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RESUMO

A Febre Maculosa (FM) ¢ uma doenca causada por bactérias do género Rickettsia, transmitidas
principalmente por carrapatos. Seus cenarios ecoepidemiologicos variam no espaco € podem
variar no tempo em fungdo das transformagdes do ambiente. E a principal doenga transmitida
por carrapatos para humanos no Brasil e o estado do Parana (PR) ¢ o sexto maior notificador
do pais, sem haver, contudo, informagdes sobre seu ciclo nos locais provaveis de infec¢do dos
diferentes cendrios do PR. Durante investiga¢des de casos ou vigilancia de ambiente para FM,
foram coletados 28.517 artrépodes no PR, dentre eles espécies sabidamente ou potencialmente
envolvidas no ciclo da FM, como Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum, Amblyomma
ovale, Amblyomma dubitatum, Amblyomma parkeri, Ctenocephalides felis e Rhipicephalus
sanguineus sensu lato. Foram detectadas Rickettsia asemboensis, Rickettsia bellii, Rickettsia
felis, Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica e Candidatus Rickettsia paranaensis. Foi
confirmado que a abundancia de ectoparasitos estd associada aos hospedeiros especificos e
ambiente de coleta. A circulagcdo de riquétsias foi observada para 48 municipios, pertencentes
a 16 Regides de Saude (RS). Quanto aos indicadores sociodemograficos e assistenciais, a
circula¢do ocorreu em grande parte nas RS mais urbanizadas, com maior Produto Interno Bruto
per capita, menor cobertura da Estratégia de Saude da Familia e com maior razdo de leitos no
Sistema Unico de Saude por mil habitantes. Ja nas varidveis ambientais, a circulacdo se deu
predominantemente nas RS de areas de tipo climatico subtropical com verdo quente (Cfa) e
com formacao fitogeografica do tipo floresta. Quanto aos usos do solo, a circulagdo foi em areas
com agricultura, pastagem e campo e cobertura florestal. As riquétsias circularam por quase
todas as bacias hidrograficas do PR. Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram um
primeiro reconhecimento descritivo da FM no PR, bem como sua dindmica ecoepidemioldgica,
que se mostrou bastante heterogénea, tendo os cenarios analisados aspectos bem relacionados
aos focos, com os casos variando clinicamente no espago, ilustrando a complexidade de
cenarios no PR. Devido a diversidade de cenarios no PR, intervencdes em saude publica sdo
necessarias para uma melhor compreensao da dinamica e dos fatores de vulnerabilidade da FM

no estado.

Palavras-chave: Ecoepidemiologia. Pulga. Satide Publica. Riquetsioses. Carrapatos. Doenga

transmitida por carrapatos. Zoonoses.



ABSTRACT

Spotted Fever (SF) is a disease caused by bacteria of the genus Rickettsia, and is transmitted
mainly by ticks. Its eco-epidemiological scenarios vary spatially, and may also vary over time
due to environmental changes. It is the main disease transmitted by ticks to humans in Brazil,
with the state of Parana (PR) being having the sixth highest number of notified incidences in
the country. However, information is lacking regarding the SF disease cycle at likely infection
sites within PR. During case investigations or environmental surveillance in PR for SF, 28,517
arthropods were collected, including species known or potentially involved in the SF cycle,
such as Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum, Amblyomma ovale, Amblyomma
dubitatum, Amblyomma. parkeri, Ctenocephalides felis and Rhipicephalus sanguineus sensu
lato. From these Rickettsia asemboensis, Rickettsia bellii, Rickettsia felis, Rickettsia parkeri
strain Atlantic Rainforest and Candidatus Rickettsia paranaensis were detected. Ectoparasite
abundance was found to be related with specific hosts and collection environments. Rickettsiae
circulation was observed for 48 municipalities, encompassing 16 Health Regions (HR). As for
socio-demographic and assistance indicators, circulation occurred largely in the most urbanized
HR, with a higher per capita Gross Domestic Product, lower Family Health Strategy coverage,
and with a higher ratio of beds in the Unified Health System per thousand inhabitants. For
environmental variables, circulation occurred predominantly in HR with a climatic classified
as “subtropical with hot summers” (Cfa), and with forest type phytogeographic formations. In
terms of land use, circulation was commonest in areas with agriculture, pasture and fields and
forest cover. Rickettsiae were circulating in almost all hydrographic basins of PR state. The
results of this study provide the first descriptive recognition of SF in PR, as well as outlining
its eco-epidemiological dynamics. These proved to be quite heterogeneous, and analyzed
scenarios showed characteristics strongly-associated with the outbreaks, with cases presenting
clinical variation in space, so illustrating the complexity of scenarios in PR state. Due to the
diversity of the circumstances surrounding SF infections in PR, public health initiatives are
necessary to foster a better understanding of the dynamics and factors effecting vulnerability to

SF in this Brazilian state.

Keywords: Ecoepidemiology. Flea. Public Health. Rickettsiosis. Tick. Tick-borne disease.
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1 INTRODUCAO

Um ecossistema ¢ constituido por componentes bidticos e abidticos com relagdes
complementares entre suas partes, circulagdo de energia e de matéria (DOVER; TALBOT,
1992). Uma das principais consequéncias das perturbagdes dos ecossistemas naturais ¢ sua
fragmentagcdo (VIANA; PINHEIRO, 1998), um importante processo de contribuicdo para a
perda de biodiversidade (DIDHAM et al., 1996). No processo de fragmentagdo, uma area
originalmente imersa na matriz ndo perturbada ¢ exposta aos efeitos da matriz simplificada, de
origem antropica. O efeito desta matriz antropica sobre as areas limitrofes dos fragmentos esta
ligado a mudancas nos fatores ambientais, fisicos e biologicos, modificando a estrutura da
vegetacao natural (MURCIA, 1995) e, consequentemente, os processos demograficos das
populagdes ali presentes (LOUZADA et al., 2001).

Em ambientes naturais, a alta biodiversidade proporciona um equilibrio ecolégico na
interacdo parasito-hospedeiro (SCHMIDT; OSTFELD, 2001). A auséncia deste equilibrio ¢
percebida na forma de doengas infecciosas e/ou parasitarias, tanto do homem como de outros
animais, em areas que sofreram agdo antrépica (QUEIROGAS, 2010). E o que acontece, por
exemplo, nas riquetsioses.

Riquetsioses sdo doengas infecciosas emergentes e reemergentes, potencialmente fatais,
causadas por espécies do género Rickettsia, bactérias Gram-negativas, intracelulares e
transmitidas através da picada de ectoparasitos hematofagos e apteros. Estdo presentes em todos
os continentes, com excecdo da Antartida. Epidemiologicamente, a maioria quase absoluta das
infeccdes humanas causadas por Rickettsia sp. sdo zoonoses mantidas na natureza por
complexos ciclos enzooticos, envolvendo principalmente ectoparasitos e mamiferos. Humanos
sdo hospedeiros acidentais dentro da dindmica de transmissdo das riquétsias, ndo veiculando o
patogeno, e o ciclo epidémico se desenvolve de forma focal, sustentando um carater endémico
(GRAVES et al., 2003; BERNABEU-WITTEL et al., 2005; CDC, 2006; UNSWORTH et al.,
2007; ECDC, 2013; AUNG et al., 2014; FACCINI-MARTINEZ et al., 2014; OPAS, 2015;
SUPERINTENDENCIA DE CONTROLE DE ENDEMIAS, 2020).

Na natureza, a manutengdo do ciclo de riquétsias patogénicas ¢ garantida,
principalmente, pela capacidade que os carrapatos possuem de atuar como vetores,
reservatorios e/ou amplificadores. O artropode pode permanecer infectado durante toda sua
vida e, através da transmissao transovariana e/ou transestadial, mantém a circulacao da bactéria

na sua populacdo (PAROLA et al., 2005). Durante seu repasto sanguineo, ainda € possivel que
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ele transmita as riquétsias para uma grande diversidade de mamiferos (GOODMAN et al.,
2005), incluindo o homem.

Certas espécies de riquétsias do Grupo Febre Maculosa (RGFM) sdo agentes etiologicos
da Febre Maculosa (FM), uma riquetsiose do grupo de enfermidades que se caracterizam como
doengas febris agudas, amplamente distribuida e notificada em todas as regides brasileiras
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Assim, observa-se grande variedade clinica com desfechos
diversos, desde casos graves evoluindo a dbitos em algumas areas a casos brandos em outras,
podendo levar ao confundimento clinico, sendo necessario o diagnostico diferencial entre
outras doengas febris hemorragicas endémicas, principalmente se considerarmos que a suspeita
tardia pode impossibilitar o tratamento adequado, dificultando a reversdo do prognostico de
obito (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Igualmente, ha dificuldade de diagnostico,
principalmente em 4areas ndo endémicas, mas onde outras doengas exantemadticas sao
endémicas, como dengue ou leptospirose (MOLITERNO, 2009; ROZENTAL et al., 2014,
MONTEIRO et al., 2014).

A FM ¢ um problema de saude publica no Brasil, com aumento de casos diagnosticados
e expansdo das 4areas de ocorréncia. Reemergiu nas ultimas décadas com baixa/média
morbidade e alta letalidade, podendo ultrapassar 80% nos casos mais graves — isso devido ao
seu potencial zoonoético, que foi por muito tempo subestimado (LEMOS, 1991; PADDOCK et
al.,2002; ROZENTAL, 2003; BARClI et al., 2005; GUEDES et al., 2005; SOUZA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2016a). O primeiro relato de FM no pais se deu em 1929, no estado de Sao
Paulo (DIAS; MARTINS, 1939), e, posteriormente, em Minas Gerais (MG) e Rio de Janeiro
(RJ) (GALVAO et al., 2005). Atualmente, ha casos notificados da doenga em 20 das 27
unidades federativas (UF) do pais, sendo 12 UF com casos confirmados. No periodo de 2000 a
2019, a maior parte das ocorréncias foi nas regides Sudeste (1.555/2.127) e Sul (520/2.127),
compreendendo diferentes cendrios ecoepidemiologicos (BARROS-SILVA et al., 2014). Os
obitos concentram-se nas regidoes Sudeste (675/683) e Sul (6/683); nessa tltima, todos os 6bitos
sdo registrados no estado do Parana (PR) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019a, b).

Os casos de FM ocorridos no Brasil sdo registrados no Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagdo (SINAN), que visa coletar, reunir e disseminar dados sobre esta e
demais doencas entre a rede de vigildncia em saude e demais interessados. Porém, somente no
ano de 2001 a FM passou a ser considerada pelo Ministério da Saude (MS) como doenca de
notificacdo compulsoéria (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). E, em 2014, o MS a incluiu na
lista de doenga de notificacdo compulsoria e imediata, com obrigatoriedade de os casos

suspeitos e/ou confirmados serem relatados, no prazo de até 24 horas, as trés esferas do Sistema
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Unico de Saude (SUS), que sdo: MS, Secretaria Estadual de Saude (SES) e Secretaria Municipal
de Saude (SMS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

No Brasil, entre as doengas produzidas por bioagentes transmitidos por carrapatos, as
mais prevalentes e de interesse na saude publica sdo: a Febre Maculosa Brasileira (FMB),
causada pela Rickettsia rickettsii, bactéria que gera os casos graves que ocorrem na regiao
Sudeste e na porcdo setentrional do PR, onde de maneira geral ocorre de forma esporadica,
sendo o Amblyomma sculptum (Berlese, 1888) o principal vetor associado ao ciclo epidémico;
e a FM ocasionada pela Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica, considerada emergente e
associada com o Amblyomma ovale Koch, 1844 (e.g. LEMOS et al., 1997a; GUEDES et al.,
2005; SANGIONI et al., 2005; PEREZ et al., 2008; NAVA et al., 2014).

Entretanto, a andlise da diversidade de vetores e hospedeiros de Rickettsia sp. nas
diversas regides do pais tem permitido assinalar a importancia de outras espécies no ciclo
epidémico e enzootico da FM. Assim, Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772), A. ovale,
Amblyomma dubitatum (Neumann, 1899), Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Latreille,
1806), Ctenocephalides canis (Curtis, 1826) e Ctenocephalides felis (Bouché, 1835) também
sdo considerados transmissores ou potencialmente veiculadores dos bioagente da FM (e.g.
MOREIRA et al.,, 1937; LEMOS, 1991; PEREIRA et al., 1998; ROZENTAL, 2003;
LABRUNA, 2006; PINTER et al., 2006; PEREZ-OSORIO et al., 2008; HORTA et al., 2010;
SZABO et al.,2013a; MOURA-MARTINIANO et al., 2014), indicando a complexidade de seu
ciclo enzodtico e epidémico, bem como a diversidade de potenciais vetores envolvidos em
funcao da variedade de cendrios ecoepidemiologicos.

Segundo o MS do Brasil (2020), atualmente s3o reconhecidos trés cendrios
epidemiologicos da FM no pais:

1- Regido Sudeste: A. sculptum como vetor competente de R. rickettsii. Cavalos e
capivaras (hospedeiro amplificador natural de R. rickettsii) conservam as populacdes de
carrapatos no ambiente. O risco de infeccdo em humanos se dd no contato com carrapatos
durante atividades de lazer, de fazenda, na proximidade com capivaras, principalmente em areas
rurais. O inicio das manifesta¢des clinicas se da de forma abrupta e a sintomatologia inicial €
inespecifica, com quadro febril subito, cefaleia, mialgia intensa, mal-estar generalizado,
nauseas, vomitos, com posterior erup¢ao cutdnea, manifestacdes icterohemorragicas, evolucao
rapida e grave e alta letalidade. A maioria dos casos se ddo entre junho a novembro, coincidindo
com o periodo dos estagios imaturos de A. sculptum. Grande parte dos casos (>70%) tem sido

notificada em homens adultos em atividades ocupacionais em areas habitadas por capivaras;
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2- Regido metropolitana de SP: dreas urbanas que fazem divisa com fragmentos de Mata
Atlantica, onde caes e gatos, parasitados por estadios adultos de 4. aureolatum associado com
R. rickettsii, t€m livre acesso e podem carrear estes vetores ao domicilio e peridomicilio, com
o subsequente risco de parasitismo para os humanos. Este contato estreito entre humanos e
hospedeiros, principalmente cdes, ¢ um dos principais fatores de exposi¢ao ao risco. Uma vez
que o bioagente ¢ o mesmo do perfil anterior, a sintomatologia ndo apresenta diferencgas. Quanto
a sazonalidade, ndo existe um padrdo especifico. Os casos sdo confirmados em ambos os
géneros, contudo, percebe-se grande incidéncia em criangas (inclusive bebés), fato este que
parecer estar relacionado a transmissdo intradomiciliar. Suspeita-se que o R. sanguineus s.l.
atue também como vetor nessas areas, pois ¢ frequentemente encontrado infectado por R.
rickettsii em dreas com presenca do vetor primario, 4. aureolatum.

3- Areas de Mata Atlantica nas regides Sul, Sudeste e Nordeste: 4. ovale associado a R.
parkeri cepa Mata Atlantica. Neste perfil, o risco se d4 quando o individuo adquire o bioagente
ao entrar em areas de mata, tendo contato com o carrapato infectado, ou quando caes entram na
mata e carreiam o vetor para o ambiente peridomiciliar e domiciliar. A manifesta¢do clinica
tende a ser menos severa quando comparada com a causada pela R. rickettsii, com sinais
caracteristicos (cicatriz de inoculagdo e linfadenopatia), febre e erupc¢ao cutdnea. Com poucos
casos confirmados, sem evolucdo grave e Obito associado, essa riquetsiose parece ser
predominante nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina (SC), litoral de SP, RJ, PR e
Cear4, ndo apresentando padrao de sazonalidade especifico.

Um quarto provavel cenario da FM ocorre onde se ddo os casos brandos, cujo local
provavel de infeccdo (LPI) é o ambiente rural ou em area de mata/borda de mata, envolvendo
Amblyomma tigrinum (Koch, 1844) infectado com Rickettsia parkeri sensu stricto no bioma
Pampa na regido Sul (SZABC) et al.,2013a; OLIVEIRA et al., 2016a; WECK et al., 2016).

O processo de antropizagdo, ocorrido em todo pais, vem criando uma nova relagao entre
humanos, animais e parasitos, com consequente criacdo de novos cendrios ecoldgicos na cadeia
de transmissao das FM (CORREA; PASSOS, 2001). Nesse sentido, no PR, este processo tem
desencadeado profundas modifica¢des no ambiente natural, especialmente pelo uso e ocupacao
do solo — seja pela ampliacdo das fronteiras agricolas, seja pelo inchago dos centros urbanos
com posterior ocupacdo desordenada, propiciando um contato mais estreito entre homens,
animais domesticados, animais silvestres e ectoparasitos com potencial de vetoracdo de
bioagente patogénicos. Além disso, a pratica de atividades de ecoturismo e esportes tem
também estreitado a relacdo do homem com ambiente rural e silvestre, e, consequentemente,

agregando riscos as atividades humanas. Tais interagdes resultam em casos de zoonoses sob
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forma epidémica por disseminagdo de animais susceptiveis e no aumento da propagacao
espacial da doenga (BARLETT et al., 1997, SZABO et al., 2013a; OGRZEWALSKA, 2013).

Neste contexto, o PR foi o ultimo estado da regido Sul do Brasil a relatar a patologia.
Somente em 2006 foi registrado o primeiro caso de FM (SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE DO PARANA, 2019), e até 2019 ja havia 47 casos confirmados em todo o estado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). Desta forma, o PR pode ser considerado uma érea
relativamente nova no cenario de transmissao da FM no pais, tendo se comportado durante anos
como um hiato na “mancha” de distribui¢do de Rickettsias entre os estados das regides Sudeste
e Sul do Brasil.

Em 2011, com a formacdo da Rede Nacional de Vigilancia de Ambientes para Febre
Maculosa e outras Riquetsioses (OLIVEIRA et al., 2015), o PR foi capacitado para a vigilancia
e investiga¢do de casos e sensibilizado em seu sistema de satde para a percep¢ao do agravo,
iniciando o processo de coleta e fluxo de amostras dentro da Rede de Vigilancia de ambientes.

Nos ultimos anos, pesquisas sobre riquétsiologia vém sendo realizadas para preencher
uma grande lacuna de conhecimento em um pais de alta prevaléncia de artrépodes, potenciais
transmissores de riquétsias tanto em area rural quanto em dareas periurbanas e de recente
ocupagdo (ROZENTAL, 2003).

Estudos e investigacdes recentes realizados em diversas regides do PR e outros estados
da regido Sul do Brasil em humanos, hospedeiros sentinelas e/ou amplificadores (caes [Canis
familiaris Linnaeus, 1758], equinos [Equus caballus Linnaeus, 1758] e capivaras
[Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766]), aves migratorias e potenciais vetores
evidenciaram a circulacdo de riquétsias patogénicas, bem como o preocupante
desconhecimento da popula¢do em geral acerca da epidemiologia da FM (e.g. BATISTA et al.,
2010; FORTES et al., 2010; FREITAS et al., 2010; OTOMURA et al., 2010; TAMEKUNI et
al., 2010; FORTES et al., 2011; TAMEKUNI et al., 2011; TOLEDO et al., 2011; PACHECO
et al., 2012; OTOMURA et al., 2016; WECK et al., 2016; LUZ et al., 2017; WECK et al.,
2017; BORSOI et al., 2019; SATO et al., 2020; VALENTE et al., 2020). Entretanto, o
conhecimento sobre os aspectos ecoepidemioldgicos da doenca no estado ainda € incipiente,
pois estes estudos avaliaram as areas dos provaveis LPI em condi¢des atemporais de atividade
e, frequentemente, sem andlise de sazonalidade, ndo conseguindo obter informagdes sobre o
ciclo epidémico e enzodtico, bem como da dindmica de amplificagdo dos focos, o que dificulta
o entendimento correto e a eficdcia das a¢des em satide publica. Assim, o reconhecimento das

particularidades ecoepidemioldgicas dos potencias vetores e riquétsias, dentro dos diferentes
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ambientes, torna-se de extrema importancia para a caracterizagdo do risco e tomadas de

decisOes voltadas a saude coletiva.

1.1 AS RIQUETSIAS

As riquétsias sdo pertencentes a Classe Alphaproteobacteria, Ordem Rickettsiales,
Tribo Rickettsiaeae, Familia Rickettsiaceae e género Rickettsia, e caracterizadas como
proteobactérias gram-negativas e intracelulares obrigatdrias que infectam células endoteliais de
animais incluindo o homem, levando as complicac¢des sist€émicas que podem ser fatais se nao
houver tratamento adequado e oportuno (HACKSTADT et a/.,1992; DUMLER et al., 2005;
PAROLA et al., 2005; FANG et al., 2017)

Com o advento da filogenética molecular, as bactérias do género Rickettsia estdo, com
base em caracteres moleculares e antigénicos, atualmente classificadas entre: Grupo Ancestral
(GA), com a Rickettsia canadensis e Rickettsia bellii, de patogenicidade desconhecida; Grupo
Tifo (GT), composto por Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, transmitida por piolhos e
pulgas respectivamente; Grupo Transicional (GTr), constituido por Rickettsia felis, Rickettsia
asemboensis, Rickettsia akari e Rickettsia australis; e Grupo Febre Maculosa (GFM), formado
por aproximadamente 30 espécies, ao menos 17 delas com patogenicidade comprovada e
potencial para induzir a FM em humanos, apresentando caracteristicas clinicas e evolucao
variaveis, segundo a espécie do patdgeno envolvido (STOTHARD et al. 1994; ROUX et al.,
1997; ROUX et al., 2000; PADDOCK et al., 2004; GILLESPIE et al., 2008; PAROLA et al.,
2013; FANG et al., 2017).

O GFM ¢ o de maior relevancia epidemioldgica nas Américas (PAROLA et al., 2005;
PAROLA et al., 2009), sem, contudo, ser considerado prioridade na satide publica na maioria
destes paises. A mais importante e agressiva espécie do GFM no Brasil € a R. rickettsii, que
tem como principal hospedeiro invertebrado os carrapatos Amblyomma spp.; no entanto, a
pulga, o piolho e outros géneros de carrapatos, como o Dermacentor € Rhipicephalus, também
podem ser hospedeiros invertebrados deste bioagente (GALVAO et al., 2006; GEHRKE et al.,
2009; GEHRKE, 2010).

Contudo, durante quase todo século XX, R. rickettsii foi considerada a tinica RGFM
associada com doenga humana nas Américas (PAROLA et al., 2009). No Brasil, casos de FM
que tém R. rickettsii como agente etiologico sdo atribuidos a regido Sudeste e a parte da regido
Sul (norte do PR) (SZABO et al. 2013a; OLIVEIRA et al., 2016a). Porém, o permanente

desenvolvimento e avango do conhecimento, especialmente na drea da biologia molecular, tem
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influenciado significativamente as constantes revisdes taxonomicas e filogenéticas; com isso,
outras espécies de riquétsias (e.g. Candidatus Rickettsia andeanae; Candidatus Rickettsia
paranaensis; Rickettsia asemboensis; Rickettsia amblyommatis; R. bellii; R. parkeri cepa Mata
Atlantica; R. felis; Rickettsia rhipicephali e R. parkeri sensu stricto), associadas ou ndo com
casos clinicos, foram assinaladas em areas com casos confirmados de FM no Brasil, em
diferentes espécies de vetores (e.g. HORTA et al., 2007; LABRUNA ef al. 2007; GEHRKE et
al., 2009; MORAES-FILHO et al., 2009; SABATINI et al., 2010; LABRUNA ef al., 2011a;
MEDEIROS et al., 2011; NUNES et al., 2015; MOERBECK et al., 2016; VIZZONI et al.,
2016; WECK et al., 2016; DALL’AGNOL et al., 2017, MACHADO et al., 2018;
ZERINGOTA et al., 2017; BORSOI et al., 2019). Esse cenario revela a complexidade dos
ciclos enzootico e epidémico da FM no Brasil, bem como a diversidade de potenciais vetores

envolvidos em func¢do da multiplicidade de cenarios ecoepidemioldgicos.

1.2 POTENCIAIS VETORES DOS BIOAGENTES DA FEBRE MACULOSA

Desde o inicio do século XX, carrapatos e pulgas tém sido implicados como vetores,
reservatorios e/ou amplificadores de riquétsias reconhecidas como bioagentes de zoonoses
(RAOULT et al, 1996). Nas ultimas décadas, diversas e significativas mudangas ocorreram nas
faixas geograficas e nas relagdes entre hospedeiro-patdgeno transmitidos por vetores e suas
doengas; tais processos sao fomentados por mudangas climaticas e destruicao/fragmentagdo de
habitats selvagens (AZAD et al., 1997).

Depois dos culicideos, os carrapatos constituem o segundo maior grupo de
transmissores de patdgenos (virus, bactérias, protozodrios e helmintos) para animais, incluindo
humanos; aqueles podem ser veiculados durante o repasto sanguineo sobre o hospedeiro (e.g.:
BALASHOV, 1972; SCHWAN, 1996; JONGEJAN et al.,2004; DE LA FUENTE et al., 2017).

Os carrapatos sao ectoparasitos de diversos hospedeiros vertebrados e obrigatoriamente
hematofagos. Sdo considerados os principais vetores de agentes infecciosos para animais e 0s
segundos em importancia na saide publica, detendo grande importancia para a saude dos
animais e para a sade humana (JONGEJAN et al., 2004; SCHOLL et al., 2016).

Sdo reconhecidas mais de 900 espécies de carrapatos ao redor do mundo, sendo que
aproximadamente 10% destas tém importancia na satde publica e Medicina Veterinaria.
Atualmente, no Brasil, 70 espécies foram catalogadas e estdo distribuidas em duas familias:
Ixodidae (47 espécies) e Argasidae (23 espécies). A grande maioria destas estd relacionada,

principalmente, a animais silvestres — desde mamiferos, répteis, anfibios até aves (e.g.
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JONGEJAN et al., 2004; MARTINS et al., 2014; MARTINS et al., 2016; NAVA et al., 2014;
BARROS-BATTESTI et al., 2015; KRAWCZAK et al., 2015; LABRUNA et al., 2016; WOLF
et al.,2016; MUNOZ-LEAL et al., 2017; MUNOZ-LEAL et al., 2018; MICHEL et al., 2017;
VIEIRA et al.,2017; DANTAS-TORRES et al., 2019).

No Brasil, os carrapatos do género Amblyomma (A. aureolatum, A. dubitatum, A. ovale
e A. sculptum) sdo os principais responsaveis pela manutencdo da R. rickettsii e demais RGFM
na natureza, em funcdo da alimenta¢do simultanea de carrapatos infectados e ndo infectados em
animais com suficiente riquetsemia, a partir da copula e da transmissdo transovariana e
transestadial, admitindo que carrapato permanec¢a infectado durante toda sua vida e durante
varias geracdes apds uma infeccdo primaria, atuando, assim, como vetores, reservatorios e/ou
amplificadores (PAROLA et al. 2005; SZABO et al., 2013a; EREMEEVA et al., 2015).

A FM ¢ a principal doenga em humanos na qual os carrapatos atuam como vetores no
Brasil (SANTOS et al., 2012), e riquétsias tém sido identificadas numa ampla heterogeneidade
de carrapatos (HOOGSTRAAL, 1967; PAROLA et al., 2013). Contudo, poucas espécies de
carrapatos conseguem atuar de fato como amplificadores e vetores, especialmente da RGFM
(RAOULT et al., 1997; PAROLA et al., 2013; ROUX et al., 2000).

Atualmente, no Brasil, cinco espécies de carrapatos podem ser catalogadas no status de
carreadores de R. rickettsii em éareas com casos de FM: 4. sculptum (GUEDES et al., 2005;
SANGIONI et al., 2005), A. aureolatum (PINTER et al., 2006), A. dubitatum (MOURA-
MARTINIANO et al., 2014), R. sanguineus s.l. (CUNHA et al., 2009; GEHRKE et al., 2009)
e R. microplus MONTENEGRO et al., 2017).

Outras espécies (R. parkeri cepa Mata Atlantica) associadas a casos, tém sido
identificadas no carrapato A. ovale (SZABO et al., 2013b) enquanto R. parkeri cepa Mata
Atlantica em A. sculptum (SANGIONI et al., 2005).

No mundo existem aproximadamente 2.000 espécies e subespécies de sifonapteros,
contudo, apenas algumas destas tém capacidade de vetoracdo de bioagente causadores de
doenga para humanos, tais como a peste bubonica (popularmente conhecida como peste negra),
causada pela bactéria Yersinia pestis, o tifo murinho, causado pela R. typhi, e a riquetsiose felis,
causada pela R. felis. Estas doencas tornam-se epidémicas quando se tem diminuicdo de
hospedeiros naturais; com isso, pulgas buscam outras fontes de alimento, tornando o humano
um hospedeiro acidental (AZAD et al., 1997).

Sifonépteros do género Ctenocephalides spp. sdo responsaveis por transmitir R. felis, e

este patogeno foi frequentemente relatado em C. felis em vérias regides do Brasil (HORTA et
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al. 2014), sendo esta a pulga mais comum que infesta cdes (CASTRO et al., 2006; COSTA et
al., 2013).

Embora os potenciais vetores sejam os responsaveis diretos pela incidéncia da FM em
humanos, sua ecologia ¢ influenciada por fatores biodticos e também pelos fatores abidticos
(LABRUNA et al., 2001; LABRUNA, 2009; MILAGRES et al., 2010; OGRZEWALSKA et
al., 2011; ESTRADA-PENA et al., 2013; EREMEEVA et al., 2015). Com isso, esses fatores
sdo fundamentais na variacao espago-tempo do risco da transmissdo de bioagentes aos humanos

(CUMMING, 2002; SUMILO et al., 2007), incluindo a FM.

1.3 OS HOSPEDEIROS DAS RIQUETISAS E DOS CARRAPATOS DA FEBRE
MACULOSA

Os carrapatos atuam ndo somente como vetores, mas também podem atuar como
hospedeiros, amplificadores e reservatorios de riquétsias (MCDADE, 1986; PINTER et al.,
2011), enquanto animais sinantropicos e/ou domésticos podem desempenhar papéis de
hospedeiros primarios de carrapatos, quando se infestam com carrapatos infectados com
riquétsia em ambientes silvestres, introduzindo e mantendo linhagens de carrapatos infectadas
em ambientes antropicos — e, assim, podendo estabelecer, um novo foco epidémico (PINTER
et al., 2004; PAROLA et al., 2005; BARBIERI et al., 2015). Com isso, os hospedeiros
vertebrados possuem papel fundamental na manutengdo deste bioagente na natureza,
particularmente os hospedeiros amplificadores, que exibem alta transmissibilidade ao vetor
(LABRUNA et al., 2011b).

No Brasil, ao menos duas espécies da fauna silvestre sdo incriminadas como hospedeiros
amplificadores: as capivaras (H. hydrochaeris) e os gambas (Didelphis aurita [Wied-Neuwied,
1826]). Estes ultimos sdo abundantes em areas endémicas de FM, podendo ser infestados por
um grande nimero de estadios imaturos de carrapatos vetores (HORTA ef al., 2009; SOUZA
et al.,2009).

Os cavalos e os cdes domésticos sdo considerados animais sentinelas ao risco de
infeccdo humana, ou seja, a deteccdo de anticorpos nesses animais indica a circulagdo de
riquétsias em determinada localidade e periodo de tempo (LEMOS et al., 1996; SOUZA et al.,
2016).

Logo, em um dado ecotopo, a disponibilidade de hospedeiros vertebrados e vetores,
assim como sua suscetibilidade as infec¢des por riquétsia, podem variar no espago € ao longo

do tempo. Além desta dinamica, RGFM envolvendo variados grupos de vetores e mamiferos
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podem coexistir na mesma area, compartilhando ou ndo de elementos ecoepidemiologicos
(RUDAKOV et al., 2003, SZABO et al., 2013a). Somando-se a isso, os diversos tipos de
atividades/ocupa¢des humanas, juntamente com a atividade sazonal dos ixodideos, influenciam
a manifesta¢io epidémica da FM no foco natural (SZABO et al., 2013a). Todos estes fatores

contribuem para o aumento da complexidade da ecoepidemiologia das riquetsioses.

1.4 VIGILANCIA DA FEBRE MACULOSA

No Brasil, a doenga foi reconhecida pela primeira vez no estado de SP por Piza em 1929
(PIZA et al., 1931), e a partir dai foram diagnosticados casos nos estados de MG e RJ
(GALVAO et al., 2005).

Contudo, na ultima década, a epidemiologia da FM no Brasil foi profundamente
influenciada por quatro acdes em satide. A primeira se d4 em 2001, quando a FM passa a ser
considerada pelo MS (Portaria n°® 1.943, de 18/10/2001) como doenca de notificacdo
compulséria (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). A partir desse ano até 2019 se tem
notificagdes de casos de FM em 20 UF, com casos confirmados em, aproximadamente, 74,1%
do territorio brasileiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). Entretanto, apesar do historico de
casos e sabida existéncia de areas endémicas para FM nos estados adjacentes ao PR, os estados
de SP e SC (Figura 1A, 1B, 1C), somente cinco anos depois da publicagao desta portaria foram
confirmados os primeiros casos da doenga no PR (MINISTERIO DA SAUDE, 2019a).

A segunda agdo ocorre em 2007, com a doenga sendo parte integrante do SINAN
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019c) correspondente & alteragdo no sistema de vigilancia, e
também as inser¢des de novas variaveis, em especial a que indica a evolugdo do caso, podendo,
assim, indicar as taxas de letalidade e a defini¢do clara dos critérios de diagnosticos utilizados
Nos casos.

A terceira ac¢do tem inicio em 2011, com a capacitagdo na vigilancia de ambiente das
riquetsioses fomentada pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS/MS) e pelo Laboratério
de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses, Fundagdo Oswaldo Cruz
(LIRN/FIOCRUZ), em todo o pais, evidenciando o significativo aumento da atividade de
vigilancia ambiental para FM (OLIVEIRA et al., 2016c¢).

Ja a quarta acdo se d4 com a Portaria n° 1.271, de 6/06/2014 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014), que define a FM e outras riquetsioses como doencas de notificacio

compulsdria em até 24 horas a partir do conhecimento da ocorréncia de doenca, agravo ou
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evento de satde publica, pelo meio de comunicacdo mais rapido disponivel as trés esferas do
SUS.

Com isso, segundo o Ministério da Satude (2019c¢), a vigilancia para FM compreende a
vigilancia epidemiologica e ambiental e tem como objetivos:

* deteccdo e tratamento precoce de casos suspeitos, buscando reduzir letalidade;

* investigagdo e controle de surtos, com tomadas de medidas de controle;

* conhecer a distribuicao da doencga, segundo lugar, tempo e pessoa;

« identificagdo e investigagdo dos locais provaveis de infeccao (LPI);

* recomendacdo e ado¢do de medidas de controle e prevencao.

Como dito anteriormente, com a formagdo da Rede Nacional de Vigilancia de
Ambientes para Febre Maculosa e outras Riquetsioses (OLIVEIRA ez al., 2015) e a capacitagao
do PR, as coletas dos potenciais vetores, tanto em casos de vigilancia quanto de investigacao,
iniciaram-se com a alimentacdo do fluxo de amostras dentro da Rede de Vigilancia de
ambientes.

Outra agdo em vigilancia mais ampla se deu no ambito de comunicacdo em satde, a
partir da divulgacdo do flyer alertando e conscientizando a populacdo dos riscos que o contato
com carrapato pode acarretar, uma vez que a FM pode ser letal (SECRETARIA DE ESTADO
DA SAUDE DO PARANA, 2019).

1.5 JUSTIFICATIVA

A FM ¢ uma doenga infecciosa aguda, potencialemte fatal, reconhecida como um
problema emergente e reemergente de satide publica no Brasil, principalmente em se tratando
das areas onde ocorrem os Obitos (estados da regido Sudeste e Parand).

Como o conhecimento da historia natural da FM no PR era ainda incipiente, e este
estado, até o ano de 2005, havia se comportado como um hiato na mancha de distribuicao da
FM entre os estados da regido Sudeste e Sul, fez-se necessaria uma andlise dos aspectos
epidemioldgicos relacionados ao tempo, pessoa e lugar, como fatores sociodemograficos,
assistenciais e ambientais associados aos casos de FM no estado. Esses fatores poderiam ter
utilidade para o entendimento do seu comportamento e, assim, se tornarem uteis ao servigo de
satde nas estratégias de intervencdo (prevengdo, controle e conscientizagdo) com vistas a

prevencao da mesma.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desta tese consistem em analisar fatores ecoepidemioldgicos dos potenciais

vetores e riquétsias dentro dos diferentes ambientes. Seguem eles discriminados a seguir.

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os fatores ecoepidemiologicos da FM no PR no periodo de 2006 — 2018.

2.1.1 Objetivos especificos

. Identificar e mapear a composicdo da fauna de ectoparasitos potenciais vetores de

riquétsias presentes durante investigacao e vigilancia de casos de FM no PR;

. Identificar e mapear os fatores epidemioldgicos da FM no PR;

. Pesquisar e identificar, molecularmente, riquétsias presentes nos artrépodes coletados;
. Analisar a extensdo da area de circulagdo de riquétsias no PR;

. Descrever os fatores sociodemograficos, assistenciais e ambientais associados aos casos

de FM no estado.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram analisados dados epidemioldgicos dos casos notificados no estado do Parana
entre os anos de 2006 e 2017, bem como dados dos potenciais vetores de riquétsias coletados

nesse estado de 2013 a 2018.

3.1 AREA DE ESTUDO

O Parana ¢ uma das 27 unidades federativas do Brasil (Figura 1A), estd localizado na
porcao setentrional da regido Sul (Figura 1B), tem extensdo de 199.305,236 km? e ¢ composto
por 399 municipios; sendo estes assistidos por 22 Regides de Saude (RS) (Figura 1C) (IBGE,
2020).

Devido ao seu posicionamento geografico, encontra-se na interse¢do entre o clima
subtropical com verdo quente (Cfa) e clima temperado com verdo ameno (Cfb) (IBGE, 2020).

Segundo estimativa para 2019, o PR apresenta populacdo de 11.433.957 habitantes, com
densidade demografica de 52,40 hab/km?. Possui o quinto melhor indice de Desenvolvimento

Humano (IDH) de 0,749, quando comparado a outros estados brasileiros (IBGE, 2020).



Figura 1 — Mapa do Brasil (A), destacando o estado do Parana na regido Sul do Brasil (B) e
divisdo do estado do Parand segundo as Regides de Saude (C)
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3.2 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Trata-se de estudo ecoepidemioldgico descritivo e exploratério do tipo ecoldgico dos
casos notificados e confirmados para relagdo entre exposi¢ao e desfecho de FM, e teve como
unidades de andlise os municipios e as RS do PR, com horizonte temporal de 11 anos e casos
admitidos no periodo de janeiro/2006 a dezembro/2017.

Os dados foram obtidos junto ao SINAN, por meio da ficha individual de notificagdo e
investigagdo epidemiolégica, e englobam notificagdes de casos suspeitos de FM (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020), disponibilizados com a protegdo da identidade dos pacientes; portanto,
informagdes como nomes ou enderegos ndo podem ser exibidos a qualquer momento para
cumprir as exigéncias éticas nacionais regulamentadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Os
dados foram depurados para identificar duplicidades, inconsisténcias e erros de digitacdo da
ficha epidemioldgica, com posterior exclusdo dos mesmos.

Cada caso confirmado foi georreferenciado para o LPI, a partir dos codigos de
municipios presentes no banco de dados de notificagdes. A variavel de desfecho foram os casos
de FM notificados e confirmados no periodo analisado. Subsequentemente os dados foram
agrupados em casos notificados e confirmados com FM, sendo este ultimo separado por
critérios como: casos brandos (sem hospitalizacdo e 6bito), hospitalizacdes e 6bitos. Foram
estimadas taxas médias anuais de incidéncia da FM nas populagdes das RS.

Como variaveis de exposicdo foram selecionadas caracteristicas ambientais (tipo
climatico, uso e cobertura do solo e bacias hidrograficas) e sociodemograficas e assistenciais
(grau de urbanizagdo, Produto Interno Bruto [PIB] per capita, cobertura da Estratégia de Saude
da Familia [ESF] e razdo de leitos cadastrados no SUS [Sistema Unico de Saude] por 1.000
habitantes). Essas varidveis foram descritas por meio de mapas tematicos, € os casos de FM
foram sobrepostos como pontos localizados nos centroides dos municipios, com o didmetro dos
pontos proporcional ao nimero de casos do municipio. Para as varidveis sociodemograficas e
assistenciais, os mapas foram elaborados com a distribui¢cdo por quintis e obtidos da pagina do
Departamento de Informatica do SUS - DATASUS na internet (http://tabnet.datasus.gov.br);
no caso das variaveis ambientais, foram utilizadas as categorias disponibilizadas nos dados
obtidos na pagina da internet do Instituto de Terras, Cartografia e Geologia do Parana
(http://www.itcg.pr.gov.br).

Essas analises foram realizadas no programa R v. 3.6.1 utilizando os pacotes Spdep,
ClassInt e RColorBrewer (https://www.r-project.org/) por meio da interface grafica RStudio v.

1.1.463 (https://rstudio.com/).
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As variaveis (data de notificagdo, data do inicio dos sintomas, data de 6bito) foram
descritas em frequéncias absolutas (n) e relativas (%) e suas diferengas foram comparadas por

meio de média, mediana e medidas de variabilidade (desvio padrao/intervalo de confianca).

3.3 DADOS DOS POTENCIAIS VETORES DA FEBRE MACULOSA

Essas informagdes foram obtidas do banco de dados do LIRN/FIOCRUZ, construido a
partir de amostras recebidas pelo Laboratdrio Central de Satide Publica (LACEN) do estado ou
pela Secretaria da Saude do Estado (SESA) e via fluxo da Rede Nacional de Vigilancia de
Ambientes para Febre Maculosa e outras Riquetsioses, do Ministério da Satude (e.g. OLIVEIRA
et al., 2015), onde ha registro de ectoparasitos potenciais vetores coletados em 67 municipios
do PR, entre os anos de 2013 e 2018, pelas equipes de Vigilancia das Secretarias de Saude

durante investigagdes de casos e vigilancia de ambiente para FM.

3.3.1 Coleta de potenciais vetores

As coletas foram realizadas no ambiente através de arrasto de flanela (OLIVEIRA,
1998; OLIVEIRA et al., 2000) e nos vertebrados, por catagdo; elas ocorreram em locais com
casos suspeitos ou confirmados de FM, durante investigacdo de casos e vigilancia de ambientes.
As unidades amostrais de coleta dos potenciais ectoparasitos vetores foram constituidas por
espécimes oriundos de um mesmo hospedeiro ou ambiente. Os municipios de coleta foram
georreferenciados a partir das RS as quais os municipios de coleta pertenciam.

Todo o material coletado foi imediatamente fixado em dalcool isopropilico P.A. e
encaminhado, via LACEN, SESA e fluxo da Rede Nacional de Vigildncia de Ambientes para
Febre Maculosa e Outras Riquetsioses, para o LIRN, onde foi mantido em temperatura

ambiente até o processamento.

3.3.2 Identificacido taxonémica dos artrépodes

Os ectoparasitos foram triados e submetidos a identificagdo taxondmica, através das
caracteristicas morfoldgicas, em estereomicroscopio usando chaves dicotomicas (FERRIS,
1951; FURMAN, 1972; BICHO et al., 1998; LINARDI et al., 2000; PRICE et al., 2004;
KRANTZ et al., 2009; DANTAS-TORRES et al., 2019). Espécimes testemunhos foram
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depositados na Colegdo de Artropodes Vetores Apteros de Importincia em Saude das

Comunidades - CAVAISC/FIOCRUZ.

3.3.3 Pesquisa do bioagente

Os demais exemplares de ectoparasitos (28.276/28.517) foram submetidos as analises
moleculares, onde as 953 aliquotas foram definidas por espécime Unico (ninfas e adultos) ou
reunidos em pool, segundo o estadio e sexo (3-50 larvas, 2-20 ninfas, 2 machos, 2 fémeas).

As aliquotas foram elaboradas de acordo com o cenario de envolvimento das amostras
LIRN oriunda de investigacdo de caso de FM) dos exemplares de cada amostra foram
selecionados para os estudos de biologia molecular. Todas as aliquotas elaboradas foram

submetidas a extracao do DNA.

3.3.3.1 Extra¢do de DNA Genomico (DNAg)

A etapa da extracdo do DNAg dos potenciais vetores foi realizada no LIRN e o mesmo
foi obtido através da técnica de extracdo por NaCl (ALJANABI et al., 1997), com posterior
armazenamento a -20 °C até a amplificacdo pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do
inglés Polymerase Chain Reaction).

Os artrépodes foram triturados em banho de N, e submetidos a extragdo total de DNA
utilizando a técnica de extracao por sal NaCl (ALJANABI et al., 1997).

Apb6s a extracdo, amostras escolhidas randomicamente foram encaminhadas a
quantificagdo do DNAg em espectrofotometro GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech,

Cambrigde, Londres) para avaliar a qualidade do DNA extraido.

3.3.3.2 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A pesquisa de riquétsias foi feita em todas as aliquotas de DNAg. Inicialmente, para
uma triagem quanto a presenca de riquétsia, todas as aliquotas foram submetidas a busca de
fragmento dos genes Citrato Sintase (g/tA), utilizando os iniciadores CS2-78 e CS2-323
(LABRUNA et al., 2004a), e do gene da proteina de membrana externa A (ompA- outer
membrane protein A), com os iniciadores 190.70p e 190.602n (REGNERY et al., 1991).
Posteriormente, as amostras que amplificaram para algum destes marcadores foram submetidas

a novas PCRs para fragmento dos genes: htrA (High-temperature requirement A) que codifica
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a proteina estrutural de membrana de 17 kDa [PCR nested, 1° round iniciadores 17k-5/ 17k-3
(LABRUNA et al., 2004b), 2° round iniciadores 17Kd1/17Kd2 (WEBB et al., 1990)]; da
proteina de membrana externa B (ompB- outer membrane protein B) com os iniciadores 120-
M59 e 120-807 (ROUX; RAOULT, 2000); g/tA com os iniciadores CS4-239 ¢ CS4-1069
(LABRUNA et al., 2004b); e o Gene D/ antigeno de superficie celular 4 (scad- surface cell
antigen 4), com os iniciadores D1738F- D2482R (SEKEYOVA et al., 2001). Nessas
amplificacdes foram empregados oligonucleotideos e os respectivos protocolos de amplificacdao
disponiveis na literatura (Tabela 1). Em todas as reagdes foi utilizado como controle positivo

DNA de R. rickettsii e agua Milli-Q livre de DNases e RNases como controle negativo.

3.3.3.3 Eletroforese

Para visualizagdo dos produtos amplificados, os amplicons foram submetidos a
eletroforese (89 volts por 90 minutos) em gel de agarose a 2% e corados com Brometo de Etidio
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Posteriormente, os géis foram observados em scanner de
gel MiniBis Pro (DNR Bio- Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel) com luz ultravioleta.
Imagens digitais de cada gel foram geradas e arquivadas.

Todos os produtos da PCR que corresponderam ao tamanho de DNA esperado, para

cada marcador, foram selecionados para purificacdo e sequenciamento.

3.3.3.4 Purificagdo e sequenciamento de nucleotideos

As amostras foram purificadas a partir do amplicon utilizando o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean up System (Promega, Corp., Madison, WI, EUA), seguindo as recomendagdes
do fabricante.

Posteriormente, os amplicons purificados foram encaminhados para o sequenciamento
do DNA, cujas reagdes foram executadas utilizando os mesmos iniciadores empregados na PCR
e 0 BigDye"™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, California, EUA),
de acordo com o manual do fabricante. Em seguida, as amostras foram precipitadas,
ressuspendidas em formamida e aplicadas em sequenciador automatico ABI 3730 x1 (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PDTIS) da
FIOCRUZ/RIJ para determinagao das sequéncias em ambas as dire¢des (3°- 5 ¢ 5°- 3°).

Todas as sequéncias de riquétsias detectadas nos ectoparasitos do PR foram depositadas

no GenBank (MF175766, MF175773-4, MH194354, MH194360, MK252665-6, MK252669,
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MK252671-2, MK252676, MK252678-9, MK252682, MT311216-7, BITENCOURTH et al.,
2019; BORSOl et al., 2019; SATO et al., 2020).
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Tabela 1 — Iniciadores e referéncias dos protocolos de amplificagdo utilizados nas Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) para a pesquisa de
riquétsias nas amostras de ectoparasitos coletados no estado do Parana/Brasil, no periodo de 2013 a 2018

Alvo da detecgdo Gene Técnica utilizada Iniciador Sequéncia de nucleotideo (5°-3") Fragmento (pb) Referéncia
Rickettsia sp. gltA PCR CS2-78 5-GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3’ 401 LABRUNA ez al.,
(Género especifico) CS2-323 5-GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3’ 2004a
CS4-239 5°-GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT-3’ 834 LABRUNA ez al.,
CS4-1069 5-CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT-3’ 2004b
htrA PCR nested  1° roud 17k-5 5°-GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA-3’ 549 LABRUNA et al.,
17k-3 5°-TGTCTATCAATTCACAACTTGCC-3’ 2004b
2° roud 17Kd1 5-GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3' 434 WEBB et al., 1990
17Kd2 5-CATTGTTCGTCAGGTTGGCG-3'
ompB PCR 120-M59 5°-CCGCAGGGTTGGTAACTGC-3’ 862 ROUX; RAOULT, 2000
120-807 5-CCTTTTAGATTACCGCCTAA-3’
 geneD D1738F 5-GTATCTGAATTAAGCAATGCG-3' 744 SEKEYOVA et al.,
D2482R 5-CTATAACAGGATTAACAGCG-3 2001
Rickettsia sp. ompA Rr 190.70p 5 ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3' 532 REGNERY ez al., 1991
GFM Rr190.602n 5’ AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-3

GFM, Grupo Febre Maculosa.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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3.3.4 Analise de dados das sequéncias de nucleotideos

Todas as sequéncias obtidas para cada gene foram editadas, identificadas e alinhadas

para posteriores analises filogenéticas, que se encontram descritas a seguir.

3.3.4.1 Edicdo, identificagdo e alinhamento das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente e as sequéncias-consenso foram
geradas no programa ChromasPro 1.5 (Tecbhnelysium, Queensland, Australia). Inicialmente,
essas sequéncias foram identificadas por avaliagdo de similaridade, através de andlise
comparativa com as sequéncias depositadas no GenBank, com auxilio do BLASTN (Basic
Local Alignment Search Tool- Nucleotide).

As sequéncias obtidas e sequéncias disponiveis no GenBank, para cada gene analisado,
foram automaticamente alinhadas através do algoritmo de alinhamento multiplo ClustalW
(THOMPSON et al., 1994), disponivel no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al.,2013). Todos
os alinhamentos foram inspecionados manualmente e os genes codificantes de proteinas foram
traduzidos para aminodacidos para verificar a presenca de pseudogenes e confirmar a existéncia

de homologia, onde nenhum co6don de parada foi observado.

3.3.4.2 Analises filogenéticas

Para investigar as relagdes evolutivas entre as amostras de riquétsias detectadas, foram
realizadas analises filogenéticas para as sequéncias dos marcadores obtidos das riquétsias. Para
isso, foram utilizadas sequéncias geradas no atual trabalho e sequéncias disponiveis no
GenBank.

Nas analises concatenadas, o programa SeaView (GOUY et al., 2010) foi utilizado para
concatenar os alinhamentos dos genes investigados das riquétsias. As inferéncias filogenéticas,
através de andlise de méaxima verossimilhanca, foram realizadas no programa PhyML 3.0
(GUINDON et al., 2010) utilizando o modelo evolutivo (através do Bayesian Information
Criterion) GTR+G indicado pelo programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013), que melhor se
ajustava ao conjunto de dados analisados para o alinhamento dos marcadores gltA+ htrA+
ompA+ ompB das riquétsias.Valores de apoio estatistico dos ramos internos foram estimados
com o teste aLRT (approximate likelihood ratio test) com 1000 réplicas (ANISIMOVA;
GASCUEL, 2006).
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4 RESULTADOS

Ao longo dos anos de 2006 a 2017, 437 casos suspeitos de FM foram notificados, dentre
eles duas duplicidades. Os casos encontram-se distribuidos em 25,10% (100/399) dos

municipios do PR (Figura 2A).

Figura 2 — Casos notificados (A), confirmados (B) e 6bitos (C) por Febre Maculosa, entre
2006 e 2017, nos municipios do estado do Parana/Brasil
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Do total de notificacdes validas, 98,20% (427/435) foram de residentes no PR, enquanto
que 0,90% (4/435) foram do estado de SC, 0,45% (2/435) no Mato Grosso e 0,45% (2/435) em
outro pais (Paraguai).

As notificagdes flutuaram com trés padrdes de frequéncia, (Figura 3):

* Primeiro padrao de frequéncia — 2006 a 2009: entre 10 — 15 casos;
* Segundo padrdo de frequéncia — 2010 a 2014: entre 20 — 35 casos;

* Terceiro padrao de frequéncia — 2015 a 2017: entre 70 — 95 casos.

Figura 3 — Numero de notificacdes de casos de Febre Maculosa entre os anos de 2006 e
2017, no estado do Parana/Brasil
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

As notificacdes também apresentam oscilagdes entre os meses do ano: nos periodos de
janeiro a abril ha uma constante de notificagcdes, com queda em maio, seguido de aumento em
junho, com pico em outubro e, nos meses posteriores, queda até dezembro (Figura 4). O
intervalo de tempo do aparecimento dos primeiros sintomas até a notificacdo foi de sete dias

para a maior parte dos individuos.
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Figura 4 — Distribuicdo temporal das notificagdes de Febre Maculosa entre 2006 e 2017, no
estado do Parana/Brasil
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A 2°RS - Metropolitana deteve o maior nimero de notificacdes com 23,90% (104/435),
seguido da 18°RS - Cornélio Procopio, com 9,65% (42/435) (Figura 1C). A populacdo
notificada teve média de idade de 30,31 + 19,67 anos, sendo 62,99% (274/435) dos individuos
do sexo masculino e 37,01% (161/435) do sexo feminino; destas, 2,48% (4/161) estavam
gestantes. Com relagdo a raga declarada pelos individuos, a amostra possuiu predominancia de
brancos, com 78,62% (342/435), e 14,94% (65/435) eram pretos e pardos. Dentre os
notificados, a maioria de 32,88% (143/435) tinha ensino fundamental (incompleto/completo),
20,92% (91/435) o ensino médio (incompleto/completo), 13,10% (57/435) o ensino superior
(incompleto/completo), 1,38% (6/435) eram analfabetos e em 31,72% (138/435) dos casos esse
campo nao foi preenchido.

Das notificagdes validas (435), 38 casos foram confirmados. Destes, um caso foi
excluido da analise porque o LPI foi localizado em outro estado (SP), sendo entdo analisados
37 casos (23 do sexo masculino e 14 do sexo feminino, nenhum deles gestante). As taxas de
notificagdes confirmadas variaram de 0,23 por 100.000 habitantes na 13* RS Cianorte a zero
em nove RS (Tabela 2).

Em relacdo ao critério de confirmacao, 81,08% (30/37) dos casos foi confirmado por
testes laboratoriais, 13,51% (5/37) por critério clinico-epidemiolédgico e, em 5,41% (2/37) dos
casos, esse campo nao foi preenchido.

Quanto ao LPI, 78,38% (29/37) eram autdctones ao municipio de residéncia. Com

relacdo a zona do LPI, 70,27% (26/37) dos individuos se infectaram na rural, 16,22% (6/37) na
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urbana, 10,81% (4/37) na periurbana e 2,70% (1/37) essa informacao ndo foi preenchida na
ficha. J4 com relagdo ao ambiente, 35,13% (13/37) foi infectado no ambiente domiciliar,
35,13% (13/37) em ambiente de lazer, 18,92% (7/37) no local de trabalho, 2,71% (1/37) em
outros ambientes, 5,40% (2/37) em ambiente ignorado e em 2,71% (1/37) esse campo nao foi
preenchido.

Entre as situagdes/exposicdes de risco dos casos confirmados, os que relataram contato
com carrapatos foram 86,49% (32/37), seguidos dos casos que tiveram contato com cdes e
gatos, 54,05% (20/37); equinos, 24,32% (9/37); bovinos, 21,62% (8/37); e capivaras, 5,40%
(2/37). Ja os que visitaram ambientes com mata, floresta, rios e cachoeiras e tiveram diagnostico
confirmado, foi de 75,67% (28/37).

De acordo com a distribui¢ao dos 37 casos confirmados, segundo o més da detec¢ao dos
primeiros sintomas, exibe variada oscilagdo no decorrer do ano, a saber: queda em fevereiro,
com posterior aumento até abril, seguindo de auséncia de caso em maio, e de junho a outubro
percebe-se um periodo de aumento, com pico em novembro, e a partir deste, um decréscimo

(Figura 5).

Figura 5 — Distribui¢ao temporal dos casos confirmados de Febre Maculosa entre 2006 e
2017, segundo o més dos primeiros sintomas, no estado do Parana/Brasil
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Os sinais e sintomas apresentados com maior frequéncia nos 37 casos confirmados sdo

febre, 91,89% (34/37); mialgia, 75,67% (28/37); e cefaleia, 64,86% (24/37) (Figura 6).
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Figura 6 — Principais sinais e sintomas de Febre Maculosa relatados ao Sistema Informacao
de Agravos de Notificagdo, entre 2006 e 2017, no estado do Parana/Brasil
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Tabela 2 — Dados sociodemograficos e assistenciais de casos de Febre Maculosa por Regides de Satide no estado do Parana/Brasil, entre 2006

e 2017
Regido de Saude Populagio Urbanizagao PIB per capita Cob, ESF Razio de Leitos Casos | Taxa | Brandos Hospitalizacées Obitos
1* RS Paranagua 265.392 90,50% 20.518,04 57,60% 1,2 7 0,22 5 2 0
2" RS Metropolitana 3.223.836 91,70% 31.319,16 53,60% 1,9 4 0,01 1 3 0
3* RS Ponta Grossa 575.463 84,30% 20.349,23 60,50% 1,9 1 0,01 0 1 0
4* RS Irati 160.962 61,10% 13.646,17 83,70% 1,7 0 0,00 0 0 0
5" RS Guarapuava 441.070 65,20% 13.187,97 100,00% 2,3 0 0,00 0 0 0
6" RS Uniio da Vitoria 165.299 66,00% 13.736,50 64,00% 1,6 1 0,05 0 1 0
7* RS Pato Branco 249.793 76,20% 20.809,61 64,10% 2,0 0 0,00 0 0 0
8* RS Francisco Beltrio 337.703 65,80% 14.457,78 81,50% 2,2 0 0,00 0 0 0
9" RS Foz do Iguacu 388.795 90,70% 22.565,17 66,00% 1,6 1 0,02 0 1 0
10" RS Cascavel 507.385 82,90% 19.229,81 77,00% 1,9 4 0,07 3 1 0
11* RS Campo Mourio 334.125 80,30% 15.142,62 82,30% 1,9 0 0,00 0 0 0
12* RS Umuarama 265.092 80,20% 13.444,74 100,00% 2,0 1 0,03 0 1 0
13" RS Cianorte 142.433 85,20% 16.051,92 76,20% 1,5 4 0,23 4 0 0
14* RS Paranavai 260.544 85,30% 11.925,39 82,60% 2,2 0 0,00 0 0 0
15* RS Maringa 733.404 95,00% 18.204,90 72,80% 1,9 2 0,02 2 0 0
16" RS Apucarana 346.972 89,20% 17.460,67 79,40% 2,6 0 0,00 0 0 0
17* RS Londrina 871.267 94,30% 19.775,07 60,90% 2,1 2 0,02 1 1 0
18" RS Cornélio Procopio 225.961 81,60% 12.408,22 72,20% 2,8 6 0,22 1 5 4
19" RS Jacarezinho 278.111 78,50% 12.619,91 100,00% 2,8 1 0,03 0 1 1
20" RS Toledo 358.660 81,70% 19.318,51 34,70% 2,6 3 0,07 1 2 0
21* RS Telémaco Borba 172.922 72,30% 18.056,43 75,40% 1,4 0 0,00 0 0 0
22* RS Ivaipora 139.337 55,00% 9.563,26 100,00% 3,0 0 0,00 0 0 0
Parana 1.0444.526 85,30% 21.572,72 69,9 2,0 37 0,03 18 19 5

PIB: produto interno bruto em RS$. Cob. ESF: cobertura da Estratégia de Satide da Familia. Razdo de Leitos: nimero de leitos cadastrados no SUS por mil habitantes. Casos:
casos confirmados de Febre Maculosa. Taxa: taxa de incidéncia por 100.000 habitantes. Brandos: casos de Febre Maculosa que nao evoluiram com hospitaliza¢cao nem o6bito.
Obitos: dbitos por Febre Maculosa.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Os casos brandos (sem hospitalizacdo e 6bito) corresponderam a 48,65% (18/37) e com
hospitalizagdes a 51,35% (19/37). A respeito da evolucao (desfecho) dos casos confirmados,
75,67% (28/37) resultaram em cura, 13,51% (5/37) culminaram em 6bito por FM e 10,82%
(4/37) dos casos foram ignorados.

Quanto aos cinco oObitos, trés eram mulheres e dois eram homens, todos residentes de
zonas urbanas. Quanto as caracteristicas do LPI, um relatou a zona periurbana em ambiente
domiciliar e quatro em zona rural, sendo que dois estariam relacionados as atividades de lazer,
um a rotina de trabalho e um ignorado. Quanto a sintomatologia, observa-se que todos relataram
febre, mialgia e prostragcdo; quatro individuos tiveram choque e desordens respiratorias;
somente dois apresentaram exantema. A mediana de tempo de evolugdo da doenga (data de
inicio dos primeiros sintomas até obito) foi de 13 dias (variando de 6 a 16 dias) e a oportunidade
de notificagdo dos oObitos (data de inicio dos sintomas e notificacdo) apresentou média de 15,6
dias (variando de 8 a 28 dias).

Em relacdo aos indicadores sociodemogréficos e assistenciais, os casos brandos de FM
predominaram nas RS mais urbanizadas, com maior PIB per capita e cobertura da ESF variando
de 34,7% até 77,0% (Figura 7; Tabela 2). Os casos mais graves, que evoluiram para 6bito, se
concentraram em duas RS localizadas no nordeste do estado, 18* RS - Cornélio Procopio (4
obitos) e 19* RS - Jacarezinho (1 6bito), na mesorregido Norte Pioneiro, que estdo entre as RS
menos urbanizadas, com menor PIB per capita e com maior razdo de leitos do SUS por 1.000
habitantes (Figura 7; Tabela 2). Os demais casos de hospitalizagdo que ndo evoluiram para o
obito tiveram uma distribuicdo mais esparsa no estado (Figura 7).

As areas de tipo climatico Cfa e com formacao fitogeografica do tipo floresta tiveram
predominancia dos casos de FM (Figuras 8A, C). Quanto ao uso do solo, os casos brandos e as
hospitalizagdes se localizaram em dreas com agricultura, pastagem e campo e cobertura
florestal, mas todos os Obitos ocorreram em areas de agricultura (Figura 8B). As bacias do
Paranapanema [ e II concentraram os casos de Obitos, enquanto os casos brandos e as

hospitalizagdes ocorreram em diversas bacias hidrograficas do estado (Figura 8D).
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Figura 7 — Distribui¢@o dos casos de Febre Maculosa no estado do Parana/Brasil, de 2006 a
2017, segundo indicadores sociodemograficos e assistenciais ([A] Urbanizacdo, [B]
Produto interno bruto, [C] Cobertura da Estratégia da Satide da da Familia, [D] Leitos
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Figura 8 — Distribui¢@o dos casos de Febre Maculosa no estado do Parana/Brasil, de 2006 a
2017, de acordo com indicadores ambientais ([A] Tipos climaticos, [B] Uso do solo, [C]
Formacao fitogeografica e [D] Hidrografia)
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Foram coletados 28.517 artropodes, incluindo amostras de carrapatos, pulgas, acaros e
piolhos. Dentre os carrapatos, foram identificados exemplares de A. aureolatum, A. dubitatum,
Amblyomma incisum (Neumann, 1906), Amblyomma longirostre (Koch, 1844), A. ovale,
Amblyomma parkeri (Fonseca e Aragdo, 1952), A. sculptum, Amblyomma sp., Amblyomma
varium (Koch, 1844), Dermacentor nitens (Neumann, 1897), Ixodes auritulus (Neumann,
1904), Ixodes sp., Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) e R. sanguineus s.1. Trés espécies
de sifonépteros, C. felis, Polygenis roberti (Fox, 1947) e Pulex irritans (Linnaeus, 1758); os
acaros Androlaelaps rotundus (Fonseca, 1935); Gigantolaelaps sp. e Gigantolaelaps wolffsohni
(Oudemans, 1910) e o piolho Haematopinus suis (Linnaeus, 1758) também foram coletados.
Contudo, alguns espécimes imaturos s6 foram identificados até género (Amblyomma,
Gigantolaelaps e Ixodes) devido a inviabilidade de identificagdo morfoldgica especifica

(Tabela 3).

Tabela 3 — Artropodes coletados no estado do Paranéd/Brasil no periodo de 2013 a 2018

Artropodes Larva Ninfa Macho Fémea Total
Amblyomma aureolatum 2 27 52 81
Amblyomma dubitatum 7.741 669 555 8.965
Amblyomma incisum 7 7
Amblyomma longirostre 1 3 4
Amblyomma ovale 1 27 8 36
Amblyomma parkeri 9 9
Amblyomma sculptum 608 84 91 783
Amblyomma sp. 12.748 16 7 12.771
Amblyomma varium 20 20
Dermacentor nitens 638 128 118 254 1.138
Ixodes auritulus 6 6
Ixodes sp. 31 31
Rhipicephalus microplus 2.929 74 126 374 3.503
Rhipicephalus sanguineus sensu lato 234 266 264 254 1.018
Ctenocephalides felis 40 90 130
Polygenis roberti 1 1
Pulex irritans 2 2
Androlaelaps rotundus 4 4
Gigantolaelaps sp. 4 4
Gigantolaelaps wolffsohni 3 3
Haematopinus suis 1 1
Total 16.580 8.879 1.357 1.701 28.517

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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As coletas dos ectoparasitos ocorreram prevalentemente no ambiente, enquanto que nos
hospedeiros foram amostrados asino (Equus assinus [Linnaeus, 1758]), bovino (Bos taurus
[Linnaeus, 1758]), caes, cavalos, felino (Felis catus [Linnaeus, 1758]), humano (Homo sapiens
[Linnaeus, 1758]), roedores (4kodon spp. [Neyen, 1833]), H. Hydrochaeris e Oxymycterus
nasutus (Waterhouse, 1837) e o suino Sus scrofa (Linnaeus, 1758).

Do total de amostras de carrapatos (930), pulgas (20) e 4caros (3) submetidas a PCR,
foram detectados fragmentos de: 1- gltA em 172 amostras de carrapatos (4. aureolatum, A.
dubitatum, A. longirostre, A. ovale, A. parkeri, A. sculptum, Amblyomma sp., D. nitens, R.
microplus e R. sanguineus s.l.) e em 7 amostras de C. felis; 2- ompA em 4 amostras de
carrapatos (4. parkeri, A. sculptum, Ixodes sp. e R. microplus) e em 4 amostras de C. felis; 3-
ompB em 4 amostras de carrapatos (4. parkeri e R. microplus ) e 4- htrA em 4 amostras de
carrapatos (4. parkeri e A. sculptum).

Dessas amostras, 91 foram processadas para investigar a espécie de riquétsia
responsavel pela infeccdo nos ixodideos, onde foram identificadas dois hapldtipos para o gene
gltA, de R. bellii (hA em 70 amostras e hB em 13) infectando Amblyomma sp. (larvas) e A.
dubitatum (ninfas, fémeas e machos) nos municipios de Andird, Cambard, Itambaraci,
Jacarezinho, Leopolis, Ribeirdo Claro, Sertaneja e Santa Mariana; R. parkeri cepa Mata
Atlantica infectando A. ovale (gltA, macho) no municipio de Paranagué e R. microplus (gltA,
ompA; ninfa) em Pato Bragado; Ca. R. paranaensis (gltA, htrA, ompA e ompB) em trés
amostras de ninfas de 4. parkeri dos municipios de Pinhais e Paulo de Frontin; R. felis em A.
sculptum (htrA, fémea) e R. microplus (ompB, larvas) nos municipios de Sdo Carlos do Ivai e
Sengés, respectivamente; e R. asemboensis infectando 4. sculptum (htrA, macho) em Sdo

Carlos do Ivai (Figura 9; Tabela 4).
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Figura 9 — Filogenia concatenada, inferida por andlise de Maxima Verossimilhanga com o modelo evolutivo GTR+G, de fragmentos dos
genes gltA, htrA, ompA e ompB de riquétsia (1201+ 370+ 494+ 822 pb) detectados em carrapatos analisados do Paranéd/Brasil. Os numeros
nos ramos representam valores de apoio estatistico (valor de corte 70%)
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados entre 2013 e 2018 no estado do Parana/Brasil, submetidos a detecgdo e identificagdo de
riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Homo sapiens Amblyomma 1 1 2
sculptum
. . . e Amblyomma Rickettsia sp. - pool 2F
Paranagua Paranagud | Canis familiaris ovale 14 7 21 Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica - 1M
e Rhipicephalus
¢ famz.lzarzs sanguineus 1 14 9 24 Rickettsia sp. - IM e 2F
/Ambiente
sensu lato
H. sapiens A. sculptum 1 1
Curitiba
Metropolitana H. sapiens Ambly omma 1 1
parkeri
., .| Equus caballus/
Adrianopolis Ambiente A. sculptum 4 4 8




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Bos taurus/ Rhipicephalus
. . 14 14
Ambiente microplus
H. sapiens A. parkeri 1 1 Candidatus Rickettsia paranaensis - IN
Pinhais
H. sapiens/ R. sanguineus
C. familiaris/ ' sgl 1 17 24 42
Ambiente o
Colombo H. sapiens Ambl)./ omma 1 1
longirostre
H. sapiens Amblyomma 1 1
aureolatum
Campo Ambiente Ixodes auritulus 6 6
Largo
Ambiente Ixodes sp. 31 31 Rickettsia do Grupo daSFEbre Maculosa - pool de
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Araucéria f. sap .zelzns./ A. aureolatum 1 1 2 Rickettsia sp. - 1F
C. familiaris
Hydrochoerus Amblyomma ) 5 7
hydrochaeris dubitatum
H. sapiens A. aureolatum 2 1 3
Sao José dos
Pinhais
H. sapiens A. parkeri 2 2 Rickettsia sp. - IN
H. sapiens/ R. sanguineus
C. familiaris/ - sang 1 23 12 20 56
. s.1.
Ambiente
H. sapiens/
C. familiaris A. aureolatum 2 2
Lapa

H. sapiens

A. parkeri




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
H. sapiens A. aureolatum 1 1
Mandirituba
Amblyomma
H. sapiens varium 1 1
gugleomoni
Rio Negro H. sapiens A. longirostre 1 1
Ambiente A. dubitatum 12 12
Tijucas do .
Sul Ambiente Amblyomma sp. | 277 277
H. sapiens/
C. familiaris A. aureolatum 10 6 16
Ponta Grossa Ponta Nao informado A. sculptum 84 84

Grossa
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa [ Macho | Fémea | Total Rickettsia

Ambiente

Nao informado | Amblyomma sp. | 12 12
Ambiente A. dubitatum 971 3 1 975

Jaguariaiva
Ambiente Amblyomma sp. | 683 683
Ambiente Amblyomma sp. | 1,326 1,326 Rickettsia sp. - 2 pools de SL
Ambiente A. dubitatum 65 3 5 73 Rickettsia sp. - 3 pools de N (1/1/2)
Sengés
C. familiaris R sansgluzneus 1 1

Ambiente R. microplus 313 313 Rickettsia felis - pool de 10L




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
E. caballus Dermgcentor 1 3 9 13
nitens
Ambiente A. dubitatum 22 1 23
Pirai do Sul
Ambiente Amblyomma sp. | 465 465
Ambiente A. dubitatum 11 11
Castro
Ambiente Amblyomma sp. | 150 150
Arapoti Ambiente R. sansgluzneus 4 15 19
Porto C. familiaris A. ovale 10 10
Amazonas
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
B. taurus R. microplus 1 1
Irati H. sapiens A. aureolatum 1 1
Fernandes . .
Pinheiro H. sapiens A. longirostre 1 1
Irati
Rebougas C. familiaris R. sar;gluzneus 2 6 8
Rio Azul C. familiaris A. aureolatum 1 1
H. sapiens A. sculptum 1 1
Unido da Vitéria | Oniac da
Vitoria
C. familiaris/ A. aureolatum 1 4 5

Felis catus
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
C. familiaris R. sansgluzneus 5 3 8
Ambiente A. dubitatum 1 1
Bituruna
B. taurus/ .
Ambiente R. microplus 57 57
C. familiaris/
General F. catus/ A. aureolatum 3 11 14
Carneiro .
Ambiente
C. familiaris A. parkeri 1 1
Paula Freitas | H. hydrochaeris | A. dubitatum 1 3 4
C.fe amz.lzarzs/ A. aureolatum 4 4
Ambiente




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Reg“ﬁw de Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Satde Ambiente
H. sapiens Pulex irritans 1 1
H. sapiens/
Paulo Frontin | C. familiaris/ A. aureolatum 2 2 9 13
F. catus
H. sapiens A. parkeri 2 2 Candidatus Rickettsia paranaensis - 2N
~ C. familiaris/
Sdo Mateus F. catus/ A. aureolatum 3 4 7
do Sul .
Ambiente
H. sapiens A. parkeri 1 1
Ambiente R sar;gluzneus 6 6
C. familiaris/ Ctenocepﬁalzdes 1 38 59
F. catus felis
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Porto Vitoria H. sapiens A. longirostre 1 1 Rickettsia sp. - IN
C. familiaris A. aureolatum 1 1 2
Antbnio
Olinto
B. taurus R. microplus 1 3 14 18
Vera Cruz C. familiaris/ R. sanguineus
Cascavel do Oeste Ambiente s.1. 3 2 S
Espigdo Alto B. taurus R. microplus 11 1 4 16 Rickettsia sp. - 2F
do Iguacu
Céu Azul | Nao informado R sar;glumeus 1 1
Quedas do B. taurus R. microplus 6 26 54 86

Iguagu




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia

Ambiente
Ambiente A. sculptum 42 42

Campo

Mourao
Ambiente Amblyomma sp. | 29 29

Campo Mourao
Moreira H. sapiens R. sanguineus 3 5 5
Sales s.1.

Ubirata C. familiaris C. felis 4 18 22 Rickettsia sp. - 2F

Ambiente Amblyomma sp | 48 48
. . H. sapiens/
Cianorte Cianorte Ambiente A. sculptum 4 4
Ambiente Amblyomma 5 5
incisum
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
B. taurus/
E. caballus/ R. microplus 20 1 2 8 31
Ambiente
Ambiente Amblyomma sp | 21 21
Japura H. sapiens A. sculptum 2 2
H. sapiens/ Amblyomma
. o 2 2
Ambiente incisum
Ambiente Amblyomma sp | 395 5 7 407 Rickettsia sp. - 2 pools de 10L e IN
Paranavai Inaja Ambiente A. sculptum 5 1 6
H. sapiens/ A. dubitatum 1 1 Rickettsia sp. - IM
Ambiente ' '
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia

Ambiente

C. familiaris/ R. sanguineus
Ambiente s.1. 2 14 36
B. taurus/

Equus assinus/

E. caballus/ R. microplus 1,159 5 14 45 1,223 Rickettsia sp. - IN/IM/1F

C. familiaris/
Ambiente

E. caballus/ . Rickettsia sp. - 11 pools de L
Ambiente D. nitens 95 | 101 16 49 ) 170 (5/5/5/10/10/10/10/10/10/10/10)

C. familiaris C. felis 1 6 7 Rickettsia sp.- IM e 3F
Ambiente Amblyomma sp | 156 156

Porto Rico

Ambiente A. sculptum 32 14 14 60 Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa - 1F
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
C. familiaris R. sansgluzneus 3 1 6 10
E. caballus R. microplus 3 22 25
E. caballus D. nitens 1 24 7 32 64
E. caballus A. sculptum 6 1 7
C. familiaris/ R. sanguineus
Ambiente s.1. 6 ! 4 1
Queréncia
do Norte
B. taurus/
E. caballus/ R. microplus 116 3 5 124
Ambiente
E. caballus D. nitens 1 2 3
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Santa B. taurus/
o E. caballus/ R. microplus 20 7 8 16 51
Monica .
Ambiente
C. familiaris R. sansgluzneus 1 1 2
Santa Isabel
do Ivai
B. taurus/ .
Ambiente R. microplus 1 4 5
Santa Cruz R. sanguineus
do Monte C. familiaris - sang 2 1 3
s.l.
Castelo
Rickettsia sp. - IM e 1F
EAﬁfiﬁ?j A. sculptum 9 8 17 Rickettsia asemboensis - 1M
Rickettsia felis - 1F
Sao Carlos E. caballus/
do Ivai Ambiente Amblyomma sp. | 52 2
C. familiaris R, sansgluzneus 7 3 5 15
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
B. taurus/
E. caballus/ .
C. familiaris/ R. microplus 1,276 13 6 40 1,335
Ambiente
E. caballus/ D. nitens 611 | 79 | 71 156 | 917
Ambiente
C. familiaris C. felis 5 6 11
C. famz.lzarls/ R. sanguineus 163 37 39 10 249
Ambiente s.1.
Maringa E. caballus D. nitens 5 18 23
Maringé
e . Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa - 4 pools
C. familiaris C. felis 6 20 26 de F (3/3212)
Paigandu C. familiaris R. sar;gluzneus 1 1 2




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Doutor .
Camargo H. sapiens A. sculptum 1 1
H. sapiens A. sculptum 6 6 Rickettsia sp. - IN
H. sapiens A. dubitatum 1 1
Apucarana Rio Bom Ambiente R sar;gluzneus 4 1 5
H. sapiens/
B. taurus/ R. microplus 10 11 21 Rickettsia sp. - 4F
Ambiente
C. familiaris C. felis 1 2 3 Rickettsia sp. - 1F
Oxymycterus . .
Cornélio Procopio| Sertaneja nasutus/ Amblyomma sp | 1,323 1,323 .RZCket.tSla sp- - 3P 00 1.S de L (1/10/10)
Ambiente Rickettsia bellii Haplotipo A - pool de 5L
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Oxymycterus
nasutus/ A. sculptum 15 2 17
Ambiente
. . Rickettsia sp. - 2 pools de N (5/2) e IM
Ambiente A. dubitatum 290 12 1 313 Rickettsia bellii Haplotipo A - 3 pools de SN
. Rickettsia sp. - 3 pools de 10L
Ambiente | Amblyommasp | 1,504 1 LSOS 1\ Rickettsia bellii Haplotipo A - pool de 10L
Leopolis Rickettsia sp. - 3 pools de 2N, 1M e 1F
Rickettsia bellii Haplotipo A - 3 pools de N

Ambiente A. dubitatum 1,257 | 322 242 | 1,821 (5/5/3)

Rickettsia bellii Haplotipo B - 2 pools de 10N e
2F
Ambiente Amblyomma sp | 485 485 | Rickettsia bellii Haplotipo A - 2 pools de L (6/3)
Itambaraca

Rickettsia bellii Haplotipo A - 12 pools de 12 N

Ambiente A. dubitatum 422 59 50 531 (4/4/4/3/3/3/3/3/3/3/2/2), 2M e TF

Rickettsia bellii Haplotipo B - 3 pools de 3N
., . Rickettsia sp. - 9 pools de L
Andira Ambiente Amblyomma sp | 1,051 1,051 (15/12/6/10/10/10/10/10/10)
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia

Ambiente

Ambiente A. sculptum 4 1 5

Rickettsia sp.- 2N
C. fumiliaris/ Rickettsia bellii Haplotipo A - 17 pools de N
Jamiiia A. dubitatum 967 | 40 30 | 1,037 | (5/5/5/5/5/5/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10),
Ambiente
2M e 3F
Rickettsia bellii Haplotipo B - 1F
C. familiaris R. sansgluzneus 2 3 5 Rickettsia sp.- 1M
Ambiente A. dubitatum 502 34 536
Nova Santa
Barbara
Ambiente Amblyomma sp. | 350 350
Ambiente A. dubitatum 95 2 97
Sao
Jeronimo da
Serra
Ambiente Amblyomma sp. | 274 274




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
. Rickettsia bellii Haplotipo A - 4 pools de L
Ambiente Amblyomma sp | 642 642 (5/5/5/7)
Santa
Mariana
Ambiente A. dubitatum 268 85 73 426 Rickettsia bellii Haplotipo A - 2M e 2F
Ambiente Amblyomma sp | 206 206 Rickettsia bellii Haplotipo A - pool de 4L
Jacarezinho Ambiente A. sculptum 9 6 14 29
. . . Rickettsia bellii Haplotipo A - 2 pools de SN
Jacarezinho Ambiente A. dubitatum 753 34 32 819 Rickettsia bellii Haplétipo B - pool de SN
H. sapiens/ Rickettsia sp. - 9 pools de L
C. familiaris/ (9/20/20/20/25/25/25/30/30)
E. caballus) | AmPommasp | L2511 2 1,253 Rickettsia bellii Haplétipo A - 1L
Ribeirdo Ambiente Rickettsia bellii Haplotipo B - 2 pools de 6L
Claro
H. sapiens/
C. familiaris/ A. sculptum 30 4 34
Ambiente
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
E caballus/ Rickettsia sp. - 2N e 1F
Ambiente A. dubitatum 570 20 19 609 Rickettsia bellii Haplotipo A - IN e 1F
Rickettsia bellii Haplotipo B - pool de SN e 1M
C. familiaris R. sansgluzneus 1 4 5
E. caballus/ .
Ambiente R. microplus 3 11 16 30
C. familiaris/ Amblyomma sp | 336 336 Rickettsia sp. - 3 pools de L (10/16/17)
Ambiente '
C. familiaris/
Ambiente A. sculptum 2 3 6 11
Carldpolis
C- familiaris!\ 4 4 pitatum 224 | 8 14 | 246
Ambiente
C. familiaris/ R. sanguineus
Ambiente s.l. 30 ? 15 >4
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e

identificacao de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia

Ambiente
Ambiente Amblyomma sp. | 458 458

Santana do

Itararé

Ambiente A. dubitatum 262 10 9 281
E. caballus A. sculptum 3 7 10

Pinhalao
E. caballus D. nitens 1 1 2
Ambiente Amblyomma sp. | 608 6 614

Tomazina Ambiente A. sculptum 322 30 25 377
Ambiente A. dubitatum 812 33 29 874
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Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificacdo de riquétsias (continua)

Artropodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva| Ninfa | Macho | Fémea | Total Rickettsia
Ambiente
Ambiente Amblyomma sp | 562 1 563 Rickettsia sp. - pool de 2L
C. familiaris A. sculptum 1 1
Cambara
C. familiaris/ . . . .. s
. A. dubitatum 227 2 229 Rickettsia bellii Haplotipo A - 3 pools de SN
Ambiente
E. caballus/ R. sanouineus
C. familiaris/ ’ sgl 70 129 103 75 377 Rickettsia sp. - IN e 1F
Ambiente o
Pato . Rickettsia sp. - IM
Toledo Bragado B. taurus R. microplus 13 48 7 138 Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica - IN
Akodon spp. ngantsoplaelap s 4 5 9
Telémaco Borba | Ortigueira
Gigantolaelaps
Akodon spp. wolffsohni 3 3 6




Tabela 4 — Dados de amostras de artropodes coletados de 2013 a 2018 no estado do Parané/Brasil, submetidos a detecgdo e
identificagdo de riquétsias (conclusao)

Artrépodes
Regido de Satide | Municipio Hospe.d eiro/ Espécies Larva Ninf Macho Féme Total Rickettsia
Ambiente a a
Androlaelaps
Akodon spp. votundus 4 4
Total 16,554 |8,287| 1,336 (1,604 | 28,276

L — larva; N — ninfa; M — macho; F — femea; (n) — nimero de carrapatos

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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De forma geral, a maior parte dos potenciais vetores foi coletada em areas de RS com
maiores razdes de urbanizac¢do (61,10% - 95,00%) (Figura 10). Com relagdo as caracteristicas
ambientais, a ocorréncia dos potenciais vetores se deu em ambos os tipos climaticos (Cfa e Ctb)
(Figura 11); contudo, a espécie 4. sculptum foi amplamente relatada na por¢ao norte do estado,
de tipo climatico Cfa, onde ha registro de 6bitos por FM relacionado a R. rickettsii (Figura 11F).
Ja as espécies A. aureolatum, A. longirostre e A. parkeri predominaram na por¢ao sudeste do
PR, em éreas de maior altitude e tipo Cfb (Figura 11A, C, E); 4. dubitatum foi registrado,
predominantemente, no nordeste em area Cfa (Figura 11B); enquanto que as espécies R.
sanguineus s.l., R. microplus e C. felis ocorrem nos dois tipos climaticos (Figura 11J, I, K).
Quanto ao tipo de solo, os potenciais vetores foram coletados em areas com agricultura,
pastagem e campo, e cobertura florestal (Figura 12). Quase todas as bacias hidrograficas do

estado registraram ocorréncia dos potenciais vetores (Figura 13).
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Figura 10 — Distribui¢ao dos potenciais vetores da Febre Maculosa, entre 2013 ¢ 2018 no estado do Parana/Brasil, segundo a razao de
urbanizacdo ([A] Amblyomma aureolatum, [B] Amblyomma dubitatum, [C] Amblyomma longirostre, [D] Amblyomma ovale, [E] Amblyomma
parkeri, [F] Amblyomma sculptum, [G] Amblyomma sp., [H] Dermacentor nitens, [1] Rhipicephalus microplus, [J] Rhipicephalus sanguineus e
[K] Ctenocephalides felis)
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).



Figura 11 — Distribuicao dos potenciais vetores da Febre Maculosa, entre 2013 e 2018, no estado do Parana/Brasil, de acordo com
indicadores de Tipos climaticos ([A] Amblyomma aureolatum, [B] Amblyomma dubitatum, [C] Amblyomma longirostre, [D] Amblyomma
ovale, [E] Amblyomma parkeri, [F] Amblyomma sculptum, [G] Amblyomma sp., [H] Dermacentor nitens, [1] Rhipicephalus microplus, [J]

Rhipicephalus sanguineus ¢ [K] Ctenocephalides felis)
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Figura 12 — Distribui¢do dos potenciais vetores da Febre Maculosa, entre 2013 e 2018, no estado do Parana/Brasil, de acordo com os Tipos
de solo ([A] Amblyomma aureolatum, [B] Amblyomma dubitatum, [C] Amblyomma longirostre, [D] Amblyomma ovale, [E] Amblyomma
parkeri, [F] Amblyomma sculptum, [G] Amblyomma sp., [H] Dermacentor nitens, [1]| Rhipicephalus microplus, [J] Rhipicephalus
sanguineus ¢ [K] Ctenocephalides felis)
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Figura 13 — Distribui¢ao dos potenciais vetores da Febre Maculosa, entre 2013 e 2018, no estado do Parana/Brasil, de acordo com a
Hidrografia ([A] Amblyomma aureolatum, [B] Amblyomma dubitatum, [C] Amblyomma longirostre, [D] Amblyomma ovale, [E]
Amblyomma parkeri, [F] Amblyomma sculptum, [G] Amblyomma sp., [H] Dermacentor nitens, [1] Rhipicephalus microplus, [J]

Rhipicephalus sanguineus ¢ [K] Ctenocephalides felis)

Amblyomma aureolatum  Amblyomma dubitatum  Amblyomma longirostre Amblyomma ovale

TS00000 - A

T400000 -

T30 -

Hidrografia

7200000 - R ? E . : > BCinzas

- : MlIguacu
Eltararé
Mlvai
[ELitoranea
[IParana |
[ Parana II
[CParana I11
[EParanapanema I
[JParanapanema II
sodo adoon  sdhon  soohe  LJParanapanema 11

[CIParanapanema IV

100000 -

Amblyomma parkeri Amblyomma sculptum

TN - E

T400000 -

7300000 -

7200000 ﬂ
7100000 - ‘

i Rhipicephalus microplus  Rhipicephalus sanguineus Ctenocephalldes felis
TEOO000 - /

J i K EPiquiri
7400000 - *“ Q EPirapo6
— . -M * SRibeira
7200000
" CIN.A.
7100000 - y ;

20000 400000 EO0000 S00000 200000 4»}:'}3»3 Ev}:»f)}:' 5;:):)}}3 2‘:0:'}3 400000 G000 S00000
leng

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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De acordo com a distribuicdo espacial dos potenciais vetores e riquétsias nos
ambientes/hospedeiros, foi possivel observar a potencial dindmica da FM no estado do PR:
ocorréncia de 4. ovale — no cdo — com R. parkeri cepa Mata Atlantica — no litoral (em area de
Mata Atlantica preservada); 4. parkeri — em humano — infectado com Ca. R. paranaenses — em
Mata Atlantica ndo preservada; 4. dubitatum — com R. bellii — associado a antropizagdo; A.
aureolatum — em humano — infectado com Rickettsia sp. — em area de borda de mata de
ambiente urbanizado; R. sanguineus s.l. — no cao — com infecc¢ao por Rickettsia sp. — em areas
urbanizadas; C. felis — no cdo — com RGFM — em éreas antropizadas. Mesmo ndo tendo
encontrado infec¢do por R. rickettsii nos carrapatos analisados, a ocorréncia de A. sculptum —

seu principal vetor — € registrada nas areas de obitos em regides antropizadas (Figuras 9 e 14).

Figura 14 — Distribuicdo de Rickettsia spp. da Febre Maculosa no estado do Parand/Brasil,
de 2013 a 2018, segundo as Regides de Satde ([A] Amblyomma dubitatum/Rickettsia bellii,
[B] Amblyomma ovale/Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica, [C] Amblyomma
parkeri/Candidatus Rickettsia paranaensis, [D] Amblyomma sculptum/Rickettsia
asemboensis e Rickettsia felis, [E] Rhipicephalus microplus/Rickettsia felis e [F]
Rhipicephalus microplus/Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica)
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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5 DISCUSSAO

Sdo raros os estudos ecoepidemioldgicos sobre FM no Brasil (e.g. PINTER et al., 2016;
MONTENEGRO et al., 2017), especialmente considerando a complexidade dos cendrios de
transmissdo no pais ou auséncia de conhecimento sobre estes, havendo, principalmente, estudos
mais direcionados a sua ecologia ou epidemiologia (SZABO et al., 2013a; NASSER et al.,
2015; SOUZA et al.,2015; OLIVEIRA et al., 2016a; KRAWCZAK et al.,2016; MOERBECK
et al., 2016; WECK et al., 2016; BITENCOURTH et al., 2017, OLIVEIRA et al., 2017;
MACHADO et al., 2018; BITENCOURTH et al., 2019; SATO et al., 2020), o que dificulta
uma analise mais contextualizada e comparativa de resultados que sejam direcionados as agdes
efetivas em satude publica.

No PR, o primeiro caso confirmado de FM ocorreu no ano de 2006 (SECRETARIA DE
ESTADO DA SAUDE DO PARANA, 2019), estimulando o desenvolvimento de estudos neste
estado (BATISTA et al., 2010; FORTES et al., 2010; FREITAS et al., 2010; OTOMURA et
al.,2010; TAMEKUNI et al., 2010; FORTES et al., 2011; TAMEKUNI et al., 2011; TOLEDO
etal.,2011; PACHECO et al.,2012; OTOMURA et al., 2016), a maioria buscando informagdes
basicas sobre a circulacdo de riquétsia em uma determinada area, com pouca associacdo direta
a investiga¢ao de casos ou ao Sistema de Vigilancia. Assim, apesar do avango no conhecimento
sobre riquetsiose, pouco evoluiu o entendimento sobre o seu ciclo enzootico e epidémico no
PR. Igualmente, o entendimento epidemioldgico sobre a FM no territério paranaense ¢
incipiente, mesmo considerando que a partir do primeiro caso houve um incremento no nimero
de notificagdes (Figura 3), sinalizando uma maior sensibilizacdo do sistema de saude para a
deteccdo de casos. Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram um primeiro
reconhecimento descritivo da FM no PR que, dentro de um contexto geral, tem um perfil
préximo aquele ja estudado para outras areas endémicas do Brasil, particularmente ao da regido
Sudeste.

Nesse contexto, a analise da frequéncia de casos notificados no PR nos permite observar
trés padrdes de frequéncia (2006-2009, 2010-2014 e 2015-2017) (Figura 3), o que também foi
detectado em outros estudos (OLIVEIRA et al., 2016a; MONTENEGRO et al., 2017),
evidenciando a relacao direta entre as agdes em Saude Publica e o aumento nas notificagoes de
FM, especialmente a partir da Portaria 1.271 do MS, n° 1.271, de 6 de junho de 2014
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014), redefinindo a classificagdo da doenga para notificagdo
compulsdria imediata (em até 24 horas). Igualmente, nossos resultados indicam que a

distribuicdo temporal dos casos notificados ¢ maior no periodo entre agosto e dezembro, com



77

pico no més de outubro (Figura 4). Esse também ¢ o periodo com maior nimero de casos
confirmados (Figura 5). Assim, entre o terco final do inverno e o inicio do verdo ocorre a maior
incidéncia de FM no PR, o que também ja foi observado para outras areas endémicas do Brasil
(GALVAO, 1996; LEMOS et al., 1997a; OLIVEIRA et al., 2016a). Esta sazonalidade da
doenca coincide com a maior disponibilidade de estadios imaturos do carrapato (LEMOS et al.,
1997b) e, dessa forma, a inversao do coeficiente de morbidade para FM no PR deve passar pelo
controle de vetores ainda no periodo de inverno, adotando estratégias especificas as espécies
envolvidas no ciclo epidémico, tanto em ambiente como em vertebrados.

A maioria dos casos confirmados era do sexo masculino, corroborando os dados de
estudos sobre a epidemiologia da FM no Brasil (OLIVEIRA et al., 2016a) e do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC, 2015). A maior incidéncia dos casos confirmados foi de
homens e mulheres residentes em zona urbana que se infectaram na zona rural. Contudo,
individuos do sexo masculino adquiriram o agente etiologico especialmente em atividades de
lazer, ao que tudo indica durante visita em ambientes de mata, florestas, rios e cachoeiras,
enquanto os individuos do sexo feminino foram mais infectados durante tarefas domésticas.
Esse perfil também ja foi observado no Brasil, se assemelhando aquele reconhecido para a
regido Sudeste, onde existe 0 maior nimero de casos e Obitos do pais (ANGERAMI et al.,
2006). Da mesma forma, pessoas que se declararam brancas constituem a maior parte dos
pacientes com FM no PR, o que também parece ser comum para outras regides do pais
(OLIVEIRA et al., 2016a). Provavelmente essa caracteristica étnica se deve a colonizacdo da
regido sul do Brasil ter se constituido principalmente por europeus (italianos, alemaes e
poloneses) durante meados do século XIX (SEYFERTH, 1986).

A maioria dos casos usou como critério de confirmagdo a sorologia, o que também
ocorre em outros estados do Brasil (OLIVEIRA et al., 2016a). Contudo, este método
diagnodstico ndo determina a espécie do bioagente, devendo os resultados serem interpretados
dentro de um contexto clinico epidemiolégico, uma vez que o contato com carrapatos
permanece sendo importante na suspeita de FM (LEMOS et al., 2001; LEMOS et al., 2002;
ANGERAMI et al., 2006; MONTENEGRO et al., 2017), enquanto que o contato com
capivaras, presente em 5,40% (2/37) dos relatos neste estudo, ndo parece ser fator relevante na
suspeita de FM, como também notado no RJ (MONTENEGRO et al., 2017).

O cendrio epidemiologico da FM ¢ bastante variavel no Brasil. Assim, casos graves e
obitos ocorrem onde o LPI ¢ principalmente em zona rural ou periurbana do bioma Mata
Atlantica da regido Sudeste, com o ciclo epidémico envolvendo a transmissdo de R. rickettsii

por A. sculptum. Capivaras e equinos sdao os principais vertebrados envolvidos na circulagdo
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desse carrapato infectado no ambiente antrdpico, e as infecgdes ocorrem principalmente em
homens durante atividades de trabalho ou lazer naqueles ambientes, especialmente em areas
préximas a colecdes hidricas ou de plantio, particularmente de cana de actcar (PINTER et al.,
2011; SZABO et al., 2013a; SOUZA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016a). Entretanto, ainda
dentro desse cenario, ¢ crescente o nimero de casos em mulheres e criangas que se infectam
em ambiente domiciliar no periurbano e urbano, provavelmente com a transmissdo de R.
rickettsii por R. sanguineus s.I. (ANGERAMI et al., 2006; NASSER ef al., 2015; SOUZA et
al.,2015; OLIVEIRA et al., 2016a). Esse contexto ndo pode ser descartado para o PR, onde foi
detectada a presenca de seis amostras de R. sanguineus s.l. infectadas com Rickettsia sp., dessas
trés amostras pertenciam as RS com 6bitos confirmados no norte do estado (Tabela 1 e 4).

Ainda relacionado ao ciclo da FMB, apesar da presenga de 4. aureolatum infectado com
Rickettsia sp. na regido metropolitana do PR (Tabela 4), esse ixodideo parece ndo participar do
ciclo da doenga fora do estado de SP (SZABO et al., 2013a), portanto nio teria participacio na
dindmica analisada da FM. Apesar de ndo termos detectado a presenca de R. rickettsii em nosso
estudo, o que ndo ¢ incomum mesmo em areas endémicas onde sabidamente ocorrem casos
graves e Obitos associados a R. rickettsii (MACALUSO et al., 2002; SANGIONI et al., 2005;
PINTER et al., 2006), esse cenario parece ser semelhante aquele observado para o norte do PR,
onde se concentra a totalidade dos ¢bitos no estado (Figura 2C), e onde 4. sculptum foi
encontrado em alta frequéncia (Figura 11F). Igualmente, dados do presente estudo, bem como
aqueles apresentados por Oliveira et al. (2016b), apontam o LPI dos 6bitos no PR em zona
rural, com a infec¢do ocorrendo durante atividade de lazer e trabalho, ou zona periurbana, em
ambiente domiciliar, coincidindo com cenario conhecido para a FMB (PAROLA ef al., 2013;
SZABO et al., 2013a; OLIVEIRA et al., 2016a). Por outro lado, o expressivo encontro de A.
dubitatum infectado por R. bellii, principalmente relatado na area onde se concentram os cinco
obitos no PR, pode estar associado com papel do “efeito diluidor” (OSTFELD; KEESING,
2000), fazendo com que a infeccdo por R. rickettsii seja regulada pela infec¢dao por R. belli,
devido a primo infecc¢do dos carrapatos (PRICE, 1954; LOVING et al., 1978; BURGDORFER
etal., 1981; SAKAl et al., 2014).

O cenério epidemiolodgico de casos brandos e moderados no Brasil ocorre onde o LPI é
o ambiente rural ou urbano, em area de mata ou borda de mata do bioma Mata Atlantica das
regides Sul, Sudeste e Nordeste do pais, especialmente aquelas proximas ao litoral, com o ciclo
epidémico envolvendo a transmissdo de R. parkeri cepa Mata Atlantica por 4. ovale. O
individuo adquire o bioagente ao entrar em contato com o carrapato infectado na mata, ou

quando cdes entram na mata e carreiam o vetor para o ambiente peridomiciliar e domiciliar
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(PAROLA et al., 2013; SZABO et al., 2013a; MOERBECK et al., 2016; VIZZONI et al.,
2016). Esse cendrio provavelmente ocorre na regido litoranea e sul do PR, onde encontramos
areas de mata proximas ao ambiente urbano e onde foi possivel detectar A. ovale infectado por
R. parkeri cepa Mata Atlantica (Figura 14B; Tabela 4; BITENCOURTH et al., 2019). Apesar
da detecgdo de R. microplus com essa riquétsia, na regido oeste do PR (20* RS - Toledo) esse
carrapato ¢ incriminado participando do ciclo enzodtico da FM e pode ser util para detectar a
presenca e circulacdo de riquétsias (SATO et al., 2020). Papel semelhante pode ser
desenvolvido por D. nitens (MONTENEGRO et al., 2017), que também foi detectado com
Rickettsia sp. em amostras de larvas no noroeste do PR (14* RS - Paranavai) (Figura 9; Tabela
4).

Adicionalmente, na regido sul do estado, 4. parkeri, um carrapato com capacidade
antropofilica, ja foi detectado infectado por Ca. R. paranaensis, espécie genotipicamente
proxima a R. parkeri, R. africae e R. sibirica, todas sabidamente patogénicas, e onde os casos
sdo considerados brandos, apontando um provavel ciclo epidémico (BORSOI et al., 2019)
(Figuras 9 e 14C; Tabela 4). Outro possivel cenéario onde ocorrem casos brandos ¢ aquele onde
o LPI estd em ambiente rural, em 4rea de mata ou borda de mata do bioma Pampa, no Sul do
Brasil, onde o ciclo epidémico parece envolver a transmissdo de R. parkeri por A. tigrinum
(WECK et al., 2016). Entretanto, a auséncia de 4. tigrinum nas amostras de carrapatos coletadas
nos permite descartar esse cenario no PR.

No Brasil, os caes tém sido indicados como importantes animais sentinelas da situacao
epidemioldgica da FM, devido a sua participagdo em alguns cenarios de infec¢do por riquétsia,
de forma direta ou indireta nos ciclos epidémico e enzodtico, ou na manutencao de ectoparasitos
ou riquétsias (GEHRKE et al., 2009; MORAES-FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2010;
ROZENTAL et al., 2015), bem como o risco potencial a transmissdo humana, quando carreiam
vetores para o ambiente doméstico. Assim, o encontro de C. felis de caes positivas pra RGFM
no norte do PR (Tabela 4) chama a aten¢@o para o potencial envolvimento desse artropode e
seus hospedeiros vertebrados no ciclo enzodtico das riquétsias. Nesse contexto, as bactérias R.
felis e R. asemboensis sdo geneticamente proximas e relatadas em pulgas e carrapatos parasitos
de caes. O bioagente da “Flea-borne spotted fever”, R. felis tem ampla distribuicdo geografica
e estd associado a casos brandos de riquetsiose, com caso confirmado no Brasil (RAOULT et
al., 2001; FANG et al., 2017). No entanto, além de ser detectada em varias espécies de
artropodes hematofagos, como em A. sculptum e R. microplus no PR (SATO et al., 2020)
(Figuras 9 e 14D, E; Tabela 4), a maioria dos relatos estd associada as pulgas Ctenocephalides

sp. Recentemente descrita, R. asemboensis ¢ uma bactéria emergente associada a animais
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domésticos, roedores e seus ectoparasitos. Os relatos de R. asemboensis em artropodes no pais
sao recentes (DALL’AGNOL et al. 2017; SILVA et al. 2017; BITENCOURTH et al., 2019)
(Figuras 9 e 14; Tabela 4) e pouco se sabe sobre a biologia e potencial doenca associada a essa
riquétsia no Brasil.

Nao foi possivel estabelecer o cenario de areas do PR onde ocorreram casos com
hospitalizagdes e sem 6Obitos (Figuras 7 e 8), ou mesmo buscarmos um entendimento presuntivo
para esse cenario. Apesar de em essas areas termos detectado a presenga de carrapatos ja
incriminados na transmissdao dos bioagentes da FM (4. aureolatum, A. ovale, A. parkeri, A.
sculptum e R. sanguineus s.1.), ndo sabemos se as hospitalizagdes se deram devido a condi¢des
inerentes aos pacientes — e.g. comorbidades, caracteristicas génicas, baixa imunolégica — ou
proprias do patdégeno — e.g. espécie de riquétsia ainda ndo incriminada em casos de FM no
Brasil ou j4 incriminada, mas com patogenicidade diferenciada. A falta de conhecimento sobre
o cendrio epidémico da FM ndo ¢ incomum em outras areas do pais (OLIVEIRA et al., 2016a;
BITENCOURTH et al., 2017, OLIVEIRA et al., 2018; MACHADO et al., 2018;
BITENCOURTH et al., 2019; SATO et al., 2020), o que provavelmente esta associado a falta
de investigacdo adequada e oportuna no paciente e no ambiente, buscando caracterizar os
fatores determinantes e condicionantes de cada caso.

O encontro dos carrapatos 4. incisum e A. varium, da pulga P. irritans, dos &caros A.
rotundus, Gigantolaelaps sp. e G. wolffsohni, e do piolho H. suis durantes as coletas de
vigilancia e investigagdo de casos da FM constituem registros isolados; segundo a literatura,
esses artropodes ndo tém participacdo nos ciclos epidémicos da FM. Igualmente, apesar da
deteccdo de exemplares de 4. longirostre e Ixodes sp. infectados com Rickettsia sp. e RGFM,
respectivamente, eles parecem ndo participar dos ciclos da FM, mas podem atuar como
sinalizadores da circulagdo de riquétsias na regido (Tabela 4).

Todos os cendrios analisados para o PR exibem aspectos ecoepidemiologicos bem
relacionados aos focos (Norte Pioneiro, regides metropolitana, litordnea e sul), com os casos
variando clinicamente no espaco, ilustrando a complexidade da FM (SILVEIRA et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016b). A FM ainda ¢ um desafio para Satide Publica brasileira devido ao
desconhecimento das caracteristicas clinicas pelos profissionais da saude, aspectos
ecoepidemioldgicos associados com o risco de infec¢do (exposicao ao potencial vetor-carrapato
e as areas de transmissdo), refletindo assim, em provaveis subnotificagdes (PAROLA ef al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2016a), o que mostra que ha muito a ser elucidado sobre a real situacao
da FM no estado do PR.
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Ainda que este estudo tenha exibido espacialmente 4reas endémicas e assinalado
aspectos ecoepidemioldgicos dos focos para uma melhor compreensdao da dindmica e dos
fatores de vulnerabilidade da FM no PR, a fim de ter uma perspectiva mais focada na prevencao

e controle de casos, hé algumas sugestdes que devem ser abordadas:

1) capacitag@o dos profissionais de satide para diagnosticar precocemente casos suspeitos;

2) identificagdo de novas areas de transmissao;

3) necessidade que a Rede Nacional de Vigilancia de Ambientes para Febre Maculosa e outras
Riquetsioses investigue vetores em municipios com casos confirmados de FM;

4) georreferenciamento dos casos (suspeitos e confirmados);

5) melhorias nas técnicas de coleta de vetores;

6) preenchimento completo da ficha de investigagao;

7) estratégias permanentes de educacdo em saude, conscientizando a populacdo dos riscos
inerentes da FM;

8) estudos adicionais nas areas vulneraveis do Norte Pioneiro, regides metropolitana, litordnea
e sul do estado do PR;

9) retirada de dois casos confirmados que evoluiram para 6bitos, uma vez que esses individuos
tiveram como LPI outros estados (Sao Paulo e Mato Grosso);

10) investigacdo de ambiente em todos os municipios que tiveram casos confirmados de FM,
uma vez que verificamos que em seis (Altonia, Capitdo Leonidas Marques, Diamante D’Oeste,
Medianeira, Rolandia e Tupassi) onde ocorreram casos com hospitalizagdes (consideradas areas

vulneraveis) ndo foi realizada a investigagdo do ambiente.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo sobre a biodiversidade de potenciais vetores de riquétsias e aspectos

epidemioldogico da FM no estado do PR permitiu concluir que:

. Os ectoparasitos coletados no estado do PR foram: Amblyomma aureolatum,
Amblyomma dubitatum, Amblyomma incisum, Amblyomma longirostre, Amblyomma ovale,
Amblyomma parkeri, Amblyomma sculptum, Amblyomma varium, Dermacentor nitens, Ixodes
auritulus, Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus sanguineus sensu lato, Ctenocephalides
felis, Pulex irritans, Polygenis roberti, Androlaelaps rotundus, Gigantolaelaps wolffsohni,

Haematopinus suis.

. No PR circulam carrapatos infectados com as seguintes riquétsias detectadas
molercularmente: Candidatus Rickettsia paranaensis, Rickettsia asemboensis, Rickettsia felis,

Rickettsia bellii, Rickettsia parkeri cepa Mata Altantica.

. Observou-se infec¢do de Amblyomma parkeri por Candidatus Rickettsia paranaensis;
Amblyomma ovale e Rhipicephalus microplus por Rickettsia parkeri cepa Mata Altantica;
Amblyomma sculptum e Rhipicephalus microplus por Rickettsia felis; Amblyomma sculptum

por Rickettsia asemboensis e Amblyomma dubitatum por Rickettsia bellii (Haplotipos A e B).

. Existem ao menos quatro cenarios de FM no estado do PR, e esses estdo localizados na
mesorregido do Norte Pioneiro (a qual concentra todos os oObitos por FM), regides

metropolitana, litoranea e sul;

. O parasitismo em humanos por Amblyomma parkeri infectado com Candidatus

Rickettsia paranaensis refor¢a a importancia dessa espécie como vetor do patégeno no estado;

. O contato com carrapato como fator preditivo para perceber casos de infec¢do por
riquétsias continua sendo importante, contudo, o contato com capivaras ndo parece ser fator

relevante na suspeita de FM no PR;
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o A maioria dos casos confirmados se deu em homens brancos residentes de zona urbana

que se infectaram na zona rural durante atividades de lazer.
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