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RESUMO

A febre maculosa € uma doenca grave e letal para o ser humano causada pela
bactéria Rickettsia rickettsii. Na regido metropolitana de S&o Paulo, onde a
populacao estimada é de 20.000.000 de habitantes, o agente etiolégico € transmitido
pelo carrapato Amblyomma aureolatum, mas no interior desde Estado, o vetor da
doenca é o Amblyomma sculptum. O ciclo epidemiolégico de transmissao tem sido
intensamente estudado e muitos dados foram gerados na ultima década, no entanto
elos importantes como o papel dos caes, hospedeiros destes carrapatos, ainda
necessitam ser elucidados. Este projeto objetivou: a) avaliar a frequéncia sorolégica
nos caes atendidos no centro de controle de zoonoses (CCZ) do municipio de ltu,
SP, quanto a presenca de anticorpos anti- Rickettsia rickettsii; Rickettsia parkeri e
Rickettsia bellii b) pesquisas moleculares quanto a presenca da bactéria do género
Rickettsia em carrapatos coletados em cées. Foram colhidos sangue de 289 caes,
sendo 252 da zona urbana e 37 da zona rural; 875 carrapatos, sendo 198 coletados
de cées residentes da zona rural e 679 de cées residentes da zona urbana. As
espécies encontradas foram Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma aureolatum,
Amblyomma ovale e Amblyomma sculptum. Foram testados 198 carrapatos da zona
rural: a) 20,2% (40/198) dos carrapatos para Rickettsia sp. na PCR Real Time; b)
6,06% (12/198) para o gene glta; c) 2,52% (5/198) para o gene ompA na PCR
convencional. Na zona urbana foram testados 206 carrapatos: a) 2,9% (6/206)
positivos na PCR Real Time para Rickettsia sp.; b) 1,94% (4/206) positivaram na
PCR convencional para o gene glta; c) 1,45% (3/206) para o gene ompA na PCR
convencional. Dentre das 289 amostras que reagiram sorologicamente, 12,8%
(37/289) soroconverteram para Rickettsia sp.; 8,3% (24/289) para Rickettsia
rickettsii; 0,4% para Rickettsia parkeri; 0,4% para Rickettsia bellii. Concluimos com
este trabalho que a Rickettsia rickettsii € o provavel agente dos casos de FMB na
cidade de Itu, estado de S&o Paulo, pois foram encontrados carrapatos infectados
para Rickettsia sp., e foram encontrados animais sorologicamente positivos para a
bactéria do género Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri.

Palavras-chaves: Cées, Carrapatos, Imunofluorescéncia indireta, biologia molecular
Rickettsia rickettsii



ABSTRACT

The Brazilian spotted fever is a severe and lethal disease for human beings caused
by the bacteria Rickettsia rickettsii. In the metropolitan area of Sdo Paulo, which its
estimated population is of 20.000.000 inhabitants, the etiological agent is transmitted
through the tick Amblyomma aureolatum, but in the countryside area of this State,
the disease vector is the Amblyomma sculptum. The epidemiological cycle of
transmission has been intensely studied and many data were generated in the last
decade, however important links as the role of the dogs, the hosts of these ticks, still
needs to be elucidated. The aims of this project are: a) evaluate the frequency of
serological tests in dogs treated at the center for zoonosis control in the municipality
of Itu,SP, regarding the presence of the antibodies anti- Rickettsia rickettsiii;
Rickettsia parkeri and Rickettsia bellii b) molecular researches regarding the
presence of the bacteria of genus Rickettsia in the ticks collected in dogs. It were
drawn blood from 289 dogs, which 252 were from urban area and 37 from rural area,
875 ticks, which 198 were collected from the dogs living in the rural area and 679
from the dogs living in the urban area. The species found were Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma aureolatum, Amblyomma ovale and Amblyomma sculptum.
From the rural area 198 ticks were tested: a) 20,2% (40/198) of the ticks for Rickettsia
sp in the Real Time PCR; b) 6,06% (12/198) for gene glta; c) 2,52% (5/198) for the
gene ompA in the conventional PCR. In the urban area 206 ticks were tested: a) 2,9%
(6/206) positives in the Real Time PCR for Rickettsia sp.; b) 1,94% (4/206) positive
in the conventional PCR for gene glta; c) 1,45% (3/206) for the gene ompA in the
conventional PCR. Among the 289 samples that reacted serologically, 12,8%
(37/289) seroconverted to Rickettsia sp.; 8,3% 924/289) to Rickettsia rickettsi; 0,4%
to Rickettsia parkeri; 0,4% to Rickettsia bellii. In this paper, we concluded that the
Rickettsia rickettsi is the probable agent of the cases of the Brazilian spotted fever in
the municipality of Itu, State of S&o Paulo, because ticks infected with Rickettsia sp.
were found, and it was found animals that were serologically positives for the bacteria
of genus Rickettsia rickettsi and Rickettsia parkeri.

Keywords: Dogs. Ticks. Indirect immunofluorescence. Molecular Biology. Rickettsia
rickettsii.
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1. INTRODUCAO

1.1 Céo doméstico

A histéria do céo, Canis lupus familiaris pertence a familia Canidae e vive com
o homem a pelo menos 14 milhdes de anos. (WAINE et al.,1997; OSTRANDER;
WAINE, 2005; ZRZAVY; RICANKOVA, 2004; FOURNIER, 2017). O achado de fésseis
dos primeiros cdes em sitios arqueolégicos por todo o mundo, indicam que, no final
do Pleistoceno (Idade do Gelo), os cées ja cacavam com os humanos (MOREY, 1994;
FOURNIER, 2017).

Durante a Revolucao Industrial o sistema social sofreu mudancas rapidas, e
nesse processo também houveram modificacdes nos hébitos alimentares e na forma
de trabalhar. E nesse contexto, o cdo passou a viver em casas particulares, onde
receberam o status de animais de estimacdo, e isso comecou a apenas 150 anos
atras, quando o cdo doméstico comecou a ser visto como 0 amigo do homem (UDELL,
WYNNE, 2008; UWCT, 2017; FOURNIER, 2017).

No Mundo Moderno os cdes seriam um hobby das classes sociais média a alta
(RANGE; VIRANYL, 2014) e a serem moldados e novas racas comec¢aram a aparecer
constantemente (DRISCOLL; MACDONALD, 2010).

A diversidade cultural e a discrepancia entre as classes sociais fizeram com
que os caes desenvolvessem diferentes habilidades e papéis que estdo intimamente
relacionados aos seus proprietarios (BUTLER; BINGHAM, 2000; ACOSTA-JAMETT
et al., 2010).

Assim como na Europa, o éxodo rural, as mudancas nas relagdes econdémicas
e sociais estabelecidas nas areas urbanas brasileiras contribuiram para as mudancas
do céo de zona rural para cao urbano (MARTINEZ et al., 2013).

No Brasil, a proximidade entre areas urbanas e florestadas significa que seres
humanos, animais domésticos e selvagens podem viver na mesma area e competem
pelos mesmos recursos oferecidos pelas florestas de diferentes maneiras
(OGRZEWALSKA et al.,, 2009; TORRES; PRADO, 2010; FRIGERI; CASSANO;
PARDINI, 2014; LESSA et al., 2016; FOURNIER, 2017).

Os animais domésticos, especialmente o cdo, que habitam areas florestais

aumentam o risco de transmissdo de doencas e zoonoses (PINTER et al. 2008;
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OGRZEWALSKA et al., 2012; MARTINEZ et al., 2013; SZABO; PINTER; LABRUNA,
2013; SCINACHI et al., 2017). Esses efeitos sdo ainda mais agravados pela auséncia
de monitoramento e cuidados com saude, alimentacdo e higiene desses caes por
parte dos proprietarios (MARTINEZ et al., 2013).

Hoje, cdes em areas florestais e rurais sao vistos como um risco potencial para
a saude publica e conservacdo da biodiversidade (UDELL; WYNNE, 2008;
OGRZEWALSKA et al.,, 2011; BARBIERI et al., 2015; SCINACHI et al., 2017;
FOURNIER, 2017). Os cées sao animais com grande proximidade com os humanos
e podem desempenhar importante papel na cadeia epidemiolégica da Febre
Maculosa. As caracteristicas ambientais e a variedade de hospedeiros encontrados
em diferentes ecossistemas no Brasil sdo cruciais para a diversidade de espécies de
carrapatos em cdes (LABRUNA et al., 2001).

No presente trabalho os cdes foram escolhidos por serem importantes
sentinelas para a vigilancia da FMB em funcdo da sororreatividade por longos
periodos, indicando a circulagcdo da bactéria no local nos ultimos 6 a 12 meses
(PIRANDA et al., 2008).

Os cdes comumente sao assintomaticos para a Febre maculosa Brasileira, e
guando manifestam sintomas esses sao febre, anorexia e prostracdo de 5 a 11 dias
apos a picada do carrapato.

A riquetsemia varia de 2 a 6 dias e nesse momento 0S carrapatos que
estiverem parasitando esse animal poderdo ser infectados. Apdés o periodo de

riqguetsemia os cdes soroconvertem e tornam-se imunes (BEPA, 2016).

1.2 Vetores

1.2.1 Carrapatos

No Brasil, atualmente a fauna de carrapatos € composta de 69 espécies,
divididas em duas familias, Ixodidae (46 espécies) e Argasidae (23 espécies)
(BARROS-BATTESTI et al., 2015; KRAWCZAK et al.,, 2015; WOLF et al., 2016).
Dessas 69 espécies, 21 sdo descritas parasitando o humano, sendo estas:
Amblyomma aureolatum, Amblyomma brasiliense, Amblyomma cajennense,

Amblyomma coelebs, Amblyomma dissimile, Amblyomma dubitatum, Amblyomma
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fuscum, Amblyomma incisum, Amblyomma longirostre, Amblyomma japonense,
Amblyomma oblongoguttatum, Amblyomma ovale, Amblyomma parvum, Amblyomma
romitii, Amblyomma scalpturatum, Amblyomma sculptum, Amblyomma tigrinum,
Dermatocentor nitens, Haermaphysalis juxtakochi, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e Rhipicephalus sanguineus (GUGLIELMONE et al., 2006, KRAWCZAK,
2016).

Apesar de 69 metastigmatas comporem a ixodofauna brasileira, apenas 3
espécies comprovadamente sdo capazes de veicular riquétsias para humanos no
Brasil: Amblyomma aureolatum, Amblyomma sculptum e Amblyomma ovale (PINTER;
LABRUNA, 2006; BARBIERI et al., 2014; KRAWCZAK et al., 2014, 2016, SARAIVA
et al., 2014; KRAWCZAK, 2016), espécies que compdem o presente trabalho.

Considerando a longevidade excepcional desses artrOpodes, poderiamos
considerar a possibilidade de estes ndo serem apenas vetores, mas também
reservatorios de agentes infecciosos (LABUDA; NUTTALL, 2004; KRAWCZAK, 2016).

O interesse nesse artropode tem crescido devido a doencas emergentes e
reemergentes transmitidas por eles, incluindo as causadas por rickettsias. Nas Ultimas
décadas desde 1988, na regido Sudeste do pais, houve reemergéncia das infeccdes
riquettsiais (LABRUNA, 2009), devido a modificacdes ecolégicas como alteracédo da
diversidade e distribuicdo ecoldgicas de animais e plantas, medidas de conservacao
em geral acompanhadas por favoritismo de determinadas espécies em detrimento de
outras, incremento do contato de seres humanos com nichos naturais devido ao
ecoturismo (OGRZEWALSKA et al., 2011; SILVA et al., 2014; KRAWCZAK, 2016).

1.2.2 Complexo Amblyomma cajennense

O tdxon Amblyomma cajennense vinha sendo considerado uma Unica espécie
distribuida desde o Sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina. Trabalhos
recentes e baseados numa avaliagdo morfolégica e genética de diferentes populacdes
de Amblyomma cajennense no continente americano, indicaram que Amblyomma
cajennense é de fato um complexo de pelo menos seis espécies: 1) Amblyomma
cajennense sensu strito, 2) Amblyomma mixtum Koch, 1844, revalidado,
anteriormente conhecido como sinonimia Amblyomma cajennense, 3) Amblyomma

sculptum Berlese, 1888, revalidado, anteriormente conhecido como sinonimia de
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Amblyomma cajennense, 4) Amblyomma interandinum n.sp, 5) Amblyomma patinoi n.
sp.e 6) Amblyomma tonelliae n. sp (NAVA et al., 2014, MARTINS et al., 2016).

Segundo Martins et al., (2016), Amblyomma cajennense (s.l.) est4 atualmente
representada no Brasil por apenas duas espécies: Amblyomma cajennense (s.s.) e
Amblyomma sculpum.

O Amblyomma cajennense (s.s.) € encontrado na borda do bioma Amazonia,
na chamada floresta tropical sazonalmente seca (SDTF), ndo sendo encontrado na
parte interna da floresta tropical, pelo fato de n&do ser bem adaptado as florestas
extremamente Umidas. Este carrapato esta ausente no bioma do cerrado (Savana
brasileira) (MARTINS et al., 2016).

O carrapato Amblyomma cajennense parasita muitas espécies entre mamiferos
e aves, incluindo o homem (ARAGAO, 1936; VIEIRA et al., 2004; ONOFRIO et al.,
2006; GUGLIELMONE et al., 2014). Se caracteriza por parasitar humanos em maior
intensidade que qualquer outra espécie de carrapato no Neotropico (ARAGAO, 1936:;
GUGLIELMONE et al., 2003; GUGLIELMONE et al., 2006; MARTINS, 2014).

Os adultos tém preferéncia em parasitar grandes mamiferos como equinos,
bovinos, antas e capivaras. Outros animais domeésticos como bufalo, cédo, porco,
ovelha, cabra, coelho, assim como mamiferos silvestres de tamanho médio a grande,
sdo também infestados por esta espécie. Existem registros de infestacdo de aves
domeésticas como perus e galinhas, além de aves silvestres e alguns répteis, porém o
parasitismo nestes hospedeiros ndo é comum. (GUGLIELMONE et al., 2004;
GUGLIELMONE et al., 2014; MARTINS, 2014). Esta espécie comumente ataca o
Homem em qualquer fase de seu desenvolvimento (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-
BATTESTI; 2001; MARTINS, 2014).

Dada a menor especificidade parasitaria das larvas e ninfas, estes sédo os
principais estagios que parasitam os seres humanos. Geralmente, o estagio adulto é
mais especifico de grandes mamiferos. Quando as popula¢cfes deste carrapato se
apresentam muito numerosas, o estagio adulto € encontrado com mais frequéncia em

outros mamiferos, inclusive humanos.
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1.2.3 Amblyomma sculptum

A ocorréncia de Amblyomma sculptum estd confirmada nas unidades
federativas: Sudeste: Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo; Centro-
oeste, Nordeste na Bahia, Sul no Parana, Santa Catarina e Norte de Rondbnia
(MARTINS, 2014, 2016) e engloba os biomas de todo o Cerrado e Pantanal; grande
parte do bioma da Mata Atlantica (Clima tropical), e em areas onde a cobertura natural
foi degradada (MARTINS et al., 2016).

Nas areas rurais da regido sudeste do Brasil, os equinos sdo 0s principais
hospedeiros domésticos para todos os estagios do Amblyomma sculptum (publicado
como Amblyomma cajennense), recentemente, as capivaras tém desempenhado o
papel de principal hospedeiro silvestre para este carrapato em ambientes
antropizados (LABRUNA et al., 2004, VIEIRA et al., 2004; LABRUNA et al., 2013;
MARTINS, 2014).

O progresso da degradacdo da floresta amazonica e da mata atlantica, com
substituicdo da cobertura florestal original pela vegetagcao do cerrado pode favorecer
a expansao do Amblyomma sculptum nessas areas. Um exemplo potencial desta
condicdo é o estado de Ronddnia, onde Labruna et al. (2005) ndo encontrou nenhum
Amblyomma sculptum durante uma pesquisa de carrapatos por todo o estado entre
os anos de 2000 a 2005, mas numa segunda expedicdo em 2012 havia uma
populacdo estabelecida de Amblyomma sculptum no municipio de Pimenta Bueno
(MARTINS et al., 2016).

Este cenario de degradacédo é de extrema importancia médica, ja que no Brasil
o Amblyomma sculptum é o vetor mais importante da bactéria Rickettsia rickettsii,
agente etioldgico da FMB. A expansdo do Amblyomma sculptum ao norte do Brasil
poderia envolver expansao de outras doencgas transmitidas por carrapatos (MARTINS
et al., 2016).

Segundo estudo de modelagem ambiental o Amblyomma cajennense (s.s.) e 0
Amblyomma sculptum podem sobrepor-se num territorio devido a algumas
semelhancas em variaveis abioticas, chamada aos limites entre o bioma Amazénia e

Cerrado, entre o clima Equatorial e Tropical (MARTINS et al., 2016).
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O Amblyomma sculptum ja havia chamado a atencéo para o seu polimorfismo
genético entre diferentes populacdes do Sudeste do Brasil, mesmo antes mesmo de
ser redescrito (BEATI et al., 2013) e, Gerardi (2016) em seu trabalho comparou o perfil
genético e susceptibilidade de populacdes de carrapatos Amblyomma sculptum de
areas endémicas e ndo endémicas para a Febre Maculosa Brasileira frente a infec¢ao
por R. rickettsii. Ao avaliar a manutencdo horizontal da bactéria nos carrapatos de
primeira e segunda geracéo (F1 e F2), foi demonstrado a refratariedade a R. rickettsii,
visto que a despeito do estdgio da exposicdo a bactéria, as frequéncias de infeccao
encontradas nunca foram 100% (GERARDI, 2016), algo que ja havia sido evidenciada
por Labruna (2008) e SOARES (2012), embora a cepa da bactéria utilizada (cepa
Taiacu) ndo fosse originalmente isolada de espécie de carrapato utilizado no estudo,
e sim do Amblyomma aureolatum. Labruna (2008) encontrou larvas de Amblyomma
sculptum de duas populacdes distintas, uma de area endémica (Pedreira/SP) e uma
area ndo endémica (Pirassununga/SP) que se mostraram refratarias a infeccdo por R.
rickettsii (cepa Taiagu) destacando-se dos encontrados em larvas de Amblyomma
aureolatum e Rhipicephalus sanguineus, cujas frequéncias de infeccdo encontradas
eram de 90 e 100% (LABRUNA et al., 2008).

Segundo estudos de Soares (2012) e Gerardi (2016) a hipotese levantada foi a
de que, a transmissao vertical, por si s6 ndo seria capaz de manter uma populacao de
Amblyomma sculptum infectada por mdltiplas geracbes. Além disso o grau de
desenvolvimento dos tecidos ovarianos, ou seja, as infec¢gbes estabelecidas durante
a fase adulta aparentemente ndo se desenvolvem suficientemente para albergar todas
as células germinativas, enquanto as infec¢des estabelecidas antes, durante a fase
larval ou uma geracao anterior, resultam em infeccao de todas as células germinativas
durante a fase adulta (BURGDORFER & BRINTON, 1975; SOARES et al., 2012).

Quando avaliado o efeito deletério nos diferentes estagios de Amblyomma
sculptum, foi sugerido algum efeito deletério da infeccdo visto que, na maioria das
vezes, houve menor sucesso da ecdise de larvas e ninfas, quando comparados ao
grupo controle do trabalho e mesmo néo havendo altas taxas de mortalidade dentre
os carrapatos infectados, isso impactaria a longo prazo levando a diminuicéo drastica
do nimero de carrapatos albergando R. rickettsii.( GERARDI, 2016).

Especula-se que a infec¢ao por uma cepa de R. rickettsii originalmente isolada

da espécie de carrapato que se queira estudar, seria mais eficiente, e poderia assim
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favorecer a competéncia vetorial de larvas infectadas verticalmente (GERARDI,
2016).

Os resultados de Gerardi (2016) sugerem susceptibilidade diferenciada entre
as popula¢gdes de Amblyomma sculptum estudadas, porém, sem uma relagéo clara
com a endemicidade da area de origem dos carrapatos. Considera-se a possibilidade
de algum polimorfismo genético existente também entre cepas de R. rickettsii de
localidades diferentes poderia influenciar na susceptibilidade a infeccéo, reforgcando a
existéncia de uma melhor adaptacdo entre cepas das bactérias e do carrapato
autoctones. Sendo assim, através dos resultados obtidos por Gerardi (2016), de

infeccdo experimental, a populacdo ITU foi uma das mais susceptiveis a infeccao.

1.2.4 Amblyomma aureolatum

O Amblyomma aureolatum Pallas 1772 € um dos carrapatos mais encontrados
parasitando cdes domésticos nas &reas rurais do sul e sudeste do Brasil
(GUIMARAES et al., 2001, LABRUNA e PEREIRA, 2001).

Na regido metropolitana da cidade de Sdo Paulo, este carrapato € o principal
vetor da Rickettsia rickettsii, 0 agente etioldgico da Febre Maculosa brasileira (FMB)
(GOMES 1933, DIAS e MARTINS, 1939, VALLEJO-FREIRE 1947, PINTER, 2003,
PINTER et al., 2004).

A literatura sugere que mamiferos carnivoros especialmente cdes (Canis
familiaris.) e a raposa comedora de caranguejo (Cerdocyon thous) sédo os principais
hospedeiros primarios para o0 estadio adulto de Amblyomma aureolatum
(GUIMARAES 1945, EVANS et al., 2000; LABRUNA et al., 2001; RODRIGUES et al,
2002; GUGLIELMONE et al., 2003; PINTER et al., 2004). O estadio adulto deste
carrapato parasita os seres humanos, sendo provavelmente este estagio de
desenvolvimento que transmite o agente etioldgico da FMB (ARAGAO E FONSECA,
1961; GUGLIELMONE et al., 2003; PINTER et al., 2004).

A infestacdo por Amblyomma aureolatum em c&es no Brasil geralmente
caracteriza-se por cargas parasitarias baixas, possivelmente porque fatores naturais
controlam a populacéo de carrapatos no meio ambiente (LABRUNA et al., 2000, 2001;
LABRUNA e PEREIRA, 2001; PINTER et al., 2004) e, pela baixa densidade do

hospedeiro, para o estagio adulto do carrapato (cdes e outros carnivoros) e para 0s
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estagios imaturos (animais selvagens) (PINTER et al.,2004). As temperaturas que
variam de 23 a 27°C nédo sao um fator limitante para os estagios de desenvolvimento
livre do carrapato, desde que a HR (umidade relativa) seja de 95% (PINTER et al.,
2004).

A distribuicdo geografica de Amblyomma aureolatum é restrita a América do
Sul (GUGLIELMONE et al., 2003), sendo a grande maioria encontrada em areas
dentro da Floresta Atlantica (PINTER et al. 2004).

Os resultados do estudo de Pinter et al. 2004 fornecem evidéncias biologicas
para descriminar como hospedeiros de estagios imaturos de Amblyomma aureolatum
as aves, sugerindo que estes animais e cdes podem ser 0s hospedeiros primarios
para o carrapato em condi¢cdes naturais. O mesmo estudo sugere um papel potencial
de cobaias selvagens (Cavia aperea) também como hospedeiros para os estadios
imaturos. Essas cobaias sédo roedores selvagens endémicos prevalentes em muitos
paises da América do Sul e sudeste do Brasil (CIMARDI, 1996; PINTER et al., 2004).

Labruna et al. (2008) demonstraram que larvas de Amblyomma aureolatum e
Rhiphicephalus sanguineus tiveram frequéncias de infeccdo por Rickettsia rickettsii
(cepa Taiacu) que variaram de 90 e 100%, diferentemente de duas populacfes de
larvas de Amblyomma sculptum de area endémica (Pedreira/SP) e uma area nao
endémica (Pirassununga/ SP) se mostraram refratarias a mesma infeccao.

Avaliando a relagdo Amblyomma aureolatum- Rickettsia rickettsii Labruna et al.
(2011) demonstraram total susceptibilidade desta espécie de carrapato a infeccao
obtendo valores para a manutencéo vertical de 100% por 4 geracdes de laboratério.

Embora o Amblyomma aureolatum seja mais eficiente quando comparado ao
Amblyomma sculptum na manutenc¢éo da Rickettsia rickettsii (SOARES et al, 2012),
a transmissado vertical por si s6 também ndo é capaz de manter populacbes de
carrapatos infectados, visto que fémeas ingurgitadas de Amblyomma aureolatum
tiveram alta mortalidade e baixo desempenho reprodutivo quando infectadas (efeitos
deletérios da infeccdo) (LABRUNA et al., 2011).

1.2.5 Amblyomma ovale

Os carrapatos adultos Amblyomma ovale exigem comportamento nao-nidicola

de emboscada sendo encontrados na vegetacdo em sua maioria a 30-40 cm acima
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do solo, altura compativel com mamiferos com médio a grande porte. As larvas e
ninfas procuram hospedeiros em nivel de solo, compativel com seu parasitismo
natural em pequenos mamiferos e aves que se alimentam no solo (LABRUNA et al.,
2009; OGRZEWALSKA et al., 2009; SZABO et al., 2009, SZABO et al., 2012).

A espécie Cricetidae Calomys callosus, foi 0 hospedeiro mais adequado para
larvas de Amblyomma ovale, enquanto que outras espécies de Cricetidae Nectomys
squamipes (rato d’agua) foram hospedeiros mais adequados para ninfas de
Amblyomma ovale (MARTINS et al.,, 2012a). Estudos de James et al., 1972 e,
Guglielmone e Nava 2011, sugeriram que pequenos roedores podem ser 0s principais
hospedeiros de larvas e ninfas de Amblyomma ovale em condicbes naturais,
corroborando o estudo de Martins et al., 2012 (MARTINS et al., 2012a).

As aves passeriformes foram encontradas sendo parasitadas por larvas e
ninfas de Amblyomma ovale no sudeste do Brasil, tendo um papel significativo na
disperséo de carrapatos entre diferentes areas geograficas (MARTINS et al., 2012a).

Os cées domeésticos mostraram ser altamente adequados para a fase adulta de
Amblyomma ovale. Em geral, as fémeas ingurgitadas recuperadas de caes pesaram
cerca de 1000mg e convertidas a mais de 60% do seu peso em ovos, que eram férteis
e esses resultados reforcaram que estes animais sdo atualmente um dos hospedeiros
mais importantes de carrapatos adultos Amblyomma ovale na América Latina
(GUGLIELMONE et al., 2003; MARTINS et al. 2012b).

O Amblyomma ovale é o principal vetor de uma rickettsiose da Febre maculosa
humana emergente no Brasil, causada pela Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica
(SPOLIDORIO et al 2010; SILVA et al., 2011; MARTINS et al., 2012b). Segundo
Sabatini et al. (2010) e Medeiros et al. (2011), cerca de 10% dos carrapatos
Amblyomma ovale estavam infectados pela Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica em
pelo menos dois estados brasileiros onde a doenca foi confirmada: Santa Catarina e

Litoral de Sao Paulo.
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1.2.6 Rhipicephalus sanguineus

O carrapato Rhipicephalus sanguineus tem sua origem no Velho Mundo e foi
introduzido nas Ameéricas, possivelmente durante a colonizagdo europeia
(GUGLIELMONE et al., 2003).

O carrapato Rhipicephalus sanguineus esta distribuido por todo o Brasil na
maioria das areas urbanas com grandes popuacdes. Trata-se de um carrapato de
hébito nidicola tipico, monotropico, conseguindo manter todo seu ciclo parasitario em
uma unica espécie animal e endofilico (LABRUNA, 2004; DANTAS-TORRES, 2010)
gue se adaptou para viver em lares humanos e todos os estadios ativos se alimentam
principalmente de caes domeésticos (PACHECO et al., 2011). Apesar da proximidade
do Rhipicephalus sanguineus com o homem, o carrapato raramente foi relatado por
picar humanos na América do Sul, contudo, este carrapato € reconhecido como vetor
da Rickettsia rickettsii para humanos no México e, mais recentemente, nos Estados
Unidos (PACHECO et al.,2011). Embora esta ocorréncia ainda nédo tenha sido
comprovada em nosso territério (DEMMA et al.,2005), estudos anteriores realizados
no Brasil e nos Estados Unidos mostraram que o Rhipicephalus sanguineus € um
vetor competente de Rickettsia rickettsii em condi¢cdes laboratoriais (PARKER et
al.,1933; REGENDANS e MUNIZ, 1936). Piranda et al. (2006) mostraram que pelo
menos 20% das ninfas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus foram infectadas por
Rickettsia rickettsii ap6és serem alimentadas como larvas em cées infectados
experimentalmente e foram capazes de transmitir Rickettsia rickettsii a cobaias
susceptiveis.

Esta antropofilia do Rhipicephalus sanguineus ocorreu principalmente devido a
proximidade de humanos com cdes e a capacidade desses carrapatos de se
desenvolverem em ambientes sinantrépicos (ALMEIDA et al., 2013). Assim, 0s
estudos que avaliam as espécies de ixodideo que se ligam aos cées e a presenga de
agente zoondticos nestes carrapatos sao importantes para 0 monitoramento das
zoonoses emergentes e reemergentes que afetam os seres humanos (ALMEIDA et
al., 2013).

MORAES-FILHO et al. (2009) relataram que o Rhipicephalus sanguineus é
comum em outras areas endémicas da FMB, onde o carrapato Amblyomma sculptum

(publicado como Amblyomma cajennense) tem sido implicado como o vetor (LEMOS
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et al.,, 1997; CARDOZO et al., 2006). Os resultados encontrados neste estudo,
sugerem que o carrapato Rhipicephalus sanguineus também poderia desempenhar
um papel na epidemiologia da Rickettsia rickettsii na area do estudo, com o potencial
de atuar como um vetor para 0s seres humanos, como ja relatado no México e nos
Estados Unidos (BUSTAMANTE e VARELA, 1947). Além disso, é possivel que os

cées possam desempenhar um papel significativo na ecologia da Rickettsia rickettsii.

1.3 Rickettsia spp.

O género Rickettsia foi recentemente dividido em quatro grupos: Grupo de
Febre Maculosa (GFM), Grupo de Tifo (TG), Grupo de Transi¢cdo (TRG) e Grupo
Ancestral (AG) (FRITZ.et al.,2009).

Pelo menos sete espécies de Rickettsias foram descritas no Brasil: a) grupo
GFM: Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia rhipicephali e Rickettsia
amblyommatis, sendo transmitidas por carrapatos; b) grupo TGR: Rickettsia felis,
sendo transmitida por pulgas; ¢) grupo TG: Rickettsia typhi, sendo também transmitida
por pulgas e; Rickettsia belli do grupo AG, transmitida através de carrapatos
(LABRUNA, 2009).

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) € uma doenca infecciosa transmitida por
carrapatos do género Amblyomma, tendo como principal agente etiolégico a bactéria
Rickettsia rickettsii. Sdo bactérias gram negativas, pleomorficas, cocobacilares com
paredes celulares complexos que contém acido muramico e retém fucsina basica,
quando coradas pelo Método de Gimezes (1964) (KRAWCZAK, 2016). Séao
intracelulares obrigatérias, membros da ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae
(Raoult, Roux, 1997), que se multiplicam por fissédo binaria em ambos hospedeiros,
vertebrados e invertebrados. Sdo bactérias que atacam preferencialmente as células
endoteliais, manifestando-se por um quadro febril agudo (MORAES- FILHO, 2017;
BEPA, 2016).

Os primeiros registros da doenca foram nos Estados Unidos no inicio do século
XX, recebendo o nome de Febre Maculosa das Montanhas Rochosas. Mais tarde,
Howard Taylor Ricketts realizou o primeiro isolamento da Rickettsia rickettsii,
elucidando importantes dados epidemiologicos desta enfermidade, como a

participacdo de carrapatos em sua transmisséo (no caso o Dermatocentor andersoni)



24

e a dependéncia de hospedeiros silvestres para o ciclo de transmissdo (MORAES-
FILHO, 2017).

O primeiro relato de rickettsiose no Brasil foi em 1900, no Instituto
Bacteriolégico de S&o Paulo, pelo Dr. Adolpho Lutz, sendo posteriormente descritos
casos de infeccdo em humanos por José Toledo Piza em 1932, no municipio de Séao
Paulo, na época denominando a afecgao de “Tifo Exantematico”. (UENO et al., 2016;
BEPA, 2016).

Diversas espécies das Rickettsia foram isoladas em cultivo celular a partir de
carrapatos no nosso pais. O agente da FMB, a bactéria Rickettsia rickettsii, foi isolada
dos carrapatos: Amblyomma aureolatum (PINTER, LABRUNA, 2006), Rhipicephalus
sanguineus (PACHECO et al., 2011) e de Amblyomma sculptum (KRAWCZAK et al.,
2014).

As espécies de maior importancia na transmissdo da doenca no territorio
nacional sdo: Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum (MORAES-FILHO,
2017).

1.3.1 Rickettsia rickettsii

A bactéria Rickettsia rickettsii sdo gram negativas, intracelulares obrigatérias,
membros da ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae (RAOULT, ROUX, 1997),
que ataca preferencialmente as células endoteliais, manifestando-se por um quadro
febril agudo, sendo o agente etiolégico da Febre Maculosa Brasileira (MORAES-
FILHO, 2017).

Em estudo de Labruna (2004), numa analise filogenética com outros isolados
de Rickettsia rickettsi do GenBank, os isolados da América Central/ Sul
demonstraram baixo polimorfismo e formaram um clado distinto de dois clados norte-
americanos com maior polimorfismo no ramo. Este baixo polimorfismo deve ser uma
razao significativa para as altas taxas de fatalidade da FMB.

A filogeografia de Rickettsia rickettsii € provavelmente determinada por fatores
ecoldgicos e ambientais que existem independentemente da distribuicdo de um vetor
carrapato em particular (PADDOCK et al., 2014).

Varios experimentos demonstraram a competéncia do vetor Amblyomma

sculptum para esta bactéria, que sobrevive no carrapato por perpetuacao
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transestadial e transmisséo transovariana (BRUMPT 1933, TRAVASSOS e VALLEJO
1942). No entanto, estudos de campo mostraram que as taxas de infeccao por
Rickettsia rickettsii sdo muito baixas entre as popula¢cées de Amblyomma sculptum
em areas endémicas de Febre Maculosa Brasileira (GUEDES et al., 2005, SANGIONI
et al.,2005).

A explicacdo para baixas taxas, a despeito da transmissao transovariana e
transestadial ser eficiente, é que os carrapatos infectados tém menor sobrevivéncia e
desvantagens reprodutivas quando comparados a carrapatos néo-infectados
(BURGDORFER 1988, NIEBYLSKI et al., 1999). Essa condi¢do causaria a eliminagéo
completa da bactéria na populacao de carrapatos, durante as geracdes subsequentes;
por esta razao, os hospedeiros vertebrados séo essenciais para a manutencao de
Rickettsia rickettsii na natureza, atuando como hospedeiros amplificadores para novas
linhagens de carrapatos infectados ou ndo-infectados (HORTA, 2009).

Os carrapatos retirados diretamente de cdes comparados aqueles coletados da
vegetacdo, apresentam maior taxa de infeccdo, diferengas atribuidas a ativacédo
rickettsial, que resulta numa maior carga rickettsial em carrapatos alimentados
(SZABO et al., 2013).

A transmissdo horizontal através de carrapatos em co-alimentacdo em cao
rickettsémicos, apresenta taxas altas de infeccdo, sendo uma rota classica de
transmissdo de varias espécies de rickettsias (PHILIP, 1959; PIRANDA et al., 2011).
A transmissao horizontal pode ocorrer também via copula em carrapatos (HAYES et
al., 1980) e uma rota menos eficiente (LABUDA e NUTTALL, 2004) via carrapatos em
co-alimentacdo em hospedeiro nédo rickettsémicos (ZEMTSOVA et al., 2010).

No Brasil, as capivaras e gambas (Didelphis aurita) foram confirmados como
hospedeiros amplificadores para carrapatos Amblyomma sculptum (publicado como
Amblyomma cajennense) (UENO et al., 2016; LABRUNA, 2009) pois desenvolvem
uma rickettsemia longa (UENO et al., 2016, HORTA, 2009).

SOUZA (2009), em seus estudos comprovou que as capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) possuem a capacidade de se manterem por um longo intervalo em
rickettsemia, infectando em torno de 20 a 35% dos carrapatos Amblyomma sculptum
gue se alimentaram durante este periodo.

As capivaras sdo susceptiveis a bactéria, poréem estas ndo demonstram a

doenca clinica, somente alguns valores hematologicos abaixo do esperado para a
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espécie que podem estar relacionados ao stress do ambiente cativo. Estes roedores
sao hospedeiros primarios de todos os estadios parasitarios de Amblyomma sculptum
(VIEIRA et al., 2004), sendo sugerido por pesquisadores que o aumento da populagao
de capivara durante as Ultimas décadas pode estar relacionado com o ressurgimento
da FMB em muitas areas do estado de S&o Paulo (SOUZA et al., 2009).

Os cavalos sdo um dos principais hospedeiros de todos os estagios parasitarios
do Amblyomma sculptum, sendo assintomaticos a doenca, porém apresentam altos
titulos de 1gG detectiveis e persisténcia de longa duracdo, qualificando-os como
sentinela em areas endémicas. Todavia os cavalos ndo sdo considerados
amplificadores da bactéria devido ao curto periodo de riquetsemia. (UENO, 2016).
Outro fato que reduz o envolvimento de cavalos no ciclo de transmisséo de Rickettsia
rickettsii € a baixa prolificidade desta espécie, que tem longo periodo de gestacéo e
geralmente produz um potro por gestacao (UENO, 2016).

O diagnostico precoce da FMB é frequentemente dificil, principalmente os
primeiros dias da doenca, e a falta de especificidade em seus sinais clinicos
corroboram para a baixa suspeicdo. Nem sempre o sinal classico, exantema, esta
presente, sendo um desafio realizar um diagnéstico diferencial em relacdo a outras
doencas comuns e mais disseminadas como a leptospirose, dengue e doenca
meningococica (OLIVEIRA et al., 2016).

O estudo de Oliveira et al. (2016) em relatério do primeiro registro de morte
humana causada por Rickettsia rickettsii no estado do Parand, no Sul do Brasil, os
sintomas clinicos apresentados foram: hiporexia, fraqueza, cefaleia frontal, tosse,
febre, dor abdominal, mialgia, vOmitos, exantema, desidratacdo, insuficiéncia
respiratéria, baixo nivel de consciéncia, alteracbes neuroldgicas (inquietude
psicomotora, convulsdes), insuficiéncia renal (anuria), manifestacées hemorragicas,
alteracdes hematoldgicas (trombocitopenia, leucocitose), choque e obito.

Em estudo retrospectivo de Paddock et al. (2014) de caracterizacdo dos
genaotipos de Rickettsia rickettsii obtidos exclusivamente de pacientes humanos com
doenca fatal, indicaram que a idade média foi de 20 anos (46% tinham menos de 18
anos e 25 e 24% tinham menos de 6 anos de idade, incluindo 3 bebés) variando de 2
meses a 73 anos. O tempo de sobrevida foi de 8 dias, com variacéo de 4 a 18 dias,

sendo que 73% vieram a 6bito dentro de 6 a 9 dias da doenga.
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1.3.2 Rickettsia parkeri

Um estudo retrospectivo nos Estados Unidos, onde a Rickettsia parkeri foi
isolada pela primeira vez do carrapato Amblyomma maculatum (LABRUNA, 2009),
forneceu evidéncias sorolégicas para esta bactéria em diversos casos de Febre
Maculosa das Montanhas Rochosas, sugerindo que a rickettsiose causada por
Rickettsia rickettsii foi provavelmente diagnosticada sorologicamente de maneira
errbnea como o0 agente etioldgico em alguns relatos naquele pais e também na
Ameérica do Sul, causando uma doenc¢a mais leve nao letal (LABRUNA, 2009).

O estado de Santa Catarina, no Sul do Brasil, € o estado com o segundo maior
namero de casos confirmados laboratorialmente de Febre Maculosa no Brasil
(KRAWCZAK et al., 2016).

Esta Rickettsiose causada pela Rickettsia sp Cepa Mata Atlantica tem como
vetor o Amblyomma ovale no bioma da Mata Atlantica e é prevalente nos biomas do
Cerrado e Amazonia (LABRUNA et al., 2005, SZABO et al., 2007) e s&o apontados
por sua importancia no estagio adulto, como vetor desta riquettsiose humana.

Spolidorio et al. (2010) e Krawczak et al. (2016) observaram sinais de febre
mediana, mialgia, artralgia cefaleia, calafrios, lesdo cutanea papular que evolui para
erupcdo macular ao redor da lesdo e depois centro necrético, em um caso clinico
ocorrido em humano no estado de Sdo Paulo e Santa Catarina. O agente etiol6gico
isolado apresentou similaridade génica a Rickettsia parkeri, Rickettsia africae e
Rickettsia sibirica sendo denominado Rickettsia sp Cepa Mata Atlantica.

No estudo de Krawczak et al. (2016), houve a confirmacdo do caso humano
através de analise soroldgica e analise molecular e identificacdo da Rickettsia sp cepa
Mata Atlantica, e a paciente soroconverteu com titulos finais para trés agentes do
grupo da Febre maculosa: a Rickettsia parkeri, Rickettsia rickettsii e Rickettsia
amblyommii.

A Rickettsia sp cepa Mata Atlantica foi encontrada em carrapatos Amblyomma
ovale e so foi encontrada em Amblyomma aureolatum quando este ocorre junto com
o Amblyomma ovale na mesma populacéo canina (MEDEIROS et al., 2011; BARBIERI
et al., 2014). Enquanto o agente rickettsial € encontrado em carrapatos Amblyomma
ovale de areas que nao possuem o Amblyomma aureolatum e Rhipicephalus

sanguineus, nunca foi relatado a bactéria nestes carrapatos quando o Amblyomma
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ovale estava ausente na area (SABATINI et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011;
OGRZEWALSKA et al., 2012; SZABO et al., 2013). Portanto, o Amblyomma ovale é
o principal vetor da Rickettsia sp cepa Mata Atlantica (BARBIERI et al., 2014; LADO
et al., 2015).

Os sinais clinicos atribuidos a essa rickettsiose em humanos no estado de Sao
Paulo e Bahia incluem febre, erupcéo cutanea, mialgia, escara no local da picada do
carrapato, e a resolucdo clinica sem complicacdes e auséncia de hospitalizacdo
(SPOLIDORIO et al.,, 2010; SILVA et al., 2011) e se assemelham muito a
apresentacao clinica de casos notificados no estado de Santa Catarina (ANGERAMI
et al., 2009; BARROS e SILVA et al., 2014). Essa rickettsiose, mesmo na fase aguda
apresenta sintomatologia branda, e pode ser subdiagnosticada ou diagnosticada
erroneamente devido a similaridade com outras doencas (BARBIERI et al., 2014).

1.3.3 Rickettsia bellii

A Rickettsia bellii um exemplar do grupo Ancestral, € a Rickettsia mais
comumente encontrada em carrapatos na América (PHILIP et al., 1983) e no Brasil
estando associada a carrapatos do género Amblyomma (Amblyomma sculptum e
Amblyomma dubitatum) (LABRUNA et al., 2004, PINTER, LABRUNA et al., 2006;
AMORIM et al., 2013) infectando espécies de quase todos os géneros de carrapatos
do Novo Mundo (PHILIP et al., 1983, LABRUNA et al., 2011) bem como uma ampla
gama de insetos e organismos diversos incluindo a ameba (WEINERT et al., 2009;
SPOLIDORIO et al., 2013).

Ha evidéncia soroldgica de infec¢céo por Rickettsia bellii em capivaras do estado
de Séo Paulo, possivelmente transmitidos por Amblyomma dubitatum (PACHECO et
al., 2007), além de cées no Parana (FORTES et al., 2010), Mato Grosso (MELO et al.,
2011) e Para (SPOLIDORIO et al., 2013; AMORIM et al. 2013).

O Ixodes loricatus € uma espécie de carrapato comum em marsupiais do Novo
Mundo, mas também encontrado em roedores Sigmodontinae. Esta espécie de
carrapato frequentemente abriga a Rickettsia belli, e ambos, carrapatos e gambas

(Didelphis spp.) sdo comuns em areas endémicas para FMB (COELHO, et al., 2016).
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2. EPIDEMIOLOGIA

O Brasil € um pais de dimensbes continentais, propiciando uma grande
diversidade tanto da fauna quanto da flora, demonstrado por seus ricos biomas
terrestres- Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampas, bem
como manchas de transicdo denotando uma grande variedade de condicdes
ecoepidemioldogicas (DANTAS-TORRES et al., 2009; LABRUNA e VENZAL, 2009;
DANTAS-TORRES et al., 2012).

A cidade de Itu apresenta uma riqueza de biomas e encontra-se em area de
transicdo entre ambientes naturais e antropizados, com circulacdo da populacdo
humana, em suas atividades de lazer e trabalho, como também transito livre de caes
e cavalos, permitindo o intercambio de ectoparasitos favorecendo a formacao e
manutencdo do ciclo epidémico.

O presente trabalho se passou numa area com vulnerabilidades tais quais,
casos ocorridos em perimetro urbano, area de preservacdo, ocupacdo de areas
limitrofes com fragmentos de Mata, possibilitando o intercambio de artrépodes vetores
com mamiferos hospedeiros, ambientes esses que propiciam o desenvolvimento e
manutenc¢ao dos ciclos enzodticos e epidémicos da FMB.

O interior do estado de Séo Paulo € a regido com maior numero de casos
confirmados: 524 casos e letalidade de 49,42% (BEPA, 2017). Na cidade de Itu,
interior de Sao Paulo, foram confirmados casos autéctones da FMB, num total de 15
casos, 12 evoluiram para 6bito, 3 evoluiram para a cura, perfazendo 80% de letalidade
pelo agravo notificado (BEPA, 2017).

Comparando os dados epidemiol6gicos entre os casos de infec¢do no interior
e na RMSP, notou-se um predominio do sexo masculino no interior do estado (81,5%),
compativel com a transmissédo em regides da Mata, em atividade de pesca ou lazer.
Na RMSP nota-se que as criangcas (menores de 9 anos) sao bastante acometidas e
gue o predominio do sexo masculino (55,8%) é quase imperceptivel, 0 que é coerente
com a exposicao dentro da casa, por meio do animal de estimagcao que retorna com
o carrapato da Mata (BEPA, 2017) e acomete principalmente a populagao
economicamente ativa (20 a 49 anos) (BRASIL, 2018)

Em relacdo aos sintomas e sinais, nota-se que existe uma semelhanca muito

grande entre os pacientes no interior e na RMSP (BEPA, 2017).
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Tendo a informacédo de que a transmissao da doenca é através do vetor, seria
esperado que a maioria relatasse o contato com o carrapato, porém pouco mais da
metade dos casos confirmados de FMB relatam tal contato. Consequentemente,
torna-se essencial o conhecimento dos locais de risco, ou seja, onde exista a
circulacdo da Riquétsia, para considerar a hipotese de FMB frente a um caso,
principalmente se levarmos em consideragcao que o tratamento é mais efetivo quando
feito antes do terceiro dia e tal informagdo de dados epidemiol6gicos seriam
determinantes para o sucesso da terapia (BEPA, 2017).

Quanto a sazonalidade, o periodo de maior incidéncia € em outubro, periodo
de maior densidade de ninfas de carrapatos, podendo variar de regido para regido
(BRASIL, 2018).

Tabela 1 - BRASIL - Obitos de febre maculosa. Brasil, Grandes Regides e Unidades
Federadas. 2010-2016.

Regido Sudeste 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Minas Gerais 1 5 4 6 4 4 5 16
Espirito Santo 0 1 5 2 0 3 3 2
Rio de Janeiro 1 4 2 1 7 2 7 2
Sao Paulo 24 35 41 31 54 55 37 28
Total 26 45 52 40 65 64 52 48

Tabela adaptada. Fonte: Sinan- atualizado em 01/02/2018.

Tabela 2 - BRASIL - Casos confirmados de febre maculosa. Brasil, Grandes Regifes
e Unidades Federadas. 2010-2016.

Regido Sudeste 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Minas Gerais 11 14 7 15 11 16 21 31
Espirito Santo 4 7 5 4 3 5 7 3
Rio de Janeiro 5 13 6 4 22 14 13 4

Sao Paulo 58 72 74 57 71 90 63 54
Total 78 106 92 80 107 125 104 92

Tabela adaptada. Fonte: Sinan- atualizado em 01/02/2018.
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3. JUSTIFICATIVA

A cidade de Itu, interior do Estado de S&o Paulo, € uma regido endémica para
a FMB, uma doenca altamente patogénica para o homem com elevada letalidade
somando-se a falta de conhecimento dos profissionais de saude sobre as
caracteristicas clinicas da doenca, os aspectos ecoepidemioldgicos associados ao
risco de infecgéo e os fatores de risco para exposi¢ao ao vetor.

O presente estudo se passou em &rea de vulnerabilidade que apresentou casos
de FMB em perimetro urbano, area de preservagao, ocupacao de areas limitrofes com
fragmentos de Mata, possibilitando dessa forma o intercambio de artropodes vetores
com mamiferos hospedeiros, ambientes esses que propiciam o desenvolvimento e
manutenc¢ao dos ciclos enzodticos e epidémicos da FMB.

Os cées possam desempenhar um papel significativo na ecologia da Rickettsia
rickettsii e normalmente sdo parasitados pelo Rhipicephalus sanguineus, que ja foi
descrito em outros trabalhos quanto a sua importancia na epidemiologia da FMB,
apresentando o potencial de atuar como vetor para seres humanos. Mesmo nao
havendo a comprovacdo da competéncia vetorial.

Através dos resultados adquiridos neste trabalho cientifico, podera fornecer
dados epidemioldgicos relacionado com possivel presenca de infeccao por Rickettsia
sp, fazendo com que programas de profilaxia, controle e tratamento da FMB seja
instituido o mais precocemente possivel e fornecendo subsidios para estudos
posteriores.

Além disso torna-se de extrema importancia a implementacao por parte do
governo, de programas de saude publica alertando e conscientizando a populacéo
dos riscos que o contato com o carrapato pode ocasionar e programas sociais junto a
moradores de rua e carroceiros para combate a carrapatos nos animais objetivando a

diminuicao de casos de FMB.
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4. OBJETIVOS

Geral

O presente estudo descritivo transversal tem por objetivo estimar a deteccao

de anticorpos anti - Rickettsia rickettsii, Rickettsia bellii e Rickettsia parkeri em sangue

de caes da cidade de Itu e analisar os carrapatos coletados destes, através de provas

moleculares, para a presenca da bactéria do género Rickettsia.

Especificos

v

Detectar anticorpos anti-Rickettsia spp. através da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em soros de caes do CCZ de Itu, SP.
Identificar as fases e espécies de carrapatos coletados nos caes.
Buscar a deteccédo molecular de Rickettsia spp., por meio da Reacao de
Cadeia de Polimerase em Tempo Real, nos carrapatos coletados.
Através do PCR Convencional detectar carrapatos infectados por
Rickettsias do GFM.

Fornecer dados sobre a circulacdo da bactéria na cidade de Itu para

servicos de Vigilancia e comunidade cientifica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Fitofisionomia do Bioma

Itu € um municipio do estado de Sédo Paulo no Brasil, situa-se na Regido
Metropolitana de Sorocaba, na Mesorregido Macro Metropolitana Paulista e na
Microrregido de Sorocaba, considerada estancia turistica. Estd a uma latitude
23°15'51” sul e a uma longitude 47°17°57” oeste, estando a uma altitude de 583
metros. Sua populacdo estimada é de 170.157 habitantes em 2017. O clima é
subtropical, com temperatura anual de 20°C com um verdo quente e chuvoso e
inverno frio e seco (Wikipédia-dominio publico).

Nos mares de Morros anteriormente recobertos pela Mata Atlantica ou por Mata
latifoliada tropical, a paisagem foi intensamente transformada devido a degradacédo
caudada pela cultura do café no século XIX (DA SILVA, 2005).

O uso e a ocupacao das terras de Itu acompanharam o perfil dos modelos
econdmicos do estado de S&o Paulo. Pela cidade ja passaram o café, a cana, o citrus,
os reflorestamentos, as ceramicas, olarias e lavras de extracdo de granito. Na
atualidade, os reflorestamentos, as ceramicas, olarias e lavras de granito e a
especulacao imobiliaria através de condominios sdo 0s tracos mais marcantes da
paisagem (DA SILVA, 2005).

O padréo da fitofisionomia da cidade pode ser definido como uma paisagem de
enclave, apresentando matas latifoliadas de fundo de Vale, formacdes de cerrado nos
topos aplainados de depressédo periférica Paulista e reliquias de cactaceas nos
interflavios, estando sempre associadas aos bolders (DA SILVA, 2005).

Quanto aos cursos d’agua, encontram-se sublinhados por Matas de galerias
sempre verde e semi-decidua, conferindo a paisagem de Itu um carater peculiar,
biodiverso e dinamico (DA SILVA, 2005).

5.2 Zona urbana e rural de Itu
Realizamos coleta de sangue e de carrapatos em animais oriundos da zona

urbana e zona rural da cidade e estabelecemos como critérios 0s requisitos legais
estabelecidos por Lei n°® 5.172, de 25 de outubro de 1966.
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Classificamos como zona urbana, onde a observacao dos requisitos minimos
da existéncia de melhoramento em pelo menos dois dos incisos seguintes,
construidos e mantidos pelo Poder Publico: |- meio-fio ou calcamento, com
canalizacdo de 4guas pluviais, Il- abastecimento de agua; llI- sistema de esgotos
sanitarios; IV- rede de iluminacao publica; V- escola primaria ou posto de satude a uma
distancia maxima de 3km do local considerado. Por zona rural entendemos que sao
as regidbes nao classificadas como zona urbana e sao utilizadas para atividades
agropecuarias, agroindustrias, extrativismo, silvicultura, turismo rural ou ecoturismo e

conservacao ambiental (Lei n®5.172, de 25 de outubro de 1966).

5.3 Populacéo Alvo

Foram amostrados todos os caes atendidos na triagem da Clinica veterinaria
do Centro de Controle de Zoonoses de Itu, SP, para avaliagdo pré-cirdrgica de ovario-
salpingo-histerectomia e orquiectomia no periodo de marco a novembro de 2016,
perfazendo 289 caes amostrados, sendo, portanto, uma amostra de conveniéncia.

Todos os cées eram domiciliados em diversos bairros da zona urbana e da

zona rural de ltu.

5.4 Colheita de Materiais

As amostras foram colhidas com o consentimento dos proprietarios de cada
animal, sendo todos os procedimentos submetidos a autorizac&o por escrito atraves
do Termo de consentimento livre e esclarecido.

Também foram coletadas algumas informagdes, como: endereco domiciliar do
animal e sexo.

As amostras de sangue foram coletadas assepticamente por venopuncgao da
jugular, com agulha 30x7 mm, seringa 5ml. Apds a colheita, tais amostras foram
mantidas em temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas para a obtencéo
do soro, sendo aliquotado e armazenado a -20° C em microtubos até 0 momento de

sua analise.
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5.5 Carrapatos

Os carrapatos foram coletados diretamente do animal durante o atendimento e
foram armazenados em dois frascos com alcool 70°.

Frasco 1: corresponde a zona urbana.

Frasco 2: corresponde a zona rural (Terras de Santa Maria, Pau d’alho,
Apotribu, Sete Vendas, Berro d’agua, Varejao) num raio de 15 km ao redor da Estrada
Municipal Itu-Mairinque.

ApoOs coleta foram devidamente identificados conforme Barros-Battesti et al.,

2006 e separados por espécie, sexo e fase de desenvolvimento.

5.6 Extracéo de DNA

Os espécimes de carrapatos foram processados individualmente a extracao
de DNA, utilizando-se o “Kit de extracdo Dneasey Tissue Kit” (Qiagen, Chatsworth,
CA), conforme instrucdes de fabricante.

5.7 Imunofluorescéncia indireta para a Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri
e R. bellii.

Os soros sanguineos dos animais foram testados pela técnica de
Imunofluorescéncia Indireta frente aos antigenos de Rickettsia rickettsii, Rickettsia
parkeri e Rickettsia bellii conforme previamente descrito (HORTA et al., 2004).
Quando constatado reacdo positiva na diluicdo de triagem (1/64), os soros foram
testados para a determinacéo do titulo final de reacdo (HORTA et al., 2004).

5.8 PCR em tempo Real para Rickettsia spp.

Para a deteccdo de Rickettsia spp. através de PCR, cada amostra de DNA
extraido foi testado individualmente pelo protocolo de Real-Time PCR descrito por
Labruna et al. (2004). Este protocolo utiliza um par de primers (CS5 e CS6) que
amplificam um fragmento de 147 nucleotideos do gene citrato cintase de Rickettsia

spp. Associado a uma sonda interna fluorogénica (5° 6-FAM-BHQ-1 3’) de 23
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nucleotideos. Este protocolo de PCR mostrou-se sensivel o suficiente para detecgao

de uma Unica copia do gene citra6to sintase de Rickettsia rickettsii.
5.9 PCR Convencional

Os carrapatos positivos no Real-Time PCR foram testados por PCR
convencional utilizando-se os primers que amplificam os genes glta, ompA e ompB,
sendo os dois ultimos utilizados para diagnéstico de Rickettsia do grupo da Febre
Maculosa (REGNERY et al., 1991).

5.10 Calculo Estatistico

Para estimar o tamanho da amostra de carrapatos que foram analisados na
dissertacao, utilizou-se o programa “R” (R Core Team, 2018), através da seguinte

formula:

_z2xpx(1—p)

eZ

n

O cenério avaliado foi 0 de maxima incerteza, ou seja, p = 0,05. O erro maximo
(e) definido foi de 5%, o nivel de confianca adotado foi de 5%, resultando em u z =
1,96, e o poder do teste foi de pelo menos 80%. A solucdo da formula nos forneceu
um tamanho amostral minimo de 196 observacgoées.

A partir das amostras coletadas com o intuito de verificar diferencas entre as
prevaléncias de rickettsias entre as duas populacdes estudadas, utilizou-se o teste
para duas propor¢des, resultando em um valor de p < 0,001. Para o calculo do
intervalo de confianca das prevaléncias utilizou-se a formula do intervalo para 95%,
conforme abaixo:

p(1—p)

h + 1,96
pT * n

O grafico abaixo, desenvolvido no programa ggplot2, determina o tamanho
amostral em funcdo do erro maximo desejado na estimativa de uma propor¢ao. O

ponto vermelho representa o tamanho amostral do trabalho.
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Grafico 1- Tamanho amostral em funcdo do erro maximo desejado na

estimativa de uma proporcéo.
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6. RESULTADOS

6.1 Caes

Foram coletados sangue de 289 cées, sendo 252 provenientes da zona urbana
e 37 residentes da zona rural. Todos os animais foram atendidos na clinica veterinaria

localizada dentro do Centro de Zoonoses do municipio de Itu, SP.

6.2 Carrapatos

Foram testamos 198 carrapatos da zona rural, sendo 192 carrapatos
Rhipicephalus sanguineus, 5 Amblyomma aureolatum e 1 Amblyomma ovale; e na
zona urbana, foram coletados 679 carrapatos, sendo 677 Rhipicephalus sanguineus

e 2 Amblyomma sculptum, sendo testados 206 espécimes (Tabela 3).

Tabela 3 - Espécies de carrapatos coletados de cédes residentes em zona rural e zona

urbana da cidade de Itu, SP e processados em testes moleculares.

Carrapatos da zona n° carrapatos testados %

rural

Amblyomma aureolatum 5 2,52
Rhipicephalus sanguineus 192 96,96
Amblyomma ovale 1 0,500
Total 198 100,00
Carrapatos da zona

urbana

Rhipicephalus sanguineus 204 99,03
Amblyomma sculptum 2 0,97
Total 206 100,00
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6.3 Testes moleculares

Foram testados 198 carrapatos da zona rural, sendo 192 carrapatos
Rhipicephalus sanguineus, 5 Amblyomma aureolatum e 1 Amblyomma ovale. Foram
positivos: a) 20,2% (40/198) dos carrapatos para Rickettsia sp. na PCR Real Time,
sendo destes positivos: 40 espécimes de R. sanguineus; b) 6,06% (12/198) para o
gene glta, sendo destes positivos: 12 espécimes de R. sanguineus; c) 2,52% (5/198)
para o gene ompA na PCR convencional, sendo todos 0s positivos pertencentes a
espécie R. sanguineus (Tabela 4).

Na zona urbana foram coletados 679 carrapatos, sendo 677 Rhipicephalus
sanguineus e 2 Amblyomma sculptum. Foram testados 206 carrapatos: a) 2,9%
(6/206) positivos na PCR Real Time para Rickettsia sp.; b) 1,94% (4/206) positivaram
na PCR convencional para o gene glta; c) 1,45% (3/206) para o gene ompA na PCR
convencional (Tabela 4). Todos o0s carrapatos positivos nos testes moleculares
coletados na zona rural eram da espécie R. sanguineus.

Os carrapatos coletados na zona rural positivos na PCR Real time
apresentaram valores de Ct (Cycle threshold) entre 24 a 33 ciclos, com um valor médio
de 28 ciclos. Em contraste, os artropodes positivos coletados na zona rural

apresentaram valores entre 31 a 33 ciclos, com um valor médio de 32 ciclos.

Tabela 4: Carrapatos positivos na PCR em tempo real para Rickettsia sp. e
PCR convencional para os genes glta, OmpA e OmpB, provenientes de cées da zona

rural e urbana do municipio de Itu, SP.

Ne Zona PCR Real PCR
carrapatos Time Convencional
Rickettsia
spp. gltA OmpA OmpB
198 Rural 40 12 5 0

206 Urbana 6 4 3 0
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6.4 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

As amostras de sangue dos animais deste trabalho foram submetidas a reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti - Rickettsia
rickettsii, anti - Rickettsia parkeri e anti- Rickettsia bellii.

Foram coletados sangue de 289 caes, sendo 252 da zona urbana e 37 da zona
rural. Os resultados soroldgicos obtidos foram: a) 21,79% (63/289) das amostras
analisadas, reagiram sorologicamente pelo menos para uma das espécies de
Rickettsia testadas, com titulos variando de 64 a 2048; b) 8,65% (25/289) das
amostras analisadas reagiram sorologicamente apenas para Rickettsia rickettsii, com
titulos variando de 64 a 2048; c) 1,03% (3/289) das amostras analisadas reagiram
sorologicamente apenas para Rickettsia parkeri, com titulos variando de 64 a 1024;
d) 2,07 (6/289) das amostras analisadas reagiram sorologicamente apenas para
Rickettsia bellii, com titulos variando de 64 a 512; e) 10,7% (31/289) das amostras
analisadas reagiram sorologicamente para Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri
simultaneamente; f) os animais da regido urbana apresentaram 21,42% de
positividade sorolégica para pelo menos para umas das Rickettsia analisadas, e os da
zona rural, 27,3%.

Os resultados encontrados na Imunofluorescéncia indireta (RIFI) nas amostras
coletadas dos caes foram esquematizadas em um mapa geogréfico e fisico da cidade
de Itu, que foi desenvolvido através do programa QGIS 2.18, apresentado na figura
le?2.

Na figura 1 € destacado as amostras que foram positivas para pelo menos uma
das riquétsias testadas, porém na figura 2 é levado em consideracdo a provavel
soroconversao para Rickettsia sp., Rickettsia parkeri, R. belli e R. rickettsii nas

amostras pesquisadas.



41

Figura 1- Status imunitario para Rickettsiose em caes do municipio de Itu, SP.
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Figura 2- Status imunitario para Rickettsiose em caes do municipio de Itu, SP,
distribuido por espécies de riquétsias
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7. DISCUSSAO

Quanto a diversidade de carrapatos coletados

No presente estudo detectamos 4 espécies de carrapatos compondo a
ixodofauna ituana (coletados no periodo de marco a novembro de 2016), sendo estes:
Amblyomma aureolatum, Amblyomma ovale, Rhipicephalus sanguineus e
Amblyomma sculptum.

Essa biodiversidade esta em harmonia com a fauna de vertebrados presentes
na area levando-se em conta que a presenca de parasitas (Ixodideos), em
determinada éarea esta diretamente correlacionada com a presenca de seus
hospedeiros.

A cidade de Itu possui fragmentos de Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga,
justificando o achado dos carrapatos Amblyomma aureolatum, Amblyomma ovale,
Amblyomma sculptum e Rhipicephalus sanguineus. Os carrapatos do género
Amblyomma frequentemente parasitam cdes em areas rurais, proximo a Matas
coincidindo com os dados obtidos neste trabalho, indicando que os cées parasitados
por Amblyomma aureolatum e Amblyomma ovale provavelmente adentraram a Mata
degradada. As areas de cerrado explicam a presenca do Amblyomma sculptum, e o
Rhipicephalus sanguineus estd presente em todos os biomas brasileiros,
principalmente na zona urbana.

A identificacdo do Amblyomma aureolatum e do Amblyomma sculptum na area
de estudo, confirmam a importancia epidemiolégica destas duas espécies de
carrapatos atuando como vetores da FMB, ja que séo os vetores de Rickettsia rickettsii
no Brasil, em consonéancia com os achados soroldgicos positivos para Rickettsia
rickettsii em caes desse trabalho.

A presenca do Amblyomma ovale em area endémica para FMB, no caso a
cidade de Itu, corrobora com os achados sorolégicos positivos para Rickettsia parkeri
e a localizacdo no mapa coincide com os fragmentos Mata Atlantica.

Optamos por avaliar carrapatos aderidos a caes, pois muitas espécies de
carrapatos que ndo sao adaptados ao ambiente antrépico sdo carreadas pelos caes

até o ambiente domiciliar, onde os carrapatos frequentemente se desprendem e se
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espalham pela habitacdo, podendo transmitir doencas ao homem (OGRZEWALSKA
et al., 2012b; LAVINA et al., 2014; LUZ et al., 2014; KRAWCZAK, 2016).

Quanto aos resultados soroldgicos

Estudos comparando a frequéncia de anticorpos para Rickettsias do GFM entre
areas ndo endémicas e endémicas para Rickettsia rickettsii em fragmentos de Mata
Atlantica e Cerrado, em cées amostrados no estado de S&o Paulo, evidenciaram que
nas areas endémicas a soropositividade encontrada nos cées foi de 20 a 69,2%
(HORTA et al.,, 2004, 2007; SANGIONI et al., 2005; OGRZEWALSKA et al.,
2012, KRAWCZAK, 2016), dados que corrobora com o presente estudo cuja
positividade encontrada foi 21,79% (63/289) para os antigenos do GFM.

Os resultados sorolégicos encontrados neste estudo quando comparados aos
encontrados por SCINACHI et al (2017) e SZABO et al. (2013) de 0 a 37% e 88,6%
positivos para R. rickettsii, respectivamente, obtivemos numeros semelhantes ao
encontrado no estudo de SCINACHI et al. (2017), porém bem abaixo do que foi
apresentado pelo autor SZABO et al. (2013). Todos 0s experimentos se passaram em
area de Mata Atlantica e endémica para Febre Maculosa Brasileira, portanto esta
informacdo somada aos dados encontrados podemos dizer que Itu é uma éarea
endémica. O carrapato mais encontrado foi 0 R. sanguineus, explicando os menores
valores de positividade nos cées para a bactéria quando comparados a estes
trabalhos, onde os artropodes encontrados foram do género Amblyomma. Em
contrapartida, no trabalho de OTOMURA (2016) foi encontrado 4,2% de sorologia
positiva para pelo menos uma das espécies de Rickettsia no Estado do Paran4a, sendo
uma positividade bem menor que 21,79%, porém este pesquisador trabalhou em area
ndo endémica para a doenca.

No Rio de Janeiro, ROSENTAL (2015) encontrou 97,5% de animais
sorologicamente positivos para R. rickettsii, porém o experimento se passou em abrigo
de animais, com grande concentracdo de caes, infestacdo massiva por carrapatos e
casos de FMB relatados em funcionarios do abrigo.

O achado de sorologia para Rickettsia parkeri somente em area rural, em regiao

de Mata Atlantica, coincide com a presenca de seu vetor Amblyomma ovale.
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Na zona rural onde era esperada a positividade encontrada em sorologia para
Rickettsia se justifica pelo achado dos carrapatos Amblyomma aureolatum e

Amblyomma ovale.

Quanto aos resultados moleculares

Pinter e Labruna (2006) apos terem coletado 669 exemplares de Amblyomma
aureolatum, em uma area endémica para FMB, no municipio de Taiacupeba-SP,
detectaram a presenca de Rickettsia rickettsii somente em 6 espécies amostrados,
demonstrando uma taxa de infeccdo de 0,89% (6/669) bem aproximada a taxa que
encontramos em Itu de 0,74% (3/403) dos carrapatos positivos para Rickettsia do
grupo do FMB.

Em um estudo realizado no Brasil em 2006, os pesquisadores obtiveram 1,3%
de positividade para R.rickettsii em testes moleculares em carrapatos Amblyomma
spp. (Burgdorfer, 1988; Guedes et al., 2005; Pinter & Labruna, 2006), resultado
bastante semelhante em um outro estudo relatado em Minas Gerais, que obteve uma
positividade de 1,28% para a mesma bactéria nos testes moleculares em A.
cajennense (Pacheco et al. 2011), que diferem dos achados do presente trabalho,
cujo resultado foi uma positividade de 26,75% para Rickettsia sp. na PCR em tempo
real e, 1,52% de positivos para Rickettsia do grupo da Febre Maculosa, sendo todos
carrapatos da espécie R. sanguineus.

Quando comparado os dados encontrados nesta pesquisa com o trabalho de
SCINACHI et al. (2017), a positividade de carrapatos € bastante inferior, pois estes
autores acharam de 20 a 70% de carrapatos A. aureolatum positivos nos testes
moleculares para R.rickettsii. Essa diferenca de valor é esperada pois R. sanguineus
nao € vetor para a bactéria R. rickettsii, necessitando da presenca do A. sculptum e/ou
A. aureolatum para que haja a possibilidade de sua infec¢cédo, fazendo com a
positividade neste artropode seja menor quando comparada a outros carrapatos.

O achado dos carrapatos A. ovale e A. aureolatum do presente trabalho, em
pequena quantidade, se deve a entrada eventual dos cdes em areas de fragmentos
florestais, durante atividade de lazer, pesca e ecoturismo de seus proprietarios ou
mesmo em casos cujo animal vive de forma semi-domiciliada tendo acesso a essas

mesmas areas. Os carrapatos R. sanguineus provavelmente se infectaram durante o
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repasto sanguineo em céo parasitado concomitantemente por carrapato Amblyomma
sp. infectado ou em cdo em um periodo de bacteremia para Rickettsia sp.

A grande quantidade de carrapatos positivos em area urbana, fato néo
esperado, pode ser explicado em parte pela presenca de carroceiros no centro urbano
da cidade, e seus equideos poderiam estar parasitados por Amblyomma sculptum.
Outra possibilidade seria a presenca destes caes residentes nestas areas terem
acesso a zona rural.

O presente trabalho relatou numa Gnica regido a positividade para trés espécies
de riquétsias: Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri pertencentes ao GFM e Rickettsia
bellii do grupo Ancestral, e com a presenca dos respectivos vetores: Amblyomma

sculptum, Amblyomma ovale, Amblyomma aureolatum.

Estatistica dos Testes moleculares das amostras de carrapatos.

A diferenca estatistica encontrada neste projeto entre carrapatos coletados na
zona rural e urbana quanto a positividade na PCR real time para Rickettsia sp.
corroboram para entendermos dados obtidos neste estudo, pois mesmo o
Rhipicephalus sanguineus sendo o artrépode mais encontrado nas duas areas
estudadas, os provenientes da zona rural ao conviverem com as espécies A.
sculptum, A. aureolatum e A. ovale, vetores dos agentes etiolégicos da FMB, faz com
gue a possibilidade de infeccéo por parte deste carrapato, quando comparado aos da
mesma espécie que se encontram na zona urbana, no qual dificilmente conviverao
com artropodes do género Amblyomma, terdo uma maior probabilidade de infeccéo

por esta bactéria responséavel por esta doenca.
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8. CONCLUSAO

A patrtir dos resultados obtidos podemos inferir:

v' Foram identificados os carrapatos: Amblyomma sculptum, Amblyomma

aureolatum, Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma ovale.

v" A Rickettsia rickettsii € o provavel agente dos casos de FMB na cidade de Itu,

estado de Sao Paulo.

v Os cées apresentaram sorologia positiva para FMB, no qual estdo ou estiveram
expostos a bactérias do género Rickettsia, sinalizando que estes animais foram

parasitados por ectoparasitos infectados por esta bactéria.

v Com o presente trabalho podemos inferir sobre a circulacdo do agente
etiologico da Febre Maculosa Brasileira na cidade de Itu, SP, pois foram
encontrados carrapatos infectados para Rickettsia sp. e, animais
sorologicamente positivos para a bactéria do género Rickettsia rickettsii e
Rickettsia parkeri.
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