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Culturas in vitro permitem estudar interagbes vetor-patdgeno, além de
viabilizarem métodos diagndsticos e a obtengdo de antigenos, reduzindo
também a necessidade do uso de animais experimentais. Bactérias da ordem



Rickettsiales compreendem microrganismos intracelulares obrigatérios de
relevancia para a saude animal e humana, transmitidos principalmente por
artrépodes hematéfagos, como carrapatos e pulgas. Entre esses ectoparasitos,
Ctenocephalides felis felis destaca-se pela ampla distribuicdo geografica e pela
capacidade de parasitar animais domeésticos e silvestres. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo realizar o isolamento de bactérias da ordem
Rickettsiales a partir de pulgas C. felis felis utilizando células Vero. Para isso,
foram preparados 10 pools contendo cinco exemplares adultos de pulgas,
submetidos previamente a desinfecgéo superficial com alcool 70%, hipoclorito
de sodio a 1% e clorexidina a 0,2%. Apds lavagem em agua ultrapura
autoclavada, os espécimes foram macerados e o material obtido inoculado em
monocamadas de células Vero mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino. As culturas
foram incubadas a 30°C e monitoradas diariamente por microscopia invertida,
sendo realizadas trocas de meio semanalmente. Esfregagos obtidos por
citocentrifugacdo foram fixados em metanol e corados com Giemsa para
avaliacdo microscopica. O DNA foi extraido do sobrenadante das culturas
utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®), conforme as
recomendagdes do fabricante. Considerando a suspeita de infeccdo por
agentes da ordem Rickettsiales, realizou-se triagem molecular para membros
da familia Anaplasmataceae utilizando primers direcionados ao gene 16S rRNA
(345 pb), além de PCR para o género Rickettsia baseada na amplificacédo de
fragmento do gene gItA (401 pb). As amostras positivas foram posteriormente
submetidas a nova PCR para amplificagdo de um fragmento maior do gene gltA
(834 pb), visando posterior sequenciamento molecular. Dos 10 frascos
inoculados, oito apresentaram contaminagao bacteriana ou fungica durante o
cultivo. Nos dois frascos restantes foram observadas estruturas bacterianas
compativeis com microrganismos intracelulares em esfregagos corados. Ambas
as amostras apresentaram amplificacdo molecular compativel com Rickettsia
spp., enquanto uma delas também foi positiva para membros da familia
Anaplasmataceae. Atualmente, os isolados encontram-se na terceira passagem
e aguardam os resultados de sequenciamento. Os achados indicam a presenga
de DNA de bactérias da ordem Rickettsiales em culturas derivadas de C. felis
felis, contribuindo para o entendimento da associagédo entre pulgas e bactérias



intracelulares e fornecendo evidéncias preliminares para futuras investigagbes
moleculares e epidemioldgicas.
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