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RESUMO

Gehrke, FS. Deteccdo e caracterizacdo molecular de riguétsias em humanos,
potenciais vetores e animais domésticos da regido Sudeste do Brasil. [Tese
(Doutorado em Ciéncias)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2010.

Riquetsioses, causadas por riquétsias do grupo febre maculosa (GFM), sé&o
infeccbes cujos sintomas mais relatados sao febre, mialgia, acompanhados ou nao
por exantema. Estes sintomas sdo comuns a varias doencas tais como gripe,
dengue e meningite entre outras. Quando néo tratada precocemente, a doenca pode
ser fatal. As riquétsias GFM sdo transmitidas por artrépodes e sua ocorréncia €
mundial. No Brasil a riquetsiose GFM é conhecida como febre maculosa brasileira
(FMB). Ha relatos de FMB desde o inicio do século passado e nas ultimas décadas
ocorreu um aumento na sua notificagcdo, principalmente na regido Sudeste.
Entretanto, quase ndo ha informacdes genéticas das espécies de riquétsias
responsaveis pelos casos humanos observados no pais ou detectadas em
potenciais vetores e reservatorios. Por esta razdo, neste projeto, foi utilizada a
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para detectar genes riquetsiais (gltA,
ompA e ompB) em material biolégico de pacientes humanos, carrapatos, pulgas,
cdes e equinos. As amostras sao originarias de areas endémicas dos estados de
Séao Paulo (SP) e Rio de Janeiro (RJ). Nas amostras de Amblyomma cajennense e
de humanos procedentes de 14 municipios do estado de SP foi diagnosticada
Rickettsia rickettsii, através de analise de sequéncias nucleotidicas, sugerindo ser
esta a unica espécie responsavel pelos casos de FMB na area considerada. Entre
as amostras humanas, Rickettsia conorii responsavel pela Febre Maculosa do
Mediterraneo foi detectada em um paciente procedente de Portugal onde a doenca &
endémica. No estado do Rio de Janeiro constatou-se que as frequéncias minimas de
carrapatos infectados por riquétsias apresentam valores superiores em relacdo aos
registrados em outras regides do pais. Neste estado, diagnosticou-se R. rickettsii
infectando espécimes de Amblyomma aureolatum, Amblyomma cajennense,

Anocentor nitens, Boophilus microplus, Ctenocephalides felis e Rhipicephalus



sanguineus. Este trabalho possibilitou o primeiro registro de An. nitens, Bo.
microplus, Ct. felis e Rh. sanguineus, capturados em areas endémicas do Brasil,
com infeccao natural por R. rickettsii. Pode-se indicar pela primeira vez, no mundo,
Bo. microplus e Ct. felis como possiveis participantes do ciclo enzodtico desta
riquétsia. Rickettsia felis foi detectada em Ct. felis e, com menor frequéncia, em Am.
cajennense. Este trabalho também registra pela primeira vez exemplares de
Ornithodoros sp. coletados em sitio de ocorréncia de casos confirmados de FMB,
infectados por riquétsia GFM indicando possivel participacdo de carrapatos
argasideos no ciclo da riquetsiose. Pela primeira vez no Brasil foi diagnosticado R.
rickettsii em cées e equinos naturalmente infectados em foco de ocorréncia da FMB,
ressaltando sua importancia na manutencdo do ciclo em areas peridomiciliares.
Através da construcdo de arvores filogenética foi inferida a identidade entre os
fragmentos do gene gltA de R. rickettsii detectados em humanos, potenciais vetores
e animais domésticos, ndo sendo possivel confirmar a ocorréncia de diferentes

linhagens da espécie na regido Sudeste do Brasil.

Palavras chave: Rickettsia rickettsii. riquétsia grupo febre maculosa. epidemiologia

molecular. humanos. carrapatos. animais domésticos.



ABSTRACT

Gehrke, FS. Detection and molecular characterization of rickettsiae in humans,
potential vectors and domestic animals of southeastern Brazil. [PhD Thesis
(Philosofic Doctor in Sciences)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&o Paulo; 2010.

Rickettsial diseases caused by rickettsiae of the spotted fever group (SFG) are
infections which usually present symptoms of fever and myalgia, with or without rash.
These symptoms are common to several diseases, including influenza, dengue and
meningitis. The disease can be fatal when not treated early. SFG rickettsiae are
transmitted by arthropods and occur worldwide. In Brazil, SFG rickettsiosis is known
as Brazilian spotted fever (BSF). There have been reports of BSF since the
beginning of the last century and an increase in their notification has occurred during
the last few decades, especially in the southeastern region. However, almost no
genetic information exists regarding the Rickettsia species responsible for human
cases registered in Brazil or detected in potential vectors and reservoirs. For this
reason, in the current project, polymerase chain reaction (PCR) was used to detect
rickettsial genes (gltA, ompA and ompB) in biological material of human patients,
ticks, fleas, dogs and horses. The samples originated from endemic areas of the
States of Sdo Paulo (SP) and Rio de Janeiro (RJ). Rickettsia rickettsii was also
diagnosed in samples of Amblyomma cajennense and in patients from 14 counties of
SP, through analysis of nucleotide sequences, indicating that this is the only species
responsible for BSF cases in the area studied. Among the human samples,
Rickettsia conorii, responsible for Mediterranean spotted fever, was detected in a
traveler, a patient from Portugal where the disease is endemic. The minimum
frequency of ticks infected with Rickettsia sp determined in RJ presented higher
values than those recorded in other regions of the country. In this state, R. rickettsii
was diagnosed as infecting Amblyomma aureolatum, Amblyomma cajennense,
Anocentor nitens, Boophilus microplus, Ctenocephalides felis and Rhipicephalus
sanguineus. This is the first report of An nitens, Amblyomma sp., Bo. microplus, Ct.

felis and Rh. sanguineus captured in endemic areas of Brazil and naturally infected



by R. rickettsii. This is the first publication worldwide indicating Bo. microplus and Ct.
felis as potential participants in the enzootic cycle of this rickettsia species. Rickettsia
felis was detected in Ct. felis and, less frequently, in A. cajennense. This work also
reports, for the first time, Ornithodoros sp specimens infected with SFG rickettsiae
collected at the site of occurrence of confirmed BSF cases, indicating possible
participation of Argasidae ticks in the cycle of the local rickettsial disease. For the first
time in Brazil, R. rickettsii was diagnosed in naturally infected dogs and horses,
emphasizing their importance in maintaining the cycle in areas surrounding human
habitation. Through the construction of phylogenetic trees, the identity of fragments
of the gItA gene of R. rickettsii detected in humans, potential vectors and domestic
animals was inferred, but it was not possible to confirm the occurrence of different

strains of the species in southeastern Brazil.

Keywords: Rickettsia rickettsii. spotted fever group rickettsiae. molecular

epidemiology. humans. ticks. domestic animals.



1 INTRODUCAO

Riquétsias sdo bactérias gram negativas, alfa-proteobactérias e pleomorficas,
sendo as formas mais comuns pequenos bacilos com 0,3-0,5 um de diametro e 0,8-
2,0 um de comprimento. Nado possuem motilidade e infectam células endoteliais.
Dependendo da espécie, sao encontradas tanto no citoplasma das células
infectadas como também no nucleo. S&o cultivaveis em cultura de células e também
em ovos embrionados (Weiss e Moulder, 1984). Vertebrados e artropodes podem
constituir como seus reservatorios, sendo que estes Ultimos também atuam como

vetores.

Em 2001, Dumler et al.propuseram a divisdo da familia Rickettsiaceae em dois
géneros, Orientia e Rickettsia, sendo o ultimo composto por dois grupos: Tifo (GT) e
Febre Maculosa (GFM). Um terceiro grupo composto por Rickettsia bellii e Rickettsia
canadensis, grupo Ancestral (GA), foi proposto (Sekeyova et al., 2001; Stothard et
al., 1994). A familia Rickettsiacea estd em constante reorganizacdo, tanto pelos
avancos das técnicas utilizadas quanto pela elucida¢éo do ciclo enzodético de alguns
de seus membros. Os grupos de interesse médico e veterinario sdo Tifo (GT) e
Febre Maculosa (GFM), cujas bactérias integrantes podem causar doencas distintas

ao homem.

Um importante pesquisador brasileiro, Henrique da Rocha Lima, observou a
relacdo entre o piolho e a riquétsia causadora do tifo epidémico, a Rickettsia
prowazekii (Rocha Lima, 1951). A historia do GT, representada pelo tifo epidémico
cujo agente é Rickettsia prowazekii, estd associada com a das grandes guerras e
catastrofes. A transmissdo ocorre quando o piolho infectado por R. prowazekii, apos
se alimentar, defeca proximo a pele escarificada podendo assim o agente etiologico
infectar o individuo. O periodo de incubagéo de 3 a 10 dias € seguido de febre alta,
cefaléia, petéquias que se distribuem do tronco para os membros, artralgias, mal
estar e anorexia. Nesta patologia 0 homem constitui o reservatorio. Em alguns

individuos hé& recrudescéncia da doenca, sendo os sintomas mais brandos (Stein et



al., 1999). No Brasil ndo ha casos da doenca relatados, bem como informacfes
sobre seus vetores. Dentro do GT h& outro representante do tifo endémico, que é
causado pela Rickettsia typhi e € transmitido por pulgas. H& poucos relatos sobre
esta doenca no Brasil, sendo o mais recente deles referente a um paciente do

estado do Parana (Silva et al., 2004; Travassos et al., 1949).

O advento das metodologias moleculares permitiu a descricdo de novas
riquétsias e riquetsioses. Atualmente, no GFM, h& mais de 30 espécies descritas,
distribuidas amplamente pelo mundo. Enquanto determinada espécie de bactéria for
encontrada apenas em vetores € referida como de patogenicidade desconhecida.
Dentre as riquétsias GFM patogénicas, a R. rickettsii, agente etiolégico da Febre
Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR), € considerada a mais severa e
responsavel pelo maior nimero de casos fatais (Walker et al., 1987). Foi isolada em
1909 quando o papel do carrapato na transmissdo da doenca foi estabelecido
(Ricketts, 1909). Outras espécies ja foram descritas como causadoras de doencas
no homem: Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia africae, Rickettsia akari, Rickettsia
australis, Rickettsia conorii, Rickettsia felis, Rickettsia heilongjiangensis, Rickettsia
helvetica, Rickettsia honei, Rickettsia japonica, Rickettsia massiliae, Rickettsia
parkeri, Rickettsia sibirica e Rickettsia slovaca (Parola et al., 2005). Os vetores de R.
akari e R. felis sdo pequenos &caros e pulgas, respectivamente; as demais

riquétsias sao veiculadas por carrapatos (Parola et al., 2005; Raoult e Roux, 1997).

Os sintomas mais comuns das riquetsioses do GFM sao: febre aguda, cefaléia e
mal estar, acompanhados ou ndo de manifestacdes cutaneas. Este quadro é comum
a varias outras doengas (gripe, dengue, leptospirose, hepatite viral, salmonelose,
encefalite, malaria, entre outras) e o diagnostico diferencial muitas vezes € indicado
(Ministério da Saude, 2006).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é considerada a metodologia
padrdo para o diagnostico laboratorial (La Scola e Raoult, 1997). Recomenda-se,
quando possivel, o isolamento em cultura de células e/ou imumohistoquimica
(Paddock et al., 1999). Mas nenhum destes métodos possibilita o diagndstico
especifico do agente infectante. A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para

deteccdo de DNAg riquetsial permite uma detec¢do rapida do agente e possibilita,



ainda, a andlise de sequéncias de genes riquetsiais visando o diagndstico espécie-
especifico.

1.1 Riquetsioses grupo febre maculosa no mundo

D

O primeiro relato de riquetsiose causada por R. aeschlimannii foi descrito em
2002, em um paciente que retornou do Marrocos para Franca (Raoult et al., 2002a).
O agente passou, entdo, a ser considerado patogénico. Nao ha casos fatais
associados a esta doenca. A riguétsia foi inicialmente detectada em Hyalomma
marginatum marginatum, no Marrocos (Beati et al., 1997), e posteriormente em
varios outros paises: Argélia, Croacia, Portugal e Grécia (Bitam et al., 2006;
Psaroulaki et al., 2006; Punda-Polic et al.,, 2002; Santos-Silva et al., 2006a). Na
Franca foi detectado em Hy. marginatum marginatum e em Hyalomma marginatum
rufipes coletados em aves que vieram da Africa. As espécies do género Hyalomma
foram consideradas como reservatorios, além de vetores do agente (Matsumoto et
al., 2004).

Suspeita-se que os primeiros casos de Febre Africana da Picada do Carrapato
(FAPC) tenham ocorrido em 1911 (Parola et al., 2005). Porém a caracterizacado
molecular do agente, R. africae, ocorreu somente em 1996 (Kelly et al., 1996). A
FACP constitui uma importante riquetsiose devido o grande numero de turistas
internacionais afetados todos os anos (Pretorius et al., 2004). Ja foi diagnosticada
em pacientes na Franca, Taiwan, Suica, e Italia (Bellini et al., 2005; Caruso et al.,
2002; Jackson et al.,, 2004; Roch et al., 2008; Tsai et al., 2008). Ndo ha
complicacdes ou casos fatais relatados. No sul da Africa, Amblyomma hebraeum
atua como reservatorio e vetor (Kelly et al., 1991). Mas em diversas regides daquele
continente outras espécies de carrapatos foram notificadas albergando esta bactéria:
Amblyomma variegatum, Amblyomma lepidum, Hyalomma marginatum rufipes,
Rhipicephalus decoloratus e espécies imaturas de Rhipicephalus spp (Macaluso et
al., 2003; Mura et al., 2008a; Portillo et al., 2007). Casos de Am. variegatum (Dantas,

2008) infectados por R. africae foram detectados no Caribe. A dispersédo de dessa



espécie de carrapato nesta regido estd associada ao transporte de gado e a aves
migratorias (Kelly et al., 2006; Robinson et al., 2009).

A riguetsiose variceliforme (rickettsialpox), como € conhecida a doenca
causada por R. akari, foi descrita pela primeira vez em Nova lorque na década de 50
(Paddock et al., 2003). Nessa cidade a doenca é endémica e ja foi diagnosticada
também em outras nos Estados Unidos da América (EUA) (Koss et al., 2003). Os
vetores s80 acaros, Liponyssoides sanguineus, parasitas de ratos que constituem
praga de ampla distribuicdo mundial. Por esta razdo, suspeita-se que a doenca
possa estar sub-diagnosticada (Brouqui et al., 2007). O agente etiolégico foi isolado
na Croéacia e a doenca foi relatada em varios paises da Europa e da Asia (Brouqui et
al., 2006; Radulovic et al., 1996). No continente americano, um estudo soro-
epidemioldgico demonstrou a presenca de anticorpos contra R. akari em humanos
no México (Zavala-Velazquez et al., 1999). Os sintomas mais comuns sao febre,
dores de cabeca, mal estar sistémico e no local da picada pode ocorrer uma escara
negra (black eschar), quadro clinico semelhante aquele causado por Bacillus
anthracis. ApGs os atentados ocorridos em outubro de 2001, ocasido em que cartas
contendo B. anthracis liofilizada foram enviadas por terroristas para locais de grande
concentracdo humana, a riquetsiose variceliforme passou a receber especial

atencao (Koss et al., 2003).

A doenca causada por R. australis é a febre de Queensland, na costa leste da
Australia. Seu vetor Ixodes holocyclus se alimenta de diversos vertebrados incluindo
humanos e esta presente tanto na costa quanto na floresta de Queensland
(Campbell e Domrow, 1974). O agente foi detectado também em Ixodes tasmanii,
gue raramente pica humanos mas pode ter funcdo na manutencdo da bactéria na

natureza. Ha relatos de casos fatais (Sexton et al., 1990).

A Febre Maculosa Mediterranea (FMM) ou Febre Botonosa (FB) € endémica no
Mediterraneo, no Sudeste da Europa e no norte da Africa, com relatos esporadicos
na Beélgica, na Suica e no norte da Franca (Parola et al., 2005). O periodo
assintomatico é de seis dias e os sintomas sao semelhantes aos de uma gripe. Em
casos mais severos pode haver complicacdes neurologicas. As taxas de mortalidade
registradas para a doenca na Argélia e na Franca foram 3,2% e 5,6%,

respectivamente (Mouffok et al., 2006; Rovery et al., 2008). De forma atipica, em



Portugal no ano de 1997 a mortalidade foi de 32,3% (Sousa et al., 2003). Uma das
caracteristicas desta doenca é a presenca de papulas e de uma escara de
inoculacéo no local da picada do vetor, conhecida como tache noire. Recentemente,
mais de uma escara por paciente foram observadas, fato possivelmente associado a
uma mudanca de comportamento do vetor (Parola et al., 2008). Esta doenca é
causada por R. conorii e alguns autores propdem a identificacdo das subespécies R.
conorii conorii, R. conorii caspia, R. conorii israelensis e R. conorii indica. Apesar de
nao apresentarem diferencas genéticas significativas, ha diferencas sorotipicas e os
agentes causam doencas com caracteristicas proprias (Rovery et al., 2008; Zhu et
al., 2005). Na Europa, o vetor da FMM é Rhipicephalus sanguineus, carrapato
adaptado a areas urbanas, com 5% a 12% de infectados (Parola et al., 2005). A
bactéria foi detectada em Rhipicephalus simus, Haemaphysalis leachi e
Haemaphysalis punctaleachi no continente africano (Drancourt et al., 1992; Rovery
et al., 2008). Ainda ndo é conhecido o seu reservatério vertebrado. Porém sabe-se
que cades desenvolvem a doenca e que ha uma possivel associacdo com coelhos

selvagens (Rovery et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2006).

A riquetsiose causada por R. felis foi inicialmente descrita no Texas (Schriefer
et al.,, 1994), e posteriormente outros casos foram diagnosticados na Europa —
Franca, Alemanha e Espanha (Perez-Arellano et al., 2005; Raoult et al., 2001,
Richter et al., 2002), na Africa — Tunisia (Znazen et al., 2006) e na Asia — Tailandia,
Coréia do Sul e Taiwan (Choi et al., 2005; Parola et al., 2003; Tsai et al., 2008). Nas
Américas, além dos EUA, ja foi observada no México (Zavala-Velazquez et al., 2000)
e no Brasil, no estado de Minas Gerais, onde foram registrados casos fatais (Galvao
et al., 2004; Raoult et al., 2001). Seu principal vetor sdo as pulgas Ctenocephalides
felis, que ja foram detectadas em diversos locais do mundo albergando a riquétsia:
EUA, México, Espanha e Reino Unido (Adams et al.,, 1990; Kenny et al.,, 2003;
Marquez et al., 2006; Zavala-Velazquez 2002), Tailandia (Parola et al., 2003) e
Tunisia (Znazen et al.,, 2006). No Brasil, no estado de S&o Paulo, R. felis foi
detectada em pulgas Ct. felis felis e Ctenocephalides canis (Horta et al., 2006), e em
Minas Gerais ha relatos de Ct. felis, Rh. sanguineus e Am. cajennense também
infectados (Cardoso et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

A Febre Maculosa do Extremo Oriente (FMOR), cujo agente é R.

heilongjiangensis, teve o0s primeiros casos humanos relatados na provincia de



Heilongjiang, na China (Parola et al., 2005), onde a riquétsia foi isolada de
Dermacentor silvarum. A FMOR foi constatada na Russia (Mediannikov et al., 2004),
onde a riquétsia foi detectada em Haemaphysalis concinna e Haemaphysalis
japonica douglasi (Mediannikov et al., 2006). Até o0 momento néo ha relatos de morte

por esta riquetsiose.

O primeiro caso de riguetsiose associado a R. helvetica foi relatado na Suécia
em 1999 (Nilsson et al., 1999). Outros casos em humanos foram notificados na
Franca e Tailandia (Fournier et al., 2004; Suttinont et al., 2006). Esta bactéria foi
isolada de Ixodes ricinus em 1979 na Suica (Burgdorfer et al., 1979) e sé
posteriormente foi confirmada como nova espécie (Beati et al., 1993a). Ixodes
ricinus foi encontrado albergando R. helvetica em diversos paises da Europa (Beati
et al.,1994; Boretti et al., 2009; Chmielewski et al., 2009; Floris et al., 2008; Silaghi et
al., 2008) e no Marrocos (Sarih et al., 2008). R. helvetica também foi detectada em
Dermacentor reticulatus na Croacia (Dobec et al., 2009), em Ixodes ventalloi em
Portugal (Santos-Silva et al., 2006a) e em Ixodes ovatus, Ixodes persulcatus e
Ixodes monospinosus no Japao (Fournier et al., 2002). Ha apenas um caso fatal

associado a doenca (Nilsson et al., 2002).

A riguetsiose da llha de Flinders foi descrita em 1991. Foram observados 26
casos com quadro febril acompanhado de erupcdes cutaneas, registrados em
periodos de verdo de diferentes anos (Graves et al., 1991). Em 1998, R. honei foi
caracterizada geneticamente e responsabilizada pela doenca (Stenos et al., 1998).
Ha relatos da doenca em outras regides da Australia (Dyer et al.,, 2005) e na
Tailandia (Jiang et al., 2005). Aponomma hydrosauri, parasita de répteis, foi
detectado carregando este agente na Australia (Whitworth et al., 2003); Ixodes
granulatos, na Tailandia (Kollars et al., 2001); Amblyomma cajennense, no Texas
(Billings et al., 1998). Em 2005, Lane et al. identificaram uma bactéria, em
Haemaphysalis novaeguineae, que diverge das cepas de R. honei conhecidas até
aquele momento, tendo sido classificada como R. honei marmionii (Unsworth et al.,
2007). Recentemente esta variante genética foi detectada em pacientes que
apresentaram quadro agudo e/ou crénico da doenca com ocorréncia no periodo do
outono (Graves et al., 2006). Nao ha relatos de casos fatais associados a estas duas

riquetsioses.



No Japdo, o agente causal da Febre Maculosa Oriental (FMO) ou Febre
Maculosa Japonesa (FMJ) é a R. japonica, que foi isolada a partir de material
biolégico humano (Uchida et al.,1992). Os primeiros casos relatados ocorreram em
1984, quando se imaginou que fosse uma outra riquetsiose, causada por Orientia
tsutsugamushi. A FMO ocorre de abril a outubro. Casos graves e fatais desta
doenca ja foram notificados (Kodama et al., 2003; Seki et al., 2006). Nesse pais, a
riquétsia foi detectada em Dermacentor taiwanensis, Haemaphysalis formosensis,
Haemaphysalis hystricis e Haemaphysalis longicornis (Fournier et al., 2002; Ishikura
et al., 2003; Seki et al., 2006).

O primeiro caso relatado da riquetsiose causada por R. massiliae ocorreu na
Itélia em 1985, e somente 20 anos apds o seu isolamento a bactéria foi classificada
como uma nova espécie (Beati et al., 1993b). Posteriormente, foi detectada em Rh.
sanguineus e Rh. turanius em outros paises da Europa (Bacellar et al., 1995;
Marquez, 2008; Mura et al., 2008b). Essa bactéria foi relatada em Rh. sanguineus na
América (Eremeeva et al., 2006a) e na Africa em diversas espécies de
Rhipicephalus: Rh. sanguineus, Rhipicephalus lunulatus, Rhipicephalus muhsamae
e Rhipicephalus sulcatus (Babalis et al., 1994; Dupont et al., 1994). Na Australia ha
registro de R. massiliae em Ixodes tasmanii (Vilcins et al., 2009).

R. parkeri foi isolada pela primeira vez de humanos no século XXI nos EUA
(Paddock et al., 2004), e supde-se que muitos casos outrora diagnosticados como
FMMR tenham sido, na verdade, uma infeccdo causada por esta riguétsia. Uma
analise de 12 casos confirmou que esta doenca € similar mas nao tdo severa quanto
a classica FMMR, pois até o momento nao ha relatos de complicacbes neuroldgicas,
faléncia de 6rgdaos ou morte (Paddock et al., 2008). Esta bactéria foi isolada de
Amblyomma maculatum no Texas e posteriormente constatada em varias regioes
dos EUA (Parker et al., 1939; Sumner et al., 2007). Na América do Sul, R. parkeri foi
detectada em Amblyomma triste no Brasil, Argentina e Uruguai (Nava et al., 2008;
Pacheco et al., 2006; Silveira et al., 2007).

O Tifo do Carrapato do Norte da Asia (TCNA) ou Tifo Siberiano (TS) tem como
agente R. sibirica. Assim como varias outras riquetsioses, a caracterizagdo genética
do seu agente ocorreu muitos anos ap0s seu primeiro isolamento (Balayeva et al.,

1996). Entre os sintomas da doenca estdo febre alta associada a escara de



inoculacdo e linfoadenopatia regional. Raros s&o os casos com complicagcoes
severas (Parola et al., 2005). A bactéria ja foi detectada em Dermacentor nuttalli, De.
marginatus, Dermacentor silvarum, Haemaphysalis concinna e em Ixodes
persulcatus (Cao et al.,, 2008; Balayeva et al., 1996; Shpynov et al., 2006a). Na
regido da Mongdlia foi obtido um isolado de Hyalomma asiaticum (HA-91) proximo,
porém distinto genética e antigenicamente de R. sibirica (Yu et al., 1993).
Posteriormente foi detectada uma bactéria geneticamente idéntica a HA-91 em um
paciente na Franca. Tal bactéria foi classificada como R. sibirica mongolotimonae
(Fournier et al., 2006). A riquetsiose causada por este agente também foi registrada
em outros paises da Europa (Aguirrebengoa et al., 2008; Sousa et al., 2006). No
continente africano, onde esta riquetsiose também é registrada, a subespécie foi

detectada em Hyalomma anatolicum excavatum (Psaroulaki et al., 2005).

A riquetsiose causada por R. slovaca é na Asia conhecida como
linfoadenopatia do carrapato ou TIBOLA (Tick-borne lymphadenopathy) e na
Espanha é chamada de linfoadenopatia do eritema necrosante do Dermacentor ou
DEBONEL (Dermacentor borne necresosis erythema lymphadenopathy). O primeiro
caso em humano ocorreu na Franca (Raoult et al., 1997). As sequelas associadas
sdo astenia persistente e alopecia no local da picada (Raoult et al., 2002b). R.
slovaca foi primeiramente isolada de Dermacentor marginatus na Eslovaquia
(Sekeyova et al., 1998). Em outros paises da Europa, R. slovaca foi detectada tanto
em De. marginatus como em Dermacentor reticulatus (Beati et al., 1994; Punda-Polic
et al., 2002; Santos-Silva et al., 2006b; Selmi et al., 2008). Na Asia e na Africa foi
detectada em De. marginatus (Sarih et al., 2008; Shpynov et al., 2006b).

A riguetsiose mais severa dentre as do GFM é causada por R. rickettsii (Parola
et al., 2005) e é conhecida como Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR)
nos Estados Unidos da América (EUA). O periodo de incubacédo da riquetsiose € de
3 a 10 dias, seguido de febre alta, cefaléia e artralgias. Podem aparecer petéquias
que se distribuem dos membros para o corpo em 30% dos casos, mal estar e
anorexia. Nas formas severas da doenca, faléncia renal e edema pulmonar néao
cardiogénico sao observados. Sinais digestivos e neurolégicos podem também estar
presentes (Walker et al., 1987). A mortalidade em casos nao tratados é de 10% a
25%, sendo que nos EUA o Obito ocorre até o oitavo dia da doenca. Entre abril a

setembro (primavera/verédo) é o periodo em que ocorre a maioria dos casos desta



doenca (Center for Disease Control, 2007). A FMMR também tem sido identificada
em varios paises das Américas: México, Panama, Colémbia, Argentina e Brasil
(Estripeaut et al., 2007; Hidalgo et al., 2007; Lemos et al., 1994; Seijo et al., 2007,
Zavala-Castro et al., 2006).

Um dos principais vetores, Dermacentor andersonii (0 carrapato da madeira), €
encontrado no oeste dos EUA e também no Canada (Comer et al., 1991; Gage et
al., 1992). Este vetor € abundante em areas onde pequenos roedores compartilham
habitacbes com animais selvagens e domésticos (Parola et al., 2005). Na regido
leste dos EUA, Dermacentor variabilis € o principal vetor desta bactéria, sendo
também relatado no Canadé (Parola et al., 2005; Salgo et al., 1988). Na fase adulta,
este vetor se alimenta em grandes animais como equinos, gado, ovelhas, coiotes,
veados e ursos, e durante as fases imaturas em diversos pequenos animais (Parola
et al.,, 2005). R. rickettsii ja foi descrita em varias espécies de carrapatos,
naturalmente infectados, como Haemaphysalis leporispalustri (Fuentes et al., 1985;
Hun et al., 2008), Rh. sanguineus (Wikswo et al., 2007), Dermacentor occidentalis
(Wikswo et al., 2008) e Dermacentor parumapertus (Henke et al., 1990).



1.2 Riquetsioses grupo febre maculosa no Brasil

No Brasil, no inicio do século XX, foi descrita uma riquetsiose, semelhante a
FMMR, que se tornou conhecida como Febre Maculosa Brasileira (FMB) (Dias e
Martins, 1939) e ocorre principalmente na regido Sudeste do pais (Angerami et al.,
2006; Galvao et al., 2003; Lima et al., 1995; Nascimento et al., 2005).

Em Minas Gerais, os primeiros relatos da FMB a denominavam como pintada,
febre que pinta ou febre chitada (Dias e Martins, 1939). Neste estado, as regides
com maior nimero de casos sdo o0s vales do Rio Doce, do Mucuri e do
Jequitinhonha, localizados no nordeste de Minas Gerais (Galvao et al., 2002). J& foi
registrado, neste estado, letalidade de 22% (MS, 2009a). Pacientes com quadro
clinico compativel com febre maculosa brasileira foram a Obito e posteriormente
diagnosticou-se R. felis como a responséavel pela doenca (Galvao et al., 2004).
Véarios estudos soro-epidemiolégicos demonstram a presenca de anticorpos
antirriquétsia tanto na populagdo humana quanto em animais (Cardoso et al., 2006;
Lemos et al., 1994; Vianna et al., 2008). Algumas espécies de carrapatos foram
detectadas albergando riquétsias. Alguns trabalhos relataram a detectaccdo de
organismos riguetsia-like, através do teste da hemolinfa associado a coloracdo de
Gimenez, em espécimes de Rh. sanguineus, Bo. microplus, An. nitens e Am. ovale.
Organismos do GFM foram detectados através da reacdo da imunofluorescéncia
indireta (RIFI) em Am. cajennense (Lemos et al., 1997). S6 recentemente, utilizando
metodologia molecular, foi detectado DNAg riquetsial em alguns poucos exemplares
de Am. cajennense, apresentando identidade de 100% com R. rickettsii e de 97%
com R. rickettsii e R. honei (Cardoso et al., 2006; Guedes et al., 2005).

No Espirito Santo, desde a década de 90, casos humanos compativeis com
febre maculosa séo relatados, alguns dos quais foram laboratorialmente confirmados
(Sexton et al., 1993; MS 2009b). Em estudos recentes, DNAg riquetsial foi detectado
nas seguintes espécies de potenciais vetores: Amblyomma cajennense, Amblyomma
dubitatum (A. cooperi), Rhipicephalus sanguineus, Anocentor nitens e
Ctenocephalides felis. Nesta Ultima espécie foi diagnosticado R. felis apds analises
de sequéncias (Oliveira et al., 2008).



No estado do Rio de Janeiro, casos esporadicos de FMB foram diagnosticados
(Goncalves et al., 1981; Lemos et al., 2002). A partir de 2001, casos anuais tém sido
registrados de forma sistematica, com uma ou duas ocorréncias no maximo por ano
e letalidade de 24% (MS, 2009a). Em 2005 ocorreu um aumento abrupto,
registrando-se 25 casos. Em dois pacientes foi encontrado R. rickettsii por métodos
moleculares (Lamas et al., 2008; Rozental et al., 2006). Neste estado ha poucas
informacdes sobre os potenciais vetores da doenca. Foi evidenciada a presenca de
organismos riquetsia-like, através da coloracdo de Gimenez, em Amblyomma sp e
em Rh. sanguineus. Mas somente nesta Ultima espécie foi detectada a presenca de
riquétsias do GFM através da RIFI (Rozental et al.,, 2002). O conhecimento sobre

doencas vetoradas por carrapatos a humanos permanece incipiente.

Tifo Exantematico de Sdo Paulo era o nome pelo qual a riquetsiose ficou
conhecida nos idos da década de 30 na cidade de S&o Paulo (Piza et al., 1932). De
1929 a 1933, 88 casos foram relatados, sendo que 76 ocorreram na capital e 12 pelo
interior (Dias e Martins, 1939). No estado de S&o Paulo, o municipio de Pedreira
comeca a se firmar como regido endémica a partir de 1985, e durante os 20 anos
subsequentes foram diagnosticados 34 casos (Lima et al., 1995; Centro de
Vigilancia Epidemiolégica, 2009). Em outros municipios circunvizinhos tém sido
observadas areas endémicas para FMB. Por exemplo, Campinas onde 44 casos
foram registrados entre 1998 e 2009 (CVE, 2009). Em uma analise de 23 casos
humanos constatou-se uma letalidade de 30%, com os Obitos ocorrendo até o sexto
dia da doenca (Angerami et al., 2006). Segundo o0s autores, a clinica da BSF parece
ser mais severa que FMMR, e a elevada letalidade pode ser explicada pelo atraso
no inicio do tratamento, pela auséncia de doxiciclina parenteral ou pelo fato de a
cepa de R. rickettsii presente no Brasil ser mais virulenta. No estado, apesar do
elevado numero de casos diagnosticados laboratorialmente, ha apenas um com
diagnoéstico espécie-especifico, com base na analise de um pequeno fragmento de
gene riquetsial (Nascimento et al., 2005). Quanto aos potenciais vetores,
reservatorios e/ou sentinelas, ha varios estudos realizados por todo o estado. O
primeiro isolado de bactérias do GFM em Amblyomma cooperi foi proveniente de
Pedreira (Lemos et al., 1996). Neste mesmo municipio, posteriormente, obteve-se
isolados de R. bellii do GA e de uma outra cepa Rickettsia sp. COOPERI que esta

relacionada geneticamente com R. parkeri, R. africae e R. sibirica (Labruna et al.,



2004a). Foi isolado R. rickettsii a partir de Amblyomma aureolatum coletado em caes
em Taiacupeba, onde a FMB é endémica (Pinter e Labruna, 2006). Em Am.
cajennense e Am. cooperi foi detectada a presenca de R. bellii no municipio de
Campinas (Estrada et al., 2006). Rickettsia parkeri foi isolado de Amblyomma triste
do municipio de Paulicéia, onde casos de riquetsioses ndo sao relatados (Silveira et
al., 2007). No estado de Sédo Paulo também foram isolados R. belli do GA e R.
rhipicephali do GFM, de patogenicidade desconhecida, de Haemaphysalis juxtakochi
(Labruna et al., 2007). O Am. cajennense é incriminado como principal vetor da
doenca, pois sdo abundantes em areas onde anticorpos antirriqguétsias foram
detectados em capivaras, caes, gambas, equinos e humanos (Horta et al., 2004,
Pacheco et al., 2007; Pinter et al., 2008; Sangione et al., 2005). Nesta espécie de
carrapato foram detectadas riquétsias do GFM (Nascimento et al., 2003) através da
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Entretanto, no estado, ndo ha ainda
nenhuma confirmagdo atraves de andlises de sequéncias de nucleotideos da

espécie R. rickettsii infectando Am. cajennense.

Entre 1997 e 2008 foram registrados 641 casos da doenca, tendo a sua maioria
ocorrido na regido Sudeste (515) seguido pela regido Sul (121). Os casos da regido
Sul ocorreram principalmente em Santa Catarina (113), onde a riguetsiose tem
evolucéo branda e tem como principal manifestacéo linfoadenopatia (MS, 2009c). E
possivel que o agente seja distinto daquele responséavel pela FMB presente em
outros estados. Ha registros de poucos casos nas regides Norte (02), Nordeste (01)
e Centro-Oeste (02) (MS, 2009c). Apesar dos esforcos dos laboratérios de
referéncia do pais, o diagnostico laboratorial preconizado pelo MS (RIFI e/ou
isolamento em cultura de células) ndo possibilita a identificacdo da(s) espécie(s)

circulante(s) no Territorio Nacional.

O conhecimento em relacdo a(s) espécie(s) de riquétsia circulantes em
pacientes humanos e em Am. cajennense no estado de S&o Paulo, assim como em
potenciais vetores e em animais domeésticos no estado do Rio de Janeiro, ainda é
incipiente. O presente estudo foi elaborado no sentido de buscar novas informacdes
e trazer subsidios para o melhor entendimento da epidemiologia da febre maculosa

brasileira.



6 CONCLUSOES

A andlise de material bioldégico procedente de areas com casos suspeitos ou
confirmados de Febre Maculosa (FM) dos estados do Rio de Janeiro e de Sao

Paulo, através de metodologia molecular, possibilitou:

Detectar DNAg de riquétsias GFM em vetores e/ou animais domésticos de
municipios das Regides Metropolitana, Médio Paraiba e Serrana do estado do Rio

de Janeiro.

Constatar Frequéncias Minimas de Carrapatos Infectados por riquétsias GFM no
estado do Rio de Janeiro com valores superiores em relagdo aos registrados em

trabalhos realizados em areas de risco no Brasil.

Demonstrar pela primeira vez Rickettsia rickettsii infectando naturalmente
exemplares das espécies Boophilus microplus e Ctenocephalides felis, indicando-os

como possiveis participantes do ciclo enzoo6tico desta riquétsia.

Demonstrar pela primeira vez no Brasil Rickettsia rickettsii infectando naturalmente

exemplares de Anocentor nitens.

Demonstrar pela primeira vez no estado do Rio de Janeiro Rickettsia rickettsii
infectando carrapatos ixodideos Amblyomma aureolatum, Amblyomma cajennense e

Rhipicephalus sanguineus e em pulgas Ctenocephalides felis.

Demonstrar pela primeira vez no estado do Rio de Janeiro Rickettsia felis infectando
Ctenocephalides felis e Amblyomma cajennense.

Detectar riquétsias GFM em exemplares de Ornithodoros spp coletados em sitio de
ocorréncia de casos confirmados de FM indicando possivel participacdo de
carrapatos argasideos no ciclo enzodtico da riquetsiose.



Demonstrar pela primeira vez no Brasil Rickettsia rickettsii infectando naturalmente

cdes e equinos residentes em areas com ocorréncia de casos de Febre Maculosa.

Diagnosticar pela primeira vez no estado de Sdo Paulo, através da analise de
sequéncia de genes riquetsiais (gItA e ompA), Rickettsia rickettsii infectando

Amblyomma cajennense incriminado como principal vetor da FM no Brasil

Identificar Rickettsia rickettsii, através da analise de sequéncias nucleotidicas de
genes riquetsiais (gItA, ompA e ompB), como Unico agente da FMB em pacientes
residentes na regido metropolitana da cidade de Sao Paulo e em municipios
localizados nas bacias hidrograficas dos rios Atibaia, Camanducaia, Jaguari, e

Piracicaba do Estado de S&o Paulo.

Demonstrar, através da construcdo de arvores filogenética, a identidade entre os
fragmentos do gene gltA de Rickettsia rickettsii detectados em humanos, potenciais
vetores e animais domésticos, ndo tendo sido possivel confirmar a ocorréncia de

diferentes linhagens da espécie na regido Sudeste do pais.
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