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Resumo

A Febre Maculosa é uma zoonose causada por bactérias do género Rickettsia. A relacédo
natural entre vetores e seus hospedeiros vertebrados, durante o ciclo enzodtico, pode variar no
tempo e espaco, evidenciando uma complexidade epidemioldgica que deve ser investigada e
monitorada como principal indicador para as acfes de politicas publicas na prevencdo e
controle de casos humanos. Nesse aspecto, cdes e equinos podem atuar como sentinelas,
sinalizando a circulagdo de riquétsias em uma regido, bem como servindo como dispersores
de potenciais vetores, permitindo, assim, a amplificacdo de um foco ja estabelecido ou o
estabelecimento de novos focos. Com o objetivo de melhor entender a circulacdo de riquétsia
através de pesquisa sorolégica no perimetro urbano do municipio de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil, considerado area endémica para febre maculosa, sangue de cées e equinos de
diversas regides foram testados através da Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As amostras resultaram 12,75% (31/243) de cées e
23,68% (9/38) de equinos pela RIFI com titulos > 1:64. Na PCR foram utilizados iniciadores
para amplificar fragmentos dos genes gItA e ompA. Nenhum resultado positivo foi
encontrado. O maior nimero de cées positivos ocorreu na regido leste da cidade, area com
casos humanos descritos entre 2007 e 2008. Entretanto, a maior prevaléncia e concentracdo de
titulos elevados em cées foi assinalada na regido norte, area com casos recentes confirmados
(2012), resultado semelhante aquele obtido para equinos, confirmando uma maior atividade
dos focos naquela regifo. Areas sem caso humano confirmado apresentaram animais com
altos titulos, sugerindo um potencial risco para a populacdo. Os resultados confirmam o papel
de cdes e equinos no ciclo enzodtico de riquétsias na regido estudada e seu potencial como
indicadores epidemioldgicos para a investigacdo de casos e vigilancia de ambiente na febre

maculosa.

Palavras-chave: Rickettsiose; cavalos, cées, anticorpos, epidemiologia.



Abstract

Spotted Fever is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Rickettsia. The natural
relationship between vectors and their vertebrate hosts during the enzootic cycle, may vary in time
and space, showing an epidemiological complexity that must be investigated and monitored as a
key indicator for the actions of public policy in the prevention and control of human cases. This
way, dogs and horses are sentinels, indicating the movement of Rickettsia sp. in a region and
serving as dispersers of vectors, allowing the amplification of a focus or establishing new foci. To
better understanding of the movement of Rickettsia sp. in the urban area of Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brazil , endemic area for spotted fever, blood of dogs and horses from different regions
were tested by indirect immunofluorescence assay (IFA ) and Polymerase Chain Reaction (PCR).
Samples resulted 12.75% (31/ 243) of dogs and 23.68 % ( 9/38 ) equine with titers > 1:64. PCR
primers were used to amplify fragments of the gItA and ompA genes, no positive results. The
highest number of positive dogs occurred in the east region, an area with human cases reported
between 2007 and 2008. However, the highest prevalence and concentration of high titers in dogs
was reported in the northern region, an area with confirmed recent cases ( 2012 ). Similar results
were obtained from equine, confirming a higher activity in the foci of the region. Areas with no
human case presented animals with high titers, suggesting a potential risk for the population. The
results confirm the role of dogs and horses in the enzootic cycle of Rickettsia in the region studied
and its potential as epidemiological indicators for the investigation of cases and monitoring of

spotted fever in the environment.

Key words: Rickettsiosis, horses, dogs, antibodies, epidemiology.
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1 Introducéo

Riquetsioses sdo doengas causadas por riquétsias, bactérias Gram-negativas,
intracelulares obrigatorias, transmitidas por vetores apteros, especialmente carrapatos. Estdo
amplamente distribuidas, de forma endémica ou sazonal, podendo reemergir de forma
epidémica na populacdo humana (Hoogstraal, 1967; Raoult; Roux, 1997; Azad e Beard,
1998).

As riquétsias pertencem a ordem Rickettsiales, com duas familias de importancia na
salde publica: Rickettsieae e Anaplasmataceae. A familia Anaplasmataceae inclui os géneros
Ehrlichia e Anaplasma, bioagentes de zoonoses, Cowdria e Neorickettsia. A familia
Rickettsieae inclui Rickettsia e Orientia (Dumler et al. 2001).

Genotipicamente o género Rickettsia se divide em trés grupos: Grupo Tifo (GT),
composto por Rickettsia prowazekii (Tifo Epidémico), transmitida por piolhos, e Rickettsia
typhi (Tifo Murino) veiculada por pulgas; Grupo Ancestral (GA), que inclui Rickettsia
canadensis e R. belli ; e Grupo Febre maculosa (GFM) (Stothard; Clark; Fuerst, 1994; Roux
et al. 1997; Roux; Raoult, 2000), cujas riquétsias sdo transmitidas principalmente por
carrapatos.

O GFM é constituido por mais de trinta espécies e apenas parte dessas espécies é
considerada patogénica para o homem, causando quadro de Febre Maculosa (FM). E
veiculado por carrapatos, com excecdo de R. akari e R. felis, transmitidas, respectivamente,
por acaros e pulgas (Raoult; Roux, 1997; Graves; Stenos, 2003; Brouqui et al. 2004; Parola;
Paddock; Raoult, 2005).

A FM ¢ considerada uma zoonose e tem aspectos epidemioldgicos inerentes ao foco,
podendo envolver diferentes espécies de hospedeiros vertebrados e carrapatos, o que pode
variar no espaco e ao longo do tempo (Rudakov et al. 2003).

No Brasil, a Regido Sudeste, com maior densidade populacional e area urbanizada do
pais, € a mais acometida pela FM e registra a quase totalidade dos obitos. Assim, entre 0s
anos 2001 e 2013 ocorreram 1260 casos no pais, 938 (74,44%) deles na Regido Sudeste
(Tabela 1) (Brasil, 2013).

Dentro da Regido Sudeste, o Estado de Minas Gerais, com 167 (17,80%) casos

confirmados (Tabela 1), destaca-se pela ocorréncia de casos em diferentes regides



11

fisiogréficas (Brasil, 2013), a maioria deles sem caracterizagdo do papel de vetores e
vertebrados no ciclo natural da doenca.

Tabela 1: Numero de casos confirmados de Febre Maculosa na Regido Sudeste do Brasil,
segundo o Estado, no periodo de 2001 a 2013.

Estados De Notificacéao

Ano Total
MG SP ES RJ
2001 4 8 0 0 12
2002 8 10 0 0 18
2003 11 38 14 1 64
2004 29 65 10 0 104
2005 18 82 2 24 126
2006 19 47 2 10 78
2007 14 35 4 13 66
2008 10 45 3 8 66
2009 12 65 1 8 86
2010 11 48 6 5 70
2011 18 82 9 16 125
2012 10 83 3 4 100
2013 3 19 0 1 23
Total 167 627 54 90 938

Fonte: Brasil (2013).

Nesse contexto, entre 2003 e 2012 foram confirmados 22 casos na regido do médio
Paraibuna, todos no municipio de Juiz de Fora, representando 14,47% do total para o Estado
no mesmo periodo (n = 152) e 1,79% em todo o territorio nacional (n = 1229) (Brasil, 2013).
A prevaléncia de casos permite assinalar esta regido como area endémica de FM, sendo,
contudo, incipiente o conhecido sobre o ciclo enzo6tico de riquétsias na area, especialmente
sobre o envolvimento de vertebrados nesse ciclo.

O objetivo deste estudo é investigar a relacdo natural entre espécies de riquétsias em
sangue de cées e equinos na Bacia Hidrografica do Médio Paraibuna, microrregido de Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Mas especificamente, objetivou-se: 1) analisar a circulacdo de

riquétsias em cées e equinos através do diagnostico sorologico pela RIFI; 2) caracterizar as
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riquétsias em cdes e equinos através do diagnostico molecular; 3) avaliar aspectos

epidemioldgicos de riqueétsias circulantes e seus hospedeiros vertebrados.
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2 Reviséo Bibliogréafica

2.1 Relacgdo natural entre riquétsias e vertebrados na epidemiologia da Febre Maculosa

Cées, gatos, cavalos, marsupiais, pequenos roedores e outros animais silvestres podem
se infectar com riquétsias através da picada de carrapatos e apresentar sorologia positiva
quando testados (Dias e Martins, 1939; Lemos, 2002; Horta et al. 2004, Gazéta et al. 2009).
Na natureza, o ciclo das riquétsias é mantido pela capacidade dos carrapatos atuarem como
vetores, reservatorios e amplificadores da riquétsia (Parola et al. 2005). Portanto, 0s
vertebrados que servem de hospedeiros para os carrapatos participam do ciclo enzodtico da
riquétsia, seja amplificando ou mantendo e difundindo carrapatos infectados para animais
sinantrépicos ou domésticos (Tabela 2) (Schriefer; Azad, 1994; Fournier; Raoult, 2005).

Em um determinado ecotopo, a disponibilidade de vetores pode variar no espaco e no
tempo, bem como a presenca de hospedeiros vertebrados, favorecendo a circulagdo de
riquétsias patogénicas (Guedes; Leite, 2008). As diversas atividades do homem e sua conexao
com a atividade sazonal dos carrapatos, favorecem o aparecimento de casos humanos em
carater epidémico, variando conforme as condi¢cdes ambientais e peculiares ao seu ciclo
enzootico, o que torna mais complexa a epidemiologia das riquetsioses (Gazéta, 2012).

Para se conhecer o ciclo em uma determinada area e melhor investigacdo do foco,
devemos observar trés fatores: 1- o vetor capaz de manter o ciclo enzodtico da riquétsia,
infectando animais; 2- animais que servem como hospedeiros para 0s vetores, mantendo-os e
disseminando os carrapatos infectados em novas areas sem a doenca, gerando novos focos e

3- espécies de vetores que transmitem riquétsias patogénicas para humanos (Gazéta, 2012).
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Tabela 2: Biodiversidade de vetores e hospedeiro de riquétsias patogénicas do Grupo Febre

Maculosa (GFM).

Riquétsia

Vetor

Hospedeiro

Distribuicao

Rickettsia rickettsii

Dermacentor andersoni
Dermacentor variabilis
Amblyomma americanum
Rhipicephalus sanguineus
Amblyomma cajennense

Amblyomma aureolatum

Pequenos mamiferos
(roedores, marsupiais,
coelhos), cées, eqliinos e

aves.

América do Norte, Central e
do Sul.

Rickettsia conorii

Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus pumilio

Pequenos mamiferos
(roedores,marsupiais), cées e

aves.

Europa, Africa,Asia

Rickettsia japonica

Haemaphysalis sp.
Dermacentor taiwanensis

Ixodes sp.

Roedores, caes

Asia (Jap#o, China)

Rickettsia africae

Amblyomma variegetum
Amblyomma hebraeum

Bovinos, caprinos

Africa

Rickettsia slovaca

Dermacentor reticulatus

Dermacentor marginatus

Suinos

Europa, Asia (RUssia)

Rickettsia parkeri

Amblyomma americanum
Amblyomma maculatum

Amblyomma triste

Caes séo apontados como

provéveis hospedeiros.

América do Norte e do Sul

Rickettsia sibirica

Dernacentor sp.
Haemaphysalis sp.
Rhipicephalus sanguineus

Roedores, aves

Asia, Africa

Rickettsia aeschlimannii

Hyalomma marginatus
Rhipicephalus
appendiculatus

Ovinos, caprinos e bovinos

Africa, Europa

Rickettsia helvetica

Ixodes sp.

Céo, gato, cervideo

Europa, Asia

Rickettsia honei

Ixodes spp.

Rhipicephalus spp.

Lagartos, ofideo, roedor
(Rattus rattus)

Australia, Asia

Rickettsia australis

Ixodes holocyclus

Roedores, marsupiais

Australia

Rickettsia akari

Liponyssoides sanguineus
Alloderm sp.

Roedores

América do Norte, Russia,
Africa

Rickettsia felis

Ctenocephalides felis

Cées, gatos, marsupiais

América do Norte e do Sul,

Europa, Africa, Asia

Fonte: Adaptado de Schriefer; Azad, 1994; Fournier; Raoult, 2005.

De posse dessas informacdes, se identificado o vetor capaz de transmitir a riquetsia
patogénica ao homem, podemos descrever quatro modelos de transmissdo e manutencdo do

ciclo em uma determinada regido (Figuras 1 a 4) (Adaptado de Mather, Ginsberg 1994):



Vetor

Hospedeiro

Figura 1: Modelo onde uma Unica espécie de vetor faz ciclo em uma
espécie de hospedeiro e pica acidentalmente humano,
transmitindo a riquétsia.

Vetor

Hospedeiro Hospedeiro Hospedeiro

Figura 2: Modelo onde uma espécie de vetor faz ciclo em varias espécies
de hospedeiros e pica acidentalmente humano, transmitindo a
riquétsia.
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Hospedeiro

Figura 3: Modelo onde diferentes espécies de vetores fazem ciclo em uma
espécie de hospedeiro, picando acidentalmente humano e
transmitindo a riquétsia.

Vetor

Hospedeiro Hospedeiro Hospedeiro

Figura 4: Modelo onde diferentes espécies de vetores fazem ciclo em diferentes
espécies de hospedeiros e picando acidentalmente humano,
transmitindo a riqueétsia.

N&o é incomum a ocorréncia de casos humanos de FM em areas sob forte pressao

econbmica, onde as pessoas se aventuram em regides infestadas por carrapatos em busca da
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sobrevivéncia (Galvéo et al., 2002) ou devido a outras atividades, situagdo em que ocorre
maior chance de encontro do carrapato infectado com o homem. A diminuicdo de &reas de
preservacdo e a ocupacao destes espacos pelo homem refletem uma necessidade de animais
selvagens sairem de seu ambiente natural, forcando-os a procurar novos lugares para se
estabelecerem ou uma pressao de adaptacdo a ambientes antropicos. Um bom exemplo para
este caso sdo as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), animais incriminados na manutencéo
de riquétsias e carrapatos em areas urbanas no Brasil, bem adaptadas ao cenario urbano
(Labruna et al., 2004).

Segundo Labruna (2009), para um vertebrado contribuir com a amplificagdo da
riquétsia, ele deve: 1) ser abundante na &rea endémica; 2) ser hospedeiro para o carrapato
vetor; 3) ser susceptivel a infeccdo pela riquétsia; 4) desenvolver riquetsemia suficiente para
infectar carrapatos em fase parasitaria e 5) proliferar de forma abundante introduzindo novos
animais sem imunidade contra a doenca. Dessa forma, inUmeros animais se encaixam neste
perfil, por exemplo os pequenos roedores (McDade; Newhouse, 1986; Milagres et al., 2013),
0s marsupiais (Horta et al., 2007) e as capivaras (Souza et al., 2009).

Nos vertebrados, a riquetsemia normalmente € breve, dificultando a deteccdo do agente
por exames laboratoriais, porém, indiretamente, através da pesquisa de anticorpos anti-
riquétsias (Lemos, 2004; Gazéta, 2012), € possivel detectar a circulacdo da riquétsia mesmo
ap6s um longo periodo de tempo da infec¢do, confirmando o papel dos vertebrados como
sentinelas (Horta et al., 2004).

2.2 Técnicas utilizadas na vigilancia da FM

A evolucéo das técnicas laboratoriais e seu acesso possibilita um maior conhecimento e
melhor entendimento sobre uma determinada doenca. O correto diagnostico da FM é
importante para diferenciar as riquetsioses, até mesmo de outras doengas com sinais clinicos
semelhantes, direcionando para o correto tratamento e como ferramenta na vigilancia
epidemiologica.

Atualmente existem quatro formas padronizadas de diagndstico para riquetsioses:
técnicas sorologicas, gendmicas, deteccdo de antigeno e isolamento (Lemos, 2004; Brites
Neto; Duarte, 2010).
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A técnica soroldgica mais utilizada é a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
capaz de detectar anticorpos 1gG e IgM ap6s 7 a 10 dias da infecgdo (Lemos, 2004). E a
técnica mais simples, de menor custo, apresenta boa sensibilidade e especificidade para
riquetsioses, onde em caso de positividade, € possivel informar o grupo antigénico a qual a
riquétsia detectada pertence (Brites Neto; Duarte, 2010), ndo tendo o poder de afirmar o
género do micro-organismo em questdo (Raoult; Roux, 1997). E a técnica recomendada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como padréo ouro para o diagnostico de riquetsioses
em vertebrados (Galvao et al., 2005).

O titulo de corte preconizado pelo CDC (Centers for Disease Control) € a partir de
1:64. Souza (2013) afirma que titulos maiores ou iguais a 1:64 caracterizam a circulacdo de
riquétsias em um foco e apontam para as espécies de vertebrados potencialmente envolvidas
em ciclo enzodtico e podem sugerir uma avaliacdo da extensdo do foco, bem como identificar
focos silenciosos, isto €, onde ndo ha relato de casos humanos, mas indiretamente os titulos
positivos indicam a circulacdo da riquétsia.

Titulos altos, por exemplo, acima de 1:512 sugerem infeccdes recentes e a(s) especie(s)
com maior potencial de manter(em) o ciclo enzodtico, enquanto titulaces inferiores a este
valor sugerem infeccdes recentes ou antigas (Piranda et al., 2008).

A técnica gendmica mais utilizada é a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), que
possibilita o diagndstico de infeccGes agudas (antes mesmo da formacdo de anticorpos)
podendo-se obter o0 DNA da riquétsia a partir de sangue, bidpsia de pele ou tecidos de
necropsia (Lemos, 2004). E uma ferramenta que permite a deteccdo do agente tanto nos
vertebrados quanto nos vetores, uma vez detectado o agente, o produto da PCR pode ser
sequenciado e ter parte de suas informacBGes genéticas mapeadas, possibilitando a

identificacdo do micro-organismo (Brites Neto; Duarte, 2010).
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3 Soroepidemiologia de caes e equinos como indicador da circulacao de riquétsias na
regido do Médio Paraibuna, Minas Gerais, Brasil.

3.1 Introducéo

Eventualmente, animais sinantropicos e/ou domésticos que atuam como hospedeiros
primarios de carrapatos podem introduzir e manter linhagens infectadas em ambiente
antropico. Assim, por exemplo, o contato do cdo doméstico com o homem permite a
transmissdo de patdgenos e parasitos pela possibilidade de carrear bioagentes e vetores da
natureza para o ambiente antropico (Szabo et al., 2001). Cées que tém acesso a regido de mata
ou compartilham ambientes com a fauna silvestre podem apresentar infestacdes mistas,
promovendo a disseminacao e adaptacao dos carrapatos a diversos tipos de ambiente (Perez et
al., 2008), inclusive para o ambiente domiciliar. Além disso, cdes, assim como 0s humanos,
sdo suscetiveis a infeccdo por R. rickettsii, apresentando sinais clinicos facilmente
confundidos com outras doencas (Piranda et al., 2008) e, uma vez infectados, desenvolvem
riquetsemia, atuando como amplificadores de riquétsias (Labruna, 2009; Pacheco et al., 2011,
Piranda et al., 2011), além de servirem de sentinelas a circulacdo enzodtica desse patdgeno.

Mesmo considerando que em diferentes espécies de vertebrados foram detectados
anticorpos anti-Rickettsia sp. (Dias e Martins, 1939; Horta et al. 2004, Gazéta et al. 2009), a
riquetsemia geralmente é breve, dificultando o encontro desses micro-organismos.

Igualmente, apesar do encontro de cavalos infectados por R. rickettsii (Gerhke, 2010),
o papel dos equinos no ciclo das riquétsias ainda é pouco conhecido, parecendo ter maior
relevancia na manutencdo de potenciais vetores de Rickettsia sp., especialmente A.
cajennense, carrapato sabidamente incriminado na transmissdo da FM (Horta et al., 2004).

Assim, equinos infestados por carrapatos podem servir como um efetivo mecanismo
de dispersdo do ectoparasito infectado por riquétsias patogénicas, podendo resultar em novos
focos da doenca (Cardoso et al., 2006; Milagres et al., 2010). Além disso, animais
imunocompetentes podem servir de sentinelas, sinalizando a circulacéo de riquétsias em uma
determinada area.

Dessa forma, antes da ocorréncia do caso humano de FM, cées e cavalos podem agir
como sentinelas para a deteccdo soroldgica da riquétsia em areas endémicas (Horta et al.,

2004). Esses vertebrados também atuam como dispersores de vetores, ampliando a



20

distribuicdo da doencga. Devido ao fato desses animais serem utilizados amplamente em regiéo
urbana e rural, evidencia-se a importancia do mapeamento das riquétsias de interesse para
salde publica e do conhecimento da fauna de potenciais hospedeiros e vetores/reservatorios

presentes nos focos de FM.

3.2 Material e Método

3.2.1 Area de estudo (Figura 5)

A cidade de Juiz de Fora esta situada no interior do estado de Minas Gerais (21° 41'
20" S 43° 20" 40" O) e pertence a mesorregido da Zona da Mata, a 283 km da capital mineira.
Apresenta uma populacédo estimada de 545.942 habitantes, bioma de mata atlantica e uma area
de 1.435,664 km? (IBGE, 2013). Apresenta temperatura média anual de 19,25°C.



21

Figura 5: Mapa do Brasil, destacando o Estado de Minas Gerais, 0 municipio de
Juiz de Fora e o perimetro urbano do municipio, local de coleta.

Foi selecionada por meio dos dados disponibilizados pela Unidade Regional de Saude
de Juiz de Fora (URS/JF) as regides e bairros que possuem casos confirmados de FM (Figura
6, Tabela 3).
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4 casos confirmados

3 casos confirmados

5 casos confirmados

1 caso confirmado

Figura 6: Distribuicdo de casos confirmados de Febre Maculosa, no periodo de 2007 a 2012,
segundo a Unidade Regional de Saide (URS), no ndcleo urbano de Juiz de Fora,
Minas Gerais, de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil

Tabela 3: Numero de casos confirmados de Febre Maculosa no municipio de Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil, segundo a regido e bairro (LPI), no periodo de 2007 a 2012.

) Bairro de Provavel Local de Infeccéo (LPI) Nimero Ano
Regido de casos
Araujo 1 2012
Norte Benfica 2 2012
Cerémica 1 2012
Total 4
Nordeste Granjas Bethania 1 2007
Santa Teresinha 2 2007/2012
Total 3
Linhares 1 2008
Leste Progresso 2 2007
Santa Rita de Céssia 2 2007/2008
Total 5
Sul Sdo Geraldo 1 2008
Total 1
Total Geral 13

Fonte: Unidade Regional de Saude de juiz de Fora
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3.2.2 Coleta do material

Amostras de sangue de 267 cées (Canis familiaris) e de 38 cavalos (Equus caballus)
(Tabela 4, Figura 7), mantidas sob refrigeracdo entre 1 e 8°C, por até 48 horas ap6s coleta,
foram cedidas por clinicas veterinarias e enviadas para laboratério de Analise Clinica
Veterinaria no municipio, entre 15 de outubro de 2012 e 21 de dezembro de 2012. As
amostras cedidas pertenciam a cédes e equinos com ou sem sintomatologia para qualquer
doenca.

O soro e o coagulo foram separados por centrifugacdo a 3200 rpm por 5 minutos,
armazenados em tubos de 1,5 mL e congelados a -20°C. Os tubos contendo o soro foram
encaminhados para o Laboratério de Riquetsioses e Hantavirose, da Divisdo de
Epidemiologia e Controle de Doencas da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), em Belo
Horizonte, Minas Gerais, para a pesquisa de anticorpos, e 0s tubos contendo o coagulo foram
encaminhados para o Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses
(LIRN), do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), na cidade do Rio de Janeiro/RJ, para
realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Dados de localidade de residéncia foram obtidos a partir do cadastro das clinicas de

origem das amostras.

Tabela 4: Frequéncia absoluta (N) e relativa (%) de amostras de sangue canino e
equino coletadas, segundo a regido de residéncia, no municipio de Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil.

Amostras de sangue canino Amostras de sangue equino
Regido
N % N %
Norte 17 6,36 35 92,10
Nordeste 18 6,74 0 0
Sul 16 5,99 1 2,63
Sudeste 17 6,36 0 0
Leste 116 43,44 1 2,63
Oeste 13 4,86 1 2,63
Central 70 26,21 0 0

Total 267 100 38 100
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Caes e equinos

Caes

Mordeste ” .
Caées e equinos

Cées
Cées

! Sudeste Caes e equinos

Caées e equinos

Figura 7: Perimetro urbano do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, assinalando a
localizacdo dos animais amostrados.

3.2.3 Pesquisa do bioagente / Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Para a pesquisa de imunoglobulinas da classe G (IgG) anti-Rickettsia sp. foi
empregada a RIFI, utilizando-se o kit diagnostico do Laboratério Scimedx (New Jersey,
EUA), empregando-se R. rickettsii como antigeno. Soro hiperimune de céo e equino positivos
foram utilizados como controle positivo. Como controle negativo foi utilizado agua destilada.
Todo o processo de diluicdo seguiu o protocolo estabelecido para o kit diagnostico e a triagem
das amostras levou em consideragdo uma titulagdo minima de 1:64.

Amostras consideradas positivas (1:64) foram testadas em diferentes dilui¢des até se
obter negatividade.

Os ensaios soroldgicos foram realizados no Laboratério Central do Estado de Minas
Gerais (Lacen / MG), na Fundacdo Ezequiel Dias (Funed).
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3.2.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Todas as amostras positivas sorologicamente foram testadas, por PCR, para a presenca
de Rickettsia sp..

A extracdo do DNA genomico foi feita pelo QlAamp DNA Blood Mini Kit®,
seguindo as recomendaces do fabricante, QIAGEN.

Na amplificacdo foram utilizados primers género-especificos (gltA) para detecgdo de
Rickettsia spp. e primers grupo-especificos, para detec¢do de riquétsias GFM (ompA) (Tabela
5) (Azad et al., 1990; Regnery; Spruill; Plikaytis, 1991; Labruna et al. 2004). O gene citrato
sintase (gltA) é encontrado em todos 0s micro-organismos da espécie Rickettsia e a maior
proteina de membrana externa (ompA) até agora s6 foi encontrada em bactérias do GFM
(Labruna et al. 2004). O preparo das solugdes e as condigdes das corridas da PCR foram
adequados para cada tipo de gene pesquisado (Eremeeva; Yu; Raoult, 1994; Labruna et al.
2004). Foi utilizado DNA total de R. rickettsii como controle positivo e agua destilada como
controle negativo. Para a visualizagdo do fragmento de DNA amplificado, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2 %, coradas por brometo de etideo e

observadas em luz ultravioleta (Sambrook; Russell, 2001).

Tabela 5 : Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de genes de riquétsias.

Gene  Oligonucleotideos Sequéncia de nucleotideo (5'-3") Tamanho
amplificado
(pb)
OmpA a Rr 190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 532
Rr 190.602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
gitA b CS2-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401

CS2-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

Fonte: a Regnery; Spruill; Plikaytis, 1991; b Labruna et al., 2004

3.3 Resultados

As amostras de soro canino resultaram em 11,61% (31/267) titulos > 1:64 (Figura 8).
Destes, 14 (45,16%) estdo situados na Regido Leste do municipio, nove (29,03%) na Regido
Central, quatro (12,90%) na Regido Norte, dois (6,45%) na Regido Sudeste e dois (6,45%) na
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regido Sul (Tabela 6 e Tabela 7). O bairro de maior prevaléncia foi Linhares, com sete
animais considerados positivos, seguido pelo Centro, com trés.

Figura 8: Imagem obtida pelo microscépio de Imunofluorescéncia Indireta de uma
amostra positiva.

Tabela 6: Frequéncia absoluta (n) e prevaléncia (%) de amostras de sangue canino testadas,
pela Imunofluorescéncia Indireta, e reagentes (>1:64) para a presenca de anticorpos anti-
Rickettsia sp., em relagdo a regido do municipio de Juiz de Fora, Estado de Minas Gerais,
Brasil.

Amostras coletadas Amostras positivas
Regido

n n %
Norte 17 4 23,52%

Nordeste 18 0 0%
Sul 16 2 12,5%
Sudeste 17 2 11,76%
Leste 116 14 12,06%

Oeste 13 0 0%
Central 70 9 12,85%

Total 267 31 11,61
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Tabela 7: Frequéncia de cdes positivos para a presenca de anticorpos anti-Rickettsia sp.,
segundo a titulagdo, em diferentes areas do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

: _ Positivo
Regiao Bairro Total
1:64 1:128 1:256 1:512

Araujo - - - 1
Norte Barbosa Lage 1 - - -

Benfica - 1 -

Cidade Nova - - -

Ipiranga - - -

1
1
Sul
1
Vila ldeal - - - 1

Parque das Palmeiras

Sudeste

Manoel Hondrio
Linhares
Santa Rita

[ N o
()
H
1

Leste 5
Séo Bernardo - 1 - -

Centenario

Nossa Senhora Aparecida

e
1
1
1

Jardim Gloria

Paineiras - - 1 -

Central Centro 2 - 1 -
Sao Mateus 1 1 - -

1
H
1
PN W R NP N R NN PR R RRE, RN R e

Bom Pastor - 1 - -

14 7 5 5 31
(45,16%) (22,58%) (16,13%) (16,13%) (100%)

Total

% = Prevaléncia

Das 38 amostras de equinos, nove (23,68%), foram consideradas positivas no teste de
RIFI (Tabela 8). Destes, apenas um animal (11,11% dos positivos) esta localizado na regido
sul da cidade de Juiz de Fora, enquanto oito animais (88,89% dos positivos) estdo localizados
na Regido Norte da cidade (Tabela 9), regido que apresentou no ultimo ano (2012) casos
humanos de FM. O bairro mais prevalente foi o bairro Remonta, apresentando sete animais
positivos, situado na Regido Norte da cidade de Juiz de Fora, espacialmente situado préximo

ao bairro Benfica e Araujo, bairros com casos humanos de FM.
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Tabela 8: Frequéncia absoluta (n) e prevaléncia (%) de amostras de sangue equino testadas,
pela Imunofluorescéncia Indireta, e reagentes (>1:64) para a presenca de anticorpos anti-
Rickettsia sp., em relacdo a regido do municipio de Juiz de Fora, Estado de Minas Gerais,
Brasil.

Amostras "
Amostras positivas
Regido coletadas
n n %
Norte 35 8 22,85
Sul 1 1 100
Leste 1 0 0
Oeste 1 0 0
Total 38 9 23,68

Tabela 9: Frequéncia de equinos positivos para a presenca de anticorpos anti-Rickettsia sp.,
segundo a titulacdo, em diferentes areas do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

) i Positivo
Regido Bairro Total
1:64 1:256 1:512 1:1024 1:2048
Barreira do
_ - 1 - - - 1
Norte Triunfo
Remonta 2 - 1 1 3 7
Sul Salvaterra - - 1 - - 1
2 1 2 1 3 9
Total

(22,22%) (11,11%) (22,22%) (11,11%) (33,33%) (100%)

% = prevaléncia

Todas as amostras testadas na PCR (primers para gltA e ompA) foram negativas para a
presenca de DNA de riquétsias.
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3.4 Discussao

Isoladamente, os testes soroldgicos devem ser considerados apenas 0 primeiro passo
para o diagndstico ou caracterizagcdo de riquétsias. Esse processo somente é realizado
mediante combinagdo com cultura ou técnicas de deteccdo genética, uma vez que ha reacdo
cruzada entre riquétsias diferentes (Horta et al., 2004; Pinter et al., 2008; Piranda et al.,
2008), como ocorre com R. rickettsii e R. akari (Horta et al., 2004) ou até com outros micro-
organismos, como o causador da doenca de Lyme (Borrelia burgdorferi) (Raoult; Roux,
1997) e Legionella (Raoult; Dasch, 1995), causadora da “doenga do Legionario”. Entretanto,
os titulos obtidos podem sugerir o grupo antigénico (Phillip et al., 1978; Teysseire; Raout,
1992; Brites Neto; Duarte, 2010) ou espécie de riquétsia antigenicamente mais proxima
(Piranda et al., 2008).

Consequentemente, a deteccdo soroldgica do GFM ou de espécies patogénicas de
riquétsias, em area com casos confirmados ou suspeitos de FM, serve de apoio as acOes
voltadas para a salde publica e ao diagndstico presuntivo ou probabilistico. Igualmente, uma
elevada frequéncia de titulos > 1:512, sugestivos de infecgdes recentes (Piranda et al., 2008),
indica uma circulacdo mais recente de riquétsias em uma determinada area, como a Regido
Norte de Juiz de Fora, tanto para caninos quanto para equinos.

De fato, inquéritos soroldgicos em cées e equinos, em areas endémicas para FM no
Brasil, resultaram em diferentes prevaléncias (Galvdo et al., 2006; Horta et al., 2004; Vianna
et al., 2008; Gazéta et al., 2009; Milagres et al., 2010, Pacheco et al., 2011), evidenciando
caracteristicas epidemioldgicas particulares ou possiveis diferencas sazonais relativas a
atividade de circulacdo de riquétsias em cada area (Galvédo et al., 2006; Gazéta et al., 2009).
Ao contrario, onde a doenca ndo é considerada endémica, € possivel obter negatividade nesses
inquéritos (Sangioni et al., 2005), salientando o papel desses vertebrados como sentinelas
(Horta et al., 2004; Sangioni et al., 2005; Cardoso et al., 2006; Galvéo et al., 2006).

No municipio de Juiz de Fora os titulos mais elevados (>1:512) (Tabelas 7 e 9) foram
detectados em areas onde foram registrados os casos mais recentes (Tabela 3). Da mesma
forma, em areas onde os casos de FM foram registrados ha mais tempo (Tabela 3) os titulos
detectados ndo foram superiores a 1:256 (Tabela 7), evidenciando uma relacéo temporal entre
a ocorréncia de casos e a atividade do foco, qualificada pela deteccdo de anticorpos

circulantes.
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Nesse sentido, € oportuno observar que em areas sem casos humanos confirmados de
FM, como a Regido Sudeste, os titulos também foram elevados (Tabela 7), indicando éareas
com potencial risco para FM e, consequentemente, necessitando de uma continua atencao do
sistema de saude publica para a ocorréncia de casos.

Essa assertiva € corroborada pelo trabalho de Pacheco et al. (2011), também realizado
em Juiz de Fora, que encontraram titulos iguais ou superiores a 1:64 em 53 (67%) cées
residentes no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio e 16 (41%) equinos, ao
pesquisarem anticorpos contra R. rickettsii em dois bairros, Nova Benfica e Barbosa Lage,
areas diferentes de aquelas ora investigadas e sem casos confirmados de FM. Da mesma
forma, a proposta de area endémica para a regido do médio Paraibuna parece ser pertinente ja
que Guedes et al. (2005), trabalhando apenas com carrapatos, relatam evidéncia de R.
rickettsii em A. cajennense em Coronel Pacheco, municipio com caso confirmado de FM,
localizado a 17,2 km de Juiz de Fora, mostrando a circulacdo da riquétsia patogénica naquela
regiéo.

As areas com histérico de casos humanos no municipio de Juiz de Fora (Figura 6,
tabela 3), sdo regibes urbanas, com predominio de cées e equinos como animais circulantes, e
presenca de animais sorologicamente positivos em todas as regifes estudas. Entretanto, em
algumas dessas areas, especialmente aquelas continuas ao rio Paraibuna, € comumente
observada a presenca de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), vertebrado frequentemente
associado aos focos de FM na Regido Sudeste (Pacheco et al., 2007.).

Esse cendrio parece ndo ser incomum em areas com casos de FM da Regido Sudeste,
especialmente na bacia hidrografica do Rio Paraiba do Sul, envolvendo uma grande area que
concentra um numero significativo de casos e 6bitos por FM (Brasil, 2013) e indica a
facilidade técnica de utilizarmos a pesquisa sorologica em cées e equinos para a vigilancia de
ambiente pela possibilidade de analisarmos indiretamente a atividade de riquétsias em uma
area através da massa bioldgica de anticorpos, detectada pela RIFI, técnica de baixo custo e
rotineiramente empregado no servico de salde publica. Contudo, o entendimento do ciclo
enzodtico e epidémico de riquétsias, fundamental para a implantacdo de acGes efetivas no
controle e prevencdo da FM, deve envolver o estudo dos potenciais vetores de essa
riquetsiose.

Embora ndo tenha sido possivel a identidade da(s) riquétsia(s) circulante(s), a R.
rickettsii é a espécie mais frequentemente descrita nos focos da regido da bacia do Paraiba do
Sul (Guedes et al., 2005; Gerhke, 2010; Pacheco et al., 2011; Moura-Martiniano et al., 2014),
onde se encontra o médio Paraibuna. Sua elevada patogenicidade, associacdo com
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Amblyomma cajennense, carrapato de grande antropofilia, cdes e equinos, espécies comuns
em ambiente antropico, chama a atencdo para 0 aumento de casos nas areas urbanas, com
maior concentracdo populacional, como acontece em Juiz de Fora, reforcando a necessidade

da implantacédo de um servico de vigilancia de ambiente.
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Concluséao

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir:

1) Ha circulacdo de Rickettsia sp. em diversos bairros onde ocorreram casos humanos de
Febre Maculosa, confirmados pela técnica sorolégica RIFI acima de 1:64 em cées e
equinos;

2) Pela auséncia de positividade nos exames moleculares (PCR) ndo foi possivel a
caracterizacdo molecular;

3) A presenca de cdes e equinos positivos sorologicamente em areas com casos humanos
confirmados nos permite relacionar uma temporalidade e estimar um provavel tempo
de contato entre a Rickettsia sp. e o vertebrado avaliado, tendo como base os titulos
obtidos através da RIFI. Dessa forma, podemos sugerir as regides Norte, Sul e Sudeste
da cidade de Juiz de Fora como éareas de circulacdo mais recentes que em regides
como Leste e Centro. Nas regifes Nordeste e Oeste, ndo foi encontrado animais
positivos, sugerindo a auséncia de circulacdo de Rickettsia sp. nessas areas.
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