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RESUMEN

Objetivo. Este estudio reporta garrapatas Amblyomma parvum que parasitaron humanos en un
bosque a gran altitud dentro del bioma Caatinga, Brasil, con nota de infeccién por rickettsias.
Materiales y métodos. El presente estudio se realizé en la Region Metropolitana de Sobral, en la
Sierra de Meruoca, en el municipio de Meruoca (3° 3220”S; 40° 26’56” W; altitud 650 m), en la
region noroeste del estado de Ceara, Brasil. Todas las garrapatas se identificaron morfolégicamente
con estereomicroscopio. Algunas de las garrapatas recolectadas se analizaron molecularmente para
detectar la presencia de ADN de bacterias del género Rickettsia, con protocolos de PCR dirigidos a dos
genes rickettsiales: el gen de la citrato sintasa (g/tA) y el gen de la proteina de la membrana externa
(ompA). Resultados. Se recolectaron un total de 78 garrapatas en humanos, identificadas como
adultos de Amblyomma parvum (62 hembras y 16 machos). De estas, se analizaron 20 hembras,
de las cuales 15 (75%) estaban infectadas con ‘Candidatus Rickettsia andeanae’. Conclusiones. El
presente estudio confirma una zona adicional de riesgo humano para la picadura por garrapatas en
Brasil, asi como para la presencia de la especie de Rickettsia no patdégena ‘Ca. Rickettsia andeanae’

Palabras clave: Rickettsia; fiebre maculosa; antropofilia; Nordeste; Brasil (Fuentes: DeCS, CAB,
TGN).

ABSTRACT

Objective. This studied aimed to report Amblyomma parvum ticks parasitizing humans in a high-
altitude forest within the Caatinga biome, Brazil, with notes on rickettsial infection. Materials and
methods. The study was carried out in the Metropolitan Region of Sobral, in the Serra of Meruoca,
within the Municipality of Meruoca (3° 32’ 20” S; 40° 26’ 56” W; altitude 650 m), in the northwest
region of the State of Ceara, Brazil. All ticks were identified morphologically under stereomicroscope.
Some of the collected ticks were tested molecularly for the presence of DNA of bacteria of the genus
Rickettsia, with PCR protocols targeting two rickettsial genes: citrate synthase gene (g/tA) and outer
membrane protein gene (ompA). Results. A total of 78 ticks were collected on humans, identified
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as adults of Amblyomma parvum (62 females and 16 males). Of these, 20 females were tested,
of which 15 (75%) were infected by ‘Candidatus Rickettsia andeanae’. Conclusions. The present
study confirms one more area at human risk for tick bites in Brazil, also for the non-pathogenic

rickettsia 'Ca. Rickettsia andeanae’

Keywords: Rickettsia; spotted fever; anthropophilic; Northeast; Brazil (Source: DeCS, CAB, TGN).

INTRODUCCION

Las rickettsiosis transmitidas por garrapatas son
infecciones causadas por bacterias intracelulares
obligadas del género Rickettsia pertenecientes
a la familia Rickettsiaceae (1). En Brasil, existen
aproximadamente dieciséis especies y/o cepas
de Rickettsia asociadas a garrapatas, de las
cuales al menos dos especies pertenecen al
grupo de las fiebres manchadas (GFM) y causan
enfermedad en humanos: Rickettsia rickettsii,
el agente de la fiebre manchada brasilefia, una
enfermedad aguda altamente letal, y Rickettsia
parkeri, el agente de una rickettsiosis leve sin
letalidad reportada a la fecha (1,2,3,4,5,6,7,8).
La especie perteneciente al GFM, ‘Candidatus
Rickettsia andeanae’, se ha descrito infectando
Unicamente a las garrapatas, y nunca se ha
demostrado su papel como patégeno humano
(1,7). La mayoria de las infecciones por ‘Ca.
R. andeanae’ en garrapatas en Brasil se han
descrito en Amblyomma parvum en el bioma
del Pantanal (estado de Mato Grosso do Sul) y
en caballos en el bioma del Cerrado (estado de
Piaui) (8).

Amblyomma parvum tiene una amplia
distribucion en el Neotrdpico, encontrandose
principalmente en ambientes con humedad
moderada y temperaturas relativamente altas
(9). En Brasil, esta garrapata es endémica en
los biomas Cerrado y Caatinga, y en diferentes
ecotonos del bioma Pantanal (10,11). Mientras
que los estadios inmaduros parasitan roedores
y aves silvestres, los adultos prefieren grandes
mamiferos silvestres y domésticos (9).
Curiosamente, A. parvum forma parte de un
grupo de garrapatas que parasitan alos humanos
en Sudamérica (12). Ademas, hay informes
sobre su infeccién por Coxiella burnetii, y un
agente similar a Ehrlichia chaffeensis (Ehrlichia
sp. cepa San Luis) (13,14).

El bioma Caatinga se refiere a los ecosistemas
semiaridos del noreste de Brasil, con baja
precipitacion y humedad (15). En este bioma,
los registros de garrapatas y sus agentes
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microbianos son mas frecuentes en animales
silvestres y domésticos, siendo escasos los
asociados con humanos (11,16,17,18,19).
Curiosamente, dentro del bioma Caatinga,
existen dareas aisladas de bosque que se
asemejan a la selva humeda tropical atlantica
a mayor altitud, generalmente >400 metros
sobre el nivel del mar. Estas areas de bosque
contrastan con las areas tipicas de la Caatinga
por tener una alta humedad y condiciones de
temperatura discretas (20,21).

En uno de estos bosques de gran altitud del
bioma Caatinga, llamado “Macico de Baturité”,
(22) se ha reportado un total de 10 especies
de garrapatas asociadas al entorno, a los
seres humanos y a los animales domésticos y
silvestres; ademas de tres agentes rickettsiales
que infectan a estas garrapatas: R. parkeri
cepa Atlantic rainforest, Rickettsia bellii, y 'Ca.
R. andeanae’. Con el propdsito de generar
informacién adicional, en el presente estudio,
reportamos las garrapatas que infestaron a
los humanos en otra regidon de bosque de gran
altitud dentro del bioma Caatinga. Ademas,
analizamos las garrapatas para detectar la
presencia de rickettsias.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé en la Regién
Metropolitana de Sobral, en la Sierra de
Meruoca, dentro del Municipio de Meruoca
(3° 32" 20" S; 400 26’ 56" O; altitud 650 m),
en la region noroeste del Estado de Cear3,
Nordeste de Brasil. El paisaje se caracteriza
por restos de bosques tropicales caducifolios
y subcaducifolios, conocidos como bosques
de altura del bioma Caatinga. La temperatura
media anual es de 20 a 26°C (22,23). Ademas,
tiene una presencia constante de seres humanos
(durante el verano, por consiguiente, debido
a la mayor precipitacién y formacion de rios
intermitentes), relacionada a las actividades
agricolas y turisticas en busca de deportes
extremos, balnearios y cascadas naturales.
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Durante un estudio desarrollado en la regién
metropolitana de Sobral en junio de 2016,
relacionado con los vectores de la enfermedad
de Chagas y el Trypanosoma cruzi en animales
domeésticos y silvestres, en el dia cuarto, los
investigadores observaron la presencia de
garrapatas en la ropa y/o picando diferentes
regiones del cuerpo después de caminar
por los senderos locales. Las garrapatas
visualizadas fueron colectadas y almacenadas
individualmente en microtubos con isopropanol
absoluto, y luego enviadas al Ilaboratorio
para su identificacion. Todas las garrapatas
se identificaron morfolégicamente mediante
estereomicroscopio de acuerdo con Dantas-
Torres et al (24).

Algunas de las garrapatas colectadas (20
hembras) fueron sometidas a pruebas
moleculares para detectar la presencia de ADN
de bacterias del género Rickettsia. Para ello,
las garrapatas se sometieron individualmente
a la extraccion de ADN mediante la técnica de
isotiocianato de guanidina y fenol/cloroformo
(25), y se analizaron mediante un ensayo de
PCR especifico para el género con los cebadores
CS-78 y CS-323, que amplifican un fragmento
de 401 pb del gen de la citrato sintasa
rickettsial (gltA) (26). Las muestras positivas
en este ensayo se analizaron ademas mediante
otro protocolo de PCR utilizando los cebadores
Rr190.70p y Rr190.701n, que amplifican un
fragmento de 631 pb del gen de la proteina
de la membrana externa de 190 kDa (ompA),
presente en la mayoria de las rickettsias del
GFM (27). Para aumentar la sensibilidad de la
PCR convencional, se utilizd 1 pl del producto
de todas las muestras negativas para ompA o
débilmente amplificadas en el ensayo anterior
de ompA, como sustrato para un segundo
ensayo de PCR (PCR semianidada) con los
cebadores Rr190.70p y Rr190.602, dirigidos a
un fragmento de 532 pb del gen ompA (28).
Agua ultrapura y ADN de R. parkeri cepa NOD
se incluyeron como controles negativos vy
positivos, respectivamente, en cada ejecucion
de la PCR. Se utilizé un gel de agarosa al 1,5%
para visualizar los productos de la PCR bajo luz
UV. Los productos de la PCR se trataron con
ExoSap-IT (USB, Cleveland, Ohio, EE.UU.) y se
secuenciaron en un secuenciadorautomatico ABI
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientifc,
modelo ABI 3500 Genetic Analyzer, Foster City,
California, EE.UU.) con los mismos cebadores
utilizados para la PCR. Las secuencias obtenidas
se ensamblaron con el software Geneious R9
y se sometieron a analisis BLAST (www.ncbi.
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nim.nih.gov/blast) para inferir las identidades
mas cercanas a las secuencias disponibles en
el GenBank.

RESULTADOS

Se colectaron un total de 78 garrapatas en
8 investigadores, con una intensidad media
de infestaciéon aproximada de 10 garrapatas
por investigador. Todas las garrapatas fueron
identificadas morfoldogicamente como adultos
de A. parvum (62 hembras y 16 machos). De
ellas, 40 (51,2%) garrapatas (9 machos y 31
hembras) se encontraron adheridas a la piel,
especialmente en el abdomen y los muslos. Las
38 (48,8%) garrapatas restantes (12 machos,
26 hembras) no se encontraron adheridas;
caminando sobre la ropa o la piel, especialmente
entre las regiones de la cintura y las rodillas.

Debido a los limitados recursos del laboratorio,
solo las hembras que se encotraron parasitando
a los humanos (n= 20 garrapatas) fueron
sometidas a la extraccion de ADN y analizadas
para detectar la presencia de Rickettsia. De ellas,
15 (75%) especimenes presentaron amplicones
mediante los ensayos de PCR dirigidos a los
genes gltA y ompA. Los amplicones de gltA
generaron una secuencia consenso de 350 pb
100% idéntica a las secuencias de g/tA de 'Ca.
R. andeanae’(GenBank MG887826, KY402176).
Del mismo modo, los amplicones de ompA
generaron una secuencia consenso de 587 pb
100% idéntica a las secuencias de ompA de 'Ca.
R. andeanae’ (GenBank KY628370, KX434737).

Los numeros de acceso relacionados a la
secuencia de nucleétidos del GenBank para las
secuencias parciales de g/ltA y ompA generadas
en este estudio son OK050181 y OK050182,
respectivamente.

DISCUSION

En el presente estudio, proporcionamos nuevos
registros de A. parvum infestando a humanos
en un bosque de gran altitud dentro del bioma
Caatinga, en el estado de Ceara, al noreste
de Brasil. Puntualmente, 15 (75%) de las
20 garrapatas hembras que se encontraron
parasitando a los humanos estaban infectadas
con 'Ca. R. andeanae’. Estos registros muestran
un aumento del riesgo de parasitismo de
garrapatas en humanos y la posible transmisién
de agentes rickettsiales en el area de estudio.
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Aunque esta ampliamente distribuida en
el Neotropico (de México a Argentina), A.
parvum se encuentra con mayor frecuencia en
ecorregiones con altas temperaturas y humedad
baja a moderada, incluyendo los biomas de
Cerrado y Caatinga, y en los ecotonos Cerrado-
Pantanal en Brasil (9,16,19). Es interesante
destacar que existen registros de A. parvum
parasitando fauna silvestre (Dasypodidae vy
Cervidae) en otra zona de bosque de altura del
estado de Ceard, el “Macico de Baturité” (22),
que se encuentra a 200 Km de distancia de la
presente area de estudio.

La mayoria de los registros de A. parvum en el
bioma Caatinga han sido en las fitofisonomias
mas tipicas del semiarido, donde los inmaduros
(larvas y ninfas) de esta especie de garrapata
parasitan principalmente a roedores, marsupiales
y aves silvestres. En cambio, los adultos de A.
parvum prefieren a los mamiferos domésticos
y silvestres de tamafio medio y grande (por
ejemplo, cabras, ovejas, perros, caballos, zorros)
(11,18,19,29,30). Curiosamente, los adultos
de A. parvum son bastante antropéfilos y los
registros en humanos en Brasil se concentran
principalmente en los biomas Cerrado y Pantanal,
con escasos registros en el bioma Caatinga
(12,18,31,32). Esto refuerza la importancia del
hallazgo de A. parvum parasitando humanos en
el presente estudio.

La bacteria ‘Ca. R. andeanae’ ha sido reportada
infectando diferentes especies de garrapatas
del Nuevo Mundo, incluyendo Amblyomma
maculatum, Ixodes boliviensis y Rhipicephalus
sanguineus sensu lato en Perd (33,34), A.
maculatum en Estados Unidos (35,36), A.
parvum 'y Amblyomma pseudoconcolor en
Argentina (37,38), y Amblyomma triste en Chile
(39). En Brasil, ‘Ca. R. andeanae’ fue reportado
infectando garrapatas A. parvum en los biomas
Pantanal y Cerrado (8,40). Ademas, en el
bioma Caatinga, ‘Ca. R. andeanae’ se detectd
en especimenes de A. parvum que parasitaban
Monodelphis domestica, Canis lupus familiaris
(18,19) y numerosas especies de aves silvestres
(11). Ademas, en adultos de A. parvum en
el bioma Caatinga se detecté una especie
de Rickettsia previamente no caracterizado,
relacionado con el GFM, identificada como
Rickettsia sp. haplotipo ApBAl y ApBA2 (19).
Aunque hay informes de A. parvum en humanos
en el bioma de la Caatinga (18), el presente
estudio es el primero en informar de especimenes
de A. parvum infectados con ‘Ca. R. andeanae’
parasitando humanos en este bioma.
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La presente tasa de infeccién del 75%, respecto
a ‘Ca. R. andeanae’ en A. parvum, esta en
consonancia con los estudios anteriores que
han informado el hecho de que la mayoria de las
garrapatas A. parvum de Argentina (69,2%) y
Brasil (63,5% en el bioma del Pantanal; 66,7%
en el bioma del Cerrado) estaban infectadas
por ‘Ca. R. andeanae” (8). Independientemente
de ello, el papel de ‘Ca. R. andeanae’ como
patégeno humano aun es desconocido. Dado
que A. parvum es una garrapata que parasita
frecuentemente a los humanos en Sudamérica
(12), se necesitan mas estudios para evaluar
la competencia vectorial de A. parvum para
‘Ca. R. andeanae’ y su patogenicidad para el
ser humano u otros huéspedes vertebrados.
En nuestro estudio, ninguno de los humanos
infestados reportd sintomas compatibles con la
infeccion por rickettsias (por ejemplo, fiebre,
mialgia, vomitos o petequias) durante los 14
dias posteriores a la infestacion por garrapatas
infectadas con ‘Ca. R. andeanae’. Es posible
especular sobre tres posibles escenarios: (i) la
garrapata no permaneciéo adherida durante el
periodo minimo requerido para la transmision de
la rickettsia; (ii) se produjo la infeccion humana,
pero los sintomas fueron imperceptibles debido
a la escasa o nula patogenicidad; o (iii) ‘Ca.
R. andeanae’ no se transmite por garrapatas;
siendo sélo un endosimbionte de la garrapata.

Por ultimo, varios aspectos ecoldgicos y de
comportamiento de las garrapatas o de los
hospedadores pueden favorecer o restringir
los encuentros con el ser humano y, por tanto,
la picadura de la garrapata y la transmision
del agente patégeno. En este sentido, las
preferencias de las especies de garrapatas
por determinados hospedadores, asi como el
solapamiento espacial y temporal del parasito
y el hospedador, son caracteristicas clave
para la epidemiologia de las enfermedades
transmitidas por garrapatas (32). La Sierra
de Meruoca cuenta con una rica biodiversidad
e innumerables paisajes naturales, que
atraen a miles de turistas a lo largo del afio.
De esta manera, sumado a los registros del
presente estudio, la Sierra de Meruoca entra
en el grupo de areas prioritarias para futuras
investigaciones relacionadas a la transmision de
agentes patdgenos por garrapatas a animales y
humanos.
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