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RESUMO

Rickettsia spp. s@o bactérias de ampla distribuicdo geografica, capazes de infectar
seres humanos e animais, através dos carrapatos vetores do género Amblyomma. Até
0 momento sabe-se que a Febre Maculosa Brasileira esta associada a trés ciclos de
transmissao de acordo com vetores, hospedeiros e os ambientes envolvidos. O
objetivo deste trabalho foi detectar e caracterizar molecularmente riquétsias do grupo
da Febre Maculosa em humanos, animais sinantropicos e ixodideos procedentes do
estado de Pernambuco. Amostras de sangue de 97 roedores (Rattus novergicus,
Rattus rattus, Trichomys spp. e Cavea aperea) e 34 marsupiais (Didelphis albiventris)
foram coletados e a caracterizacdo molecular de Rickettsia spp. foi realizada atraves
da Reagdo em Cadeia da Polimerase. Os resultados evidenciaram uma frequéncia de
6,18% de positividade para os roedores, no Recife (1,03%), Camaragibe (1,03%),
Itamaraca (2,06%) na Regido Metropolina do Recife e Izacolandia (2,06%), Petrolina.
Entretanto, ndo foram detectados presenca de DNA de Rickettsia spp. em nenhum
dos marsupiais estudados. Por outro lado, foi relatado o primeiro caso de Febre
Maculosa na regido Nordeste do Brasil em um individuo do sexo masculino do
municipio de Arcoverde, sendo o provavel local de infec¢do no municipio de Sertéania,
ambos no estado de Pernambuco. O paciente apresentou manifestacdes clinicas
compativeis com a doenca, e a infeccéo foi confirmada por Reacdo em Cadeia da
Polimerase e posterior sequenciamento. A partir da confirmacdo deste caso foi
procedida uma investigacéo epidemioldgica para coleta de ixodideos no local onde foi
identificado FMB. Sendo assim foram coletados carrapatos de Canis familiaris e
Euphractus sexcinctus, classificados como Rhipicephalus sanguineus sensu lato e
Amblyomma pseudoconcolor, respectivamente. Do total de A. pseudoconcolor
coletados (90,9%) foram positivos para presenca de Rickettsia spp., enquanto
nenhum dos R. sanguineus s.l. encontraram-se infectados. A analise genética
baseada em cinco genes rickettsiais mostrou que a cepa detectada estd mais
relacionada a Rickettsia amblyommatis, sendo esta sua primeira descricdo em
Amblyomma pseudoconcolor. Em concluséo, este € o primeiro relato de infeccao de
Rickettsia spp. em roedores e humanos além do primeiro relato de R. amblyommatis
em A. pseudoconcolor no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Os dados
obtidos neste estudo sugerem que pequenos mamiferos, podem desempenhar um
papel importante na manutencéo, circulagdo e disseminacao de riquétsias dentro e
fora dos focos naturais. Finalmente os resultados apontam este carrapato como um
potencial vetor no ciclo enzoético de R. amblyommatis no Nordeste brasileiro.

Palavras-chaves: Carrapatos, Vetores, Riquetsiose, Bactérias gram-negativas,
Saude publica.



ABSTRACT

Rickettsia spp. are bacteria of wide geographic distribution group capable of infecting
humans and animals through ticks of the genus Amblyomma. Until now, it is known
that Brazilian Spotted Fever is associated to three cycles of transmission according to
vectors, hosts and the environments involved. The aim of this study was to detect and
characterize molecularly rickettsiae of SF group in humans, synanthropic animals and
ixodids from Pernambuco state. Blodd samples from 97 rodents (Rattus novergicus,
Rattus rattus, Trichomys spp. and Cavea aperea) and 34 marsupials (Didelphis
albiventris) were collected and the molecular characterization of Rickettsia spp. was
performed using the Polymerase Chain Reaction. The data showed the frequency of
6.18% of positivity for rodents in Recife (1.03%), Camaragibe (1.03%), Itamaraca
(2.06%) in the metropolitan region of Recife and lzacolandia (2.06%), Petrolina.
However, no Rickettsia spp. was found in those marsupials. On the other hand, the
first case of SF in the northeast region of Brazil was reported in a man of the Arcoverde
County, but this patient may be infected at the Sertania County, both places in
Pernambuco State.The patient showed clinical signs suggestive of SF, and the
infection was confirmed by Polymerase Chain Reaction and subsequent sequencing.
From the confirmation of this case, an epidemiological investigation was carried out to
collect ticks. Ticks collected from Canis familiaris and Euphractus sexcinctus, were
classified as Rhipicephalus sanguineus sensu lato and Amblyomma pseudoconcolor,
respectively. Of the total A. pseudoconcolor collected (90.9%) were positive to
presence of Rickettsia spp., and no infected R. sanguineus s.l. was found. Genetic
analysis based on five rickettsial genes showed that the detected strain is most closely
related to Rickettsia amblyommatis, confirmed, for the first time, detected in
Amblyomma pseudoconcolor In conclusion, this is the first report of infection of
Rickettsia spp. in rodents and humans besides the first report of R. amblyommatis in
A. pseudoconcolor in Pernambuco state, northeastern Brazil. The data obtained in this
study suggest that small mammals can be an important role in maintaining, circulating
and disseminating rickettsia inside and outside the natural focus. Finally the results
point to this tick as a potential vector in the enzootic cycle of R. amblyommatis in
Brazilian northeast.

Key-words: Ticks, Vectors, Ricketsiosis, Gram-negative bacteria, Public health.
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1. INTRODUCAO

As bactérias do género Rickettsia sdo parasitos intracelulares obrigatdrios
(GILLESPIE et al., 2008) que infectam tanto humanos como animais, apresentam
distribuicdo mundial, que evidencia complexos ciclos enzodticos, envolvendo
principalmente ectoparasitos e mamiferos (AZAD; BEARD, 1998; MOURA-
MARTINIANO et.al., 2014).

A Febre Maculosa, doenca causada pela Rickettsia rickettsii, foi primeiramente
diagnosticada em 1899, na regidao montanhosa do noroeste dos Estados Unidos da
América (EUA), onde a doencga foi denominada Febre Maculosa das Montanhas
Rochosas (FMMR) (MAXEY, 1899; HARDEN, 1990).

Posteriormente, passou a ser diagnosticada em varios paises do mundo como
Japao, México, Panama, Costa Rica, Argentina e Brasil (FONSECA; MARTINS, 2007;
DEL FIOL et al., 2010; ARGUELLO et al., 2012; BERMUDEZ et al., 2013; SEIJO, et
al., 2016; DZUL-ROSADO et al., 2017; MATSUURA; YOKOTA, 2018; OLIVEIRA et
al., 2018).

No Brasil, a Febre Maculosa Brasileira (FMB), ja foi descrita em todas as
regides do pais (SANGIONI et al., 2011; NIERI-BASTOS et al., 2014; SILVEIRA et al.,
2015; MELO et al., 2016; LUGARINI, et al., 2015; MCINTOSH et al., 2015; HORTA et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017; MACHADO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018;
AGUIRRE et al., 2018) tendo como vetores os carrapatos das espécies Amblyomma
sculptum, A. aureolatum e A. ovale (MORAES-FILHO, 2017).

Diversas sdo as espécies de riquétsias conhecidas, Rickettsia typphi, R.
amblyommii, R. rhipicephali, R. monteiroi (LABRUNA et al., 2011), R. bellii (SZABO et
al., 2018), R. amblyommatis (SILVA et al., 2018) entretanto R. rickettsii e R.
parkeri sdo relatadas como as duas principais espécies do Grupo da Febre Maculosa
(GFM) que causam doencas humanas no Brasil (SPOLIDORIO et al., 2010a; DE
OLIVEIRA et al., 2016; WECK et al., 2016).

Os pequenos mamiferos silvestres, particularmente roedores e marsupiais, sdo
considerados 0s principais reservatérios e amplificadores desses ectoparasitos
(MORARU et al.,, 2013), devido a alta eficiéncia de multiplicacdo e transmissao
transestadial e transovariana que os microrganismos mantém com ixodideos (VELEZ
et al., 2012).
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Clinicamente a FMB tem sintomas iniciais inespecificos (CHEN; SEXTON,
2008), podendo muitas vezes ser confundida com outras doencas como leptospirose,
dengue, erliquiose, doencas exantematicas virais e até outras riquetsioses (DEL FIOL
et al., 2010; ANGERAMI et al., 2012).

Por ser considerada uma zoonose reemergente, a FMB tem notificacao
compulséria no Brasil apresentando grande importancia na saude publica devido ao
diagnoéstico médico tardio e a alta letalidade nos humanos (BRASIL, 2018a).

No Sistema de Informacdo de Agravo de Notificagdo (SINAN), consta que
diversos obitos por febre maculosa em humanos ja ocorreram no pais, sendo as
regides Sudeste e Sul as mais acometidas pela doenca (BRASIL, 2018a).

Apesar das riquetsioses manterem carater endémico em algumas regides
brasileiras (BRASIL, 2018b), informagdes sobre FMB ainda permanecem escassas no
Nordeste do pais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi detectar e caracterizar
molecularmente Rickettsias do grupo da febre maculosa em humanos, animais

sinantrépicos e ixodideos procedentes do estado de Pernambuco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Rickettsia

O género Rickettsia é composto por bactérias intracelulares obrigatoérias, gram-
negativas, pertencentes a ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae (PAROLA et
al., 2013).

Os representantes deste género estao agrupados em trés diferentes grupos, a
saber: o grupo Tifo (GT), representado pelas espécies R. prowazekii e R. typhi, 0
Grupo Ancestral (GA), que compreende as espécies R. belli e R. canadensis
(MORAES-FILHO et al., 2009; BARBIERI et al., 2014; GAJDA et al., 2017) e o grupo
da Febre Maculosa (GFM), com mais de 30 espécies descritas, entre elas R. rickettsii,
R. parkeri, R. rhipicephali, R. amblyommii e R. amblyommatis (BURGDORFER et al.,
1978; WEISS; MOULDER, 1984; WELLER et al., 1998; MAXEY, 1899; BOUYER et
al., 2001; PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005).

2.1.1 Grupo Tifo (GT)

R. prowazekii € o agente etiologico do tifo epidémico, transmitido por piolhos
(BECHAH et al., 2008). Foi considerada primeiramente uma doencga restrita ao ser
humano, com transmissdo através do Pediculus humanus corporis (BADIAGA;
BROUQUI, 2012). Sua distribuicdo é desconhecida, mas desde a década de 1990,
focos de tifo epidémico foram descritos na Africa, incluindo paises como Argélia
(NIANG; BROUQUI; RAOULT, 1999; MOKRANI et al., 2004; MOKRANI et al., 2012),
Texas (REEVES, et al.,, 2008), Franca (BADIAGA; BROUQUI; RAOULT, 2005) e
também Russia (TARASEVICH; RYDKINA; RAOULT, 1998). O tifo epidémico, nunca
foi descrito no Brasil (GALVAO et al., 2005).

Por outro lado, R. typhi agente causador do tifo murino, apresenta distribuicao
mundial e ocorre principalmente em portos e cidades costeiras onde predominam-se
os roedores (MAURIN et al., 2002). NotificacBes sobre casos de tifo murino indicam
gue a doenca prevalece nos continentes asiatico (ZIMMERMAN et al., 2008), europeu
(NOGUERAS et al., 2006) e americano (WHITEFORD; TAYLOR; DUMLER, 2001,
SILVA; PAPAIORDANOU, 2004). Frequentemente, R. typhi é diagnosticada em
viajantes ao retornarem de areas endémicas (TAKESHITA, et al., 2010; SCHULZE et
al., 2011; WALTER et al., 2012). No territorio brasileiro, ja foi descrita nos estados do
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Rio de Janeiro (PEREIRA; TRAVASSOS; VASCONCELOS; 1949), de S&o Paulo
(TIRIBA, 1972) e de Minas Gerais (COSTA; BRIGATTE; GRECO, 2005).

2.1.2 Grupo Ancestral (GA)

Uma das principais espécies deste grupo € R. canadenses, que foi
primeiramente isolada no Canadad em carrapatos Haemaphysalis leporispalustris
(MCKIEL; BELL; LACKMAN, 1967). Inicialmente esta espécie foi considerada um
membro do GT com base em semelhancas antigénicas (IGNATOVICH, 1977).
Entretanto, estudos moleculares mostraram que R. canadensis deve ser
representativo de um grupo distinto dentro do género Rickettsia como R. bellii (ROUX
et al., 1997; SEKEYOVA; ROUX; RAOULT, 2001; FOURNIER et al., 2005). O papel
de R. canadensis como um patégeno humano néo foi definitivamente estabelecido,
entretanto o exame soroldgico evidenciou infecgdo humana em quatro pacientes na
Califérnia e Texas (BOZEMAN et al., 1970).

R. bellii foi relatada primeiramente nos EUA onde foram observados carrapatos
infectados com essa bactéria (WEISS; MOULDER, 1984). E uma espécie que durante
muito tempo foi considerada ndo patogénica, até que pesquisadores realizaram uma
infeccdo experimental e teve como resultado reacao inflamatéria e escaras no
hospedeiro (OGATA et al.,, 2006), sendo considerada a partir de entdo de
patogenicidade indeterminada (PAROLA et al., 2013). Ja houve registros dessa
bactéria em diversas espécies de carrapatos em paises como El Salvador (BARBIERI;
ROMERO; LABRUNA, 2012), Colémbia (MIRANDA; MATTAR, 2014), Peru
(OGRZEWALSKA et al., 2012) e Argentina (TOMASSONE et al., 2010). No Brasil, ha
relatos de R. bellii em carrapatos (LABRUNA et al., 2004) nos estados de Séo Paulo
(HORTA et al., 2006), Rio Grande do Sul (KRAWCZAK et al., 2016), Rio de Janeiro
(MONTENEGRO et al., 2017) e Goias (MACHADO et al., 2018).

2.1.3 Grupo da Febre Maculosa (GFM)

Considerado o grupo mais numeroso, possui como principal representante R.
rickettsii que foi reportada inicialmente no ano de 1899 (MAXEY, 1899) na regido
montanhosa do noroeste dos Estados Unidos da América (EUA), onde a doenca foi
denominada Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR) (HARDEN, 1990).
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No inicio do século XX, Howard Taylor Ricketts estabeleceu o papel do Dermacentor
andersoni na transmissao da Febre Maculosa e realizou o primeiro isolamento da
bactéria que foi nomeada Rickettsia em sua homenagem (RICKETTS, 1909). E
considerada a bactéria de maior importancia zoonética nas Américas (CDC, 2006;
BRASIL, 2009), tendo sido diagnosticada em diversos paises do mundo como China
(KUO et al., 2015), Africa (RILEY et al., 2015) Estados Unidos da América (EUA)
(FRYXELL et al., 2015; DREXLER et al., 2017) e México (SOSA-GUTIERREZ et al.,
2016; TINOCO-GRACIA et al., 2018). No Brasil, & a espécie responsavel pela FMB,
sendo o principal agente etiol6gico do GFM, infectando seres humanos (GALVAO et
al., 2003; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018a; SEXTON et al., 1993; LEMOS;
ROZENTAL; VILLELA, 2002; LABRUNA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016a).

R. parkeri foi identificada por Parker em 1939 nos EUA, quando isolou uma
nova espécie de riquétsia em Amblyomma maculatum (PARKER et al., 1939). Na
década de 90, vérios casos de Febre Maculosa foram reportados, os quais ndo tiveram
a espécie de riquétsia definida (CONTI-DIAZ et al., 1990; CONTI-DIAZ, 2001). Desta
forma, R. parkeri foi considerada ndo patogénica por mais de 60 anos, porém passou
a ser documentada causando infecgcBes humanas em diversos paises, dentre eles:
EUA (RAOULT, 2004; HERRICK et al., 2016; STRAILY et al., 2016), Uruguai (CONTI-
DIAZ et al., 2009; ROMER et al., 2011; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018b) e Brasil
(SILVA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2007; SPOLIDORIO et al., 2010a; SPOLIDORIO
et al., 2010b; BONOLDI et al., 2014; SANGIONI et al., 2011).

Por outro lado, R. rhipicephali foi isolada em 1975 durante um estudo sobre
riquetsiose no Mississipi, EUA, quando foi observado que a bactéria isolada em R.
sanguineus nao apresentava reacdo soroldgica com R. rickettsi (BURGDORFER et
al., 1975). Assim, Dermacentor occidentalis na Califérnia, D. andersoni, em Montana
e D. variabilis na Carolina do Sul (BURGDORFER et al., 1978; LANE et al., 1981), R.
sanguineus e R. haemaphysaloides (HSU et al., 2011) foram incriminados como
vetores de R. rhipicephali. O primeiro relato na América do Sul foi observado no Brasil,
em 2005, no estado de Rondonia, detectado através da analise molecular no
carrapato Haemaphysalis juxtakochi (LABRUNA et al., 2005), posteriormente no
estado de Sao Paulo (LABRUNA et al., 2007a), Mato Grosso (ALVES et al., 2014) e
Minas Gerais (ZERINGOTA et al., 2017).

R. amblyommatis anteriormente conhecida por Candidatus “Rickettsia

amblyommii” (KARPATHY et al., 2016) € uma bactéria de alta patogenicidade
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(APPERSON et al., 2008; RIVAS et al., 2015). Foi isolada pela primeira vez de A.
americanum em 1974 nos EUA (BURGDORFER et al., 1981; WELLER et al., 1998) e
posteriormente foi observada nos Estados Unidos (MONCAYO et al., 2010), México
(MEDINA et al., 2007), Costa Rica (HUN et al., 2011; RIVAS et al., 2015), Panam&
(BERMUDEZ et al., 2009; CASTRO et al., 2015; BERMUDEZ et al., 2017); Colémbia
(FACCINI-MARTINEZ et al., 2016), Guiana Francesa (PAROLA et al., 2007), Paraguai
(OGRZEWALSKA et al., 2014) e Argentina (LABRUNA et al., 2007b; MASTROPAOLO
et al., 2016; SEBASTIAN et al., 2017). Foi detectada pela primeira vez no Brasil em
A. cajennense e A. coelebs coletados no ambiente no estado de Ronddnia (LABRUNA
et al., 2004) e apds esse episodio ja foi observada nos estados (LABRUNA et al.,
2004) da Bahia (MCINTOSH et al., 2015), Minas Gerais (NUNES et al., 2015) e no
estado de Pernambuco (COSTA et al., 2017; SILVA et al., 2018). Neste contexto, R.
amblyommatis provavelmente representa a espécie rickettsial do GFM mais difundida
e amplamente distribuida nas Américas (KARPATHY et al., 2016).

2.2 Febre Maculosa Brasileira (FMB)

A FMB é considerada uma zoonose febril aguda, que tem como agente
etiologico a bactéria R. rickettsii (MONTEIRO; ROZENTHAL; LEMOS, 2014). Na
natureza, seu ciclo de transmissdo é mantido pela capacidade dos carrapatos em
atuar como vetores das bactérias, podendo ainda permanecerem infectados ao longo
de suas vidas (WALKER, 1989).

Assim, estéd associada a escara de inoculacdo do vetor, no paciente humano
gue tem acontecido predominantemente em areas de Mata Atlantica, nas regiées Sul,
Nordeste, Centro-Oeste e partes da regido Sudeste do pais, onde a Rickettsia sp.
cepa Mata Atlantica é o agente etioldgico, associado principalmente ao carrapato
Amblyomma ovale considerado como vetor competente (MINISTERIO DA SAUDE,
2018). Especialmente em areas moderadamente degradadas da mata atlantica,
embora sem a ocorréncia de casos fatais (SABATINI et al., 2010; SILVA et al., 2011,
MELO et al., 2016; MOERBECK et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016b; VOIZZONI et
al., 2016).
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2.3 Aspectos epidemiologicos da FMB

No Brasil, R. rickettsii foi primeiramente relatada no ano de 1900, no Instituto
Bacteriol6gico de Sdo Paulo, pelo Dr. Adolfo Lutz, e posteriormente em 1932, foram
descritos casos da infec¢gdo em humanos, no municipio de S&o Paulo, na época, ainda
denominada como afecgao de “tifo exantematico” (MORAES-FILHO, 2017).

Apos isso, outras descricdes da FMB foram a partir da ocorréncia de casos na
capital paulista, em areas que passavam por um processo de expansao urbana (PIZA
et al., 1932; LABRUNA, 2009). Até a década de 80, os casos vinham sendo
provenientes dos Municipios de Mogi das Cruzes, Diadema e Santo André, com
ocorréncia de 53 casos no periodo de 1957 a 1974 e outros 10 casos de 1976 a 1982
(GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO, 2002).

Somente ap0s a doenca ser incluida na Lista Nacional de Doencas de
Notificacdo Compulsoria, do Ministério da Saude, pela Portaria GM/MS n°® 1.943, de
18 de outubro de 2001, casos de FMB passaram a ser notificados em outros estados
do pais, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Santa Catarina e a partir
de 2005, nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Distrito Federal (SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2010). Atualmente além dos estados citados
anteriormente, os casos de FMB tém sido registrados no Piaui, Ceara, Goias e Mato
Grosso do Sul (BRASIL, 2018b). Sabe-se que R. rickettsii € considerada a bactéria
mais patogénica das espécies e registrada no Sudeste do pais, onde ocorreram a
grande maioria dos casos fatais (OLIVEIRA et al., 2016Db).

Os animais vertebrados como cées, cavalos, gatos, capivara, marsupiais,
pequenos roedores e outros animais silvestres sdo os principais hospedeiros da
riquétsia e a transmissao ocorre pela picada dos carrapatos infectados com a bactéria
(LEMOS, 2004; GAZETA et al., 2009).

Assim, animais silvestres, domésticos e sinantrépicos (MILAGRES et al., 2010)
sdo de grande importancia no ciclo de transmissdo da FMB seja como reservatorios,
amplificadores ou transportadores de ectoparasitos potencialmente infectados
(MINERVINO et al., 2015; MELO et al., 2016).

Os caninos podem ter participagdo no ciclo de transmissdo da FMB, por
estarem inseridos no domicilio humano e por serem susceptiveis a doenca, sendo
considerados também como animais sentinelas para FMB (PADDOCK et al., 2002;
LABRUNA et al., 2009).
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2.4 Vetores

Os carrapatos vivem parte de sua vida parasitando a superficie do corpo de
seus hospedeiros podendo ser animais silvestres, domésticos e também
ocasionalmente o homem (SZABO et al., 2013; EREMEEVA; DASCH, 2015).

Desta forma, esses hospedeiros também podem atuar como amplificadores,
aumentando sua area de distribuicdo geografica ou atuando na amplificacdo de
doencas como por exemplo as riquétsias, pois quando infectados e em riquetsemia,
0s hospedeiros tem potencial para infectar novas linhagens de carrapatos
(EREMEEVA; DASCH, 2015).

Os ixodideos passam por quatro estagios durante sua biologia: ovo, larva, ninfa
e adulto, com excecdo ao estagio de ovo, 0s carrapatos parasitam o hospedeiro por
alguns dias sendo, trés a sete dias para larvas e ninfas, cinco a dez dias para fémeas
adultas e mais de 15 dias para machos adultos (FORTES, 1997; LABRUNA, 2004).
Alguns carrapatos parasitam um Unico hospedeiro (monoxenos), outros necessitam
de diferentes hospedeiros (heteroxenos), o que facilita transmisséo de patégenos,
permitindo o contato do agente em diferentes momentos (GUGLIELMONE et al., 2006;
DANTAS-TORRES, 2008; SERRA-FREIRE, 2009).

2.5 Principais vetores da FMB

Os principais vetores da FMB sdo os ectoparasitos do género Amblyomma,
sendo Amblyomma cajennense considerado por muitos anos a espécie de carrapato
relacionada a transmisséo da doenca (LABRUNA, 2009).

Hoje sabe-se que A. cajennense é um complexo de seis espécies, A.
cajennense sensu stricto s.s., Amblyomma mixtum, Amblyomma sculptum,
Amblyomma interandinum, Amblyomma tonelliae e Amblyomma patinoi, estas tém
distribuicdo geogréfica distinta, porém na nova classificacdo, determinou-se que A.
cajennense € encontrado somente na regido Amazobnica da América do Sul,
englobando Venezuela, Guianas e parte do Brasil (NAVA et al., 2014).

Dentre estas espécies, 0s principais vetores da doenca no Brasil destacam-se

A. sculptum, A. aureolatum e A. ovale (MORAES-FILHO, 2017).



22

2.5.1 Amblyomma sculptum

A. sculptum possui uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado desde
0 norte da Argentina, Paraguai, até areas tropicais e subtropicais do Brasil sendo
considerada uma espécie de carrapato de grande impacto, tanto para saude animal
guanto para saude humana, por se tratar do principal vetor da FMB (NAVA et al., 2014;
MARTINS et al., 2016).

Tem sido encontrado em capivaras e antas, podendo ainda parasitar equinos e
suinos em areas endémicas (LABRUNA, 2009; FREITAS et al., 2010; BATISTA et al.,
2010; MEIRA et al.,, 2013). Larvas e ninfas de A. sculptum ocorrem em diversos
hospedeiros, sendo também parasitos de humanos, permanecendo por horas sem
serem notadas, desta forma os ambientes arborizados antropizados como parques
urbanos e margens de rios com matas Sao propicios para a espécie e para contato
com seres humanos (GUGLIELMONE et al., 2006; SZABO et al., 2013).

2.5.2 Amblyomma aureolatum

A. aureolatum é encontrado nos estados de Sdo Paulo, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Parana e Pernambuco (BARBIERI et al., 2015; QUADROS et al., 2015;
PINTO et al., 2017; SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

Seus principais hospedeiros na fase adulta sdo os canideos que atuam como
amplificadores de A. aureolatum (SZABO et al., 2013; BARBIERI et al., 2014). Além
disso, este carrapato pode ser encontrado em cervideos, bovinos e suinos e também
em felinos, equinos, didelfideos, roedores e humanos (BARROS-BATTESTI; ARZUA,
BECHARA, 2006; PINTER et al., 2008; SZABO et al., 2013). J& nas fases imaturas,
tem preferéncia por locais com alta umidade e temperaturas amenas (BARROS-
BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006; SZABO et al., 2013).

Em éareas endémicas para FMB, humanos que habitam periferia de mata
podem ser parasitados pelo vetor, além disso, os animais domésticos, contribuem
para carrear 0s carrapatos de seu ambiente natural as residéncias (PINTER et al.,
2008; SARAIVA et al., 2013; SZABO et al., 2013).

2.5.3 Amblyomma ovale

A. ovale é observado no Brasil nas regifes, Norte (GIANIZELLA et al., 2018),
Nordeste (FERREIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2017), Centro-Oeste (ALMEIDA et
al., 2013a; MARTINS et al., 2015), Sudeste (SZABO et al., 2013; CUNHA et al., 2014)
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e Sul (LAVINA et al., 2011; GOMES; PESENTI; MULLER, 2015), sendo encontrado
como o principal vetor de Rickettsia sp. - Cepa Mata Atlantica (SZABO et al., 2013;
BARBIERI et al., 2014).

Os adultos de A. ovale ttm como hospedeiros mamiferos os cervideos,
canideos, felideos, mustelideos, primatas como os humanos e roedores silvestres
(GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATTESTI, 2001; GUGLIELMONE et al., 2003).

2.6 Pequenos roedores e marsupiais

As ordens Rodentia (roedores) e Didelphimorphia (marsupiais) (FONSECA et
al., 1996), conhecidos como pequenos mamiferos constituem um grupo bastante
importante ecologicamente, do ponto de vista de abundancia e diversidade de
espécies, registradas em 1.750 de roedores e 262 de marsupiais (FINNIE, 1986;
COLAZO; CASTRO, 1997).

Séao conhecidos por habitarem ou migrarem através de ecotonos que contém
florestas, pastos e habitacbes humanas, e podem ser componentes importantes da
ecologia de transmissdo de diferentes microorganismos patogénicos (BRADLEY;
ALTIZER, 2007; MCFARLANE; SLEIGH; MCMICHAEL, 2012).

A diversidade de mamiferos encontrados no Brasil € considerada a maior do
mundo, sendo que a maioria dos mamiferos terrestres sdo de pequeno porte e de
dificil visualizacado (REIS, 2006). Na regido Nordeste do pais, sdo observados 30
géneros de roedores e 11 géneros de marsupiais, encontrados nos biomas Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (FREITAS, 2012), podendo adaptar-se a outros ambientes
facilmente (ALMEIDA et al., 2013b).

As espécies de roedores estao divididas em roedores sinantropicos comensais,
Rattus norvegicus (ratazana ou rato de esgoto), Rattus rattus (rato de telhado ou rato
preto) e Mus musculus (camundongo ou catita), considerados responsaveis pela
maior parte dos prejuizos econdmicos e sanitarios causados a populacdo humana
(ARSKY; ARAUJO, 2002). Por outro lado, existem os sinantropicos ndo comensais ou
silvestres, ainda néo estritamente dependentes do ambiente antrépico, destacando-
se Thrichomys sp. (rato rabudo) que habitam ambientes xéricos e rochosos nos
biomas da Caatinga e Cerrado brasileiros (ALHO et al., 1986) e Cavia aperea (pred),

compreendendo um enorme grupo de espécies que exploram diferentes habitats e
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também incluem algumas espécies ja domesticadas por seres humanos, como a
chinchila e a cobaia (Cavia spp.) (VOLOCH et al., 2013).

Os marsupiais ocorrem em diversos biomas, sendo que o maior numero de
espécies ocorre na Mata Atlantica (MELO; SPONCHIADO 2012). Dentre as espécies
de Didelphis destacam-se na América do Sul D. aurita e D. albiventris (CERQUEIRA,
1985; CERQUEIRA; LEMOS, 2000).

Os marsupiais sdo bastante adaptaveis aos mais variados ambientes, como
florestas e também podem viver préximos a civilizagdo humana, sendo assim, é dificil
definir seu territorio, pois percorrem longas distancias e permanecem em locais por
periodos relativamente curtos, facilitando assim a disseminacdo de patdgenos
(FINNIE, 1986).

Por apresentarem espécies de facil adaptacdo ambiental, os roedores e
marsupiais em periodo de seca prolongada, migram frequentemente para outros
locais em busca de alimentos, tornando-se vulneraveis as infestacfes por
ectoparasitos infectados por riquétsias, mantendo desta maneira o ciclo das riquétsias
na natureza (FREITAS, 2012; SARAIVA et al., 2013).

Além disso, vetores como pulgas podem participar da transmissédo do tifo
epidémico como nos anos de 1930, quando Rickettsia typhi foi isolada de pulgas
coletadas de roedores (BOUDEBOUCH et al., 2011) e em 1974 registrou-se pela
primeira vez Rickettsia amblyommii em Amblyomma americanum (BURGDORFER et
al., 1981).

Sendo assim, roedores e marsupiais em seu ambiente natural, frequentemente
sofrem infec¢cdes mudltiplas por varias espécies de Rickettsia, podendo desenvolver
sintomas caracteristicos de riquetsiose ou serem reservatorios amplificadores
(MIRANDA et al., 2011).

2.7 Ciclo Biolégico da Rickettsia sp.

O ciclo da Rickettsia sp. inicia-se no trato digestivo dos ixodideos para realizar
sua replicacéo, se espalhando e multiplicando em outros tecidos, incluindo glandulas
salivares, ovérios intestino, tubulos de malpighi e hemolinfa (WEISS, MOULDER,
1984; BILLINGS et al., 1998; QUINTERO et al., 2013).

Nos carrapatos fémeas, as riquétsias se propagam por transmissao

transovariana e transestadial (Figura 1), durante as proximas quatro geracdes dos
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vetores infectados (LABRUNA et al., 2011). Além disso, machos podem transferir para
as fémeas atraveés dos fluidos corporais ou dos espermatozoides durante o processo
de acasalamento (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005).

O ciclo bioldgico rickettsial tem continuidade quando os ixodideos realizam o
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado e nesse momento, a rigquétsia
através da saliva pode ser inoculada diretamente na corrente sanguinea do
hospedeiro (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005).

Apbs a inoculagdo da riquétsia pelo carrapato infectado no hospedeiro, ela é
disseminada através dos vasos linfaticos e pequenos vasos sanguineos, atingindo
pele, pulmdes, coracdo, cérebro, baco, pancreas, figado e trato gastrointestinal
(WALKER; VALBUENA; OLANO, 2003). Em todos os tecidos atingidos, a riquétsia
invade o endotélio vascular, onde se replica para atingir células da musculatura lisa,
liga-se a receptores que contém colesterol, fixando-se as células do endotélio através
de proteinas especificas (ompA e ompB) (WALKER; VALBUENA; OLANO, 2003).

A penetracdo nas ceélulas do hospedeiro ocorre por fagocitose induzida e com
o0 rompimento do fagossoma, o microrganismo alcanca o citoplasma, onde se
multiplica por fissdo bindria com tempo de replicagcdo de aproximadamente dez
minutos (TRABULSI, 2004).
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Figura 1: Ciclo de vida de rickettsiae nos carrapatos (Fonte: WALKER; ISMAIL, 2008).
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2.8 Manifestacdes clinicas da FMB

Clinicamente a FMB tem sintomas iniciais inespecificos como febre alta,
cefaleia intensa, mialgias, artralgia, astenia, inapeténcia, mal-estar generalizado,
hiperemia das conjuntivas e hepatoesplenomegalia (THORNER et al., 1998;
ABRAMSON; GIVNER, 1999; MASTERS et al.,, 2003; CUNHA, 2004; CHEN;
SEXTON, 2008). Sintomas gastrointestinais também podem surgir, como vémitos,
diarréia e dor abdominal, podendo ser confundido com abdémen agudo (MANDELL et
al., 1995).

Além disso, as riguétsias ao infectarem as células endoteliais podem
desencadear um processo de vasculite disseminada (CHEN; SEXTON, 2008;
WOODS; OLANO, 2008) e dessa forma, manifestacdes clinicas sdo frequentemente
observadas como problemas cutaneos, musculoesqueléticos, cardiacos, pulmonares,
renais e neurolégicos (WOODS; OLANO, 2008; CUNHA, 2008).

2.9 Diagnostico da Febre Maculosa Brasileira

O diagnostico clinico da FMB é complicado devido aos sinais inespecificos da
doenca (SAHNI; RYDKINA, 2009).

A Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é considerada método padréo-
ouro segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1988) e preconizado pelo
Ministério da Saude do Brasil, sendo a técnica sorolégica mais utilizada no diagnostico
das riquetsioses (RENVOISE et al., 2009; LEMOS, 2013), podendo ser utilizada para
detectar anticorpos IgM e IgG em amostras pareadas de soro, na fase aguda e cronica
da doenca.

Apresenta uma sensibilidade de 94% a 100% e especificidade de 100%
(DUMLER, 1996; MELLES et al., 1999; CDC, 2006). Mesmo que os resultados néao
revelem confiabilidade com o agente, a RIFI pode apresentar reagdes cruzadas com
outras riquétsias ndo patogénicas (GALVAO et al., 2005; BIGGIS et al., 2016). E
considerada simples e econbmica para o diagnostico precoce de riquetsioses e
estudos soroepidemioldgicos (LA SCOLA; RAOULT, 1997).

Por outro lado, a imunohistoquimica € a metodologia utilizada para o

diagnostico em bidpsia de pele, esta técnica que tem sido aplicada em laboratorios de
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referéncia, principalmente para investigacdo diagndstica em casos de 6&bitos,
apresentando sensibilidade proxima a 70% e especificidade de 100% (PADDOCK et
al., 1999; CHEN; SEXTON, 2008).

A técnica de imunohistoquimica, em que sé&o utilizados anticorpos monoclonais
especificos anti-Rickettsia rickettsii, é realizada em lesGes de pele, fragmentos de
pulmao, figado, baco, coracao, cérebro (BRITES; DUARTE, 2010). A visibilizacdo dos
antigenos de riquétsias no tecido pode ser realizada através da coloracdo pelas
técnicas da peroxidase ou por fluorescéncia direta (THORNER et al., 1998; CHEN;
SEXTON, 2008).

Em contrapartida, os exames moleculares, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), possibilita a amplificacdo de sequencias de DNA do agente, além
do sequenciamento (PADDOCK et al., 2010; KAHLON et al., 2013; SUMRANDEE et
al., 2014), tém sido bastante utilizados na deteccéo e identificacdo das espécies de
riquétsia presentes em 6rgaos de animais e também nos vetores da doenca a partir
de fragmentos dos genes gltA, ompA e ompB (SPITALSKA et al., 2015).

Por outro lado, o isolamento de riquétsias em cultura de células, € um
procedimento que exige alta qualificacdo técnica e laboratérios com bioseguranca
nivel trés, sendo considerado o exame mais apropriado para a identificacdo da
espécie infectante (MELLES et al., 1999; CHEN; SEXTON, 2008).

O resultado do isolamento € conclusivo quando positivo, entretanto quando
negativo tem baixo valor diagndstico, pois uma série de fatores pode interferir no
processo, apresentando um resultado falso-negativo (PINTER et al., 2011). Esses
fatores sdo o uso de antibiotico antes da coleta, condi¢cdes de esterilidade na coleta,
armazenamento da amostra sob -60° C a -80° C, utilizacao de sistemas de cultura de
células in vitro e o potencial risco biolégico (DANTAS-TORRES, 2007; CHEN;
SEXTON, 2008).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Detectar e caracterizar molecularmente Rickettsias do grupo da Febre
Maculosa em humanos, animais na interface silvestre/urbana e ixodideos procedentes

do estado de Pernambuco.

4.2 Objetivos Especificos

e Detectar DNA de Rickettsia spp. em roedores silvestres e marsupiais atraves
da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR);

e Avaliar as implicagBes epidemiolégicas dos achados obtidos neste estudo;

e Avaliar a infecc¢do rickettsial de carrapatos coletados durante a investigacao do
foco de febre maculosa no estado de Pernambuco;

e Descrever o primeiro caso fatal de febre maculosa no Nordeste do Brasil.
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DETECGCAO DE Rickettsia spp. EM ROEDORES E MARSUPIAIS
SINANTROPICOS EM DIFERENTES MESORREGIOES DO ESTADO DE
PERNAMBUCO

Resumo

As riquétsias do grupo da febre maculosa sédo consideradas patégenos zoonoéticos
emergentes e reemergentes. No entanto, a prevaléncia e diversidade de espécies de
rickettsias em pequenos mamiferos e o papel desses hospedeiros na circulacdo de
bactérias sdo pouco estudados. Desta forma, considerando o potencial zoondético de
espécies do género Rickettsia e a importancia de roedores e marsupiais silvestres na
transmissao e disseminacao da doencga no pais, o presente estudo teve como objetivo
detectar Rickettsia spp. em roedores e marsupiais sinantrépicos em diferentes
mesorregides do estado de Pernambuco. Para tanto foram analisadas pela Reacéao
em Cadeia da Polimerase amostras sanguineas de 97 roedores (Rattus novergicus,
Rattus rattus, Trichomys spp. e Cavea aperea) e 34 marsupiais (Didelphis albiventris)
dos quais foi coletado sangue por via intracardiaca. O resutado da analise molecular
revelou 6,18% de positividade para os roedores, sendo Recife (1,03%), Camaragibe
(1,03%), Itamaraca (2,06%) e Izacolandia (2,06%). Entretanto, ndo foram detectados
presenca de DNA de Rickettsia spp. em nenhum dos marsupiais estudados. Os dados
obtidos neste estudo sugerem que pequenos mamiferos, pode desempenhar um
papel importante na manutencao, circulacdo e disseminacéo de riquétsias dentro e
fora dos focos naturais.

Palavras-chaves: Febre Maculosa, riquetsiose, pequenos mamiferos, zoonose
parasitaria, Pernambuco.

Abstract

Spotted fever group are considered emerging and reemerging zoonotic pathogens.
However, the prevalence and diversity of rickettsial species in small mammals and the
role of these hosts in the circulation of bacteria are poorly studied. Thus, considering
the zoonotic potential of species of the genus Rickettsia and the importance of rodents
and marsupials in the transmission and dissemination of this disease, the present
study aimed was detect Rickettsia spp. in synanthropics rodents and marsupials in
mesoregions of Pernambuco state. For this purpose, blood samples was collected
from 97 rodents (Rattus novergicus, Rattus rattus, Trichomys spp. and Cavea aperea)
and 34 marsupials (Didelphis albiventris) were analyzed by the Polymerase Chain
Reaction. The results of the molecular analysis revealed a 6.18% positive for rodents,
with different prevalence rates in Recife (1.03%), Camaragibe (1.03%), Itamaraca
(2.06%) and lzacolandia (2.06%). However, no presence of Rickettsia spp. was
detectes in marsupials. The data obtained in this study suggest that small mammals
can play an important role in maintaining, circulating and disseminating rickettsia inside
and outside of the natural focus.

Key words: Spotted Fever, rickettsiosis, small mammals, parasitic zoonosis,
Pernambuco.
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1. INTRODUCAO

As riquétsias sdo bactérias causadoras de doencas transmitidas por artropodes
e estdo entre os patdbgenos zoonoticos mais importantes em todo o mundo
(GILLESPIE et al., 2009; BLANTON et al., 2015), sendo relatadas principalmente na
América do Sul e América do Norte (JIANG et al., 2010; SZABO et al., 2013).

As principais espécies de riquétsia que sao transmitidas por carrapatos do
género Amblyomma a mamiferos silvestres sdo as pertencentes ao Grupo Febre
Maculosa, podendo destacar Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia
amblyommii, Rickettsia felis, Rickettsia bellii e Rickettsia rhipicephali (HORTA et al.,
2011; MEDEIROS et al., 2011; SZABO et al., 2013; NUNES et al., 2015).

Dentre os mamiferos silvestres importantes na Febre Maculosa Brasileira
destacam-se as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris, Linneaus, 1766) que
possuem um importante papel na cadeia epidemioldgica por serem hospedeiros do
principal vetor da bactéria (SOUZA; CALLE; CAMARGO, 2004).

Além disso, os pequenos mamiferos silvestres também s&o considerados
reservatérios e amplificadores de riquétsias por serem hospedeiros priméarios na
biologia parasitaria dos carrapatos (MORARU et al., 2013). Dentre eles, destacam-se
0s roedores e marsupiais. Sabe-se que ambos possuem facil adaptacdo ambiental,
em condi¢cdes climaticas adversas, como seca prolongada, ou com aumento da acéo
antropica sobre o ambiente silvestre (SANTOS-FILHO; DA SILVA; SANAIOTTI, 2008;
FACURE; RAMOS, 2011).

Com isso tornam-se vulneraveis as infestacdes por carrapatos infectados por
riquétsias, provocando multiplas infeccdes nos roedores e marsupiais, mantendo
assim o ciclo destes agentes na natureza (FREITAS, 2012; SARAIVA et al., 2013).

Contudo, ndo ha registros de infec¢des por Rickettsia em roedores e marsupiais
no estado de Pernambuco. Desta forma, considerando o potencial zoonético de
espécies do género Rickettsia e a importancia de roedores e marsupiais silvestres na
transmissdo e disseminacdo da doenca, 0 presente estudo teve como objetivo
detectar Rickettsia spp. em roedores e marsupiais sinantropicos em diferentes

mesorregidoes do estado de Pernambuco.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e coleta de roedores e marsupiais

Foram capturados roedores sinantropicos e marsupiais de diferentes idades,
ambos os sexos em areas urbanas e periurbanas de diferentes mesorregides (Regido
Metropolitana do Recife, Zona da Mata, Agreste e Sertdo) do estado de Pernambuco
(8°4'14" S, 37° 15'57" O), Nordeste do Brasil.

Inicialmente para captura dos roedores e marsupiais foram utilizadas
armadilhas do tipo Tomahawk Live Trap (20 armadilhas por noite) montadas em locais
proximos as habitacdes e na periferia das matas. Para a atragdo desses animais,
foram utilizadas iscas com mistura de pasta de amendoim, banana, sardinha e farinha
de trigo (ARAUJO, 2009). As armadilhas foram dispostas ao entardecer e recolhidas
ao amanhecer do dia seguinte a captura. A amostragem foi por conveniéncia nao
probabilistica, capturando o maior numero possivel de roedores silvestres e
marsupiais.

O manejo dos animais foi realizado no local da captura, evitando assim o
transporte a exposicdo de animais portadores de agentes infecciosos para o0
laboratério. Durante todo o procedimento, foram adotados Equipamentos de Protecéo
Individual (EPIs) proporcionando protecdo aos manipuladores.

Procurando minimizar o estresse deste procedimento nos animais, foi realizada
contencédo quimica. Nos roedores, foi aplicada por via intraperitoneal, uma associacao
de cetamina (22 a 40mg) e xilazina (1mg/Kg), ap0s confirmacao do efeito anestésico.
Posterior ao exame fisico foram realizadas coletas de 2mL de sangue por via
intracardiaca. Nos marsupiais a contencao quimica foi realizada através da aplicacéo
por via intramuscular de uma associacao de cloridrato de cetamina (8mg/Kg) e o
cloridrato de xilzina (0,8 mg/Kg), e apbés a confirmacdo do efeito anestésico, foi
procedido o exame fisico, sendo preenchida uma ficha especifica de identificacéo para
cada animal. E assim, foram realizadas as coletas de 2mL de sangue por via
intracardiaca. Ao término do manejo, aguardou-se o retorno completo da sedacéo e
posteriormente liberacéo a vida livre, no mesmo local onde foram capturados.

Os roedores capturados foram identificados através de chaves dicotdmicas
baseados em caracteristicas externas descritas no Guia de Roedores do Brasil
(BONVICINO; OLIVEIRA; D’ANDREA, 2008; NEVES; MANCINI FILHO; MENEZES,
2013).
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O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) —
UFRPE licencas de n° 103/2015 e n°127/2015 e pelo Sistema de Autorizacéo e

Informacédo em Biodiversidade (SISBIO), sob o nimero: 50.588-1.

2.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As extracOes de DNA foram realizadas utilizando o kit comercial (Kit Tissue &
Blood Qiamp Qiagen®) conforme recomendac¢des do fabricante. Para a PCR de
Rickettsia spp. foram utilizados 0s primers CS-78 (5-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3) e CS-323 (5-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT -3') (LABRUNA et al., 2004) que
amplificam um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (gltA) presente em todas
as espécies do género Rickettsia. Para cada reacdo foram utilizados controles
negativos (agua ultrapura livre de DNA) e positivos (DNA de R. parkeri). Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 2%
corado com o corante comercial Blue Green (LGC Biotecnologia).

3. RESULTADOS

Foram capturados um total de 97 roedores e 34 marsupiais, sendo 63,91%
(62/97) roedores sinantropicos comensais e 36,08% (35/97) roedores sinantrépicos

nao comensais (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies de roedores e marsupiais capturados por municipios.

Localidade Rattus Rattus Mus Thrichomys  Cavia Didelphis
rattus norvergicus musculus sp. aperea albiventris

Recife 4 22 - 2 - -
Olinda - 11 - - - -
Camaragibe - 7 3 - - 10
Itamaracé 4 2 - - - 12
Vitéria de S. 2 - - - - -
Antao
Barreiros 7 - - - - -

Gravata - - - 4 - -
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Bodocé - - - - - 9
Petrolandia - - - 18 11 3
Total 17 42 3 24 11 34

Das amostras analisadas 6,18 % (6/97), foram positivas para Rickettsia spp.
nos municipios Recife (1,03%), Camaragibe (1,03%), ltamaraca (2,06%) e Izacolandia
(2,06%) para roedores. Entretanto, ndao foram detectados presenca de DNA de
Rickettsia spp. em nenhum dos marsupiais estudados. Durante as capturas dos

roedores e marsupiais, nao foram observados ectoparasitos nestes animais.

4. DISCUSSAO

O presente estudo registra pela primeira vez a ocorréncia de Rickettsia spp. em
roedores silvestres e sinantrépicos no Brasil através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase.

A positividade geral aqui observada 6,18% (6/97) foram superiores as
pesquisas sobre a presenca deteccdo de DNA de Rickettsia em roedores europeus,
em estudos na Alemanha (SCHEX et al., 2011), onde foi detectado de DNA de
Rickettsia spp. em 5,2% dos roedores estudados.

Entretanto, outros estudos detectaram uma maior prevalécia na Austria 7,3%
(SCHMIDT et al, 2014) e Eslovaquia 9,44% (MITKOVA et al., 2015). Na Eslovaquia,
Heglasova et al. (2018) registraram 11% das amostras positivas para Rickettsia spp.
em pequenos mamiferos silvestres. Sendo a espécie Rickettsia helvetica a mais
prevalente, seguida por Rickettsia spp. intimamente relacionada com Rickettsia felis e
Rickettsia slovaca. Gajda et al. (2017) detectaram na Poldnia uma prevaléncia de
infeccao por Rickettsia spp. em 17,6% das amostras testadas e apds sequenciamento
observou-se a espécie R. helvetica e R. felis em roedores silvestres.

Os trabalhos no territério brasileiro em relagdo a presenca de Rickettsia spp.
em roedores e marsupiais tem sido diagnosticado através da soroprevaléncia. Dentre
0s testes sorologicos a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido
considerada o método soroldgico de referéncia (BROUQUI et al., 2004). No entanto,
a RIFI ndo permite a identificacdo da espécie de Rickettsia envolvida na infec¢ao, uma
vez que as rickettsias do Grupo da Febre Maculosa apresentam reacdo soroldgica

cruzada entre si (PHILIP et al., 1978). Isto ocorre devido a presenca de epitopos
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semelhantes em diferentes espécies do género Rickettsia (SAITO et al., 2008). Além
disso, a deteccdo de FMB pode ser realizada através de outros testes laboratoriais,
incluindo os métodos moleculares (BRASIL, 2017).

Neste estudo todas as amostras analisadas através da reacdo em cadeia da
polimerase nos marsupiais foram negativas, resultado este que corrobora com os de
De Souza et al. (2018) onde nenhum dos marsupiais mostraram sororreatividade para
nenhum dos trés antigenos rickettsiais empregados (DE SOUSA et al., 2018)

Entretanto, Milagres et al. (2010) em Minas Gerais, observou DNA de
Rickettsia spp. em 1,2% das amostras obtidas de ectoparasitos, esfregagcos anais e
sangue de animais capturados. A analise da sequéncia mostrou que todas as
amostras positivas tinham 100% de identidade com a bactéria R. felis.

Sabe-se que espécies de Rickettsia ja foram detectadas em ectoparasitos em
diversos lugares do Brasil como, Piaui (NIERI-BASTOS et al.,, 2014), Paraiba
(LUGARINI, et al., 2015), Pernambuco (HORTA et al., 2015), Bahia (MCINTOSH et
al., 2015), Mato Grosso do Sul (MELO et al., 2016), Sdo Paulo (SPOLIDORIO et al.,
2010; SILVEIRA et al., 2015), e Rio Grande do Sul (SANGIONI et al., 2011).

A confirmacéo de Rickettsia spp. em roedores no presente estudo indica que
esses pequenos mamiferos podem agir como hospedeiros ou reservatérios das
riquétsias. Apesar de néo ter sido observados ectoparasitos no momento da captura
desses animais, sua implicacdo na circulagcdo de multiplos microorganismos vetores,
€ altamente possivel. Como observado por Meerburg et al. (2009) afirmando que
roedores sdo conhecidos por agirem como hospedeiros ou reservatorios de
numerosos patdgenos.

O periodo de coleta dos animais foi entre os meses de setembro, outubro e
novembro, quando a umidade do ar se encontra abaixo de 70% e para a incubacao
dos ovos e sobrevivéncia das larvas, faz-se necessaria uma umidade de 70% ou maior
pois abaixo desse nivel, a perda de agua resulta em dessecacgado e morte dos estagios
de carrapatos (PANDA; ANSARI; SASHAI, 1992). Além disso, durante esses meses,
as temperaturas comecam a se elevar, ndo proporcionando um ambiente ideal para
fémeas ingurgitadas sobreviverem e fazerem a oviposicdo (SOUZA; FURLONG;
NASCIMENTO, 2001).

Entretanto o papel do reservatorio, os animais silvestres, incluindo roedores, no
ciclo de vida das riquétsias ainda nao esté claro (GAJDA et al., 2017). De acordo com

pesquisas, esses pequenos mamiferos também sdo suspeitos de serem reservatorios
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de riquétsia, podendo também serem hospedeiros ou amplificadores acidentais, como
na espécie Rickettsia rickettsii (PAROLA et al., 2013; RIZZOLI et al., 2014).

5. CONCLUSAO

A investigacdo de populacdes de pequenos mamiferos para a presenca de
Rickettsia spp. patégenos podem ajudar a melhorar o conhecimento sobre a
ocorréncia, circulacdo e disseminagcdo do patégeno. Os dados obtidos neste estudo
sugerem que pequenos mamiferos, principalmente algumas espécies predominantes
(por exemplo, R. novergicus, R. rattus, Trichomys spp. e C. aperea), pode
desempenhar um papel mais importante na manutencéo, circulacdo e disseminacao

de riquétsias dentro e fora dos focos naturais.
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Abstract

In Brazil, active infections of Rickettsia spp. is confirmed in all regions, involving various
species of ticks. During investigation of a new focus of Spotted Fever (SF) incidence
in the state of Pernambuco, northeastern Brazil, tick species Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (Latreille), and Amblyomma pseudoconcolor were collected
from one Canis familiaris and four Euphractus sexcinctus, respectively, and analized
for the presence of rickettsial genes. Ten A. pseudoconcolor ticks (90.9%) were found
to be infected with Rickettsia, whereas no evidence of Rickettsia spp. was found in R.
sanguineus s. |. Genetic analysis based of five rickettsial genes showed that the
detected strain is most closely related to Rickettsia amblyommatis (formerly

Candidatus Rickettsia amblyommii). R. amblyommatis was, for the first time, detected
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in Amblyomma pseudoconcolor and the results pointed to this tick like a potential
vector in the enzootic cycle of R. amblyommatis in a typical semiarid Brazilian
savannah region. In conclusion, despite the need for further studies to confirm if R.
amblyommatis was responsible for the observed case in the state of Pernambuco, the
presence of this bacterium during an SF focussed investigation should be a major
concern in terms of public health due the capacity of SF for rapid and extensive

dispersion within Brazilian territory.

Keywords: Rickettsia amblyommatis, Amblyomma pseudoconcolor, spotted fever,

case investigation

1. INTRODUCTION

Rickettsia are obligate intracellular bacteria and their transmission to humans
by ticks, causing Spotted Fever (SF), is known from around of the world. In Brazil, two
pathogenic species of the Spotted Fever Group (SFG) are currently known to be
responsible for causing disease in humans (Oliveira et al. 2016a). The most important
pathogen, Rickettsia rickettsii, agent of Brazilian Spotted Fever (BSF), has been
implicated in all fatal cases of SF, and is concentrated in the Southeast region, an area
which includes anthropized areas of the Cerrado and Atlantic rainforest biomes
(Labruna et al. 2011, Oliveira et al. 2016a). However, in recent years, this bioagent
has been found in areas outside the original area from which it was known (Almeida et
al. 2013, Oliveira et al. 2016b, Silva et al. 2017a).

The other pathogenic rickettsia, Rickettsia parkeri strain Atlantic rainforest,
causes a milder disease, being reported from areas of Atlantic rainforest biome with
lower levels of anthropization, in South, Southeast and Northeast regions of the
country (Spolidorio et al. 2010, Silva et al. 2011, Krawczak et al. 2016, Vizzoni et al
2016).

However, some cases of SF recorded in Brazil show clinical profiles that differ
from those already known, the bioagent responsible for the transmission remains
unconfirmed, and the epidemic or enzootic cycle is uncharacterized (Oliveira et al.
2016a,c, Oliveira et al. 2017). In addition, during recent decades, other pathogenic
species (Labruna et al. 2011, Parola et al. 2013, Weck et al. 2016) or species that are
potentially so (Labruna et al. 2011, Parola et al. 2013, Nieri-Bastos et al. 2014, Nunes
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et al. 2015, Moerbeck et al. 2016, Silva et al. 2017b) have been reported in Brazil, but
without confirmed SF case association.

Spotted fever incidence requires compulsory and immediate notification be
given to the Ministry of Health (MH) (Ministério da Saude 2016). Health surveillance
services monitor the occurrence of cases and infection environments, seeking to
achieve reductions in morbidity and mortality (Oliveira et al.2015, Oliveira et al. 2016a).
SF has generally been considered largely absent from the Northeast region of Brazil
with few confirmed cases in the states of Bahia and Ceara, all with mild clinical
symptoms and occurring in Atlantic forest fragments (Silva et al. 2011, Oliveira et al.
2016a,c,). However, in the end of 2015, the first SF case was detected in the state of
Pernambuco, in the semi-arid region (Oliveira et al. 2016c), and after reporting the
case to MH, investigations were conducted at probable infection sites. Allied to this
event, the present study evaluated the rickettsial infection of ticks collected during this

SF focus investigation in the state of Pernambuco.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Tick Collection
In December 2015, during investigation of an SF case in a rural area of Sertanea

municipality, Pernambuco State, Brazil. Dogs, horses, armadillos, sheeps and goats
were examined for the presence of ticks. In total, 23 adult Rhipicephalus sanguineus
senso lato (12 males and 11 females) and 20 Amblyomma pseudoconcolor males,
were collected from one Canis familiaris and four Euphractus sexcinctus, respectively.
The ticks were taxonomically identified using keys in Aragédo and Fonseca (1961), and
Barros-Battesti et al. (2006).

2.2 DNA extraction and PCR reactions

Eleven A. pseudoconcolor and 11 R. sanguineus (6 males and 5 females) were
submitted to DNA extraction as described elsewhere (Aljanabi and Martinez 1997;
method with NaCl). Rickettsia infected samples were identified by PCR screening
using the primers CS-78/CS-323 and Rr.190.70p/ Rr.190.602n, targeting the gltA and
ompA genes, respectively (Regnery et al. 1991, Labruna et al. 2004b). Some positive
samples were subjected to novel PCR reactions using the primers 17k-3/17k-
5,120.M59/120.807 and D1738f/D2482r for the rickettsial genes htrA (17kDa), ompB,
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and geneD (sca4), respectively (Roux and Raoult 2000, Sekeyova et al. 2001, Labruna
et al. 2004b).

2.3 DNA sequencing

PCR products were purified using Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
kit (Promega, Madison, WI) according to manufacturer’s instructions. Purified PCR
products were sequenced using an automated ABI 3730xlI DNA analyzer (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA), following the protocol given by Otto et al. (2008).
Sequence edition was performed with Lasergene software packages (DNASTAR,
Madison, WI).

2.4 Phylogenetic analysis

To perform phylogenetic analysis, the neighbor-joining method (Tamura et al.
2011) was applied with Kimura two-parameter as the correction model (Kimura 1980),
with bootstrap values obtained from 1000 randomly generated trees. Sequences
generated in this study were deposited in GenBank with accession numbers
MG674585-MG674594. For LIC7790A (MG674585, MG674587, MG674589,
MG674591, and MG674593) and LIC7790B (MG674586, MG674588, MG674590,
MG674592, and MG674594) for htrA, gltA, ompA, ompB, and geneD genes,
respectively. Specimens not tested by PCR were deposited at the Colecdo de
Artrépodes Vetores Apteros de Importancia em Salde das Comunidades, Rio de
Janeiro-RJ (CAVAISC/FIOCRUZ), for further analysis.

3. RESULTS

Using gltA and ompA as rickettsial PCR targets, ten A. pseudoconcolor ticks
(90.9%) were found to be infected with Rickettsia species whereas no evidence of
Rickettsia spp. was found in R. sanguineus s. I. To confirm the identity of the
rickettsiae, two rickettsia-positive ticks were selected and assayed with PCR and
sequencing of rickettsial gltA gene (392 nt) and ompA gene (504-511 nt). They showed
concordances of 100% and 99%, respectively, with Candidatus Rickettsia amblyommii
str. Ac37 (CP012420) and Rickettsia amblyommatis isolate An13 (CP015012). In
addition, to confirm the identity of the rickettsia e, sequences of htrA gene (409-426

nt), ompB gene (815-820 nt), and sca4 gene (720-737 nt), obtained from two ticks most
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closely resembled (99%) Candidatus Rickettsia amblyommii str. Ac37 (CP012420) and
Rickettsia amblyommatis isolate An13 (CP015012).

One phylogenetic inference was obtained with a concatenated sequence of gltA,
htrA, ompA, ompB, and sca4 genes, showing that the identified strains were closely
related to R. amblyommatis (Fig. 1). Another phylogentic tree was obtained with a
concatenated sequence of gltA and ompA, sequences obtained in the present study
and with sequences of Candidatus Rickettsia amblyommii from Brazil, Central America

and South America, deposited in Genbank (Supplementary Figure).

75— Rickettsia africae ESF-5 (CP001612)

o8 Rickettsia parkeri str. Portsmouth (CP003341)
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Figure 1. Phylogenetic tree of concatenated rickettsiae gltA, htrA, ompA, ompB, and
scad genes constructed by the neighbor-joining method, using 2-Kimura-parameters
evolutionary model with MEGA 5.2 software. Bootstrap values below 70% were not
shown. The black triangle indicates sequences obtained in the current study, as a
result of molecular analyzes carried out on an Rickettsia spp. found infecting a
Amblyomma pseudoconcolor ticks removed from an Euphractus sexcinctus in a rural

area of Sertanea municipality, Pernambuco State, Brazil.

4. DISCUSSION

In the northeastern region of Brazil, previously detected SF cases have a mild
clinical symptoms, and are concentrated in areas of the Atlantic forest biome (Silva et

al. 2011, Oliveira et al. 2016a). However, Sertanea municipality, Pernambuco, is



67

located in the Caatinga biome (Borsato et al. 2015), in a typical semiarid or Brazilian
savannah region, with high temperatures and low humidity (Castelleti et al. 2003).
Under such conditions, the development of the tick life cycle depends on the presence
of very specific environments, where they can find favorable conditions suitable for
feeding and reproduction. Consequently, the probable site of infection is a rural
property, where the patient kept a few animals in the surrounding area, most of animals
did not have ticks. Only one dog and all armadillos (n=4) (the latter kept in captivity for
food), were parasitized. The patient, an adult man, had frequent contact with these
vertebrates and their ectoparasites. As SF was not initially a clinical suspect, a detailed
and adequate study of the case did not occur in this context. However, molecular
biology assays using biological samples from patient allowed the detection of
fragments of genes for the Rickettsia of the SFG, though the specific confirmation of
the Rickettsia was not made (Oliveira et al. 2018).

Rickettsia amblyommatis (= Candidatus Rickettsia amblyommii, Karpathy et al.
2016) has been identified in Americas, in different species of ticks (Parola et al. 2013),
and its potential pathogenicity has been reported (Apperson et al. 2008, Rivas et al.
2015). It can therefore be considered as a potencial bioagent of asymptomatic infection
or self-limiting disease (Fang et al. 2017). In Brazil, R. amblyommatis presence has
already been reported in a variety of different biomes, vertebrates and ticks (Labruna
et al. 2004a, Saraiva et al. 2013, Alves et al. 2014, Melo et al. 2016, Costa et al. 2017,
Bitencourth et al. 2017), demonstrating its capacity for adaptation and dispersion within
Brazil.

Brazilian species of the Amblyomma cajennense complex seem to be more
frequently infected by R. amblyommatis. The regions where this is true include those
where mild SF cases have been reported, without evidence of the bioagent involved,
or in areas of BSF occurrence (Labruna et al. 2004a, Alves et al. 2014, Nunes et al.
2015, Oliveira et al. 20164, Bitencourth et al. 2017). The presence of R. amblyommatis
in SF areas in the USA was discussed by Apperson et al. (2008), who suggested that
this species is causing diseases, but that without adequate characterization of the
etiological agent, the disease is confused with R. rickettsia.

The current study reports, for the first time, R. amblyommatis infecting A.
pseudoconcolor, a Neotropical tick known from a number of South American countries.

Despite some reports of it parasitising wild and domestic/domesticated animals, A.
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pseudoconcolor is most strongly associated with Xernatha, especially Dasypodidae
(Botelho et al. 1989, Guglielmone et al. 2003).

There is only one report of human parasitism by A. pseudoconcolor and a record
of its infection by Rickettsia (species of unknown pathogenicity) (Tomassone et al.
2010). Therefore, although the literature does not point to A. pseudoconcolor as a
species of medical interest, our results suggests that this tick, and, probably their host,
armadilhos, can participle of the R. amblyommatis enzootic cycle in Brazilian
savannah. This is confirmed for the tick Amblyomma auricularium, a species
morphologically and biologically close to A. pseudoconcolor, with which it can share
the same ecoepidemiological elements (Guglielmone et al. 2003, Dantas-Torres et al.
2010), fromwhich R. amblyommatis was isolated and its transovarial and transestadial
transmission was confirmed (Saraiva et al. 2013).

The confirmation of R. amblyommatis as a bioagent in SF cases is necessary,
and should include study of SF cases involving the milder variety of this disease, as
observed in the Cerrado biome (Bitencourth et al. 2017). Thus, further studies should
be carried out in this focusing on SF in this region of northeastern Brazil, in order to
determine seasonal rates of tick infection, frequency of parasitism, biological cycles of
ticks and Rickettsia, and host-parasite relationships that determine the epidemic
cycles. The service of epidemiological surveillance and medical assistance in Brazil
that monitors SF cases in areas where R. amblyommatis has already been identified,
should evaluate patients more carefully and undertake timely collection of biological

material so that the responsible bioagent can be identified in human cases.

5. CONCLUSION

In conclusion, despite the need for further studies to confirm if R. amblyommatis
was responsible for the reported case in the state of Pernambuco, the presence of this
bacterium during the SF focus investigation should be of major concerns in terms of
public health due to its capacity of dispersion within Brazilian territory. This is the first

reports of R. amblyommatis infecting A. pseudoconcolor.
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Abstract

Spotted fevers are diseases caused by bacterial agents belonging to the spotted-fever
(SF) group of the genus Rickettsia. The first documented case of SF in Pernambuco
State, Northeast Brazil, was reported here. Also, it is the first case described of fatal
SF in Northeast region of Brazil. The patient was a resident of Arcoverde municipality
and the probable site of infection lies in Sertania municipality, both in Pernambuco
State, a semi-arid region of Brazil. The patient had not visited other areas where SF is
endemic. The patient showed clinical manifestations and epidemiological exposure

compatible with SF, and the infection was confirmed by molecular biology techniques.

Keywords: Rickettsia, Differential diagnosis, Tick-borne diseases, Brazilian semi-arid,

Caatinga biome.

1. INTRODUCTION

Spotted fever (SF) is an infectious, acute, febrile disease of varying severity,

mainly transmitted by ticks'2. It has a non-specific symptomatology, during which early
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clinical-epidemiological diagnosis is a great challenge®. The rash, considered the only
clinical marker, is not always present, which delays diagnosis and hinders appropriate
medical action®.

In Brazil, the occurrence of other diseases of epidemic nature and more
incidents (with similar symptomatology) add to the diagnostic difficulty, since it is
necessary to consider the occurrence of other acute febrile diseases during
assessment of cases®.

SF is widespread, with the highest incidence rate in the South and Southeast®.
Classically, severe cases were associated with Rickettsia rickettsii, which have been
recorded in anthropized areas of the Cerrado and Atlantic Rainforest biomes. The
lethality rate of R. rickettsii infection in Brazil exceeds 50%, and may even reach
1009%"1°,

In the Atlantic Rainforest, SF is also caused by Rickettsia sp. Atlantic Rainforest
strain, a species genetically close to Rickettsia parkeri, Rickettsia sibirica and
Rickettsia africae. In these area, both milder clinical forms were observed, having as
common characteristics the presence of inoculation eschars (lesion at the tick
attachment site) and lymphadenopathy?'1-17. In the Northeast of Brazil, Rickettsia sp.
Atlantic Rainforest strain has been recorded from fragments of Atlantic Rainforest in
the States of Bahia and Ceara, though there were no reports of associated deaths®1>

17, Here we described the first fatal case of spotted fever in the Northeast Brazil.

2. CASE PRESENTATION

A 78-year-old male patient with Alzheimer’s disease, resident of Arcoverde
municipality, State of Pernambuco, was admitted to hospital on November 14, 2015,
with fever, oliguria and palmar and plantar rash. Symptom onset was reported to have
begun approximately seven days before, accompanied by a progressive decline in
general conditions. After admission, there was worsening of the clinical state, with
tachypnea and decline in renal function. The patient was hospitalized, and
management for pulmonary sepsis and renal dysfunction were initiated.

After 24 hours, a seizures occurred (there was no history of epilepsy). The
patient was sedated (dormonid [midazolam] + fentanyl), intubated and transferred to
the State referral hospital in Recife, Pernambuco (PE), where he was admitted to the
intensive care unit. There, the following were observed: bilateral pleural effusion,
leukocytosis with left upper shift; distended abdomen; Miotic pupils, GOT/AST - 188
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U/L; GPT/ALT - 76 U/L; Total Bilirubin - 2.10 mg/dL, Direct - 2.00 mg/dL, Indirect - 0.10
mg/dL; CK MB - 12 U/L; CK Total - 438 U/L. The diagnostic hypotheses were severe
viral meningoencephalitis; metabolic encephalopathy; acute respiratory failure or
metabolic ileus. Treatment with intramuscular ceftriaxone and acyclovir was initiated.

On November 21%t, 2015, the patient’s condition got worsened, secretions were
accumulating in the respiratory tract in moderate quantity. Teicoplanin was included in
the treatment.

On November 24", suspicion of rickettsiosis was raised as a result of the family
information about the patient’s routine visit to a rural property, located in Sertania
municipality, State of Pernambuco, where he had direct and indirect contact with
animals (dogs, horses, goats, armadillos, cows). Doxycycline treatment administered
twice a day was initiated. The patient did not improve during treatment and died on
January 16th, 2016.

A blood sample collected on November 24", 2015 and kept at -20°C, was sent
for analysis of Rickettsia sp. Using the Polymerase Chain Reaction (PCR). We used
genespecific primers CS-78 (forward [5-GCAAGTATCGGT GAGGATGTAAT-3]), CS-
323 (reverse [5-GCTTCCT TAAAATTCAATAAATCAGGAT’-3']) - which amplify a 401-
bp fragment of the Citrate Synthase gene (gItA). Ultrapure milli-Q water was used, free
of DNA, as the negative control, and Rickettsia parkeri genomic DNA as the positive
control. PCR temperature conditions included an initial cycle at 95 °C for 3 min; 40
cycles of 15 s at 95 °C, 30 s at 48 °C and 30 s at 72 °C and one final cycle at 72 °C for
7 mint819,

The blood sample tested positive. However, the obtained sequence did not
allow the construction of a phylodendrogram to determine the identity of the detected

rickettsia.

3. DISCUSSION

Although the indirect immunofluorescence test is considered the gold standard
for SF diagnosis, there was initially no clinical suspicion. Thus, the sampling procedure
did not follow the protocol established by the Brazilian Ministry of Health'® and, thus, it
was not possible to evaluate the serological conversion by using paired samples
collected with a minimum interval of 14 days. However, case confirmation can be made

by other laboratory criteria, including molecular methods*®. The performed molecular
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assays detected a genomicspecific gene fragment, confirming the patient’s infection
by Rickettsia sp.

The absence of initial clinical and epidemiological indicators, coupled with the
rapid evolution of SF, has resulted in rickettsial deaths in several Brazilian States®>8.
Rickettsia rickettsii shows the strongest pathological alterations associated with the
most severe and lethal clinical conditions. The effects of this pathogenic mechanism
result in localized inflammation and procoagulant processes, causing increased
vascular permeability, edema, hypovolemia and hypotension with vascular
insufficiency associated with the subsequent leukocyte mononuclear response of the
host?°. However, even if the patient’s clinical evolution is compatible with R. rickettsii
infections!®, existing data are insufficient to infer which rickettsia species was
responsible for the infection. Also, it is not possible to evaluate whether the infection
got worsened due to comorbidity/ patient’s advanced age, or whether the use of
different antimicrobials during treatment could have interfered in the disease
progression, which had a morbidity period distinct from that known for R. rickettsii® .

During the epidemiological investigation of the case, it was considered that the
patient had no history of travel to any area where SF is known to be endemic, and that
the probable site of infection (PSI) (in Sertania municipality, PE) was the only
environment frequented by the patient possessing favorable conditions for
development of the rickettsial enzootic and epidemic cycle. The rural property, about
60 km from the patient’'s home, was frequently visited, primarily serving as a recreation
area, as well as for the rearing of a few wild animals (armadillos), kept in captivity as a
food source, and a variety of domestic animals (cows, goats etc.). An environmental
investigation in the PSI, conducted during the patient’s hospitalization period, did not
detect any of the ticks known in Brazil for transmitting rickettsia?.

This result indicates the possibility of a still unknown transmission scenario in
the country. The SF foci closer to the Caatinga biome have been detected only in the
State of Ceara so far. However, these areas were located in Atlantic forest fragments
and, like other foci in Brazilian Atlantic forests, involved dogs, Amblyomma ovale ticks
and Rickettsia sp. strain Atlantic Rainforest, and mild to moderate disease associated
with inoculation swelling and lymphadenopathy!®>'’. In contrast, both Sertania
municipality and Arcoverde municipality (where the patient resided) lie within the
Caatinga biome, in a typical area of the Brazilian semi-arid region?!. This area lacks

any previous known epidemiological context for SF establishment. R. rickettsii was
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recently detected in Rhipicephalus sanguineus in areas of spotted fever transmission
in Northeastern Brazil??, indicating the presence of this tick in areas where the
ecoepidemiological profile is still unknown. However, this tick has a wide geographic
distribution and is responsible for SF transmission in other parts of the world1. This
potential vector was found during the PSI investigation, but a PCR for Rickettsia was
negative for the analyzed samples?3.

Considering that this is the first SF case in this region, to confirm identification
of the transmission site and increase the robustness of the existing laboratory results,
blood collection of contact people, area residents and animals (dogs and horses), as
well as a seasonal monitoring of vector fauna, could reinforce the identity of the
probable site of infection and support characterization of this new transmission

scenario.

4. CONCLUSIONS

The first SF case is reported from Pernambuco State, in the Brazilian semiarid
area, Caatinga biome, as the first death in the Northeast of Brazil associated with
Rickettsia sp.
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PERFIS EPIDEMIOLOGICOS DA FEBRE MACULOSA BRASILEIRA: ARTIGO DE
REVISAO

Resumo

Febre Maculosa Brasileira € uma doenca causada pela bactéria Rickettsia rickettsii
com uma diversidade de formas clinicas na dependéncia da localizacdo geografica e
espécies vetoras. O objetivo deste estudo foi revisar as caracteristicas dos perfis
epidemioldgicos existentes e assim contribuir para melhor compreensdo da doenca
pelos profissionais da salde quanto as ac¢des de vigilancia. Para tanto, realizou-se
revisdo na literatura cientifica sobre a epidemiologia da FMB no pais, por meio das
buscas nas bases MEDLINE, SciELO, LILACS e SINAN. Dos trabalhos selecionados
para a revisdo de literatura indicam que a FMB esta associada a trés ciclos de
transmissdo e suas distincbes estdo relacionadas as espécies de vetores,
hospedeiros e os ambientes envolvidos.

Palavras-chaves: Rickettsia rickettsii, riquetsioses, vetores, epidemiologia.
Abstract

Brazilian Spotted Fever is a disease caused by Rickettsia rickettsii with a variety clinical
forms depending of geographic location and vector species. The objective of this study
was to review the characteristics of existing epidemiological profiles and contribute to
a better understanding of the disease by health professionals regarding surveillance
actions. For that, a review was conducted in the scientific literature on SF epidemiology
in the country, through the searches in the MEDLINE, SciELO, LILACS and SINAN
databases. From the papers selected for the literature review, SF is associated with
three cycles of transmission and its distinctions are related to the species of vectors,
hosts and the environments involved.

Key words: Rickettsia rickettsii, rickettsioses, vectors, epidemiology.

1. INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma zoonose causada pela Rickettsia
rickettsii, bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria que circula entre carrapatos e
mamiferos (PAROLA et al., 2013).

O primeiro caso da FMB foi descrito em 1990 no estado de S&o Paulo e
posteriormente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Rio de Janeiro (GRECA,
LANGONI; SOUZA, 2008; MORAES-FILHO, 2017). Atualmente foi ja descrita em
todas as regibes do pais (SANGIONI et al.,, 2011; NIERI-BASTOS et al., 2014;
SILVEIRA et al., 2015; MELO et al., 2016; LUGARINI, et al., 2015; MCINTOSH et al.,
2015; HORTA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017; MACHADO et al., 2018; OLIVEIRA
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et al., 2018; AGUIRRE et al., 2018), algumas vezes com casos fatais nos estados de
S&o Paulo (LABRUNA et al., 2014), Minas Gerais (GALVAO et al., 2003b), Rio de
Janeiro (LEMOS; ROZENTAL; VILLELA, 2002), Espirito Santo (SEXTON et al., 1993)
e Parand (OLIVEIRA et al., 2016a).

No Brasil, R. rickettsii € transmitida ao homem por ixodideos das espécies
Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum e Amblyomma ovale (MORAES-
FILHO, 2017). Além destes, outra espécie de carrapato pode ser transmissora da R.
rickettsii, como Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (CUNHA et al., 2009;
PACHECO et al., 2011).

Dentre os reservatérios de R. rickettsii destacam-se algumas espécies de
mamiferos como: capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), gambas (Didelphis
marsupialis), coelhos (Sylvilagus spp), equinos e caninos (JOANNITTI et al., 2014).
Capivaras, gambéas e equinos tem grande importancia na cadeia epidemioldgica da
FMB, pois além de transportarem os vetores para os domicilios, desempenham papel
importante na infeccdo dos carrapatos (FONSECA; MARTINS et al., 2007).

Atualmente existem trés perfis epidemiolégicos associados a FMB, o primeiro
ocorre na presenca da R. rickettsii, A. sculptum e capivaras sendo este o ciclo
epidemioldgico ocorrendo na regido Sul e Sudeste do pais (SZABO et al., 2013;
NASSER et al., 2015; SOUZA et al., 2015; BRITES-NETO et al., 2015), o segundo
com R. rickettsii, A. aureolatum e caes domesticos que propiciam a ocorréncia da FMB
na regido metropolitana de S&o Paulo, em areas urbanas que se dividem com
fragmentos de Mata Atlantica (PINTER et al., 2004; OGRZEWALSKA et al., 2011) e 0
terceiro envolvendo Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica, A. ovale e o cdo doméstico em
areas de Mata Atlantica das regides Sul, Sudeste e Nordeste (SZABO et al., 2013;
BARBIERI et al., 2014; VOIZZONI et al., 2016).

Desta forma, a presente revisdo teve como objetivo relatar as caracteristicas
dos perfis epidemiolégicos e a prevaléncia de casos confirmados e Obitos,
contribuindo assim para a compreensdo da doenca pelos profissionais da saude

guanto as acodes de vigilancia.

2. LEVANTAMENTO DE DADOS

Este estudo foi baseado na andlise de publicacdes da literatura cientifica sobre
as caracteristicas dos perfis epidemiologicos e a prevaléncia de casos confirmados e

Obitos registrados. Para tanto, procedeu-se a busca de artigos nas bases eletrénicas
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de dados MEDLINE (National Library of Medicine, USA), SciELO (Scientific Electronic
Library Online), LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude) e SINAN (Sistema de Informacdo e Agravos de Notificacdo), sem restricao
com relacdo ao idioma ou data de publicacdo. Para a pesquisa foram utilizados os
seguintes termos: “febre maculosa brasileira”, Rickettsia rickettsii, “vetores”,

“Amblyomma”, “epidemiologia” e “Brasil’. Para o inglés, utilizou-se: “spotted fever”,

i 13 ” @ M«

“Rickettsia rickettsii”, “vectors”, “Amblyomma” “epidemiology” e “Brazil”. Além disso,
outros estudos foram levantados a partir das listas de referéncias dos trabalhos
localizados nas bases eletronicas de dados. Foram excluidos trabalhos sobre
aspectos clinicos ou desenvolvimento de métodos de diagndstico. Outras publicacdes
como por exemplo, dissertacbes de mestrado, teses de doutorado e trabalhos
apresentados em anais de eventos cientificos, foram incluidos quando considerados

relevantes.

3. EPIDEMIOLOGIA DA FMB

No Brasil, R. rickettsii foi primeiramente relatada no ano de 1900, no Instituto
Bacteriologico de Sao Paulo, pelo Dr. Adolfo Lutz, e posteriormente em 1932, foram
descritos casos da infeccdo em humanos, no municipio de Sao Paulo, na época, ainda
denominada como afecgédo de “tifo exantematico” (MORAES-FILHO, 2017). Apos
varios relatos da doenga, houve um periodo de “siléncio” com pouquissimos casos
registrados (LIMA et al., 1995).

Apos isso, as primeiras descricdes da FMB, foi a partir da ocorréncia de casos
na capital paulista, em areas que passavam por um processo de expansao urbana
(LABRUNA et al., 2009). Até a década de 80, os casos vinham sendo provenientes
dos Municipios de Mogi das Cruzes, Diadema e Santo André, com ocorréncia de 53
casos no periodo de 1957 a 1974 e outros 10 casos de 1976 a 1982 (GOVERNO DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2002).

A partir do final da década de 1980, houve uma clara reemergéncia da FMB,
com inimeros casos relatados, especialmente no estado de Minas Gerais (CALIC et
al., 2005; PINTER et al., 2011) e de Séo Paulo (GRECA; LANGONI; SOUZA, 2008;
LABRUNA et al., 2009; PINTER et al., 2011), onde houveram mais registros na regiao
de Campinas (LIMA et al., 2003).

Somente apd6s a doenca ser incluida na Lista Nacional de Doencas de

Notificacdo Compulséria, do Ministério da Saude, pela Portaria GM/MS n° 1.943, de
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18 de outubro de 2001, casos de FMB passaram a ser notificados em outros estados
do pais como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Santa Catarina e a
partir de 2005, nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Distrito Federal
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2010). Atualmente além dos estados
citados anteriormente, os casos de FMB tem sido registrado no Piaui, Ceard, Goias e
Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2018a).

Sabe-se que R. rickettsii é considerada a bactéria mais patogénica das
espécies registradas no Sudeste do pais, onde ocorreram a grande maioria dos casos
fatais (OLIVEIRA et al., 2016a). Na natureza, seu ciclo de transmissdo é mantido pela
capacidade dos vetores, realizar as transmissdes transestadial e transovariana,
caracteristicas estas que permitem ao carrapato permanecer infectado durante toda a
sua vida e também por muitas geracdes apos uma infecgéo priméaria (WALKER, 1989).

A transmissao de R. rickettsii acontece através da picada do carrapato em
gualquer uma das fases de vida do artropode (larva, ninfa ou adulto), sendo A.
sculptum o principal vetor da FMB, além de outras espécies também participarem
transmissdo como A. aureolatum e A. ovale (HORTA et al., 2004; DEL FIOL et al.,
2010; MORAES-FILHO, 2017).

Apesar de existirem trés perfis epidemiolégicos associados a FMB
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018), é no Sudeste do Brasil que ocorre a forma mais
grave da doenca com taxa de letalidade que ultrapassa 50% (ANGERAMI et al., 2006,
2009b, 2012; OLIVEIRA et al., 2016b).

Na regido Sudeste e Sul do Brasil, a doenca ocorre principalmente em areas
ocupacionais habitadas por capivaras em margens de rios, lagoas e parques publicos
propiciando a manutencdo destes animais, vetores e 0 parasitismo acidental ao
homem que frequenta estes locais (GUGLIELMONE et al., 2006; PINTER et al., 2011;
NASSER et al., 2015). Além disso, 0os animais domeésticos e silvestres tais como
caninos e equinos sao responsaveis pela manutencdo por perpetuarem a populacéo
destes carrapatos na natureza (SOUZA et al., 2016).

A maioria dos casos de FMB ocorreram na Regido Sudeste do pais, com casos
esparsos em outros estados brasileiros, em especial no Sul do Brasil (DEL FIOL et al.,
2010). Além de A. sculptum (PINTER et al.,, 2011), também estdo associadas a
transmissdo da FMB as espécies A. aureolatum e A.dubitatum (LEMOS, 2002;
PINTER; LABRUNA, 2006; DEL FIOL et al., 2010; OGRZEWALSKA et al., 2012).

Quanto a sazonalidade, a maioria dos casos se apresentam entre os meses de junho
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e novembro, coincidindo com a maior abundancia dos estagios ninfais do carrapato A.
sculptum nestas regides. A maioria desses casos (>70%) tem sido notificada em
pacientes adultos do sexo masculino, estando fortemente relacionado a atividades
ocupacionais nas margens de rios e lagos habitadas por capivaras (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

No perfil da regido metropolitana de Sao Paulo (areas urbanas que tem divisa
com fragmentos de Mata Atlantica), R. rickettsii também é o agente etioldgico, porém,
o vetor é A. aureolatum (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Nesse perfil, tanto em
ambientes urbanos como periurbanos, os caes domésticos desempenham um papel
epidemiolégico particularmente importante, pois com o0 acesso livre aos fragmentos
de Mata Atlantica podem ser parasitados por estagios adultos de A. aureolatum,
levando-os ao domicilio e peridomicilio e devido a aproximacdo de carrapatos
infectados ao ambiente doméstico podem parasitar seres humanos, causando assim
a infeccdo no homem (PADDOCK et al., 2002).

O contato desses animais domésticos, € apontado como um dos principais
fatores exposicionais devido a quantidade de novos casos confirmados (MINISTERIO
DA SAUDE, 2018). Desta forma observa-se a alta frequéncia de criancas e mulheres
infectadas no ambiente intradomiciliar e letalidade elevada, proxima dos 100%
(SZABO et al., 2006; PINTER et al., 2008; SARAIVA et al., 2014; BARBIERI et al.,
2015).

Ha relatos que o carrapato do cdo R. sanguineus s.l., também pode estar
atuando como vetor dessa bactéria (OGRZEWALSKA et al., 2012). Contudo, nao foi
comprovada a transmisséao de R. rickettsii a humanos por essa espécie de carrapato
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006; SERRA-FREIRE,
2010).

Nas areas de Mata Atlantica nas regides Sul, Sudeste e Nordeste,
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica é considerado agente etiolégico da FMB associado
ao A. ovale (BARBIERI et al., 2014; VOIZZONI et al., 2016).

Essa cepa foi descrita primeiramente em 2009, no estado de S&o Paulo
estando intimamente relacionada a Rickettsia sibirica, Rickettsia parkeri e Rickettsia
africae (SPOLDORIO et al., 2010), com casos relatados na Bahia, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Espirito Santo (SILVA et al., 2011; BARBIERI et al., 2014; VOIZZONI
et al., 2016; ACOSTA et al., 2018).
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Os estagios adultos de A. ovale podem entrar em contato com 0s seres
humanos de duas maneiras, quando os humanos circulam em areas preservadas de
Mata Atlantica para atividades de caca ou lazer (SZABO et al., 2013) ou através dos
cdes que tém acesso livre a essas areas, carreando A. ovale para o domicilio e
peridomicilio das casas (GUGLIELMONE et al., 2003).

Segundo os poucos casos confirmados em alguns estados brasileiros, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Ceara
(BARBIERI et al., 2014; KRAWCZAK et al, 2016a; KRAWCZAK et al, 2016b; NIERI-
BASTOS et al, 2016; MOERBECK et al, 2016; LUZ; FACCINI; MCINTOSH, 2017), a
FMB causada pela Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica, manifesta-se como uma
riquetsiose até entdo sem gravidade e letalidade associada e por apresentar como
caracteristica comum a presenca de escara de inoculacdo e linfadenopatia
(SPOLIDORIO et al., 2010; FACCINI-MARTINEZ et al., 2014; KRAWCZAK et al.,
2016a). Por enquanto, ndo tem sido definido um padrédo de sazonalidade especifico
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018) para Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica.

Independente do perfil, a FMB tem sido registrada pelo Sistema de Informacgao
de Agravos de Notificacdo (SINAN), nos estados de Séao Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Santa Catarina e a partir de 2005, nos estados do, Rio
Grande do Sul, Distrito Federal, Ceara, Bahia, Parana, Mato Grosso do Sul, Goias,
Pernambuco, Rondonia, Para e Tocantins (MINISTERIO DA SAUDE, 2018) (Tabela
1).

O Ministério da saude informa que no periodo de janeiro de 2000 a julho de
2018 foram confirmados 1.940 casos de FMB no SINAN, com taxa de letalidade média
de 31,7% (BRASIL, 2018b) (Tabela 2). A maioria dos casos que evoluiram para Obito
ocorreram na regido Sudeste do Brasil, nos estados de Minas Gerais (GALVAO et al.,
2003b), Espirito Santo (SEXTON et al., 1993), Rio de Janeiro (LEMOS, 2002) e Séo
Paulo (LABRUNA et al., 2014).

Na regido Sudeste, registrou-se 1.418 casos no periodo de janeiro de 2000 a
julho de 2018, destes, foram observados 42,94% de letalidade nesta regido (BRASIL,
2018b). Somente no estado de S&o Paulo foram registrados 915 casos com letalidade
média de 47,75% (BRASIL, 2018b).

Foram observadas novas areas de transmissédo, além das relacionadas as

regides de Campinas e Sao Jodo da Boa Vista: as bacias dos rios Atibaia e Jaguari
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(GALVAO; SILVA, 2005; AMGERAMI et al., 2006), além de Mogi das Cruzes e
Piracicaba (CVE, 2012).

A doenca nao se restringiu apenas as areas rurais, atingindo também areas
urbanas e periurbanas, inclusive a capital do estado (AMGERAMI et al., 2006),
mostrando mudancas na ecologia da doenc¢a e no seu perfil epidemiolégico. No ano
de 2017, 165 casos de FMB foram confirmados no Brasil, dos quais 119 foram da
regido Sudeste onde 53,78% dos casos ocorreram no estado de S&o Paulo,
registrando-se 0Obitos todos os anos, desde 2000 (BRASIL, 2018b).

Em Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2000 a julho de 2018, ocorreu o
registro de 276 casos confirmados, com taxa de letalidade de 35,50% (BRASIL,
2018b). As regides com maior niumero de casos foram: Regido metropolitana, Vales
do Rio Doce, Mucuri e Jequitinhonha (GALVAO et al., 2002; GALVAO et al., 2003a;
GALVAO et al., 2003b; CARDOSO et al., 2006; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2005; DEL FIOL et al., 2010). Além disso, a distribuicdo geogréafica da FMB
no Estado de Minas Gerais, se expandiu para a Zona da Mata e a Grande Regido
Metropolitana de Belo Horizonte (AMANCIO et al., 2011).

No Rio de Janeiro, foram confirmados 155 casos, com taxa de letalidade média
de 32,25% (BRASIL, 2018b). Os casos ocorreram com maior frequéncia na regido de
Barra do Pirai e Petrépolis (BRASIL, 2010), entretanto pode-se observar registros na
regiao de Nova lguacgu no estado do Rio de Janeiro (GONCALVES et al., 1981), onde
ocorreu um caso fatal em 2002 (LEMOS; ROZENTAL,; VILLELA, 2002).

No Espirito Santo, nesse mesmo periodo foram registrados 72 casos, com taxa
de letalidade média de 33,33% (BRASIL, 2018b), além de surtos que ocorreram nos
municipios de Pancas, Barra de Sao Francisco, Nova Venécia e Baixo Guandu
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2018a).

Na regido Sul, registrou-se casos confirmados a partir de 2003, no estado de
Santa Catarina. Nesse estado, entre os anos de 2003 a julho de 2018, foram
observadas 420 notificacdes (BRASIL, 2018a). Santa Catarina € considerado o
segundo estado com maior numero de casos confirmados de FMB (KRAWCZAK et
al., 2016b), perdendo apenas para o estado de S&ao Paulo. Apesar de Santa Catarina
ter registros de casos confirmados, ndo foram observados Obitos neste estado
(AMGERAMI et al., 2009a; BARROS E SILVA et al., 2014).
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Tabela 1: Casos confirmados de febre maculosa. Brasil, Grandes Regies e Unidades Federadas. 2000 a 2018*

Regido e UF 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017* 2018*
Rondoénia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0
Para 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Tocantins 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Maranhao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
Paraiba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Alagoas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Ceara 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 4 2 3 0 1 0
Bahia 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Minas Gerais 23 9 10 9 24 11 18 13 11 10 11 14 7 15 11 16 21 33 10
Espirito Santo 2 0 0 13 11 0 0 3 2 0 4 7 5 4 3 5 7 6 0
Rio de Janeiro 0 1 1 2 0 24 7 10 8 5 13 6 4 22 14 14 16 0
Sao Paulo 16 15 9 30 41 55 37 31 39 61 58 72 74 57 71 90 62 64 33
Parana 0 0 0 0 0 0 1 2 2 1 3 2 4 2 4 6 3 9 0
Santa Catarina 0 0 0 6 8 36 21 31 25 38 24 25 37 32 51 20 26 28 12
Rio Grande do Sul 0 0 0 0 0 3 0 2 0 2 0 1 0 2 1 0 0 2 0
Mato Grosso do Sul 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2 2 0 1
Mato Grosso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
Goias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 2 2 2 0
Distrito Federal 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Brasil 41 25 20 60 84 130 85 93 87 122 107 134 138 121 165 160 143 165 60

Fonte: Sistema de Informacgdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) - atualizado em 01/08/2018

*Dados sujeitos a revisao
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Tabela 2. Obitos de febre maculosa. Brasil, Grandes Regides e Unidades Federadas. 2000 a 2018*

Regido e UF 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017* 2018*
Pernambuco 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Minas Gerais 11 1 1 1 9 6 8 6 5 4 1 5 4 6 4 4 5 15 2
Espirito Santo 2 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 1 5 2 0 3 3 4 0
Rio de Janeiro 0 1 1 1 0 4 5 2 3 3 1 4 2 1 7 2 7 6 0
Séo Paulo 2 11 4 12 11 16 12 8 14 23 24 35 41 31 54 55 37 32 15
Parana 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 1 0
Brasil 15 13 6 18 20 26 25 16 22 31 27 45 52 40 65 67 52 58 17

Fonte: Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) - atualizado em 01/08/2018

*Dados sujeitos a revisao
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No Parana, s6 ocorreram registros de casos a partir do ano de 2006 (um caso)
e a partir disso foram relatados 39 casos até o ano de 2017 (BRASIL, 2018a), com
taxa de letalidade média de 12,82% (BRASIL, 2018b), somente nos anos de 2009,
2010, 2015 e 2017. Em 2016 foi relatado um caso fatal de FMB no estado do Parana
(OLIVEIRA et al., 2016a). Ja o estado do Rio Grande do Sul apresentou 13 casos no
periodo de 2005 a 2017 (BRASIL, 2018a). No ano de 2011, ocorreu um caso de FMB
no municipio de Rosario, Rio Grande do Sul onde o diagndstico de febre maculosa foi
confirmado no Laboratério Nacional de Referéncia (Instituto Adolfo Lutz) em Sao
Paulo (WECK et al., 2016), apesar dos casos confirmados, ndo houveram 6bitos
nesse estado.

Na regido Centro-Oeste, foram notificados 21 casos da doenca no periodo de
janeiro 2000 a julho de 2018 (BRASIL, 2018a), apesar de todos os estados ja terem
sido diagnosticados com a doencga, existem poucos casos confirmados de FMB, como
no estado do Distrito Federal onde confirmou um caso em 2005 (BRASIL, 2018a), nédo
houve 6bito em nenhum dos estados dessa regido (BRASIL, 2018b).

Na regido Nordeste, ocorreram nesse periodo 21 casos, com taxa de letalidade
de 4,76%, sendo o primeiro registro de FMB foi em 2007 na Bahia e apds isso foi
relatado nos estados de Maranhdo, Ceard, Paraiba e Alagoas (BRASIL, 2018b).
Dentre esses estados, o Ceara foi o local onde obteve maior quantidade de humanos
com casos confirmados de febre maculosa (12 casos). Entretanto o Unico Obito de
FMB confirmado foi no ano de 2015 no estado de Pernambuco (OLIVEIRA et al.,
2018).

Os casos confirmados de FMB na regido Norte, s6 comecaram a serem
relatados a partir do ano de 2015 no estado de Rondonia, apés isso, Tocantins e Para
(BRASIL, 2018a). Ao total, ocorreram oito casos, entretanto ndo houve taxa de
letalidade nessa regidao (BRASIL, 2018b).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A epidemiologia das riquetsioses auxilia na compreensédo da prevaléncia de
casos confirmados e Obitos de homens, mulheres e criancas, podendo estar
relacionados a dificuldades de diagndéstico clinico e falta de tratamento imediato.

Os métodos empregados neste estudo complementam o entendimento dos trés
perfis epidemiolégicos da FMB podendo ser utilizados para prevencao e reducao da

morbidade e mortalidade desta doenca, auxiliando a assisténcia médica, vigilancia
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epidemiolégica e rede laboratorial para que haja maior percentual de isolamento das

espécies circulantes nas diferentes regides do pais.
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5. CONCLUSOES GERAIS

e Os resultados obtidos sugerem que pequenos mamiferos, principalmente
algumas espécies predominantes (por exemplo, R. novergicus, R. rattus,
Trichomys spp. e C. aperea), podem desempenhar um papel importante na
manutencao, circulacdo e disseminacdo de riquétsias dentro e fora dos focos
naturais;

e Este é o primeiro registro da ocorréncia de Rickettsia sp. em roedores silvestres
e sinantrdpicos no Brasil;

e Este € o primeiro relato de R. amblyommatis infectando A. pseudoconcolor;

e O primeiro caso de Febre Maculosa € relatado no estado de Pernambuco,
sendo o primeiro 6bito no Nordeste do Brasil associado a Rickettsia sp.;

¢ No Brasil existem trés perfis epidemiologicos da FMB podendo ser utilizados
para prevencgao e reducdo da morbidade e mortalidade da doenca, auxiliando
a assisténcia médica, vigilancia epidemiolégica e rede laboratorial para que
haja maior percentual de isolamento das espécies circulantes nas diferentes

regibes do pais.



