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RESUMO

A febre maculosa brasileira (FMB) é causada pela bactéria Rickettsia rickettsii, e 0
carrapato Amblyomma cajennense é considerado seu principal vetor. Essa zoonose
€ responsavel por altas taxas de letalidade em seres humanos e uma doenca menos
grave em caes. Além da R. rickettsii, outras espécies ja foram relatadas em
diferentes regides do Brasil, mas a patogenicidade de algumas ainda permanece
desconhecida. Alguns animais, incluindo caes e capivaras, sédo frequentemente
utilizados como hospedeiros sentinelas para a distribuicdo da bactéria, como um
indicador primario da circulacao do agente em algumas regides. Na presente
dissertacao, inclui-se um capitulo de revisdo sobre a FMB em caes, abordando os
principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e diagnosticos, bem como medidas
usuais para seu tratamento e controle. Em seguida, relatam-se dois trabalhos de
pesquisa para detecgao soroldgica de Rickettsia spp. em animais sentinelas, em
dois municipios do estado do Parana, pela técnica de reacao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), utilizando como antigenos as principais espécies de Rickettsia
identificadas no Brasil: R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R. rhipicephali, R.
amblyommii e R. felis. No primeiro estudo, foram testados 364 soros de caes
encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses no municipio de Sao José dos
Pinhais, Regiao Metropolitana de Curitiba. Esse local foi escolhido devido ao relato
recente de FMB em ser humano. Inicialmente, cada soro foi testado na diluicdo de
1:64 contra R. rickettsii e R. parkeri. Os soros positivos para pelo menos um dos
antigenos foram, posteriormente, testados a partir de diluices seriadas até 1:1024
contra as seis espécies de Rickettsia supracitadas. Dos animais analisados, 16
(4,4%) reagiram positivamente para pelo menos uma espécie de Rickettsia. Dentre
0s positivos, dois caes apresentaram titulos sugestivos de infeccao por R. bellii e
uma amostra apresentou reacao homéloga frente a R. felis, sendo o primeiro relato
de evidéncia de infeccao por essas espécies em caes no Sul do Brasil. Os
resultados demonstram que ha circulacdo de Rickettsia sp. na regido. No entanto,
acredita-se que o risco de infeccdo humana é baixo no local em estudo. No segundo
trabalho, foram testados soros de 31 capivaras do Refugio Biol6gico Bela Vista, da
Itaipu Binacional, no municipio de Foz do Iguagu, em que se buscou determinar,
pela primeira vez, a soroprevaléncia de Rickettsia spp. por meio da RIFI. Um total de
19 (61,3%) amostras reagiu a pelo menos uma das espécies testadas. Houve
evidéncia de infecgao por R. rickettsii, R. parkeri e R. belliiem duas, uma e uma
capivara, respectivamente. Os resultados demonstraram a circulagao de riquétsias
na regiao, sendo possivel a participagéo da capivara no ciclo da bactéria. Ambos os
estudos demonstraram a importancia da vigilancia ativa da prevaléncia da infeccao
por Rickettsia sp em inquéritos sorolégicos de animais sentinelas em diferentes
regides no estado do Parana, Sul do Brasil.

Palavras-chave: C&o. Capivara. Sentinela. Rickettsia spp. Febre maculosa. RIFI.



ABSTRACT

Brazilian Spotted Fever (BSF) is caused by Rickettsia rickettsii bacteria and
Amblyomma cajennense tick is considered its main vector. This zoonosis is
responsible for high rate letality in human beings and a less severe disease in dogs.
Besides R. rickettsii, other species have been reported in different regions of Brazil,
however, pathogenicity of some still remain unknown. Some animals, including dogs
and capybaras, are often used as sentinel hosts for the bacteria distribuition, as a
primary indicator of agent circulation in certain regions. In the present dissertation, a
chapter has been included on the BSF review in dogs, approaching main
epidemiological, clinical and diagnostic aspects, as well as usual measures for
treatment and control. Following, two research studies are reported on the serologic
detection of Rickettsia spp. in sentinel animals, in two cities of Parana state, by the
indirect immunofluorescence assay (IFA), using as antigens the main species
identified in Brazil: R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R. rhipicephali, R. amblyommii
and R. felis. In the first study, 364 dog sera from the Zoonoses Control Center at the
Sao Jose dos Pinhais city, Curitiba surroundings, were tested. Local was chosen due
to recent report of BSF in human beings. Inicially, each serum was tested at the
dilution of 1:64 against R. rickettsii and R. parkeri. Positive sera for at least one of
antigens were then tested in serial dilutions until 1:1024 against the six Rickettsia
species described above. Out of tested animals, 16 (4.4%) positively reacted for at
least one Rickettsia species. Among positives, two dogs presented suggestive titers
of R. bellii infection and one sample presented homologous reaction of R. felis
infection, the first report on the evidence of infection by these two species in dog of
Southern Brazil. Results demonstrated that Rickettsia sp. is circulating in the region.
However, risk of human infection may be low in the region studied. In the second
study, serum from 31 capybaras of the Bela Vista Biological Sanctuary, ltaipu
Binational, Foz do Iguassu, were tested, aimed to determine, for first time,
seroprevalence of Rickettsia spp.by IFA. A total of 19 (61.3%) samples reacted to at
least one of tested species. Infection by R. rickettsii, R. parkeri and R. bellii was
evidenced in two, one and one capybara, respectivelly. Results demonstrated
circulation of Rickettsia in the region, with potential role of capybaras in the bacteria
life cycle. Both studies demonstrated the importance of active surveillance of
prevalence of infection by Rickettsia sp. in serological surveys in sentinel animals
from different regions of Parana state, Southern Brazil.

Key words: Dog. Capybara. Sentinel. Rickettsia spp. Brazilian Spotted Fever. IFA.
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1 INTRODUGCAO

O género Rickettsia compreende diversas espécies de bactérias que sao
transmitidas pela picada de artrépodes, sendo algumas de patogenicidade
conhecida para animais vertebrados. Entre as diferentes espécies, a Rickettsia
rickettsii é considerada a mais patogénica (PAROLA et al., 2005), e o carrapato
Amblyomma cajennense € incriminado como o principal vetor do agente no Brasil,
onde a doenga é denominada febre maculosa brasileira (FMB) (GUEDES et al.,
2005). Existem inumeros relatos de casos humanos desde a década de 1920 no
pais e, recentemente, a doenca clinica foi descrita em caes (LABRUNA et al., 2009).

No Brasil, a FMB foi relatada inicialmente em seres humanos no ano de
1929, com varios registros entre 1930 e 1940. Durante o periodo que compreende
os anos de 1950 a 1980, houve um decréscimo no numero de casos relatados. A
partir do fim da década de 1980, até o presente momento, tem ocorrido uma clara
reemergéncia da enfermidade no pais. Esse aumento de casos pode ser
parcialmente atribuido ao incremento na fiscalizacdo da doenca, cuja notificacao
tornou-se obrigatoria no ano de 2001 (LABRUNA, 2009).

A infeccdo humana causada por R. rickettsii vem sendo relatada mais
frequentemente na Regido Sudeste, onde é endémica em algumas areas. No Estado
de Sao Paulo, foram confirmados 128 novos casos entre o periodo de 2005 a 2007,
com uma taxa de letalidade de 29% (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2008). Além dessa Regido, a doenca ja foi notificada em
outras partes do pais. No entanto, o conhecimento epidemiolégico nesses locais é
bastante escasso, sendo considerada ndo endémica ou desconhecida em grande
parte dos estados brasileiros. Na Regido Sul, em particular, a FMB em seres
humanos ja foi registrada nos trés Estados (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul) (MADEIRA, 2004). No entanto, devido a diferengas clinicas e epidemioldgicas,
suspeita-se que o0 agente causador da infec¢do nesses locais seja de outra espécie,
diferente de R. rickettsii.

Alguns animais, incluindo caes, cavalos e capivaras, exercem o papel de
hospedeiros sentinelas para a FMB e outras riquetsioses. Assim, a sorologia nesses
animais tem sido um meio diagnéstico eficiente frequentemente utilizado para

determinar a exposicao de seres humanos a Rickettsia spp. e predizer alteracdes na
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incidéncia de infeccoes em pessoas (RAOULT e PAROLA, 2007). A partir de
inquéritos sorolégicos para R. rickettsii em sentinelas, pode-se determinar novas
areas para FMB (PADDOCK et al., 2002), além de serem instrumentos valiosos para
a vigilancia da doenca.

No Estado do Parand, a notificacdo do primeiro caso humano ocorreu no
ano de 2005 no Municipio de Sao José dos Pinhais, localizado na regiao
metropolitana de Curitiba. Devido a auséncia de informacdes sobre a doenga no
local e, buscando iniciar estudos a fim de elucidar o perfil epidemiolégico da FMB na
regido, realizou-se, inicialmente, um estudo com 75 cavalos de carroceiros do
municipio e com 8 cavalos e 16 caes provenientes de quatro areas caracterizadas
como focos (um foco humano e trés focos animais). Foi encontrada soropositividade
contra R. rickettsii em 9,33% dos cavalos de carroceiros. Dos animais amostrados
oriundos dos focos, a soropositividade contra R. rickettsii e R. parkeri foi de 25% e
12,5% em equinos e caes, respectivamente (FREITAS, 2007). Embora em numero
nao representativo de animais, os resultados encontrados comprovaram a presenca
de atividade riquetsial no municipio, indicando a necessidade de continuidade dos
estudos para determinar a prevaléncia sorolégica de Rickettsia sp. em animais
sentinelas e, assim, estimar o risco de infeccdo humana no local.

Nessa dissertacdo, relata-se um trabalho de vigilancia ativa com a
determinacao de Rickettsia sp., por meio da reacado de imunofluorescéncia indireta
(RIFl) em caes do Municipio de Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil. Como
embasamento teodrico, foi realizada uma revisdo bibliografica abordando aspectos
clinicos e epidemioldgicos, entre outros, da FMB em caes.

Relata-se também, pela primeira vez, a pesquisa sorolégica de Rickettsia
spp., utilizando a RIFI, em capivaras do Municipio de Foz do Iguacu, Parana, com
auséncia de registro de casos de FMB até o presente momento. Dado o papel de
sentinela da capivara, aliado ao crescente aumento populacional dessa espécie
animal e a falta de informagdes sobre a doenca na regidao, buscou-se investigar a

soroprevaléncia para a bactéria nas capivaras amostradas.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a infec¢ao por Rickettsia spp. em caes no municipio de Sao José
dos Pinhais, Parana, e em capivaras no municipio de Foz do Iguacu, Parand, por

meio da reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma triagem por meio da RIFI nos cdes amostrados, utilizando
como antigenos R. rickettsii e R. parkeri.

Determinar a frequéncia de caes sororeativos para R. rickettsii, R. parkeri, R.
bellii, R. rhipicephali, R. amblyommii e R. felis.

Determinar a frequéncia de capivaras sororeativas para R. rickettsii, R.
parkeri, R. bellii, R. rhipicephali, R. amblyommii e R. felis.

Identificar o provavel agente causador da infeccdo nos animais sororeativos,
pela determinacdo de soros com titulo de anticorpos pelo menos quatro vezes

superior para determinada espécie de Rickettsia em relacdo as outras espécies.
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2 FEBRE MACULOSA BRASILEIRA EM CAES: REVISAO

RESUMO

A febre maculosa brasileira (FMB) é causada pela bactéria Rickettsia rickettsii, de
patogenicidade reconhecida para seres humanos e caes, e possui o carrapato
Amblyomma cajennense como seu principal vetor. O cao pode ter um papel
significativo na epidemiologia da FMB, particularmente em areas urbanas, devido ao
préximo contato com seres humanos. Varios estudos sorolégicos em caes de
diferentes estados brasileiros indicaram um contato prévio dos animais com a R.
rickettsii, sendo inclusive considerado animal sentinela para a distribuicdo da
bactéria. Apesar de ser susceptivel a infecgao por R. rickettsii, a doenca clinica no
cao foi relatada apenas recentemente no Brasil. Sinais comuns da infec¢cdo podem
incluir febre, depressao, anorexia, lesdes oculares, hemorragias petequiais, anemia
e trombocitopenia, os quais também podem ser encontrados em outras
enfermidades, como a erliquiose monocitica canina, considerada a mais comum das
doencas em caes transmitidas por carrapatos no pais. Deste modo, o diagnéstico
clinico de FMB em cées pode ser confundido com o de outras enfermidades,
causando sua subnotificacdo. O objetivo do presente artigo de revisao sobre FMB
em cées foi descrever aspectos epidemiolégicos, clinicos e diagnésticos, incluindo
ainda as principais medidas para seu tratamento e controle.

Palavras-chave: Febre maculosa brasileira. Caes. Carrapatos. Rickettsia rickettsii.
Amblyomma sp.
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BRAZILIAN SPOTTED FEVER IN DOGS: REVIEW

ABSTRACT

Brazilian spotted fever (BSF) is caused by bacteria Rickettsia rickettsii, highly
pathogenic for human beings and dogs, and has the Amblyomma cajennense tick as
its main vector. Dogs may play a significant role on the BSF epidemiology,
particularly in urban areas, due to the close contact with human beings. Several
serologic studies in dogs from different Brazilian states have indicated a previous
contact of animals with the R. rickettsii, and they are even considered as sentinels for
the bacteria distribution. Although dogs are susceptible to R. rickettsii infection, the
clinical disease in dogs has been only recently described in Brazil. Common signs of
infection may include fever, depression, anorexia, ocular lesions, hemorrhagic
petechiaes, anemia and thrombocytopenia, which also may be found in other
diseases, such as the canine monocytic ehrlichiosis, considered the most common
disease in dogs transmitted by ticks in Brazil. Thus, BSF clinical diagnosis in dogs
may be confused by other diseases, causing its sub-notification. The aim of the
present review article on BSF in dogs was to describe epidemiologic, clinical and
diagnosis aspects, including alternatives for treatment and control.

Key words: Brazilian spotted fever. Dogs. Ticks. Rickettsia rickettsii. Amblyomma sp.
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2.1 INTRODUCAO

A bactéria Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da febre maculosa brasileira
(FMB), pode causar uma doencga potencialmente fatal em seres humanos e céaes.
Atualmente, é considerada uma zoonose reemergente no Brasil e de grande impacto
para a saude publica, devido a dificuldade de diagnostico e a alta mortalidade em
casos humanos nao tratados precocemente (GRECA et al., 2008). A ocorréncia da
enfermidade em seres humanos ja foi relatada desde a década de 20 em diferentes
estados brasileiros, com maior prevaléncia encontrada em Minas Gerais e Sao Paulo
(PINTER et al., 2008). Em contrapartida, a doenga clinica em cédes foi descrita
apenas recentemente no pais, a partir da confirmacao de FMB em dois animais
procedentes do municipio de Itu, no estado de Sao Paulo, destacando a gravidade
da infeccdo e a dificuldade de diagnéstico na populagdo canina. E importante citar
que, no referido municipio, a enfermidade ja fora relatada anteriormente em seres
humanos, evidenciando a circulacao do patégeno no local (LABRUNA et al., 2009).

A transmissdo da FMB ocorre, principalmente, pela picada de carrapatos,
sendo o Amblyomma cajennense considerado seu principal vetor. Em ambientes
urbanos, os caes domésticos desempenham um papel epidemiol6gico
particularmente importante, devido a aproximacdo de carrapatos infectados ao
ambiente doméstico e no contato com o homem. E provavel que o convivio entre
caes e seres humanos represente um risco para a infeccdo humana, devido ao
estreito contato com os carrapatos (PIRANDA et al., 2008). Além disso, os caes séao
hospedeiros amplificadores desses artrépodes, aumentando o numero de vetores
infectados no ambiente (RAOULT e PAROLA, 2007).

Embora as informagdes sobre casos clinicos de FMB em cées ainda sejam
escassas no Brasil, inquéritos sorolégicos indicam que caes de regides endémicas,
como Sao Paulo e Minas Gerais, estdo expostos a infeccao pela bactéria (SEXTON
et al, 1993; LEMOS et al, 1994; LEMOS et al, 1996; HORTA et al., 2004;
SANGIONI et al., 2005; LABRUNA et al., 2007a). Sabe-se, ainda, que o risco de
contato com o patégeno é mais elevado em caes do que em seres humanos, tendo
em vista a maior exposicdo dos animais a carrapatos vetores competentes
(SCORPIO et al., 2008). Assim sendo, veterinarios que atuam em areas com
notificagdo de FMB em seres humanos devem considerar a possibilidade de
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infeccdo canina e a solicitacdo de confirmacao laboratorial para a obtengdo de um
diagnéstico preciso, além de auxiliar, dessa forma, a vigilancia local da doenca.

2.2 HISTORICO

A febre maculosa causada pela espécie R. rickettsii foi relatada pela primeira
vez em seres humanos no ano de 1899, por Edward E. Maxey, na regido
montanhosa do noroeste dos Estados Unidos (EUA), onde a doencga foi denominada
febre maculosa das montanhas rochosas (RMSF - Rocky Mountain Spotted Fever)
(HARDEN, 1990). No inicio do século XX, neste pais, Howard T. Ricketts
estabeleceu o papel do carrapato Dermacentor andersoni na transmissao da doenca
e realizou o primeiro isolamento da bactéria (RICKETTS, 1909), que foi nhomeada
Rickettsia em sua homenagem. No Brasil, assim como nos EUA, a febre maculosa
foi descrita inicialmente em seres humanos, em 1929, conhecida entdo como tifo
exantematico de Sao Paulo (TESP) (PIZA et al., 1932). Estudos realizados durante a
década de 30 relacionando o “TESP e RMSF”, concluiram que a doenca verificada
no Brasil era semelhante a norte americana. A doencga passou a ser conhecida como
febre maculosa brasileira (FMB) e sua transmissdo associada a carrapatos
Amblyomma cajennense (DIAS et al., 1937). Desde entdo, inumeros casos humanos
foram diagnosticados nos estados da regido Sudeste e, somente no ano de 1978,
houve a confirmacao de R. rickettsii como agente causal (PHILIP et al., 1978).

A primeira inoculacédo de R. rickettsii em animais data de 1906, a partir de
sangue de seres humanos infectados, cujo quadro clinico observado em cobaias de
laboratério foi semelhante a RMSF humana (RICKETTS, 1906). Em 1933, foi
demonstrada a susceptibilidade de caes a infeccao pela bactéria (BADGER, 1933).
Mais tarde, durante a década de 70, foram observados sinais clinicos em caes apoés
inoculagédo experimental com R. rickettsii, os quais foram similares aos analisados
em seres humanos com RMSF (KEENAN et al.,, 1977a; KEENAN et al., 1977b). A
primeira evidéncia de ocorréncia natural da enfermidade em caes data de 1980
(LISSMAN e BENACH, 1980) e estudos subsequentes tem ampliado o
conhecimento sobre a doencga clinica em caes, assim como sua respectiva
epidemiologia e patogenia (GREENE e BREITSCHWERDT, 2006).
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Os casos clinicos de infecgao por R. rickettsii em caes tem sido descritos
predominantemente nos Estados Unidos (LISSMAN e BENACH, 1980; GREENE et
al., 1985; McDADE e NEWHOUSE, 1986; GASSER et al., 2001; PADDOCK et al.,
2002; MIKSZEWSKI e VITE, 2005). No Brasil, caes foram observados clinicamente
apos infeccdo experimental por R. rickettsii (PIRANDA et al., 2008) e, mais
recentemente, houve o relato dos primeiros casos de infeccdo natural em céaes
provenientes do estado de Sao Paulo (LABRUNA et al., 2009).

2.3 ETIOLOGIA

A Rickettsia spp. € uma bactéria pertencente a ordem Rickettsiales e a
familia Rickettsiaceae (RAOULT e ROUX, 1997), pertencente ao grupo das bactérias
Gram negativas, sendo pleomérfica e pequena (0,3 a 0,5 um por 0,8 a 2,0 um). E um
organismo intracelular obrigatério, cujo principal alvo em animais vertebrados sao as
células endoteliais, nas quais o agente se multiplica, causando vasculites com a
ativacao de plaquetas e do sistema de coagulacdao (GREENE e BREITSCHWERDT,
2006). Ja nos artrépodes vetores, a bactéria permanece em células intestinais,
glandulas salivares e ovarios (RAOULT et al., 2005).

O género Rickettsia foi recentemente dividido em quatro grupos distintos: o
grupo da febre maculosa (GFM), o grupo do tifo (GT), o grupo de transicao (GTr) e 0
grupo ancestral (GA) (GILLESPIE et al., 2007). O GFM contém mais de 23 espécies
validas distribuidas em todos os continentes do mundo, exceto na Antartida, cuja
transmissdo estd associada a carrapatos, sendo algumas capazes de causar
doencas em animais vertebrados. A R. rickettsii € o principal agente etiolégico desse
grupo e o de maior patogenicidade para seres humanos e caes (PAROLA et al.,
2009). O GT contém as espécies R. prowazekii (agente causal do tifo epidémico) e
R. typhi (agente do tifo endémico ou murino), transmitidas por piolhos e pulgas,
respectivamente (EREMEEVA et al., 2000). O GTr contém R. felis e R. akari,
associadas a pulgas e a pequenos acaros dos géneros Ctenocephalides e
Allodermanyssus, respectivamente. O GA é formado pelas espécies R. bellii e R.
canadensis, ambas de patogenicidade desconhecida para animais. (RAOULT e
ROUX, 1997)
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Em seres humanos, além da R. rickettsii, a patogenicidade de pelo menos
14 espécies do GFM ja foi comprovada (R. aeschlimannii, R. africae, R. akari, R.
australis, R. conorii, R. felis, R. helvetica, R. honei, R. japonica, R. marmionii, R.
mongolotimonae, R. parkeri, R. sibirica, R. slovaca) (RAOULT e ROUX, 1997;
RAOULT et al, 2002). Em caes, a R. rickettsii € o agente mais importante
responsavel pelo desenvolvimento de quadros clinicos, observados em infeccdes
naturais e experimentais (BADGER, 1933; KEENAN et al., 1977b; GASSER et al.,
2001). No entanto, com relagcdo as demais espécies do GFM, ainda ha poucas
informacdes sobre seu efeito patogénico no cdo, causando comumente infeccoes
assintomaticas.

Apoés inoculagdo experimental com R. conorii em caes, ndo houve alterac¢des
clinicas ou laboratoriais nos animais, embora detectada soroconversao e riqguetsemia
por até 10 dias (KELLY et al, 1992). Entretanto, evidéncias soroldgicas e
moleculares associaram a manifestacdo de doenca febril aguda em caes a infeccao
por R. conorii (SOLANO-GALLEGO et al, 2006). Caes inoculados
experimentalmente com R. montana permaneceram saudaveis apds observacao
clinica (BREITSCHWERDT et al., 1988). De forma similar, animais infectados com R.
australis nao apresentaram sinais clinicos nem riquetsemia, mesmo ocorrendo
soroconversao (SEXTON et al., 1991).

2.4 VETORES

Os principais transmissores de Rickettsia spp. do GFM a animais
vertebrados sdo os chamados “carrapatos duros” da familia Ixodidae (RAOULT et
al., 2005). Nos EUA, os principais vetores de R. rickettsii sdo carrapatos do género
Dermacentor e seu parasitismo € frequente em caes, os quais sao responsaveis pela
introducdo de carrapatos ao ambiente humano (McDADE e NEWHOUSE, 1986;
DUMLER e WALKER, 2005). No Brasil, os principais vetores de R. rickettsii
pertencem ao género Amblyomma, notadamente A. cajennense e A. aureolatum
(PINTER e LABRUNA, 2006). Em geral, tal género caracteriza-se por ter uma baixa
especificidade de hospedeiro, principalmente em suas fases imaturas, sendo o céao
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considerado hospedeiro primario de todos os seus estadios (LABRUNA et al.,
2007b).

O A. cajennense, conhecido popularmente como “carrapato estrela” € o
principal vetor de FMB, sendo encontrado em abundancia nas regides Sudeste e
Centro-Oeste, com distribuicdo limitada nos demais locais (HORTA et al., 2004;
SANGIONI et al., 2005). Apesar de cavalos, antas (Tapirus terrestris) e capivaras
(Hydrochaeris hydrochaeris) serem os principais hospedeiros de A. cajennense,
quando a populagao do ixodideo esta aumentada, ele pode se alimentar em uma
ampla variedade de hospedeiros vertebrados. Entre estes, o cdo doméstico merece
destaque, sendo muitas vezes encontrado infestado por A. cajennense em diferentes
areas do Brasil (LABRUNA e PEREIRA, 2001).

O A. aureolatum, também chamado de “carrapato-amarelo-do-cao”, €
encontrado em areas de Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste, onde as
condicdes de alta umidade e temperaturas amenas predominam durante o ano todo
(PINTER et al., 2004). A. aureolatum foi indicado como possivel vetor de FMB na
porcdo leste do estado de Sao Paulo (MORAES-FILHO et al, 2009), sendo
considerado, em alguns locais endémicos como o municipio de Mogi das Cruzes, o
principal transmissor do agente a seres humanos (EVANS et al., 2000). Os canideos,
inclusive os caes domésticos, sao os principais hospedeiros para carrapatos adultos
de A. aureolatum e, em ambientes rurais proximos a remanescentes de floresta
tropical, carrapatos adultos de A. aureolatum foram identificados parasitando
principalmente a populagdo de cdes (EVANS et al.,, 2000). Nesses locais, os caes
sdo expostos a carrapatos infectados com R. rickettsii, podendo adquirir a infeccao e
ainda representar um potencial risco para a transmissdo humana ao carrearem 0s
vetores para o ambiente domiciliar, possibilitando o contato do ixodideo com seres
humanos.

Apesar de o cao ser hospedeiro primario de carrapatos Amblyomma sp., 0
Rhipicephalus sanguineus (“carrapato marrom do céo”) é o principal carrapato que
parasita os caes no Brasil, principalmente em areas urbanas (LABRUNA et al,
2004). O R. sanguineus € encontrado em todas as regides brasileiras e é capaz de
sobreviver em ambientes fechados. Apesar de serem comumente encontrados em
ambientes domésticos, raramente sao relatados parasitando seres humanos
(MORAES-FILHO et al, 2009). R. sanguineus é descrito no Brasil como um

importante transmissor de patdgenos, tais como Ehrlichia canis, Babesia vogeli,
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Hepatozoon canis e Mycoplasma haemocanis a caes. Além disso, ha suspeitas de
transmissao de Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi, Babesia gibsoni, Rangelia
vitalli e R. rickettsii (DANTAS-TORRES, 2008). Embora ainda nao haja confirmacao
desse carrapato como vetor de FMB para caes e seres humanos no pais, seu papel
na transmissao do agente ja foi confirmado nos EUA (NICHOLSON et al., 2006) e no
México (BUSTAMANTE e VARELA, 1947), além de haver suspeitas na Colémbia
(LABRUNA et al., 2007a). Recentemente, a participacdo de R. sanguineus na
epidemiologia de R. rickettsi no Brasil foi evidenciada pela primeira vez em uma area
endémica da regido metropolitana de Sao Paulo, sugerindo seu papel como
transmissor da bactéria a seres humanos (MORAES-FILHO et al., 2009).

2.5 TRANSMISSAO

A transmissdo de Rickettsia sp. do GFM a animais vertebrados esta
comumente associada a carrapatos. Os caes sao infectados com a R. rickettsii
geralmente por meio da saliva de carrapatos infectados, no momento do repasto
sanguineo. Somente apds a fixacdo do carrapato no hospedeiro por quatro a seis
horas, ha reativacdo da bactéria para o estado virulento, sendo regurgitada pelo
artrépode, infectando o organismo no local de fixacdo (GREENE e
BREITSCHWERDT, 2006). A transmissao de R. rickettsii entre a populagdo de
vetores e 0 cdo doméstico esta demonstrada na FIGURA 1.
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Amblyomma aureolatum Cao domeéstico Ambiyomma cajennense

Susceptivel Infectado Susceptivel Infectado

alimentada alimentada
> (_Morte )

""""""""" > Transmissdo por carapatos infectados para hospedeiros susceptiveis
> Transmissao por hospedeiros infectados para camrapatos susceptiveis
> Transmissado interestadial —> Transmissao transovariana

= Periodo de pré-patente = Periodo de riquetsemia

FIGURA 1 — APRESENTAGAO GERAL DA TRANSMISSAO DA BACTERIA Rickettsia rickettsii
ENTRE A POPULACAO DE VETORES E O CAO DOMESTICO
FONTE: O autor (2010)

Carrapatos infectados contém uma grande quantidade de riquétsias do GFM
em sua hemolinfa e fezes, e a transmissdao do agente também pode ocorrer pelo
contato do cao com tecidos ou fluidos do vetor infectado, se retirado de seu sitio de
fixacdo erroneamente. No momento da remoc¢ao do artrépode, a pressao excessiva
sobre o carrapato pode causar sua ruptura, expondo tanto o cdo quanto o homem ao
risco de contaminacdo (RAOULT e PAROLA, 2007). Em vérios relatos de infeccao
por R. rickettsii em seres humanos, a remo¢ao manual de carrapatos em caes foi o
unico fator de risco conhecido associado ao desenvolvimento da doenga (SHEPARD
e TOPPING, 1946; SEXTON e BURGDORFER, 1975).
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2.6 RESERVATORIOS E HOSPEDEIROS AMPLIFICADORES

Diversos géneros de carrapatos, incluindo Dermacentor sp., Rhipicephalus
sp. € Amblyomma sp., sdo importantes reservatorios de R. rickettsii na natureza
(BURGDORFER, 1988; DUMLER e WALKER, 2005). Tais carrapatos desempenham
esse papel devido a capacidade de transmitir a bactéria pelas vias transovariana
(transmissdo da bactéria entre sucessivas geragdes) e transestadial (sobrevivéncia
do agente em todos os estagios de vida). Assim, o carrapato permanece infectado
durante toda a vida e € capaz de disseminar o organismo para 0s novos estadios e
as novas geracOes. Entretanto, apenas esse mecanismo nao é suficiente para
manter a bactéria ativa ao longo do tempo, tendo em vista o efeito deletério que a
mesma causa nos carrapatos (McDADE e NEWHOUSE, 1986).

Acredita-se que alguns animais vertebrados, que sao hospedeiros naturais
de carrapatos vetores potenciais, devam assumir um papel fundamental na
manutencao do patdgeno na natureza, atuando como hospedeiros amplificadores da
infeccdo por R. rickettsii na populacédo de carrapatos (DUMLER e WALKER, 2005)
(FIGURA 2). Ao manter a riquetsemia durante dias ou semanas, o hospedeiro
amplificador pode possibilitar a infeccdo de carrapatos antes nado infectados e,
assim, aumenta a infecgcdo por R. rickettsii na populacdo desses ixodideos
(BURGDORFER, 1988). Cinco caracteristicas basicas devem ser consideradas em
um animal vertebrado para que o mesmo seja considerado um hospedeiro
amplificador da bactéria: (1) ser abundante em area endémica para febre maculosa;
(2) ser um bom hospedeiro natural do carrapato vetor; (3) ser susceptivel a infeccao
por R. rickettsii; (4) manter niveis circulantes da bactéria na corrente sanguinea
(riqguetsemia) suficientes para causar infeccao de carrapatos que nele se alimentem;
e (5) ter elevada taxa de renovacdo populacional, que significa a capacidade de
entrada no meio ambiente de animais susceptiveis a doenca (LABRUNA, 2006a).
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FIGURA 2 — PARTICIPACAO DE HOSPEDEIROS AMPLIFICADORES NA MANUTENGAO DE
Rickettsia rickettsii NA NATUREZA
FONTE: O autor (2010)

Na América do Norte, o efeito amplificador de algumas espécies de
pequenos roedores (Microtus pensilvanicus, Pitymus pinetorum, Peromyscus
leucopus e Sigmodon hispidus) ja foi determinado (McDADE e NEWHOUSE, 1986;
BURGDORFER, 1988). No Brasil, diferentes trabalhos realizados desde a década de
30 apontam as capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) e os gambas (Didelphis spp)
como amplificadores de R. rickettsii para A. cajennense (MOREIRA e MAGALHAES,
1935; LABRUNA, 2006a; PIRANDA et al., 2008; HORTA et al., 2009). Além desses
animais, também ja foram indicados o cao doméstico (Canis familiaris); o cachorro
do mato (Dusicyon sp., sin. Canis brasiliensis); o coelho do mato (Sylvilagus
brasiliensis, sin. Sylvilagus minensis); o prea (Cavia aperea); e a cutia (Dasyprocta
azarae) (MOREIRA e MAGALHAES, 1935).

O cao parece preencher muito bem os requisitos necessarios para um
hospedeiro amplificador. Contudo, quando se refere a cédes domiciliados, cuja
reproducdo, muitas vezes, é manipulada pelo homem, pode haver um decréscimo
nas taxas de natalidade. Assim, devido a redugcdo na taxa de renovagao

populacional, ndo ha presenca suficiente de animais riquetsémicos para garantir a
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infeccdo de novas linhagens de carrapatos (LABRUNA, 2006a). Casos humanos de
febre maculosa em foco endémico no Arizona (EUA), associados a transmissédo de
R. rickettsii por Rhipicephalus sanguineus, reergueram a hip6tese de os caes
atuarem como hospedeiros amplificadores, pois todos os estadios do carrapato
parasitam primeiramente o cado doméstico, que pode ter sido a fonte de infeccao
para os artropodes (DEMMA et al., 2006). Piranda et al. (2006) detectaram 20% de
carrapatos R. sanguineus infectados apds alimentacdo em céaes riquetsémicos,

sugerindo também um papel amplificador desse animal em areas endémicas.

2.7 HOSPEDEIROS SENTINELAS

Rickettsia rickettsii pode causar grave doenca em caes. No entanto, aqueles
que sobrevivem a infeccdo sdo capazes de produzir anticorpos (DEMMA et al.,
2006). Em todo o mundo, a sorologia em caes demonstrou ser um meio viavel de
determinar a exposicao de seres humanos a Rickettsia sp. € predizer alteragcdes na
incidéncia de infeccées em pessoas (RAOULT e PAROLA, 2007). Assim, os caes
sdo considerados importantes sentinelas para riquetsioses, inclusive a FMB, em
seres humanos. Tal fato se justifica, pois a soroprevaléncia para R. rickettsii em caes
de determinadas areas geograficas se aproxima da encontrada em seres humanos
(BREITSCHWERDT et al., 1987). Além disso, existem relatos de casos de infec¢ao
em caes e seres humanos ocorrendo simultaneamente (PADDOCK et al., 2002;
ELCHOS e GODDARD, 2003; ZAVALA-CASTRO et al, 2006). Devido a sua
capacidade de percorrer grandes distancias, o cao pode transportar carrapatos que,
quando infectados, podem ser distribuidos para locais indenes e parasitar outros
hospedeiros, como outros cdes, animais silvestres e seres humanos. Deste modo, a
pesquisa sorolégica em caes pode refletir de maneira adequada a circulacao de
Rickettsia sp. em determinado local e indicar primariamente a presenca da doenca.

Nos Estados Unidos, casos graves da infeccao por R. rickettsii em seres
humanos foram precedidos pela ocorréncia da doenca em caes, os quais foram
associados a transmissdo do agente para as pessoas (PADDOCK et al., 2002). No
mesmo pais, um caso humano fatal de RMSF ocorreu algumas semanas apés a
morte de dois cdes deste paciente, provavelmente causado pela mesma doenca
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(ELCHOS e GODDARD, 2003). Ambos os relatos enfatizam o papel do cado como
sentinela para essa zoonose, sendo necessario haver maior comunicagdo entre
veterinarios e médicos quando se suspeita da incidéncia de zoonoses. A partir de
inquéritos soroldgicos para R. rickettsii em hospedeiros sentinelas, sobretudo o céo,
pode-se determinar novas areas para FMB e alertar proprietarios de caes onde a
bactéria é endémica (PADDOCK et al., 2002; FREITAS, 2007).

Muitas infecgbes causadas por R. rickettsii s&o subclinicas, e um elevado
percentual de caes aparentemente saudaveis que vivem em areas endémicas €
soropositivo para a doenca. No entanto, apés o contato com o agente, a
soropositividade persiste ao longo do tempo. A presenca de animais sororeagentes
indica a circulagéo de Rickettsia do GFM, em uma determinada area, pelo menos
nos ultimos 6-12 meses (PIRANDA et al., 2008). Deste modo, resultados soroldgicos
positivos ndo indicam necessariamente uma infeccdo recente. Entretanto, destaca-
se a importancia do cado como sentinela para a vigilancia da FMB (PADDOCK et al.,
2002; SANGIONI et al., 2005). Inquéritos sorolégicos em caes provenientes de Sao
Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rondénia e Parana revelaram uma prevaléncia
aparente de anticorpos anti-R. rickettsii que variou de 2 a 64% (SEXTON et al,
1993; LEMOS et al., 1994; LEMOS et al., 1996; GALVAO et al., 2002; HORTA et al.,
2004; SANGIONI et al., 2005; FREITAS, 2007; LABRUNA et al., 2007a; PINTER et
al., 2008; TAMEKUNI et al., 2008; TOLEDO et al., 2008; BATISTA et al., 2009).

No entanto, é dificil estimar a real prevaléncia da infecgéo por R. rickettsii em
caes por meio de provas sorolégicos devido a possibilidade de reagcbdes cruzadas
com outras espécies de Rickettsia do GFM (DANTAS-TORRES, 2008). Espécies nao
patogénicas, como R. bellii e R. rhipicephali, também podem estimular uma resposta
imune em caes, protegendo esses animais contra infec¢cdes por R. rickettsii
(RAOULT e PAROLA, 2007).

2.8 ASPECTOS CLINICOS

A infeccao por R. rickettsii em cdes vem sendo relatada principalmente nos
Estados Unidos, sendo clinicamente semelhante a infeccdo causada em seres
humanos (KEENAN et al., 1977b; BREITSCHWERDT et al., 1988; DAVIDSON et al.,
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1990). Nesse pais, a enfermidade esta relacionada com morbidade significativa e
ocasional mortalidade em caes (BREITSCHWERDT et al,, 1985; GASSER et al.,
2001). Foram relatadas taxas de letalidade em cées de 7 (GREENE et al., 1985), 3
(GREENE, 1987) e, mais recentemente, 0% (GASSER et al., 2001). Estudos
experimentais em caes demonstraram que a gravidade da doenca pode estar
relacionada a dose infectante de R. rickettsii, levando a ébito animais inoculados
com doses mais elevadas (KEENAN et al, 1977b). Além disso, cdes recém
chegados a areas endémicas ou que tiveram exposicao primaria a carrapatos sem a
protecdo materna de anticorpos podem apresentar um curso mais severo da
infeccao (LISSMAN e BENACH, 1980).

O periodo de incubacdo em caes pode variar de 2 a 14 dias apés a
transmissao da bactéria pelo carrapato. Os achados iniciais podem incluir febre (39,2
a 40,5°C), que surge 4 a 5 dias apds a picada do carrapato, letargia, anorexia,
depressdo, epistaxe, petéquias e equimoses cutaneas, injecdes esclerais e
conjuntivite nas mucosas ocular, oral e genital. Sinais clinicos comuns também
incluem tosse, dispnéia, aumento de sons broncovesiculares, linfadenite, perda de
peso e desidratacdo dos animais (LISSMAN e BENACH, 1980; GREENE e
BREITSCHWERDT, 2006). Edema de extremidades normalmente é encontrado
envolvendo orelhas, labios, mucosa peniana e escroto. Durante o estagio final da
doenca ou na convalescenca, pode haver necrose de extremidades. Outros sinais
podem ser observados nos cdes como dor abdominal, diarréia, mialgia, poliartrite,
além de envolvimento do sistema nervoso central (geralmente parestesia, ataxia e
sindrome vestibular).

Estudos tém demonstrado que ocorre disfuncdo neurolégica em 43% dos
caes acometidos, sendo a disfungao vestibular o sinal mais frequente (MIKSZEWSKI
e VITE, 2005). Além dos danos neuroldgicos, as sequelas pds-riquetsemia mais
comumente encontradas em cédes incluem lesbes visuais e amputacdo de
extremidades (BREITSCHWERDT et al., 1999). Alteracbes hematoldgicas incluem
anemia, trombocitopenia, leucopenia leve apds o aparecimento de febre, seguido por
leucocitose (KEENAN et al., 1977a; GASSER et al.,, 2001). Hipoalbuminemia,
hipoproteinemia, hipocalcemia, hiponatremia e aumento de enzimas hepaticas sao
as alteracbes bioquimicas mais comumente associadas a infeccdo em caes
(GREENE e BREITSCHWERDT, 2006).
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No Brasil, a partir de infeccéo experimental em caes com o isolado brasileiro
‘Taiagu’ de R. rickettsii, Piranda et al. (2008) verificaram a susceptibilidade dos
animais a infeccdo pelo agente. Caes doentes apresentaram sinais clinicos
semelhantes aos observados nos EUA, incluindo febre (acima de 39,5°C), letargia e
anorexia. Um cao apresentou lesdes oculares, com congestdo conjuntival e edema.
O periodo de incubacao variou de 3 a 13 dias. Quanto as alteracbes hematoldgicas,
foi observada significativa diminuicdo na concentracdo de hemoglobina, no volume
globular e na contagem de plaquetas durante o periodo febril. As contagens de
eritrécitos e leucocitos nao sofreram mudancas acentuadas. Nenhum céo
apresentou hemorragia (cutanea ou de mucosas) e sinais neurolégicos ou motores
durante o experimento (PIRANDA et al., 2008). Tal estudo sugere que a gravidade
da doenca possa estar relacionada ao modo de aquisicdo da infeccdo, o qual
consistiu na inoculacdo de doses elevadas de R. rickettsii nos animais € no
parasitismo de carrapatos infectados. Mais recentemente, foram relatados os
primeiros casos de FMB em dois cédes naturalmente infectados provenientes do
municipio de ltu, no estado de Sao Paulo, cujas manifestagdes clinicas foram
similares as descritas por Piranda et al. (2008), exceto nos casos de anemia e
lesbes oculares (LABRUNA et al, 2009). Os resultados de ambos os estudos
sugerem que a doenca clinica causada por R. rickettsii em caes tem padrdes
semelhantes nos Estados Unidos (RMSF) e no Brasil (FMB).

2.9 DIAGNOSTICO

O diagnoéstico da FMB em cées é realizado com a observacdo de sinais
clinicos e a confirmagao laboratorial por meio de métodos diretos e/ou indiretos. E
fundamental associar o diagnéstico laboratorial com a situacdo e os antecedentes
epidemiol6gicos da regido, a procedéncia do caso suspeito e a época do ano, para
diferenciacao de outras enfermidades. O histérico da presenca e a exposicdo a
carrapatos também € muito importante, por serem o0s principais transmissores da
bactéria (GASSER et al., 2001).
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2.9.1 Diagnéstico indireto

O diagnéstico indireto utiliza provas sorolégicas, que sdao os métodos mais
comuns. A Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € considerada a prova
padrao ouro para o diagndstico laboratorial de riquetsioses em animais, incluindo
seres humanos e caes (LA SCOLA e RAOULT, 1997). Outros testes incluem
microimunofluorescéncia; Weil-Felix; Microaglutinacdo; Hemaglutinagao Indireta;
Aglutinagdo em Latex; Fixacdo do Complemento; Ensaio Imunoenzimatico; testes de
neutralizacdo de toxinas riquetsiais com anti-soros preparados em cobaias; teste de
protecdo usando vacinas em cobaias; e Western Blotting, uma ferramenta
diagnéstica importante para estudos soroepidemiolégicos e confirmagdao de
resultados a partir de testes soroldgicos convencionais (FREITAS, 2007).

O diagnéstico de infecgao por R. rickettsii em caes é realizado, geralmente,
mediante a deteccdo de anticorpos séricos pela RIFI. Em geral, s6 é possivel
detectar anticorpos anti-riquetsiais apds a segunda semana do inicio da doenca.
Portanto, o diagnéstico definitivo podera ser tardio em alguns casos (LA SCOLA e
RAOQULT, 1997). Para a confirmacao diagndstica, € necessaria uma elevacédo de
quatro vezes no titulo de anticorpos em amostras pareadas (GASSER et al., 2001).
Alternativamente, um titulo Unico maior que 1.024 também pode ser considerado
indicativo de infeccdo (GASSER et al, 2001). Apesar de ser um teste altamente
sensivel, ndo distingue as espécies dentre os isolados, devido a possibilidade de
reacdes cruzadas entre riquétsias do GFM (PAROLA et al., 2005). Todavia, quando
as amostras sao testadas contra seu antigeno especifico, o titulo resultante é mais
elevado (PHILIP et al., 1978).

Quando uma amostra de soro € submetida a uma bateria de testes frente a
variados antigenos de Rickettsia spp., as diferencas entre os titulos de anticorpos
sao, em alguns casos, grandes o suficiente para indicar a espécie de riquétsia que
estimulou a resposta imune (PINTER et al., 2008). Ao apresentar um titulo final de
anticorpos contra determinada espécie de Rickettsia pelo menos quatro vezes maior
que o observado para quaisquer outras espécies, considera-se o soro homdlogo a
primeira espécie testada ou de gendtipo muito estreitamente relacionado. Esse
critério vem sendo utilizado em varias pesquisas soroldgicas utilizando animais

sentinelas no Brasil, para determinar o provavel agente causador da infeccéo
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(HORTA et al., 2004; FREITAS et al., 2006; LABRUNA et al., 2007a; CUROTTO et
al., 2008; PINTER et al., 2008; TAMEKUNI et al., 2008).

2.9.2 Diagnostico direto

Alguns testes foram desenvolvidos para detectar diretamente as riquétsias a
partir de materiais oriundos de pacientes em fase aguda da infeccao e, assim, obter
resultados positivos precocemente. Destacam-se a imunodeteccado da bactéria em
tecidos (imunohistoquimica) ou em células endoteliais extraidas de sangue total, o
isolamento em cultura de células com o sistema “shell vial” e a amplificacdo de DNA
riquetsial pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (LA SCOLA e RAOULT, 1997).

Muito embora o isolamento da bactéria a partir de amostras de caes
suspeitos seja possivel, esse procedimento pode levar algumas semanas (RAOULT
e PAROLA, 2007). As amostras incluem plasma, triturado de coagulo, biépsia de
pele, tecidos de necropsia € mesmo os artropodes (LABRUNA, 2006b). O cultivo é
feito principalmente de células Vero, associado ou ndo a técnica de “shell vial”, com
a penetracado do agente no interior da célula. Com o isolamento por “shell vial”, sdo
obtidos resultados positivos durante a fase de riquetsemia, antes da soroconversao,
sendo util no diagnostico de casos agudos (LA SCOLA e RAOULT, 1997).

As técnicas de biologia molecular usadas na deteccao e identificacao de
riquétsias sdo baseadas na PCR, PCR associada a analise de polimorfismos de
tamanho de fragmentos de restricdo (PCR/RFLP) e PCR-Sequenciamento. A PCR
fornece resultados rapidos e é a prova de eleicdo para um diagnostico precoce,
fornecendo resultado antes da soroconversdo e em pacientes previamente tratados.
A espécie e 0 género do agente podem ser determinados por meio de
sequenciamento e andlise das bases dos produtos amplificados pela PCR. A
PCR/RFLP apresenta resultados reprodutiveis, entretanto, o mesmo perfil
eletroforético € observado em muitos isolados, dificultando a identificacao das
diferentes espécies do GFM (LA SCOLA e RAOULT, 1997).

E importante citar que a deteccdo de Rickettsia spp. em sangue de animais
vertebrados normalmente é rara, uma vez que o periodo de bacteremia dura apenas

alguns dias ou semanas e, posteriormente, a bactéria ndo € mais encontrada no
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sangue (BURGDORFER, 1988). O periodo de bacteremia da R. rickettsii ja foi
demonstrado em caes, com deteccdo do agente somente até 10 dias apds infeccéo
experimental (KIDD et al., 2008). Aléem disso, Rickettsia spp. infectam as células
endoteliais dos animais, apresentando assim uma concentragdo muito baixa no
sangue, dificultando a detec¢ao por analise molecular (LA SCOLA e RAOULT, 1997).

2.9.3 Diagnostico diferencial

O diagnéstico de FMB em céaes € considerado um grande desafio, devido a
inespecificidade dos sinais clinicos, além da possibilidade de ocorrer infeccdes
subclinicas (DANTAS-TORRES, 2007; SCORPIO et al., 2008). A enfermidade pode
ser confundida com outras doencgas, devido a semelhanca clinica entre elas, sendo
necessario o diagndstico diferencial contra erliqguiose monocitica canina, doenca de
Lyme, babesiose, leishmaniose, hepatozoonose canina, doenca de chagas,
anaplasmose, hemobartonelose, e qualquer outra doenca febril de origem
inespecifica (DANTAS-TORRES, 2008; LABRUNA et al., 2009).

Além disso, a co-infeccao de R. rickettsii com outros agentes transmitidos
por carrapatos, tais como Ehrlichia canis, Babesia canis ou Bartonella vinsonii, deve
ser considerada em caes com um quadro clinico grave ou atipico (KORDICK et al.,
1999).

2.10 TRATAMENTO

O tratamento da FMB em céaes é realizado com antibioticoterapia especifica
€ seu sucesso esta diretamente ligado ao achado da infec¢ao no seu inicio. Quando
a terapia é iniciada tardiamente, mesmo antibidticos eficazes podem nao ser
capazes de prevenir alteragdes patoldgicas, como necrose tissular ou danos
neurologicos (GASSER et al,, 2001). Assim, a terapia antimicrobiana deve ser
iniciada imediatamente ap6s a suspeita clinica/epidemiolégica (RAOULT et al,

2005). Nos EUA, caes com doenca febril aguda oriundos de regidées endémicas para
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RMSF, sao rotineiramente tratados por médicos veterinarios com terapia
antimicrobiana dirigida contra R. rickettsii, mesmo sem a confirmacgao sorolégica da
infeccao (BREITSCHWERDT et al., 1999).

Os farmacos de eleicao para o tratamento da enfermidade nos caes sao as
tetraciclinas (25 a 30 mg/Kg), doxiciclina (10 a 20 mg/Kg) ou cloranfenicol (15 a 30
mg/Kg). A tetraciclina tem sido associada a grave nefrite em cédes, além de ser
contra-indicada para pacientes com azotemia grave ou progressiva. Drogas
lipossoluveis, como doxiciclina, tém se mostrado mais efetivas, demonstrando ter
menos reagbes adversas no tratamento da enfermidade e s&o consideradas de
eleicdo para todos os pacientes suspeitos ou confirmados. Pesquisas a partir de
caes com RMSF mostraram a eficacia dessa droga no tratamento da doenca
(BREITSCHWERDT et al.,, 1999). O tratamento precoce com doxiciclina (20 mg/Kg
via oral ou intravenosa a cada 12 horas por uma semana) melhora o prognéstico dos
caes, com uma rapida resposta em um a dois dias (RAOULT; PAROLA, 2007).

O cloranfenicol também pode ser usado nos casos de hipersensibilidade a
tetraciclinas; porém, seu uso € limitado devido a efeitos colaterais como a aplasia
medular (RAOULT et al., 2005; GREENE e BREITSCHWERDT, 2006; DANTAS-
TORRES, 2007). Ainda, estudos experimentais em caes infectados indicaram que a
enrofloxacina teve eficacia semelhante a tetraciclina e ao cloranfenicol para o
tratamento da doenca (BREITSCHWERDT et al., 1991). Entretanto, devido as
injurias causadas pela enrofloxacina em cartilagens, o uso deve ser evitado em caes
jovens (GREENE e BREITSCWHERDT, 2006).

Devem-se instituir tratamentos de suporte como a fluidoterapia em caes
desidratados, com falhas renais, choque ou diatese hemorragica, a fim de minimizar
a ocorréncia de hipoperfusao em tecidos e 6rgaos com consequentes lesdes renais,
respiratérias e neurolégicas (GREENE e BREITSCHWERDT, 2006).

2.11 PREVENGAO E CONTROLE

Atualmente, ndo ha produgdo de vacinas comerciais contra FMB, e a
prevencdo da doenca em caes depende do controle da populacdo de carrapatos,
tendo em vista que quanto maior a populacdo desses artrépodes, maior o risco de
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infeccdo (RAOULT e PAROLA, 2007). O controle do vetor nos cées € realizado a
partir da aplicacdo regular de acaricidas (DAVOUST et al., 2003). Os parasitas
também podem ser retirados manualmente com auxilio de pinga e mortos
preferencialmente em alcool ou agua sanitaria, ou pela aplicacado de um inseticida,
lavando as maos cuidadosamente ao fim do processo (RAOULT e PAROLA, 2007).
Além de se infectarem, os cades podem atuar como transportadores de carrapatos
infectados. Assim, o controle desse artropode no cao é um fator adicional importante
para evitar a circulacdo de Rickettsia spp. no ambiente domiciliar humano.

O controle de carrapatos deve ser feito simultaneamente no ambiente a fim
de impedir re-infestacdes nos caes ou 0 acometimento em seres humanos, pois as
formas de vida livre do parasita sdo capazes de sobreviver por muitos meses sem
hospedeiros. Medidas preventivas incluem a aplicacdo de acaricidas no ambiente e
a manutencdo da vegetacdo com corte baixo. Além disso, deve-se evitar a
coexisténcia de diferentes espécies animais, sendo que a vedacao adequada das
casas pode impedir a entrada de animais silvestres em jardins e areas recreativas
para as quais possam trazer carrapatos (RAOULT e PAROLA, 2007).

Vale salientar que areas sabidamente endémicas devem contar com a
colaboragdo da populagdo para a prevencao e o controle da doenca. Atividades
educativas devem ser realizadas a fim de se esclarecer sobre 0s riscos para a saude
animal quando ha contato entre animais de estimacao e carrapatos infectados, além
do risco zoonotico, de interesse em saude publica. Em areas de risco, como parques
publicos, onde ja se evidenciou a presenca do vetor e ocorréncia da doenca, deve
ser incentivada a vistoria do corpo a cada 2 a 3 horas, a utilizacdo de roupas claras
que facilitem a visualizagao do vetor, 0 uso de botas, além do esclarecimento sobre
a forma correta de remocao do carrapato. Em tais areas, deve ser evitado 0 acesso
de cées e disponibilizada informacdo necessaria por meio de avisos e placas em
locais estratégicos (GRECA et al., 2008).

O treinamento de veterinarios e médicos para o diagnostico e tratamento
precoce da FMB em caes e seres humanos, respectivamente, € um ponto relevante
no controle e prevengao da doenca, visando minimizar a sua ocorréncia. Além disso,
as pessoas que habitam locais de risco devem procurar as unidades basicas de

saude caso apresentem febre ou tenham sido picadas por carrapatos.
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2.12 CONCLUSAO

Apesar de a ocorréncia de FMB ja ter sido descrita em seres humanos em
varios estados brasileiros, o mesmo n&o ocorre com a populacdo canina. No
entanto, devido a maior exposicdo dos caes a carrapatos vetores potenciais e a
susceptibilidade a infeccao por R. rickettsii, € possivel que ocorra maior incidéncia
da doenca em cées do que em seres humanos. A subnotificacdo da doenca em caes
pode ocorrer devido ao conhecimento limitado da epidemiologia da doenca, aliado a
ocorréncia de sinais clinicos inespecificos e a falta de inclusdo no diagnéstico
diferencial com outras doencas febris agudas por médicos veterinarios. E necessario
que os proprietarios sejam informados sobre o risco de contato entre animais e
vetores infectados. Assim, além de conduzir a um diagnostico preciso da FMB em
caes, os proprietarios podem fornecer as informacdes necessarias para a vigilancia
da doenca em caes e, consequentemente, em seres humanos. Em areas onde ha
confrmagdo da FMB humana, médicos veterinarios devem considerar a
possibilidade de ocorréncia da doenca em caes e solicitar a confirmacgao laboratorial
em casos suspeitos.

Pesquisas sorolégicas em populagdes caninas sao Uteis para avaliar e
monitorar a frequéncia da FMB nas diferentes regides do pais, estabelecendo areas
de potencial risco para a transmissdo da doenca a caes e seres humanos,
possibilitando a implantacdo de medidas profilaticas adequadas. Adicionalmente, o
controle do carrapato vetor nos animais e no ambiente, aliado a agdes de educacao

em saude, sdo essenciais para a prevengao e o controle da doenca.
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3 SOROPREVALENCIA PARA Rickettsia spp. EM CAES DO MUNICIPIO DE SAO
JOSE DOS PINHAIS, PARANA, SUL DO BRASIL

RESUMO

A febre maculosa brasileira (FMB) é uma zoonose causada pela bactéria Rickettsia
rickettsii, tendo como principal vetor o carrapato Amblyomma cajennense. Os caes
podem ter um papel importante na epidemiologia da doenga, particularmente em
areas urbanas, devido ao estreito contato com seres humanos, sendo
frequentemente empregados como hospedeiros sentinelas para avaliar a distribuigcao
da bactéria. O objetivo do presente estudo foi investigar a presenca de anticorpos
contra Rickettsia spp. em caes do municipio de Sao José dos Pinhais, regiao
metropolitana de Curitiba, Parana, Sul do Brasil, onde a FMB foi recentemente
relatada em ser humano. Amostras séricas de caes foram coletadas entre fevereiro
de 2006 e julho de 2007 e testadas na diluicao de 1:64 por meio da reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) contra R. rickettsii e R. parkeri. Todos 0s soros
reagentes para pelo menos uma das espécies de riquétsias foram testados em
seguida, a partir de diluicoes seriadas até 1:1024, contra as seis principais espécies
de Rickettsia identificadas no Brasil: R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R. rhipicephali,
R. amblyommii e R. felis. Das 364 amostras testadas, 16 (4,4%) reagiram para pelo
menos uma espécie de Rickettsia. Dentre 0s animais positivos, dois caes
apresentaram titulos sugestivos de infeccao por R. bellii, agente de patogenicidade
ainda desconhecida em seres humanos e caes. Uma amostra apresentou reagéao
homéloga frente a R. felis, agente etiol6gico da febre maculosa felis em seres
humanos, com ocorréncia confirmada no Brasil. A evidéncia de infec¢ao natural por
R. belliie R. felis em céaes foi relatada pela primeira vez no Sul do Brasil. Os
resultados demonstram a presenca de Rickettsia spp. nessa regidao do pais. No
entanto, a baixa prevaléncia encontrada sugere um baixo risco de infeccdo humana
no local.

Palavras-chave: Febre maculosa. Rickettsia rickettsii. Imunofluorescéncia indireta.
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SEROPREVALENCE OF Rickettsia spp. IN DOGS FROM THE SAO JOSE DOS
PINHAIS CITY, PARANA, SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

Brazilian Spotted Fever (BSF) is a zoonosis caused by the Rickettsia rickettsii
bacteria, having the Amblyomma cajennense tick as its main vector. Dogs may play
an important role on the disease epidemiology, particularly in urban areas, due to
close contact to human beings, and often employed as host sentinels for the bacteria
distribution. The aim of the present study was to investigate the presence of
antibodies against Rickettsia sp. in dogs from Sao José dos Pinhais, Curitiba
surroundings, Parana, Southern Brazil, were BSF was recently reported in human
beings. Serum samples from dogs were collected between February 2006 and July
2007, and tested at the 1:64 dilution by indirect immunofluorescence assay (IFA)
against R. rickettsii and R. parkeri. All sera which reacted at least for one of
Rickettsia species were then tested in serial dilutions until 1:1024 against the six
main Rickettsia species identified in Brazil: R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R.
rhipicephali, R. amblyommii and R. felis. Out of 364 tested samples, 16 (4.4%)
reacted to at least one Rickettsia species. Among positive animals, two dogs
presented suggestive titers of R. bellii infection, agent of still unkown pathogenicity in
human beings and dogs. One sample presented homologous reaction to R. felis,
etiologic agent of in human beings, with confirmed occurrence in Brazil. Evidence of
natural infection by R. belliiand R. felis was reported for the first time in Southern
Brazil. Results demonstrated the Rickettsia spp. circulation on that Brazilian region.
However, low prevalence found suggests a local low infection risk to human beings.

Key words: Brazilian Spotted Fever; Rickettsia rickettsii; Indirect
immunofluorescence.
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3.1 INTRODUGAO

Rickettsia spp. sdo bactérias intracelulares obrigatdrias pertencentes a
ordem Rickettsiales e a familia Rickettsiaceae (RAOULT e ROUX, 1997). O género
Rickettsia foi recentemente dividido em quatro grupos distintos: o grupo da febre
maculosa (GFM), o grupo do tifo (GT), o grupo de transicdo (GTr) e o grupo
ancestral (GA) (GILLESPIE et al., 2007). No Brasil, ha relatos de pelo menos sete
espécies de Rickettsia: R. rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephali e R. amblyommii,
todas do GFM e associados a carrapatos; R felis, do GTr e R. typhi, do GT, ambas
associadas com pulgas; e R. bellii, pertencente ao GA, cuja transmissao é associada
a carrapatos (LABRUNA, 2009). R. rickettsii € um agente de patogenicidade
reconhecida para seres humanos e caes, responsavel por causar uma grave doenca
clinica chamada febre maculosa brasileira (FMB, Brasil) e febre maculosa das
montanhas rochosas (RMSF — Rocky Mountain Spotted Fever, Estados Unidos)
(LABRUNA et al., 2009), sendo que pode haver variacdo quanto a viruléncia dos
gendtipos circulantes da bactéria (PAROLA et al.,, 2009). A patogenicidade de R.
parkeri para seres humanos foi mostrada nos Estados Unidos e, provavelmente, no
Uruguai (PADDOCK, 2005), além de suspeitas da ocorréncia de infeccao humana no
Brasil (LABRUNA, 2009; SILVEIRA et al., 2007). R. felis e R. typhi também sao
patogénicas para o ser humano, causando uma doenga menos grave do que a
infeccao por R. rickettsii (PAROLA et al., 2005). As demais espécies no Brasil (R.
bellii, R. rhipicephali e R. amblyommii) nunca foram associadas a doenca humana,
embora, recentemente, R. amblyommii tenha sido incriminada como agente
causador da doenca febril em seres humanos nos Estados Unidos (APPERSON et
al., 2008).

Os principais vetores da FMB s&o carrapatos pertencentes ao género
Amblyomma, notadamente A. cajennense e A. aureolatum (PINTER e LABRUNA,
2006). Em geral, tal género caracteriza-se por ter uma baixa especificidade de
hospedeiro, principalmente em suas fases imaturas. Alguns animais domésticos,
como equinos e caes, sao importantes hospedeiros amplificadores de carrapatos
vetores potenciais de Rickettsia spp. € podem atuar como sentinelas para
riquetsioses. Em ambientes urbanos, os caes domésticos desempenham um papel
epidemiol6gico particularmente importante, devido a aproximacdo de carrapatos
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infectados ao ambiente doméstico e ao contato com o homem (PIRANDA et al.,
2008).

Varios estudos sorolégicos em caes de diferentes estados brasileiros
indicaram um contato prévio desses animais com a R. rickettsii, sendo considerados
hospedeiros sentinelas para a distribuicao da bactéria (LEMOS et al., 1996; HORTA
et al., 2004; SANGIONI et al., 2005; LABRUNA et al., 2007). A partir de inquéritos
sorolégicos para R. rickettsii em sentinelas, podem ser determinadas novas areas
para FMB, alertando a populacado em locais onde a bactéria € endémica (PADDOCK
et al., 2002).

No Brasil, a ocorréncia de FMB causada por R. rickettsii foi relatada
inicialmente no ano de 1929 no Estado de Sao Paulo (PIZA et al., 1932). A doenca
tem sido classicamente relatada na regido Sudeste, apresentando-se de forma grave
e evoluindo para o Obito, em casos nao tratados ou tratados tardiamente.
Atualmente, é considerada uma zoonose reemergente no pais, com maior
prevaléncia em Minas Gerais e Sao Paulo (PINTER et al., 2008), sendo considerada
nao endémica ou desconhecida em grande parte dos demais estados brasileiros.

Recentemente, a FMB foi relatada em seres humanos em areas onde nunca
fora registrada, como os Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(MADEIRA, 2004). No entanto, os casos humanos que ocorreram no Sul do pais ndo
tiveram registros de O&bitos, apresentando-se clinicamente diferentes da forma
classica que ocorre na regiao Sudeste, que apresenta taxas de letalidade entre 18 e
30% (ANGERAMI et al., 2006; CALIC et al., 2005; MADEIRA, 2004). Assim,
acredita-se que o agente etiol6gico que causa a febre maculosa no Sul do Brasil
possa ser outra espécie, diferente de R. rickettsii.

No Estado do Parana, a FMB teve seu primeiro relato humano no municipio
de Sao José dos Pinhais, regido metropolitana de Curitiba, no ano de 2005.
Considerando o papel de sentinela do cdo para a distribuicdo da bactéria e o relato
prévio da doenca no local, o objetivo do presente estudo foi realizar a vigilancia ativa
da presenca de anticorpos anti-Rickettsia spp. em amostras de soro de caes
encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses de Sdo José dos Pinhais
(CCZ/SJP).
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Sao José dos Pinhais (FIGURA 3),
localizado na regido metropolitana de Curitiba, Sul do Brasil (25°32°05"S,
49°12'23"W), com altitude de 906 metros e 4area total de 946 km? sendo
aproximadamente 40% area de preservacao ambiental. A populagdo estimada no
municipio é de 263.622 habitantes (densidade demogréfica de 276 hab/km?), da qual
aproximadamente 90% esta localizada em area urbana. O clima é classificado como
subtropical umido, com temperatura média anual de 16°C (IBGE, 2007). Apesar da
ocorréncia humana de FMB no ano de 2005, a regido € considerada ndo endémica
para a enfermidade, e estudos para elucidar o risco de infeccdo no local ainda séao

€SCassos.

S&o José dos Pinhais — PR, Brasil

FIGURA 3 — LOCALIZACAO DO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS, ESTADO DO PARANA,
SUL DO BRASIL
FONTE: O autor (2010)
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3.2.2 Animais experimentais

Um total de 364 caes, 192 provenientes de areas urbanas, 129 de areas
rurais e 43 de origem desconhecida, foram encaminhados ao Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) do municipio de S&o José dos Pinhais, Parana, durante o periodo
de fevereiro de 2006 a julho de 2007.

Os animais foram contidos fisicamente e anestesiados com cloridrato de
cetamina (10 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg) por via intramuscular. Apés a
tranquilizagdo inicial, foi administrado tiopental soédico (12,5 mg/kg) por via
intravenosa para a coleta de sangue antes da eutanasia. O procedimento de
eutanasia foi realizado por veterinarios do CCZ, conforme o protocolo padrao e nao
possui relacdo com o presente estudo. As amostras de sangue total foram colhidas
por puncéo intracardiaca, com auxilio de uma agulha e tubos de vidro estéreis, e
encaminhadas ao laboratério, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram
centrifugadas a 3.000 rpm (5 min) para a obtencdo do soro, aliquotadas e
armazenadas congeladas a -20°C em tubos plasticos de 1,5 mL Eppendorf® até
serem testadas. Para cada cdo amostrado, foi preenchida uma ficha de identificacéo
contendo data de coleta e local de procedéncia, sexo, idade, raca e situacao
domiciliar. O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana
(Protocolo 037/2008).

3.2.3 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI foi realizada segundo o protocolo descrito por Horta et al. (2004). O
teste consistiu na reagcdo da amostra sérica com células VERO infectadas por
Rickettsia spp. isoladas de carrapatos do Brasil. Inicialmente, cada soro foi testado
individualmente na diluicao 1:64 contra os antigenos R. rickettsii (cepa Taiacu) e R.
parkeri (cepa AT24). Foi utilizado isotiocianato de fluoresceina-rotulada ovinos IgG
anti-cao (produzido pelo Centro de Controle de Zoonoses, Sao Paulo) e, para a

visualizacdo da reagdo entre o antigeno fixado e o anticorpo das amostras,
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microscépio ultravioleta (Olympus BX60; Olympus, Tokyo, Japan). Para cada lamina,
houve um soro positivo (controle positivo) e um soro negativo (controle negativo)
para comparagao.

As amostras reagentes para pelo menos uma das espécies testadas foram,
posteriormente, submetidas a diluicbes seriadas até 1:1024 e testadas contra R.
rickettsii (cepa Taiagu), R. parkeri (cepa AT24), R. bellii (cepa Mogi), R. rhipicephali
(cepa HJ5), R. amblyommii (cepa Ac37) e R. felis (cepa Pedreira), conforme o
procedimento descrito anteriormente. Foi considerado sororeagente todo soro que
apresentou titulo = 64. Este padrdo vem sendo utilizado tanto em seres humanos
como em animais (SANGIONI et al., 2005). As amostras com titulo pelo menos
quatro vezes superior para determinada espécie de Rickettsia, em relagao as outras,
foram consideradas homologas a primeira espécie testada ou intimamente
relacionadas (LABRUNA et al., 2007; SAITO et al., 2008).

3.2.4 Andlise estatistica

O dimensionamento das amostras utilizadas neste estudo foi calculado
conforme a férmula proposta por MARQUES e MARQUES (2005), onde:

2

5 xpx(1-p)xN

2 2
e x(N-1)+ 2% xpx(1-p)

c

5 .= 1,96 (valor fixo) tabela de distribuicdo normal, nivel de confianca 95%
p=0,10 (10%)

N = 62.500 (numero de cées de Sao José dos Pinhais — PR)

e = 0,031 (3,1%) erro amostral

n — 364 animais
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Para a andlise estatistica, foi utilizado o Teste do Qui-quadrado, pelo uso de
programa de analises estatisticas (BioEstat 5.0®, CNPq, Brasil). As analises foram
realizadas relacionando a positividade na RIFI com o sexo, a idade, a raca e a
situagdo domiciliar dos animais. As variaveis foram analisadas considerando como

significancia estatistica p < 0.05.

3.3 RESULTADOS

Dos 364 soros de caes testados contra os antigenos R. rickettsii e R. parkeri
a diluicao de 1:64, 16 (4,4%), reagiram a pelo menos uma das duas espécies:
12/261 (4,6%) em 2006 e 4/103 (3,9%) em 2007. Dos 16 soros reagentes, foi
encontrada soropositividade para R. parkeri (9), R. rickettsii (7), R. felis (5), R.
amblyommii (5), R. bellii (4) e R. rhipicephali (3) (TABELA 1). Dois caes tiveram
titulos sugestivos de infeccdo por R. belli e uma amostra apresentou reacao
homologa para R. felis.

Em 26,5% (9/34) das areas urbanas foi encontrado pelo menos um animal
reagente pela RIFI (TABELA 2 e FIGURA 4), tendo origem desconhecida um dos
animais sororeagentes. Em nenhuma area rural (0/31) foi encontrado animal

reagente pela RIFI.
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TABELA 1. TITULOS FINAIS DE ANTICORPOS PELA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA (RIFI) PARA SEIS ESPECIES DE Rickettsia EM CAES DE SAO JOSE DOS PINHAIS,
ESTADO DO PARANA, SUL DO BRASIL, NO PERIODO DE FEVEREIRO DE 2006 A JULHO DE
2007

Titulos pela RIFI para seis antigenos

SO0 B ickettsii R.parkeri R.bellii R.felis R.amblyommii R. rhipicephali ' CHQ
8 64 i i 64 i i

27 . . . 64 . .

86 . 128 . . : 64

103 . i 128 i : i R. belli
107 : 64 : i : i

138 256 128 : i 128 128

145 : i 1024 i : i R. bellii
162 64 128 : i : i

163 . 64 . . . .

183 64 64 64 128 : i

204 64 i : i 64 .

244 : i : i 64 i

295 256 128 : i 128 128

344 : i : 128 : i R. felis
346 . 128 64 64 . .

354 128 256 . . 64 .

FONTE: O autor (2010)

NOTA: PAERH: possivel antigeno envolvido em reagcao homologa (soro com titulo de anticorpos pelo
menos quatro vezes superior para determinada espécie de Rickettsia em relagdo as outras espécies
foi considerado homadlogo para a primeira espécie de Rickettsia testada)

NR: ndo-reativo para titulo = 64

TABELA 2 - BAIRROS DO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS - PR QUE APRESENTARAM
PELO MENOS UM CAO REATIVO A Rickettsia spp., COM TITULOS DE ANTICORPOS 2 A 64 PELA
REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI), NO PERIODO DE FEVEREIRO DE 2006
A JULHO DE 2007

Bairro N2 de caes reativos na RIFl / N2 de caes testados Total
2006 2007

Afonso Pena 116 0/15 1/31 (3,2%)
Borda do Campo 2/10 0/1 2/11 (18,2%)
Rio Grande 1/4 1/2 2/6 (33,3%)
Cruzeiro 2/3 0/6 2/9 (22,2%)
Independéncia 1/2 0/0 1/2 (50%)

Italia 2/10 0/2 2/12 (16,7%)
Centro 1/19 2/10 3/29 (10,3%)
Rio Pequeno 1/7 0/0 1/7 (14,3%)
Ipé 0/5 1/4 1/9 (11,1%)

FONTE: O autor (2010)
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Baimos do perimefro urbano:

1. Centro H_Arui

2 5ao0 Domingos 22 Bamo Preto

3. Cidade Jardim 23_Cosleira 4 :
4. S0 Cristovao 24. Costeirinha I° de Animais
5.Sd0 Pedro 25_Rio Pequeno Sororeativos
6. Bom Jesus 26_Ina 0

7. Pedro Moro 27_ independénca :l

8. Aristocrata 28_Ipé 1
9_Aguas Belas 29_ Guatupé

10. Boneca do Iguacu 30. Cristal B 2
11_Afonso Pena 31._ Academia - 3

12 Aviacao 32 Roseira de 530 Sebastido

13_ Aeroporio 33. Borda do Campo

14_ Quissisana 34. Dom Rodrigo

15. Cruzeiro 35 Del Rey i

16. Ouro Fino 36. SaoMarcos \

17. kalia 37. Campina do Taquaral vt g
18. Santo Anténio 38. Passo do Campo ‘ﬁ.
19 Rio Grande 39_Campo Largo da Rosera .

20_ Facanas 40_Contenda

FIGURA 4 —- NUMERO DE CAES SOROREATIVOS A REAGAO DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA (RIFI) PARA Rickettsia spp., DE ACORDO COM OS BAIRROS DA AREA
URBANA DO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS — PR, NO PERIODO DE
FEVEREIRO DE 2006 A JULHO DE 2007

FONTE: O autor (2010)

Dentre as amostras positivas, 10/16 (62,5%) eram provenientes de caes
machos e 6/16 (37,5%) de fémeas. Com relacdo a idade, 15/16 (93,7%) soros
pertenciam a animais adultos e 1/16 (6,2%) amostra a animal idoso. De acordo com
a raga, 11/16 (68,7%) dos caes nao apresentavam raca definida (S.R.D.), 2/16
(12,5%) eram da raga Rottweiler, 1/16 (6,2%) da raca Pastor Aleméo, 1/16 (6,2%) da
raca Cocker Spaniel Inglés e 1/16 (6,2%) da raca Pit Bull. Quanto a situacao
domiciliar dos cées soropositivos, 10/16 (62,5%) eram errantes e 6/16 (37,5%) eram
domiciliados.

Nenhuma associagéo significativa foi encontrada entre os 364 cédes e os
parametros analisados, incluindo idade (filhote, adulto, idoso; x* = 0,196), sexo
(macho, fémea; x? = 0,047), raca (sem raca definida, com raca definida, x? = 0,223) e

situacdo domiciliar (domiciliados e nao-domiciliados, x? = 0,016).
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3.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram uma porcentagem baixa (4,4%) de caes
reagentes a Rickettsia spp. pela RIFI, quando comparados com a prevaléncia
sorolégica para R. rickettsii encontrada em areas endémicas do Estado de Sao
Paulo (31,3%, 36,4% e 60%) e em areas nao-endémicas (12,9%) para FMB (LEMOS
et al., 1996; HORTA et al., 2004; HORTA et al., 2007).

Nossos resultados ndo mostraram nenhuma evidéncia de infecgao para R.
rickettsii ou R. parkeri. Mas, uma recente pesquisa em caes de areas endémicas
para FMB revelou a evidéncia de infeccdo para R. rickettsii em 4/33 (12,1%)
amostras e para R. parkeri em 1/33 (3%) (HORTA et al., 2007). Vale destacar que,
nessas localidades, tem-se encontrado uma frequéncia maior de equinos
soropositivos, quando comparados a caes, e uma baixa frequéncia ou auséncia de
seres humanos sororeagentes (LEMOS et al., 1996; HORTA et al., 2004).

No presente estudo, foi encontrada uma baixa soropositividade para R.
rickettsii em caes, de 1,9% (7/364), quando comparamos a estudos anteriores
realizados em areas endémicas para FMB na regiao Sudeste, que encontraram 31,3
e 81,3% de caes sororeativos contra R. rickettsii (HORTA et al., 2004; VIANNA et al.,
2008) e em areas nao endémicas na regido Norte do estado do Parana, que
encontraram 11 e 23% de caes sororeativos para o antigeno (TAMEKUNI et al.,
2008). Tais estudos indicam a importancia do cao como sentinela para a infeccao
humana pela bactéria e a distribuicdo geografica da doenca. No presente estudo,
embora tenha sido encontrada uma soropositividade baixa para a bactéria nos
animais amostrados, um monitoramento continuo deve ser conduzido na regido,
devido as oscilacdes relacionadas a ocorréncia da bactéria que podem ocorrer e ao
desconhecimento da distribuicdo sazonal de carrapatos no local.

Todas as amostras positivas neste estudo foram provenientes de areas
urbanas, diferentemente de um estudo realizado no Estado de Rondénia, na regiao
Norte do Brasil, em que foi encontrada uma prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia
spp. de 11,6 e 3,9% em céaes provenientes da zona rural e urbana, respectivamente.
Acredita-se que essa diferenca ocorra devido a maior diversidade de carrapatos a
que 0s caes rurais sao expostos, quando comparados a zona urbana, onde apenas
a presenca do carrapato Rhipicephalus sanguineus foi estabelecida (LABRUNA et
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al., 2007). Saito et al. (2008) observaram que caes que tiveram contato prévio com
pastagens ou areas de floresta apresentaram duas vezes mais chances de serem
sororeativos para Rickettsia do que sem esse contato direto. No entanto, nossos
resultados nao indicaram sororeatividade em animais de localidades rurais,
sugerindo uma distribuicdo limitada da bactéria no municipio de Sao José dos
Pinhais - PR.

No municipio de Caratinga, uma regido de Minas Gerais com auséncia de
registro de casos de FMB nos ultimos 12 anos, ndo houve deteccao de anticorpos
anti-R. rickettsii em nenhum dos 73 caes amostrados (CARDOSO et al., 2006). Em
Santa Cruz do Escalvado - MG, antigo foco de FMB, foi encontrado um alto
percentual de soropositividade para riquetsioses em soros de gambas e roedores
(81,3%), mas uma prevaléncia relativamente baixa em caes (3,8%) e equinos
(8,1%), sendo a area considerada de baixa endemicidade para riquetsioses (PENA
et al., 2009). Similarmente, a baixa porcentagem de animais reagentes a Rickettsia
spp. encontrada no presente estudo coloca o municipio de Sao José dos Pinhais -
PR em um nivel de baixa transmissao para FMB.

Em pesquisa soroldgica realizada com 389 cées no Rio Grande do Sul, foi
encontrada uma alta porcentagem de animais (42,4%) reagentes a Rickettsia spp.,
considerando a R. parkeri como a provavel espécies causadora da infeccao em
100/389 (25,7%) caes (SAITO et al.,, 2008). Os titulos de anticorpos encontrados
para essa espécie foram muito elevados, variando de 4.096 a 65.536 em 84 caes,
sendo indicativo de infeccdo aguda recente e do potencial patogénico de R. parkeri
para caes. Em contraste, nesta pesquisa, os baixos titulos encontrados (64 a 1.024)
para Rickettsia spp. sugerem uma infeccdo antiga nos animais, que pode ter sido
causada pela R. rickettsii ou por uma espécie ndo patogénica para caes.

O presente estudo relata, pela primeira vez, a evidéncia de infec¢do natural
por R. bellii e R. felis em caes no Sul do Brasil. Com frequéncia, R. bellii tem sido
relatada infectando carrapatos no Estado de S&do Paulo (LABRUNA et al., 2004;
HORTA et al.,, 2006) e a maioria das espécies de carrapatos Amblyomma que
parasitam caes que vivem em areas rurais do Brasil estdo infectados por R. bellii
(LABRUNA et al., 2007; PINTER et al., 2008). No entanto, a primeira evidéncia de
infeccdo natural por R. belli em hospedeiros vertebrados foi recentemente relatada,
em capivaras, no Estado de Sao Paulo (PACHECO et al, 2007). Mesmo que

estritamente associada a carrapatos, R. bellii ndo pertence ao GFM e seu efeito
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patogénico em seres humanos e caes nunca foi demonstrado (LABRUNA et al.,
2007a).

A evidéncia soroldgica de infeccao por R. bellii encontrada em dois caes e
por R. felis em um céo, indica a possibilidade de circulacdo desses agentes no local
do presente estudo. Devido aos relatos de R. felis como um patégeno humano no
Sudeste do Brasil e em varios outros paises, em diferentes continentes (PAROLA et
al., 2005), o presente achado é um alerta para o risco zoonético na area estudada,
indicando a possibilidade de ocorréncia de casos clinicos humanos causados por R.
felis no local.

Na literatura, a maioria dos registros de R. felis ocorreu em pulgas
Ctenocephalides felis felis, coletados em caes ou gatos (LABRUNA et al., 2007;
NAVA et al., 2008; GEHRKE et al., 2009). No presente estudo, nosso objetivo nao foi
avaliar a presenca de pulgas nos animais. Além disso, casos isolados de evidéncias
de infecgao por Rickettsia, como os encontrados aqui para R. bellii e R. felis, ndo
sdo suficientes para indicar o estabelecimento desses agentes no local.

Nenhuma evidéncia soroldgica para a presenca de infeccao por R. rickettsii
foi encontrada nos animais testados. Esse resultado era esperado, pois as amostras
sao provenientes de area nao endémica para FMB. Além disso, suspeita-se que a
espécie de Rickettsia envolvida nos casos de FMB fora da regidao Sudeste, ou pelo
menos em parte deles, seja outra que ndo a R. rickettsii (LABRUNA, 2006). Esse
fato se justifica tendo em vista que cada regidao apresenta particularidades como
presenca de hospedeiros, espécie de carrapato predominante, caracteristicas
ambientais e risco de contato humano com possiveis vetores, sendo a origem
geografica da infeccdo um fator também utilizado para identificar a espécie
causadora (PACHECO et al.,, 2007). No local do presente estudo, ainda nao ha
informacgdes referentes ao estabelecimento de carrapatos vetores.

Em resumo, a evidéncia natural de infeccado por R. bellii e R. felis em caes
foi relatada, pela primeira vez, no Sul do Brasil, demonstrando a circulagdo de
Rickettsia spp. em cées nessa regido. Além disso, a baixa prevaléncia encontrada
sugere que os caes estdo expostos a uma baixa populagcéo de vetores competentes
infectados por Rickettsia spp. do GFM e que o risco de infeccdo humana é baixo no
local em estudo. Contudo, a vigilancia epidemiol6gica na regiao € de suma
importancia, pois a area € considerada vulneravel a futuros casos de febre

maculosa.
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4 FREQUENCIA DE ANTICORPOS CONTRA Rickettsia spp. EM CAPIVARAS
(Hydrochaeris hydrochaeris) DE VIDA LIVRE E DE CATIVEIRO DO MUNICIPIO
DE FOZ DO IGUAGU, PARANA, SUL DO BRASIL

RESUMO

As capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) estdo entre os principais hospedeiros do
carrapato Amblyomma spp., o qual pode transmitir algumas espécies de riquétsias
para seres humanos e animais. Como sao frequentemente infestadas por carrapatos
vetores potenciais, as capivaras podem ser usadas como sentinelas para
riquetsioses, como a febre maculosa brasileira. O objetivo do presente estudo foi
determinar, pela primeira vez, a soroprevaléncia de Rickettsia spp., por meio da
reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em 21 capivaras de vida livre € 10
capivaras de cativeiro do Zoolégico do Refugio Biolégico Bela Vista, Itaipu
Binacional, Foz do Iguacu, Brasil. Antigenos de seis espécies de riquétsias ja
identificadas no Brasil (R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R. rhipicephali, R.
amblyommii e R. felis) foram utilizadas para a RIFI. Carrapatos de cada capivara
foram coletados para posterior identificacdo taxonémica. Um total de 19 (61,3%)
amostras reagiu a pelo menos uma das espécies testadas. Foi encontrada
soropositividade em 14 (45,2%), 12 (38,7%), 5 (16,1%), 4 (12,9%), 3 (9,7%) € 3
(9,7%) animais para R. rickettsii, R. bellii, R. parkeri, R. amblyommii, R. felis e R.
rhipicephali, respectivamente. Duas capivaras de cativeiro apresentaram titulos
sugestivos de infecgao por R. rickettsii e uma amostra apresentou reacdo homoéloga
frente a R. parkeri. Apenas uma capivara de vida livre apresentou evidéncia de
infeccdo por R. bellii. Os carrapatos coletados sobre as capivaras foram identificados
como Amblyomma dubitatum e Amblyomma sp. Os resultados evidenciam a
circulacao de riquétsias na regido, sugerindo uma potencial participacao da capivara
no ciclo de vida desta bactéria.

Palavras-chave: Rickettsia. Febre maculosa. Sorologia. Roedores. Zoonoses. Brasil.
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FREQUENCY OF ANTIBODIES AGAINST Rickettsia spp. IN FREE RANGING
AND CAPTIVE CAPYBARAS (Hydrochaeris hydrochaeris) FROM THE FOZ DO
IGUAGU CITY, PARANA, SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

Capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris) are among the main hosts of Amblyomma
spp. ticks, which is able to transmit some Rickettsia species to human beings and
animals. Since they are often infested by potential vector ticks, capybaras may be
used as sentinels for rickettsiosis, such as Brazilian Spotted Fever. The aim of the
present study waws to determine, for the first time, the prevalence of Rickettsia spp.,
by indirect immunofluorescence assay (IFA) in 21 free ranging and 10 captive
capybaras from the Zoo of the Bela Vista Biological Sanctuary (BVBS), Itaipu
Binational, Foz do Iguassu, Southern Brazil. Antigens of six rickettsial species
already identified in Brazil (R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii, R. rhipicephali, R.
amblyommii e R. felis) were used for IFA. Ticks from each capybara were collected
for posterior taxonomic identification. A total of 19 (61,3%) samples reacted to at
least one of tested species. Seropositivity was found in 14 (45.2%), 12 (38.7%), 5
(16.1%), 4 (12.9%), 3 (9.7%) and 3 (9.7%) animals for R. rickettsii, R. bellii, R.
parkeri, R. amblyommii, R. felis and R. rhipicephali, respectivelly. Two captive
capybaras presented suggestive titers of R. rickettsiiinfection and one sample
showed homologous reaction to R. parkeri. Only one free range capybara presented
evidence R. belliiinfection. Ticks collected on capybaras were identified as
Amblyomma dubitatum e Amblyomma sp. Results evidenced the rickettsial
circulation in the area, suggesting a potential role of capybaras on this bacterial life
cycle.

Key words: Rickettsia. Spotted fever. Serology. Rodents. Zoonoses. Brazil.
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4.1 INTRODUGAO

O género Rickettsia é constituido por diferentes espécies de bactérias
intracelulares obrigatorias, muitas das quais causam doencas zoondticas em
diferentes partes do mundo, enquanto outras sdo consideradas nao patogénicas ou
de patogenicidade ainda desconhecida para seres humanos (LABRUNA, 2009). No
Brasil, ha relatos de pelo menos sete espécies de riquétsias: R. ricketttsii, R. parkeri,
R. rhipicephali;, R. amblyommii e R. bellii, todas associadas a carrapatos; e R. felis e
R. typhi, associadas a pulgas. A febre maculosa causada por R. rickettsii é
responsavel por altas taxas de letalidade em seres humanos e, no Brasil, € chamada
febre maculosa brasileira (FMB) (LABRUNA, 2009).

R. parkeri, reconhecido recentemente como agente patogénico de uma febre
maculosa mais branda nos Estados Unidos e, possivelmente, no Uruguai
(PADDOCK, 2005), também esta ocorrendo no Brasil. Ainda ndo ha relatos de casos
humanos devido a R. parkeri no pais, mas o agente ja foi detectado em carrapatos
Amblyomma triste e A. dubitatum, no Estado de Sao Paulo (LABRUNA et al., 2004b;
SILVEIRA et al,, 2007). Além disso, evidéncias sorolégicas de infeccao por R.
parkeri tém sido relatadas em caes, cavalos, gambas (HORTA et al., 2007) e em
capivaras (PACHECO et al., 2007), no mesmo Estado.

R. felis e R. typhi ocasionam uma doeng¢a menos grave em seres humanos
do que a causada por R. rickettsii (PAROLA et al., 2005) e ambas ja foram relatadas
no Brasil (LABRUNA, 2009). Outros agentes, como R. bellii, permanecem de
patogenicidade desconhecida para seres humanos, embora essa espécie tenha sido
relatada infectando inUmeras espécies de carrapatos no pais (ESTRADA et al., 2006;
HORTA et al., 2007; LABRUNA et al., 2004a; LABRUNA et al.,, 2004b; PINTER e
LABRUNA, 2006; LABRUNA et al., 2007; PACHECO et al., 2009).

O carrapato A. cajennense é considerado o principal vetor da FMB
(GUEDES et al., 2005), estando os equinos, capivaras e antas entre seus principais
hospedeiros. A capivara (Hydrochaeris hydrochaeris), em particular, € também
hospedeiro primario para o A. dubitatum que, embora ainda ndo tenha confirmada
sua competéncia vetorial para R. rickettsii, € suspeito de participar na transmissao de
riquétsias para seres humanos (PACHECO et al., 2007; SOUZA et al., 2009). Como

sao frequentemente infestadas por carrapatos vetores potenciais, as capivaras
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podem vir a indicar primariamente a presenca de Rickettsia spp. em determinado
local, atuando como hospedeiros sentinelas para FMB e outras riquetsioses.

As maiores prevaléncias de FMB em seres humanos foram encontradas em
determinadas areas dos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais (PINTER et al., 2008)
onde, geralmente, a presenca abundante de capivaras tem sido relatada. No
entanto, h& pouca informacéo sobre a epidemiologia da doenca na maior parte dos
demais estados brasileiros, sendo considerada ndo endémica ou desconhecida
nesses locais. Considerando o papel de sentinela da capivara para FMB e a
crescente populacédo dessa espécie animal no local em estudo, a presente pesquisa
avaliou a presenca de anticorpos anti-Rickettsia spp. em amostras de soro de
capivaras de cativeiro do Zoologico Roberto Ribas Lange e de capivaras de vida
livre, no Reflugio Biolégico Bela Vista, localizado dentro da area da Usina Hidrelétrica
Itaipu Binacional, no municipio de Foz do Iguacu, Parana, Sul do Brasil, onde a FMB

nao foi relatada previamente.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local de estudo

O Refugio Biologico Bela Vista (RBBV), situado dentro da area da Usina
Hidrelétrica Itaipu Binacional, estd localizado no municipio de Foz do Iguagu
(25°32’45”S, 54°35'07"W), Parana, na fronteira do Brasil com o Paraguai e a
Argentina (FIGURA 5). O Zooldgico Roberto Ribas Lange, que pertence ao RBBV,
possui uma populagdo de dez capivaras mantidas em cativeiro, as quais mantém
contato préximo com capivaras de vida livre e outros animais, além da populacéo
humana exposta, como funcionarios da Usina Hidrelétrica de Itaipu e turistas de Foz

do Iguagu.
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FIGURA 5 — LOCALIZACAO DO MUNICIPIO DE FOZ DO IGUAGU, ESTADO DO PARANA, SUL DO
BRASIL
FONTE: O autor (2010)

4.2.2 Animais experimentais

Foram utilizadas 31 capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), sendo 10
capivaras de cativeiro pertencentes ao zooldgico do RBBV e 21 capivaras de vida
livre que residem soltas na area da Itaipu Binacional. No periodo de agosto de 2006
a agosto de 2007, apds autorizagdo oficial do IBAMA (Protocolo 12587-1), os
roedores foram contidos manualmente e posteriormente anestesiados com cloridrato
de xilazina 2% (0,5 mg/kg) e cloridrato de ketamina 10% (7 mg/kg), associados na
mesma seringa. Amostras de sangue foram obtidas da veia femoral usando tubos a
vacuo sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas para a obtencdo dos
soros, os quais foram acondicionados em tubos plasticos de 1,5 mL Eppendorf®
identificados e armazenados a -70°C até o processamento. Durante a inspecao
fisica dos animais, foi adotado um regime de tempo de trés minutos para a avaliacao
da presenca de carrapatos em cada capivara. Todos 0s carrapatos encontrados
foram colhidos e armazenados em tubos plasticos contendo alcool a 70% para

posterior identificacdo taxonémica, segundo Barros-Battesti et al. (2006).
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4.2.3 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI utilizada para este estudo consistiu na reacdo da amostra sérica com
células VERO infectadas por R. rickettsii (cepa Taiagu), R. parkeri (cepa AT24), R.
bellii (cepa Mogi), R. rhipicephali (cepa HJ5), R. amblyommii (cepa Ac37) e R. felis
(cepa Pedreira), fixadas em laminas de microscopia para fluorescéncia. A reacao
entre o antigeno-anticorpo foi visualizada apdés a adicdo de isotiocianato de
fluoresceina-rotulada ovinos IgG anti-capivara (produzido pelo Centro de Controle de
Zoonoses, Sao Paulo), utilizando um microscépio com luz ultravioleta (Olympus
BX60, Japan), como descrito anteriormente (PACHECO et al.,, 2007). Para cada
lamina, houve um soro positivo (controle positivo) e um soro negativo (controle
negativo) para comparacao. Foi considerado sororeagente todo animal que reagiu a
uma diluicdo = 1:64. As amostras positivas foram verificadas para titulos de até
1.024. Toda amostra com titulo pelo menos quatro vezes superior para determinada
espécie de Rickettsia, em relagdo as outras espécies, foi considerada homéloga a
primeira espécie testada (PACHECO et al., 2007).

4.3 RESULTADOS

Dos 31 soros de capivaras testados contra os antigenos R. rickettsii, R.
parkeri, R. bellii, R. felis, R. amblyommii e R. rhipicephali a diluicao de 1:64, 19
(61,3%) reagiram a pelo menos uma das espécies testadas (TABELA 3). Foi
encontrada soropositividade em 14 (45,2%), 12 (38,7%), 5 (16,1%), 4 (12,9%), 3
(9,7%) e 3 (9,7%) animais para R. rickettsii, R. bellii, R. parkeri, R. amblyommii, R.
felis e R. rhipicephali, respectivamente.

A soropositividade encontrada para R. rickettsii foi de 6/10 (60%) nas
capivaras de cativeiro. Essa frequéncia foi maior que a encontrada em capivaras de
vida livre, de 8/21 (38,1%). A soropositividade para R. bellii foi similar em ambos os
grupos, com 4/10 (40%) e 8/21 (38,1%) nas capivaras de cativeiro e de vida livre,

respectivamente.
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TABELA 3 — TITULOS FINAIS DE ANTICORPOS POR REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA (RIFI) PARA SEIS ESPECIES DE Rickettsia EM CAPIVARAS DE FOZ DO IGUAGU,
PARANA, BRASIL, NO PERIODO DE AGOSTO DE 2007 A AGOSTO DE 2008

Titulos por RIFI para seis antigenos

Soro R. rickettsii R. parkeri R. bellii R. felis R.amblyommii R. rhipicephali PAERH
2" 256 - 128 - - -
3* 128 - 64 i } )
v 128 - - - - . R. rickettsii
5" - - 64 - - .
& 128 - - - - . R. rickettsii
9* 64 - ; ] ] ]
10* 64 256 64 - - - R. parkeri
" - - 128 - - - R. bellii
1a : - - - 128 128
2a 512 512 256 128 512 512
3a 256 128 - - ) .
1 - - 64 - - )
2 256 128 256 128 256 64
3 64 - 64 - - -
4 128 128 64 64 128 ]
5 64 - 64 - ; ]
8 - - 64 - - _
12 64 : : i i ]
13 64 - - ] ] ]

FONTE: O autor (2010)
NOTA: PAERH: possivel antigeno envolvido em reagcao homologa (soro com titulo de anticorpos pelo
menos quatro vezes superior para determinada espécie de Rickettsia em relagdo as outras espécies
foi considerado homadlogo para a primeira espécie de Rickettsia testada)

-: ndo-reativo para titulo = 64

*Origem: cativeiro

De acordo com as diferencas nos titulos finais de anticorpos das amostras
sororeativas, foi possivel determinar o provavel agente causador de infeccdo em
quatro animais. Duas capivaras de cativeiro tiveram titulos sugestivos de infeccéao
por R. rickettsii e uma amostra apresentou reagcdo homoéloga frente a R. parkeri. Uma
capivara de vida livre apresentou evidéncia de infeccao por R. bellii.

Um total de 260 carrapatos, sendo 140 adultos, 114 ninfas e 6 larvas, foi
coletado das capivaras amostradas. Todos os adultos foram identificados como
Amblyomma dubitatum (92 fémeas e 48 machos) (TABELA 4).
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TABELA 4 — CARRAPATOS COLETADOS EM CAPIVARAS DE FOZ DO IGUAGU, PARANA,
BRASIL, NO PERIODO DE AGOSTO DE 2007 A AGOSTO DE 2008

Capivara Carrapatos
Amblyomma dubitatum Amblyomma sp. Total
Q 3 Larva  Ninfa
1a* 1 - 6 37 44
2a* - 1 - 22 23
3a* - - - 21 21
4a - 1 - 13 14
1* 6 - - 1 7
2* 12 5 - - 17
3* 17 4 - 1 22
4* 6 1 - 3 10
5* 10 2 - 1 13
6 2 3 - 6 11
7 2 6 - 1 9
8* 3 3 - - 6
9 9 1 - - 10
10 3 3 - 1 7
11 5 1 - 2 8
12* - 8 - 1 9
13* 2 3 - 1 6
14 6 - - 6
15 3 5 - 1 9
16 5 1 - 2 8
Total 92 48 6 108 260

FONTE: O autor (2010)
NOTA: * : Capivaras positivas para Rickettsia spp. na RIFI
- : Auséncia

4.4 DISCUSSAO

A prevaléncia de soros de capivaras reagentes, no presente estudo, com
titulo = 64 para Rickettsia spp. foi de 61,3%. Esse resultado é similar aquele
encontrado para Rickettsia spp. (74%) em capivaras de localidades ndo endémicas
do Estado de Sao Paulo (PACHECO et al., 2007). Em outro estudo sorolégico
conduzido em cinco areas onde a FMB foi anteriormente relatada em seres
humanos, também do Estado de Sao Paulo, a soroprevaléncia para R. rickettsii
oscilou entre 7,3% e 59,4% nas capivaras amostradas (SOUZA et al., 2008).

Nesse mesmo estudo, soros de capivaras de trés locais sem registro de
casos humanos também foram testados, sendo todos negativos frente a RIFI. Vale
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ainda ressaltar que, em um dos locais estudados, capivaras sororeagentes somente
foram detectadas posteriormente a notificacdo da doenca no local (SOUZA et al.,
2008). No presente estudo, devido a alta prevaléncia encontrada nas capivaras, €
possivel que haja a circulacdo do agente da FMB e/ou demais riquétsias entre os
grupos de animais estudados, sendo possivel a participacdo da capivara no ciclo de
Rickettsia spp. na regiao.

Pesquisas sorolégicas em animais silvestres para riquetsioses no Brasil tém
sido feitas predominantemente no Estado de S&o Paulo (HORTA et al., 2007;
PACHECO et al., 2007; SOUZA et al., 2008), encontrando soropositividade para
riquétsias em capivaras e gambas. Pacheco et al (2007) encontraram
soropositividade de 26,0%, 34,2% e 68,5% para R. rickettsii, R. parkeri € R. bellii,
respectivamente, em 73 capivaras provenientes de seis localidades no Estado de
Sao Paulo, onde a FMB nunca foi relatada. Diferentemente, no presente estudo, o
agente encontrado com maior frequéncia foi R. rickettsii (45,2%), seguido por R.
bellii (38,7%) e R. parkeri (16,1%).

A evidéncia de infeccao por R. rickettsii encontrada em duas capivaras nao
era esperada, por ser uma regido considerada livre da doenca. Esse fato é
importante porque Foz do Iguagu constitui fronteira com Paraguai e Argentina.
Assim, o risco de infeccdo pela bactéria pode ser estendido para esses paises
préximos, fazendo dessa doenca um problema internacional.

Além da R. rickettsii, houve a evidéncia de infecgao por R. parkeri e R. belli
entre os animais estudados. Pacheco et al. (2007) relataram a primeira evidéncia de
infeccado natural por R. bellii em hospedeiros vertebrados e R. parkeri em capivaras
no Estado de Sao Paulo. Nossos achados indicam a possibilidade de ocorréncia de
casos clinicos humanos causados por R. rickettsii e R. parkeri no local, os quais
podem estar sendo subnotificados devido a auséncia de relatos de riquetsioses em
seres humanos e animais na regidao até o presente momento. Embora comprovado o
potencial patogénico de R. rickettsii e R. parkeri, o papel da R. bellii causando
infeccdo no homem € desconhecido e deve ser investigado, assim como a
susceptibilidade da capivara para esse agente (PACHECO et al., 2007). Devido aos
baixos titulos encontrados nas capivaras sororeagentes, ndo foi possivel indicar a
existéncia de um agente especifico circulando na area de estudo.

Todos os carrapatos adultos retirados manualmente sobre as capivaras
foram identificados como A. dubitatum. Em pesquisa realizada a partir de capivaras
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oriundas de seis municipios do Estado de Sdo Paulo, onde n&do ha registros de FMB
até o momento, foram observadas evidéncias sorolégicas de infec¢ao por R. parkeri
em apenas um municipio e, por R. bellii em outros quatro locais, onde a maior parte
das capivaras estavam infestadas pela mesma espécie de vetor (PACHECO et al.,
2007). Mais recentemente, R. bellii foi a Unica espécie de riquétsia encontrada
infectando carrapatos A. dubitatum no Estado de Sao Paulo (PACHECO et al,
2009), indicando que a maior parte das populacdes dessa espécie de carrapato
nesse Estado encontra-se infectada por R. bellii, enquanto a infeccao por espécies
como R. rickettsii e R. parkeri parece ser um achado bastante raro nesse carrapato
(PACHECO et al., 2009; LEMOS et al., 1996). No presente estudo, o objetivo nao foi
realizar a pesquisa de infeccdo por Rickettsia nos carrapatos coletados.

Em um parque urbano de Londrina-PR, onde existe a presenca de capivaras
e sem relatos de FMB até o momento, carrapatos A. cajennense e A. dubitatum
foram coletados sobre a vegetacdo durante o periodo de agosto de 2006 a julho de
2007, sendo encontrada uma maior densidade populacional nos meses mais
quentes, indicando uma maior exposicao de pessoas visitantes e funcionarios do
parque a carrapatos nesses meses (TOLEDO et al., 2008). Nesse mesmo estudo,
um total de 775 A. dubitatum e 392 A. cajennense foi testado por meio da PCR para
0 gene gltA, presente em todas as espécies de riquétsias, sendo todos os resultados
negativos. Entretanto, foi encontrado 20,6% (7/34) de soropositividade contra R.
rickettsii em soros de funcionarios do parque, comprovando a presenca de riquétsias
do GFM circulando entre a populagédo humana estudada (TOLEDO, 2008).

A presenca elevada de capivaras em areas endémicas para FMB no Estado
de S&o Paulo, onde o A. cajennense € incriminado como o principal vetor, tem
resultado em uma alta carga parasitaria ambiental. Dessa forma, o crescente
aumento da espécie animal pode estar associado ao ressurgimento da doenca em
muitos locais do Estado de Sao Paulo (SOUZA et al., 2009) e, também, a ocorréncia
em novas areas do pais.

Em resumo, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez, a evidéncia
sorolégica de Rickettsia spp. em capivaras de vida livre e em capivaras mantidas em
cativeiro em Foz do Iguagu, um importante local de fronteira com Paraguai e
Argentina. Considerando o fato de que ambas as populacdes de capivaras vivem em
estreito contato e também com outros animais, inclusive seres humanos, acredita-se

que haja a subnotificacdo de riquetsioses. Destaca-se, aqui, a importancia de se
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estabelecer um programa de vigilancia ativa, bem como estudos futuros, como, por
exemplo, a pesquisa de infecgdo por Rickettsia em carrapatos coletados do

ambiente, a fim de elucidar a dinamica da FMB no local.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O diagnostico sorologico atual da FMB em seres humanos e animais utiliza,
em geral, como antigeno, a espécie Rickettsia rickettsii. No entanto, deve-se
destacar o carater emergente de novas riquetsioses nas Américas. Até o ano de
2000, apenas trés espécies de riquétsias eram conhecidas na América do Sul (R.
rickettsii, R. prowazekii, R. typhi) e, a partir do inicio do século 21, pelo menos sete
outras riquétsias foram registradas em muitos paises (R. felis, R. parkeri, R.
massiliae, Candidatus “R. amblyommii”, R. bellii, R. rhipicephali, Candidatus “R.
andeanae”). Entre essas novas espécies relatadas, apenas R. felis, R. parkeri e R.
massiliae sao atualmente reconhecidas como patégenos humanos (LABRUNA,
2009). Assim, algumas analises epidemioldgicas sdo fundamentais para determinar
o0 agente etiolégico em um exame diagnostico para FMB, como a circulacao de
diferentes espécies de riquétsias, as diferentes apresentacdes clinicas da doenca e
as diferentes taxas de letalidade apresentadas em cada regido do Brasil. Desse
modo, um resultado positivo para FMB, a partir de exame sorolégico, deve ser
interpretado com cautela.

Os casos humanos de FMB registrados na Regido Sul do pais, em sua
maioria, ndo foram confirmados com relacdo a espécie de riquétsia envolvida.
Adicionalmente, fatores epidemiologicos e clinicos, os quais diferem em varios
aspectos dos casos relatados na Regiao Sudeste, sugerem que pelo menos parte
deles nao tenha sido causada pela R. rickettsii. Assim, em inquéritos sorol6gicos em
populacées animais e humanas, provenientes de areas onde a epidemiologia da
FMB e de outras riquetsioses é escassa ou desconhecida, como é o caso de grande
parte da Regido Sul, recomenda-se 0 uso de outras espécies, além da R. rickettsii,
como antigeno.

No presente estudo, a soroprevaléncia (4,4%) encontrada para Rickettsia
spp. nos caes amostrados no municipio de Sao José dos Pinhais, Parana, foi
considerada baixa, sugerindo ser minimo o risco humano de infeccao. Por serem,
em sua maioria, caes errantes, que mantém contato proximo com outros animais e
seres humanos, além de possuirem livre acesso aos bairros do municipio, podem

ser utilizados como sentinelas para a ocorréncia da bactéria no local. Foi relatada,
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pela primeira vez, a evidéncia de infeccao natural por R. bellii e R. felis em caes no
Sul do Brasil, indicando a possivel circulacdo dessas espécies no local.

A coleta de carrapatos no municipio de Sao José dos Pinhais - PR, para
posterior pesquisa do agente por meio da PCR, nao é indicada. Tal fato justifica-se
devido a baixa soroprevaléncia para Rickettsia spp. encontrada nos caes
amostrados, 0 que sugere que 0s caes estao expostos a uma baixa populacdo de
vetores competentes infectados por Rickettsia spp. do GFM no municipio.
Felizmente, outros estudos sorolégicos realizados em cavalos e capivaras
(sentinelas para FMB em areas onde ha a presenca de A. cajennense), provenientes
de diferentes locais do estado de Sao Paulo, tém indicado que um numero muito
pequeno de populagdes de A. cajennense é infectado por riquétsias do grupo da
febre maculosa (SANGIONI et al, 2005; PACHECO et al., 2007). Esse achado
corrobora com o numero relativamente baixo de casos da doencga relatados na
Regidao Sudeste do Brasil, em contraste com a elevada populacédo que esta exposta
a infestagcbes por A. cajennense, como em d&reas rurais. Mesmo em areas
endémicas para a FMB, as taxas de infecgdo por R. rickettsii em populacdes de
carrapatos A. cajennense sao geralmente muito baixas, em torno de 1% (GUEDES
et al., 2005), ou tdo baixas que, em alguns estudos, ndo foi encontrado ao menos
um exemplar de carrapato infectado por R. rickettsii (SANGIONI et al., 2005).
Similarmente, um estudo recente encontrou 0,9% (6/669) de -carrapatos A.
aureolatum, agente incriminado como vetor da R. rickettsii na regido metropolitana
de Sao Paulo (PINTER e LABRUNA, 2006).

Apesar de a infeccdo natural por R. rickettsii em cées ter sido relatada nos
EUA desde a década de 1980, a doenca clinica nessa espécie animal foi apenas
recentemente relatada no Brasil (LABRUNA et al.,, 2009). O capitulo referente a
revisao bibliografica da FMB em caes buscou, além de reforcar a importancia do cao
como sentinela para distribuicdo de Rickettsia spp., descrever os principais fatores
clinicos, diagnosticos e curativos da doenca no cao disponiveis na literatura.
Acredita-se que casos clinicos de FMB, tanto em seres humanos quanto em caes,
sejam subnotificados no pais e, possivelmente, mascarados por outras infecgdes.
Assim, a distribuicdo geografica da doenga no pais é, provavelmente, subestimada.

Em visita técnica a ltaipu Binacional realizada em dezembro de 2008, foi
coletado um total de 18 carrapatos adultos (15 fémeas e 3 machos) da espécie A.

dubitatum sobre duas capivaras atropeladas na area da ltaipu. Todas as amostras
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foram submetidas a extracdo de DNA, de acordo com o protocolo de Chomkzynski
(1993) com modificagdes de Sangioni (2003). Posteriormente, as amostras extraidas
foram testadas pela técnica da Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) (ANEXO
8), utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) denominados
RpCS.877p senso “forward” (GGGGGCCTGCTCACGGCGG 5->3) e RpCS.1258n
anti-senso “reverse” (ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 5-33’), os quais amplificam
um fragmento de 381 pares de base (pb) do gene citrato sintase (g/tA), presente em
todas as espécies de Rickettsia (REGNERY et al., 1991). Dos 18 A. dubitatum, trés
(16,7%) amostras foram positivas para o gene gltA (ANEXO 9). Embora em numero
nao representativo de carrapatos amostrados, esse resultado confirmou a infecgao
por Rickettsia spp. nas amostras positivas. Aliado a soroprevaléncia elevada
encontrada nas capivaras de cativeiro e de vida livre de Foz do Iguacu — PR,
demonstrada no quarto capitulo dessa dissertacao, evidencia-se a necessidade de
estudos epidemiolégicos futuros mais aprofundados na regido, como a pesquisa do
agente em carrapatos coletados a partir do meio ambiente, a fim de determinar qual

a espécie de carrapato predominante na regiao e a espécie de riquétsia circulante.
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ANEXO 1 — APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Universidade Federal do Parana
Setor de Ciéncias Agrarias

U F P R Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA
CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 037/2008. referente ao projeto “Vigilancia ativa da
febre maculosa brasileira em cies de Sao José dos Pinhais-Pr. sob a responsabilidade
de Fernanda Silva Fortes. na forma em que foi apresentado. foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias. em reunido realizada dia 15
de dezembro de 2008. Este certiticado expira em junho de 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 037/2008. regarding the project “Vigilancia ativa
da febre maculosa brasileira em cies de Sio José dos Pinhais-Pr7. in charge of Fernanda
Silva Fortes. in the terms it was presented. was approved by the Animal Use Ethics
Committee of the Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal do Parana
(Federal University of the State of Parana. Southern Brazil) during session on December
15, 2008. This certificate expires on June, 2010.

Curitiba. 05 de junho de 2009.

W | el ) G ol

Rogério Ribas Lange Féabiano Montiani Ferreira
o Presidente Vice-Presidente

N/

Noif

NS

Comissao de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.



ANEXO 2 — AUTORIZAGCAO DA PREFEITURA MUNICIPAL DE SAO JOSE DOS

PINHAIS - PR.

PREFEITURA MUNICIPAL
DE SAO JOSE DOS PINHAIS
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

Oficio n° 370/SMS Sao José dos Pinhais, 30 de margo de 2009.
Prezado Senhor:

Através deste, comunicamos o nosso parecer favoravel a realizagéo do projeto
“Vigilancia Ativa da Febre Maculosa Brasileira em Cdes de S&o José dos
Pinhais — PR” encaminhada através do Oficio 07/09 LDP.

Atenciosamente,

'”Q(a \/ gR N2

Elaine de Castro Neves Alan Céé’ér Didrio
Diretora do Depto. de Salde Comunitaria Secretario Municipal de Saude
At. Senhor

Marcelo Molento

Médico Veterinario — Professor Adjunto da UFPR
Laboratério de Doencas Parasitarias

Rua dos Funcionarios, 1540.

CEP: 80035-050 / Curitiba — PR

Rua Visconde do Rio Branco, 2905-Centro-83005-420- S30 José dos Pinhais — Parana

&9



ANEXO 3 — AUTORIZACAO DO IBAMA

Ministério do Meio Ambiente - MMA
. Instituto Braslleiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
i Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

M A
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Nimero: 12587-1 l Data da Emissdo: 19/02/2008 16:48 J Data de Validade: 18/02/2009
Dados do titular
Regislro no lbama: 2083055 [ Nome: Wanderiel de Moraes |ceF:010.992.048-10

Tilulo do Projeto: Levantamenio Sanitirio em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) em vida livre, nas Areas Protegidas da Itaipu Binacional

Nome da Instituigso : ltaipu Binacional 'CNFJ: 00.395.988/0012-98

Observagbes, ressalvas e condicionantes

1 |~ participacao dofaj p geiroa) nas atr previstas nesia aulorizagdo depende de a ¢ Gida pelo Ministérno de Ciénca e
T CNPg/MCT);
;" Esla autorizagao ndo exime o llular & a Sua equipe da idade de obler as previsias em oulros Instrumentos legals, bem coma do consentimento do
respansdvel pela drea, plblica ou privads, onde serd realizada a atividade.
| | Esta aulonizagao nao podera sar UliiZada para fins Come! . industrials, espoﬂhu ou para realizagao de almﬂsde: lnelenuu 9 nrooem de lcenciamento
3 | ambiental de empreendimentos. O material bickag fetado deverd ser utiliz para ativk de uso
econdmica.
4 A avlorizacdo para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrnico www.ibama.gov.bricites. Em caso de
matenal consignado, consulie www.ibama gov.bisisbic - menu Expodagao.
| [ tular de icenga ou aulonzagho & 05 Membros da sUa equipe Deverao optar por MElodos de coleta & ir de caplura . sempre que possivel,
5 |ao grpo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilldade
|| de populagtes do grnupo taxondmico de interesse em condicao in situ.
& e documento nao dispensa a oble de autorizaclio de acesso ao P da patri o genético ou a ento tradickonal asscciade nos ermos da
| {iegisiaciio vigante
» |Emcasode peanum em umuado de G 3o Federal, titular devera a admi 30 dessa unidade a im de CONFIRMAR AS DATAS
das axpedicd condicies para n 3 uasmmuadeuwdalnhmummdaunhm
E Asaummmnmmasmalaaummo NAD abrangem espécies brasheiras constanie 06 IS1as ORCIals (06 ADrangencia nacional, SIa0ual ou muniKipal) ae
arme as de @ , Sobr ou al as do sobreex|
Equipe
J Nome Fungio CFF Doc. Identidads Naclonalidade
[ Sandra Mara Rofter Curofto Pesquisadara E T4 0BB44 rasileira
[Z | Ceonilda Correla dos Santos isad 338176, 1.082.000 || PR-PR
3 elker Biondo pesquisador 104.159, 508-58 172 17 II-SP dragileira
|4 [ ZALNIR SILVING CUBAS g Jor 519,550 245-87 3.167.774-1 IPRPR Srasieis

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Munict [ UF | Descriglo do local —[Tipo =
|T’+?Uz DO IGUACU [PR__ | Areas Protegidas da ltaipu Binacional Fora de UC

Atividades X Téxons

# Alividade_ Taxons ]
1_| Captura de animais silvesires in siu Hyudrochaeris hydrochaens |
'2_| Coetaliran O amosiras cas ex situ Hi ris hydrochaeris
EN afirans de amosiras situ H; 5 by i

4 anspone de espacimes da fauna silvesire in situ Hydrochaens hydrochaens ("Qtde: 50)

5 :nar:;maomm lemporana (até 24 meses) de vertebrados silvestres Hydrochaeris hydmchaeris

6 | Marcagdo de animals siivestres in situ Hydrochaeris hydrochaeris

Qtde. de individuos por espéciefocalidade/unidade de conservagdo, a serem cobatados durante um ana.
Material e métodos

1| Amostras biokigicas (Outros mamifercs) Pélo, Urina, Ectoparasita, Sangue, Fezes

2 M P (Outros Outros de captu Captura manual, Puga, Armadilna tipe gaiola com atragao
etodo poriscas ("Box Trspﬂmhawlu‘Slmn

3 | Método de marcagho (Oulros mamieros) Descoloragho de pélos, Taluagem (inta), Mar, australiana (plcote na oreina,

Este documento (Autorizagio para atividades com finalidede cientifica) foi expedido com base na Instrugio Normativa Ibama n®154/2007. . Através
do codigo de aulenlicagdo abaixo, qualquer cidadfio poderd verificar a aulenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do
IbamalSisbio na intemel (www.ibama.gov.brisisbio).

Cédigo de autenticagdo: 17427596 I"I "

[ Pagina 1/3 - i |




Ministério do Meio Ambiente - MMA
-~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
i A Sistema de Autonzaglo e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

M A
Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Namero: 12587-1 ' Data da Emissdo: 19/02/2008 16:48 ] Data de Validade: 18/02/2009
Dados do titular
Registro no Ibama: 2083055 | Nome: Wanderlel de Moraes |CPF: 010.992.048-10
Titulo do Projeto; Levantamento Sanitdrio em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) em vida livre, nas Areas Prolegidas da Itaipu Binacional
Neme da Instituigdo : Haipu Binacional ' |CNPJ; 00.395.988/0012-98

Destino do material bioldgico coletado

] Nome iocal destino 1‘1% Deatino
1| aipu Binacional Hospital Veten da laij 1]
[2_[Taipu Binacional Labaoratério Ambiental da Itaipu Binacional
3| UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA niidade de Ensino Supenor

Esle documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugo Normativa Ibama n®154/2007. . Através
do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a au 3 ou regul deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbia na intemet (www.ibama.gov brisisbio).

Cadigo de autenticagdo: 17427596 “"I"I""I

Pagina 2/3 |




92

Ministério do Meio Ambiente - MMA
~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovévels - IBAMA
Sistema de Autorizagio e Inf ¢80 em Biodi idade - SISBIO

MM A

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Numero: 12587-1 |7 Data da Emissdo: 19/02/2008 16:48 Data de Validade: 18/02/2009 J
Dados do titular
Registro no lbama: 2083055 [Nane: Wandertel de Moraes |ch: 010.992.048-10

Titulo do Projeto: Levantamento Sanitario em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) em vida livre, nas Areas Protegidas da ltaipu Binacional

Mome da Instituigio : ltaipu Binacional | CNPJ: D0.395.988/0012-98

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. , a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
contempiado na autorizagdo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta ser comunicada ao Ibama por meio do relatério de atividades. O transporte do material
biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagao.
O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituigdo cientifica, preferencialmente
depositado em colegdo biolbgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Nivel Taxon® Qide. Amostra Qide. Data

* ldentificar o espécima_ no nivel taxondmico mais especifico possivel,

Esle documento (Autorizagdo para alividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugfio Normativa Ibama n°154/2007. . Atraves
do cédigo de autenti > abaixo, qualquer cidadio poderd verificar a aut ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na intemet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 17427596 H"mllm

L Pégina 3/3 ]
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ANEXO 4 — PROTOCOLO DA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
(RIFI)

Principio do teste

O ensaio consiste na reacdo de amostras de soro ou plasma com células Vero
infectadas por Rickettsia spp., fixadas em l|aminas de microscopia para
fluorescéncia. Aproximadamente 90-100% das células possuem formas
cocobacilares da riquétsia, capazes de serem visualizadas numa reac¢ao positiva.
Cocobacilos extracelulares também sdo comumente visualizados. A reagéo entre o
antigeno fixado e o anticorpo presente nas amostras é visualizada ap6s a adicao de
anti-imunoglobulina canina (Ig) conjugada com isotiocianato de fluoresceina. Para a

leitura da reagéo, deve-se utilizar microscépio para fluorescéncia.

Material utilizado

1. Laminas para RIFI contendo células Vero infectadas por Rickettsia spp.;
. Soro controle positivo de céo;

. Soro controle negativo de cao;

. Anti-Ig canina conjugada com isotiocianato de fluoresceina;

. Glicerina tamponada pH 9,0 £ 0,5;

. Azul de Evans 0,1%;

. Tampao fosfato/salina (PBS) pH 7,2;

0 N oo o0 A WD

. Tampao de lavagem (PBS com Triton X 100 a 0,1%);
9. Microplacas do tipo Elisa (96 pocinhos);

10. Micropipetas calibradas (P20, P200 e P1000);

11. Ponteiras sem filtro, de 20, 200 e 1000uL;

12. Recipiente com tampa para cadmara umida;

13. Cubas para lavagem de laminas (tipo Koplin);

14. Luvas de latex descartaveis;

15. Recipiente para descarte de material contaminado;
16. Laminulas 24 x 50 mm;

17. Papel aluminio e vidrarias em geral;

18. Estufa a 37°C;

19. Microscopio para fluorescéncia.
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Conservacao e estocagem do material

1. Laminas para RIFI contendo células Vero infectadas por Rickettsia spp. (manter
em freezer a — 80°C);

2. Soros-controle positivo e negativo (manter em freezer a — 20°C);

3. Anti-lg canina conjugada com fluoresceina (manter em geladeira, entre 2 e 8°C);
4. Glicerina tamponada pH 9,0 + 0,5 (manter em geladeira, entre 2 e 8°C);

5. Azul de Evans 0,2% (manter em geladeira, entre 2 e 8°C);

Cuidados e precaucoes

1. Somente para uso diagnéstico “in vitro”;

2. Ao manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, deve-se observar as
precaucoes de biosseguranga necessarias;

3. A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagndstico depende do
cumprimento as boas praticas de trabalho e segurancga do laboratério:

» As amostras, assim como as laminas e outros insumos devem ser estocados e
manipulados adequadamente;

» Homogeneizar as amostras e os controles antes de usar;

 Usar luvas descartaveis durante todas as etapas do teste;

» Desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, laminas usadas, etc., em
solugéo de hipoclorito de sédio diluido a 1:20 ou agua sanitaria a 1:10;

* Nunca misturar componentes de lotes diferentes;

» Todos os frascos utilizados para diluir os componentes devem estar muito bem

limpos, secos e desengordurados.

Preparacao do tampao fosfato pH 7,4 (PBS)

Sais Quantidade
Cloreto de sédio (NaCl) PA 0,15 M 8,779
Fosfato de Sodio Dibasico Anidro (Na2HPO4) PA — 0,0072 M 1,029
Fosfato de S6dio Monobasico Anidro (NaH2PO4) PA - 0,0028 M 0,34 g
Agua destilada gsp (Quantidade suficiente para) 1.000 mL
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Titulacao do conjugado
Testes executados previamente com o mesmo lote de conjugado que esta incluido

neste kit demonstraram que a titulacao 6tima é de 1:400.

Procedimentos para a execucao da RIFI

Teste qualitativo (para determinar se a amostra é reativa ou néo reativa, na diluicao
de 1:64).

1. Para o protocolo de trabalho, podem ser avaliadas até 10 amostras de soro ou

plasma por l[amina;

2. Retire da refrigeracdo as laminas necessarias para testar as amostras, deixando-
as imersas em PBS por 10 minutos a temperatura ambiente e secando-as a
temperatura ambiente, em seguida. Os controles positivo e negativo, e os demais
reagentes deverao estar a temperatura ambiente para sua utilizacao;

3. Dilua as amostras a serem testadas e os soros-controle positivo e negativo a 1:64
em PBS. Para realizar esta diluicao utilize 2,5 uL de soro ou plasma e adicione 157,5
uL de PBS. Homogeneize suavemente, evitando a formagéo de bolhas;

4. Adicione 20uL das diluicbes das amostras e dos soros-controle positivo e negativo
em cada poco das laminas;

5. Incube as laminas em camara umida por 30 minutos em estufa a 37°C;

6. Lave as laminas com tampao de lavagem (usar piseta ou pipeta de Pasteur como
auxiliar);

7. Deixa-las em cuba com tampéao de lavagem durante 15 minutos;

8. Transferir as laminas para outra cuba, também com tampado de lavagem e
aguardar mais 15 minutos;

9. Deixe as laminas secarem a temperatura ambiente;

10. Dilua o conjugado anti-lg canina-fluoresceina, na propor¢cao adequada obtida
com a prévia titulagdo do conjugado, em PBS;

11. Adicione 20 uL da diluicao do conjugado em todos os pocos das laminas;

12. Incube as laminas em camara umida por 30 minutos em estufa a 37°C, ao abrigo
de qualquer fonte de luz;

13. Lave as laminas com tampao de lavagem (usar piseta ou pipeta de Pasteur

como auxiliar);
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14. Prepare uma solu¢do com azul de Evans na proporcao de 0,3 mL para cada 100
mL de tampao de lavagem; em cuba apropriada, deixe as laminas durante 15
minutos, cobertas com papel aluminio para proteger de qualquer fonte de luz;

15. Repita o passo anterior por mais 15 minutos;

16. Deixe as laminas secarem a temperatura ambiente, sempre ao abrigo da luz;

17. Adicione de 4 a 5 gotas de glicerina tamponada sobre cada lamina, cobrindo-a
com laminula, evitando a formacao de bolhas. Mantenha-as sob abrigo da luz e a

seco, até o momento da leitura.

Leitura

Para a leitura e interpretacdo das reacbes, utilize o microscépio de
imunofluorescéncia e objetiva de 40X.

1. Focalize a lamina na posicéao do soro controle positivo e observe a fluorescéncia
presente em cerca de 90-100% das células;

2. Focalize a lamina na posi¢ao do soro controle negativo e observe a auséncia de
fluorescéncia nas células, bem como a coloracao de fundo (“background”);

3. Proceda a leitura das amostras, considerando os padrées:

NAO REAGENTE — auséncia de fluorescéncia intracelular compativel com o formato
padrao de riquétsias (formas cocobacilares);

REAGENTE - presenca de fluorescéncia intracelular compativel com o formato
padrao de riquétsias (formas cocobacilares) no interior da grande maioria das

células, e no espaco extracelular também.

Teste quantitativo (realizado apenas para as amostras reativas no teste qualitativo)

1. Para essa parte do trabalho, considere uma lamina para cada 2 amostras de soro
ou plasma que se mostraram reativas a diluicdo de 1:64 no teste qualitativo;

2. Faca a diluicdo como no teste qualitativo; as diluicbes subsequentes (1:128,
1:256, 1:512, 1:1024) devem ser feitas em microplacas adicionando-se quantidades
iguais de PBS e diluicao anterior.

3. Considere a amostra como reativa até a dltima diluicio em que estruturas
morfologicamente compativeis com riquétsias (formas coco-bacilares) estejam sendo
visualizadas no interior da grande maioria das células. Esta ultima diluigao
correspondera ao titulo de anticorpos anti-Rickettsia spp. da amostra. Caso uma
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amostra de soro ou plasma se mostre reativa até a diluicdo de 1:1024, deve-se

continuar os testes de diluicdo desta amostra numa nova lamina;

Consideracoes

A RIFI é considerada a prova padrdo-ouro para o diagnéstico de riquetsioses em
seres humanos e animais, sendo um importante instrumento para o diagnéstico e a
vigilancia da febre maculosa. A confirmacao da prova se da por meio da visualizacao
da reatividade nas formas cocobacilares da bactéria. Desta forma, para uma leitura
adequada, deve-se sempre ter em mente o padrdo morfolégico de uma riquétsia
(tamanho e forma), que deve ser buscado principalmente no interior de células. No
entanto, laminas feitas com 100% de células infectadas também apresentam muitas
riquétsias no espago extracelular, em funcdo da ruptura de células durante o
processo de confeccdo das laminas. Para um diagnéstico definitivo da febre
maculosa, por meio da RIFIl, devem ser testadas amostras pareadas (duas amostras
de soro ou plasma colhidas do mesmo paciente, intervaladas de 2 a 3 semanas,
sendo a primeira na fase aguda da doenca, e a segunda na fase de convalescenca).
Por esta razédo, devem ser determinados os titulos de anticorpos reativos para cada
amostra, pois o diagnostico € considerado positivo somente quando o titulo da
segunda amostra for, no minimo, quatro vezes superior ao titulo da primeira

amostra.
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ANEXO 5 - FOTO DE SORO DE CAO POSITIVO PARA A REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) UTILIZANDO COMO
ANTIGENO A ESPECIE Rickettsia rickettsii, NA DILUICAO DE 1:64.

AUMENTO DE 400X

FONTE: SANGIONI, 2003".

' SANGIONI, L. A. Pesquisa de infeccédo por rickettsias do grupo febre maculosa em humanos,
caes, equideos e em adultos de Amblyomma cajennense, em regiao endémica e nao
endémica do estado de Sao Paulo. 86f. Tese (Doutorado) — Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2003.
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ANEXO 6 — CABACTERiSTIQAS DOS CAES SOROPOSITIVOS NA RIFI E
ANALISE ESTATISTICA

TABELA 1 — DEMONSTRATIVO ENTRE AS CARAQTERiST[CAS (IDADE, SEXO, RACA E
SITUACAO DOMICILIAR) E A POSITIVIDADE NA RIFI A DILUIGAO DE 1:64 PARA Rickettsia spp.
EM CAES NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS, PARANA, BRASIL, NO PERIODO DE
FEVEREIRO DE 2006 A JULHO DE 2007

Amostras Positivas Idade Sexo Raca Situacao Domiciliar
8 Idoso Macho S.R.D. Nao-domiciliado
27 Adulto Fémea S.R.D. Domiciliado

86 Adulto Macho C.R.D. Domiciliado

103 Adulto Macho S.R.D. Nao-domiciliado
107 Adulto Fémea S.R.D. Nao-domiciliado
138 Adulto Macho C.R.D. Domiciliado

145 Adulto Fémea S.R.D. Domiciliado
162 Adulto Macho S.R.D. Nao-domiciliado
163 Adulto Macho C.R.D. Domiciliado

183 Adulto Macho S.R.D. Domiciliado

204 Adulto Fémea S.R.D. Nao-domiciliado
244 Adulto Fémea S.R.D. Nao-domiciliado
295 Adulto Macho C.R.D. Nao-domiciliado
344 Adulto Macho S.R.D. Nao-domiciliado
346 Adulto Macho C.R.D. Nao-domiciliado
354 Adulto Fémea S.R.D. Nao-domiciliado

FONTE: O autor (2010)
NOTA: S.R.D.: sem raca definida
C.R.D.: com raga definida

TABELA 2 — ASSOCIAGAO ESTATISTICA DA POSITIVIDADE NA RIFI A DILUIGAO DE 1:64 PARA
Rickettsia spp. COM IDADE, SEXO, RAGA E SITUACAO DOMICILIAR, UTILIZANDO O TESTE DO
QUI-QUADRADO, EM CAES NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS, PARANA, BRASIL, NO
PERIODO DE FEVEREIRO DE 2006 A JULHO DE 2007

Variaveis Opcobes Positivos/Total (%) Valor de p
e e ISRIAS g
o e 0EEGS o
Origem Né%oc;?)ir?w"iglcij;do 16(;/124222(?4,25)) 0.8992

FONTE: O autor (2010)
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ANEXO 7 — IMAGEM AEREA DO REFUGIO BIOLOGICO BELA VISTA, SITUADO
NO MUNICIPIO DE FOZ DO IGUAGU - PR, 2009

FOTO AEREA DA AREA CONSTRUIDA DO REFUGIO BIOLOGICO BELA VISTA

FONTE: CUROTTO, 2009

NOTA: HV: Hospital Veterinario; QN: quarentenario; CASIB: Criadouro de Animais Selvagens da
ltaipu Binacional; ZOO: Zool6gico Roberto Ribas Lange. Area em destaque: Recinto das capivaras,
catetos e antas.

"CUROTTO, S. M. R. Deteccdo microscopica e molecular de Plasmodium sp. em capivaras
(Hydrochaeris hydrochaeris) do Refugio Biolégico Bela Vista, Foz do Iguacu, Parana. 122f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Setor de Ciéncias Agrérias, Universidade
Federal do Paran4, Curitiba, 2009.
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ANEXO 8 — REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Reagentes Citrato Sintase (g/tA)
Tampéo “buffer” 10x 2,5uL
Nucleotideos trifosfatados (Dntp 1,25 mM) 4,0 uL
MgCI2 (50 mM) 0,75 uL
Primer Foward (pmoles/uL) 1,25 uL
Primer Reverse (pmoles/pL) 1,25 pL
Taq polimerase (5000 U/mL) 0,15 uL
H20 mili Q g.s.p. 12,6 L
TOTAL 22,5 uL

QUADRO 1 — CONCENTRACAO DOS REAGENTES EMPREGADOS NA REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) DE ACORDO COM O GENE ALVO BUSCADO PARA
DETECGCAOQO DE Rickettsia spp.

FONTE: O autor (2010)

Etapas Citrato Sintase (g/tA)
Desnaturacao inicial | 95°C; 3 min

Numero de ciclos 40

Desnaturacao 95°C; 15 seg
Anelamento 48°C; 30 seg
Extensao 72°C; 30 seg
Extensao final 72°C; 7 min

QUADRO 2 - PROTOCOLO DO TERMOCICLADOR DE ACORDO COM O GENE ALVO UTILIZADO
NA PCR PARA DETECGCAOQO DE Rickettsia spp.
FONTE: O autor (2010)
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ANEXO 9 — FOTO DE ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 2% CORADO
COM BROMETO DE ETIDIO A 1,5%

381 pb
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FIGURA 1 — PCR PARA DETECCAO DO GENE CITRATO SINTASE gitA DE Rickettsia spp. EM 18
CARRAPATOS COLETADOS DE DUAS CAPIVARAS (Hydrochaeris hydrochaeris)
UTILIZANDO OS PRIMERS RpCS.877p SENSO (GGGGGCCTGCTCACGGCGG
5'—3’) e RpCS.1258n ANTI-SENSO (ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 5—3)

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Coluna +: controle positivo (DNA de Rickettsia rickettsii). Colunas - | e - Il: controle negativo

(agua). Colunas 2, 4 a 15, 17 e 18: amostras de carrapatos negativos. Colunas 1, 3 e 16: amostras de

carrapatos positivos. Setas: bandas especificas (381 pb).
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ANEXO 10 — RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSOS DURANTE
O CURSO DE MESTRADO

1. CUROTTO, S. M. R.; FORTES, F. S.; SANTOS, L. C.; MORAES, W.; CUBAS, Z.
S.; GRYCAJUK, M. C. H.; BARROS-FILHO, I. R.; PACHECO, R. C.; BIONDO, A. W_;
MOLENTO, M. B.; LABRUNA, M. B. Rickettsia spp. serological diagnosis in
capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris) from Foz do Iguagu, Brazil. In: XI
CONGRESSO E XVIIL ENCONTRO ASSOCIAGAO BRASILEIRA DE
VETERINARIOS DE ANIMAIS SELVAGENS — ABRAVAS, 2008, Santos. Anais...
Santos: 2008. p. 76-79.

2. DUTRA, L. H.; MOLENTO, M. B.; NAUMANN, C. R. C.; SAVIO, D.; FORTES, F.
S.; MALONE, J. B. Epidemiologia da fasciolose bovina no Brasil com auxilio do
sistema de informacdo geografica na Regido Sul. In: XXI CONGRESSO
BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA E Il ENCONTRO DE PARASITOLOGIA DO
MERCOSUL, 2009, Foz do Iguacu. Anais... Foz do Iguacu: 2009. 1 CD-ROM.

3. DUTRA, L. H.; SAVIO, D.; FORTES, F. S.; MALONE, J. B.; NAUMANN, C. R. C;
MOLENTO, M. B. Geographic information system surveillance of Fasciolosis in cattle
during 2003 to 2008 in Southern Brazil. In: WORLD ASSOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF VETERINARY PARASITOLOGY, 2009, Calgary, Canada.
Anais... Calgary: 2009. p. 76-79.

4. FORTES, F. S.; SANTOS, L. C.; CUBAS, Z. S.; MORAES, W.; SILVEIRA, [;
MORAES-FILHO, J.; LEITE FILHO, R. V.; CUROTTO, S. M. R.; BARROS FILHO, I.
R.; BIONDO, A. W.; LABRUNA, M. B.; MOLENTO, M. B. Diagndstico sorologico de
Rickettsia spp. em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) de Foz do Iguacu, Parana.
In: XXI CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA E Il ENCONTRO DE
PARASITOLOGIA DO MERCOSUL, 2009, Foz do Iguacu. Anais... Foz do Iguagu:
2009. 1 CD-ROM.

5. FORTES, F. S.; SILVEIRA, |.; MORAES-FILHO, J.; LEITE FILHO, R. V.; DUTRA,
L. H.; BIONDO, A. W.; BONACIM, J.; JACON, A. P.; LABRUNA, M. B.; MOLENTO,
M. B. Soroprevaléncia de Rickettsia spp. do grupo da febre maculosa em céaes de
Sao José dos Pinhais — PR. In: XXI CONGRESSO BRASILEIRO DE
PARASITOLOGIA E Il ENCONTRO DE PARASITOLOGIA DO MERCOSUL, 2009,
Foz do Iguagu. Anais... Foz do Iguacu: 2009. 1 CD-ROM.
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ANEXO 11 — ARTIGOS ENCAMINHADOS A REVISTAS CIENTIFICAS DURANTE O
CURSO DE MESTRADO

1. DUTRA, L. H.; MOLENTO, M. B.; NAUMANN, C. R. C.; BIONDO, A. W.; FORTES,
F. S.; SAVIO, D.; MALONE, J. B. Mapping risk of bovine fasciolosis in the South of
Brazil using Geographic information systems. Veterinary Parasitology (Print), 2009.

2. FORTES, F. S.; DUTRA, L. H.; BIONDO, A. W.; MOLENTO, M. B. Febre
maculosa brasileira em céaes: revisdao. Semina: Ciéncias Agrarias, |ID 2780, Envio
07/08/2009, Situagéo: em fila para avaliagéo.

3. FORTES, F. S.; DUTRA, L. H.; SILVEIRA, |.; MORAES-FILHO, J.; LEITE, R. V.;
JACON, A. P.; BIONDO, A. W.; LABRUNA, M. B.; MOLENTO, M. B. Seroprevalence
of Rickettsia spp. in dogs from the Sao Jose dos Pinhais city, Parana, Southern
Brazil. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science (a ser
submetido)

4. FORTES, F. S.; SANTOS, L. C.; CUBAS, Z. S.; MORAES, W.; DUTRA, L. H.;
BARROS FILHO, I. R.; BIONDO, A. W.; CUROTTO, S. M. R.; SILVEIRA, |;
MORAES-FILHO, J.; LABRUNA, M. B.; MOLENTO, M. B. Frequency of antibodies
against Rickettsia spp. in free ranging and captive capybaras (Hydrochaeris
hydrochaeris) from the Foz do Iguacu city, Parana, Southern Brazil. Pesquisa
Veterinaria Brasileira (a ser submetido)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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