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RESUMO

A febre maculosa (FM), zoonose transmitida ao homem por meio da picada de
carrapatos infectados com Rickefttsia spp., especialmente R. rickettsii, surgiu nos
Estados Unidos no final do século 19, vindo a ocorrer no Brasil em meados do
século 20. Desde entdo, no Brasil a enfermidade, inicialmente diagnosticada no
Estado de Sao Paulo, passou a ser identificada focalmente em varios municipios,
ficando até o final do século 20 restrita aos Estados da Regido Sudeste. Ja no
inicio do século 21 a FM comecou a ser identificada em Estados da Regido Sul,
concentrando-se em Santa Catarina e também, pontualmente, sendo observada
em raros casos ocorridos em Estados das demais regides do pais: Distrito
Federal, Bahia, Amapa e Rondénia. Diante do exposto, e visando colaborar com o
servigco de Epidemiologia em Goias, o presente Estudo inédito em toda a Regiéo
do Centro-Oeste, se propde e cria condicbes de marco inicial para a vigilancia da
FM neste Estado, por meio de inquérito sorolégico com a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em soros de animais e humanos, além da
pesquisa de carrapatos vetores. O presente estudo se deu no Municipio de
Quirin6polis-GO, e apesar de nao terem sido detectados, na reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR), carrapatos infectados com Rickettsia spp., o principal
vetor de FM no Brasil, o carrapato Amblyomma cajennense, foi observado. Em
prévio estudo piloto realizado em fevereiro de 2007, em Quirin6polis-GO, a
sorologia pela RIFI detectou reagentes em 25% (7/28) dos humanos de um grupo
de individuos conviventes com um caso suspeito de FM, que foi notificado ao
Ministério da Saude (MS) do Brasil em 2006, e em 0% (0/5) dos cées e 28,6%
(12/42) dos equinos oriundos de 3 propriedade rurais onde esse caso suspeito
esteve antes da manifestagdo dos sinais de enfermidade. Houve eqlinos
sororeagentes em duas dessas trés propriedades rurais. Nao foi possivel rastrear
a provavel fonte de infecgdo, mas os achados aqui obtidos permitem suspeitar
gue o caso suspeito de FM tenha tido em uma dessas duas propriedades rurais a
fonte antigénica do provavel contato com bactérias do grupo da FM ou
microrganismos antigenicamente semelhantes. J& no estudo dimensionado
epidemiologicamente para equinos, realizado em margco de 2007 em 20
propriedades rurais, foi encontrada a prevaléncia de sororeagentes de 11,6%
(39/335) entre os equinos e a freqiéncia de soropositivos de 36,6% (15/41) entre
0os humanos e de 16,7% (2/12) entre os cées oriundos dessas propriedades de
criacao de equinos. Os humanos soropositivos aqui testados eram assintomaticos
para FM no momento da coleta de amostras. Concluiu-se que a FM, ou doenca
antigenicamente semelhante, possa estar ocorrendo no Estado de Goias, no
Municipio de Quirinépolis.

Palavras-chave: caes, carrapatos, equinos, RIFl, PCR, Rickettsia spp



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Durante muitos anos, desde as primeiras descricbes da “febre
maculosa das montanhas rochosas” (FMMR) ocorridas durante o final da década
de 1890 nos Estados Unidos da América (EUA), a Rickettsia rickettsii foi a unica
bactéria patogénica indicada como agente etioldégico desta enfermidade que
deixou as fronteiras dos EUA e comegou a ser identificada em varios paises do
continente americano.

Atualmente, existe uma gama de agentes infecciosos pertencentes ao
género Rickettsia capazes de causar uma série de enfermidades, algumas com
quadros clinicos mais severos, com risco de morte eminente, outras com sinais
brandos e sem letalidade. Muitas dessas enfermidades sdo emergentes e seus
agentes antes eram desconhecidos ou considerados néo deletérios ao organismo
humano ou animal.

A capacidade de disseminacdo de espécies de Rickettsia esta
intimamente ligada ao poder de dispersdo e adaptacdo de seus vetores
artropodes, os quais atuam na manutengdo e amplificacdo desses agentes na
natureza. Dentro dessa premissa, animais silvestres vertebrados e de sangue
qguente possuem fundamental importancia, seja como organismos hospedeiros de
vetores, seja como hospedeiro assintomatico de Rickettsia spp., persistentemente
infectado, e/ou mantenedor dos ciclos enzodticos desses agentes.

Os carrapatos sado os vetores que albergam mais espécies de
microrganismos que qualquer outro artropode, incluindo o grupo dos mosquitos
(HOOGSTRAAL, 1985). Sao os vetores artréopodes mais atuantes na transmisséo
e disseminagdo de enfermidades causadas por espécies patogénicas de
Rickettsia. Os chamados “carrapatos duros”, da familia Ixodidae atuam como
vetores, reservatérios ou amplificadores de riquétsias do grupo febre maculosa
(GFM) (RAQULT et al., 2005).

Esses vetores também atuam como hospedeiros dessas bactérias.
Embora haja indicios de que algumas dessas riquétsias sejam deletérias aos
organismos dos vetores, a capacidade de adaptacéo e perpetuagao dos vetores,

que é extremamente eficiente, sobrepde-se a referida patogenicidade, a exemplo



da familia Ixodidae, que engloba a maioria das espécies de carrapatos que
ocorrem no Brasil, dentre eles os de maior importancia médico-veterinaria, onde
cada fémea pode colocar de 1.000 a 20.000 ovos, variando conforme espécie e
tamanho da fémea. Dessas espécies, o carrapato Amblyomma cajennense, cuja
telebgina pode produzir cerca de 7.000 ovos, os quais sob circunstancias
adequadas geram até 95% de larvas viaveis, assume fundamental importancia,
pois é considerado o principal vetor da FM no Brasil (SUCEN, 2004).

Nos vertebrados, incluindo os humanos, R. rickettsii se multiplica e tém
predilecao pelas células endoteliais. Nos carrapatos vetores da doenga, a bactéria
€ capaz de se multiplicar em células dos intestinos, ovarios, glandulas salivares,
tubulos de Malpighi e hemolinfa (WEISS & MOULDER, 1984; YU & WALKER,
2003). Carrapatos machos podem transferir R. rickettsii para a fémea através de
fluidos corporais ou esperma durante a copula (RAOULT et al., 2005). No Brasil o
carrapato Amblyomma cajennense € responsavel pela manutencao de R. rickettsii
na natureza pois ocorre transmissao transovariana e transestadial (MONTEIRO &
FONSECA, 1932; MONTEIRO et al., 1932 ; BRUMPT, 1933;AZAD & BEARDT,
1998).

Os carrapatos vetores de R. rickettsii para humanos, conhecidos até o
momento, sdo Dermacentor andersoni, Dermacentor variabilis e Rhipicephalus
sanguineus nos EUA (DEMMA et al., 2005; CDC, 2006); R. sanguineus e A.
cajennense no México (BUSTAMANTE & VARELA, 1947); A. cajennense no
Panama (RODANICHE, 1953); A. cajennense (PATINO-CAMARGO, 1941);
possivelmente o R. sanguineus na Colédmbia (LABRUNA, 2006a); e no Brasil, até
o momento, o A. cajennense e A. aureolatum (GUEDES et al., 2005; PINTER &
LABRUNA, 2006).

Embora a bactéria também seja transmitida hereditariamente entre
sucessivas geracdes de uma populagdo de carrapatos, apenas este mecanismo
nao seria suficiente para manté-la ativa ao longo do tempo, uma vez que ha
evidéncias laboratoriais de que R. rickefttsii seja patogénica para o carrapato vetor
(BURGDORFER, 1988). Desta forma, alguns animais silvestres desempenham
efeito amplificador garantindo a manutencao da bactéria na natureza. Nesse caso,
o hospedeiro amplificador mantém a bactéria em niveis altos em sua corrente

sanglinea por alguns dias ou semanas, garantindo que novos carrapatos se



infectem e mantendo, assim, ativa a infeccdo na populagdo de carrapatos
(BURGDORFER, 1988).

Além da espécie humana, a R. rickettsii causa infecgdo aguda em
outros vertebrados, como as capivaras, gambas, coelhos, eqlinos e caes
(GALVAO, 1999) e possivelmente outros. Um estudo realizado em S&o Paulo,
com humanos, cées e cavalos, apontou cavalos e caes como excelentes animais
sentinelas, demonstrando que esses animais soro-positivos sdo um forte
indicador da FM nas areas onde os seres humanos séo expostos ao carrapato
vetor (SANGIONI et al., 2005). A capivara, hospedeiro especifico para o carrapato
A. dubitatum (SUCEN, 2004; NOGUEIRA & CRUZ, 2007) e potencial amplificador
de Rickettsia rickettsii (TRAVASSOS & VALLEJO, 1942a, b; NOGUEIRA & CRUZ,
2007; SOUZA et al., 2009), no Brasil constitui um elo importante na transmisséo
de FM e manutengdo da Rickettsia rickettsii na natureza (SUCEN, 2004;
NOGUEIRA & CRUZ, 2007).

As espécies de Rickettsia séo classificadas em trés grupos, baseando-
se em padrdes antigénicos, morfolégicos, moleculares e ecolégicos. Desses, 0
mais importante tem sido o Grupo da Febre Maculosa (GFM), onde a maioria das
bactérias esta associada primariamente a carrapatos. No GFM existem cerca de
60 espécies de riquétsias, das quais aproximadamente 20 tém sido indicadas
como patogénicas para seres humanos, sendo transmitidas por vetores
artrépodes. A R.rickettsii, atualmente a bactéria mais importante do GFM, e é a
que tem maior incidéncia e letalidade causando a FMMR nos EUA e a “febre
maculosa brasileira” no Brasil (OPAS, 2004; CDC, 2006; LABRUNA, 2006a;
LABRUNA, 2009; PAROLA et al., 2009). Na Colébmbia, Panama, México e Costa
Rica esta mesma doenca é chamada “fiebre manchada” (GUEDES et al., 2005).

Nas Américas, as espécies de Rickettsia presentes que podem causar
febre maculosa em humanos sdo R. rickettsii, R. parkeri, R. africae,R. akari, R.
felis e R. massiliae. Varias outras espécies tém sido descritas em carrapatos nas
Américas, porém sem qualquer associagdo com casos de febre maculosa em
humanos (DIAZ, 2001; OPAS, 2004, PAROLA et al., 2009; LABRUNA, 2009).

Segundo dados do Ministério da Saude (MS) do Brasil, no periodo de
1997 a 2008, foram confirmados 641 casos de FM no Brasil, limitados a alguns

municipios dos estados de S&do Paulo (265 casos), Minas Gerais (168 casos),



Espirito Santo (30 casos), Rio de Janeiro (52 casos), Parana (quatro casos),
Santa Catarina (113 casos), Rio Grande do Sul (quadro casos) e Distrito Federal
(dois casos) (BRASIL, 2009a). A regido Sudeste esta em primeiro lugar néo
somente na ocorréncia da enfermidade com 515 casos confirmados (de 1997 a
2008), como em registro de oObitos por FM com 144 casos (de 1990 a 2008),
seguida da regidao Sul com 121 casos confirmados e sem letalidade registrada.
Aparentemente a doenga tem se disseminado para Estados antes considerados
indenes para FM, como é a situacao dos Estados da regido Sul, aonde a
ocorréncia vem crescendo. A regido Centro-Oeste, até o presente momento tem
ocorréncia de FM limitada aos dois casos registrados no DF (BRASIL, 2009b).
Ainda de acordo com informagbes do MS (de 1995 a 2006) em relagdo ao género,
73% das pessoas acometidas pela doencga sdo do sexo masculino e 27% do sexo
feminino, com maior freqiéncia na faixa etaria de 20-29 anos, com taxa de
letalidade média de 27%. Em relagdo ao local, 45% dos casos ocorreram em Sao
Paulo, Estado onde se registra a maior letalidade da doenca, principalmente nas
regides de Campinas e Pedreira e 31% ocorreram em Minas Gerais (BRASIL,
2009c).

A significativa ocorréncia de FM em estados brasileiros, que até recente
data eram considerados indenes para FM, a alta incidéncia da doenga em S&o
Paulo e Minas Gerais, Estados limitrofes a Goias, a ocorréncia de dois casos de
FM no DF confirmados pelo MS, o suspeito caso relatado ao MS pela
Superintendéncia de Politicas de Atencado Integral a Saude, da Secretaria de
Estado da Saude, Goias, onde houve a seguinte descrigdo e depoimento:

“...em fevereiro de 2006, uma crianga de trés anos de idade

foi levada ao Hospital Municipal de Quirinépolis-GO,

apresentando sinais de febre, com temperatura de 38°C e

uma mancha résea no pescoc¢o. A crianga foi encaminhada ao

Hospital Materno Infanti em Goiania-GO onde ficou

hospitalizada por 53 dias. Exames laboratoriais

complementares foram solicitados e duas amostras de

sangue, com intervalo de 15 dias, foram colhidas e enviadas a

Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, de

acordo com o protocolo oficial do Ministério da Saude (MS).



Exames laboratoriais confirmaram que a crianca teve contato

com agente da FM e o diagndstico médico assim considerou o

quadro clinico. Apo6s tratamento com antibiéticos especificos

segundo recomendacao do MS a crianga evolui para a cura.

Dados obtidos com os responsaveis pela crianca destacam

que o pai era vaqueiro de uma fazenda e na residéncia havia

cées infestados por carrapatos. A mae da crianga relatou que

ela sempre “pegava’ carrapatos. Apesar da presenga desses

artrépodes terem sido observados, n&o foi realizada a

identificacdo da espécie de carrapato infectante. Este foi o

primeiro caso suspeito de FM registrado neste municipio e no

Estado de Goias... ” (Caso notificado, porém n&o publicado -

OLIVEIRA, 2006; MARTINS, 2007),

,....associados a total auséncia de informacdes sobre a doenca e seus
agentes e vetores no Estado de Goias motivaram a condugéo do presente estudo,
que visou, em primeira instancia obter dados sobre a febre maculosa na regido
onde foi identificado o caso suspeito.

Assim, tais informacbes podem ser utilizadas para a elaboracdo de
medidas preventivas a fim de se evitar que a doenga ocorra em maiores
propor¢des. Importante se faz uma participagéo integrada da sociedade, em seus
diversos segmentos envolvidos em saude publica, de modo cooperativo para
viabilizar estratégias e caminhos a seguir na tentativa de conter um possivel
avanco desta enfermidade. O exposto evidencia a necessidade de geragédo de
dados por meio de pesquisas que avaliem criteriosamente, dentre outros aspectos
a cadeia epidemiologica agente-vetor-hospedeiro em Goias.

Sabe-se que no homem, o periodo de incubagcdo da FM varia de dois a
14 dias, sendo comum o relato de picadas de carrapato. A doenca inicia-se com
febre, cefaléia e mialgia intensa. Apds dois a seis dias surgem as manifestacdes
cutaneas (petéquias, maculas), podendo ocorrer edemas nos membros inferiores
e oliguria. Se ndo houver uma rapida e especifica intervengcdo medicamentosa, a
enfermidade evolui para infecgdo generalizada, com complica¢gdes pulmonares,

vasculares, desidratacdo, choque, coma e morte (GALVAO, 1993). Mas, a



inexisténcia de sinais patognoménicos dificulta o diagnéstico diferencial de outras
enfermidades que cursam de forma clinica semelhante (GUERCIO et al., 1997).

Em margo de 2009, no Brasil, houve relato de dois caes com FM por
infeccdo naturalmente adquirida apds exposicdo destes animais em area
endémica para FM em S&o Paulo. Os caes domiciliares foram levados ao campo
e retornaram infestados por carrapatos. Esses animais apresentaram os
seguintes sintomas: febre de 40°C, anorexia, letargia, ataxia, nistagmo, diarréia e
vomito. Os dois cdes foram tratados com doxiciclina e se recuperaram. Na
suspeita de FM, demais exames laboratoriais especificos foram solicitados e
confirmaram a etiologia da FM, indicando infec¢ao por R.rickettsii (LABRUNA et
al., 2009).

Os achados clinicos iniciais em cades sao febre (39,2 a 40,5°C),
ocorrendo de quatro a cinco dias apds a picada do carrapato (WARNER, 2002),
anorexia, depressdo, petéquias e equimoses, epistaxe, alteracbes esclerais e
conjuntivites (BREITSCHWERDT, 1988), tosse, dispnéia e aumento de sons
broncovesiculares, linfadenite, perda de peso e desidratacdo s&o também sinais
clinicos comuns (LISSMAN, 1980). Edema de extremidades é freqlientemente
encontrado em labios, orelhas, mucosa peniana e escroto. Ao final da doencga ou
na convalescenga sao encontradas necroses de extremidades. Outros achados
podem incluir dor abdominal, anorexia, status mental alterado (sinais de
depressao e estupor), mialgia, poliartrite, andar em circulo e nistagmo (WARNER,
2002).

Embora NORMENT & BURGDORFER (1984) tenham relatado que
caes domeésticos experimentalmente infectados com R. rickettsii nao desenvolvem
riguetsemia para infectar mais que 1% de carrapatos R. sanguineus, o papel do
cado permanece controverso na literatura (WEISS & MOULDER, 1984). PIRANDA
et al. (2006) constataram que 20% dos carrapatos R. sanguineus se infectaram
quando alimentados em céaes riquetsémicos, sugerindo um papel amplificador
deste animal em areas endémicas. Casos humanos de FM (R.rickettsii)
transmitida pelo carrapato R. sanguineus no Arizona (EUA) reergueram a
hip6tese de caes desempenharem o papel de hospedeiros amplificadores de R.

rickettsii, uma vez que todos os estagios parasitarios de R. sanguineus parasitam



primariamente o cdo doméstico, o qual foi possivelmente a fonte de infeccéo para
os carrapatos R. sanguineus no foco endémico do Arizona (DEMMA et al., 2005).

O diagnéstico da FM pode ser feito através de testes soroldgicos para a
pesquisa de anticorpos como, por exemplo, a reacdo de Weil-Félix, que utiliza
antigenos nao rickettsiais (WHO, 1988) e métodos imunoenzimaticos (ELISA e
western-blotting), que sao de dificil reproducéo pela necessidade de purificagcao
de antigenos (NASCIMENTO, 2003). Em fungdo disso, esses testes ndo sé&o
muito utilizados.

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), método padrao-ouro
para a FM segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1988), é
preconizado pelo MS do Brasil como a técnica soroldgica para o diagnéstico das
riqguetsioses (BRASIL, 2005) e é, também, a técnica de referéncia utilizada pelo
“Centers for Disease Control and Prevention” (CDC). E um teste simples e
econdbmico para o diagnéstico precoce de riquetsioses, estudos
soroepidemioldgicos (LA SCOLA & RAOULT, 1997).

O isolamento e identificacdo direta do agente, outra forma de
diagnostico, sdo demorados e limitados, pois além de serem realizados sob
especificas condi¢cdes de biosseguranga, ndo permitem o diagndstico precoce
(MARRERO & RAOULT, 1989; NASCIMENTO, 2003; BRASIL, 2005). A
imunohistoquimica, que consiste na pesquisa de antigenos em cortes histolégicos
€ uma técnica mais utilizada na histopatologia (PADDOCK et al., 1999).

Entre as técnicas de biologia molecular, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) é um método rapido e eficiente e tem sido amplamente utilizada
em estudos epidemiologicos ou de surtos de riquetsioses para detecgao de
Rickettsia sp em carrapatos (SANGIONI, 2003; LABRUNA et al., 2005; SILVEIRA,
2006; PACHECO, 2007; OLIVEIRA et al., 2008; MORAES-FILHO et al., 2009).

Outra técnica disponivel consiste na amplificagdo de segmentos de
DNA comum as riquétsias, como o gene que codifica a proteina de 17 kDa (htra),
e/ou o gene citrato sintase (g/fA) e ainda amplificagdo de segmentos de genes
que codificam proteinas de superficie de membrana A (OmpA) do GFM com
posterior digestdo por enzimas de restricdo, a fim de obter mapas de fragmentos
de DNA espécie-especificos (MARRERO & RAOULT, 1989).



Um dos grandes limitantes das técnicas moleculares, além de serem
onerosas, se refere ao fato de existirem diversos fatores deletérios, tais como a
acao de DNAses, RNAses, a inibigdo da reacgdo pelo ion Fe*? ou pela heparina,
que originam resultados falsos negativos (GALVAO et al., 2005).

Partindo-se da investigacdo de um suposto foco ocorrido no Municipio
de Quirinépolis, por meio da avaliagdo da presenca de carrapatos vetores
infectados com Rickettsia sp. e de inquérito soroldgico por RIFI em amostras de
sangue colhidas em seres humanos e animais domésticos relacionados, o
presente estudo teve por objetivo principal estudar a febre maculosa em

Quirin6polis, Estado de Goias.
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CAPITULO 2 - RIQUETSIOSES POR Rickettsia spp. TRANSMITIDAS POR
CARRAPATOS

Resumo. Em anos recentes, espécies de Rickettsia tém sido apontadas como
causadoras de enfermidades emergentes. Neste contexto, varias riquetsias eram
consideradas apatogénicas e outras nem mesmo eram conhecidas. Atualmente,
as riquetsioses apesar de manterem carater endémico estao presentes em paises
de todos os continentes do mundo. As Rickettsia spp. habitam ovarios de
artropodes hospedeiros e dentre os tipos de vetores os carrapatos sao os mais
comuns na transmissdo dessas bactérias. Varias espécies de Rickettsia
patogénicas para seres humanos sao transmitidas por carrapatos: R. rickettsii, R.
conorii, R. africae, R. australis, R. honei, R. sibirica, R. japonica, R. slovaca, R.
sibirica mongolotimonae, R. helvetica e R. parkeri. Trés espécies emergentes
também tém nos carrapatos seus mais provaveis vetores: R. massiliae, R.
aeschlimannii e a R. amblyommii. A riquetsiose mais importante nas Américas é
a causada pela R. rickettsii. No Brasil, onde é crescente a infecgéo por R.rickettsii
conhecida como febre maculosa brasileira (FMB), no periodo de 1997 a 2008,
foram confirmados 641 casos de febre maculosa pelo Ministério da Saude. As
riquetsioses encontram-se em ampla disseminacdo e embora ainda tenham
carater endémico, a globalizagéo das espécies de riquétsias é uma tendéncia que
se constata pela facilidade de difusdo em vetores artropodes. Embora exista
dados sobre os varios agentes e suas moléstias, a participacdo de mais de uma
espécie de riquetsia por moléstia ndo é descartada. Os sinais e sintomas das
riquetsioses causadas por Rickettsia spp. sdo muito semelhantes e, em grande
parte, indistinguiveis.

Palavras-chave: artropodes, FMB, humanos, patogénicas, Rickettsia, vetores

Abstract. In recent years, Rickettsia species have been pointed as causing of
emergent diseases. In this context, many Rickettsia species were not considered
pathogenic and another they were unknown. Currently, rickettsioses although to
keep endemic character the continents of the world are in countries of all. The
Rickettsia spp. inhabit ovary of arthropods hosts and amongst tick-borne types are
most common in the transmission of these bacteria. Many pathogenic human
Rickettsia species are transmitted by ticks: R. rickettsii, R. conorii, R. africae, R.
australis, R. honei, R. sibirica, R. japonica, R. slovaca, R. sibirica
mongolotimonae, R. helvetica and R. parkeri. Ricketsiose more important in
Americas is the caused one for R.rickettsii. In the Brazil, where the infection for R.
rickettsii is increasing, known as Brazilian spotted fever (BSF), between 1997 and
2008, 641 BSF cases had been confirmed for the Health Department from Brazil.
Rickettsiosis meets in ample dissemination and even so still they have endemic
character, but the globalization of the Rickettsia species is a trend that if evidences
for the easiness of diffusion in vectors arthropods. Although it exist given on some
agents and its diseases, the participation of more than a Rickettsia species for
disease is not discarded. The signals and symptoms of rickettsiosis caused by
Rickettsia sp. are very similar and in the majority, it’s indistinguishable.

Key-words: BSF, human, dissemination, pathogenic, Rickettsia, tick-borne
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2.1. INTRODUGCAO

Riquetsioses sao zoonoses causadas por bactérias da Familia
Rickettsiaceae, no passado constituida pelos géneros Rickettsia, Orientia,
Coxiella, Bartonella, Ehrlichia e Anaplasma (AZAD & BEARD, 1998), mas
atualmente somente pelos dois primeiros géneros (DUMLER et al., 2001). A
presente revisdo sera restrita ao género Rickeftsia, dada sua crescente
importancia na saude coletiva mundial.

Em anos recentes, algumas espécies de Rickettsia tém sido apontadas
como causadoras de enfermidades muitas vezes desconhecidas ou emergentes,
pois nem eram consideradas patogénicas, a exemplo da Rickettsia massiliae na
Italia (VITALE et al., 2006), Rickettsia aeschlimannii em viajante que retornou do
Marrocos (RAOULT & FOURNIER, 2002), Rickettsia parkeri na Virginia, EUA
(PADDOCK et al., 2004) e a Rickettsia amblyommii, suspeita de causar
riquetsiose na Carolina do Norte, EUA (APPERSON et al., 2008). Essas doencas
tém ocorrido em varias regides do mundo, ora se manifestando de forma mais
branda ora responsavel por Obitos. A percepcdo da importancia das doencgas
causadas por riquétsias em saude publica vem crescendo, pois estdo associadas
a vetores artropodes (carrapatos, pulgas, piolhos e acaros) com ampla
distribuicdo mundial, mantidos na natureza por hospedeiros que atuam como
amplificadores de riquétsias, todavia, ainda ocorrendo de forma endémica.

As espécies de Rickettsia mantém ciclos silvestres e enzodticos na
natureza, e muitas sdo agentes de zoonoses transmitidas especialmente por
carrapatos. Dessas, as “febres maculosas” sdo as de maior impacto e incidéncia
mundial, principalmente a “febre maculosa das montanhas rochosas" (FMMR) de
distribuicdo em vastas areas de paises das Américas (OPAS, 2004, CDC, 2006;
SUCEN, 2009).

Durante a Segunda Grande Guerra surgiram avangos no controle das
riquetsioses, como o uso de inseticidas no combate aos vetores e o advento dos
antibidticos para o seu tratamento. Mas, ainda assim, essas doengas continuam
fazendo vitimas em todo mundo, estando dentre os principais motivos o

diagnostico inexistente ou tardio, a auséncia de sinais patognoménicos, o
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desconhecimento por parte de agentes de saude, falta de experiéncia médica
e/ou tratamentos especificos (GALVAO et al., 2005; BRASIL, 2005).

A riquetsiose mais importante nas Américas é a causada pela Rickettsia
rickettsii (CDC, 2006; SUCEN, 2009). A doenca descrita em 1899, nos Estados
Unidos, fez inumeras vitimas desde a sua descoberta naquele pais, onde ja foi
notificada em todos os estados, exceto no Havai, Vermont, Maine e Alasca (CDC,
2006).

Nas Américas, as espécies de Rickettsia presentes que podem causar
febre maculosa em humanos séo R. rickettsii, R. parkeri, R. africae, R. akari, R.
felis e R. massiliae. Varias outras espécies do GFM tém sido descritas em
carrapatos nas Américas, porém sem qualquer associagdo com casos de febre
maculosa em humanos (DIAZ, 2001; OPAS, 2004, CICUTTIN et al., 2004;
SILVEIRA, 2006; PAROLA et al., 2009; LABRUNA, 2009).

No Brasil, no periodo de 1997 a 2008, foram confirmados 641 casos de
febre maculosa pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2009). Devido a sua crescente
importancia, desde 2001 tornou-se de notificacdo compulséria (BRASIL, 2001).

As manifestagbes clinicas dessas infec¢gdes sao muito semelhantes e
superpostas, dificultando com isto o diagnéstico etiolégico. A crescente
importancia em Saude Publica, ndo s6 pela identificacdo de varias espécies
novas como seus respectivos quadros clinicos, tem levantado o interesse por
parte de pesquisadores, os quais vém reconhecendo que a incidéncia e
distribuicdo das riquetsioses sao maiores do que se pressupunha anteriormente.

Os movimentos migratorios, o turismo e atividades realizadas em areas
endémicas do exterior possibilitam a introducdo de agentes infecciosos
desconhecidos em nosso meio, tais como riquetsioses exoticas, situagcéo que leva
a um risco sanitario indubitavel ao incorpora-las a nossos ecossistemas
autoctones (OPAS, 2004).

Atualmente as riquetsioses apesar de manterem carater endémico
estdo presentes em paises de todos os continentes do mundo (OPAS, 2004). As
Rickettsia spp. habitam ovarios de artropodes hospedeiros, 0o que as possibilita
serem transmitidas por geragdes nos vetores (BILLINGS et al., 1998). Dentre
todos os tipos de vetores artrObpodes os carrapatos sdo 0s mais comuns na
transmissao de Rickettsia spp (OPAS, 2004; BRASIL, 2005; CDC, 2006; SUCEN,
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2009). Aqui serdo abordadas as riquetsioses causadas por Rickettsia spp.

transmitidas por carrapatos.

2.2. TAXONOMIA DAS RIQUETSIOSES CAUSADAS POR Rickettsia spp

As riquétsias s&o microrganismos procarioticos, descritos como formas
cocobacilares, pequenos bastonetes ou bacilos Gram-negativos (0,3 x 1,5um),
que retém fucsina basica quando corados pelo método de Gimenez, possuem
citocromo e suas reagbes metabdlicas sdo aerdbias. S&o parasitos intracelulares
obrigatérios, multiplicam-se por fissdo binaria simples, colonizam e tem predilecédo
por glandulas salivares e ovarios de artropodes hospedeiros, mas também
infectam e se multiplicam em células dos intestinos, tubulos de malpighi e
hemolinfa (GIMENEZ, 1964; BURGDORFER, 1970; BILLINGS et al., 1998;
WEISS & MOULDER, 1984; YU & WALKER, 2003).

Até um passado ndo muito remoto, eram considerados “grandes virus”
por ndo terem vida extracelular, ndo poderem ser isoladas em meio artificial e
pela auséncia de sistemas enzimaticos completos. A espécie humana € um
hospedeiro aciental, constituindo o elo terminal no ciclo dessas bactérias, exceto
pelo tifo exantematico, em que humanos constituem o reservatério (GALVAO et
al., 2005).

As espécies de Rickettsia sao classificadas em trés grupos, baseando-
se em padrdes antigénicos, morfolégicos, moleculares e ecoldgicos: o Grupo
Ancestral (GA) compreende as espécies Rickettsia belli e Rickettsia canadensis,
associadas a carrapatos, mas de patogenicidade ainda desconhecida para
humanos, e poucas outras espécies associadas com anelideos (sangue-suga); o
Grupo do Tifo (GT) compreende as espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia
typhi, associadas primariamente com piolhos e pulgas, respectivamente; e o
Grupo da Febre Maculosa (GFM), maior dos grupos, onde a grande maioria das
bactérias estd associada primariamente a carrapatos, sendo as unicas excegbes
deste grupo Rickettsia felis e Rickettsia akari, que estdo associadas com pulgas e
acaros gamasida, respectivamente (LABRUNA, 2006a; PAROLA et al, 2009;
LABRUNA, 2009). Mutio embora existam dados da detec¢édo da R. felis, via PCR,
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em carrapatos (CARDOSO et al., 2006) ainda ndo ha na literatura prova cientifica
da transmissao desta espécie ao homem por intermédio de carrapatos.

No GFM existem cerca de 60 espécies de riquétsias e, dessas, 13 sdo
reconhecidamente patogénicas para humanos. Onze s&o transmitidas por
carrapatos: FMMR e FMB (R. rickettsii), febre maculosa do mediterraneo ou febre
botonosa (R. conorii), febre africana da picada do carrapato (R. africae), tifo do
carrapato de Queensland (R. australis), tifo da llha Flinders (R. honei), tifo
siberiano ou do norte da Asia (R. sibirica), febre maculosa oriental (R. japonica),
tibola (R. slovaca), linfangite expansiva (R. sibirica mongolotimonae), rickettsiose
européia (R. helvetica), febre maculosa de Parker (R. parkeri), tifo das pulgas
californianas (R. felis), rickettsiose variceliforme ou vesicular, por acaro (R. akari)
(HOOGSTRAAL, 1985; RAOULT & ROUX, 1997; BEATI, 1998; FOURNIER et al.,
2000a, b; LAKOS, 2002; USLAN ,2004; CDC, 2006). Existem ainda dentro do
GFM mais trés espécies emergentes que também tém nos carrapatos seus mais
provaveis vetores: R. massiliae (BEATI & RAOULT, 1993), R. aeschlimannii
(RAOULT & FOURNIER, 2002) e a R. amblyommii (APPERSON et al., 2008).

2.3. Rickettsia spp. TRANSMITIDAS POR CARRAPATOS

2.3.1. Febre africana da picada do carrapato

A febre africana da picada do carrapato é causada pela R. africae. Essa
doenga é cada vez mais comum entre os viajantes que retornam da Africa. O
carrapato vetor € o Amblyomma variegatum, podendo também ser transmitida por
outras espécies desse género. Segundo USLAN & SIA (2004) aproximadamente
27% dos pacientes que retornam febris da Africa Sub-Sahariana estdo infectados
pela R. africae e com freqliéncia apresentam também cefaléia, mialgia,

linfadenites e exantema cutaneo.

2.3.2. Tifo da llha Flinders

E uma das duas riquetsioses do GFM endémicas na Australia, causada

pela R. honei. E transmitida pelo carrapato Aponomma hydrosauri. Ocorre do sul
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da Australia até a llha de Flinders, regido da Tasmania. Os sintomas séo cefaléia,
febre alta, dores musculares generalizadas, exantema maculo-papular no térax e

extremidades de méaos e pés (DYER et al., 2005).

2.3.3. Febre maculosa oriental

Também conhecida como febre maculosa japonesa (FMJ) € causada
pela R. japonica. Os carrapatos dos géneros Haemaphysalis sp e Dermacentor sp
podem transmitir a riquétsia. Ja foi identificada também na Coréia do Sul (CHUNG
et al., 2006).

Os primeiros trés casos desta enfermidade no Japao foram
diagnosticados em 1984. Em outubro de 1996 foram confirmados 31 casos de
febre maculosa japonesa na cidade de Tokushima, Jap&o. Os pacientes tiveram
febre elevada aguda, cefaléia e exantema caracteristico; 90% tinham a lesao local
caracteristica conhecida como “eschar”, escara cutanea ou de inoculagdo. De
1984 a 1995, 144 casos de FMJ foram reportados pelo Instituto Nacional de
Saude no Japao (MAHARA, 1997).

2.3.4. Riquetsiose européia

Atualmente esta sendo chamada de perimiocardite cronica,
demominacéao provisoéria que € uma consequiéncia da infecgdo causada pelo seu
agente etiologico. Ja foi descrita em Portugal, Franca, Suica e Suécia (SOUSA et
al., 2003). Na Suécia tem sido apontada como causa de morte de jovens adultos
(NILSSON et al., 1999). A R. helvetica é incriminada como a causadora dessa

moléstia, por meio do carrapato Ixodes ricinus (BACELLAR, 1996).

2.3.5. Febre maculosa de Parker

E uma riquetsiose emergente descrita nos Estados Unidos, onde a
doencga diagnosticada em um paciente apresentando febre, cefaléia, escara de
inoculagédo e linfadenopatia regional, foi confirmada laboratorialmente como
riquetsiose (CDC, 2006).
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A R. parkeri foi identificada pela primeira vez em 1937, quando o
cientista R. R. Parker reportou o isolamento de uma bactéria que infectava o
carrapato Amblyomma maculatum, no Texas, EUA. Mais tarde, o cientista
inoculou carrapatos infectados em cobaias e verificou sinais parecidos com as
doencas causadas pela riquétsias do GFM (PARKER et al, 1939).

Somente em 2002 a R. parkeri foi reconhecida como patogénica para
seres humanos, quando isolada em cultivo celular e identificada por biologia
molecular a partir da biopsia da lesdo originada por picada de carrapato em
paciente oriundo da Virginia, EUA (PADDOCK et al, 2004).

A FM causada por R. parkeri se caracteriza por quadro de sinais e
sintomas mais brandos, n&do tdo severos em relacdo as demais riquetsioses e
sem registro de letalidade. Tal fato tende a dificultar o diagndstico clinico,
passando despercebida em locais onde nunca fora relatada. Esta doenca tende a
diferenciar-se clinicamente da FM causada por R. rickettsii, por apresentar
linfadenopatia e uma lesédo papular tipica (“tache noir”) no sitio de fixacdo do
carrapato (PADDOCK et al., 2004).

No Brasil a R. parkeri foi relatada pela primeira vez em 2006 isolada do
carrapato Amblyomma triste colhido em area rural do Estado de S&o Paulo,
confirmado por isolamento em cultivo celular e biologia molecular (SILVEIRA,
2006).

2.3.6. Tifo do carrapato de Queensland

Também conhecida como Febre Maculosa Australiana é causada pela
R. australis transmitida pela picada do carrapato Ixodes holocyclus . Foi descrita
pela primeira vez em 1946, quando 12 soldados contrairam a doenca durante
exercicios de treinamento, no norte de Queensland, Australia. Os sintomas foram
febre, cefaléia, mialgia, nausea, vomito, confusdo mental, escara de inoculagao,
linfadenopatias e exantema maculo-papular. A escara de inoculacdo esta
presente na maioria dos casos e comumente € unica (SOUSA et al., 2003; TAGS
Inc, 2006).
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2.3.7. Tibola

A “Debonel/Tibola” ou linfadenopatia €& causada pela picada de
carrapato do género Dermacentor, foi descrita por RAOULT et al (1997) na
Franca, LAKOS & RAOULT (1999) na Hungria e OTEO et al (2003) na Espanha.

O agente etiolégico é a R. slovaca principalmente transmitida pelo
carrapato vetor Dermacentor marginatus. Em Portugal, esse carrapato &
freqlientemente parasitado pela riquetsia e € encontrado com maior freqiiéncia
como parasita de bovinos e javalis. O quadro clinico em humano é descrito como
uma reacao no local da picada, em geral no couro cabeludo, acompanhada de
adenopatias cervicais e submaxilares. A lesdo inicia-se como uma papula ou
vesicula e desenvolve-se como lesdo exsudativa, necrotica, evoluindo para a
crosta e alopecia. Um quadro febril brando pode persistir por meses e a alopecia
por anos (GALVAO et al., 2005).

O aumento de nodulos linfaticos, linfadenopatia, que € uma
caracteristica marcante, algumas vezes é acompanhado da escara de inoculagao,
“eschar”. A alopecia é verificada mesmo ap6s tratamento, principalmente nos
casos em que ocorreu a erupg¢ao cutédnea e hemorragica no couro cabeludo e

hemangioma, que € outra lesao caracteristica (LAKOS, 2002).

2.3.8. Linfangite expansiva

Trata-se de uma riquetsiose emergente, pouco comum e conhecida,
denominada de Linfangite Expansiva em decorréncia do quadro caracterizado por
linfadenopatia dolorosa que tem origem no local da lesdo causada pela picada do
carrapato vetor, Hyalomma asiaticum. O agente é a R. sibirica mongolotimonae e
ja foi descrito na Mongélia, Franga, China, Nigéria e Africa do Sul. Os sintomas
cefaléia, febre, exantema, multiplas escaras cutaneas, linfangites e aumento de
nodos linfaticos sdo mais frequentes que no Tifo Siberiano (FOURNIER et al.,
2000b; FOURNIER et al., 2005).
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2.3.9. Tifo siberiano

O agente dessa riquetsiose € a R. sibirica “sensu stricto”. Ja foi isolada
nos carrapatos Dermacentor marginatus, Dermacentor nuttali Dermacentor
silvarum, Dermacentor pictus, Dermacentor sinicus, Dermacentor auratus,
Haemaphysalis concinna, Hyalomma wellingtoni e Hyalomma yeni. Os sintomas
sao cefaléia, linfangites, exantema, “eschar” e aumento de linfonodos. A
enfermidade ja foi descrita no norte da China, Mongdlia, Paquistdo e Russia
(SOUSA et al., 2003; FOURNIER et al., 2005).

2.3.10. Febre maculosa do Mediterraneo

Também conhecida como febre botonosa ou Febre Escaro-Nodular
(FEN) é uma doenga endémica em Portugal e comum em paises do
Mediterraneo. Os agentes etiologicos responsaveis por esta patologia s&o duas
estirpes do complexo R. conorii: R. conorii conorii (Malish) e R. conorii israelensis
(Israeli tick typhus). O carrapato Rhipicephalus sanguineus € o principal vetor e
reservatoério da R. conorii (SOUSA et al., 2003)

Caracteriza-se clinicamente como uma doenga exantematica, com um
processo de vasculite generalizado. Apesar de a maioria dos casos apresentarem
uma evolugéo benigna, nos ultimos anos verificou-se um aumento do numero de
casos graves e do numero de O6bitos ocorridos por esta patologia em alguns
distritos de Portugal. A taxa de incidéncia de 1989 a 2000 em Portugal foi de
9,8/105 habitantes, uma das mais altas em face de outros paises da bacia do
Mediterraneo (SOUSA et al., 2003). Apesar de ser uma doencga de declaragéo
obrigatéria em Portugal (média de 928 casos por ano — DGCSP, Ministério da
Saude, Lisboa, Portugal), continua-se a subestimar a sua verdadeira incidéncia
devido a elevada subnotificagdo. A sazonalidade é uma caracteristica da
enfermidade que foi reconhecida pela primeira vez como entidade nosolégica por
Ricardo Jorge, em 1930 (JORGE, 1930).

Qualquer estadio (larva, ninfa, adulto) do R. sanguineus pode parasitar
o homem, mas o periodo de incubag¢do da doenga e o ciclo biolégico do vetor,

indicam que as ninfas s&o o estadio responsavel pelo maior nimero de casos de
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FEN, que ocorrem nos meses de agosto e setembro (GILOT et al.,, 1990;
HERRERO et al., 1989; WALKER & FISHBEIN, 1991).

A escara de inoculagao, resultado da lesdo traumatica causada pela
introdugao do aparelho bucal do ixodideo e pelas lesbes celulares causadas pelas
riquétsias, esta presente em 30 a 70% dos casos (CARMO et al., 1981; RIBEIRO
et al., 1999). Contudo, alguns estudos referem que na infecgao pela estirpe Israeli
tick typhus, s6 3% dos casos apresentam escara e as manifestagdes clinicas sé&o
menos exuberantes comparativamente a estirpe R. conorii Malish (YAGUPSKY &
WOLACH, 1993; MORAIS et al, 1996; RAOULT & ROUX, 1997).
Frequentemente, a infecgao por aquela estirpe evolui de forma grave, envolvendo
faléncia multiorganica, um curso imprevisivel e quase sempre fatal (GROSS &
YAGUPSKY, 1987; YAGUPSKY & WOLACH, 1993; YOCHAY et al., 2000).

De acordo com ZHU et al. (2005), o complexo R. conorii inclui quatro
subespécies diferentes que podem ser distinguidos sorologicamente e por reacéo
em cadeia pela polimerase (PCR) e sdo, respectivamente, os agentes etiolégico
da febre botonosa ou febre maculosa do mediterraneo, na Europa e Africa do Sul
(R.. conorii conorii), tifo indiano do carrapato, na india (R. conorii indica), tifo
israelense do carrapato, no sul da Europa e Oriente Médio (R. conorii israelensis),
e febre maculosa de Astrakhan na regiao norte do Mar Caspio, Russia (R. conorii
caspiae). Embora recebam nomes diferentes, relacionando a regido de ocorréncia
ou surgimento, as enfermidades causadas pelas subespécies de R. conorii sdo
similares quanto aos sinais e sintomas e todas sdo transmitidas por carrapatos,
principalmente o R. sanguineus, mas o Haemaphysalis leachii e o R. (Boophilus)
microplus, também sao capazes de transmitir os agentes.

Apesar de a febre botonosa ser enfermidade de carater endémico em
paises do Mediterraneo, as riquetsioses tém a tendéncia de globalizar-se pela
facilidade de difusdo em vetores artrépodes. Alguns casos ja foram descritos na
literatura, como se segue.

Os primeiros trés casos autdctones suspeitos de febre botonosa no
Uruguai foram descritos em 1990 e consta na literatura serem os primeiros das
Américas. Até o ano de 2000, foram reportados mais quatro novos casos
autoéctones suspeitos desta enfermidade naquele pais. Todos se recuperaram

apos tratamento com tetraciclina. A quantidade de casos pode ser ainda maior,
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considerando-se a falta de estrutura e condicdes necessarias a realizar a
confirmac&o do diagnéstico (DIAZ, 2001).

Durante o ano de 1996, foram atendidos no ambulatério de medicina de
viajantes (Hospital de Enfermidades Infecciosas Francisco Javier Muniz, Buenos
Aires, Argentina), quatro pacientes procedentes do sul da Africa com diagnéstico
de riquetsiose. Todos eles apresentaram febre, dor de cabeca e presenca de
escara cutdnea. As 48 horas de iniciado o quadro clinico, um dos pacientes
evidenciou uma erupgdao maculo-papular, enquanto que o0s restantes
desenvolveram um exantema vesicular e crostoso. A reacédo de Weil-Felix
mostrou-se negativa e a sorologia para R. conorii por RIFI foi positiva em todos os
casos. Nenhum dos pacientes recordava haver sofrido picada de insetos ainda
que tenham permanecido ou transitado por pastagens em regides agrestes.
Todos receberam tratamento com doxiciclina com evolugdo clinica satisfatoria
(MARTINO et al., 2001).

2.3.11. Febre maculosa brasileira

A FBM ou simpesmente febre maculosa (FM), identificada pelo MS pela
CID 10: A77.0 (BRASIL, 2006), é uma zoonose, em geral de carater endémico,
transmitida ao homem por carrapato infectado com Rickettsia rickettsii (DIAS &
MARTINS, 1939; BURGDORFER et al., 1962).

A FM ja foi notificada em todos os Estados Norte-Americanos, a
excecado de Havai, Vermont, Maine e Alasca (CDC, 2006). Suas manifestagcbes
clinicas foram descritas pela primeira vez no final da década de 1890 no Estado
de Idaho, onde recebeu nomes como doengca azul ou febra negra, e outros,
prevalecendo o nome “febre maculosa das montanhas rochosas” (FMMR), numa
referéncia a regidao montanhosa no noroeste dos Estados Unidos, onde ocorreram
os primeiros casos (WOOD, 1896 e MAXEY, 1899 citados por CHILDS &
PADDOCK, 2009). Entre 1906 a 1909, H.T.RICKETTS obteve a transmissao
experimental da doenga para cobaios infestando-os com carrapatos
contaminados com riquétsias, comprovando o carrapato como vetor, observando
riguétsias em tecidos dos carrapatos (RICKETTS, 1911 citado por CHILDS &
PADDOCK, 2009).



24

A partir de 1930, a doenca foi identificada focalmente em paises como o
Canada, Meéxico, Costa Rica, Panama, Colémbia, Brasil e Argentina
(BUSTAMANTE & VARELA, 1947; PEACOCK et al., 1971; FUENTES, 1986;
RIPOLL et al., 1999; SUCEN, 2004).

No Brasil € conhecida desde 1929, quando José Toledo Piza, em Séao
Paulo, iniciou a distingdo da FM das demais doencgas exantematicas (PIZA et al.,
1932).

Na década de 1930, o pesquisador José Lemos Monteiro da Silva, do
Instituto Butantan, e seu auxiliar técnico Edison Dias, na tentativa de obter uma
vacina para FM acabaram adquirindo a doenga. Foram picados enquanto
trabalhavam no laboratorio triturando carrapatos. Ambos morreram, pois na época
nao havia medicamentos direcionados para a enfermidade. Depois disso, as
pesquisas que vinham sendo desenvolvidas pelo Instituto Butanta para conseguir
uma vacina foram abandonadas (CICCO, 2009).

Nos ultimos 50 anos nos Estados Unidos, segundo o “Centro de
Controle e Prevencao de Doencgas” (CDC, 2009), foram reportados de 250 a 1200
casos de FMMR, anualmente, sendo provavel que muito mais casos tenham
acontecido, mas nao foram relatados.

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, no periodo de 1997 a
2008, foram confirmados 641 casos de FM, limitados a alguns municipios dos
estados de Sao Paulo (265 casos), Minas Gerais (168 casos), Espirito Santo (30
casos), Rio de Janeiro (52 casos), Parana (4 casos), Santa Catarina (113 casos),
Rio Grande do Sul (4 casos) e Distrito federal (2 casos) (BRASIL, 2009a). A
regido Sudeste supera as demais nao somente na ocorréncia da enfermidade
com 515 casos confirmados (de 1997 a 2008), como em registro de ébitos por FM
com 144 casos (de 1990 a 2008), seguida da regido Sul com 121 casos
confirmados e sem letalidade registrada. Aparentemente a doenca tem se
disseminado para Estados antes considerados indenes para FM, como é a
situacdo dos Estados da regido Sul, onde a ocorréncia vem crescendo. A regiao
Centro-Oeste, até o presente momento tem ocorréncia de FM limitada aos dois
casos registrados no DF (BRASIL, 2009b). A febre maculosa tornou-se doenca de
notificagdo compulséria em todo territério nacional desde 2001, por meio da
Portaria N° 1943 de 18/10/2001 (BRASIL, 2001).
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O periodo de incubacao da FM varia de dois a 14 dias. A doenca inicia-
se com febre alta, cefaléia e mialgia intensa. Apds dois a seis dias surgem as
manifestacbes cutaneas (petéquias, maculas), podendo ocorrer edemas nos
membros inferiores e oliguria. Se ndo for rapidamente instituido tratamento, evolui
para infecgdo generalizada, com complicagbes pulmonares, vasculares,
desidratacdo, choque, coma e morte (GALVAO, 1993). A inexisténcia de sinais
patognomonicos dificulta o diagnéstico diferencial (GUERCIO et al., 1997).

A R. rickettsii ja foi identificada em capivaras, gambas, coelhos,
equinos, caes e outros, e estes podem atuar como hospedeiros (GALVAO, 1999).
Um estudo realizado em S&o Paulo, com humanos, caes e cavalos, apontou o
cavalo como excelente animal sentinela, demonstrando que cavalos soro-
positivos sdo um forte indicador da FM nas areas onde os seres humanos sio
expostos ao carrapato vetor (SANGIONI et al., 2005).

Nos Estados Unidos existem oficialmente trés espécies de carrapatos
incriminadas na transmissdo da R. rickettsi: o Dermacentor variabilis, 0
Dermacentor andersoni e o R. sanguineus (CDC, 2006).

No Brasil, os carrapatos vetores pertencem ao género Amblyomma:
A.cajennense, carrapato estrela ou do cavalo, e o A.aureolatum, carrapato
encontrado em carnivoros silvestres. O carrapato A. dubitatum (antigo A. cooperi),
comum em capivaras, € indicado como possivel vetor, embora isso ainda nao
tenha sido comprovado (SUCEN, 2004; PINTER et al., 2005). O A.cajennense é o
principal vetor (DIAS & MARTINS, 1939). Seus trés estadios evolutivos, larva,
ninfa e adulto, podem transmitir a bactéria (COMER, 1991). A maior incidéncia da
doenga ocorre no segundo semestre com pico em outubro, onde predomina a
forma de ninfa do carrapato (GALVAO et al., 1993).

Nos EUA 90% dos casos de FMMR acontecem de abril a
setembro. Esse periodo € a estacdo de aumento do numero de formas
adultas e ninfas das espécies de carrapato Dermacentor vetores que la
ocorrem. Histérico da picada de carrapato ou exposigcao as areas infestadas
de carrapatos ocorre em cerca de 60% dos casos de FMMR (CDC, 2009).

As capivaras, hospedeiros primarios de todos os estadios parasitarios

do A. dubitatum e do A. cajennense, sdo um potencial reservatorio de R. rickettsii.
(TRAVASSOS & VALLEJO, 1942a e b; SOUZA et al., 2009).
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Em Minas Gerais, onde a FM é endémica (segundo maior numero de
casos dos ultimos dez anos), CARDOSO et al. (2006), identificaram seqiéncias
com 100% de homologia com R. felis. em pulgas do género Ctenocephalides e
em carrapatos A. cajennense utilizando a técnica do PCR. Em carrapatos R.
sanguineus uma sequéncia apresentou 99% de homologia com R. felis e uma
sequéncia obtida de A. cajennense apresentou 97% de homologia com R. honei e
R. rickettsii. Esse estudo reforca a possibilidade de ocorréncia de mais de uma

espécie de Rickettsia nos casos onde antes a R. rickettsii era a unica incriminada.

2.3.12. Riquetsiose emergente na ltalia

A Rickettsia massiliae foi isolada de um paciente que apresentou sinais
de riquetsiose na Italia. A bactéria foi isolada na Sicilia, Itadlia, em 1985 e
identificada em 2005. O paciente era um homem de 45 anos de idade que foi
hospitalizado em Palermo apresentando febre persistente (12 dias), exantema
maculo-papular, escara de inoculagdo necrosada e hepatomegalia inicial. O
exame de imunofluorescéncia realizada na época foi reagente para R.conorii. A
bactéria foi estocada por 20 anos e depois identificada por exame de DNA por
PCR e cultura, como sendo R.massiliae (VITALE et al., 2006).

A R. massiliae foi isolada, na Franga, em carrapatos pertencentes a
espécies do género Rhipicephalus (BEATI & RAOULT, 1993).

Em 2004 um estudo demonstrou DNA de R. massiliae em carrapatos
R.sanguineus colhidos de cades em Buenos Aires, Argentina (CICUTTIN et al.,
2004). Mais recentemente, 5 de 20 carrapatos R. sanguineus colhidos no Arizona,
EUA, foram positivos ao PCR para detectar DNA riquetsial, e uma espécie de
Rickettsia foi isolada, sendo definitivamente identificada como R. massiliae
(EREMEEVA et al., 2006).

2.3.13. Riquetsiose emergente da Africa

A Rickettsia aeschlimannii foi isolada pela primeira vez em carrapatos

Hyalomma marginatum colhidos no Marrocos, em 1997 (BEATI et al., 1997).
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Em 2002, foi reportado o primeiro caso humano de infeccédo por R.
aeschlimannii em um viajante que retornava do Marrocos, na Africa. Quando
chegou a Francga, o paciente, um homem de 36 anos de idade, apresentou febre
de quase 40°C, uma lesao vesicular que necrosou semelhando-se a escara
de inoculacdo e exantema maculopapular generalizado. Exames de
imunofluorescéncia indireta e de DNA por PCR confirmaram a R. aeschlimannii
como causadora do quadro desse enfermo (RAOULT & FOURNIER, 2002).

2.3.14. Ricketsiose emergente Norte-Americana

Na Carolina do Norte, EUA, alguns casos de FMMR foram re-avaliados,
indicando a R. amblyommii como provavel agente infeccioso causador do quadro
enfermo desses pacientes e tendo no A. americanum seu provavel vetor
(APPERSON et al., 2008).

2.4. PATOGENIA DAS RIQUETSIOSES CAUSADAS POR Rickettsia spp

As riquétsias multiplicam-se nas células endoteliais e musculatura lisa
de vasos sanguineos, produzindo enzimas toxico-celulares e provocando
disturbios vasculares e tissulares. Pode-se verificar um processo de vasculite
generalizada, resultado da destruicdo das células endoteliais dos vasos
sanguineos pelas riquétsias (WALKER & MATTERN, 1980).

As riquétsias ligam-se a receptores que contém colesterol, séo
endocitadas em fagolisossomos, escapam para o citossol e se multiplicam. Além
disso, a R. rickettsii ativa a calecreina e as cininas do hospedeiro, causando desta
forma coagulagao local (COTRAN et al., 1996).

As lesbes cutaneas derivam da proliferacdo de riquétsias no endotélio
dos pequenos vasos, formacédo de trombos, hemorragias, infiltragdo perivascular
e necroses focais. Na pele, miocardio e tecido cerebral formam-se nddulos tificos.
A leséo basica desse efeito direto provoca dano as células do endotélio vascular
com proliferagdo do endotélio e predisposicdo a trombose e hemorragias
(VERONESI & FOCACCIA, 1996).
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Uma vez na célula, as riquétsias ndo se multiplicam o suficiente para
romperem a membrana celular. Entretanto, durante o processo de multiplicacéo, a
producédo de enzimas toxicas as células leva a uma injuria multifocal em areas
endoteliais. O endotélio alterado favorece a aderéncia de plaquetas, causando
disturbio de coagulacdo. Esses fatores em conjunto levam a disturbios vasculares,
que manifestam-se por edema e hemorragias, seguido de diminuigao de retorno
venoso, diminuicdo da perfusdo sanguinea dos tecidos e desordens de funcao
tissulares (PEREIRA & LABRUNA, 1998).

2.5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS RIQUETSIOSES CAUSADAS POR
Rickettsia spp

Os testes sorolégicos como reagcéo de Weil-Félix, que utiliza antigenos
nao riquetsiais (WHO, 1988), e os métodos ELISA e Western-blotting, de dificil
reprodugao pela necessidade de purificagdo de antigenos, sdo pouco utilizados
(NASCIMENTO, 2003).

A imunofluorescéncia indireta (IFl), método padréo-ouro segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1988) e preconizado pelo Ministério da
Saude do Brasil, € a técnica sorolégica mais usada no diagnéstico das
riqguetsioses. Apesar de utilizar antigenos especificos, obtidos a partir de culturas
puras, podem ocorrer reagdes cruzadas principalmente entre espécies de
Rickettsia do mesmo grupo (GALVAO et al., 2005). A RIFI permite a pesquisa de
anticorpos das classes IgM e IgG. Em geral, os anticorpos séo detectados entre o
7° e 0 10° dia de doenca. Titulos iguais ou superiores a 64 em unica amostra, ou
uma diferenca de quatro vezes no titulo entre amostras de soro pareadas,
colhidas com intervalo de duas a quatro semanas, confirmam o diagnéstico
(BRASIL, 2005). A RIFI para deteccao de anticorpos séricos apresenta
sensibilidade de 94 a 100% e especificidade de 100% (DUMLER, 1996; CDC,
2006).

O isolamento e identificagdo direta do agente pelo método “shell vial” é
demorado e limitado, pois além de ser realizado sob condi¢gées de biosseguranca
NB3, ndo permite o diagnostico precoce (MARRERO & RAOULT, 1989;
NASCIMENTO, 2003; BRASIL, 2005). A imunohistoquimica (IHQ), que consiste
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na submissao de cortes histolégicos a anticorpos anti-riquétsias, € uma técnica
mais utilizada na histopatologia (PADDOCK et al., 1999).

Uma das técnicas por biologia molecular consiste na amplificagdo de
segmento de DNA, comum as riquétsias, do gene que codifica uma proteina de
17kDa (htra), e/ou o gene citrato sintase (gltA) e ainda amplificacédo de segmentos
de genes que codificam proteinas de superficie de membrana OmpA do GFM, por
PCR, e posterior digestdo por enzimas de restricdo (RFLP), a fim de obter mapas
de fragmentos de DNA espécie-especificos (MARRERO & RAOULT, 1989). Mas
diversos fatores deletérios como a acédo de DNAses, RNAses, a inibicdo da
reacdo pelo ion Fe*? ou pela heparina podem dar origem a reacdes falsos
negativas (GALVAO et al., 2005).

A deteccao de Rickettsia spp em espécies de carrapatos por PCR tem
sido amplamente utilizada em estudos epidemiolégicos ou de surtos de
riquetsioses. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) de genes riquetsiais mais
utilizados sao: os género especificos, gltA e o gene de uma proteina de 17-kDa,
os quais amplificam regides mais conservadas dos genes, e o ompA (outher
membrane protein A) e ompB (outher membrane protein B) que amplificam
regides mais variadas de fragmentos de genes que codificam proteinas externas
(proteinas de superficie de membrana) especificas do GFM, as quais sofrem
maior pressao de selecdo (WEBB et al., 1990; REGNERY et al.,, 1991;
SANGIONI, 2003; LABRUNA et al., 2004; GUEDES et al., 2005; LABRUNA et al.,
2005; SANGIONI et al., 2005).

2.6. TRATAMENTO E PROFILAXIA

Quando se trata de FM, a utilizagdo de tratamentos inespecificos por
auséncia de diagnostico ou o desconhecimento por parte de agentes de saude ou
até mesmo médicos pode levar ao 6bito. Em 2004, ocorreu o primeiro caso fatal
de FM, no sudoeste do México. Uma menina de aproximadamente cinco anos de
idade foi encontrada parasitada por dois carrapatos na orelha, trés dias antes de
comecar a ter febre e dor de cabega. A crianca foi tratada com amoxicilina e teve

o quadro agravado, morrendo sete dias apés o inicio dos sintomas. O diagnéstico
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de infecgdo por R. rickettsii foi estabelecido por PCR especifico (CASTRO et al.,
2006).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2005) as drogas de
escolha para o tratamento da FM s&o a doxiciclina, utilizada em casos leves e
moderados ou o cloranfenicol, nos casos mais severos. O mesmo tratamento
medicamentoso pode ser aplicado a outras riquetsioses causadas por Rickettsia
spp., sendo todas sensiveis as tetraciclinas e ao cloranfenicoL (CUTILEIRO,
1950; NINA, 1951; MARTINO et al., 2001; LAKOS, 2002; USLAN & SAl, 2004;
DYER et al., 2005; FOURNIER et al., 2005; CHUNG et al., 2006; CDC, 2006).

As riquétsias sao sensiveis aos desinfetantes como hipoclorito de sédio
a 1%, etanol a 70%, glutaraldeido e formaldeido (FTSS, 2005).

Até o momento nao existe vacina para FM ou outra riquetsiose. Como
método de prevenir as riquetsioses abordadas neste, deve-se evitar regides com
altas infestacdes de carrapatos e tratar animais hospedeiros de carrapatos
vetores, principalmente se domésticos, e locais como estrebarias com agentes
carrapaticidas respeitando-se o ciclo dos vetores (SUCEN, 2004).

Ao entrar em contato com carrapatos, uma vez identificada a fixagéo no
organismo hospedeiro, a rapida e correta remocéo do ectoparasito previne a
infeccdo por Rickettsia spp, pois sdo necessarios de cinco a 20 horas de

parasitismo pelo carrapato para que ocorra a transmissdo (COMER, 1991).

2.7. CONSIDERAGOES

As riquetsioses encontram-se em ampla disseminagédo e embora ainda
tenham carater endémico, a globalizacdo das espécies de riquétsias € uma
tendéncia que se constata pela facilidade de difusdo em vetores artropodes. Na
América do Sul ja existem casos de riquetsioses antes limitadas aos continentes
europeu e africano. No futuro, provavelmente as Rickettsia sp. transmitidas por
carrapatos serao consideradas cosmopolitas.

Embora existam dados sobre os varios agentes e suas moléstias, a
participacdo de mais de uma espécie de riquetsia por moléstia ndo é descartada.

Os sinais e sintomas das riquetsioses causadas por Rickettsia spp. sao

muito semelhantes e, em grande parte, indistinguiveis. Essa auséncia de sinais
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patognoménicos faz crescer a importancia dos métodos moleculares de
diagndstico, especialmente o PCR.

A incidéncia da riquetsiose de maior importancia nas Américas, Febre
Maculosa, tem crescido a cada ano no Brasil.

Mesmo sendo enfermidades de consideravel patogenicidade, as
riguetsioses tém cura, se diagnosticadas precocemente e tratadas com

antibidticos especificos.
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CAPITULO 3 _— PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-Rickettsia spp. EM
HUMANOS, CAES E EQUINOS EM SUPOSTO FOCO DE FEBRE MACULOSA
EM QUIRINOPOLIS, GOIAS, BRASIL

Resumo. O presente estudo objetivou avaliar a suspeita de ocorréncia da febre
maculosa (FM) em Quirinépolis, Goias, Brasil, através de inquérito sorolégico em
amostras de humanos, cées e equinos e identificacdo de carrapatos vetores. Em
fevereiro de 2007, foram realizadas reagdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
para Rickettsia spp. em amostras de sangue colhidas em 28 humanos do grupo
de convivio de um caso suspeito (uma crianga de trés anos que apresentou sinais
de riquetsiose, apOs exposi¢céo a carrapatos). Destes 28 individuos, oito residiam
em trés propriedades rurais onde o caso suspeito esteve antes do quadro
enfermo. Nessas propriedades rurais, também foram colhidas amostras de
sangue em cinco caes e 42 equinos. Destes animais somente entre equinos
houve reagentes, sendo a freqiéncia encontrada de 28,6% (12/42) de
soropositivos. Nao foi constatada a presengca do carrapato Amblyomma
cajennense, principal vetor de FM no Brasil. Sete individuos foram reagentes para
Rickettsia spp., a maioria desses eram familiares paternos do caso suspeito. Os
sinais e sintomas manifestados e exames laboratoriais do caso suspeito
indicaram quadro clinico compativel com riquetsiose. Em 2008, na mesma regiéo,
foram realizadas RIFI em amostras de 30 humanos sem sinais clinicos de FM e
constatou-se 50% (15/30) de soropositivos para Rickettsia spp. Adicionalmente,
colheram-se amostras de sangue de 24 caes errantes, havendo um céao
soropositivo. A evidéncia sorologica do contato entre bactérias do género
Rickettsia com habitantes humanos e animais de Quirin6polis indica que a FM, ou
doenca antigenicamente semelhante, possa estar ocorrendo no Estado de Goias.

Palavras-chave: animais, anticorpos, RIFI, Rickettsia spp., vetores

Abstract. The objective of this study was to verify the Brazilian spotted fever
(BSF) occurrence in Quirinopolis City, Goias State, Brazil. In 2007, indirect
immunofluorescencia Assay (IFA) to detect anti-ricketsials antibodies presence
had been made in the blood serum samples harvested in 28 humans of
conviviality group of suspected case (a child of three years old who presented
ricketsioses signals, after tick-bite). Of 28 humans, eight inhabited in three farms
where the suspicious case was before appearing disease signals. In these farms,
samples of blood in five dogs and 42 equines had been also harvested, but only
had reagents (28.6%) between equines. The presence of the Amblyomma
cajennense tick, main BSF tick-borne in Brazil, was not evidenced. Seven samples
had been reacting for Rickettsia spp., the majority was paternal family of the
suspicious case. The revealed signals and symptoms and laboratoriais
examinations of the suspicious case had indicated compatibility clinical with
ricketsiose. In 2008, in the same region, RIFI in samples of 30 humans without
BSF clinical signals had been carried through and it was evidenced 50% (15/30) of
Rickettsia spp. reacting. Additionally, blood samples of 24 nomadic dogs had been
harvested, having a reagent serum dog. The serological evidence of the contact
between rickettsial bacteria with animals and humans from Quirinépolis, it
indicates that the BSF or another one rickettsiosis can be occurring in Goias State.
Key-words: animal, anti-ricketsials, antibodies, BSF, IFA, people.
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3.1. INTRODUCAO

Em fevereiro de 2006, uma crianga (NFSC) de trés anos de idade foi
levada ao Hospital Municipal de Quirin6polis-GO, apresentando sinais de febre,
com temperatura de 38°C e uma mancha résea no pescog¢o. A crianga foi
encaminhada a um hospital publico infanti em Goiania-GO onde ficou
hospitalizada por 53 dias. Exames laboratoriais complementares foram solicitados
e duas amostras de sangue, com intervalo de 15 dias, foram colhidas e enviadas
a Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, de acordo com o
protocolo oficial do Ministério da Saude (MS). O exame confirmou que a crianga
teve contato com agentes do grupo da febre maculosa, sendo o diagnostico
médico de febre maculosa. Apds tratamento com antibiodticos especificos a
crianga evolui para a cura. Este foi o primeiro caso suspeito de FM registrado no
municipio e no Estado de Goias (OLIVEIRA, 2006).

A febre maculosa (FM) & uma zoonose, de carater endémico,
transmitida ao homem por carrapato infectado com Rickettsia rickettsii (BRASIL,
2005).

Nas Américas, as espécies de Rickettsia presentes que podem causar
FM em humanos séo R. rickettsii, R. parkeri, R. africae, R. akari, R. felis e R.
massiliae. Varias outras espécies tém sido descritas em carrapatos nas Américas,
porém sem qualquer prova de associacdo com casos de FM em humanos (DIAZ,
2001; OPAS, 2004, PAROLA et al., 2009; LABRUNA, 2009).

No Brasil, a FM é conhecida desde 1929, quando foi distinguida de
outras doengas exantematicas (PIZA et al., 1932). Segundo dados do MS, no
periodo de 1995 a 2005, foram registrados 386 casos humanos de febre
maculosa no Brasil, limitados a alguns municipios dos estados de Sao Paulo (139
casos com letalidade de 42%), Minas Gerais (136 casos com letalidade de 22%),
Espirito Santo (30 casos com letalidade de 23%), Rio de Janeiro (55 casos com
letalidade de 24%) e Santa Catarina (26 casos sem registro de 6bitos) (BRASIL,
2006). Desde 2001, a FM é doenca de notificacdo compulséria em todo territorio
nacional, pela Portaria N° 1943 de 18/10/2001 (BRASIL, 2001).

Além da espécie humana, a R. rickettsii pode causar infecgdo aguda em

vertebrados como: capivaras, gambas, coelhos, eqiiinos e cades (GALVAO, 1999).
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No Brasil, os carrapatos vetores de Rickefttsia rickettsii pertencem ao
género Amblyomma: A. aureolatum, presente em canideos silvestres, mas que
também pode parasitar o cdo doméstico, e o A. cajennense, carrapato estrela ou
do cavalo, que € reconhecido como o principal vetor (PINTER et al., 2005;
LABRUNA, 2009). A bactéria pode estar presente nos trés estagios evolutivos do
carrapato, larva, ninfa e adulto (SUCEN, 2004).

Em humanos, o periodo de incubag¢ao da FM varia de dois a 14 dias. A
doenca inicia-se com febre, cefaléia e mialgia intensa. Apds dois a seis dias
surgem as manifestacbes cutaneas (petéquias, maculas), podendo ocorrer
edemas nos membros inferiores e oliguria. Na auséncia de intervencéo
medicamentosa, a enfermidade evolui para infeccdo generalizada, com
complicagbes pulmonares, vasculares, desidratagdo, choque, coma e morte. A
inexisténcia de sinais patognoménicos dificulta o diagnédstico diferencial de outras
enfermidades que cursam de forma clinica semelhante, segundo o Guia de
Vigilancia Epidemiolégica do MS (GALVAO, 1993; BRASIL, 2005).

Quanto aos sinais de FM em caes, em marcgo de 2009, no Brasil, houve
relato de dois cdes que uma vez expostos em area endémica para FM em Sao
Paulo adoeceram adquirindo a infec¢do. Os caes domiciliares foram levados ao
campo e retornaram infestados por carrapatos. Esses animais apresentaram:
febre de 40°C, anorexia, letargia, ataxia, nistagmo, diarréia e vémito. Demais
exames laboratoriais confirmaram a etiologia da FM, indicando infec¢do por
R.rickettsii LABRUNA et al., 2009).

A reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), método padrao-ouro
para a FM segundo a Organizacdo Mundial de Saude, é preconizada pelo MS
como a técnica sorologica para o diagnéstico das riquetsioses (BRASIL, 2005).

O presente estudo objetivou avaliar a suspeita de ocorréncia da FM em
Quirin6polis-GO através de inquérito sorolégico em amostras de humanos, caes e

equinos por meio da RIFI e identificacdo de carrapatos vetores.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostragem.
O estudo foi realizado em duas etapas de amostragem: a primeira

ocorreu em fevereiro de 2007 e a segunda um ano apos, ambas no Municipio de
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Quirinépolis-GO, onde aconteceu o primeiro caso humano notificado ao MS
suspeito de febre maculosa no Estado de Goias. As amostras foram obtidas
considerando-se o perimetro urbano e em trés propriedades rurais (PR). Aplicou-
se questionario epidemiolégico elaborado com base em TRHUSFIELD (2004).

A colheita de amotras nos animais foi realizada por Médico Veterinario
auxiliado por um técnico da Agéncia Goiana de Defesa Agropecuaria —
AGRODEFESA, e a colheita de sangue em seres humanos foi efetuada por uma
técnica em enfermagem do Hospital Municipal de Quirindpolis, apds ciéncia e
assinatura do “termo de consentimento livre e esclarecido”. O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (UFG).

Caracterizagao da regiao.

O municipio de Quirindpolis-GO, que em 2007 contava com uma
populacdo estimada de 38.064 habitantes, sendo 33.746 habitantes urbanos e
4.318 habitantes rurais (SEPIN, 2009), localiza-se dentro do Bioma Cerrado, clima
tropical, altitude média de 542 metros, area de 3.780 km?, latitude 18°26°52"S e
longitude 50°27°07"W, a 290km da capital Goiania, no sudoeste do Estado de
Goias (Figuras 1).

FIGURA 1. A. Mapa de Goias, localizando Quirinépolis ao sul. (http://pt.wikipedia.org/wiki/
Quirin%C3%B3polis). B. Mapa territorial do municipio de Quirinépolis-GO (SEPIN, 2009)
com a localizagdo da zona urbana ao centro.
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Em Goias, Quirindpolis faz divisa ao sul com o municipio de
Paranaiguara, ao sudoeste com Cachoeira Alta, ao norte com Rio Verde,
Castelandia e Bom Jesus de Goias e ao leste com Gouveléndia e, também, com a
regido Sudeste do Brasil, pela divisa com Estado de Minas Gerais (SEPIN, 2009).

A hidrografia em Quirin6polis € constituida, principalmente, pelos rios:
Rio dos Bois, S&ao Francisco, Fortaleza, Inhumas, Rio das Pedras, Rio Preto, Rio
Alegre e o Rio Paranaiba, cuja colegcdo de aguas compde o Lago Dourado
formado pela Barragem S&o Siméo, que divide Goias e Minas Gerais.

A atividade econbmica da regido é essencialmente agropecuaria. Em
Quirinépolis, no campo da agricultura a atividade predominante € a producgéo de
graos e cana-de-agucar, ja na pecuaria 0 municipio conta com rebanho de cerca
de 367.000 bovinos, 11.000 suinos, 6.000 equinos e 508.000 aves (SEPIN, 2009).
Anamnese.

Dados obtidos com os responsaveis pela crianga-NFSC, caso suspeito,
destacam que o pai era vaqueiro em trés fazendas de Quirindpolis e em sua
residéncia havia dois caes infestados por carrapatos. A mae da crianga relatou
que a mesma sempre “pegava” carrapatos. O pai da crianga, trabalhador rural,
relatou ja ter chegado em sua residéncia trazendo consigo alguns exemplares de
carrapatos na roupa, além disso, declarou que NFSC esteve nas propriedades
rurais onde trabalha, tendo contato direto com equlinos de montaria.

Colheita e identificagcdo de carrapatos.

Na primeira etapa de amostragem, os carrapatos foram colhidos
aleatoriamente nos 42 equinos parasitados existentes, oriundos de trés
propriedades rurais, e nos dois caes urbanos domiciliares de NFSC.

Os ectoparasitos foram colhidos por todo o corpo dos animais com o
auxilio de uma pinca e conservados em alcool isopropilico PA, conforme SUCEN
(2004), até o momento da identificacdo. Os carrapatos foram identificados de
acordo com BATTESTI et al. (2006) no Centro de Parasitologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias.

Amostras de sangue.
O sangue foi colhido através da venopungao das veias cefalica ou radial

nos seres humanos, e radial ou jugular nos cées e equinos.
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Na primeira amostragem, realizada em fevereiro de 2007, foram
colhidas amostras de sangue em 28 humanos e destes, 20 eram residentes em
area urbana e oito residiam no meio rural no Municipio de Quirinépolis. Dentre os
20 individuos da area urbana, estavam NFSC, caso suspeito de FM, seus pais,
avos, tios e primos, considerando-se familiares paternos e maternos (13 eram
parentes de NFSC), além de criangas vizinhas conviventes com a NFSC.
Colheram-se ainda, amostras de sangue em dois cdes criados soltos na
residéncia de NFSC.

No meio rural foram colhidas amostras de sangue em oito humanos
(trés eram parentes de NFSC), 42 equinos autoctones e cinco caes adultos, SRD.
Essas amostras rurais se originaram de trés propriedades rurais onde NFSC
esteve na época precedente ao surgimento dos sinais da enfermidade.

A colheita de amostras deu-se por adesao expontanea, de acordo com
a possibilidade e voluntarismo. Neste estudo, optou-se por direcionar o trabalho
investigativo no grupo de humanos conviventes com NFSC para tentar aumentar
a possibilidade de se rastrear a fonte de infeccao.

Na segunda etapa de amostragem, realizada em fevereiro de 2008, um
ano apo6s a primeira etapa, foram colhidas amostras de sangue em 30 humanos.
Essas amostras foram obtidas por adesédo expontdnea de pacientes do Hospital
Municipal de Quirinépolis-GO ao presente estudo e sem direcionar a possivel
casuistica. Concomitante, foi realizada colheita de amostras de sangue em 24
caes errantes, adultos, SRD, provenientes de um canil mantido por uma ONG que
recolhia esses animais da area urbana de Quirinopolis.

Todas as amostras de sangue obtidas foram centrifugadas no
Laboratério do Hospital Municipal de Quirindpolis e o soro obtido foi aliquotado em
microtubos de 1,5 mL, identificado, congelado para ser transportado até o
Laboratério de Virologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias, onde foi armazenado em temperatura de —20°C.
Posteriormente, as amostras de soro foram transportadas acondicionadas em
caixa isotérmicas contendo gelo recliclavel, até o Laboratério de Doencas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade

de Sao Paulo, onde foi realizada a RIFI.
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3.2.2. Protocolo de RIFI para Rickettsia spp.

As amostras de soro foram testadas separadamente frente a extratos
brutos de cinco diferentes antigenos riquetsiais: R. rickettsii cepa Taiagu, R.
parkeri cepa At24, R.amblyommii cepa Ac37, R. bellii cepa Mogi e R. rhipicephali
cepa HJ*5. Essas cepas foram isoladas de carrapatos do Brasil, conforme
trabalhos de LABRUNA et al. (2004b), HORTA et al. (2005), SILVEIRA (2006) e
PINTER e LABRUNA, (2006).

Para obtengédo dos antigenos foram utilizados cultivos de células Vero
infectadas com Rickettsia spp. Quando as células atingiram 100% de infeccao, os
antigenos foram concentrados e fixados em laminas de vidro contendo 12
pocinhos (HORTA et al., 2004) e armazenadas em freezer com temperatura de —
80°C até o momento de uso.

Uma aliquota de soro (5uL) foi diluida 1:64 em solucao salina fosfatada
tamponada (PBS) [Anexo 1A] pH 7,4. A seguir o soro diluido (20 pL) foi
depositado sobre cada pogo da lamina contendo o antigeno (células Vero
infectadas com um dos cinco tipos de antigenos riquetsiais) e incubada em
camara umida, em estufa (37°C) por 30 minutos. Posteriormente, a lamina foi
mergulhada em solug¢ado de lavagem tamponada (2X, 10 min) e deixada secar em
temperatura ambiente. O conjugado espécie-especifico, anticorpo especifico anti-
espécie (humano, eqlino ou c&o) conjugado com fluoresceina, foi adicionado, em
diluicbes especificas de cada conjugado, em cada pog¢o da lamina, incubado a
37°C por 30 minutos e depois lavada com PBS. A Iamina foi entdo mergulhada em
solugado de lavagem acrescida de corante azul de Evans (2X) por 10 minutos, na
auséncia de luz e depois foi deixada secar em temperatura ambiente na auséncia
de luz. A leitura foi feita em ao microscépio de imunofluorescéncia, OLYMPUS
BX60, em objetiva de 40X.

Os soros reativos na diluicdo 1:64, apresentando reacbes de
imunocomplexo fluorescente de formatos coco-bacilares em mais que 90% das
células, para qualquer espécie de Rickettsia foram testados em crescentes
diluigbes seriadas na base dois, iniciando-se em 1:64, para determinacgé&o do titulo
final de reatividade. O soro que demonstrou para uma determinada espécie de

Rickettsia um titulo 4 vezes maior que para as demais espécies testadas, foi
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considerado homologo para aquela espécie de Rickettsia (HORTA et al., 2004;
LABRUNA et al., 2007).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os individuos que se dispuseram a participar do presente estudo nao
apresentavam no momento da coleta de amostras nenhum sinal clinico
compativel com febre maculosa; 100% tinham convivio com céaes; das que
residiam em area urbana 100% relataram irem com frequéncia ao meio rural e
terem contato com equinos; foi comum o relato de vitima de parasitismo por
carrapatos em algum momento da vida, mas essas ndo souberam responder com
exatidao se houve febre apdés esse momento, com excegéo do caso de NFSC.

A febre apdés a picada de carrapatos de varias espécies é um sinal
clinico comumente relatado nos casos de FM (R. rickettsii) das Américas e outras
riqguetsioses que ocorrem pelo mundo, tais como febre escaro-nodular (R. conorii),
febre africana da picada do carrapato (R. africae), tifo do carrapato de
Queensland (R. australis), tifo da llha Flinders (R. honei), tifo siberiano ou do norte
da Asia (R. sibirica), febre maculosa oriental (R. japonica), tibola (R. slovaca),
Linfangite Expansiva (R. sibirica mongolotimonae), rickettsiose européia (R.
helvetica) e febre maculosa de Parker (R. parkeri) (HOOGSTRAAL, 1985;
RAOULT & ROUX, 1997; BEATI, 1998; FOURNIER et al., 2000a, b; LAKOS,
2002; USLAN ,2004; BRASIL, 2005; CDC, 2006). Histérico da picada de
carrapato ou exposicédo a areas infestadas de carrapatos ocorre em cerca
de 60% dos casos de FMMR nos EUA (CDC, 2009). Todavia, a transmissao
da FM geralmente ocorre quando o artropode permanece aderido ao hospedeiro
por um periodo de 4-6 horas (BRASIL , 2009).

De acordo com o questionario epidemiologico, nas trés propriedades
rurais que NFSC freqlentou, havia equinos, nos quais NFSC praticava montaria
acompanhada, e capivaras que eram freqlientemente avistadas nos ambientes
onde os equinos eram manejados. As capivaras, hospedeiros primarios de todos
os estadios parasitarios do A. cajennense e A. dubitatum, sao consideradas um
potencial reservatério de R. rickettsii (SUCEN, 2004; SOUZA et al., 2009).
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A sorologia realizada nas amostras colhidas de humanos em fevereiro
de 2007 indicou freqiiéncia total de soro-reagentes na RIFI para Rickettsia spp. de
25% (7/28), sendo cinco de individuos residentes na area rural e dois na area
urbana (Tabela 1). A freqiéncia de 25% de amostras soro-reagentes foi obtida
tanto entre humanos residentes na area rural (2/8), quanto em humanos
residentes em area urbana (5/20).

O resultado da sorologia para Rickettsia spp. nos 28 individuos do
grupo de convivio de NFSC deu-se da seguinte forma: das oito amostras
humanas, oriundas de trés propriedades rurais onde NFSC esteve antes da
manifestacdo do quadro patolégico, somente duas amostras oriundas da
Propriedade Rural B” foram soropositivas na RIFI, ambas reagindo de forma
cruzada; os pais de NFSC foram soronegativos; dos 13 parentes de NFSC, trés
familiares paternos e um materno foram soropositivos na RIFI, no entanto todos
reagiram de forma cruzada; quatro criangas vizinhas de NFSC que conviveram no

periodo pré-patente do quadro enfermo foram soronegativas (Tabela 1).

TABELA 1. Titulo de anticorpos nas amostras humanas soro-positivas na RIFI
para Rickettsia spp., colhidas em fevereiro de 2007, em Quirindpolis-

GO.

Amostra Género | Origem TITULOS NA RIFI PARA Rickettsia spp., AMOSTRAS DE 2007 PARI

humana R. rickettsii | R. parkeri | R. rhipicephali R. amblyommii | R. bellii
NFSC F Urbana 256 128 64 NR NR -
Tio P1 M Urbana 256 128 64 128 NR -
Avé P F Urbana NR 64 64 NR NR -
Primam F Urbana 128 64 NR NR NR --
Tia P F Urbana 64 128 NR NR NR -
Tio P2 M Rural 128 64 NR 64 NR --
Trabalhador M Rural 128 128 128 256 256 --

Legenda: P = origem paterna, m = materna; F = feminino; M = masculino; NR = ndo reagente
PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

O numero de amostras humanas soropositivos para Rickettsia spp., em
2007, foi quase na totalidade de familiares paternos de NFSC. Isso pode ser
explicado pelo fato de a maioria desses individuos se dedicarem a atividades
rurais, o que seguramente facilitou a exposi¢cdo, aumentando o risco de contato
com bactérias do género Rickettsia, diferentemente das demais pessoas que se
dedicavam a atividades urbanas. Com relagdo ao parente materno soropositivo,

este era uma crianca prima de NFSC que habita na mesma residéncia,
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submetendo-se as mesmas circunstancias de sobrevivéncia, riscos e desafios
antigénicos.

O soro de NFSC analisado no presente estudo reagiu de forma cruzada
para R. rickettsii, R. parkeri e R. rhipicephali (Tabela 1), ndo havendo diferenca
significativa para se evidenciar um dos possiveis antigenos riquetsiais, pois os
mesmos diferenciaram-se em apenas uma casa de diluigdo. Dessa forma,
baseando-se nos estudos de HORTA et al. (2004), LABRUNA et al. (2007) e
SILVA (2007), ndo ha como indicar um provavel agente causador da resposta
imune. Essa amostra de NFSC foi colhida cerca de um ano ap6s a ocorréncia da
suspeita clinica de FM. Como nos dos dois primeiros exames realizados na
FIOCRUZ o soro foi testado somente frente a R.rickettsii, ha dificuldade para uma
avaliacao mais profunda deste caso, se considerarmos que aqui o soro de NFSC
foi testado frente a cinco espécies de Rickettsia.

No caso de equinos, constatou-se frequéncia de 28,6% (12/42) de
animais reagentes para Rickettsia spp ao RIFI (Tabela 2) nas amostras colhidas
em 2007. Houve equinos soropositivos em duas das trés propriedades rurais. A
soropositividadde entre os equinos foi encontrada na “PR A”, com dois animais
reagentes, e na “PR B”, com 10 de seus animais reagentes. Dados do
questionario epidemiolégico realizado revelam que nestas propriedades rurais era
frequUente a pratica de montaria em equinos por NFSC acompanhada de outros

adultos.

TABELA 2. Frequéncia de sororeagentes na RIFI para Rickettsia spp. nas
amostras de sangue de equinos, caes e humanos colhidas em
propriedades rurais de Quirin6polis-GO, em fevereiro de 2007.

LOCAL AMOSTRAS DE SORO E FREQUENCIA DE REAGENTES NA RIFI
Propriedade | Distancia Eqiiinos Cies Humanos
rural Km Total | Reagente (%) | Total | Reagente (%) | Total | Reagente (%)
A 8 8 2 (25%) 2 0 (0%) 2 0 (0%)
B 25 20 10 (50%) 2 0 (0%) 5 2 (40%)
C 50 14 0 (0%) 1 0 (0%) 1 0 (0%)

*Propriedades rurais com equlinos onde NFSC esteve antes de manifestar sinais de enfermidade. *
**Relativo a distancia da propriedade rural até a area urbana de Quirinépolis.

Um estudo realizado em S3o Paulo, com humanos, cdes e cavalos,

apontou o cavalo como excelente animal sentinela para FM, demonstrando que
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cavalos soro-positivos sdo um forte indicador de enfermidade nas areas onde
humanos sao expostos ao vetor (SANGIONI et al., 2005).

Dos 10 eqlinos soro-positivos da “PR B”, seis reagiram soro-
especificos para R. rickettsii e quatro apresentaram reacdo cruzada para R.
rickettsii e R. parkeri (Tabela 3). Nesta propriedade, das duas amostras humanas
soropositivas, uma era de um tio paterno de NFSC e outra de um trabalhador rural
responsavel pelo manejo dos equinos da propriedade. SANGIONI et al. (2005)
observaram que nenhuma das 66 amostras de soro de humanos oriundos de 6
fazendas de areas endémica para FM e ndo endémica submetidas ao RIFI para
um unico antigeno testado de R. rickettsii reagiu positivamente. O referido estudo
traz um contraste ao presente, quando nele somente as amostras de equinos e
caes da area endémica para FM reagiram positivamente, j& em Goias entre as
amostras colhidas houve humanos e equinos soro-reagentes, todos oriundos de
area considerada ainda indene para FM.

As reacgdes especificas de amostras eqlinas contra R. rickettsii
constituem os primeiros indicios de que essa bactéria esteja circulando em Goias,
Estado antes do presente estudo considerado indene a esta bactéria.
Provavelmente, esta bactéria esteja sendo mantida em ciclo silvestre por algum

animal adaptado as condi¢des de hospedeiro.

TABELA 3. Titulos de anticorpos nas amostras dos equinos soropositivos na RIFI
para Rickettsia spp., colhidas em fevereiro de 2007, em Quirindpolis.

Amostra | Propriedade | TITULO NA RIFI PARA Rickettsia spp. AMOSTAS DE 2007 PARI
Eqiiina Rural R. rickettsii | R. parkeri | R. rhipicephali | R. amblyommii | R. bellii

1 A 128 64 NR NR NR -

5 A 4096 4096 128 64 4096 -

2 B 128 NR NR NR NR R. rickettsii
4 B 256 64 NR NR NR R. rickettsii
5 B 256 NR NR NR NR R. rickettsii
8 B 128 NR NR NR NR R. rickettsii
9 B 512 256 NR NR NR -
12 B 64 128 NR NR NR -
15 B 64 NR NR NR NR R. rickettsii
16 B 128 64 NR NR NR --
18 B 256 64 NR NR 256 --
19 B 256 NR NR NR NR R. rickettsii

Legenda: PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

FREITAS (2007), objetivando obter informagdes sobre a epidemiologia

da FMB em Sao José dos Pinhais, PR, onde foi registrado o primeiro caso da
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doeng¢a em humano neste Estado, analisou por RIFI 75 soros de equinos frente a
R. rickettsii e a R. parkeri, no periodo de abril de 2005 a junho de 2006, e
encontrou sete animais (9,33%) com titulos variando entre 64 a 1024, reagentes
apenas a R.rickettsii. Considerando que o eqlino animal € sentinela para FM e
admitindo que estes animais possam percorrer grandes distdncias ou até mesmo
serem livremente comercializados, esses animais podendo carrear vetores
infectados tornam-se grandes disseminadores de FM.

Na “PR A”, em uma amostra equiina reagente ao RIFI| para as cinco
espécies de Rickettsia pesquisadas, foi encontrado o mais expressivo titulo de
anticorpos anti-riquetsiais do presente estudo. A reagdo cruzada na “amostra
eqlina 5”, estabelecida sorologicamente entre R.rickettsii, R. parkeri e R.bellii,
apresentou titulo quatro vezes maior considerando os demais. Nesta propriedade
nao houve humanos ou caes soropositivos para Rickettsia spp.

No caso de reacdes cruzadas como na “amostra equina 5” da “PR A”,
nao se pode concluir qual a espécie de Rickettsia que esteve ou esta circulando
na area estudada, ja que reagiu para varios antigenos. O expressivo titulo obtido
nesta amostra equina sugere a possibilidade do animal ter sofrido infeccéo
simultédnea pelas trés espécies de Rickettsia: R.rickettsii, R. parkeri e R.bellii. Em
2002, na Virginia, EUA, a R. parkeri foi incriminada como patogénica para
humanos (PADDOCK et al, 2004). A FM causada por R. parkeri se caracteriza por
um curso nao grave, sem letalidade registrada e tende a diferenciar-se
clinicamente da doenca causada por R. rickettsii, por apresentar linfadenopatia e
uma lesdo papular tipica (“tache noir") no sitio de fixacdo do carrapato
(PADDOCK et al., 2004). Semelhante ao ocorrido neste estudo, um equino do
municipio de Piracicaba, area endémica para FM em Sao Paulo, reagiu de forma
cruzada para R.rickettsii, R.parkeri, R.felis e R.belii, mas indicou a homologia da
reacao para R.parkeri com titulo 4096 (HORTA et al., 2007). Ja quanto a R. bellii,
atualmente a riquétsia mais prevalente em carrapatos no Brasil (LABRUNA et al.,
2004; PINTER e LABRUNA, 2006), ndo ha evidéncia que comprove a
patogenicidade dessa bactéria para humanos ou animais (LABRUNA et al., 2007).

Das 30 amostras de soro colhidas em 2008 de humanos residentes na
area urbana do Municipio de Quirin6polis, 50% (15/30) reagiram para algum tipo

de antigeno riquetsial (Tabela 4). Essa freqliiéncia de humanos reagentes pode
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ser considerada alta, comparativamente aos achados de PINTER et al. (2008)
que, avaliaram por RIFI para quatro riquetsias, amostras de 25 cdes e 35
humanos provenientes de uma area endémica para FM do Estado de Sao Paulo,
onde o carrapato A. aureolatum é o principal vetor de FM. Esses autores
constataram freqtiéncia de 64% e 2,8% de soropositivos para caes e humanos,
respectivamente, e atribuiram por meio dos altos titulos obtidos a
responsabilidade antigénica da resposta imune encontrada em amostras de sete

caes e um humano a R. rickettsii.

TABELA 4. Titulos de anticorpos nas amostras dos humanos urbanos
soropositivos na RIFI para Rickettsia spp., colhidas em fevereiro de
2008, em Quirinépolis-GO.

Amostra Género TITULO NA RIFI PARA Rickettsia spp. AMOSTRAS DE 2008 PARI
Humana R. rickettsii | R. parkeri | R. rhipicephali R. amblyommii | R. bellii
4 M 128 128 NR NR NR -
5 F 256 128 NR NR NR --
8 M 128 128 NR NR NR --
12 F 64 NR 64 64 NR --
13 M 64 64 128 NR NR --
14 M 256 128 NR NR NR --
15 F NR NR 64 NR NR R. rhipicephali
16 M 512 256 128 64 NR --
17 M 256 128 64 64 64 --
18 F 128 NR NR NR 64 --
20 M 128 NR 64 64 128 --
21 F 128 64 128 64 64 --
22 F 128 64 256 64 NR --
23 M 256 128 256 64 NR --
26 M 128 64 128 128 128 -

Legenda: M = masculino; F = feminino; NR = ndo reagente
PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

Ja em Quirinépolis, somente uma das amostras humanas foi soro-
reagente especifica para R. rhipicephali, porém com titulo de 64. Embora o titulo
de anticorpos obtido na amostra humana que reagiu para R. rhipicephali tenha
sido o “cut-off da soro-reagdo, esse achado constitui o primeiro indicio da
presenca desta espécie de Rickettsia no Estado de Goids. Apesar de a R.
rhipicephali estar sendo isolada em carrapatos D. variabilis da Califérnia nos EUA,
regido endémica para FMMR (WIKSWO et al., 2008) e de em Monte Negro, RO,
no Brasil, ja ter sido evidenciada sorologicamente em amostras de cées testados
frente a seis espécies de Rickettsia (LABRUNA et al., 2007), ainda ndo ha na

literatura prova cientifica que a indique como patogénica para seres humanos.
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Dentre as 30 amostras humanas de 2008, onde a composi¢ao foi de 1/2
por género sexual, 50% foram soropositivos ao RIFI para Rickettsia spp., e destes
40% eram mulheres e 60% eram homens. De acordo com o Ministério da Saude
(BRASIL, 2009c) 73% das pessoas acometidas pela FM s&o do sexo masculino e
27% do sexo feminino.

Em meio as sororrea¢cdes humanas das amostras colhidas em 2008,
houve resposta para todas as cinco espécies de Rickettsia (Tabela 4). Os maiores
titulos foram para R. rickettsii, no entanto, com exce¢ao de uma soro-conversao
para R. rhipicephali, os demais soropositivos reagiram de forma cruzada para as
espécies de Rickettsia estudadas e os titulos dessas reagcbes nao foram
homdlogos a um determinado agente, assim como sugere HORTA et al. (2004),
pois ndo houve diferengca entre titulos igual ou superior a quatro vezes. No
entanto, é razoavel afirmar que tenha havido contato entre esses individuos e a(s)
bactéria(s) do GFM ou microrganismo antigenicamente semelhante, apesar de
nao se poder diagnosticar qual dentre os antigenos é o responsavel pela resposta
antigénica observada nas reagdes cruzadas das amostras humanas de 2008.

Observado os achados nas amostras humanas de Quirinépolis-GO a
freqUéncia de soropositivos ao RIFI para Rickettsia spp., foi de 25% (7/28) em
2007 e de 50% (15/30) em 2008.

As cinco amostras de sangue dos cées de area rural (Tabela 2) e as
duas de area urbana, colhidas em fevereiro de 2007, foram soronegativas ao RIFI
para Rickettsia spp. Esse achado nao traz evidéncias de que os referidos animais
tenham sido provaveis fontes de infeccao de Rickettsia sp. para NFSC e demais
humanos de seu grupo de convivio.

Dentre as 24 amostras de soro de cdes urbanos, colhidas em fevereiro
de 2008, uma amostra (4,16%) foi reagente de forma cruzada ao RIFIl. Houve
sororeatividade para R. rickettsii (512), R. parkeri (128), R. amblyommii (64) e R.
rhipicephali (64). A sororreacgéo no titulo de 512 foi considerada homologa para R.
rickettsii (diferenga quatro vezes entre os dois maiores titulos), o que gera fortes
indicios da presenca deste agente infeccioso em Goias. Estes cdes eram animais
errantes, animais que passaram parte de sua vida sobrevivendo livres pelas ruas
da cidade e que no momento da colheita das amostras de sangue eram mantidos

por uma ONG em um canil de recolhimento.
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Essa amostra canina soropositiva para R. rickettsii, colhida em 2008 em
Quirin6polis, Goias, torna-se representativa comparativamente aos resultados de
SILVA (2007) que também analisou por RIFI amostras de sangue de 453 cées de
Belo Horizonte (tendo como referéncia uma estimativa da populagéo canina do
CCZ de Belo Horizonte), Minas Gerais, Estado detentor do segundo maior indice
de ocorréncia e incidéncia de FM, obtendo prevaléncia de 0,66% de positividade,
frente as mesmas espécies de Rickettsia aqui testadas. Semelhante ao ocorrido
no presente estudo, somente uma das amostras caninas de SILVA (2007) teve
titulo alto o suficiente para indicar a R. rickettsii como provavel agente infeccioso
causador de tal resposta imune.

Dados coletados com o questionario epidemioldgico revelaram que na
residéncia de NFSC havia dois caes adultos, SRD, infestados de carrapatos. As
amostras de sangue destes animais foram soronegativas ao RIF| para Rickettsia
spp. e os 20 carrapatos adultos colhidos nestes animais foram caracterizados
como pertencentes a espécie Rhipicephalus sanguineus. Carrapatos R.
sanguineus, comum em caes, sdo considerados possiveis vetores de riquetsiose
no México (CDC, 2006).

Os 76 carrapatos adultos colhidos nos 42 equinos das trés
propriedades rurais amostradas foram caracterizados como pertencentes a duas
espécies (Tabela 5). O A. cajennense, considerado principal vetor de FM no

Brasil, ndo foi encontrado no presente estudo.

TABELA 5 — Caracterizagdo dos carrapatos colhidos nos equinos parasitados de
trés propriedades rurais de Quirinépolis, Goias, em fevereiro de 2007.

CARRAPATOS
Proprie Total por estédio : Total por Esp.écie/sexo/pr(.)priedade
dade R.B.microplus | D. nitens | A. cajennense
larva | ninfa | adulto F M F M F M Total

A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 3 1 9 6 2 0 1 0 0 13
C 0 5 67 0 0 49 | 18 0 0 72

Total 3 6 76 6 2 49 19 0 0 85

Legenda: R.B.microplus = Rhipicephalus Boophilus microplus; D. nitens = Dermacentor nitens.

Segundo PINTER et al. (2005), no Brasil, as espécies de carrapato dos
géneros Rhipicephalus e Dermacentor ndo tém importancia na epidemiologia da

R. rickettsii. No entanto, recentemente no Estado do Arizona, EUA, o carrapato R.
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sanguineus foi indicado como possivel vetor de FMMR (DEMMA et al., 2005),
depois de ter sido encontrado parasitando uma pessoa, que contraiu FM apds a
picada do carrapato, e de ter sido detectada a presenca de R.rickettsii, por PCR e
isolada em cultura celular, em carrapatos R sanguineus colhidos do c&do que
pertencia a este paciente vitima de parasitismo pelo carrapato.

Por ocasido do presente estudo, uma amostra de sangue da crianga-
NFSC foi colhida um ano (fevereiro/2007) apdés a suspeita da enfermidade,
ocorrida em fevereiro de 2006. Esta foi a terceira amostra de NFSC soro-reagente
ao teste de RIFI para R. rickettsii. O MS do Brasil considerou o caso da crianga-
NFSC como compativel com FM, caracterizando-o como quadro de riquetsiose,
diante do resultado gerado pela FIOCRUZ com provas sorolégicas pareadas com
ambos os titulos reagentes a 64 (MARTINS, 2007).

Neste estudo o titulo de anticorpos contra a R. rickettsii na amostra de
soro da crianga-NFSC foi de 256, no entanto, a amostra reagiu de forma cruzada
para mais duas outras espécies de Rickettsia, das quais somente para a espécie
R. parkeri ha evidéncia de patogenicidade para seres humanos descrita na
literatura, porém de forma mais branda (PADDOCK et al, 2004).

Houve equlinos sororeagentes em duas das trés propriedades rurais
onde NFSC esteve. No entanto, ndo foi possivel rastrear a provavel fonte de
infeccdo, mas os achados aqui obtidos permitem suspeitar que o caso suspeito de
FM tenha tido em uma dessas duas propriedades rurais a fonte antigénica do
contato com bactérias do GFM ou microrganismos antigenicamente semelhantes.

No Distrito Federal, dois casos de FM, um em 2005 e outro em 2006,
foram confirmados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2008), mas n&o ha
informagdes de que sejam casos autoctones. De fato, a ocorréncia de FM ainda
nao foi confirmada em Goias, ja que no resultado do RIFI realizado nas amostras
de sangue pareadas colhidas de NFSC teria que ter havido uma diferengca minima
de quatro vezes entre os titulos obtidos nestas duas amostras contemporaneas
de NFSC, indicando infeccéo ativa, para que se reconhecesse oficialmente a
ocorréncia (BRASIL, 2005). Todavia, o caso de NFSC somado aos resultados da
analise sorologica pela RIFI aqui realizada, detectando a presencga de anticorpos
anti-riquetsiais com titulos significativos nas amostras de soro humano e animal

de Quirindpolis, constituem indicios da presenca de agentes do GFM em Goias.
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E importante salientar que, adicionalmente ao fato do principal vetor (A.
cajennense) associado a FM estar presente no Estado de Goias, fato verificado
por BORGES & SILVA (1994), a constatacao de anticorpos anti-riquetsiais no
presente estudo e ainda a ocorréncia da doenca em estados limitrofes a Goias,
como Minas Gerais e Sdo Paulo, pode estar havendo auséncia de diagndstico
clinico, ja que se trata de enfermidade infecciosa que ndo apresenta sinais

patognomdnicos e pode ser confundida com outras enfermidades.

3.4. CONCLUSOES

A presenca de anticorpos anti-riquetsiais, indicios sorolégicos do
contato entre bactérias do GFM ou microrganismo antigenicamente semelhante
com habitantes humanos e animais de Quirinépolis, sinaliza que essa etiologia
esteja circulando em Goias e sugere que a FM ou enfermidade semelhante possa

estar ocorrendo neste Estado.
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CAPITULO 4 - ESTUDO SORO-EPIDEMIOL(')G’ICO DA ETIOLOGIA DA FEBRE
MACULOSA NO MEIO RURAL DE QUIRINOPOLIS, ESTADO DE GOIAS,
BRASIL

Resumo. O objetivo deste estudo foi verificar por inquérito soroldgico a
prevaléncia de anticorpos contra a etiologia da febre maculosa (FM) em equinos e
investigar a presenca de anticorpos anti-riquetiasis em humanos e cées de
propriedades rurais de criagdo de equinos de Quirinépolis, Estado de Goias,
Brasil. Foram realizadas rea¢des de imunofluorescéncia indireta (RIFI) no soro de
amostras de sangue colhidas no meio rural em 41 humanos, 335 equinos e 12
céaes, além de colheita e identificacao de carrapatos em 14 propriedades rurais de
Quirinépolis. O teste de RIFI detectou a presenca de anticorpos anti-riquetsiais
nas amostras de soro sanguineo de 15 (36,6%) humanos, 39 (11,6%) equinos e 2
(16,7%) cées do Municipio de Quirindpolis no Estado de Goias, Brasil. Estes
dados apontam para provavel circulagdo de agentes do grupo da febre maculosa
(GFM) em Goias.

Palavras-chave: anticorpos; equinos, humanos, imunofluorescéncia, riquetsiais,

Abstract.The objective of this study was to verify the Brazilian spotted fever (BSF)
occurrence in Quirindpolis City, Goias State, Brazil. Indirect immunofluorescence
Assay (IFA) in the blood serum samples harvested in the country in 41 humans,
335 horses and 12 dogs, beyond harvest and ticks identification in 14 farms in
Quirinépolis. The IFA detected the presence of anti-ricketsial antibodies in the
serum samples of 15 (36.6%) humans, 39 (11.6%) horses and 2 (16.7%) dogs
from Quirinépolis City, in Goias State, Brazil. Those results suggest to probable
circulation of BSF agents in this State.

Key-Words: antibodies; horses, humans, immunofluorescence; ricketsial

4.1. INTRODUCAO

A febre maculosa (FM) € uma zoonose de carater endémico transmitida
ao homem por carrapato infectado com Rickettsia rickettsii (DIAS & MARTINS,
1939; BURGDORFER et al., 1962). Foi inicialmente identificada em 1896, no Vale
do Rio Snake em Idaho, EUA, quando foram descritas as manifestagdes clinicas
da enfermidade “Rocky Mountain spotted fever” ou febre maculosa das
montanhas rochosas (FMMR), numa regido montanhosa do noroeste dos Estados
Unidos (WOOD, 1896 e MAXEY, 1899 citados por CHILDS & PADDOCK, 2009).
A partir de 1930, a doenga foi identificada focalmente em paises como o Canada,
México, Costa Rica, Panama, Colédmbia, Brasil e Argentina (BUSTAMANTE &
VARELA, 1947; PEACOCK et al., 1971; FUENTES, 1986; RIPOLL et al., 1999;
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SUCEN, 2009) e, atualmente, ela tem sido notificada em quase todos os estados
norte-americanos (CDC, 2006).

Nos Estados Unidos trés espécies de carrapatos sdo oficialmente
incriminadas na transmisséo da R. rickettsi: Dermacentor variabilis, Dermacentor
andersoni e o Rhipicephalus sanguineus (DEMMA et al., 2005; CDC, 2006). Nos
ultimos 50 anos, segundo o Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC)
em Atlanta, GA, EUA, foram registrados anualmente de 250 a 1200 casos de
FMMR (CDC, 2009).

No Brasil, a FM é conhecida desde 1929, quando foi distinguida de
outras doencas exantematicas (PIZA et al., 1932). Segundo dados do Ministério
da Saude do Brasil, no periodo de 1997 a 2008, foram confirmados 641 casos de
febre maculosa no Brasil, limitados a alguns municipios dos estados de S&ao Paulo
(265 casos), Minas Gerais (168 casos), Espirito Santo (30 casos), Rio de Janeiro
(52 casos), Parana (4 casos), Santa Catarina (113 casos), Rio Grande do Sul (4
casos) e Distrito federal (2 casos) (BRASIL, 2009a). A regido Sudeste supera as
demais ndo somente na ocorréncia da enfermidade com 515 casos confirmados
(de 1997 a 2008) como em registro de 6bitos por FM com 144 casos (de 1990 a
2008), seguida da regidao Sul com 121 casos confirmados e sem letalidade
registrada (BRASIL, 2009b). Em 2001, A FM tornou-se doenca de notificagédo
compulséria em todo territorio nacional pela Portaria N°.1943 de 18/10/2001
(BRASIL, 2001).

Diferente do que ocorre no EUA, no Brasil, os carrapatos vetores de
Rickettsia sp pertencem ao género Amblyomma: A. aureolatum, presente em
canideos silvestres, mas que também pode parasitar o cado doméstico, e o A.
cajennense, carrapato estrela ou do cavalo, que € reconhecido como o principal
vetor (PINTER et al., 2005; LABRUNA, 2009). A bactéria pode estar presente nos
trés estagios evolutivos desses carrapatos, larva, ninfa e adulto (SUCEN, 2004). A
ocorréncia de FM é maior no 2° semestre do ano com pico em outubro, quando
predominam ninfas de A. cajennense (GALVAO et al., 1993).

Além da espécie humana, a R. rickettsii pode causar infecgdo aguda em
vertebrados como capivaras, gambas, coelhos, eqiinos e cdes (GALVAO, 1999).
As capivaras, hospedeiros primarios de todos os estadios parasitarios do A.

cajennense e A. dubitatum, sdo um potencial reservatdrio de Rickettsia rickettsii
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(TRAVASSOS & VALLEJO, 1942a, b; SOUZA et al., 2009). O cdo doméstico,
principal hospedeiro do carrapato R. sanguineus, pode atuar como amplificador
de Rickettsia rickettsii. (BURGDORFER, 1988).

As espécies de Rickettsia sao classificadas em trés grupos, baseando-
se em padrbes antigénicos, morfolégicos, moleculares e ecolégicos. Desses, 0
mais importante tem sido o Grupo da Febre Maculosa (GFM), onde a maioria das
bactérias esta associada primariamente a carrapatos. No GFM existem cerca de
60 espécies de riquétsias, das quais aproximadamente 20 tém sido indicadas
como patogénicas para seres humanos, sendo transmitidas por vetores
artrépodes. A R. rickettsii, atualmente a bactéria mais importante do GFM, e € a
que tem maior incidéncia e letalidade causando a FMMR nos EUA e a “febre
maculosa brasileira” no Brasil (OPAS, 2004; CDC, 2006; LABRUNA, 2006a;
LABRUNA, 2009; PAROLA et al., 2009). Na Colédmbia, Panama, México e Costa
Rica esta mesma doenca é chamada “Fiebre Manchada” (GUEDES et al., 2005).

Embora nas Américas a rickettsiose mais importante seja aquela
causada pela R. rickettsii (OPAS, 2004; BRASIL, 2005; CDC, 2006; SUCEN,
2009), as espécies R. parkeri, R. africae, R. massiliae, R. akari e R. felis, também
tém sido relatadas como provaveis causadoras de FM em humanos ou isoladas
em vetores desse continente, onde antes a R.rickettsii era a Unica indicada (DIAZ,
2001; OPAS, 2004; CICUTTIN et al., 2004; SILVEIRA, 2006, LABRUNA et al.,
2007).

No homem, o periodo de incubacdo da FM varia de dois a 14 dias. A
doencga inicia-se com febre, cefaléia e mialgia intensa. Apds dois a seis dias
surgem as manifestacbes cutaneas (petéquias, maculas), podendo ocorrer
edemas nos membros inferiores e oliguria. Na auséncia de intervencao
medicamentosa, a enfermidade evolui para infeccdo generalizada, com
complicagbes pulmonares, vasculares, desidratacdo, choque, coma e morte
(GALVAO, 1993). A inexisténcia de sinais patognoménicos dificulta o diagnéstico
diferencial de outras enfermidades que cursam de forma clinica semelhante,
segundo o Guia de Vigilancia Epidemiolégica do MS (GUERCIO et al., 1997;
BRASIL, 2005).

A reagado imunofluorescéncia indireta (RIFI) € o método padrao-ouro

para a FM (WHO, 1988) é preconizado pelo Ministério da Saude como a técnica
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sorologica para o diagnostico das riquetsioses. Mesmo utilizando-se antigenos
especificos, podem ocorrer rea¢des cruzadas principalmente entre riquétsias do
mesmo grupo (GALVAO et al., 2005). Titulos iguais ou superiores a 1:64 em Unica
amostra, ou uma diferengca de quatro vezes no titulo entre amostras de soro
pareadas, colhidas com intervalo de duas a quatro semanas, confirmam o
diagnéstico (BRASIL, 2005).

O objetivo deste estudo foi verificar a prevaléncia de anticorpos contra a
etiologia da FM em amostras de equinos e investigar a presenca de anticorpos
anti-riquetsiais nos humanos e caes de propriedade rurais de criagdo de equinos

oriundas de Quirinépolis-GO, através de inquérito soroldgico pela RIFI.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Amostragem.

O estudo foi realizado no Municipio de Quirindpolis, Goias, em duas
etapas de amostragem: a primeira em margo de 2007 e a segunda um ano apos,
em margo de 2008. As amostras de sangue foram obtidas em propriedades rurais
(PR) que se dedicavam, dentre outras atividades, a criacdo de equinos
(“propriedades de cria”), situadas em varias direcées num raio de 100 Km.

A colheita de amostras nos animais foi realizada por Médico Veterinario
auxiliado por um técnico da Agéncia Goiana de Defesa Agropecuaria -
Agrodefesa e a colheita em seres humanos por técnica em enfermagem do
Hospital Municipal de Quirinépolis, ap6s ciéncia e assinatura do “termo de
consentimento livre e esclarecido”. O presente estudo foi consentido pelo Comité
de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias. Aplicou-se questionario epidemiolégico elaborado
com base em TRHUSFIELD, (2004).

Caracterizagao da regiao.

O municipio de Quirinépolis-GO, com populagéo estimada em 2007 de
38.064 habitantes, sendo 33.746 habitantes urbanos e 4.318 habitantes rurais
(SEPIN, 2009), localiza-se dentro do Bioma Cerrado, clima tropical, altitude média
de 542 metros, area de 3.780 km?, latitude 18°26°52"S e longitude 50°27°07"W, a
290km da capital Goiania, no sudoeste do Estado de Goias (Figura 1). Em Goias,

Quirindpolis faz divisa ao sul com o municipio de Paranaiguara, ao sudoeste com
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Cachoeira Alta, ao norte com Rio Verde, Castelandia e Bom Jesus de Goias e ao
leste com Gouvelandia e, também, com a regido Sudeste do Brasil, pela divisa
com Estado de Minas Gerais (SEPIN, 2009).

FIGURA 1. A. Mapa de Goias, localizando Quirinépolis ao sul. (http://pt.wikipedia.org/wiki/
Quirin%C3%B3polis). B. Mapa territorial do municipio de Quirinépolis-GO (SEPIN, 2009)
com a localizagao da zona urbana ao centro.

A hidrografia em Quirindpolis é constituida, principalmente, pelos rios:
Rio dos Bois, Séao Francisco, Fortaleza, Inhumas, Rio das Pedras, Rio Preto, Rio
Alegre e o Rio Paranaiba, cuja cole¢cdo de aguas compde o Lago Dourado
formado pela Barragem S&o Simé&o, que divide os Estados de Goias e Minas
Gerais.

A atividade econbmica da regido € essencialmente agropecuaria. Em
Quirindpolis, no campo da agricultura a atividade predominante € a producgéo de
graos e cana-de-agucar. Ja na pecuaria, 0 municipio conta com rebanho de cerca
de 367.000 bovinos, 11.000 suinos, 6.000 eqiinos e 508.000 aves (SEPIN, 2009).
Dimensionamento da amostragem.

Utilizando o Win Episcope 2.0 (DE BLAS et al., 2000), tendo como
referéncia o rebanho de eqlinos em Quirinépolis-GO de cerca de 5.700 animais
(SEPIN, 2005) e a frequéncia esperada de 28,6% de soropositivos obtida em
prévio estudo com 42 equinos de trés propriedades rurais de Quirindpolis (dados
nao publicados), o numero minimo de amostras foi calculado em 298,

considerando erro de 5% e nivel de confianga 95%. A colheita de amostras nas
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demais espécies foi de acordo com a possibilidade (caes) e voluntarismo (seres
humanos).
Amostras de sangue.

O sangue foi colhido através da venopungao das veias cefalica ou radial
nos seres humanos, e radial ou jugular nos caes e equinos, respectivamente.

Na primeira amostragem, realizada em margo de 2007, foram colhidas
41 amostras de sangue humano, provenientes de pessoas residentes em meio
rural, que tinham contato com eqiinos. Na mesma época foram colhidas amostras
de sangue de 335 equinos oriundas de 20 propriedades, e de 12 cédes de 10
propriedades rurais. Esses animais, equinos e caes, eram autdctones.

Na segunda etapa de amostragem ocorrida em marco de 2008, foram
colhidas mais 24 amostras de sangue de equinos pertencentes a propriedade
onde ocorreu a maior soropositividade ao RIFI na etapa anterior.

O sangue foi centrifugado no Laboratério do Hospital Municipal de
Quirindpolis e o soro obtido foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL , identificado
e estocado em temperatura de —20°C. Posteriormente, as amostras de soro foram
transportadas, acondicionadas em caixa isotérmica, contendo gelo reciclavel, até
os Laboratoérios de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, onde foi realizada a sorologia.

4.2.2. Protocolo de RIFI para Rickettsia spp.

As amostras de soro foram testadas através de RIFI separadamente
frente a extratos brutos de cinco diferentes antigenos riquetsiais: R. rickettsii cepa
Taiagu, R. parkeri cepa At24, R.amblyommii cepa Ac37, R. bellii cepa Mogi e R.
rhipicephali cepa HJ*5. Essas cepas foram isoladas de carrapatos do Brasil,
conforme trabalhos de LABRUNA et al. (2004b), HORTA et al. (2005), SILVEIRA
(2006) e PINTER e LABRUNA, (2006).

Para obtencédo dos antigenos foram utilizados cultivos de células Vero
infectadas com Rickettsia spp. Quando as células atingiram 100% de infecgéo, os
antigenos foram concentrados e fixados em Iaminas de vidro contendo 12 orificios
(HORTA et al., 2004) e armazenadas em freezer com temperatura de —80°C até o

momento de uso.
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Uma aliquota de soro (5uL) foi diluida 1:64 em solucéo salina fosfatada
tamponada (PBS) [Anexo 1A] pH 7,4. A seguir, o soro diluido (20 pL) foi
depositado sobre cada pog¢o da lamina contendo o antigeno (células Vero
infectadas com um dos cinco tipos de antigenos riquetsiais) e incubada em
camara umida, em estufa (37°C) por 30 minutos. Posteriormente, a lamina foi
mergulhada em solug¢ao de lavagem tamponada (2X, 10 min) e deixada secar em
temperatura ambiente. O conjugado espécie-especifico, anticorpo especifico anti-
espécie (humano, eqliino ou cédo) conjugado com fluoresceina, foi adicionado, em
diluicbes especificas de cada conjugado, em cada pogo da lamina, incubado a
37°C por 30 minutos e depois lavada com PBS. A lamina foi entdo mergulhada em
solugado de lavagem acrescida de corante azul de Evans (2X) por 10 minutos, na
auséncia de luz e depois foi seca em temperatura ambiente na auséncia de luz. A
leitura foi feita ao microscépio de imunofluorescéncia 40X. (OLYMPUS BX60).

Os soros reativos na diluicdo 1:64, apresentando reacdes de
imunocomplexo fluorescente de formatos coco-bacilares em mais que 90% das
células, para qualquer espécie de Rickettsia foram testados em crescentes
diluices seriadas na base dois, iniciando-se em 1:64, para determinacgé&o do titulo
final de reatividade. O soro que demonstrou para uma determinada espécie de
Rickettsia um titulo quatro vezes maior que para as demais espécies testadas, foi
considerado homologo para aquela espécie de Rickettsia (HORTA et al., 2004;
LABRUNA et al., 2007).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 12 amostras de sangue dos caes de area rural 16,7% (2/12) foram
positivas ao RIFI para Rickettsia spp. (Tabela 1). Duas das trés amostras de
sangue colhidas de cédes da “PR 10” apresentaram sororeac¢ao positiva cruzada
para R. riphicephalli e R. amblyommii: um dos soros sangilineos com titulos de
anticorpos de 512 para ambos antigenos e o outro soro com titulo 64 para R.
riphicephalli e 128 para R. amblyommii. Em SANGIONI et al. (2005) nenhuma
amostra canina colhidas em Sao Paulo (Estado detentor do maior indice de
incidéncia e letalidade registrada para FM no pais), seja de area endémica ou nao

endémica para FM, foi soropositiva ao RIFI.
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TABELA 1. Frequéncia de sororeagentes ao RIFl para Rickettsia spp. das
amostras de sangue de equinos, caes e humanos colhidas em
Quirindépolis, Goias, em margo de 2007.

LOCAL TIPO DE AMOSTRA E FREQUENCIA DA SOROCONVERSAO
Propriedade | Distancia* SORO SAN~GUINEO
Rural km Eqiiinos Cies Humanos
Total | Reagente/ (%) | Total | Reagente/ (%) | Total | Reagente/ (%)
01 40 1 0 (0,0%) -- -- -- --
02 35 4 0 (0,0%) -- = - -~
03 15 9 1 (11,1%) -- -- -- --
04 12 36 7 (19,4%) -- -- 5 3 (60,0%)
05 45 11 3 (27,3%) 1 0 (0,0%) 3 1 (33,3%)
06 30 15 2 (13,3%) -- -- 2 1 (50,0%)
07 36 15 0 (0,0%) 1 0 (0,0%) 1 0 (0,0%)
08 38 17 13 (76,5%) 1 0 (0,0%) 3 0 (0,0%)
09 60 14 3 (21,4%) -- -- 4 3 (75,0%)
10 28 34 2 (59%) 3 2 (66,6%) 1 0 (0,0%)
11 30 9 0 (0,0%) -- -- 2 0 (0,0%)
12 13 11 0 (0,0%) -- -- 4 0 (0,0%)
13 14 18 1 (5,5%) -- -- 2 1 (50,0%)
14 12 11 0 (0,0%) -- -- 1 0 (0,0%)
15 20 30 4 (13,3%) 1 0 (0,0%) 2 0 (0,0%)
16 50 28 0 (0,0%) -- - 4 2 (50,0%)
17 65 14 0 (0,0%) 3 0 (0,0%) 1 1 (100,0%)
18 30 38 2 (5,2%) 2 0 (0,0%) 3 2 (66,6%)
19 80 11 1 (9,0%) -- -- 1 1 (100,0%)
20 75 9 0 (00,%) -- -- 2 0 (0,0%)
TOTAL - 335 39 (11,6%) 12 2 (16,7%) 41 15 (36,6%)

* Distancia percorrida da area urbana da cidade até a propriedade rural.

Laboratorialmente, ja foi provado que o cado doméstico (Canis familiaris)
pode se comportar como hospedeiro amplificador para Rickettsia spp
(BURGDORFER, 1988). Em areas urbanas o cao mantém uma estreita relagédo
com os seres humanos e pode ter importante papel na cadeia epidemiolégica da
FMB. Independente de serem ou ndo hospedeiros amplificadores, os caes sao
importantes sentinelas para a FM (SANGIONI, 2003).

Em Quirin6polis, para as duas amostras de caes, que reagiram de
forma cruzada para R. rhipicephali e R. amblyommii, ndo ha como saber qual
antigeno esteve ou se esta causando infecgdo nestes animais ou simplesmente
circula nesta regido. Embora o titulo de anticorpos obtido nestes cdes ndo tenham
permitido tal indicacdo, o titulo de 512, ainda que reagente de forma cruzada,
constitui o primeiro indicio da presenga destas duas espécies de Rickettsia no
Estado de Goias. Apesar de a R. rhipicephali ter sido isolada em carrapatos D.
variabilis da Califérnia nos EUA, regiao endémica para FMMR (WIKSWO et al.,
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2008) e de em Monte Negro, RO, no Brasil, ja ter sido evidenciada
sorologicamente em amostras de caes testados frente a seis espécies de
Rickettsia (LABRUNA et al., 2007), ainda ndo ha na literatura prova cientifica que
a indique como patogénica para seres humanos. Mas na Carolina do Norte, EUA,
alguns casos de riquetsioses reportadas como FMMR foram re-avaliados,
indicando a R. amblyommii como provavel agente infeccioso causador do quadro
enfermo desses pacientes e tendo no Amblyomma americanum seu provavel
vetor (APPERSON et al., 2008). A R. amblyommii também ja foi evidenciada
sorologicamente em cées de Monte Negro, RO, Brasil (LABRUNA et al., 2007).

A doenca clinica causada por R. rickettsii nos caes havia sido relatada
unicamente nos Estados Unidos. LABRUNA el al. (2009) relataram dois casos
clinicos naturais de FM em dois cées no Brasil. Cada caso foi confirmado pela
soroconversdo e pela analise molecular, sendo resolvido apds terapia com
doxiciclina. Um dos casos relatados pelos referidos autores apresentou titulo de
2048 para R. rickettsii, 512 para R. parkeri, 512 para R. amblyommii, 512 para R.
felis, 512 para R. rhipicephali e 256 para R. bellii e o outro apresentou titulo de
4096 para R. rickettsi, 512 para R. parkeri, 512 para R. amblyommii, 256 para R.
felis, 256 para R.rhipicephali, e 256 para R. bellii.

As duas amostras caninas soropositivas de Quirinépolis, Goias, do ano
de 2007, tornam-se representativas se comparadas aos resultados de SILVA
(2007) que também analisou por RIFI amostras de sangue de 453 caes de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Estado detentor do segundo maior indice de ocorréncia
e incidéncia de febre maculosa, obtendo somente trés amostras soropositivas
com reagdes cruzadas, frente as mesmas espécies de Rickettsia aqui testadas.
Mas diferente dos achados de SILVA (2007), onde somente uma das amostras
caninas teve titulo alto o suficiente para indicar a R. rickettsii como provavel
agente infeccioso causador da resposta imune, no presente estudo realizado com
12 amostras caninas ocorreram reag¢des cruzadas entre R. rhipicephali e R.
amblyommii nas unicas duas amostras reagentes, ja em SILVA (2007) as demais
amostras reagiram de forma cruzada para R. rickettsii e R. parkeri.

Os individuos humanos que se dispuseram a participar do presente
estudo ndo apresentavam no momento da coleta de amostras nenhum sinal

compativel com FM; 100% relataram convivio com cdes e com equinos e foi
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comum o relato de vitima de parasitismo por carrapatos em algum momento da
vida, mas essas nao souberam responder com exatiddo se houve febre apos esse
momento.

A febre apdés a picada de carrapatos de varias espécies € uma
caracteristica comumente relatada nos casos de FM (R.rickettsii) das Américas e
outras riquetsioses que ocorrem pelo mundo, tais como febre escaro-nodular (R.
conorii), febre africana da picada do carrapato (R. africae), tifo do carrapato de
Queensland (R. australis), tifo da llha Flinders (R. honei), tifo siberiano ou do norte
da Asia (R. sibirica), febre maculosa oriental (R. japonica), tibola (R. slovaca),
Linfangite Expansiva (R. sibirica mongolotimonae), rickettsiose européia (R.
helvetica) e febre maculosa de Parkeri (R. parkeriy (HOOGSTRAAL, 1985;
RAOULT & ROUX, 1997; BEATI, 1998; FOURNIER et al., 2000a, b; LAKOS,
2002; USLAN ,2004; BRASIL, 2005; CDC, 2006). Histérico da picada de
carrapato ou exposicédo a areas infestadas de carrapatos ocorre em cerca
de 60% dos casos de FMMR nos EUA (CDC, 2009). Em geral, a
transmissao da FM ocorre quando o artropode permanece aderido ao hospedeiro
por um periodo de 4-6 horas (BRASIL, 2009).

Entre as amostras humanas, 36,6% (15/41) foram soropositivos ao RIFI
para Rickettsia spp (Tabela 1). Duas amostras humanas reagiram
especificamente para R. rickettsii € uma amostra soropositiva apresentou
homologia para R.rickettsii com diferengca de quatro vezes para o segundo maior
titulo da reagdo cruzada (Tabela 2). Dos humanos soropositivos 80% (12/15)
reagiram de forma cruzada ao RIFI| para Rickettsia spp. Essa freqUéncia de
humanos reagentes €& extremamente alta, comparativamente aos achados de
PINTER et al. (2008) que, avaliaram por RIF| para quatro riquetsias, amostras de
25 caes e 35 humanos, todas provenientes de area endémica para FM no Estado
de Séo Paulo (Estado de maior ocorréncia de FM no pais), onde o carrapato A.
aureolatum é o principal vetor de FM. Esses autores constataram freqiiéncia de
64% e 2,8% de soropositivos para caes e humanos, respectivamente, e atribuiram
por meio dos altos titulos obtidos a responsabilidade antigénica da resposta

imune encontrada em amostras de sete cides e um humano a R. rickettsii.
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TABELA 2. Titulo de anticorpos nas amostras, soropositivas ao RIFI para
Rickettsia spp., dos humanos* do meio rural, colhidas em marco de
2007, em Quirin6polis-GO.

Amostra | Propriedade | TITULO AO RIFI PARA Rickettsia spp., AMOSTRAS DE 2007 PARI
humana Rural R. rickettsii | R. parkeri | R.rhipicephali | R. amblyommii | R. bellii
1 4 128 64 64 NR NR --
2 4 128 256 64 128 NR --
3 4 64 NR NR NR NR R. rickettsii
10 5 256 128 NR 128 NR --
12 6 512 128 NR NR NR R. rickettsii
18 9 64 NR NR NR NR R. rickettsii
19 9 128 128 NR NR NR --
20 9 256 256 NR 128 128 --
25 13 64 128 64 NR NR --
27 16 128 64 NR NR NR --
28 16 64 64 NR NR NR --
30 17 128 64 64 NR NR --
33 18 64 64 NR NR 128 --
34 18 128 64 NR 64 64 --
37 19 64 128 NR 64 NR --

* Todas as amostras humanas foram colhidas de adultos do género masculino, trabalhadores
rurais/vaqueiros. PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

Em 100% das propriedades rurais amostradas em Quirinépolis houve
relato da presenca de capivaras e em algumas delas as capivaras eram vistas
transitando por locais onde os equinos eram manejados. As capivaras,
hospedeiros primarios de todos os estadios parasitarios do A. cajennense e A.
dubitatum, sao consideradas um potencial reservatério de Rickettsia rickettsii
(TRAVASSOS & VALLEJO, 1942a, b; SOUZA et al., 2009).

SOUZA et al. (2009) realizaram infeccao experimental em capivaras
pela R.rickettsii de duas formas, por inoculagéo intraperitoneal e por infestacéo de
A. cajennense infectados, e depois de infestar as capivaras com ninfas de A.
cajennense nao infectadas observaram a transmissédo da infeccao ao carrapato.
Esses autores demonstraram que a R.rickettsii foi capaz de contaminar capivaras
sem causar a doenca clinica, induzindo riquetsemia capaz de causar infecgdo em
cobaias inoculadas com sangue das capivaras e nos carrapatos. SOUZA et al.
(2009) indicaram capivaras como hospedeiro amplificador de R.rickettsii para o
carrapato A. cajennense no Brasil.

A prevaléncia de equinos soropositivos ao RIFI para Rickettsia spp. foi
de 11,6% (39/335) na primeira etapa de amostragem colhida em marc¢o de 2007
em Quirinépolis, Goias (Tabela 1). A soroconversdo ao RIFI, especifica ou por

homologia, mais prevalente entre os eqlinos foi para a R. rickettsii com 28,2%
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(11/39) das reacgdes, seguida da R. parkeri com a freqiéncia de 2,5% (1/39)

representada por uma unica amostra equina soropositiva de titulo 64 (Tabela 3).

TABELA 3. Sororeagentes ao RIFI com homologia para uma determinada
Rickettsia, em amostras de soro de equinos colhidas em margo de
2007 em Quirindpolis, Goias.

Amostra | Propriedade SORORREACOES HOMOLOGAS e ESPECIFICAS PARI
eqiiina Rural R. rickettsii | R. parkeri | R. rhipicephali | R. amblyommii | R. bellii
9 3 128 NR NR NR NR | R. rickettsii
21 4 128 NR NR NR NR | R. rickettsii
33 4 128 NR NR NR NR | R rickettsii
34 4 256 64 NR NR NR | R rickettsii
5 5 64 NR NR NR NR | R. rickettsii
6 5 512 NR NR NR NR | R. rickettsii
8 5 256 NR NR NR NR | R. rickettsii
15 6 512 128 NR NR NR | R. rickettsii
10 8 512 128 NR 128 128 | R. rickettsii
22 15 NR 64 NR NR NR R. parkeri
35 18 256 64 NR NR NR | R. rickettsii
10 19 128 NR NR NR NR | R. rickettsii

PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

FREITAS (2007), objetivando obter informagdes sobre a epidemiologia
da FMB em Sao José dos Pinhais, PR, onde foi registrado o primeiro caso da
doenca em humano neste Estado, analisou, por RIFI, 75 soros de equinos de
carroceiros frente a R. rickettsii e a R. parkeri, no periodo de abril de 2005 a junho
de 2006, e encontrou sete animais (9,33%) com titulacdo variando entre 64 a
1024, reagentes apenas a R. rickettsii. O autor considerou esses dados
representativos para avaliagdo epidemioldgica inicial nesta area. Semelhante ao
inferido por esse autor, considerando o equino animal sentinela para FM,
admitindo que os animais testados podem percorrer grandes distancias ou até
mesmo serem livremente comercializados (as propriedades do presente estudo
se dedicavam entre outras atividades ao sistema de cria de eqlinos para
comercializagao), esses animais de Quirinépolis, uma vez que tiveram contato
com antigenos riquetsiais, podendo carrear vetores infectados tornam-se
disseminadores de espécies de Rickettsia.

As demais amostras de eqlinos soropositivos em Quirinépolis colhidas
em 2007, que somaram 69,2% (27/39), foram reag¢des sorolégicas cruzadas e
algumas reagiram para as cinco espécies de Rickettsia pesquisadas e nao

apresentaram homologia causal provavel (Tabelas 4 e 5A).
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TABELA 4. Titulo de anticorpos nas reagdes cruzadas ao RIF| para Rickettsia
spp., em amostras de soro de equinos colhidas em marco de 2007
em Quirin6polis, Goias.

Amostra | Propriedade Sororeacdes ao RIFI para Rickettsia spp.
eqiiina Rural R. rickettsii | R. parkeri | R. rhipicephali R. amblyommii | R. bellii
7 4 128 64 NR NR 64
23 4 128 128 NR NR 128
24 4 256 256 NR NR 64
36 4 256 128 NR NR NR
5 6 256 256 NR NR 256
4 9 256 256 NR NR NR
13 9 256 128 NR NR NR
14 9 512 512 NR NR NR
14 10 1024 512 512 512 1024
34 10 128 64 NR NR NR
6 13 1024 1024 NR NR 2048
1 15 1024 512 128 NR 256
3 15 256 128 NR NR NR
4 15 64 128 NR NR NR
32 18 128 NR NR NR 64

PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

Na colheita de amostras realizada em 2007, uma das 20 propriedades
rurais, “PR 8”, chamou atencéo por apresentar a freqiéncia de 76,5% (13/17) de
reacdes sorologicas positivas ao RIFI, a maior soropositividade dentre as demais
propriedades. Nesta propriedade, das 13 sororeagdes positivas somente uma
(7,7%) de titulo 512 indicou a R. rickettsii como agente causal provavel da reagéo
imunologica. As demais reagbes foram cruzadas para mais de um antigeno
riquetsial, com diferenca menor que 4X entre os dois maiores titulos de anticorpos
encontrados para uma mesma amostra (Tabela 5A).

Comparativamente, em nova colheita de amostras realizada em
fevereiro de 2008, um ano ap6s a primeira, a “PR 8” apresentou freqiiéncia de
soropositivos ao RIFI de 70,8% (17/24) para as mesmas espécies de Rickettsia.
No entanto, dessas amostras soropositivas 23,5% (4/17) reagiram
especificamente para R. rickettsii (Tabela 5B), sendo esse portanto o provavel

agente infeccioso causador de tal resposta imune nestes animais.
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TABELA 5A. Titulo de anticorpos das amostras equinas soropositivas ao RIFI
para Rickettsia spp., colhidas em marco de 2007, na ‘PR 8" em
Quirinépolis-GO.

Amostra TITULOS DAS REACOES AO RIFI PARA Rickettsia spp. Ano 2007 PARI
Eqiiina R. rickettsii | R. parkeri R. rhipicephali | R. amblyommii | R. bellii
1 128 128 NR NR NR --
2 128 128 NR NR NR --
4 256 256 128 64 NR --
5 512 128 NR 128 128 R. rickettsii
7 128 NR 128 256 128 --
8 256 128 128 NR NR --
9 512 512 128 1024 NR --
10 512 512 NR NR NR --
12 128 128 NR NR NR --
13 1024 1024 128 NR NR --
14 1024 512 128 1024 128 -
16 1024 1024 NR 128 256 -
17 512 512 64 NR 128 --

PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune

A semelhanca constatada nas frequencias de equinos soropositivos da

“PR 8” entre amostras de 2007 e 2008, somada com titulos de 1024 obtidos nas

reacdes sorologicas cruzadas vefificadas para alguns equinos, corroboram as

evidencias sorologias da presencga de agentes do GFM circulando no Municipio

de Quirinépolis, Goias, Estado considerado indene para FM.

TABELA 5B. Titulo de anticorpos das amostras eqliinas soropositivas ao RIFI
para Rickettsia spp., colhidas em margo de 2008, na “PR 8" em
Quirinépolis-GO.

Amostra TITULO AO RIFI PARA Rickettsia spp. AMOSTRAS DE 2008 PARI
Eqiiina R. rickettsii | R. parkeri R. rhipicephali R. amblyommii | R. bellii
2 256 512 NR 128 NR --
3 256 256 NR NR NR --
5 512 512 NR NR NR --
6 512 256 256 512 NR --
7 512 512 NR NR 64 --
9 128 128 NR NR NR --
10 256 128 NR NR NR --
11 128 128 NR 64 NR --
13 512 512 256 256 NR --
15 64 256 NR NR NR R. parkeri
16 128 256 NR NR NR --
18 128 NR NR NR NR R. rickettsii
19 128 NR NR NR NR R. rickettsii
20 256 128 NR NR NR --
22 128 NR NR NR NR R. rickettsii
23 128 256 NR NR NR --
24 128 NR NR NR NR R. rickettsii

PARI = provavel antigeno responsavel pela resposta imune
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SANGIONI et al. (2005) estudando evidencias sorolégicas da presenca
de agentes do GFM em amostras de soro de humanos, eqlinos e caes
provenientes de trés fazendas de area endémica (fazenda 1, 2 e 3) e trés
fazendas de area ndo endémica (fazendas 4, 5 e 6) para FM no Estado de Sao
Paulo, observaram freqiéncia de soropositivos ao RIFI, frente unicamente a
R.rickettsii, de 90% (9/10), 57% (4/7) e 80%(4/5) em equinos da area endémica
para FM e nenhuma amostra soropositiva na area nao endémica.

Em Quirinépolis, no ano de 2007, uma das amostras equinas reagiu de
forma soro-especifica para R. parkeri, porém com titulo de 64 (Tabela 3). Mas na
segunda etapa de colheita de amostras realizada em 2008, um dos equinos da
“Propriedade Rural 8”, que reagiu de forma cruzada para R.parkeri (titulo de 256)
e R.rickettsii (titulo de 64), apresentou homologia para o primeiro antigeno, com
titulo 4 X maior, indicando a R. parkeri como provavel antigeno causador da
resposta imune anti-riquetsia neste animal (Tabela 5B). Esses achados
constituem o primeiro indicio de que a R. parkeri esteja circulando no Estado de
Goias e também é a primeira evidencia soroldgica desta bactéria numa amostra
de sangue colhida na Regido Centro-Oeste do Brasil. Evidéncias sorologicas da
presenca da R.parkeri no Brasil ja haviam sido descritas em um cao de area
endémica para FM no Estado de S&o Paulo (HORTA et al., 2004a), um cao no
municipio de Monte Negro, Amazonas (LABRUNA et al., 2007),e em um cédo e um
equino do municipio de Piracicaba, area endémica para FM em S&o Paulo
(HORTA et al., 2007). Um estudo realizado em carrapatos de capivaras, colhidos
em area endémica para FM no Estado de Sao Paulo, indicou com 100% de
homologia para R. parkeri a presenca de DNA riquetsial em A. dubitatum
(LABRUNA et al., 2004b).

A R. parkeri foi identificada pela primeira vez no Texas, EUA, em 1937
isolada do carrapato Amblyomma maculatum (PARKER et al, 1939), mas
somente em 2002 na Virginia, EUA, a bactéria foi incriminada como patogénica
para humanos (PADDOCK et al, 2004). A FM causada por R. parkeri se
caracteriza por um curso néo grave, sem letalidade registrada (PADDOCK et al.,
2004). No Brasil, a R. parkeri foi isolada pela primeira vez em 2006 no carrapato
Amblyomma triste colhido em area rural do Estado de Sdo Paulo (SILVEIRA,
2006).
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Em meio as sororreagcdes observadas em humanos e equinos de
Quirin6polis houve resposta para todas as espécies de Rickettsia estudadas. A
soro-reacéo cruzada mais freqlente envolveu a R. rickettsii. A maior parte das
amostras que reagiram de forma cruzada para as espécies de Rickettsia
estudadas ndo apresentaram uma homologia causal provavel, pois a diferenca
entre os dois maiores titulos de anticorpos de uma mesma amostra foi sempre
menor que 4X, fazendo com que ndo se possa dizer qual dos antigenos é
responsavel em causar a resposta antigénica. No caso de reagdes cruzadas nao
se sabe a espécie de Rickettsia que esteve ou esta circulando na area estudada,
ja que reagiu para varios antigenos. Todavia, considerando as evidéncias
soroldégicas nas amostras humanas ou animais, sabidamente houve contato
destes individuos com bactéria (as) do GFM, mas nao se pode diagnosticar com
precisao um antigeno responsavel.

E importante salientar que, pelo fato de que pelo menos um dos vetores
associados (A. cajennense) a FM estar presente no Estado de Goias, fato
verificado por BORGES & SILVA (1994), pela constatacdo de anticorpos anti-
riqguetsiais no presente estudo e ainda a ocorréncia da doenga em estados
limitrofes a Goias, como Minas Gerais e Sdo Paulo, pode estar havendo auséncia
de diagnoéstico clinico, ja que se trata de enfermidade infecciosa que nao
apresenta sinais patognoménicos e pode ser confundida com outras

enfermidades.

4.4. CONCLUSOES

A prevaléncia de equinos de Quirindpolis, Goias, soropositivos para
Rickettsia spp. foi de 11,6% em marco de 2007. A reagdo sorolégica mais
prevalente entre esses equinos foi para a R. rickettsii.

A constatacédo de anticorpos anti-riquetiais nas amostras provenientes
da éarea rural, que constituem indicios sorolégicos do contato entre bactérias do
género Rickettsia ou microorganismos antigenicamente semelhante com
humanos e animais oriundos de Quirindpolis, indica a provavel circulagdo da

etiologia da febre maculosa ou de enfermidade semelhante no Estado de Goias.
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CAPITULO 5 - IDENTIFICAGAO E PESQUISA DE Rickettsia spp. EM
CARRAPATOS COLHIDOS EM CAES E EQUINOS DE QUIRINOPOLIS, GOIAS,
BRASIL

Resumo. Objetivando verificar a presencga de carrapatos vetores em um soposto
foco de febre maculosa em Quirinépolis, Goias, Brasil, colheu-se carrapatos em
14 propriedades rurais e em caes da area urbana da cidade. Os carrapatos foram
colhidos por todo corpo dos animais, identificados e submetidos ao PCR para
deteccédo da presenca de DNA de Rickettsia sp. Das propriedades rurais foram
colhidos 675 exemplares de carrapatos (seis larvas, 79 ninfas e 587 adultos)
parasitando equinos no meio rural de Quirinopolis, entre fevereiro e margo de
2007. Os carrapatos adultos foram caracterizados como de trés espécies:
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (55 fémeas e 17 machos), Dermacentor
nitens (274 fémeas e 235 machos) e Amblyomma cajennense (cinco fémeas e um
macho). Este ultimo foi observado em uma (7,1%) propriedade. Observou-se 1%
de A. cajennense em relacédo ao total de carrapatos adultos, considerando 292
equinos. Os 89 carrapatos adultos (17 machos e 72 fémeas) colhidos em 24 cées
errantes urbanos foram caracterizados como pertencentes a espécie
Rhipicephalus sanguineus, igualmente aos 20 carrapatos adultos (4 machos e 16
fémeas) colhidos em dois cées na residéncia de um suspeito caso de FM ocorrido
em Quirinépolis. A presenca de DNA riquetsial ndo foi observada ao PCR em
nenhum dos carrapatos colhidos. O principal vetor de FM foi identificado na regido
alvo do estudo. Sugere-se que futuros estudos devem abranger também
ectoparasitos de vida livre, maior numero de amostras, melhor distribuicdo das
amostras no territério de Goias e que abranja também o ambiente silvestre, a fim
de se constatar a real auséncia de vetores infectados com Rickettsia sp.
Palavras-chave: Amblyomma, febre maculosa, PCR, DNA riquetsial, vetor

Abstract. The objective of this study was to verify of the Brazilian spotted fever
(BSF) tick-borne occurrence infected by Rickettsia sp. in Quirinépolis City, Goias
State, Brazil. Ticks harvested in 14 farms and urban dogs. In March, year 2007,
the ticks had been harvested by all body of the animals, identified and submitted to
the PCR for detention of the presence of Rickettsia sp. DNA. In the farms had
been harvested 675 ticks (six larvae, 79 nymphs and 587 adults), fixed in equine.
three different species of ticks had been found: Rhipicephalus Boophilus microplus
(55 females and 17 males), Dermacentor nitens (274 females and 235 males) and
A. cajennense (cinco females and one male). This last one was observed in one
(7.1%) property. The A. cajennense it was observed in 1% of the adult ticks total,
considering 292 equines. The 89 adult ticks (17 males and 72 females), harvested
in 24 free life urban dogs, had been of the Rhipicephalus sanguineus species,
equally to the 20 adult ticks (4 males and 16 females) harvested in two dogs in the
residence of one suspected BSF case occurred in Quirinépolis. The presence of
ricketsial DNA was not observed to the PCR in none tick. The main BSF tick-borne
was identified in the studied region. In the future new studies must also to consider
free life ticks, more representative number of samples in ampler areas and with
better distributed in Goias, objectifying to evidence the real absence of arthropods
vectors infected with Rickettsia species in this State.

Key-words: A. cajennense, BSF tick-borne, PCR, ricketsial DNA, vectors
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5.1. INTRODUGAO

Em fevereiro de 2006, uma crianga (NFSC) de trés anos de idade foi
levada ao Hospital Municipal de Quirinépolis-GO, apresentando sinais de febre,
com temperatura de 38°C e uma mancha résea no pescogo. A crianga foi
encaminhada a um hospital publico infantii em Goidnia-GO, onde ficou
hospitalizada por 53 dias. Exames laboratoriais complementares foram solicitados
e duas amostras de sangue, com intervalo de 15 dias, foram colhidas e enviadas
a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) de acordo com o protocolo oficial do
Ministério da Saude (MS). O exame confirmou que a crianga teve contato com
agentes do grupo da febre maculosa (GFM), sendo o diagnostico médico de febre
maculosa (FM). Apo6s tratamento com antibioticos especificos a crianga evolui
para a cura. Este foi o primeiro caso suspeito de FM registrado no municipio € no
Estado de Goias (OLIVEIRA, 2006).

A percepcdo da importéncia das doengas causadas por riquétsias em
saude publica vem crescendo em todo mundo, pois estdo associadas a vetores
artropodes (carrapatos, pulgas, piolhos e acaros) com ampla distribuicdo mundial,
de facil disseminacdo, sendo mantidas na natureza por hospedeiros que atuam
como amplificadores do microrganismo, todavia, ainda ocorrendo de forma
endémica (OPAS, 2004).

As espécies de Rickettsia mantém ciclos silvestres e enzodticos na
natureza e muitas s&o agentes de zoonoses transmitidas especialmente por
carrapatos. Dessas, as “febres maculosas” sdo as de maior impacto e incidéncia
mundial, principalmente a “febre maculosa das montanhas rochosas" (FMMR) de
distribuicdo em vastas areas de paises das Américas (CDC, 2006; SUCEN,
2009).

A riquetsiose mais importante nas Américas, conhecida no Brasil como
“febre maculosa Brasileira” (FMB), é a causada pela Rickettsia rickettsii (CDC,
2006; SUCEN, 2009). Mas as espécies R. parkeri, R. africae, R. akari e R. felis,
também tém sido relatadas como causadoras de FM em humanos dessa regido.
Varias outras espécies de Rickettsia tém sido descritas em carrapatos nas
Américas, porém sem qualquer associacdo com casos de FM em humanos (DIAZ,
2001; OPAS, 2004).
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Nos Estados Unidos, até o ano de 2005, existiam oficialmente duas
espécies de carrapatos incriminadas na transmissdo da R. rickettsi: o
Dermacentor variabilis e o Dermacentor andersoni (CDC, 2006). Recentemente o
carrapato Rhipicephalus sanguineus foi considerado um dos vetores de FMMR
nos Estados Unidos (DEMMA et al., 2005), ja na Europa € o principal vetor da
febre maculosa do Mediterréneo, causada pela R. conorii (SOUSA et al., 2003).

No Brasil, os carrapatos vetores pertencem ao género Amblyomma:
A.cajennense, carrapato estrela ou do cavalo e o A.aureolatum, presente em
canideos silvestres e no cdo doméstico de regides onde esse carrapato se faz
presente (PINTER et al., 2005; LABRUNA, 2009). O A.cajennense € o principal
vetor (DIAS & MARTINS, 1939). Seus trés estadios evolutivos, larva, ninfa e
adulto, podem transmitir a bactéria (COMER, 1991). Estudos realizados na
Regido Sudeste do Brasil vém revelando cada vez mais espécies de carrapatos
infectados por Rickettsia spp. patogénicas: A. cajennense (SANGIONI, 2003;
GUEDES et. al., 2005), A. triste (SILVEIRA, 2006), A. aureolatum (PINTER &
LABRUNA, 2006), R. sanguineus (OLIVEIRA et al., 2008; MORAES-FILHO et al.,
2009), dentre outros.

A R. rickettsii pode ser encontrada em capivaras, gambas, coelhos,
equinos, caes, aves e outros, e muitas destes podem atuar como hospedeiros,
ora apresentando infeccdo aguda ou como portadores permanentemente
infectados ou inaparentes (GALVAO, 1999). As capivaras, hospedeiros dos
carrapatos A. cajennense e A. dubitatum (SUCEN, 2004), sdo consideradas um
potencial reservatério de R. rickettsii (TRAVASSOS & VALLEJO, 1942a, b;
BURGDORFER et al., 1962; SOUZA et al., 2009). O cdo doméstico, principal
hospedeiro do carrapato Rhipicephalus sanguineus, pode atuar como amplificador
de R. rickettsii. (BURGDORFER, 1988). Equinos sdo considerados excelentes
animais sentinelas para a FM (SANGIONI et al., 2005)

Segundo dados do MS, no periodo de 1997 a 2008, foram confirmados
641 casos de FM no Brasil. A regido Sudeste supera as demais n&do somente na
ocorréncia da enfermidade com 515 casos confirmados (de 1997 a 2008), como
em registro de ébitos por FM com 144 casos (de 1990 a 2008), seguida da regiao
Sul com 121 casos confirmados e sem letalidade registrada. Aparentemente, a

doencga tem se disseminado para Estados antes considerados indenes para FM,
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como € a situagao dos Estados da regido Sul, aonde a ocorréncia vem crescendo.
A regido Centro-Oeste, até o presente momento tem ocorréncia de FM limitada
aos dois casos registrados no DF (BRASIL, 2009a e 2009b).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido amplamente
utilizada em estudos epidemioldgicos ou de surtos de riquetsioses para deteccao
de Rickettsia sp em carrapatos. Os oligonucleotideos iniciadores mais utilizados
sado dirigidos para genes especificos de género, citrato sintase (gltA), gene da
proteina de 17-kDa (htra) e especificos do GFM, genes das proteinas externas
ompA e ompB (SANGIONI, 2003; LABRUNA et al., 2004; GUEDES et al., 2005;
LABRUNA et al., 2005; SANGIONI et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi identificar carrapatos colhidos na regido de
um suspeito foco de FM em Quirinépolis, Goias, e submeté-los ao PCR para

deteccao de Rickettsia sp.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Amostragem.

O estudo foi realizado em duas etapas de amostragem: a primeira
ocorreu entre fevereiro e margo de 2007 e a segunda um ano ap6s, ambas no
Municipio de Quirin6polis-GO, onde aconteceu no Estado de Goias o primeiro
caso humano notificado ao MS como suspeito de FM.

As amostras foram obtidas considerando-se o perimetro urbano e o
meio rural. Foram escolhidas propriedades rurais com criagdo de equinos,
situadas em varias direcoes em raio crescente de 100 Km. A colheita nos animais
foi realizada por Médico Veterinario auxiliado por um técnico da Agéncia Goiana
de Defesa Agropecuaria. Aplicou-se questionario epidemiolégico elaborado com
base em TRHUSFIELD, (2004).

Caracterizagao da regiao.

O municipio de Quirinépolis-GO, com populacao estimada em 2007 de
38.064 habitantes, sendo 33.746 habitantes urbanos e 4.318 habitantes rurais
(SEPIN, 2009), se localiza dentro do Bioma Cerrado, clima tropical, altitude média
de 542 metros, area de 3.780 km?, latitude 18°26°52"S e longitude 50°27°07"W, a
290km da capital Goiania, no sudoeste do Estado de Goias. Em Goias,

Quirinépolis faz divisa ao sul com o municipio de Paranaiguara, ao sudoeste com
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Cachoeira Alta, ao norte com Rio Verde, Castelandia e Bom Jesus de Goias e ao
leste com Gouvelandia e, também, com a regido Sudeste do Brasil, pela divisa
com o Estado de Minas Gerais (SEPIN, 2009).

A hidrografia em Quirindpolis € constituida, principalmente, pelos rios:
Rio dos Bois, Séao Francisco, Fortaleza, Inhumas, Rio das Pedras, Rio Preto, Rio
Alegre e o Rio Paranaiba, cuja colegcdo de aguas compde o Lago Dourado
formado pela Barragem S&o Simé&o, que divide os Estados de Goias e Minas
Gerais.

A atividade econbmica da regido é essencialmente agropecuaria. Em
Quirinépolis, no campo da agricultura a atividade predominante é a produgéo de
graos e cana-de-agucar. Na pecuaria, 0 municipio conta com rebanho de cerca de
367.000 bovinos, 11.000 suinos, 6.000 equinos e 508.000 aves (SEPIN, 2009).
Anamnese.

Dados obtidos com os responsaveis pela crianga-NFSC, caso suspeito,
destacam que o pai era vaqueiro em trés fazendas de Quirindpolis e em sua
residéncia havia dois caes infestados por carrapatos. A mée da crianga relatou
que a mesma sempre “pegava” carrapatos. O pai da crianga, trabalhador rural em
trés propriedades rurais de Quirindpolis, Goias, relatou ja ter chegado em sua
residéncia trazendo consigo alguns exemplares de carrapatos na roupa. Além
disso, declarou que NFSC esteve nas propriedades rurais onde trabalha, tendo
contato direto com eqiinos de montaria.

Colheita e identificagcdo de carrapatos.

Na primeira etapa de amostragem (fev e mar/2007) foram visitadas 23
propriedades rurais. Na mesma época também foram colhidos carrapatos em
caes domiciliares urbanos oriundos do suspeito foco de FM.

Na segunda etapa de amostragem (mar/2008) foi possivel colher
carrapatos em equinos pertencentes a uma propriedade rural, onde a presenca de
capivaras foi relatada ser mais constante do que nas demais. Adicionalmente,
colheram-se carrapatos em caes errantes provenientes da area urbana de
Quirin6polis, animais capturados ou abandonados mantidos em canil de uma
ONG da cidade.
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Os ectoparasitos foram colhidos por todo o corpo dos animais com o
auxilio de uma pinca e conservados em alcool isopropilico PA, conforme SUCEN
(2004), até o momento de sua identificacao e analise.

Os carrapatos foram identificados de acordo com BATTESTI et al.
(2006) no Centro de Parasitologia da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias. Apés a identificagdo, os carrapatos permaneceram em alcool
isopropilico PA até o momento da extragdo do DNA, segundo orientagbes
contidas no “Manual de Vigilancia Acarologica” (SUCEN, 2004).

5.2.2. Extracao do DNA de Rickettsia sp. dos carrapatos

Para realizar a extragdo do DNA, os carrapatos foram retirados do
alcool e submetidos a secagem ao ambiente durante 24 horas para total
evaporacao do alcool. Em seguida, os carrapatos foram cortados em sentido
longitudinal, preservando-se uma das metades em freezer a -80°C e a outra foi
submetida a extragéo de DNA.

Seguiu-se protocolo de extragdo de DNA descrito por CHOMCZYNSKI
(1993). Cada carrapato foi triturado em um tubo coénico de 1,5 mL, com auxilio de
um micropistilo. Ao macerado, foram adicionados 150 uL de TE (10 mM Tris HCI;
1 mM de EDTA, pH 8) e 450 uyL de isotiocianato de guanidina, seguindo-se
homogeneizagao por 10 minutos a 56°C, com homogeneizagéo a cada 2 min. Foi
acrescentado 100 pyL de cloroférmio e submeteu-se a mistura a centrifugacao
(12.000 g, 5 minutos). Adicionou-se 400 pL de pronanol a fase aquosa, seguindo-
se um descanso de 2 horas (-20 °C). Apés centrifugacao (12.000 g, 5 minutos) foi
adicionado 800 pL de etanol 70% ao sedimento seguindo-se uma nova
centrifugagéo (12.000 g, 5 minutos). Apds desprezar o sobrenadante, secou-se o
sedimento em temperatura ambiente, e ele foi ressuspendido em 30 yL de TE, em
banho-maria (56 °C, 15 minutos). O material extraido foi armazenado em freezer a

-20°C até o momento do uso.

5.2.3. Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR).
O PCR em carrapatos foi realizado sob a forma de pools contendo o
material extraido de trés carrapatos adultos. Uma aliquota do DNA extraido dos

carrapatos foi usada como molde para amplificacédo dos fragmentos. A ocorréncia
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de Rickettsia sp. nas amostras de DNA extraidos dos carrapatos foi avaliada por
meio da amplificacdo de um fragmento de 401 pb do gene cintrato sintase (g/tA),
presente em todas as espécies de Rickettsia. Foi utilizado um par de
oligonucleotideos iniciadores denominados CS-78 (forward), de extensdo de
bases GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT, e CS-323 (reverse) de extensao de
bases GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT (LABRUNA et al.,, 2004). O
volume utilizado para a reagao de PCR foi de 25 yL por tubo de amostra, sendo
22,5 pyL de mix e 2,5 pL da amostra de DNA extraido dos carrapatos. O mix da
reagao foi preparado com 12,6 pyL de agua miliQ; 4 yL de DNTP; 2,5 uL de buffer;
0,75 pL de MgCly; 1,25 yL de primer forward; 1,25 yL de primer reverse; 0,15 pL
de Taq DNApolimerase. A amplificacdo foi realizada em 3 min / 95°C para
desnaturacao inicial, 40 ciclos de 95°C / 15 seg, 48°C / 30 seg e 72°C — 30 seg, 7
min / 72°C para extenséao final.
Analise dos produtos da amplificagao

Para a confirmacdo de DNA amplificado 10 pL do produto amplificado
foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% (Sigma), em cuba horizontal
com tampao de corrida TBE 0,5X (0,045 Tris-borato e 0,001 M EDTA, pH 8,0),
sob voltagem de 100 volts por aproximadamente uma hora, e depois corado com
brometo de etidio (0,5 pg/mL) por 15 min. A visualizagdo das bandas foi realizada
em transiluminador ultravioleta (SAMBROOK et al., 1989). Como controle
negativo foi utilizada agua milliQ e como controle positivo amostras de DNA
extraido de carrapatos A. cajennense experimentalmente infectados com R.
parkeri como descrito em SANGIONI et al. (2005).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 100% das propriedades rurais houve relato da presenca de
capivaras e, em algumas delas, durante a visita, as capivaras foram vistas
transitando por locais onde os eqlinos eram manejados. As capivaras,
hospedeiros primarios de todos os estadios parasitarios do A. cajennense e A.
dubitatum (SUCEN, 2004), sao consideradas um potencial reservatério de R.
rickettsii (TRAVASSOS & VALLEJO, 1942a, b; SOUZA et al., 2009).
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Foi possivel colher carrapatos em 14 das 23 propriedades rurais
visitadas. Em duas das trés propriedades onde NFSC esteve antes do surgimento
de sinais compativeis com FM, n&o foram constatadas espécies de Amblyomma e
em uma houve tratamento carrapaticida nos eqliinos previamente ao presente
estudo e, portanto, ndo foram encontrados carrapatos. Foram colhidos um total de
675 exemplares de carrapatos parasitando eqiiinos no meio rural de Quirindpolis
em 2007 sendo nove larvas, 79 ninfas e 587 adultos (Tabela 1). Os adultos
caracterizados de acordo com BATTESTI et al. (2006) eram de trés diferentes
espécies: R. (Boophilus) microplus (55 f€émeas e 17 machos), Dermacentor nitens
(274 fémeas e 235 machos) e A. cajennense (cinco fémeas e um macho). Este
ultimo somente foi observado em uma (7,1%) das 14 propriedades amostradas. A
presenca de DNA riquetsial ndo foi identificada em nenhum dos 675 carrapatos

pela técnica da PCR.

TABELA 1 - Carrapatos colhidos em equinos parasitados, no periodo de
fevereiro e margo de 2007, em propriedades rurais de Quirinpolis,

Goias.
CARRAPATOS
Fazenda Total por estadio : Total por Esp.écie/sexolpr(.)priedade
(km¥) R.B.microplus | D. nitens | A. cajennense
Larv | ninfa | adulto F M F M F M Total
a
01(08)** 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
02(25)** 3 1 9 6 2 0 1 0 0 13
03(15) 2 17 24 3 0 14 7 0 0 43
04(50)** 0 5 67 0 0 49 18 0 0 72
05 (12) 0 3 25 0 0 20 5 0 0 28
06 (45) 1 0 6 0 0 0 0 5 1 7
07 (30) 0 1 7 5 2 0 0 0 0 8
08 (36) 2 0 13 9 4 0 0 0 0 15
09 (38) 0 3 106 0 0 61 45 0 0 109
10 (50) 0 1 23 7 2 8 6 0 0 24
11 (28) 0 6 47 0 0 24 | 23 0 0 53
12 (20) 0 6 13 0 0 5 8 0 0 19
13 (50) 0 11 154 0 0 65 89 0 0 165
14 (30) 1 22 59 0 0 28 | 31 0 0 82
15 (70) 0 3 34 25 7 0 2 0 0 37
Total 9 79 587 55 17 274 | 235 5 1 675

Legenda: R.B.microplus = Rhipicephalus (Boophilus) microplus;
D. nitens = Dermacentor nitens; Km* = distancia da area urbana até a propriedade rural;
** propriedades rurais onde NFSC esteve antes do quadro enfermo suspeito de FM.
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A freqUéncia do A. cajennense foi somente de 1,0%, em relagédo ao total
de carrapatos adultos colhidos, considerando os 292 eqlinos nos quais 0s
ectoparasitas foram colhidos. Num estudo sobre Ixodideos na microrregido de
Goiania-GO, em 1993, BORGES & SILVA (1994) constataram freqiéncia de 3,9%
do A. cajennense em 77 equinos. Dos sete exemplares de carrapatos colhidos na
unica propriedade onde o A. cajennense foi identificado, seis eram adultos desta
espécie, o que é condizente com seu ciclo de vida de uma geragcdo ao ano em
que o estadio adulto é mais freqliente e predomina nos meses quentes e
chuvosos, de outubro a marco, na Regido Sudeste do Brasil (SUCEN, 2004). A
respeito do baixo numero de exemplares do carrapato A. cajennense encontrados
no presente estudo, futuros estudos talvez possam considerar periodos mais
longos, podendo abranger o ciclo anual integral do A. cajennense, consiredando
sua sazonalidade local no Bioma Cerrado.

No Brasil, o parasitismo por carrapatos R. (Boophilus) microplus em
seres humanos foi evidenciado cientificamente por LABRUNA et al. (2005) em
Rondénia e por SOARES et al. (2007) em Sao Maria, Rio Grande do Sul. Mas,
segundo PINTER et al. (2005), no Brasil, as espécies de carrapato dos géneros
Rhipicephalus e Dermacentor nao teriam importancia na epidemiologia da R.
rickettsii, contudo, mais recentemente MORAES-FILHO et al. (2009) demostraram
que essa situagao tende a mudar como pode ser verificado mais abaixo.

Os 89 carrapatos adultos (17 machos e 72 fémeas) colhidos em 24
caes errantes urbanos foram caracterizados como pertencentes a espécie R.
sanguineus, mas nenhum foi positivo ao PCR para Rickettsia spp. DEMMA et al.,
(2005) apontaram o carrapato R sanguineus como possivel vetor de FM, depois
de te-lo encontrado parasitando um individuo que contraiu FM apds a picada do
carrapato no Estado do Arizona, EUA. A presenca de R.rickettsii, foi detectada por
PCR e isolada em cultura celular tanto no carrapato retirado do individuo quanto
em carrapatos R. sanguineus colhidos do cao que pertencia a este paciente

Em Goiéania, Goias, LOULY et al. (2006) relataram pela primeira vez no
Brasil, o parasitismo em seres humanos pelo R. sanguineus, carrapato comum de
caes. Nos achados dos referidos autores, as vitimas do parasitismo relataram que
apos a remogéao do carrapato houve leséo no sitio de fixagdo do carrapato. Em
Minas Gerais, onde a FM é endémica, CARDOSO et al. (2006) utilizando a
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técnica do PCR identificaram sequéncias genémicas com 100% de homologia
com R. felis. em pulgas do género Ctenocephalides e em carrapatos A.
cajennense. Em carrapatos R. sanguineus uma sequéncia apresentou 99% de
homologia com R. felis e uma seqiéncia obtida de A. cajennense apresentou 97%
de homologia com R. honei e R. rickettsii. Esse estudo reforga a possibilidade de
ocorréncia de mais de uma espécie de Rickettsia nos casos onde antes a R.
rickettsii era a unica incriminada.

Informagdes obtidas com a aplicagédo do questionario epidemiologico
revelaram que na residéncia de NFSC havia dois cées adultos, SRD, infestados
de carrapatos. Os 20 carrapatos adultos colhidos nestes animais, quatro machos
e 16 fémeas, e caracterizados, de acordo com BATTESTI et al. (2006), como
pertencentes a espécie R sanguineus, foram negativos ao PCR para detec¢ao de
Rickettsia spp. Carrapatos R sanguineus, comum em caes, sao apontados como
possiveis vetores de riquetsiose no México (CDC, 2006).

Um estudo recente realizado em Sao Paulo, por MORAES-FILHO et al.
(2009), constatou R. sanguineus infectados com R.rickettsii por meio do PCR.
Esses atores sugeriram pela primeira vez no Brasil a possibilidade da participag&o
deste carrapato como vetor na epidemiologia da FM, ja que nos EUA a
participacdo do R. sanguineus como vetor da FMMR foi evidenciada por DEMMA
et al. (2005).

Em nova amostragem realizada em marg¢o de 2008 em Quirinépolis, um
ano apds a primeira, na propriedade rural onde a presenga de capivara foi
relatada ser mais constante do que nas demais, colheram-se 212 carrapatos
adultos (53 machos e 159 fémeas) em 24 equinos, os quais foram caracterizados
como pertencentes a espécie D. nitens e foram da mesma forma que na primeira
amostragem de 2007, negativos ao PCR para deteccéo de Rickettsia spp.

Independente da espécie, do total de 908 carrapatos adultos colhidos,
64% (581/908) eram fémeas e destas 99% (575/581) estavam ingurgitadas ou
repletas de sangue. Diversos fatores deletérios originam falsos negativos: a agéo
de DNAses, RNAses, a inibicdo da reagdo pelo ion Fe™ ou pela heparina
(GALVAO et al., 2005). Logo, o resultado da amplificacdo de DNA riquetsial pelo

PCR envolvendo carrapatos fémeas no presente estudo pode ter sido
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comprometido pelo excesso da presenga do fon Fe*? e niveis de heparina
sanguinea presente nestas amostras.

Obstantes aos resultados de PCR obtidos no presente estudo, diversas
espécies de carrapatos provenientes da Regido Sudeste do Brasil tém sido alvo
de frequentes estudos que resultam no isolamento ou caracterizagéo de espécies
patogénicas de Rickettsia: A. cajennense infectado com R. felis (SANGIONI,
2003) e com R.rickettsii (GUEDES et. al., 2005), A. triste infectado com R. pakeri
(SILVEIRA, 2006), A. aureolatum infectado com R. rickettsii (PINTER &
LABRUNA, 2006), R. sanguineus infectado com R. felis (OLIVEIRA et al., 2008) e
com R.rickettsii (MORAES-FILHO et al., 2009), e varios outros.

O crescente numero de casos e Obitos provocados pela FM
confirmados pelo MS na Regido Sudeste do Brasil (BRASIL, 2009a e 2009b), a
presenca do A. cajennense, principal vetor da FM, observada neste estudo,
constantes evidéncias cientificas da presenca de vetores da FM infectados com
espéecies de Rickettsia nos Estados limitrofes a Goias, e os dois casos de FM
confirmados pelo Ministério da Saude no DF, ainda que sem informagbes de
serem ou nao autoctones, leva a suspeita de que bactérias do género Rickettsia
possam estar circulando no Estado de Goias.

Sugere-se que novos estudos, com dimensbes maiores, maior
quantidade de amostras em area de estudo mais amplas e com melhor
distribuicdo, devem ser realizados em Goias, abrangendo também ectoparasitos
de vida livre, a fim de se constatar a real auséncia de artropodes vetores

infectados com espécies de Rickettsia neste Estado.
5.4. CONCLUSOES

Apesar de identificados o carrapato A. cajennense parasitando equino
no meio rural e o R. sanguineus em caes urbanos, dois potenciais vetores para a
FM, nas condi¢gdes em que foi realizado o presente estudo néo foi detectada ao
PCR a presenca de DNA riquetsial nos exemplares de carrapatos colhidos em
animais, seja de area rural ou urbana, do Municipio de Quirinépolis, Estado de

Goias..
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CAPITULO 6 — CONSIDERAGOES FINAIS

Os indicios sorologicos do contato entre bactérias do género Rickettsia,
ou microrganismos antigenicamente semelhante, com individuos e animais
oriundos de Quirindpolis indicam que a febre maculosa e/ou outra riquetsiose
pode estar ocorrendo em Goias. Espera-se que, por se tratar de enfermidade sem
sinais patognoménicos e que pode ser confundida com varias enfermidades com
sinais e sintomas semelhantes, veterinarios, médicos, agentes agropecuarios e de
saude, e demais autoridades relacionadas, considerem a FM dentre as possiveis
suspeitas clinicas. Assim, o conhecimento e treinamentos adequados devem
surgir da base e, neste caso, a formacéo, principalmente dos profissionais da area
da saude e areas afins da regiao atingida, deve disponibilizar tais condi¢des, para
que essa e outras enfermidades ndo sejam negligenciadas ou passem
despercebidas.

Espera-se que este estudo venha colaborar com érgaos e entidades
responsaveis pela saude publica e coletiva, gerando dados iniciais sobre a
situacdo de agentes do grupo da febre maculosa no Estado de Goias,
alimentando os mecanismos com os quais se viabiliza a vigilancia epidemioldgica.

Sugere-se que novos estudos, considerando maior niumero de amostras
melhor distribuidas dentre os varios municipios do Estado, devem ser realizados
em Goias para se constatar a real auséncia de carrapatos vetores infectados com
agentes do GFM. Dentro deste universo de questdes ainda por serem explicadas
e/lou de possiveis descobertas no que tange as varias patologias ainda
desconhecidas, ou sem importadncia, ou ainda n&o descritas ou néao
documentadas em toda a Regido do Centro-Oeste do Brasil, espera-se que o
presente estudo venha despertar o interesse da comunidade cientifica no que
tange aos varios assuntos envolvendo os agentes do GFM. Neste contexto,
merecem destaque: o ciclo anual integral do carrapato A. cajennense na
sazonalidade local, a suposta participacdo do cao enquanto hospedeiro e fonte de
infeccdo de agentes do GFM, bem como a participagdo do carrapato
Rhipicephalus sanguiuneus como vetor e a participacéo de carrapatos comum em

eqliinos e/ou bovinos na transmissdo desses agentes e, por ultimo, no Bioma
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Cerrado a participacado de animais silvestres na manutencdo dos ciclos destes
agentes na natureza.

A presenca de anticorpos anti-riquetsiais em individuos sem sinais da
febre maculosa ou de enferminade pode sugerir infecgcdo sub-clinica ou
inaparente ou até mesmo individuos resistentes a infeccdo. Futuros estudos que
abordem esse tema poderiam trabalhar e esclarecer melhor essas indagagoes.

Os indicios sorolégicos aqui encontrados trazem um alerta para a
comunidade goiana, indicando a continuidade da vigilancia para a FM e demais
enfermidades abordadas, haja vista que tratam-se de zoonoses de cunho ainda
desconhecido pelos técnicos locais da area da saude e que ha proximidade com
Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, onde a FM é endémica.

Os resultados obtidos confirmam a condigdo da cidade de Quirinépolis-
GO como nao endémica para Febre Maculosa Brasileira, com baixa prevaléncia
de anticorpos anti-Rickeftsia spp em eqlinos e baixa freqiéncia de soro-
reagentes conclusivos nos humanos assintomaticos, pelo menos no momento em
que este estudo foi realizado.

Todavia, assim como o MS do Brasil considerou a caso da crianga
NFSC de Quirinépolis como quadro de riquetsiose compativel com FM, os
resultados deste estudo sugerem a reavaliacdo do Estado de Goias como regido
indene para a FM.

Os resultados deste estudo revestem-se de grande importancia para o
estabelecimento de formas de amenizar, inibir ou impedir a disseminagéo de
agentes da FM no Estado de Goias. As informagbdes aqui alcangadas devem
sensibilizar os diversos segmentos da sociedade responsaveis pela saude
coletiva. Espera-se que o presente estudo abra caminho para novas linhas de
pesquisas objetivando o bem comum que deve ser manter a integridade fisica e
salutar dos seres vivos, especialmente dos seres humanos, pertencentes a

comunidade goiana e/ou quem mais puder ser favorecido.



ANEXO 1

A) Preparo de solucdes da RIFI para Rickettsia sp.
1) Solugdo PBS 10X:

Ingredientes:
NaCl (80g) + KCl1 (2g) + Na,HPO, (14,9g) + KH,PO, (2,4g) + H,O destilada (1.000 mL).

2) Solucdo PBS 1X:

Ingredientes:
PBS 10X (100 mL) + H,O destilada (900 mL)

3) Solugdo de lavagem

Ingredientes:
PBS 1X (1.000 mL) + Triton (1 mL)
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