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RESUMO

FREITAS, M. C. D. O. Deteccédo de rickettsias do grupo febre maculosa em caes e
equinos de Sdo José dos Pinhais, Parana. Tese. Mestrado em Ciéncias Veterinarias.
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2007.

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) € uma zoonose de carater endémico, com
casos humanos registrados em grande parte do territério nacional. Entretanto o
Parana teve o primeiro registro da doenca em abril de 2005, no municipio de Sao
José dos Pinhais, regido metropolitana de Curitiba. Com o objetivo de iniciar
estudos da epidemiologia da FMB na regiao supracitada, foram colhidas amostras
de sangue de equinos de carroceiros da regido, através de adesao voluntaria dos
proprietarios, e também de equinos e cdes provenientes de 4 areas consideradas
foco (um foco humano e trés focos animais). As amostras de um total de 83
eqlinos e 16 caninos foram processadas pela técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), que € considerada padrdo ouro para
diagnostico soroldgico da FMB. Para as amostras dos eqlinos de carroceiros
foram utilizados antigenos de Rickettsia rickettsii, e para as amostras dos animais
dos focos, R. rickettsii e R. parkeri. Os resultados foram de soropositividade em
9,33% dos eqtinos de carroceiros. Dos equinos dos focos, houve positividade em
25% de soros para ambos os antigenos testados, e dos caes, 12,5% de soros
positivos, todos apenas para R. rickettsii. Estes resultados representam
necessidade de avaliacdo constante da FMB na regido e devem ser
complementados com pesquisa de positividade nos vetores do género
Amblyomma sp. por meio de biologia molecular.

Palavras Chave: Febre Maculosa, epidemiologia, Rickettsia.



ABSTRACT

FREITAS, M. C. D. O. Detection of rickettsia of the spotted fever group in dogs and horses
in Sdo José dos Pinhais, Parana. Tese. Master of Veterinary Science. Universidade
Federal do Parand, Curitiba, 2007.

Brazilian spotted fever (BSF) is an endemic zoonosis and human cases have been
registered in almost all country. However, the first registered case in Parana State
was in April of 2005, in S&o José dos Pinhais, suburb area of Curitiba. In order to
begin the studies about BSF epidemiology in this area, it was obtain serum
samples of cart horses, by owners volunteer adhesion, and of horses and dogs in 4
focus (a human focus and three animal focus). Eighty three horses and sexteen
dogs samples were prossessing by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA), the
gold standart test for serologic diagnostic of BSF. Cart horse samples were done
using an antigen against Rickettsia rickettsii, and for the focus animals it was used
R. rickettsii and R. parkeri antigens. It was determined soropositivity in 9,33% of
cart horses. In focus horses 25% was positive to both antigens, and 12,5% of dogs
were positive to R. rickettsii. The results demonstrate the necessity for constant
evaluation of BSF in this area, and should be complemented whit positivity vectors
of Amblyomma sp. gennus investigation by molecular biology.

Key Words: Spotted Fever. Epidemiology. Rickettsia.
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INTRODUCAO GERAL

Este trabalho iniciou-se apds a ocorréncia do primeiro caso registrado em
humano de Febre Maculosa Brasileira no Estado do Paranad. O caso indice
ocorreu em abril de 2005 em S&o José dos Pinhais, regido metropolitana de
Curitiba.

Este fato evidenciou a necessidade de elucidacdo da epidemiologia da FMB
no local e dar inicio ao conhecimento do perfil epidemiolégico da doenca no

Parana. Em dez de novembro de 2005, o jornal Gazeta do Povo/PR, publicou:

“O Parana teve seu primeiro caso de febre maculosa
registrado em agosto. A informacao foi confirmada nesta
quinta-feira (10) pela Secretaria Estadual da Saude,
segundo a Agéncia Estadual de Noticias. O paciente de 47
anos, mora em Curitiba, mas foi infectado em um Haras
em S&o José dos Pinhais, regido metropolitana. Ele
recebeu tratamento a tempo de ser curado. A Secretaria
informou ainda que esta tomando medidas para controlar a
doenca.”

Dada a vulnerabilidade a ocorréncia de novos casos de Febre Maculosa,
objetivou-se determinar a presenca do agente a partir do foco (propriedade rural) e
perifoco, e ainda de outros trés focos encontrados em estudo pregresso em
cavalos de carroceiros de S&o José dos Pinhais. Para tanto foram feitos exames
através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta nas espécies equina e canina
envolvidas.

Pesquizou-se anticorpos anti-riquetsiais do grupo febre maculosa no soro
de caninos e equinos da regido. O estudo subdividiu-se em duas partes. A
primeira foi realizada em equinos de carroceiros que trabalham na coleta de
material reciclavel, através de um projeto da UFPR em parceria com a prefeitura
de S&o José dos Pinhais e auxilio financeiro da Secretaria Municipal de
Agricultura. Neste, o0s proprietarios dos animais aderiram a pesquisa
espontaneamente, levando-os ao Centro de Controle de Zoonoses do municipio e
autorizando a inspecao corporal e coleta de sangue total para pesquisa. A

segunda parte realizou-se a partir do caso indice, e ainda a partir de trés equinos
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soropositivos provenientes do estudo com cavalos de carroceiros, onde foi
coletado o sangue de todos os equinos e caninos destas propriedades.

O trabalho esta dividido em trés capitulos, sendo o primeiro de revisao,
evidenciando aspectos pertinentes ao proposto neste estudo, como epidemiologia
e fisiopatologia. O segundo capitulo apresenta os resultados do estudo realizado
no projeto carroceiros, que abrange equinos da regido urbana que trabalham na
coleta de material reciclavel, e evidencia a possibilidade destes animais carrearem
o vetor infectado por grandes areas de transito. O terceiro capitulo abrange quatro

focos, considerando fatores ambientais de cada area selecionada.
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CAPITULO 1 - FEBRE MACULOSA BRASILEIRA: EPIDEMIOLOG IAE
FISIOPATOLOGIA

(Brazilian Spotted Fever: Epidemiology and Fisiopathology)

Autores
Marta Cristina Diniz de Oliveira Freitas

Marcelo Beltrdo Molento

Laboratério de Doencas Parasitarias, Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana, UFPR. R. dos Funcionarios, 1540,

Curitiba, Parana, Brasil. CEP: 80035-050. F: (55-41) 3350-5618. F/FAX: (55-41) 3350-5623.

E-mail: vet.marta@gmail.com

Texto formatado para submissao na revista Archives of Veterinary Science
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FEBRE MACULOSA BRASILEIRA: EPIDEMIOLOGIA E FISIOPAT OLOGIA

(Brazilian Spotted Fever: Epidemiology and Fisiopathology)

FREITAS, M. C. D. O.'; MOLENTO, M. B.?

1-Mestranda do curso de pds-graduacao em Ciéncias Veterinarias, UFPR.

2-Laborat6rio de Doencgas Parasitarias, UFPR.

RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira € causada por bactérias do género Rickettsia e € uma
zoonose de grande importancia em saude publica. Transmitida por carrapatos do
género Amblyomma sp., € uma riquetsiose de ocorréncia reconhecida no pais.
Casos humanos tém sido descritos desde a década de 20, principalmente na
regido sudeste do Brasil. Sua ocorréncia vem aumentando progressivamente nos
ultimos anos e ja abrange grande parte do territério nacional. Entretanto ha pouca
informacéo sobre a epidemiologia da doenca em é&reas ndo endémicas, 0 que
pode ser explicado por falhas no diagnostico e subnotificacdo. Com letalidade de
até 80% em casos ndo tratados, a doenca é considerada um desafio do ponto de
vista clinico, pois exige precocidade no diagndstico e tratamento. Os aspectos
epidemiolégicos da FMB séo caracteristicos de acordo com a regido e pouco se
conhece sobre o comportamento da doenca em regibes nao endémicas, onde
pode surgir repentinamente, de acordo com mudancas climéticas, presenca de
vetores, reservatorios e hospedeiros. Os conhecimentos de fisiopatologia, apesar
de sedimentados, devem ser considerados para o diagnostico diferencial das
doencas exantematicas.

Palavras Chave: Rickettsia rickettsii. Amblyomma sp. Epidemiologia. Diagndstico.
Febre Maculosa Brasileira.
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ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever (BSF) is caused by the bacteria Ricketsia rickettsii and
it is very important zoonosis to public health. Transmitted by the tick Amblyomma
spp. It Is the only ricketsiosis recognized in the country. Human cases have been
described since the 20’s, mainly in the Southeast area of Brazil. The disease
incidence is increasing in the last years and occurs in almost all national territory.
But there is little information about its epidemiology in no-endemic areas, this fact
may be explain due to the lack of especific diagnostic and subnotification. BSF is
lethal in 80% of non-treated cases, and the disease is considered a clinical
challenge because it must be diagnosed and treated to avoid any damage. The
BSF epidemiological aspects is singular to the area and there is a little knowledge
about the disease behavior in non-endemic areas, where can appear suddenly,
because of climatic changes, presence of vectors and hosters. The fisiophatology
knowledge in spite of be sedimented, should be considered to differ diagnostic of
exantematic diseases.

Key-words: Rickettsia rickettsii. Amblyomma sp. Epidemiology. Diagnostic.
Brazilian Spotted Fever.

17



1.1 INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é causada por bactérias do género
Rickettsia e transmitida pelo carrapato do género Amblyomma sp. E uma
enfermidade de carater endémico, febril e aguda e o primeiro relato no Brasil foi no
ano de 1929 (RAOULT et al., 2005). Esta doenca tem alta relevancia em saude
publica sendo a riquetsiose de maior ocorréncia e maior gravidade no pais.
Destaca-se ainda pela importancia qualitativa, sendo que o indice de letalidade
pode variar entre 25 e 80% em casos nao tratados, tratados tardiamente ou ainda
tratados com antibioticos ndo especificos (WALKER, 2002).

Rickettsia rickettsii tem sido descrita como agente da FMB em diversos
Estados, porém os Unicos que mantém vigilancia epidemioldgica da doenca sao
Minas Gerais e S&o Paulo (GALVAO et al., 2005).

Apesar do aumento no numero de casos registrados oficialmente, sabe-se da
ocorréncia preocupante de subnotificacdo de casos, onde o diagnostico ndo €
confirmado ou nem mesmo a FMB entra no diagndstico diferencial das doencas
exantematicas (WALKER, 2002).

1.2 HISTORICO

A febre maculosa é uma doenca infecciosa que foi relatada pela primeira vez
em 1899 por Kenneth Marxy, na regido montanhosa do noroeste dos Estados
Unidos, descrevendo as manifestacdes clinicas da febre das Montanhas
Rochosas, tendo sido definida como Doenca Febril Endémica (HARDEN, 1990).
Howard Taylor Rickets, em 1909, conseguiu com sucesso realizar a transmissao
da doencga em cobaias, denominando ser o carrapato o principal vetor, observando
riquetsias a partir de tecidos dos mesmos. No ano de 1916 a bactéria foi nomeada
de Rickettsia (WEISS & STRAUSS, 1991). Em 1930, o organismo ja havia sido

identificado no Brasil, e a doenca ficou conhecida inicialmente como tifo
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exantematico de S&o Paulo, quando José Toledo Piza diferenciou a febre
maculosa das demais enfermidades exanteméticas (PIZA et al.,, 1930). A FMB
teve seus primeiros relatos em S&o Paulo, de outubro de 1929 a setembro de
1933 onde 88 casos foram positivos (MONTEIRO, 1933). A partir de 1940, foram
feitos grandes avangos no combate e controle de artropodes vetores e utilizagédo
dos antibidticos, para o tratamento das riquetsioses. Os Estados de ocorréncia
conhecida em humanos sdo: Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito
Santo e Bahia (GALVAO et al., 2005). Dados do Ministério da Satde de 2005
relatam 345 novos casos da doenca observados entre os anos de 1995 a 2004 em
alguns municipios de S&o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e
Santa Catarina, com letalidade de 42, 22, 37, 27 e 0%, respectivamente (GALVAO
et al., 2005; Ministério da Saude, 2005). O primeiro relato da presenca da bactéria
no Paranda foi descrito em equinos de carroceiros, no ano de 2006, ho municipio
de S&o José dos Pinhais (FREITAS et al., 2006). Em regifes sabidamente
endémicas os resultados encontrados por Sangioni et al. (2003) e Horta et al.
(2004), foram de 77,8% e 77,3% de positividade em equinos em SP,

respectivamente.

1.3 ETIOLOGIA

O principal agente causador da Febre Maculosa Brasileira € a bactéria
denominada Rickettsia rickettsii. Trata-se de uma bactéria intracelular obrigatoria
da Ordem Rickettsiales, Familia Rickettsiaceae. A bactéria Gram negativa €&
encontrada em células intestinais, glandulas salivares e ovarios de artropodes,
necessitando de células eucariontes de hospedeiros e ou vetores artrépodes para
se multiplicarem por fissdo binaria simples (ACHA & SZYFRES, 2003; RAOULT et
al., 2005). Morfologicamente elas se caracterizam como cocobacilos gram-
negativos de 0,3um de largura por 1,5um de comprimento, possuem citocromo e
suas reacfes metabolicas sdo aerobias. O Género Rickettsiae € composto por

dois grupos, o grupo tifico que contém trés espécies; R. prowazekii agente do tifo
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epidémico, R. typhi agente do tifo murino e R. canadensis, cujos vetores s&o
piolhos, pulgas e carrapatos; e o grupo da febre maculosa, cujo principal vetor é o
carrapato (BURGDORFER, 1970; BEATI & RAOULT, 1998). O grupo da febre
maculosa esta constituido até o momento por 60 espécies, porém apenas 12
destas sdo consideradas patogénicas para seres humanos (Tabela 1).

Rickettsias consideradas de patogenicidade baixa ou desconhecida séao: R.
parkeri, R. rhipicephali, R. amblyommii, R. montanensis, R. peacokii, R. massiliae,
R. sharonii e R. helongjiangi (BEATI & RAOULT, 1998).

TABELA 1 — RIQUETSIOSES PATOGENICAS DO GRUPO FEBRE MACULOSA.

Espécie Doenca

Rickettsia rickettsi febre maculosa das montanhas rochosas
R. conorii febre botonosa

R. africae febre da picada do carrapato

R. australis febre do carrapato de Queensland

R. honei tifo da ilha Flinders

R. sibirica tifo siberiano ou do norte da Asia

R. japonica febre maculosa oriental

R. felis tifo das pulgas californianas

R. mongolotimonae rickettsiose européia

R. slovaca rickettsiose européia

R. helvetica rickettsiose européia

R. akari rickettsiose variceliforme ou vesicular

BEATI e RAOULT (1998); SANGIONI (2003)
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

1.4.1 VETORES

Os carrapatos sdo o0s vetores que albergam mais espécies de
microorganismos que qualquer outro artrépode, incluindo o grupo dos mosquitos
(HOOGSTRAAL, 1985). Os chamados “carrapatos duros”, da familia Ixodidae
atuam como vetores, reservatorios ou amplificadores de rickettsias do grupo febre
maculosa (RAOULT et al., 2005). Nos Estados Unidos, o género Dermacentor é
incriminado como principal vetor da febre maculosa das montanhas rochosas
(LABRUNA, 2004; RAOULT et al., 2005).

No Brasil, o carrapato Amblyomma cajennense, vulgarmente conhecido como
carrapato estrela, € considerado o principal vetor da FMB ao homem, sendo o
cavalo, a capivara e a anta considerados hospedeiros primarios de todos 0s seus
estadios (TIRIBA, 1972; LABRUNA et al., 2002). Este carrapato caracteriza-se por
ter uma baixa especificidade de hospedeiro, principalmente em seus estadios
imaturos (ARAGAO & FONSECA, 1961). E encontrado com abundancia em todos
os Estados da regido Sudeste e Centro-Oeste, porém com distribuicdo limitada
nas demais regides (CAMARGO-NEVES et al., 2004).

Amblyomma cajennense pertence ao Filo Arthropoda; Classe Arachnida;
Ordem Acarina; Familia Ixodidae; Sub-familia Amblyomminae; Género
Amblyomma e Espécie cajennense. Segundo Koch apud Sloss, (1999), a
denominacdo Amblyomma vem de “amblys”, encoberto e “omma”, olho; e
cajennense vem de Caiena, local onde foi descrita a espécie. Trata-se de um
carrapato heteroxeno de trés hospedeiros, cujas larvas sdo hexapodes e as ninfas
e adultos sao octdépodes. Possui rostro alongado e hipostdbmio composto de trés
fileiras de dentes, tem peritrema triangular com angulos arredondados, 6rgdo de
Haller e festdes marginais presentes (SLOSS, 1999). Os machos tem escudo
escuro e ornamentado e ndo possuem placas adanais, e as fémeas tém escudo
triangular arredondado anteriormente (BARROS-BATTESTI, 2006).
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O ciclo de vida do A. cajennense se inicia com a ovipostura da fémea teledgina
de aproximadamente 7 mil ovos, ap0s um periodo de até 25 dias esta morre. Em
torno de 95% de larvas viaveis eclodem dos ovos, entdo sobem e descem da
vegetacdo conforme as variacbes ambientais até o encontro do primeiro
hospedeiro, onde realizam repasto sanguineo por 3 a 6 dias. Apos este periodo
desprendem-se do hospedeiro e no solo realizam sua ecdise para o estadio de
ninfa, mantendo-se de 18 a 26 dias. Apos isto irdo novamente fixar-se em novo
hospedeiro por mais 5 a 7 dias. Ap0s novo repasto, se desprendem do
hospedeiro, procurando abrigo no solo e entdo sofrem a segunda ecdise,
diferenciando-se em machos e fémeas, que dentro de 7 dias estardo prontos para
parasitar novo hospedeiro. Uma vez no hospedeiro, os carrapatos adultos
acasalam e apos 10 dias a fémea teledgina ingurgitada desprende-se e cai no
solo dando inicio a uma nova geracdo (CAMARGO-NEVES et al., 2004).

Amblyomma sp. é responsavel pela manutencdo de Rickettsia rickettsii na
natureza pois ocorre transmissao transovariana e transestadial (AZAD & BEARDT,
1998; CAMARGO-NEVES et al., 2004). Carrapatos machos podem transferir R.
rickettsii para a fémea através de fluidos corporais ou esperma durante a copula
(RAOULT et al., 2005). Esta caracteristica bioldgica permite ao carrapato
permanecer infectado durante toda sua vida (18 meses) e disseminar o0 organismo
para novas geracdes. No Brasil, em geral nos meses de abril a junho (predominio
de larvas) e de julho a novembro (predominio de ninfas), o homem € infestado de
maneira macica por larvas e ninfas dos carrapatos e € quando ha maior ocorréncia
de casos (GALVAO, 1988; SPICKETT et al., 1991; GALVAO et al., 2003;). No
Brasil, entre os meses de novembro a marco existe o predominio de adultos de A.
cajennense (LABRUNA, 2002), e estes por terem uma picada dolorosa sao
facilmente percebidos e retirados. Este fato caracteriza a sazonalidade da doenca
no Brasil, com maior ocorréncia em humanos no segundo semestre do ano
(LEMOS, 1996; LABRUNA, 2002; SANGIONI, 2003).

Duas outras espécies de Amblyomma tém grande relevancia na transmissao
da FMB, sédo eles; A. cooperi, cujo hospedeiro primario € a capivara, e A.

aureolatum, cujo hospedeiro primario é o cdo (RODRIGUES et al., 2002).

22



A espécie A. cooperi esta em toda extensdo da América do Sul, e no Brasil €
relatado nas regidbes Sudeste, Sul e Centro-oeste. Sua importancia na
epidemiologia da FMB € controversa, porém baseia-se principalmente na
participacdo no ciclo enzootico de riquetsias na natureza e no co-parasitismo com
A. cajennense, considerando que a capivara € um potencial reservatorio de R.
rickettsii (SOUZA et al., 2004). Embora seja raro seu parasitismo em humanos, em
alguns focos de FMB na regido sudeste A. cooperi tem sido encontrado
abundantemente junto a A. cajennense (SOUZA et al., 2004; CAMARGO-NEVES
et al., 2004; NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004).

Amblyomma aureolatum & encontrado no Brasil em areas de mata atlantica
das regides Sul e Sudeste (CAMARGO-NEVES et al., 2004). Em algumas regides
do pais, como o Municipio de Mogi das Cruzes (SP), o A. aureolatum é
considerado o principal vetor de FMB e ao céo é conferido o papel de amplificador
da populacao de carrapatos desta espécie (EVANS et al., 2000; PINTER, 2003).

1.4.2 HOSPEDEIROS

Diversos animais auxiliam na manutencdo do ciclo da doenca, participando
como hospedeiros primarios ou acidentais. Aves domeésticas e selvagens,
mamiferos, roedores selvagens e até animais de sangue frio como ofidios podem
albergar algumas das riquetsias (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004). Segundo
Souza e Labruna (2006), para que um vertebrado seja considerado bom
hospedeiro amplificador de R. rickettsii na natureza, este deve preencher alguns
requisitos como: ser suceptivel a infeccdo; manter a bactéria circulante em niveis
plasmaticos suficientes para infectar vetores; ter alta taxa de renovacdo
populacional; ser abundante na area endémica e ser bom hospedeiro do carrapato
vetor em condi¢cfes naturais. Admite-se que roedores tenham grande importancia
no ciclo silvestre de riquetsias e que as capivaras sejam 0 elo entre os ciclos
enzootico e zoonotico da doenga, preenchendo grande parte dos requisitos
supracitados (NASCIMENTO & SCHUMAKER, 2004). A presenca da capivara tem
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sido associada a FMB, e como sua presenca em Varios locais rurais e urbanos é
alta, este roedor tem grande importancia na epidemiologia da doenca. Travassos e
Valejo (1942) demonstraram atraves de infeccdo experimental que capivaras nao
apresentam sinais clinicos da doencga, atuando como um hospedeiro mantenedor,
além de seu papel como amplificador da populacdo de carrapatos (SOUZA et al.,
2004; LABRUNA, 2005).

Equinos e cées sdo considerados animais sentinela para FMB (LEMOS,
1996), atuando também como amplificadores da populacdo de carrapatos, estes
animais vivem no peri-domicilio humano, tendo grande importancia na
epidemiologia da doenca (TIRIBA, 1972). Em uma area endémica de Sao Paulo,
Horta e colaboradores (2004) encontraram 77,3% de soropositividade em cavalos,
e 31,3% em céaes. Freitas e colaboradores (2006) encontraram 6,52% de
soropositividade em cavalos de carroceiros em S&o José dos Pinhais, PR. Os dois

estudos utilizaram a técnica de imunofluorescéncia Indireta

1.4.3 AMBIENTE

Ha dois aspectos a serem considerados na epidemiologia da FMB em
relacdo ao vetor: (1) presenca de hospedeiros primarios, (2) condicdes ambientais
favoraveis as fases de vida livre do carrapato. Existem areas que mesmo com a
presenca do hospedeiro primario, o vetor pode ndo se estabelecer por ndo haver
condi¢cbes de microclima adequadas. Neste aspecto a latitude, temperatura e tipo
de cobertura vegetal influenciam no estabelecimento do vetor (EVANS, 2000). O
processo de urbanizacdo de areas antes consideradas rurais aproxima o homem
ao contato com animais selvagens portadores da bactéria, aumentando o risco de
contaminacdo. Entretanto, casos autéctones em grandes centros urbanos tém sido
descritos, considerando a presenca de animais silvestres em parques publicos
(RAOULT et al., 2005; SOUZA et. al, 2004).

A escassa literatura pertinente a FMB refere-se a regides endémicas, onde

ocorrem casos fatais. Porém, para o0 conhecimento do complexo ciclo
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epidemioldgico da doenca no Brasil, faz-se necessario maiores estudos em areas
ndo endémicas com potencial bidtico para o estabelecimento do vetor. Estes
conhecimentos gerados teriam grande importancia para o subsidio do diagnostico
precoce, considerando que a magnitude dos casos deva ser maior que a
encontrada a partir de registros de casos clinicos (GALVAO, 1988; WALKER,
2002).

1.5 TRANSMISSAO

Na América Latina, R. rickettsii ja foi isolada de carrapatos do género
Amblyomma (A. aureolatum e A. cajennense), Haemaphysalis leparispalustris e
Rhipicephalus sanguineus. Rickettsia parkeri, que também tem sido associada a
casos humanos de febre maculosa, foi isolada de A. triste (LABRUNA, 2004 b).
Esta bactéria ainda ndo foi identificada em pulgas do género Ctenocephalides
(RAOULT et al., 2005).

A transmissdo da FMB ocorre atraves da salivagcdo do carrapato infectado no
momento do repasto sanguineo. Isto ocorre em um periodo de 4 a 6 horas apés
se fixar no hospedeiro, quando o artropode regurgita o contetdo com a bactéria,
gue penetra no hospedeiro atravées do sitio de fixagdo. Outra maneira é através da
contaminacdo na pele do hospedeiro pelo esmagamento do carrapato, que pode
ocorrer, caso o vetor seja retirado erroneamente (HARDEN, 1990; CAMARGO-
NEVES et al., 2004). O microorganismo é entdo carreado pela via linfatica ou por
pequenos vasos para a circulacdo, invadindo as células alvo (BERNABEU-
WITTEL & SEGURA-PORTA, 2005).

O risco de infec¢do para humanos € baixo tendo em vista que apenas uma
parcela da populacdo se expde ao contato com carrapatos. No mundo, a taxa de
infeccdo em carrapatos é de somente 1 a 3%, inclusive em areas consideradas
endémicas, o que pode ser justificado devido ao efeito letal que R. rickettsii tem
sobre o vetor artropode, além de ocorrer competicdo entre as espécies de

riquetsia pelo do vetor, limitando sua manutencdo (RAOULT et al., 2005). E
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possivel que os estadios adultos de Amblyomma sp. tenham maior chance de
serem encontrados infectados devido ao maior nUmero de repastos sanguineos
ocorridos ao longo de suas vidas (ESTRADA et al., 2006).

1.6 FISIOPATOLOGIA

1.6.1 POTENCIAL PATOGENICO

O potencial patogénico das rickettsias esta relacionado as alteracbes de
proteinas externas de membrana, promovido por mutagdes génicas (WELLER et
al.,, 1998). Algumas destas proteinas sdo comuns tanto a riquetsias patogénicas
guanto a nao patogénicas, o que dificulta sua diferenciagdo pelos aspectos
morfologicos e bioquimicos (BURGDORFER, 1970; HOOGSTRAAL, 1985).
Fosfolipases e proteases tém sido associadas ao mecanismo de injuria a
membrana celular (GREENE & BREITSCHWERDT, 2006).

1.6.2 CICLO CELULAR

O ciclo celular de riguetsias se da pela aderéncia inicial na célula endotelial
aos receptores do colesterol. Rickettsias induzem sua propria fagocitose ao
penetrarem nas células endoteliais, e uma vez dentro do citoplasma, escapam do
fagossoma pela acéo da fosfolipase na membrana fagossomal, e quando livres no
citoplasma replicam-se por fissdo binaria simples (WALKER et al., 2003). O modo
de saida da célula hospedeira depende da espécie. Rickettsia prowazekii promove
lise da célula, enquanto R. rickettsii € capaz de converter F-actina em actina e
utiliza-la para promover sua propulsao por filopodia ou exocitose. Ao sairem da
célula, estas bactérias seguem infectando células vizinhas (WALKER et al., 2003;

MURRAY, 2004). Este processo produz focos de vasculite multissistémica
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podendo ocasionar, pneumonia intersticial, miopericardite, exantemas cutaneos,
meningite linfocitica, bem como afeccdes hepaticas, renais e gastrintestinais. Um
grande dano proveniente de vasculite € a liberacdo de pirogénios e enzimas
produtoras de quinina, que induzem a febre e ao aumento da permeabilidade
capilar (WALKER et al., 2003). Este aumento leva ao extravasamento de liquido
rico em proteina ao intersticio, gerando queda de albumina intracapilar e aumento
de pressao oncotica, ocasionando sequestro do liquido exsudado. Este processo
culmina com hipovolemia e hipoalbuminemia e consequente insuficiéncia pré-renal
secundaria devido a diminuicdo da filtracdo glomerular, aumento da aldosterona e
retencdo de sddio e dgua (CHEVILLE, 1993; WALKER et al., 2003; GREENE &
BREITSCHWERDT, 2006).

1.6.3 ALTERACOES CELULARES

Rickettsia rickettsii tem como principal alvo o endotélio vascular, portanto as
lesbes cutaneas derivam de sua proliferacdo no endotélio de pequenos vasos
seguido de formacao de trombos, hemorragias, infiltracdo perivascular e necroses
focais. Na pele, miocardio e tecido cerebral formam-se nédulos tificos (VERONESI
& FOCACCIA, 1996). Disturbios hemostaticos como trombocitopenia e aumento
do tempo de coagulacdo estdo relacionados com efeitos citopaticos celulares e
atividades de endotoxinas desta rickettsia (DAVIDSON et al., 1990).

A solucdo de continuidade devido a destruicdo das células endoteliais
promove exposicdo do colageno, que é determinante para a agregacao de
plaguetas. As plaquetas ao aderirem no endotélio modificam-se na sua forma,
passando de discos lisos a esferas com espiculas, expondo o fator plaguetario 3,
desencadeando assim a via intrinseca de coagulacdo. Estas plaquetas alteradas
irdo se agregar a novas plaquetas circulantes, evoluindo para um agregado
irreversivel e formando um tampao hemostatico plaguetario. O grande consumo
de plaquetas leva a trombocitopenia. O tampéo hemostatico plaquetario firme se

da pela adesdo de fibrina proveniente da ativacdo do sistema de coagulacéo,
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através da liberacdo de serotonina e ADP (Adenosina Difosfato), que ativara a
protrombina em trombina, bem como a polimerizagdo de fibrinogénio em fibrina
(BERNABEU-WITTEL & SEGURA-PORTA, 2005). Simultaneamente pode ocorrer
a ativacdo do sistema fibrinolitico para que ocorra a remoc¢ao gradual de fibrina.
Apos o periodo de riquetsemia os microorganismos sao disseminados para outros
tecidos pela via circulatéria ou linfatica. Caso a deposicédo de redes de fibrina se
sobreponha a fibrindlise, havera deposicdo multisistémica desta na micro e
macrovasculatura. Este processo tem evolucdo morbida culminando com a
coagulacdo intravascular disseminada (CID) em casos graves (BERNABEU-
WITTEL & SEGURA-PORTA, 2005; GREENE & BREITSCHWERDT, 2006).

1.6.4 SINAIS CLINICOS

Além de atuar como vetor, os carrapatos podem exercer diversos efeitos
deletérios no organismo do hospedeiro. Uma infestacdo macica pode ocasionar
anemia, anorexia e prostracdo, além de maior predisposicdo a outras doencas
devido a toxinas imunossupressoras presentes na saliva do carrapato. Ainda a
gue se considerar possivel ocorréncia de infec¢cdes secundarias por bactérias ou
miiases no sitio de fixagdo. Em casos graves pode ocorrer um quadro de paralisia
ascendente devido a toxina neurotropica (LABRUNA, 2004 (a)).

No céo, os sinais clinicos sao febre, anorexia, letargia, deficiéncia vestibular
com nistagmo e incoordenagdo motora. As sequelas poés-riquetsemia podem
incluir lesBes neuroldgicas e visuais e amputacdo de extremidades, entre outras
consideradas menos frequentes (BREITSCHWERDT, 1999). A
hipercolesterolemia é um dos achados mais presentes. Em exames radiograficos
de cdes € comum o aparecimento de pneumonia intersticial (GREENE &
BREITSCHWERDT, 2006).

Em equinos, apesar de comumente apresentarem altos titulos de anticorpos
anti-R. rickettsii (21024) ndo ha descricdo de sinais clinicos nesta espécie
(LEMOS, 1996).

28



O periodo médio de incubacdo da FMB em humanos é de 7 dias (2 a 14
dias). A doenca induz hipoalbuminemia, trombocitopenia e disturbio vascular. Em
humanos, os sinais clinicos da forma grave da doenca caracterizam-se por ter
inicio brusco, com febre alta, cefaléia, mialgia intensa, congestdo das conjuntivas,
podendo ocorrer exantema maculo-papular principalmente nas regides plantar e
palmar, por vezes evoluindo para petéquias, hemorragias e necrose devido a
vasculite generalizada. Necrose de extremidades, perda de fungédo renal,
distarbios reprodutivos e neuroldgicos e até oObito no caso do ndo tratamento
precoce podem ocorrer (MELLES, 1992). A morbidade do processo em geral
depende de diversos fatores ligados diretamente com a espécie acometida, a
espécie de riguetsia envolvida, a precocidade de diagnostico e o tratamento
(WALKER, 2002). O estado imune do hospedeiro também ¢é determinante para
sua recuperacdo, sendo que a defesa do hospedeiro esta ligada a imunidade
humoral e celular mediada. Distarbios neuroldgicos, reprodutivos, articulares e
renais decorrentes de trombose e hipoxia celular nos diferentes 6rgéos e tecidos
podem resultar em perda de funcdo dos mesmos (VERONESI & FOCACCIA,
1996).

1.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico da FMB em humanos é considerado um desafio, ja& que a
sintomatologia é inespecifica (GALVAO et al., 2005). Inicialmente confronta-se
sinais clinicos com achados laboratoriais e o historico do paciente, além do
histérico de parasitismo por carrapatos. O paciente pode apresentar febre alta e
letargia em um periodo de até 24h. No exame laboratorial de sangue encontra-se
trombocitopenia, leucocitose, hipoalbuminemia, aumento da fosfatase alcalina e
aumento do tempo de coagulacdo. A confirmacao laboratorial pode ser através de
isolamento do agente em amostras de sangue ou biépsia de pele e através de
pesquisa de anticorpos especificos no soro do paciente. Em 1921, Weil e Felix

descobriram a ocorréncia de uma reacdo de aglutinagcdo de soros de pacientes
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com tifo epidémico com cepas de Proteus sp., desde entdo até o ano de 1987,
este era o teste utilizado para deteccado riquetsial em humanos (CALIC, 2004).
Atualmente o diagnoéstico laboratorial de eleicdo segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) se d& através da sorologia pela técnica da reacdo da
imunofluorescéncia indireta (RIFI) com amostras pareadas, e deve ser
considerado confirmatdrio um aumento no titulo em uma segunda amostra a ser
realizada apds intervalo de quinze dias (GALVAO et al., 2005).

A RIFI consiste na reagdo de soro da espécie a ser testada (humano, eqino,
canino) com células VERO infectadas por Rickettsia sp., fixadas em laminas de
microscopia para fluorescéncia. A reacdo entre o antigeno fixado e o anticorpo
presente nas amostras € visualizada ap0s a adicdo de anti-imunoglobulina
especifica de cada espécie, conjugada com isotiocianato de fluoresceina. A
deteccdo de IgM é uma forte evidéncia de riquetsiose ativa. Algumas espécies de
rickettsias compartilham antigenos de superficie, 0 que pode ocorrer em reagdes
cruzadas entre os biogrupos tifo e febres exantematicas, diminuindo assim a
especificidade do teste. Os anticorpos IgG, detectados cerca de uma semana
apos o inicio da infeccdo, sdo especificos dentro do biogrupo e podem
permanecer por até quatro anos (CALIC, 2004). Somente é considerado positivo o
titulo maior ou igual a 1:64 (NEWHOUSE et al.,, 1979). A RIFI apresenta uma
especificidade de 100% e sensibilidade de 94 a 100%, porém ndo permite a
identificacdo da espécie do agente dentro do grupo e pode apresentar titulos
baixos ou até falsos negativos por influéncia de antibioticoterapia (CALIC, 2004,
DEL GUERCIO et al., 1997). Utilizando-se sorologia, o diagnéstico se confirma
através de investigacdo epidemioldgica tais como a area geografica,
caracteristicas ambientais, época do ano e presenca de vetores e de hospedeiros
(CALIC, 2004). Para determinacao da real prevaléncia das riquetsioses sugere-se
o teste de Western Blotting, que é mais sensivel e especifico que a RIFI, e capaz
de excluir falsos positivos (LA SCOLLA & RAOULT, 1997).

O teste de hemolinfa, imunofluorescéncia direta, ELISA e reacdo em cadeia
da polimerase séo utilizados para deteccdo do agente em carrapatos e visam

detectar a taxa de infeccdo da bactéria no vetor. O teste da hemolinfa esta
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associado ao corante de Gimenez, composto por fucsina basica, que € retida na
membrana celular de rickettsias, sendo utilizado em grande escala como método
de triagem, pois € facil e de baixo custo. Entretanto, esta técnica tem uma baixa
especificidade e pode resultar em falso-positivos por ser capaz de corar qualquer
espécie de rickettsia, e falso-negativos por apresentar resultados negativos em
carrapatos positivos na PCR (BURGDORFER, 1970; SANGIONI, 2003; ESTRADA
et al., 2006). Os carrapatos considerados positivos na hemolinfa devem passar por
teste confirmatério (SANGIONI, 2003). O teste considerado de maior sensibilidade
e especificidade para deteccdo de DNA riquetsial em carrapatos é a PCR, que
permite caracterizar espécies de rickettsias em triturados brutos de carrapatos e
determinar a taxa de infec¢&o do vetor.

As técnicas de biologia molecular tém assumido grande importancia na
deteccdo de varias espécies de rickettsias em vetores e hospedeiros (GALVAO et
al., 2006). Na PCR, o DNA extraido é amplificado utilizando iniciadores que podem
obter seqiéncia do gene de algumas proteinas como citrato sintase (glItA), ou o
gene que expressa a proteina interna de membrana (17KDa- Omp). Os
segmentos séo digeridos por uma enzima de restricdo, onde séo obtidos mapas
de fragmentos espécie-especificos (GALVAO et al., 2005). Através de
sequénciamento, € possivel saber qual a espécie de rickettsia presente no DNA
obtido. Observa-se melhores resultados quando realizado em carrapatos de vida
livre devido ao melhor isolamento do DNA do agente (BURKET et al., 1998).

Magnarelli e colaboradores (1981) demonstraram atraves de
imunofluorescéncia direta que o numero de carrapatos infectados em areas
endémicas nado variou quando comparado ao de areas ndo endémicas, portanto
deve-se considerar que a presenca de carrapatos infectados por si s6 ndo é fator
indicador de atividade riquetsial focal. Labruna e colaboradores (2005) detectaram
taxa de infeccdo riquetsial em adultos de Amblyomma sp. de 1,28% atraves da
PCR, valor considerado alto se comparado a estudos semelhantes realizados nos
EUA. Este mesmo estudo relatou a primeira identificacdo molecular de R. rickettsii
em A. cajennense, a sequéncia de DNA do agente demonstrou ser idéntica a R.

rickettsii isoladas e sequenciadas em pesquisas anteriores.
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1.8 TRATAMENTO

O tratamento da FMB é realizado com antibioticoterapia especifica e seu
sucesso esta diretamente ligado a precocidade. Em casos de suspeita de FMB,
deve-se prescrever antibioticos de forma empirica, mesmo antes da confirmacéo
diagndstica (RAOULT et al., 2005). Os farmacos de eleicdo sdo os da familia das
tetraciclinas, sendo que néo é recomendada para mulheres gestantes e criancas
menores de 9 anos. As drogas lipo-sollveis como doxyciclina tém se mostrado
mais efetivas, demonstrando ter menos reacdes adversas no tratamento em
humanos e séo considerados de eleicdo para todos os pacientes suspeitos ou
confirmados. Cloranfenicol também pode ser usado nos casos de
hipersensibilidade a tetraciclinas, porém seu uso é limitado devido a efeitos
colaterais como a aplasia medular (RAOULT et al, 2005, GREENE &
BREITSCHWERDT, 2006). Antibiéticos como Beta-lactamicos, aminoglicosideos,
macrolideos e sulfonamidas ndo tém se mostrado eficazes e seu uso esta
associado a casos fatais de FMB (WALKER, 2002; RAOULT et al., 2005).

Estudos em pacientes caninos demonstram que doxyciclina e trovafloxacina
sdo mais eficazes em relagdo a azitromicina (BREITSCHWERDT, 1999).
Fluoroquinolonas como enrofloxacina também séo efetivas, poréem devido as
injarias causadas as cartilagens devem ser evitadas em cées jovens (GREENE &
BREITSCHWERDT, 2006). Breitschwerdt e colaboradores (1997) concluiram que
0 uso da prednisolona em doses imunosupressivas associada a doxyciclina, ndo
potencializa a severidade da infeccéo, porém observaram a diminui¢do nos titulos
de anticorpos anti-Rickettsia rickettsii em cées inoculados experimentalmente.
Deve-se considerar que o tratamento de suporte como a fluidoterapia é tao
importante quanto o tratamento especifico, visando minimizar a ocorréncia de
hipoperfusdo em o6rgéos e tecidos e consequentes danos renais, respiratorios e
neurologicos (GREENE & BREITSCHWERDT, 2006).
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TABELA 2 — DOSES PRECONIZADAS PARA TRATAMENTO DA INFECCAO POR FEBRE
MACULOSA EM HUMANOS.

Farmaco Dose (mg/kg) Via de administrac&o* Intervalo® (horas)
Tetraciclina 22-30 Oral, IV 8
Cloranfenicol 15-30 Oral, IV, SC, IM 8
Doxiciclina 10-20 Oral, IV 12
Enrofloxacina 3 Oral, SC 12

1. IV: Intravenoso, SC: Subcutdneo e IM: Intramuscular. 2. Intervalo de horas entre
tratamento (GREENE, 2006).

1.9 PREVENCAO E CONTROLE

A medida preventiva mais eficaz para FMB é o controle da populacdo de
carrapatos a niveis minimos (CAMARGO-NEVES et al., 2004). O combate ao
vetor se d& através do tratamento ectoparasitario dos animais, manter a grama
baixa em locais de uso publico, evitar co-existéncia entre espécies animais. O
objetivo destas medidas € inibir a proliferacdo exacerbada de vetores
contaminados, responsaveis pela transmissédo do agente. A presenca do vetor em
um ambiente propicio deve ser evidenciada através da colheita e identificagdo do
mesmo. A colheita de estadios imaturos de vida livre se da através da técnica do
arrasto de flanela, com melhores resultados nos horarios de 11:00 a 12:00h
(SPICKETT et al., 1991), e a coleta de adultos de vida livre apresenta melhores
resultados com armadilhas de CO, onde se mimetiza a respiragdo do hospedeiro,
atraindo os carrapatos. Estas armadilhas podem atrair e capturar carrapatos num
raio de até 10 metros (KOCH & McNEW, 1982).

Vale salientar que as areas sabidamente endémicas para FMB devem contar
com a colaboracdo da populacdo, que deve ser orientada através atividades
educativas. Em areas de risco, como parques publicos, onde ja se evidenciou a

presenca do vetor e ocorréncia da doencga, deve ser incentivada a vistoria do
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corpo a cada 2 a 3 horas, uso de roupas claras que facilitem a visualizagdo do
vetor, uso de botas e orientacdo sobre a forma correta da remocéo do carrapato.
Nestas areas deve-se lancar mao de avisos e placas em locais estratégicos. O
treinamento dos profissionais de saude para o diagndstico e tratamento precoce €
um ponto relevante no controle e prevencédo da doenga, visando minimizar sua
ocorréncia. As pessoas que habitam locais de risco devem procurar as unidades
basicas de salude no caso de apresentarem febre ou terem sido picadas por
carrapatos (CAMARGO-NEVES et al., 2004).

No caso de areas de transmissao ndo reconhecida é recomendado trabalho
de orientacdo por parte das Secretarias Municipais de Saude em grupos
especificos de risco, como Médicos Veterinarios, carroceiros, produtores rurais,
tratadores de animais e pescadores. Além das medidas preventivas citadas acima,
vale ressaltar que quanto maior a populacéo de carrapatos, maior o risco de se
contrair a doenca (CAMARGO-NEVES et al., 2004).

1.10 CONCLUSAO

A FMB é uma zoonose importante com grande impacto para a saude publica
devido a alta mortalidade em casos nao tratados. A dificuldade de diagndstico no
ser humano, pela similaridade de sintomatologia com outras doencas
exantematicas e hemorragicas, necessita de maiores investigacbes e
especificidade no diagnostico e preparo das autoridades competentes na deteccao
da doenca.

A complexa cadeia epidemiolégica da FMB juntamente ao pouco
conhecimento de sua ocorréncia em areas limitrofes a areas endémicas bem
como em areas nao endémicas, demonstra que ha muito a ser investigado sobre a
situacdo desta enfermidade. Cada regido apresenta particularidades como a
presenca de hospedeiros, espécie de carrapato predominante, caracteristicas
ambientais, clima e risco de contato dos vetores com os seres humanos. O

controle do carrapato vetor no ambiente e nos animais é a maneira mais eficaz de
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prevencdo do contato da bactéria ao homem. Associa-se ocorréncia de casos de
FMB a presenca de roedores silvestres como a capivara, fato este que deve ser
considerado no conhecimento do perfil epidemioldgico de cada regiéo.

A que se considerar que houve grandes avancos no conhecimento da FMB
nos ultimos anos, e que as perspectivas da elucidacdo do comportamento da

doenca em regides limitrofes a areas endémicas sao positivas.
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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma zoonose geralmente fatal se néo
tratada precocemente. Causada principalmente pela bactéria intracelular
obrigatoria Rickettsia rickettsii, € transmitida ao homem por carrapatos do género
Amblyomma. Com o objetivo de obter informacdes sobre a epidemiologia da FMB
em S&o José dos Pinhais, PR, onde foi registrado o primeiro caso da doenca em
humano neste Estado, realizou-se um estudo em cavalos de carroceiros da regiéo.
A amostragem se deu por adesdo espontanea dos proprietarios, onde foram
obtidas 75 amostras de soro de equinos no periodo de abril de 2005 a junho de
2006. Estas foram testadas pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta para
deteccao de anticorpos anti-rickettsiais do grupo febre maculosa. Sete animais
(9,33%) apresentaram titulacdo variando entre 64 a 1024. Considerando o equino
animal sentinela para a doenca, e que 0s animais testados percorrem grandes
distancias podendo carrear vetores infectados, sugere-se que os resultados sao
representativos para avaliagdo epidemioldgica inicial da enfermidade nesta area.

Palavras Chave: Febre Maculosa Brasileira, Sorologia, Equinos, Epidemiologia.
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ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever (BSF) is a generaly fatal zoonosis when the treatment
is prescribed. Caused by the obligate intracellular bacteria Rickettsia rickettsii, it is
transmited to humans by Amblyomma ticks. Whith the objective to obtain
epidemiological information about BSF in Sdo José dos Pinhais, PR, where one
human case was registered, a study was performed in cart horses. Serum samples
was obtained from 75 horses between april/2005 and june/2006, and tested by
indirect immunofluorescence assay (IFA) to detect antibodies against rickettsias of
spotted fever group. Seven animals (9,33%) were seropositive, titles varying from
64 to 1024. Considering that horses are sentinels for this disease and the animals
walk long distances, it is suggested that these results are representative as an
initial epidemiological evaluation of the disease in the area.

Keywords: Brazilian spotted fever, Serology, Horses, Epidemiology.
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2.1 INTRODUCAO

A febre maculosa brasileira (FMB) é a mais importante riquetsiose descrita no
Brasil. E causada principalmente pela bactéria gram negativa, intracelular
obrigatoria, de forma cocobacilar denominada Rickettsia  rickettsii.
(BURGDORFER, 1970; BEATI & RAOULT, 1998). A transmisséo se da através da
picada do carrapato infectado, que mantém a rickettsia em suas glandulas
salivares, células intestinais e ovarios (HARDEN, 1990). No Brasil o Amblyomma
cajennense é apontado como principal vetor da doencga, especialmente seus
estadios imaturos. O vetor adulto é vulgarmente conhecido como carrapato estrela
ou rodoleiro, sendo o eqtino, a capivara e a anta considerados hospedeiros
primarios de todos o0s seus estadios. Entretanto os carrapatos do género
Amblyomma sp. apresentam baixa especificidade de hospedeiro nas fases de
larva e ninfa podendo parasitar outras espécies animais (ARAGAO & FONSECA,
1961; LABRUNA et al., 2002).

Os casos de FMB em humanos sdo acidentais e estd associado ao convivio
deste com animais domeésticos. Equinos e cédes sdo considerados animais
sentinelas para FMB (LEMOS, 1996), atuando como amplificadores da populag&o
de carrapatos. Em geral o cdo e o cavalo vivem no peri-domicilio humano e tem
grande importancia na epidemiologia da doenca (TIRIBA, 1972; LEMOS, 1996).
Os primeiros relatos da FMB em equinos no PR foram de 6,52% de positividade
pela técnica da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), determinado por
Freitas et al. (2006). Atualmente o diagndstico laboratorial de eleicdo da FMB
segundo a Organizacdo Mundial de Saude é através da sorologia pela RIFI, e
deve ser considerado confirmatério em humanos quando hd um aumento no titulo
na segunda amostra, a ser realizada duas semanas apds a primeira (GALVAO et
al., 2005).

A RIFI utiliza como antigeno a espécie de rickettsia a ser testada. A deteccdo
de IgM é uma forte evidéncia de riquetsiose ativa (DEL GUERCIO et al., 1997).
Algumas espécies de rickettsias compartilham antigenos de superficie, o que pode

ocasionar em reacgdes cruzadas entre os biogrupos Tifo e Febres Exantematica,
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diminuindo assim a especificidade do teste. Os anticorpos IgG, detectados cerca
de uma semana ap0s o inicio da doencga, sdo especificos dentro do biogrupo e
podem permanecer por até quatro anos (CALIC, 2004). Somente pode ser
considerado positivo o titulo maior ou igual a 64 (NEWHOUSE et al.,, 1979;
MAGNARELLI et al. 1982). A RIFI apresenta uma especificidade de 100% e
sensibilidade de 94 a 100%, porém ndo permite a identificacdo da espécie do
agente dentro do grupo e pode apresentar titulos baixos ou até falsos negativos
por influéncia de antibioticoterapia (CALIC, 2004; DEL GUERCIO et al., 1997).

O diagnéstico se confirma através de fatores epidemioldgicos tais como area
geogréfica, época do ano e presenca de vetores (CALIC, 2004). As provas
soroldégicas em hospedeiros susceptiveis e em animais reservatorios, sao
importantes para determinagao de atividade riquetsial local (MAGNARELLI et. al,
1981). Porém, em seres humanos constata-se uma dificuldade no diagnéstico
diferencial das doencas exantematicas que tém em comum quadros purpuricos
(MELLES et. al, 1992; GALVAO et al., 2003). Acredita-se que haja subnotificacéo
da doenca, principalmente nos casos oligossintométicos (MELLES et. al, 1992).

O objetivo desse trabalho foi determinar a presenca da FMB em equideos
utilizados para tracdo por trabalhadores carroceiros na coleta e transporte de
materiais reciclaveis. Este estudo relaciona a ocorréncia de soropositividade em
cavalos de carroceiros e presenca de carrapatos do género Amblyomma em S&o
José dos Pinhais, PR. O projeto contou com a parceria da Secretaria Municipal de

Saude através do Centro de Controle de Zoonoses do municipio.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Sao José dos Pinhais que esté situado

na porcao leste da regido metropolitana de Curitiba, a 15 km do centro da capital.

46



O municipio apresenta clima subtropical umido e € parte integrante do primeiro
planalto, possuindo altitude média de 900 metros, area de 945,611 km?, latitude
25°32°05” e longitude 49°12°23” (IBGE, 2005). Faz divisa ao norte com as cidades
de Curitiba, Pinhais, Piraquara, ao sul com Mandirituba e Tijucas do Sul, ao leste
com Morretes e Guaratuba e ao oeste com Fazenda Rio Grande. Sua hidrografia €
vasta, mas 0s principais rios encontrados na regido sao o rio lguacu, Miringuava,
de Una, Castelhanos, S&o Joado, Miriguava-Mirim, Despique e a represa do
Vossoroca. Sao José dos Pinhais tem em torno de 40% de seu territorio
considerado como area de preservacao ambiental, sendo que existem 4 pontos de
urbanizagdo importantes (Sédo Marcos, Guatupé, Centro, Borda do Campo). A
populacdo estimada € de 263.622 habitantes, sendo que 90% localizam-se na

area urbana (figura 1).

FIGURA 1 - MAPA DE SAO JOSE DOS PINHAIS, PR, EVIDENCIANDO AREAS RURAL,
URBANA E AEROPORTO (www.pmsjp.gov.pr.br).
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2.2.2 Colheita de amostras

Para a pesquisa foram colhidas amostras de sangue em 30/04; 10/06; 17/09
e 22/10 de 2005 e 10/06 de 2006. As colheitas ocorreram em parceria com 0
projeto carroceiros, dentro do Centro de Controle de Zoonoses do municipio e
UFPR. A amostragem se deu por adesdo espontanea dos trabalhadores e os
animais foram identificados por numero (1-75) e ficha de identificacédo individual
composta de endereco, idade, sexo, resenha, dados referentes a escore corporal
do animal, tipo de alimentacdo, bem como cadastro sdécio econbmico do
proprietario e distancia aproximada percorrida em quilémetros por dia de trabalho.

As amostras de sangue total foram colhidas através de veno-punc¢ao jugular
de um total de 75 equinos e apos centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos, as
amostras de soros foram acondicionadas em tubos do tipo eppendorf e em
seguida congeladas a —20°C para posterior processamento pela técnica RIFI. Os
exames de RIFI foram realizados com antigeno de R. rickettsii nos animais
amostrados no ano de 2005 e R. rickettsii e R. parkeri nos animais amostrados no
ano de 2006.

2.2.3 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI consiste na reacdo antigeno-anticorpo do soro da espécie estudada
com células VERO, neste estudo infectadas com Rickettsia rickettsii, (cepa
Taiacu) e R. parkeri (cepa isolada de Amblyomma triste, por Silveira et. al, 2007)
fixadas em laminas de microscopia para fluorescéncia. A reagdo entre o antigeno
fixado e o anticorpo presente nas amostras foi visualizada apos a adicdo de anti-
imunoglobulina da espécie equina, conjugada com isotiocianato de fluoresceina
(Kirkegaard e Perry Laboratory, Maryland, USA). Para a leitura da reacéo utilizou-
se microscopio para fluorescéncia (BX60; Olympus, Tokio, Japdo) em aumento de
400X.
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2.3 RESULTADOS

Foi detectado presenca de anticorpos anti-rickettsiais (titulo =64) em 7
cavalos (9,33%) dos 75 amostrados. Todos os testes reagentes provinham de
laminas sensibilizadas com R. rickettsii. O maior titulo encontrado foi de 1024. Os
equinos de namero 28, 32 e 38 foram testados no ano de 2005 somente para R.
rickettsii, os demais foram testados para os dois antigenos supracitados, porém
ndo houve resultado positivo para R. parkeri.

A distancia percorrida por dia variou de 8 Km a 40 Km, sendo que os
proprietarios de 18 animais (24%) néo souberam responder. A idade variou entre 6
meses e 22 anos com média de 6,7 anos, sendo 40 machos e 35 fémeas.

De todos os animais amostrados, 9 (11,84%) apresentaram-se parasitados
por carrapatos em ocasido da coleta, estes posteriormente identificados como
Amblyomma sp. e Anocentor nitens, sendo que dentre os animais infestados

somente 1 foi sororeagente na RIFI.

TABELA 3 - TITULACAO ENCONTRADA NOS EQUINOS DE CARROCEIROS REALIZADA
UTILIZANDO-SE OS ANTIGENOS Rickettsia rickettsii E R. parkeri.

Titulagdo encontrada 1:64 1:128 1:512 1:1024 Total
R. rickettsii 2[75 2/75  2/75  1/75 775
R. parkeri - - - - -

2.4 DISCUSSAO

O presente estudo foi conduzido no Estado do Parana, onde houve o registro
do primeiro caso humano da doenca (Secretaria Estadual de Saude, 2005). Desde
0s primeiros relatos no Brasil, em 1929, o Parana mantinha-se sem registro da

FMB. Lima et al. (2003) observaram em estudos na regido administrativa de
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Campinas, SP, um aumento no numero de casos humanos registrados a partir de
1996, ano em que a doenca foi determinada como de notificacdo compulséria e
houve implantacdo de um sistema de vigilancia epidemiolégica na regido. Por ser
uma enfermidade onde ha dificuldade no diagndstico diferencial com outras
doencas exantematicas como leptospirose, meningococcemia, hantavirose,
dengue e outras (GALVAO et. al, 2003), pode-se supor entdo que ha uma
subnotificacdo de casos humanos no Parand, devido a falhas no diagndstico ou a
ndo inclusdo do mesmo no diagndstico diferencial clinico de doencas
exantematicas. Segundo Walker (2002), casos fatais tém ocorrido sem que o
diagnéstico definitivo tenha sido apurado, quando médicos ndo consideram a
possibilidade de ocorréncia da febre maculosa.

Apesar da inespecificidade parasitaria nos estadios imaturos, 0s equinos sao
considerados hospedeiros primarios de todos os estadios de A. cajennense
(TIRIBA, 1972; LABRUNA et al., 2002), além de serem sentinelas para a febre
maculosa (LEMOS; 1996). Em situagfes de alta infestagdo de A. cajennense em
equinos, pode ocorrer infestagdo em hospedeiros secundarios como o0 cdo e o
homem (LEMOS et al., 1996; LABRUNA et al., 2002). Segundo Souza e Labruna
(2006), para que um vertebrado seja considerado bom hospedeiro amplificador de
R. rickettsii na natureza, este deve preencher alguns requisitos como ser
suceptivel a infeccdo; manter a bactéria circulante em niveis plasmaticos
suficientes para infectar vetores; ter alta taxa de renovagédo populacional; ser
abundante na éarea endémica e ser bom hospedeiro do carrapato vetor em
condicbes naturais. Com os dados apresentados acredita-se que o cavalo de
carroceiro represente importante papel na cadeia epidemiologica da FMB,
considerando sua convivéncia no peri-domicilio e capacidade de percorrer
grandes distancias em curto periodo de tempo, podendo dispersar carrapatos
infectados.

Neste estudo a sorologia positiva dos animais indica existéncia de rickettsias
circulando na regido, tornando maior a vulnerabilidade ao contato da bactéria com
a populacdo humana exposta. Os resultados obtidos através da técnica RIFI

demonstram parcialmente uma atividade riquetsial local, porém s&o

50



inconcludentes quanto a espécie de rickettsia, os dados representam contato
pregresso com rickettsias do grupo febre maculosa. Segundo Newhouse et. al
(1979), o titulo de 64 indica riquetsiose positiva por contato pregresso e este foi o
titulo de corte deste estudo, eliminando-se os reagentes no titulo de 32,
considerado limitrofe. Magnarelli et. al (1981) sugere que deve haver uma
correlagcéo entre positividade nos vetores, hospedeiros e reservatorios para que se
confirme atividade riquetsial local.

Este estudo demonstrou resultados semelhantes aos de Galvao et. al (2006),
gue investigaram presenca de anticorpos anti-riquetsiais do grupo de febre
maculosa através de RIFI, em foco silencioso em Caratinga, MG, obtendo 17% de
soropositividade em equinos. Estes resultados condizem com circulacdo de

rickettsias do grupo da febre maculosa, evidenciando a vulnerabilidade da regiao.

2.5 CONCLUSAO

Os achados soroldgicos e a presenca do carrapato transmissor da FMB em
Sao José dos Pinhais reforcam a necessidade da criagdo de um plano
monitoramento na regido. Existe possibilidade de disseminacéo da doenca pois 0s
cavalos de carroceiros se deslocam entre grandes areas para trabalho,
convivendo préximos a centros urbanos e com a fauna sinantropica regular. Desta
forma, prolongando a presenca da bactéria no ambiente e aumentando o risco
potencial de transmissdo da FMB para seres humanos. Ha que se considerar que
no caso de desequilibrio ambiental, casos acidentais podem ocorrer dado a alta
vulnerabilidade da regiéo.

Pode-se concluir que a FMB na regido estudada € um problema grave de
saude publica a ser criteriosamente investigado em todos seus aspectos. Porém
no presente estudo ndo houve determinacdo de positividade em vetores e sugere-

se a continuidade deste para complementacgéo destas informacdes.
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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira € uma enfermidade febril e aguda de carater
endémico e de ocorréncia reconhecida em varios estados brasileiros. O registro do
primeiro caso da doenca em humano no Estado do Parana se deu através de
sorologia pela técnica de imunofluorescéncia indireta, realizada pelo Instituto
Adolfo Lutz, em abril de 2005, em S&o José dos Pinhais. Com o objetivo de obter
informacg0des sobre a epidemiologia da FMB na regido do caso humano, realizou-
se um estudo em equinos e caninos provenientes de um foco humano conhecido e
trés focos animais. Amostras de soro foram obtidas no decorrer do ano de 2006 e
testadas pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta para deteccao de
anticorpos anti-rickettsiais do grupo febre maculosa, utilizando antigeno Rickettsia
rickettsii e R. parkeri. Foi determinado soropositividade em 2 dos 16 caes (12,5%)
e 2 dos 8 equinos (25%) testados, com titulacdo variando de 64 a 128.
Considerando como sentinela as espécies estudadas, sugere-se que estes
resultados sejam representativos para avaliagdo epidemiolégica inicial da
enfermidade nesta area.

Palavras Chave: Febre Maculosa Brasileira, Sorologia, Caes, Equinos, Epidemiologia.
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ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever is an endemic, febrile and acute disease which have
been determined in many states of Brazil. The first human case registered in
Parana state was in April of 2005, by Indirect Imunofluorescence Assay in Adolfo
Lutz Institute, in S&o José do Pinhais. In order to obtain information about Brazilian
Spotted Fever epidemiology in this area a study was performed in horses and dogs
from a human focus and three animal. Serum samples were obtained in the year
2006 and were tested by Indirect Immunofluorescence to detect antibodies against
spotted fever group rickettsiae, using Rickettsia rickettsii and R. parkeri antigen. It
was determined positivity in 2 of 16 dogs (12,5%) and 2 of 8 horses (25%) that
were tested, with titles varying of 64 to 128. The data from this study suggests that
the results were representative to its first epidemiological avaliation in this area
seriously, considering dogs and horses as environmental sentinels for Brazilian
Spotted Fever.

Keywords: Brazilian spotted fever, Serology, Dogs, Horses, Epidemiology.

57



3.1 INTRODUCAO

A Febre Maculosa € uma das mais importantes riquetsioses no Brasil, e é
causada por bactérias intracelulares obrigatérias do género rickettsia spp.
(GALVAO et. al, 2005). Dentro do Grupo Febre Maculosa (GFM) encontram-se
espécies de patogenicidade variada, sendo a Rickettsia rickettsii, o principal
agente etiologico da Febre Maculosa Brasileira (FMB), considerada de maior
patogenicidade deste grupo (HOOGSTRAAL, 1985; BEATI & RAOULT, 1998). A
FMB é transmitida pelo carrapato de trés hospedeiros do género Amblyomma spp.
(GALVAO et al., 1993). No Brasil, as espécies A. cajennense, A. aureolatum e A.
dubitatum, tem sido relacionadas a casos humanos da doenca (PINTER, 2003;
EVANS et al., 2000; RODRIGUES et al., 2002). O A. cajennense, principal vetor
no Brasil, tem como hospedeiros preferencialmente a capivara, o cavalo e a anta,
embora possa parasitar outras espécies animais devido a sua baixa especificidade
nos estadios imaturos (LABRUNA et al., 2002).

A FMB é transmitida através da picada do carrapato infectado, que mantém
riquetsias em suas glandulas salivares, células intestinais e ovarios (HARDEN,
1990). Os sinais em humanos séo inespecificos como febre, cefaléia e mialgia, o
gue dificulta o dignostico precoce da doenca, devido a semelhanca de sinais com
outras doencas exantematicas (GALVAO et al., 2003). Com inicio slbito e
evolucdo rapida, pode cursar com oObito devido a complicagbes vasculares. A
letalidade pode variar de 25% até 80% dos casos nao tratados ou tratados
erroneamente (MELLES, 1992; WALKER, 2002). Preconiza-se o tratamento com
antibioticos especificos em casos suspeitos, sendo a doxiciclina a medicacao de
eleicdo para tratamento da FMB (WALKER, 2002).

A técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € considerada
teste de escolha para diagnostico sorologico da doenga, tanto em animais como
em humanos (GALVAO et al., 2005). Sendo que algumas espécies de riquetsias
compartilham antigenos de superficie, o0 que pode ocasionar em reac¢des cruzadas

entre os biogrupos tifo e febres exantematicas, diminuindo assim a especificidade
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do teste. Os anticorpos IgG, detectados cerca de uma semana apos o inicio da
doenca, sdo especificos dentro do biogrupo e podem permanecer por até quatro
anos (CALIC, 2004). Somente é considerado positivo o titulo maior ou igual a 64
(NEWHOUSE et al., 1979; MAGNARELLI et al., 1981). O estudo epidemioldgico
do agente pode ser feito em animais hospedeiros, em particular os equinos e os
caes, considerados animais sentinela para FMB (LEMOS et al., 1996; SANGIONI
et al., 2005). O diagnostico se confirma através de sorologia, fatores
epidemiolégicos tais como é&rea geografica, época do ano presenca de
reservatorios e de vetores (CALIC, 2004).

No ano de 2005 foram coletadas amostras de sangue de 46 equinos de
carroceiros, onde observou-se positividade em trés animais (6,52%) (FREITAS et
al., 2006). Com base nestes resultados, foram determinados quatro focos de
estudo, sendo a Area 1 o foco humano (caso indice), e areas 2, 3 e 4 focos
animais (equinos soropositivos).

O estudo demonstrou a necessidade de avaliacdo constante do “status”
enzodtico da doenca na regido onde foi registrado o primeiro caso de FMB em
humano no Estado do Parana, ocorrido em abril de 2005 em S&o José dos

Pinhais.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Sao José dos Pinhais que esta
situado na porcéo leste da regido metropolitana de Curitiba, a 15 km do centro da
capital. O municipio € parte integrante do primeiro planalto e possui altitude média
de 900 metros, area de 945,611 kmz2, com latitude 25°32'05” e longitude 49°12'23"
(IBGE, 2005) e clima subtropical umido. Este municipio faz divisa ao norte com

Curitiba, Pinhais, Piraquara, e ao sul com Mandirituba e Tijucas do Sul, ao leste
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com Morretes e Guaratuba e ao oeste com Fazenda Rio Grande. Sua hidrografia &
vasta, mas o0s principais rios encontrados na regido s&8o 0s rios lguagu,
Miringuava, de Una, Castelhanos, Sao Jodo, Miriguava-Mirim, Despique e
Represa do Vossoroca. S&o José dos Pinhais tem em torno de 40% de seu
territorio considerado como area de preservacdo ambiental, sendo que existem
guatro pontos de urbanizagdo importantes (S&do Marcos, Guatupé, Centro, Borda
do Campo). A populacédo estimada € de 263.622 habitantes (IBGE, 2007) sendo
gue 90% concentra-se na zona urbana (figura 2).

FIGURA 2 - MAPA DE SAO JOSE DOS PINHAIS, SUBDIVIDIDO EM AREAS URBANA E RURAL,
INCLUINDO AREA DO AEROPORTO (WWW.PMSJP.GOV.PR.BR). DESTAQUE
PARA A AREA DE OCORRENCIA DO PRIMEIRO CASO DE FEBRE MACULOSA
BRASILEIRA EM HUMANO.

i
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3.2.2 Foco Humano

O primeiro caso registrado no Estado do Parana foi detectado em abril de
2005 atravées de exame sorolégico com amostras pareadas, havendo
soroconversao de titulo de 256 para 1024 para R. rickettsii através de RIFI no
Instituto Adolfo Lutz. O Paciente do sexo masculino, 47 anos, é proprietario de
uma chacara de lazer no municipio de Sdo José dos Pinhais, onde relatou ter sido
picado por carrapato. Esta chacara juntamente com a propriedade vizinha, que
pertence ao caseiro da primeira, localiza-se no bairro Borda do Campo (figura 1),
foi denominada neste estudo como area 1. Caracteriza-se pela presenca de 3
humanos, 3 equinos, 2 bovinos e 7 caes. O pasto desta propriedade tem
condicbes 6timas para o estabelecimento do vetor. Todas as amostras foram
codificadas e acompanhadas de fichas para identificacdo quanto a: espécie, idade,
sexo, ocupacgdo (humanos), tempo de moradia na regido (humanos), localidade,
presenca ou ndo de animais silvestres nas proximidades. Os exames de RIFI
foram realizados nas amostras dos equinos e caninos envolvidos, com antigenos

disponibilizados para este estudo, que foram R. parkeri e R. rickettsii.

3.2.3 Foco dos Cavalos de Carroceiros

As outras areas (2, 3 e 4) sao as propriedades onde habitam os equinos que
tiveram titulacdo para febre maculosa em estudo pregresso realizado com cavalos
de carroceiros da regido. Nestas foram considerados cédes e demais equinos que
habitam as respectivas propriedades (figura 4).

Todas as amostras de sangue dos animais foram acompanhadas de fichas
para identificacdo quanto a: espécie, idade, sexo, localidade, historico de presenca
de animais silvestres nas proximidades e presenca de ectoparasitas nos animais.
Os exames de RIFI foram realizados com antigeno de R. parkeri e R. rickettsii .

A area 2 esta localizada no bairro Quississana, e mantém apenas um equino

gue se tratava do j4 anteriormente amostrado. O local caracteriza-se por uma
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area cercada, sem acesso aparente de animais selvagens. O historico deste
equino era de infestacdo por micuins na época da coleta (novembro de 2005). O
proprietario ndo reside no local e relatou problemas articulares no animal no ano
de 2006.

A érea 3 era composta por trés caes e dois equinos e esta localizada as
margens do rio Pequeno no bairro de mesmo nome, onde o proprietario relata
histérico de presenca de capivaras. Um dos cées veio a Obito dias antes da coleta
com sinais clinicos de gastrenterite hemorragica. O local tem caracteristicas ideais
para o estabelecimento do vetor, apresentando pasto sujo, presenca de
hospedeiros amplificadores e de manutencao, mata ciliar e proximidade de rio.

A area 4 consiste em uma propriedade maior localizada no bairro Parque
Iguacu, nas margens do Rio Iguacu. O local tem caracteristicas epidemiolédgicas
ideais para o estabelecimento do vetor, sendo area de cavas abertas e € comum a
presenca de capivaras (Hidrochoerus hidrochoeris) e ratbes-do-banhado
(Myocastor coypus). O proprietario vive da coleta de material reciclavel e exerce
atividade de criacdo de suinos para terminacdo. Foram encontrados no mesmo
ambiente bovinos, caes, aves e equinos, que co-habitavam o local. Nesta area

foram colhidas amostras de sangue total de sete cées e quatro equinos.

3.2.4 Colheita das amostras

A colheita das amostras de sangue foi realizada com auxilio da equipe do
Centro de Controle de Zoonoses do municipio, filiado a Secretaria Municipal de
Saude. Todos os cées e equinos foram submetidos a veno-punc¢éo jugular. O
sangue total coletado foi acondicionado em tubos estéreis a temperatura ambiente
e encaminhado ao laboratério de patologia clinica da UFPR para centrifugacdo e
separacdo do soro. Este foi aliguotado em tubos de polipropileno do tipo

Eppendorf e congelado a -20<C até posterior process amento pela técnica de RIFI.
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3.2.5 Colheita de carrapatos

Para colheita de carrapatos de vida livre foram colocadas armadilhas de CO;
nas propriedades selecionadas, no més de outubro de 2006. Aproximadamente
500g de gelo seco foi colocado sobre cada flanela branca de 1x1m (figura 3). As
armadilhas foram colocadas em locais de passagem de animais e beira de rios, e
deixadas por 1 hora (OLIVEIRA, 1998). Ao final deste tempo, as mesmas foram

recolhidas para contagem de artrépodes coletados.

FIGURA 3 - ARMADILHA DE GELO SECO UTILIZADA PARA CAPTURA DE CARRAPATOS
ADULTOS DE VIDA LIVRE.

AR S—_

3.3 RESULTADOS

TABELA 4 - RESULTADOS DOS CANINOS E EQUINOS POSITIVOS POR AREA SELECIONADA

COMO FOCO.
Area Equinos Positivos(%) Caninos Positivos(%)
1 1/3 (33,3) 0/7 (0)
2 0/1 (0) -
3 0/1 (0) 1/2 (50)
4 1/4 (25) 1/7 (14,2)
Total 2/8 (25) 2/16 (12,5)
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Nao houve sucesso em nenhuma armadilha de CO, para captura de
carrapatos. Na inspecdo dos animais, 100% dos cdes apresentavam-se com
pulgas do género Ctenocephalides spp. porém nenhum carrapato foi encontrado.
Todos o0s equinos apresentavam-se livres de parasitismo por carrapatos na
ocasiao da coleta.

Dos 16 caninos amostrados nas areas selecionadas, 2 apresentaram
soropositividade (12,5%) com titulos de 64 e 128, ambos para R. rickettsii (figura
5). E dos 8 equinos amostrados, 2 animais foram reagentes (25%) com titulo de

64 para R. parkeri e 64 a 128 para R. rickettsii.

FIGURA 4 - MAPA DE MANANCIAIS DE SAO JOSE DOS PINHAIS, EVIDENCIANDO OS 4
FOCOS SELECIONADOS. OBSERVAR PROXIMIDADE DE TODAS AS AREAS COM
RIOS.
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FIGURA 5 - RIFI POSITIVA EM AMOSTRA DE SORO CANINO, CELULAS VERO CORADAS
COM AZUL DE EVANS EVIDENCIANDO PARASITISMO INTRACELULAR.

3.4 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado em S&o José dos Pinhais, PR, onde houve o
registro do primeiro caso humano da FMB no Estado em abril de 2005 (Secretaria
Estadual de Saude, 2005). Desde 1929, quando houve os primeiros relatos da
doenca no Brasil, até o ano de 2005, o Parand mantinha-se sem registro da
doenca.

Lima et al. (2003) observaram em seus estudos na regido administrativa de
Campinas, SP, um aumento no niumero de casos humanos registrados a partir de
1996, ano em que a doenca foi determinada como de notificagdo compulséria e
logo apds houve implantacdo de um sistema de vigilancia epidemiolégica na
regido. Por ser uma enfermidade onde ha dificuldade no diagndstico diferencial
com outras doencas exantematicas que cursam com febre alta e mialgia
(GALVAO et al., 2003), pode-se supor entéo que ha uma subnotificacio de casos

humanos no Parana, devido a falhas no diagndstico clinico e ou laboratorial, ou a
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ndo inclusdo do mesmo no diagnostico diferencial de doencas exanteméticas.
Autores sugerem que casos fatais de FMB podem estar ocorrendo em areas onde
a doenca nao é reconhecida como endémica (SANGIONI et al., 2005; WALKER,
2002).

As espécies envolvidas no estudo tém importancia na epidemiologia da FMB
por serem consideradas sentinelas e viverem no peri-domicilio humano, e a
determinagdo da soroprevaléncia nestas espécies € recomendada em locais onde
humanos sédo expostos ao contato com A. cajennense (SANGIONI et al., 2005;
LEMOS et al. 1996). Os resultados obtidos mostraram-se semelhantes a outros
estudos com mesma metodologia, como de Lemos et al. (1996) em areas nédo
endémicas, que obtiveram positividade em 12,9% em caninos e 27,3% em
equinos. Galvao et al. (2006), investigaram presenca de anticorpos anti-riquetsiais
do grupo de febre maculosa em foco silencioso em Caratinga, MG, obtendo 17%
de soropositividade em equinos. Porém os resultados deste estudo sédo dispares
se comparados a outros realizados em areas endémicas, como de Sangioni et. al
(2003), que obtiveram 77,8% de soropositividade em equinos em Pedreira, SP.
Horta et al. (2004), obtiveram 77,3% e 31,3% de soropositividade em equinos e
caes respectivamente, em estudo conduzido em area endémica também em
Pedreira. Os estudos que utilizam sorologia como método diagnostico nao
detectam especificamente R. rickettsii , mas infeccdo prévia com bactérias do
grupo febre maculosa, porém considera-se que riquetsias podem permanecer
naturalmente em regido ndo endémica com relativa facilidade. Magnarelli et. al
(1981) sugerem que para haver atividade riquetsial, deve haver correlagdo de
positividade entre hospedeiros e vetores, e presenca de fatores ambientais que
favorecam o estabelecimento do mesmo e presenca de reservatérios. Porém no
presente estudo ndo houve determinacdo de positividade em vetores e sugere-se
a continuidade deste para comprovar a epidemiologia da FMB na regido estudada.

Observa-se na figura 3 proximidade de todos os focos com importantes rios
da regido, dado este que corrobora com estudos epidemioldégicos em areas
endémicas. As areas selecionadas também apresentam histérico de presenca de

roedores silvestres como a capivara e o ratdo-do-banhado, que podem participar
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do ciclo enzodtico da FMB, representando o hospedeiro de manutencdo de
rickettsias na natureza.

Todos os focos apresentaram caracteristicas que favorecem o
estabelecimento do vetor, este dado corrobora com a maior parte dos dados
epidemiolégicos ja registrados, sabendo-se que condicdes como latitude,
temperatura e tipo de cobertura vegetal influenciam no estabelecimento do vetor
artropode (EVANS, 2000).

3.5 CONCLUSAO

Conclui-se portanto que estes resultados sdo semelhantes a outros obtidos
em areas nao endémicas.

As armadilhas de CO; nao foram eficazes para colheita de vetores nos locais
e datas selecionados.

As areas selecionadas tém caracteristicas que favorecem o estabelecimento
do vetor, como presenca de capivaras e outros roedores silvestres e proximidade
de rios e mata ciliar, e presenca de espécies hospedeiras capazes de carrear 0
vetor artropode para o peri-domicilio humano.

Existe risco de contato da bactéria com a populacdo humana exposta. Os
resultados obtidos através da técnica RIFI demonstram parcialmente uma
atividade riquetsial local, porém séo inconcludentes quanto a espécie de riquetsia
e 0s dados representam exposicdo pregressa com riquetsias do grupo febre

maculosa.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho deu inicio aos primeiros relatos da FMB em animais no PR, a
partir do primeiro caso humano registrado, ocorrido em S&o José dos Pinhais,
regido metropolitana de Curitiba. A metodologia utilizada para diagnostico €
considerada padrdo ouro para a FMB, porém existem técnicas mais sensiveis,
como Western blotting, que podem revelar a real prevaléncia das riquetsioses
excluindo falsos positivos.

Os resultados encontrados n&o representam efetivamente atividade riquetsial
local, e sim contato prévio de riquetsias do grupo febre maculosa com os animais
amostrados. Para determinacdo da atividade riquetsial deve haver uma correlacao
de positividade nos hospedeiros e vetores. Devido ao insucesso na captura de
vetores de vida livre, foi impossivel fazer esta correlacdo. A determinacdo da taxa
de infec¢cdo no vetor artropode através de biologia molecular se faz necesséria para
complementar estes estudos.

A amostra utilizada no trabalho dos cavalos de carroceiros teve margem de
erro de 40% sob o numero total de equinos do municipio, que é de 2400 (IBGE,
2007). Porém & que se considerar que este € o numero total de equinos, incluindo
animais de montaria e exposicdo, ndo pertencentes ao grupo pretendido que incluiu
apenas animais de trabalho na coleta de lixo reciclavel. Este dado ndo é disponivel
oficialmente porém extra oficialmente, o nUmero estimado de cavalos de carroceiros
da area urbana do municipio obtido atraveés de agentes comunitarios de saude é de
300 (trezentos) animais, e considerando este namero temos margem de erro
calculada em 31%. Porém, devido a disparidade dos numeros e ainda que a adeséo
por parte dos proprietarios foi voluntéria, ndo foi considerado este dado nos artigos.

Os resultados positivos encontrados em equinos e cdes sdo compativeis com
resultados encontrados na literatura cientifica nacional e internacional que utilizaram
metodologia semelhante em regides ndo endémicas, porém pode representar risco
a populacao humana exposta em caso de desequilibrio ambiental.

Todos os locais selecionados apresentam caracteristicas que favorecem o

estabelecimento do vetor em termos de ambiente e presenca de hospedeiros e
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reservatorios. Todos os focos selecionados estdo situados a margem de rios e
relatos de moradores locais afirmam que € comum na regido a presenca de animais
de vida livre como capivara e outros roedores silvestres. Estes dados corroboram
com relatos de focos humanos encontrados em regides endémicas. Porém o0s
animais amostrados nos focos selecionados encontravam-se livres de carrapatos na
ocasido da inspecédo e 9% dos equinos de carroceiros apresentaram-se parasitados
por carrapatos. No ano de 2006 em ocasidao da colheita de amostras de sangue e
de carrapatos adultos (setembro e outubro), houve alteragdes climaticas bruscas
gue podem ter limitado a presenca do carrapato vetor.

A presenca de pulgas do género Ctenocephalides em 100% dos caes
amostrados, pode indicar possivel presenca de anticorpos anti-R. felis no soro
destes animais. Esta riquetsia é transmitida por pulgas deste género, que s&o
também reservatorios devido a transmisséo transovariana (HORTA et al., 2004).

Na opinido desta autora, a regido estudada apresenta condi¢cdes climéticas e
ambientais que favorecem o desenvolvimento do carrapato do género Amblyomma
spp.. A presenca de roedores silvestres pode representar o fechamento do ciclo
enzootico de rickettsias e sua manutencdo mesmo em situacdes de mudanca
climatica brusca. O processo de urbanizacdo de areas antes consideradas rurais e
o turismo rural, também propiciam contato do homem ao ciclo silvestre das
riquetsioses.

O objetivo deste trabalho foi contribuir para o conhecimento da epidemiologia
das riguetsioses, estimando o risco ao qual estd submetida a populacdo da regiéo.
Os resultados obtidos mostraram a necessidade de a¢des futuras de monitoramento
e avaliacdo constante do “status” da doenca na regido, bem como programas
educativos de prevencdo e controle, direcionados aos grupos de risco
(trabalhadores rurais, pescadores, veterinarios). A nado inclusédo da FMB no
diagnéstico diferencial das doencas exantematicas e purpuricas torna qualquer
regido de endemicidade desconhecida suceptivel a ter casos fatais da doenca.
Principalmente nos casos onde o0 paciente ndo detectou a picada do carrapato
vetor, considerando contato com estadios imaturos.
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ANEXO 1 - PROTOCOLO DA TECNICA DE REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Material utilizado:
 Laminas para RIFI contendo células VERO infectadas por Rickettsia
rickettsii *
 Laminas para RIFI contendo células VERO infectadas por Rickettsia
parkeri*
» Soro controle positivo de equino*
» Soro controle negativo de equino*
* Soro controle positivo de canino*
» Soro controle negativo de canino*
* Anti Ig-equina conjugada com fluoresceina**
* Anti Ig-canina conjugada com fluoresceina**
* Glicerina tamponada pH 9,0 + 0,5**
* Azul de Evans 0,1%**
» Tampao fosfato (PBS), pH 7,2
* Tampdo de lavagem (PBS com Triton X 100 a 0,1%)
* Microplacas do tipo ELISA (96 pocinhos)
* Micropipetas calibradas (P20, P200, P1000)
» Ponteiras sem filtro de 20, 200 e 1000yl
» Recipiente com tampa para camara umida
* Cubas para lavagem de laminas (tipo Koplin)
* Luvas de latex descartaveis
* Laminulas de 24 X 50 mm
* Papel aluminio
 Estufaa 37C
» Microscopio para fluorescéncia
*As laminas para RIFI sdo mantidas a -80°C (freezer)
** Os conjugados, a glicerina e 0 azul de Evans sdo mantidos entre 2 e 8C

(geladeira)
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As laminas sensibilizadas com antigeno (estocadas em freezer a -80C),
foram mergulhadas em solucdo tampéao de lavagem pH 7,4 (PBS) por 10 minutos
e a seguir secas a temperatura ambiente. Os soros foram diluidos em PBS para a
titulagdo inicial de 1:64, que serviu para triagem de positivos. Vinte microlitros da
diluicdo foram adicionados a cada pocinho da lamina de RIFI sensibilizada com o
antigeno, seguindo o mapa de identificacdo. As laminas foram incubadas a 37C
por 30 minutos em camara humida, apés foram lavadas com PBS por duas vezes
de 10 minutos cada. Apos secas as laminas foram adicionadas de conjugado anti-
IgG de equino composto de Isotiocianato de Fluoresceina (Kirkegaard e Perry
Laboratorys, Maryland, USA) e novamente secas em estufa a 37C por 30
minutos. Apés as laminas foram lavadas em tampédo de lavagem adicionada ao
corante Azul de Evans, que tinge as células de vermelho facilitando a visualizacdo
de riguetsias. Apds a secagem em temperatura ambiente e livre de luz, a leitura foi
realizada em Microscépio para imunofluorescéncia. Em cada lamina havia um
controle positivo e um controle negativo para comparacéo e leitura. Os soros com

resultado positivo foram testados para titulagbes maiores (até 2048).
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ANEXO 2 - RESUMOS EM CONGRESSOS

14° Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria & 2° Simpésio Latino-Americano de
Rickettsioses. (3 a 6 de setembro de 2006) Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

04.002 — PESQUISA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS A RICKETTSIA RICKETTSII EM CAVALOS
CARROCEIROS EM SAO JOSE DOS PINHAIS, PR.

Freitas, M. O.l, Molento, M. B.l, Labruna, M. B.3 , Silveira, I.3, Biondo A. W.2 , Grycajuk, M.l, Caldas, M.

I_1

1- Departamento de Parasitologia Veterinaria — UFPR2- Departamento de Clinica Médica Veterinaria —
UFPR3- Departamento de Parasitologia Veterinaria — USP

A febre maculosa brasileira € uma enfermidade endémica em varios estados brasileiros,
porém ainda ndo havia sido registrado nenhum caso da doenca no Parana. Em abril de
2005 foi registrado um caso em humano no municipio de Sao José dos Pinhais. O
objetivo deste trabalho foi determinar a presenca de anticorpos especificos reagentes a
Rickettsia rickettsii em cavalos carroceiros neste municipio, através de soros de 46
animais. Para tanto foram realizadas colheitas nas datas de 30/04, 17/09, 22/10 e
10/11/2005. Em inquérito realizado com os proprietarios, estes responderam que em
relacdo ao controle de carrapatos apenas 27 % realizavam medidas profilaticas. Na
inspecdo apenas 2 animais (4,34%) possuiam carrapatos, que posteriormente foram
classificados no Laboratério de Doengas Parasitarias da Universidade Federal do Parana
em Amblyomma sp e Anocentor nitens. Na pesquisa de anticorpos anti-riquetsiais do
grupo febre maculosa através de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, encontrou-se 3
animais sororeagentes, com titulos = 1:64, perfazendo 6,52% de soropositividade. Estes
animais sdo provenientes de regides proximas ao foco onde ocorreu o caso indice. O
cavalo carroceiro é de suma importancia para a determinacdo do comportamento
epidemioldgico da febre maculosa brasileira, sendo considerado sentinela para a doenca.

p. 361
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05.005 — AVALIACAO PARASITOLOGICA DOS CAVALOS CARROCEIROS EM SAO JOSE DOS
PINHAIS, PR.

Freitas, M. O.l, Molento, M. B.l, Biondo A. W.2 , Grycajuk, M.l, Caldas, M. L.l.
1- Departamento de Parasitologia Veterinaria — UFPR2- Departamento de Clinica Médica Veterinaria — UFPR

Os trabalhadores carroceiros sdo uma parcela marginalizada da sociedade, tendo em
seus animais de tracdo a fonte de seus sustentos. A partir de uma parceria do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de S&do José dos Pinhais, PR e da
Universidade Federal do Parana, foram realizadas 4 colheitas no ano de 2005, nos dias
30/04, 17/09, 22/10 e 10/11, sendo cadastrados 47 equinos. Elaborou-se um questionario
com os proprietarios dos cavalos carroceiros, a fim de saber as condi¢des de trabalho e o
manejo a que seus animais eram submetidos. Na etapa seguinte foi realizado exame
fisico, collheita de sangue e fezes e tratamento antiparasitario preventivo. As amostras
foram processadas no Laboratério de Doencas Parasitarias da Universidade Federal do
Parana. Quando questionados sobre o controle parasitario, 44,7% dos proprietarios
afirmaram tratar seus animais. No exame coproparasitolégico 71,42% dos animais
apresentam OPG superior a 300. Em relacdo ao controle de carrapatos apenas 27,7%
afirmaram realizar medidas profilaticas. Na inspecdo apenas 2 animais (4,25%) possuiam
carrapatos, que posteriormente foram classificados em Amblyomma sp e Anocentor
nitens. Na coloracdo de mucosa ocular, 12,78% apresentaram palidez e 4,25%
apresentaram mucosa ictérica. Quanto aos parametros hematol6gicos, a media obtida no
hematdcrito de todos os animais foi de 30%, considerada baixa para a espécie,
constatando anemia. 34,04% apresentaram hiperfibrinogenemia e todos os animais
apresentaram Proteinas Totais dentro dos parametros fisioldgicos. O grau de parasitismo
encontrado corrobora com o indice de animais considerados anémicos. Estes dados sdo
de suma importancia para que se conheca o perfil parasitolégico dos cavalos carroceiros
do municipio de S&o José dos Pinhais, e suas implicac6es na saude publica. Fornecendo
uma ferramenta que pode auxiliar no processo de insercao social.

p. 388
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II Congresso Nacional de Saude Publica Veterinaria. (8 a 11 de outubro de 2007)
Fortaleza, Ceard, Brasil.

PRIMEIROS CASOS DE FEBRE MACULOSA NO PARANA.

Marta Freitas®, Marcelly Grycajuk?, Alexander Biondo®, Marcelo Molento®, Marcelo
Labruna®.

Mestrandat, académica? e docentes® do Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de
Ciéncias Agrarias, UFPR, Curitiba, PR

zoonoses@ufpr.br

Introducdo: A febre maculosa brasileira (FMB) é uma doenca de potencial zoonético, de
carater endémico, causada pela bactéria Rickettsia rickettsii e transmitida pela picada do
carrapato do género Amblyomma sp. infectado. Apresenta gravidade variavel e
tratamento simples, porém a dificuldade se da pelo diagnostico diferencial, devido a
semelhanca de sintomas com outras doencas exantematicas. Os equideos atuam como
amplificadores da populagéo de carrapatos, e também como mantenedores da bactéria. A
infeccdo ocorre pela picada do artrépode positivo e o tempo de fixacdo no hospedeiro
deve ser de no minimo 4 horas para que haja eficiéncia na transmissao. Os casos de
FMB em humanos sé&o acidentais e estdo associados ao convivio do homem com animais
domésticos: caes e equideos. Estes Ultimos sao considerados animais sentinelas e atuam
como disseminadores da populagédo de carrapatos. O fato de existir intimo convivio no
peri-domicilio humano x cées/eqlinos aumenta a importancia do diagnéstico e do
conhecimento epidemiolégico desta doenca, respeitando as particularidades de cada
regido. Objetivos: Obter informacBes sobre uma nova area endémica no estado do
Parana, comprovando a presenca da bactéria causadora em area anteriormente
considerada livre da doenca, com base na confirmacdo do primeiro caso positivo em
humano no Estado. Metodologia: O estudo foi realizado no municipio de Sao José dos
Pinhais, amostras de soro foram obtidas de 75 equideos de carroceiros entre 0os meses
de abril de 2005 e maio de 2006 e testadas pela técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta para detec¢do de anticorpos do grupo da febre maculosa.
Resultados: Houve soropositividade em 7 animais (9,45%) com titulacdo variando de
1.64 a 1:1024. Foram encontrados carrapatos em 11,84% dos animais, classificados
como Amblyomma sp e Anocentor nitens. e somente um animal soropositivo apresentou o
carrapato.Conclusdo: A importancia da detec¢do da infeccdo e do carrapato transmissor
da FMB em Séao José dos Pinhais reforca a atencdo que se deve dar para estudos
epidemiolégicos na regido para esta zoonose. Existe risco de disseminacdo da
enfermidade pois estes hospedeiros se deslocam por grandes areas, convivendo proximo
a centros urbanos e a fauna sinantropica regular. Desta forma, prolongando a presenca
da bactéria no ambiente, aumentando o risco potencial de transmissdo da FMB para
humanos.
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ANEXO 3 - ANALISES ESTATISTICAS

A férmula utilizada para calculo de margem de erro no estudo com os cavalos de
carroceiros foi:

d=t.[(N-n)/(N-1).% . [(P.Q)n]. %

Sendo:

d = Margem de erro (%)

t = Abscissa da curva de frequéncia da distribuicdo normal que define a = 5%
(valor 4,96).

N= Tamanho da populacéo total.

n = Tamanho da amostra do trabalho.

P = Parametro.

Q = Valor complementar de P.

P . Q = Constante = 2500

Considerando a populacao total de equinos das areas rural e urbana do municipio
de S&o José dos Pinhais, o N é de 2400 animais (IBGE, 2007), entdo d = 40%.
Considerando apenas a populagdo de cavalos de carroceiros estimada por
agentes comunitarios de saude do municipio (dado néo oficial), o N & de 300,
entdo d = 31%.

Referéncia:

Zagury, T. O professor refém: para pais e professores entender em por que
fracassa a educacao no Brasil. Rio de Janeiro . Ed. Record, p. 251-253. 2006.
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