de cada semana foi feita a biometria e coleta da amostra de sangue de cada gamba.
Para tanto, a médica veterinaria aplicava uma injecdo de anestesia com 58 mg de
cloridrato de quetamina e 12 mg de cloridrato de xilazina na proporcao 1:1, na dosagem
de 0,5 mL/kg de peso vivo, por meio de uma seringa de insulina de 0,5ml com agulha
fixa, tamanho 0,52 x 6 mm. Enquanto estavam anestesiados (o efeito durava

aproximadamente 1 hora), os gambas passaram por biometria (sexagem, pesagem com



balanca de pano e medigdo com fita métrica), marcacdo (brinco metélico numerado na
orelha) e extracdo de sangue. Esta Ultima foi realizada usando-se seringas equipadas com
agulha hipodérmica de 20 x 0,55 mm, aplicadas na regido ventral da cauda do animal
(Ortiz, 2018) e o sangue recolhido (aproximadamente 0,5 mL) foi imediatamente
transferido para pequenos frascos de polietileno. Imediatamente ap0s a extracéo, cada
amostra de sangue foi centrifugada a 2000 rotagcbes por minuto por 10 minutos para
separagdo do soro, usando-se uma centrifuga modelo 80-2B da fabricante Centribio. Em
seguida, as amostras centrifugadas foram armazenadas a -20° C em um freezer modelo

CHB53 da fabricante Consul até a realizacdo das analises.

Carrapatos que estavam parasitando os gambéas foram coletados e identificados,
sendo que para captura dos carrapatos foram utilizadas bandejas de plastico de
aproximadamente 40 x 20 cm, posicionadas debaixo da gaiola de cada gamba engquanto
eles permaneceram no confinamento (Perez, 2008). Na parte de cima da bandeja ha uma
tela (malha) que retém toda a matéria solida que cai da gaiola, incluindo os carrapatos
que estavam parasitando os marsupiais. Sobre a tela foi adicionada maravalha (serragem)
para absorver a matéria liquida (urina do gambd, por exemplo) que cai da gaiola (Figura
2). Cerca de 5-7 dias ap6s a captura do gamba, os carrapatos que cairam na maravalha
sobre a tela da respectiva bandeja foram coletados manualmente com pinga ou pincel e
armazenados em pequenos frascos de polietileno. Inicialmente os carrapatos foram
mantidos vivos, sendo que um algoddo umido foi colocado na regido da tampa de cada
frasco, garantindo umidade aos carrapatos e impedindo que estes escapassem do
recipiente. Deste modo, muitos carrapatos que foram coletados como larvas ou ninfas
realizaram ecdise dentro do frasco, tornando-se ninfas e adultos respectivamente. A partir
de meados do projeto, ndo houve mais necessidade de manter os carrapatos vivos, entdo
dentro de cada frasco foi colocado alcool 70%. Todos os frascos foram identificados com
0 nmero do brinco do respectivo gambad, local (trecho) onde o animal foi capturado e a
quantidade de carrapatos que foi inserida dentro do respectivo frasco. Apos a coleta

manual dos carrapatos na maravalha, as bandejas eram lavadas (adaptado de Perez, 2008).
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Figura 2. Gamba cativo. Gaiola posicionada em cima de bandeja com maravalha para posterior coleta dos
carrapatos ingurgitados.

Logo apds a coleta dos carrapatos, 0s gambéas foram conduzidos de volta aos locais

onde haviam sido capturados, para liberacdo na natureza.

6.3 Analise sorologica dos gambas e identificacdo taxondmica dos carrapatos

parasitos dos gambas.

As amostras de sangue que estavam armazenadas no freezer foram colocadas
dentro de uma caixa de isopor contendo gel rigido reutilizavel “Gelox” da fabricante
Termogel, a qual foi transportada até o Laboratorio de Doengas Parasitarias da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da USP na Cidade de S&o Paulo — SP.



A andlise soroldgica foi realizada sob a supervisdo do Prof. Marcelo B. Labruna
no laboratdério de doencas parasitarias da FMVZ, através da técnica RIFI (reacdo de
imunofluorescéncia indireta) com base no protocolo estabelecido por Horta et al. (2004)
que verifica a presenca de ligacdo antigeno-anticorpo anti-Rickettsia rickettsii através de
uma etapa inicial de triagem e uma etapa de titulacdo. Em particular, esta parte do trabalho
foi feita em estreita colaboragdo dos académicos André P. Almeira e Julia D. Silva, da
ESALQ. Na triagem, inicialmente uma parte da amostra de cada animal foi colocada em
uma lamina contendo antigenos da bactéria R. rickettsii. Assim, possiveis anticorpos
especificos presentes no soro do animal ligam-se a bactéria presente na lamina. Em
seguida, s&o adicionados anti-anticorpos contendo fluorocromos (elementos que
garantem a fluorescéncia), e estes ligam-se aos anticorpos do animal. Em cada lamina
havia controle positivo e negativo. As ligacGes antigeno-anticorpo marcadas com 0s
fluorocromos foram visualizadas num microscépio UV (Figura 3) onde os elementos de
cor verde representam as ligacdes antigeno-anticorpo. As diluicdes foram feitas em uma
proporcao de 1:64. As amostras tidas como positivas na triagem passaram entdo para a

etapa de titulacdo, onde foram tituladas até alcancarem seu maior titulo.



Figura 3. Observacdo em microscépio de uma lamina contendo amostra do soro de gambd, durante a etapa
de triagem das amostras. Em vermelho, células e outros elementos organicos que nao sao de interesse. Em
verde, ligactes antigeno-anticorpo representando possiveis cocobacilos de Rickettsia rickettsii.

Os carrapatos que estavam parasitando os gambas capturados foram identificados,
também no Laboratorio de Doencas Parasitarias da FMVZ, sendo transportados dentro
dos proprios frascos onde foram guardados e estes, por sua vez, dentro de uma caixa de
isopor. A identificacdo a nivel de espécie, feita com a orientacdo do Dr. Thiago F.
Martins, do mesmo laboratdrio, foi possivel para os estagios de ninfa e adulto, sendo que
as larvas foram identificadas somente como pertencentes ao género Amblyomma. As
identificacbes foram realizadas por observacdo em lupa com o auxilio de chaves de

identificacdo taxondmica (Barros-Battesti et al., 2006; Martins et al., 2010).
6.4 Anélise dos dados

Todos os dados foram tabulados e submetidos a analises estatisticas, com a
colaboracdo direta do Dr. Emiliano A. Branddo e da Dra. Adriane da F. Duarte, P4s-
doutorandos da ESALQ, sendo realizada inicialmente a analise de normalidade, com
Shapiro > 0,05, homodasticidade com Bartlett > 0,05, uma vez que os dados ndo atingiram
0S pressupostos estatisticos, analise ndo-paramétrica foi aplicada, utilizando Kruskal-
Wallis em substitui¢do a anova paramétrica (p < 0,05), para andlise do comprimento e

peso médio de gambas com e sem bactéria. Enquanto para as comparacdes absolutas de



gambas com carrapatos e considerados com bactérias nos diferentes pontos de coletas,
aplicou-se o teste de Fisher, realizando a combinacéo das amostras independentes.

6.5 Integracéo dos dados e priorizacéo das areas

Esta etapa pode ser descrita como a analise, em conjunto, de todos os dados
obtidos e a utilizagdo desta para elaboracéo do protocolo de priorizacdo. Posteriormente,
o0 protocolo permaneceré a disposicdo da prefeitura de Piracicaba.

A equipe responsavel pela obtencdo dos dados requeridos foi composta por
profissionais ligados as seguintes instituicdes: ESALQ (J. Dotoli, E. Veiga, J. Mandro,
Dr. C. Perez, Profa. O. Queiroz, Prof. G. Moraes); FMVZ - USP Séo Paulo (Prof. M.
Labruna, L. Binder, M. Serpa, T. Martins); UNESP Jaboticabal (Profa. D. Battestti);
profissionais do Centro de Controle de Zoonoses, Secretaria de Saude, Vigilancia
Epidemioldgica (G. Perencin) e Secretaria de Defesa do Meio Ambiente da Prefeitura de
Piracicaba (Dra. M. Curi).

7. Resultados

No total foram capturados 115 gambas (15 deles foram capturados no ano de 2021,
como parte do trabalho aqui descrito), sendo que 71 individuos (61%) corresponderam a
fémeas e 44 (39%) a machos (Tabela 1). De todos os gambas capturados, 25,7 % das
fémeas e 26,7 % dos machos puderam ser detectados como portadores de carrapatos. O
gamba que apresentou maior infestacdo por carrapatos foi o de nimero 3 (Tabela 1)
capturado na area do bairro Bongue. Dentre todos os animais capturados, apenas um

morreu (antes de ser identificado com brinco) por motivos desconhecidos.

Tabela 1. Dados biométricos, de niveis de parasitismo pelo carrapato-estrela e de infeccdo por Rickettsia
rickettsii de gambas (Didelphis spp.) capturados nos locais de estudo (regides do municipio de Piracicaba).

Animal (n° Comprimento | Peso Carrapatos Sorologia | ops. @
do brinco) | Sexo (cm) (kg) | Total | Larvasl Ninfas® ‘ Adultos? | (Titulagio)® '
Horto de Tupi
1 F 71 1,2 4 4 0 0 512 P
15 F 60 1.0 0 - - - N L
16 F 37 0,25 0 - - - N
57 M 44 0,2 0 - - - N
72 B F 62 1,05 1 1 0 0 <64
73B F 65 0,7 2 2 0 0 <64
74 B F 63 0,8 2 2 0 0 N

Cont.




Cont.

75 B M 81 1,5 4 0 0 N
76 B F 62 0,7 6 6 0 N
77B F 63 0,7 0 - - N
78 B F 72 0,95 1 0 0 N
17 M 39 025| 0 - - N
18 M 41 025| O - - N
19 M 31 0,2 0 - - N
20 F 79 1,3 1 0 1D N
Santa Rita
41 F 65 0,85 1 1 0 N P
42 F 69 1,25 0 - - N L
43 F 53 0,5 0 - - N P
81 F 58 08| 0 - - N
58 F 49 0,5 0 - - N
59 M 37 0,1 2 0 0 N
51 F 60 1.0 0 - - N P
52 M 24 0,2 0 - - N
45 M 41 0,25 0 - - N
46 M 46 0,3 0 - - N
47 M 29 0,1 0 - - N
48 F 63 1.0 0 - - 128
49 M 64 0,95 7 2 0 N
50 F 56 055| 0 - - <64
44 M 44 025| 0 - - <64
Sao Francisco
64 M 65 1,45 | 180 85 7S+19D | 60S+9D N
70 F 60 095 | 64 27 5S5+20D | 8S+4D 1024
71 F 60,5 095| O - - N
72 A M 67 1,1 0 - - N
74 A F 61 065| 0 - - N
87 F 65 1.0 0 - - 2048 P
81 F 65 0,8 0 - - <64
83 B F 60 105| O - - N P
93 M 76 1,7 | 195 | 188 1S N
60 M 52 0,5 0 - - N
61 F 56 0,7 0 - - N
62 F 49 0,4 0 - - <64
63 F 57 055| 0 - - N
64 F 60 0,9 0 - - N
80B F 62 065| 0 - - <64 P
Distrito industrial Unileste
97 M 61 0.9 0 - - N
21 F 35 015| O - - N
22 M 38 0.2 0 - - N
23 F 38 0.2 0 - - N
24 F 37 0.2 0 - - N
25 M 33 015| 0 - - N
26 F 38 0.2 0 - - N
27 F 70 1.2 0 - - N L
28 M 87 1.75| 0 - - N

Cont.




Cont.

29 F 40 0.2 0 - - - N
30 F 41 015 0 - - - N
31 F 42 015 0 - - - <64
32 F 75 1.3 0 - - - N L
33 F 69 115| 0 - - - N
34 M 64 1.3 0 - - - N
Piracicamirim

65 F 67 0,9 0 - - - N
66 F 60 0,945| 18 9 1S+7D 1S N
67 M 73 1,6 0 - - - N
69 M 67 185| 0 - - - N

73 A F 54 0,75 0 - - - N

75 A M 70 1,45 0 - - - N

76 A M 64 1,35 0 - - - N

77 A F 67 1.0 0 - - - N

78 A F 70 1.0 0 - - - N
79 F 64 1.0 0 - - - N
88 M 53 075 0 - - - N
89 F 64 125 0 - - - 512 P
86 F 70 1,45 0 - - - N
82 F 63 1.0 0 - - - N
85 F 70 1.0 0 - - - N

80 A M 65 085| 0 - - - N
84 M 64 1,15 O - - - N

83 A F 67 1,3 0 - - - N
90 F 60 0,75| 0 - - - 1024 P
92 F 60 1,05| 3 3 0 0 N P
94 M 67 145| 0 - - - N

Rio Piracicaba / Bongue

95 M 65 105 9 4 2D 3S N
2 F 72 105| 4 4 0 0 N P
3 F 61 1,1 | 662 | 377 |84S+37D|136S+28D 1024

113 F 61 0,7 | 212 | 189 | 5S+17D 1S <64
71 F 75 1,06 | 1 1 0 0 <64
79 F 73 0,9 0 - - - N L
4 F 67 125] 1 1 0 0 512 P
5 F 70 085| 6 1 4D 1S N P
6 F 65 1,05 | 18 13 1D 3S+1D N L
7 M 64 1,05 | 60 58 1S 1D 1024
8 F 69 0,9 | 192 | 165 | 11S+8D | 5S+3D N L
9 M 54 1.0 | 59 46 2S+3D | 7S+1D N
10 M 71 1,7 0 - - - N
11 F 60 145| 0 - - - N P
12 M 60 1,2 0 - - - 256
13 F 60 09| 0 - - - 512 L
14 F 60 1.0 0 - - - 128 L
5 F 70 085| 0 - - - N P

Rio Piracicaba / Shopping

35 F 65 125 0 - - - 2048 P
36 F 40 0,3 0 - - - N




Cont.

37 F 44 0,3 0 - - - N
65 F 56 065| 0 - - - 64
66 M 49 03| 0 - - - N
67 M 46 03| 0 - - - N
53 M 57 085] 0 - - - N
54 M 66 0,9 0 - - - N
55 F 57 0,7 0 - - - N
56 F 64 1,2 0 - - - N
69 M 54 0,65| 20 16 4D 0 N
68 M 51 066 | 2 2 0 0 <64
82 M 54 0,9 4 4 0 0 N
38 M 39 025 0 - - N
39 M 40 025 0 - - - N
40 M 36 0,2 0 - - - 64

@ D = Amblyomma dubitatum, S = A. sculptum. @ N = soronegativos. (3) L = lactante
(amamentando), P = prenhe.

Dos gambas capturados, 17 eram fémeas prenhes e 10 eram lactantes (Figura 4).

Figura 4. Filhotes de gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) se amamentando dentro do
marsupio (bolsa) da mée.



Ao longo da analise sorologica (RIFI), 26 animais foram acusados como
soropositivos durante a fase de triagem das amostras de soro [30,0% das fémeas e 11,1%
dos machos (Figura 5), o que corresponde a 21 e 5 individuos respectivamente], sendo a
maior parte gambés oriundos do trecho correspondente ao bairro Bongue, as margens do
rio Piracicaba.
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Figura 5. Percentual de gambas fémeas e machos capturados e também percentual de individuos que
estavam infectados com a bactéria segundo a etapa de triagem da anélise sorolégica.

Para cada gamba, a titulacdo para R. rickettsii foi comparada com a titulagéo
para R. bellii. Considerou-se como soropositivo para R. rickettsii apenas 0s gambas cujo
titulo foi pelo menos 4 vezes maior que o titulo para R. bellii. Isto foi observado nos
gambas de nameros 1 (Horto de Tupi), 3, 4, 13, (trecho Bongue), 35 (trecho Shopping),
70, 87 (bairro Séo Francisco), 89, 90 (trecho Piracicamirim) como mostrado na Tabela
2. Os demais animais, mesmo quando acusados como soropositivos na etapa de triagem
da RIFI, ndo foram considerados como soropositivos para R. rickettsii por ter seu titulo
sido menor do que 4 vezes o titulo de R. bellii. Isto indica que a soropositividade para R.

rickettsii foi observada em 7,8% dos gambas capturados, todos eles fémeas.



Tabela 2. Quantidade de gambas (Didelphis spp.) soropositivos na triagem da RIFI e a titulagdo
encontrada em suas respectivas amostras tanto para Rickettsia rickettsii quanto para Rickettsia bellii,
confirmando-se a titulacdo de R. rickettsii quando o titulo observado foi igual ou maior que 4 vezes o
titulo para R. bellii (linhas coloridas).

Identificacdo do Titulagdo para R. Titulagdo para R.
gamba rickettsii bellii
Horto de Tupi
1 512 <64
72B <64 <64
73B <64 <64
Bairro Santa Rita
44 <64 <64
48 128 <64
50 <64 <64
Bairro S&o Francisco
62 <64 <64
70 1024 <64
80B <64 < 64
81 < 64 <64
87 2048 <64
Distrito Unileste
31 y < 64 < 64
Ribeirdo Piracicamirim
89 512 <64
90 1024 128
Bairro Bongue
3 1024 256
4 512 128

7 1024 1024

12 256 256

13 512 <64

14 128 64

12 256 256
113 <64 128

Rio Piracicaba - Shopping
35 2048 <64
40 64 <64
65 64 <64
68 <64 <64

Com relacdo ao comprimento e peso médio dos machos capturados, diferencas
significativas ndo foram observadas (p > 0,05) entre gambds infectados (soropositivos) e
ndo infectados (soronegativos) (Figura 6), com comprimento médio de 54,8 +2,28 € 51,0
+ 1,70 cm para infectados e ndo infectados respectivamente. Enquanto que o peso médio

foide 0,82 £ 0,08 € 0,67 £ 0,07 cm também para infectados e ndo infectados.
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Figura 6. Comprimento médio (cm) e peso médio (kg) de machos néo infectados e infectados por bactéria.
Barras indicam os respectivos erros padrdes. Os animais foram considerados infectados aqui segundo a
etapa de triagem da analise soroldgica.

Ao analisar todas as fémeas capturadas, com relacdo ao comprimento e peso
médio, diferencas significativas ndo foram observadas (p > 0,05) entre gambas nao-
infectados e infectados (Figura 7), com comprimento médio de 59,7 + 1,37 e 61,4 + 0,83
cm, respectivamente. Enquanto, o peso médio foi de 0,82 + 0,03 e 0,77 £ 0,04 cm também

para ndo infectados e infectados.
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Figura 7. Comprimento médio (cm) e peso médio (kg) de fémeas infectadas e ndo infectadas por bactéria.
Barras indicam os respectivos erros padrdes. Os animais foram considerados infectados aqui segundo a
etapa de triagem da andlise soroldgica.

Quando agrupados fémeas e machos capturados por ponto de coleta, foi possivel
verificar que embora nao tenha havido grande varia¢do na captura, o nimero de gambas
com carrapatos em cada ponto de coleta variou de 0-11 individuos, 0 que correspondeu a
0 - 61% de infestacdo com relacdo ao total coletado por ponto, ou seja, de prevaléncia
(Tabela 3). A regido do Distrito Unileste teve o menor nimero de gambas com carrapatos
e também o menor percentual de gambéas considerados soropositivos para ambas as
espécies de Rickettsia (7%), seguida pela regido do Ribeirdo Piracicamirim (9%),
enquanto as regides do bairro Bongue e Horto do Tupi foram as de maior prevaléncia,
embora as regides com maiores nimeros de animais soropositivos tenahm sido os bairros

Bongue e Sao Francisco (Tabela 3).



Tabela 3. Pontos de coleta com o percentual de gambdas capturados (n= 115 no total), percentual dos
animais com carrapatos e percentual de soropositivos para as bactérias Rickettsia bellii e Rickettsia rickettsii
em relagdo ao total de capturas do respectivo local; nimero absoluto entre parénteses.

% de gambas % com carrapatos % soropositivos

Ponto de coleta (n°) (n°) (n°)
Santa Rita 13,0 (15) 20,0 (3) ab” 20,0 (3) ab”
Sé&o Francisco 13,0 (15) 20,0 (3) ab 33,0(5) ab
Unileste 13,0 (15) 00,0 (0) a 07,0(1) a
Horto do Tupi 13,0 (15) 53,0(8) b 20,0 (3) ab
Shopping 14,0 (16) 19,0 (3) ab 25,0 (4) ab
Bongue 15,7 (18) 61,0 (11) bc 44,0 (8) b
Piracicamirim 18,3 (21) 09,0(2) a 09,0 (2) a
Total 100 (115) 26 (30) 22,6 (26)

“Significativo pelo teste de Fisher (p < 0,05), sendo as comparacdes realizadas na coluna
(entre os pontos de coleta).

No total, foram coletados 1741 carrapatos dos gambas capturados, dos quais 1211
(70%) eram larvas (todas identificadas como Amblyomma sp.) e 530 (30%) estavam na
fase de ninfa e adulto quando foram identificados, sendo 349 (20%) pertencentes a
espécie A. sculptum e 181 (10%), a espécie A. dubitatum. Esta ultima espécie também
pode ser infectada por R. rickettsii, sendo importante na transmisséo do patdgeno de uma
capivara a outra ou mesmo ao gamba. No entanto, ndo € importante na transmisséo direta
ao ser humano, por ndo parasitar o ser humano. Dos carrapatos coletados, 268 destes
adultos foram coletados como ninfas e 106 das ninfas foram coletadas como larvas,
passando por ecdise enquanto estavam dentro do tubo. O parasitismo por espécies de

carrapatos nos gambas de acordo com cada local de estudo é mostrado na Tabela 4.



Tabela 4. Proporg¢do (%) de gambas parasitados por carrapatos nos locais de estudo (regides do

municipio de Piracicaba) e percentual de gambas com carrapatos de cada local em relagdo ao total de

gambaés parasitados. Larvas ndo estdo sendo consideradas aqui.

Somente Somente % de
_ As. +A )
Amblyomma | Amblyomma | Mista gambas
Local ) d. + )
sculptum (A. | dubitatum (A. @) _ parasitados
mista
S.) d.) do total
Distrito
) 0 0 0 0 0
Unileste
Horto de Tupi 0 13 7 20 26,7
Piracicamirim 0 0 5 5 6,7
Rio P. —
0 0 44 44 36,7
Bongue
Rio P. — 0 6 0 6
) 10
Shopping
Sé&o Francisco 7 0 13 20 10
Santa Rita 0 13 0 13 10

D parasitados pelas duas espécies de Amblyomma conjuntamente.

O local onde houve maior proporcdo de infeccdo (soropositividade) confirmada

de R. rickettsii em comparacdo a R. bellii em gambas foi o trecho do bairro Bongue, onde

17% dos gambas capturados naguele local foram confirmados como soropositivos para

R. rickettsii na etapa de titulacdo da analise soroldgica (Tabela 5). Em contrapartida, o

local onde foi detectada menor taxa de infeccdo foi o trecho do Distrito Industrial

Unileste, onde apenas um gamba foi acusado como soropositivo na triagem da analise

soroldgica, porém tendo titulo para R. rickettsii menor do que 4 vezes o titulo de R. bellii.

(Tabela 5).




Tabela 5. Proporc¢éo (%) de gambés que foram confirmados como soropositivos para Rickettsia rickettsii
(segundo a etapa de titulagdo da analise sorologica) nos locais de estudo (regides do municipio de
Piracicaba) e titulagdo média da bactéria por local.

Gambas soropositivos Titulagcdo média
Local para R. rickettsii
N % do local % do total

Distrito Unileste 0 0 0 <64
Horto de Tupi 1 7 11,1 = 256
Piracicamirim 2 10 22,2 = 768
Rio P — Bongue 3 17 33,3 = 448
Rio P. — 1 6 11,1 =512
Shopping
Sao Francisco 2 13 22,2 = 640
Santa Rita 0 0 0 <64

8. Discussao

8.1 Validacdo da metodologia

A disponibilidade dos gambas-de-orelha-branca é essencial para que o método
possa ser empregado, como citado por Ortiz (2018). No trabalho aqui relatado, foi
confirmada a presenca abundante destes em todos os locais de estudo, exceto no Horto de
Tupi, onde a grande maioria dos animais capturados era gambas-de-orelha-preta. Néo foi
possivel determinar a razdo desta diferenca, mas é possivel que isto esteja ligado as
condicGes mais naturais daquele local, provavelmente facilitando o desenvolvimento de
maiores popula¢ées do gambéa-de-orelha-preta, e menor populacdo do gamba-de-orelha-

branca.

A captura de gambas para a analise soroldgica mostrou-se satisfatéria pelo uso da
laranja como atrativo, validando o método utilizado por Ortiz (2018). Em pré-testes

realizados antes do inicio oficial do projeto, outras iscas (banana e ovo de galinha cozido)



foram usadas nas armadilhas, mostrando-se menos eficientes do que a laranja. Trata-se
de um método simples, seguro e de muito mais facil uso do que a captura de capivaras.
Uma vez capturados, 0s animais podem ser facilmente conduzidos para um laboratério,
onde as amostras de sangue puderam ser facilmente obtidas para anélise soroldgica, sem

estressar 0s animais.

A facilidade de manutencdo dos gambas em laboratério também foi validada, uma
vez que eles sdo de facil manejo, tem dieta generalista e apresentaram elevada taxa de
sobrevivéncia em cativeiro. Sua manutencéo foi viavel nas condicbes experimentais, em
que foram mantidos em local arejado, com agua abundantemente oferecida a cada dia, e

alimentados diariamente com frutas, verduras e sobras de alimentacdo humana.

A manutencdo destes sobre uma bandeja com maravalha durante cinco dias foi
suficiente para se coletar os carrapatos, que mantidos em laboratorio sob umidade alta
permitiram a obtencdo de carrapatos nos estagios de ninfa e adulto, possibilitando a
identificacdo. O método de obtencéo dos carrapatos em laboratorio foi validado (adaptado
de Perez et al., 2008), mostrando-se muito mais pratico e eficaz do que a inspe¢do manual
de cada gamba, a qual € trabalhosa e sujeita ao risco de o coletor deixar de encontrar
carrapatos (principalmente larvas, que sao menores) por ficarem ocultos entre os pélos do
gamba. No entanto, 0 método pode ser feito de forma mais eficiente pela colocagédo de
duas bandejas de tamanhos semelhantes sobrepostas sob cada gaiola em que os gambaés
sdo mantidos, fazendo-se um orificio no centro da bandeja superior, na qual a maravalha
sera depositada. Isto facilita 0 escoamento da urina do animal para a bandeja inferior,

sendo esta retirada diariamente da bandeja inferior para descarte.

Dentre todos os gambaés capturados, apenas 7,8% (9 animais) foram confirmados
como soropositivos para R. rickettsii, sendo todos fémeas, das quais 6 estavam prenhes e
1 estava lactante. Destes 9 animais soropositivos, 0 menor comprimento detectado foi de
60 cm e o0 maior foi de 71 cm, enquanto que o menor peso foi de 0,75 kg (gamba n° 90)

e 0 maior foi de 1,25 kg (em 3 animais).

Os dados sugerem que independentemente de se encontrar ou ndo a presenca de
carrapatos nos gambas, estes poderdo ser considerados no processamento. No presente
trabalho foi verificado que em varios dos animais soropositivos ndo foram encontrados

carrapatos (inclusive alguns dos gambas com maiores titulacdes de R. rickettsii). Porém,



ainda assim, a deteccdo de carrapatos parasitos nos gambas ou de carrapatos de vida livre
nos locais de estudo é uma etapa muito importante a ser incluida no protocolo, uma vez
que o carrapato € o vetor da FMB e, portanto, é o agente responsavel por transmitir o

patégeno aos seres humanos.

A hip6tese de que gambas poderiam ser usados como organismos sentinelas para
a presenca de R. ricketsii e poderiam substituir as capivaras para a elaboracdo do
protocolo de priorizacdo de areas foi confirmada, entrando em acordo com as evidéncias
de que gambas sdo amplificadores da bactéria e contribuem para sua transmissao
horizontal a carrapatos conforme demonstrado por Horta et al. (2009) e Melo et al. (2016).
Os animais analisados apresentaram niveis de titulagdo de bactéria e/ou de infestagdo por
carrapatos relativamente proporcionais ao histérico de casos de FMB em seres humanos
em cada local de estudo, com excecéo do bairro S&o Francisco, onde ndo ha registros de
casos recentes da enfermidade apesar dos dados obtidos naquele local ao longo do
presente trabalho.

Os resultados do presente estudo sugerem em primeiro lugar que, para maior
precisdo dos dados, teria sido conveniente a captura de um nimero maior de gambas por
local, tendo em vista que a se considerar a proporcdo de gambas infectados, o nimero
esperado de gambas parasitados seria de 1,2/ 15. No estudo conduzido por Ortiz (2018),
a proporcao de gambas soropositivos para R. rickettsii foi de 54,5%. Portanto, sugere-se
que para o protocolo em preparacédo, estabeleca-se que sejam capturados 25 gambas de

cada area estudada.

Os dados também sugerem que os gambas infectados sejam em sua maioria
fémeas (talvez prenhes). Infelizmente, as caracteristicas relativas a sexo e estado de
prenhez ndo foram relatadas por Horta et al. (2009) ou por Ortiz (2018). Certamente, a
elucidacdo destes aspectos é importante do ponto de vista cientifico, ndo existindo, no
entanto, até o momento, informacao que dé suporte a aparente relacdo entre sexo, prenhez
e infeccdo por R. rickettsii. Por esta razéo, é possivel que a relagdo observada no presente
estudo seja apenas casual. Seria importante avaliar-se esta possivel (porém nao provavel)
relacdo em trabalhos futuros, tendo em vista a importancia pratica deste assunto no que
se refere ao uso dos gambas como animais sentinela no protocolo de determinacao de

areas prioritarias para a prevengdo da FMB. Finalmente, os dados sugerem que tanto



animais pequenos quanto grandes possam estar infectados, podendo assim animais de

diferentes tamanhos serem considerados no citado protocolo.
8.2 Areas a serem priorizadas

Dentre os 7 locais onde o presente trabalho foi realizado, podem ser destacados
como areas prioritarias para acdes de prevencdo da FMB: o bairro Sdo Francisco em
primeiro lugar, o bairro Bongue em segundo lugar e o Ribeir&o Piracicamirim em terceiro
lugar, tendo-se em todos estes locais determinada a presenca de gambas soropositivos
para R. rickettsii. E adequado notar que apenas trés locais foram destacados mas um
nimero maior de locais poderia ser selecionado pelos 6rgdos publicos para agdes

preventivas, de vez que outros também apresentam riscos aos seres humanos.

Apesar de ndo haver registros recentes de casos de FMB no bairro Sao Francisco,
este foi um local com alta taxa de soropositividade de R. rickettsii nos gambas (22,2%).
Além disso, € extremamente importante notar que neste bairro existem, bem proximo as

lagoas, varias residéncias, duas escolas primarias e uma empresa.

O trecho do bairro Bongue, como foi observado nos resultados do presente
trabalho, concentrou a maior parte dos gambas infectados por R. rickettsii (33,3%). Além
disso, este local recebe constante visitacdo de pessoas, seja para lazer, trabalho ou porque
residem naquela regido. Outro detalhe importante é que recentemente uma pessoa que foi

a Obito por FMB supostamente foi infectada neste local.

Também no ribeirdo Piracicamirim, 22,2% dos gambas foram confirmados como
soropositivos para R. rickettsii. Além disso, neste local foi detectada maior titulacdo
média para esta bactéria (= 768). Neste trecho, encontra-se um grande numero de
residéncias, lojas, uma escola, um clube e areas de lazer publicas. As capivaras ndo sao
encontradas neste local durante o dia, tendo em vista a proximidade ao campus da
ESALQ, onde estas permanecem durante o dia, e de onde saem a noite em busca de

alimento as margens do Piracicamirim.

E importante notar que, devido & enorme quantidade de fatores biéticos e abidticos
envolvidos no ciclo da FMB, é possivel que o nivel de perigo dos locais altere-se ao longo
do tempo. Portanto, sugere-se que novas avaliagdes sejam conduzidas, ao se decidir por

novas acoes preventivas no futuro.



9. Conclusotes

e Gambas podem ser usados como organismos sentinelas da FMB no
municipio de Piracicaba, substituindo as capivaras pela maior facilidade
de capturas da primeira espécie.

e Na escolha de areas a serem priorizadas para acBes de prevencdo a
ocorréncia da FMB, dentre os locais estudos devem ser priorizados as
lagoas do bairro S&o Francisco, o trecho do rio Piracicaba no bairro
Bongue e o trecho do Ribeirdo Piracicamirim, nas proximidades do bairro
Santa Cecilia.
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