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Monitoramento epidemioldgico de carrapatos em area de risco para Febre
Maculosa Brasileira, Americana — SP

Epidemiological monitoring of ticks in public woods in a risk area for Brazilian
Spotted Fever

José Brites-Neto""", Jardel Brasil'

'Secretaria de Saude de Americana, SP; "Departamento de Ciéncias Exatas/ESALQ/USP

RESUMO

A importancia da Febre Maculosa Brasileira (FMB) aumentou
significativamente, pela crescente relacdo do numero de casos e Obitos
diagnosticados e elevada taxa de letalidade em Sao Paulo entre 2000 e 2009,
agravada pela expansdo das areas de transmissdo, com modificagdo nas
caracteristicas ecoepidemioldgicas e ocorréncia de casos em areas urbanas
e periurbanas. Este informe apresenta resultados do monitoramento de
um bosque publico no municipio de Americana/SP onde, na auséncia de
hospedeiros amplificadores de rickéttsias (capivaras) por meio de controle
estabelecido e apds dois anos de monitoramento por pesquisas acaroldgicas,
modificou-se o status epidemioldgico desta area infestada por carrapatos e de
risco epidemioldgico para FMB para area ndo infestada e livre para frequéncia
humana, com nulidade de parasitismo humano por Amblyomma cajennense e
Amblyomma dubitatum.

PALAVRAS-CHAVE: Rickéttsia. Capivaras. Amblyomma cajennense.
Amblyomma dubitatum. Vigilancia acarolégica.
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ABSTRACT

The importance of Brazilian Spotted Fever (BSF) increased significantly by
the increasing ratio of cases and deaths diagnosed and high mortality rate
in Sdo Paulo between 2000 and 2009, exacerbated by the expansion of the
transmission areas, with modification on ecological and epidemiological
characteristics and the occurrence of cases in urban and suburban areas. This
paper presents results of monitoring a public forest in the city of Americana/
SP where, in the absence of amplifying hosts of rickettsia (capybara) through
established control and after two years of monitoring by acarological
research, changed the epidemiological status of the area infested by ticks
and epidemiological risk for BSF to non-infested area and free for human
frequency, with the nullity of human parasitism by Amblyomma cajennense
and Amblyomma dubitatum.

KEYWORDS: Rickettsia. Capybaras. Amblyomma cajennense. Amblyomma

dubitatum. Surveillance.

INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma
antropozoonose de notificacdo compulsoria
com incidéncia e associadas

ao risco para o parasitismo humano, baixa

prevaléncia

morbidade para a populagdo humana do estado
de Sao Paulo e caracteristicas epidemiologicas
de clevada endemicidade ¢ alta letalidade na
Regido Metropolitana de Campinas,® onde esta
inserido o municipio de Americana/SP. De 2004
a 2012 foram confirmados dez casos de FMB em
Americana/SP, com uma taxa de letalidade de
60%.>

O seu agente etioldgico (Rickettsia
rickettsii) apresenta grande patogenicidade e

variabilidade genética® e embora determine baixa
morbimortalidade na populagdo, talvez seja o
agente etiolégico mais letal para os humanos
depois do virus rabico.*

Essa configuragdo demonstra que uma
vigilancia epidemiologica e laboratorial para
confirmagdo de casos provaveis ¢ extremamente
importante, na medida em que o controle
dessa enfermidade sera mais eficiente, quanto
mais informacdes forem obtidas de individuos
expostos a carrapatos.®

A FMB ¢ uma doenga infecciosa aguda,

de gravidade variavel, na qual os homens sdo
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hospedeiros acidentais, ndo sendo considerados
reservatorios da doenca e nao colaborando
com a propagagdo do agente. E caracterizada
por um periodo de incubagdo de 2 a 14 dias,
febre continua, calafrios, prostragdo, mal-estar,
mialgia, artralgia, cefaleia, erup¢des cutaneas
maculo-papulares e distdrbios hemostéaticos.
Com taxas de mortalidade no Brasil girando em
torno de 20 a 30%, em func¢do das dificuldades
diagndsticas e de estabelecimento de uma
terapia apropriada e precoce, consignadas ao
pouco conhecimento sobre sua patogenia e a
sintomatologia pouco especifica, sua letalidade
pode chegar a 80%, nos casos néo tratados.’

Entre 2000 e 2013, a importancia da FMB
enquanto agravo em Saude Publica aumentou
significativamente. Fato justificado pela crescente
relagdo dos numeros de casos e obitos diagnosti-
cados, respectivamente 545 ¢ 238, em Sao Paulo;
167 ¢ 69, em Minas Gerais; 49 ¢ 11, no Espirito
Santo; 77 e 30, no Rio de Janeiro,”® somado as
elevadas taxas de letalidade (44% em Sao Paulo;
41% em Minas Gerais; 22% no Espirito Santo e
39% no Rio de Janeiro) e agravado pela expansao
das areas de transmissdo, que nao se restringiram
mais as areas rurais e de mata. A ocorréncia de
casos (em areas urbanas e periurbanas) demons-
tra profunda modificacdo nas caracteristicas

ecoepidemiologicas dessa doenga.

Desde 2006, o Programa de Vigilancia
e Controle de Carrapatos (PVCC) realiza
atividades em areas de risco para FMB na
regido hidrografica de Americana, composta por
matas ciliares do Ribeirdo Quilombo, dos Rios
Piracicaba, Jaguari e Atibaia e da Represa do
Salto Grande, onde esté localizado o Bosque das
Nascentes. Nestas areas de risco epidemiolégico
para FMB, este programa estabeleceu atividades
de monitoramento por meio de pesquisas

acarologicas, sobsupervisaoda Superintendéncia
de Controle de Endemias — Sucen, regional
de Campinas/SP, considerando que em regido
com potencial bidtico de desenvolvimento
da doenga, o diagndstico epidemiologico ¢
determinado pelas condi¢des socioecondmicas
da populagdo, pela distribui¢do e densidade dos
vetores transmissores (influenciada por fatores
climaticos e ambientais), pelas condi¢des
ecologicas locais e pelas espécies domésticas
(equideos e cdes) e silvestres (principalmente
capivaras) presentes.’

O aumento das populacdes de capivaras,
em pequenas matas ciliares ou em fragmentos
florestais de lagos e represas (que caracterizam
areas de protecdo ambiental em unidades de
produgdo agropecuaria), associa-se aos niveis
insuportaveis de infestagdes ambientais por
carrapatos das espécies Amblyomma cajennense
e Amblyomma dubitatum. Os seres humanos e
animais domésticos em tais sitios sdo expostos
permanentemente ao parasitismo e ao risco de
doencas transmitidas por carrapatos, como a
Febre Maculosa."

Esta situagdo sempre constituiu alvo de
preocupagdes em Saude Publica para o Bosque
das Nascentes, caracterizado como uma éarea
de bosque com um lago artificial abastecido por
agua de nascente (Figura 1), onde o parasitismo
humano por carrapatos foi frequente em criangas
pertencentes a uma populagdo de 28.400
moradores residente em suas imediagdes no
bairro Antonio Zanaga. Essa area de pesquisa
acaroldgica frequentada como area de lazer por
350 visitantes diarios esta localizada em regido
com forte evidéncia de risco para FMB (proxima
ao Rio Piracicaba e Rio Jaguari), onde durante
as atividades de monitoramento foi observada
a presenca de capivaras, gambas, coelhos, aves

domésticas e aves silvestres.
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Figura 1. Bosque das Nascentes, mostrando area de bosque publico com lago artificial
dentro de perimetro urbano

METODOLOGIA
De maio de 2009 a maio de 2013, o PVCC

objetivou monitorar ativamente esta area de
risco do Bosque das Nascentes realizando
pesquisas acaroldgicas periodicamente, por
meio dos métodos de armadilha de dioxido
de carbono (CO,, gelo seco) e arrasto, com a
concomitante retirada de capivaras deste local,
sob licenca de captura emitida pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — Ibama. Foram utilizados
os critérios preconizados pela Sucen, para
classificagdo de 4reas epidemioldgicas em
trabalhos de vigilancia da FMB, em que a técnica
utilizada!* foi empregada em pontos distintos do
bosque, onde foram colocados 800 gramas de
cubos de gelo seco em uma depressdo rasa no
solo e, acima desta, uma flanela branca medindo
1,0 m x 1,0 m com fita adesiva dupla face de 1
cm de largura, fixada nas bordas e nos quatro
lados da flanela. O tempo de permanéncia de
cada armadilha foi de uma hora. Os carrapatos

de vida livre foram coletados por armadilhas de
CO,, mediante equipe de quatro capturadores
devidamente paramentados por Equipamentos
de Protecdo Individual (EPIs). As coletas foram
realizadas das 9 as 12h,'> nos meses de maio,
julho, agosto, setembro, outubro, novembro e
dezembro de 2009; janeiro, fevereiro, margo,
abril, maio, junho, setembro e novembro de
2010; marco, julho, setembro e novembro de
2011; abril, julho e novembro de 2012; e maio
de 2013.

Os carrapatos adultos coletados foram

identificados segundo chaves dicotomicas
modificadas;'® as larvas foram identificadas
mediante  critérios  morfologicos,  sendo
diferenciadas quanto ao maior tamanho corporal
e seu contorno mais ovalado em Amblyomma
dubitatum, em comparagdo com Amblyomma
cajennense!* e as ninfas caracterizadas pela chave

taxondmica para espécies de Amblyomma.®
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Os exemplares adultos das espécies
Amblyomma  cajennense e  Amblyomma
dubitatum foram acondicionados em microtubos
de 1,5 mL, e conservados a -80°C para extragdo
de DNA e andlise pela PCR. Cada carrapato
adulto foi descongelado e submetido ao processo
de dissecagdo e remogao das glandulas salivares,
conservadas em tubos de 2 mL tipo “eppendorf”
com 30 a 50 mL de TE (Tris HCI 10mM, EDTA
ImM, pH 7,4). As amostras de glandulas salivares
foram submetidas a extragdo de DNA, por meio
do protocolo GT (cloroférmio e isotiocianato de
guanidina) e testadas pela PCR usando primers
CS-62/CS-462, para um fragmento de 401pb do
gene citrato sintase de Rickettsia spp. (gltA),®
sendo as amostras positivas para gltA-PCR
também testadas por uma segunda PCR, usando
primers Rr190.70/Rr190.602 para um fragmento
de 532pb do gene da membrana externa da
proteina A de Rickettsia (ompA), especifico para
o Grupo da Febre Maculosa.*

A visualizagdo dos resultados da PCR
foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, com coloragdo em

brometo de etidio e leitura em transiluminador
ultravioleta. Apods confirmagdo de positividade
da amostra pela PCR, o material amplificado
foi purificado utilizando-se o produto ExoSAP-
IT® (USB® Corporation) e submetido ao
sequenciamento utilizando o “Kit Big Dye 3.1”
em sequenciador de DNA modelo ABI “Prism
3100 Genetic Analyser” (Applied Biosystems/
Perkin Elemer®). As sequéncias obtidas foram
submetidas ao programa “BLAST analysis” para
determinar similaridades com outras espécies de

riquéttsias.’®

RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérios trabalhos de monitoramento de riscos
para FMB em parques publicos com retirada de
capivaras foram preconizados em nossa regiao,
suscitando polémicas junto a sociedade.'*?? Dois
anos apos a retirada de capivaras a infestacao por
Amblyomma cajennense e Amblyomma dubitatum
foi anulada (Figuras 2 e 3), concordando com
resultados de outra &rea endémica no estado de
Sdo Paulo.”

Formas adultas de Amblyommaspp.
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Figura 2. Resultado das pesquisas acaroldgicas para formas adultas de Amblyomma spp.,
Bosque das Nascentes, Americana-SP, 2009-2013.

Monitoramento epidemiol6gico de carrapatos em area de risco para Febre Maculosa Brasileira, Americana — SP/Brites-Neto J, Brasil J

pagina 11



BEPA 2014;11(129):7-15

Formas imaturas de Amblyomma spp.
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Figura 3. Resultado das pesquisas acaroldgicas para formas imaturas de Amblyomma spp, Bosque

das Nascentes, Americana/SP, 2009-2013.

Mediante 23 pesquisas acarologicas realizadas
no periodo de 2009 a 2013, foram coletados e
identificados 448 espécimes de Amblyomma
cajennense, sendo 47 adultos (22 machos e 25
fémeas), 370 ninfas e 31 larvas e 407 espécimes
de Amblyomma dubitatum, sendo 56 adultos (26
machos ¢ 30 fémeas), 264 ninfas e 87 larvas.
Foram dissecadas 103 amostras de carrapatos
adultos para remogao de glandulas salivares para
extragdo de DNA e avaliagdo por gltA-PCR,
com resultados por espécie de 1,79% (1/56) de
amostras positivas de Amblyomma dubitatum
e nenhuma amostra positiva de Amblyomma
cajennense (0/47). Foi realizada pesquisa
de rickéttsias pelo teste da hemolinfa em 46
amostras procedentes de pesquisas acaroldgicas
com resultado de 4 (8,7%) carrapatos contendo
estruturas indicativas de Rickettsia spp., e por
meio de resultados de PCR indices de 0,97%
(1/103) de amostras positivas para gltA-PCR

e negativas para ompA2-PCR, ndo indicando
infectividade para rickéttsias do grupo da Febre
Maculosa.

A amostra positiva de Amblyomma dubitatum
para gltA-PCR foi analisada pela ompA2-PCR,
sendo negativa e submetida ao sequenciamento
de DNA, em que a sequéncia obtida mostrou
100% de similaridade com Rickettsia bellii no
GenBank.

Esses resultados indicaram que patogenos
transmitidos por carrapatos ndo estdo limitados
somente as areas rurais ou periféricas urbanas, de
forma similar ao estudo em que foram coletados
273 carrapatos (255 Amblyomma americanum
e 18 Dermacentor variabilis) de dois parques
urbanos em Little Rock, AR, para avaliar a
presenca de rickéttsias e erlichias dentro de uma
area urbana.** Enquanto nenhuma amostra de
D. variabilis foi positiva, quarenta e duas amostras
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(98%) de A. americanum demonstraram evidéncia
molecular para a presenga de rickéttsias. A analise
por RFLP e o sequenciamento de DNA revelaram
Rickettsia amblyommii como a espécie presente.

CONCLUSOES

Osresultados do trabalho de monitoramento do
Bosque da Nascente, na auséncia de hospedeiros
amplificadores de rickéttsias (capivaras), assim
como demais hospedeiros priméarios e secundarios
para espécies de Amblyomma, durante dois anos
devigilanciaacarologica estabelecida, permitiram
modificar o status epidemiolégico desta area
infestada e de risco epidemioldgico para Febre
Maculosa Brasileira para area ndo infestada e
de livre frequéncia humana, com nulidade para
parasitismo humano por Amblyomma cajennense
e Amblyomma dubitatum.

A proibigdo rigorosa de frequéncia e da
introducdo de quaisquer espécies de animais
domésticos, exoticos ou silvestres em areas de
circulagdo do bosque, a manuten¢do permanente
das cercas limitrofes desta area e a manutengao
periddica dos gramados e vegetagdes arbustivas
do Bosque das Nascentes foram medidas
preconizadas como protocolos permanentes de

manejo de rotina pds-monitoramento.
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