Manoel Eduardo da Silva

FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI- Rickettsia spp. EM CAES DA
CIDADE DE BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS, BRASIL, 200 5

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Minas Gerais, Escola de Veterinaria, como requisito
parcial para obtencdo de grau de Mestre em Medicina
Veterinaria.

Area de Concentragdo: Medicina Veterinaria Preventiva

Orientador: José Oswaldo Costa

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria — UFMG
2007



S586f Silva, Manoel Eduardo da, 1969-
Frequéncia de anticorpos anti-Rickettsia spp. em cées da cidade
de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 2005 / Manoel Eduardo da
Silva. — 2007.
35 p. :il.

Orientador: José Oswaldo Costa

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Escola de Veterinaria
Inclui bibliografia

1. Cao — Doencas — Teses. 2. Rickettsia — Teses. 3. Rickettsioses
em animais — Teses. 4. Febre maculosa das montanhas rochosas —
Teses. |. Costa, José Oswaldo. Il. Universidade Federal de Minas
Gerais. Escola de Veterinaria. Ill. Titulo.

CDD - 636.708 96




Folhas de assinaturas






Compromissos assumidos com minha formacao e desenvolvimento de habitos sem os
guais me perderia e me anularia diante da vida:

Habito de ser consciente, critico, reflexivo (ndo “visual-auditivo”);

Habito de ser verdadeiro, sincero, auténtico;

Habito de ser justo, participante, solidario;

Habito de ser responséavel, nunca me omitindo da autoria de meus atos;

Habito de ser pessoa capaz de decidir e construir — com os dons que DEUS me
deu — a vida em comunh&o com outros. Pois 0s outros ajudam-me a ser,
compartilham minha existéncia.

arLONE




AGRADECIMENTOS

Ao Professor José Oswaldo Costa pela acolhida, apoio e estimulo durante a realizagao deste
trabalho.

Ao Professor Marcelo Bahia Labruna pelo auxilio na realizacdo das andlises laboratoriais e
orientagfes na execucdo da dissertacao.

Ao Professor Romario Cerqueira Leite pelo inestimavel apoio, colaboracdo, participacdo e
direcionamento no trabalho realizado.

Ao Professor Walter dos Santos Lima por todo apoio e ensinamentos.
Ao Professor José Ailton da Silva, pela revisao no projeto e calculo amostral.

Ao amigo Raul Rio Ribeiro, parceiro, pelo brilhantismo nas idéias, exemplo de organizacgéo, e
pela confianga em mim depositados.

Aos amigos do departamento de parasitologia do ICB que muito contribuiram para coleta dos
SOros.

A Priscilla pelo auxilio na confecgdo das figuras deste trabalho.
Aos futuros colegas de profissdo, UNIPAC/Conselheiro Lafaiete, pelo auxilio no dia D.

Aos funcionarios do Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, pela atengéo e
colaboragdo na execuc¢édo do projeto.

A Nadia, do laboratério de computagdo do DMVP, pelo auxilio na execucdo e revisdo na
formatacao da dissertagéo.

Aos colegas da EPAMIG, que apoiaram, ajudaram e incentivaram a persistir no caminho
escolhido.

A todos aqueles que de alguma forma colaboraram na realizagao deste trabalho.

E um agradecimento especial a DEUS revelado em Jesus Cristo, por tantas béncéos
concedidas.

DEDICATORIA

A minha esposa, Jesiane, que acreditou sempre na minha capacidade, pelo carinho, amor,
compreenséao e dedicacdo que motivaram o cumprimento de mais esta etapa em nossas vidas.

A meus filhos, Victor e Gabriel, razao pela qual, ndo desisto nunca.

A minha mée, Dona Hilda, que sempre teve uma palavra amiga e encorajadora, mesmo em
momentos de tristeza e perplexidade.

A memdria de meu pai, Sr. Manoel, exemplo de luta e dignidade, por mostrar-me o caminho a
ser seguido.



SUMARIO

RESUMO ...ttt ekttt ettt e e ettt e e e ettt e e e e ante e e e e annraeeas 9

ABSTRACT ..ttt e e an —ee e ettt e e e ettt e e e e e abe e e e e anbe e e e e aneeeeeanneeaaaan 9
1 INTRODUGAO ..ottt ettt ettt 10
2 LITERATURA CONSULTADA ....ooii ittt tteea et e et a e ataea e aneaeeas 10
21 CARACTERIZACAO E EPIDEMIOLOGIA DOS AGENTES ETIOLOGICOS

DA FEBRE MACULOSA NO BRASIL .....ooiiiiiiiieeeiiie et 10
2.2 Rickettsia spp DESCRITAS NO BRASIL E AVALIADAS NESTE ESTUDO...... 11
221 RICKEttSIA MCKEIESIi ..o 11
2.2.2 RICKELSIA PATKE ..c.eeeiiiieeee e 11
2.2.3 RICKELESIA RIS ....eeeieieiiiiiieee e 12
2.2.4 RICKELSIA DO ....eeeeeieeieeee e 12
2.25 Rickettsia amblyOmImMii...........oooiiiiii e 12
2.3 BIOLOGIA DOS AGENTES EM CAES, HOSPEDEIROS

AMPLIFICADORES, VETORES E NA NATUREZA.........cccoiiiiiieiiiee e 12
24 ASPECTOS CLINICOS DA FMB EM CAES........ccovoiieieeieeeeeeee e, 14
25 TRATAMENTO DA FMB EM CAES ......cociiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.6 ASPECTOS CLINICOS DA FMB EM HUMANOS .........cccoveieieieieieieene 15
2.7 TECNICAS DE DIAGNOSTICO .....cuiiiiiiiiiieiecie et 15
3 MATERIAL E METODOS ........couiiiiitiiieciecieeteeas ettt 17
3.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO ......ccccooviuiiieeeeeieeeeevee e 17
3.2 DEFINICAO DA AMOSTRA ...ttt 18
3.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA —RIFl......cccccoevierenann. 19
4 RESULTADOS. ....cei ettt ettt ca e ettt e e e et e e e et e e e s anbte e e e abeeeaeaneeeaas 20
4.1 PREVALENCIA GERAL PARA Rickettsia spp ENCONTRADA NOS CAES .... 20
4.2 ANALISE DESCRITIVA DOS ANIMAIS CONSIDERADOSPOSITIVOS A

REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA —RIFl.....cccccoeveeranann. 21
5 DISCUSSAOD ...ttt ettt b bbbt 22
6 CONCLUSOES ...ttt ettt 24
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........coiviiiieiets cteeeeteeieeeeeeee e 24
8 ANEXOS ..ttt ettt ettt e et e et e e e e e ner e e e anebeaaaan 32

Anexo 1 — Questionario 32

Anexo 2 — Reacao de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI 33

LISTA DE TABELAS

Tabelal Participacdo percentual da populagdo canina de acordo com as regionais

administrativas, na populacgéo total do municipio de Belo Horizonte — 2005. ... 18
Tabela2 NUmero de caes submetidos a venopuncao para composi¢do da amostra a

ser analisada, distribuidos por regionais da Prefeitura de Belo Horizonte,

1200 TSRS PPT 18
Tabela 3 Distribuicdo de caes positivos a RIFI para Rickettsia spp de acordo com a

regional administrativa da Prefeitura de Belo Horizonte, 2005. ....................... 20



Tabela 4

Titulos apresentados a RIFI para antigenos brutos de Rickettsia spp em
soros caninos de diferentes regionais administrativas da Prefeitura de Belo

HOFIZONEE, 2005, ..ttt ittt e e e st ettt et e e e s s saie bbb e e aaessssasnbbbbreeaaeesssannbbbneaaaaaas 21
LISTA DE FIGURAS
Figural Localizacdo do municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. ................. 29
Figura2 Regionais administrativas de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.................. 30
Figura 3 Distribuicdo dos cées positivos & RIFI para Rickettsia spp nas regionais
administrativas de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. .........cccccciiiiiiiinnne... 31




RESUMO

A febre maculosa brasileira (FMB), causada por Rickettsia rickettsii, doenca altamente letal
para humanos é endémica em algumas areas da Regido Sudeste brasileira. O presente
trabalho objetivou avaliar a infeccdo por riquétsias na populacdo canina da cidade de Belo
Horizonte, Minas Gerais, considerada ndo endémica para esta doenga. Para representar a
populagdo canina do municipio, 453 soros foram coletados e testados frente a cinco antigenos
riquetsiais (Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia felis e
Rickettsia bellii) através da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Soros reagentes a
uma diluicdo >64 para pelo menos uma espécie de Rickettsia foram considerados positivos.
Trés dos 453 soros reagiram com Rickettsia spp dando uma prevaléncia geral de 0,66% de
infeccdo por Rickettsia na populacdo canina desta cidade. Somente um desses trés soros foi
considerado homdlogo a Rickettsia rickettsii, uma vez que o titulo de anticorpos para esta
espécie foi pelo menos quatro vezes maior que os titulos obtidos para as demais espécies de
riquétsias testadas. Conclui-se que a FMB ndo é endémica em Belo Horizonte, muito embora
novos trabalhos soroepidemioldgicos devam ser feitos para monitoramento do status endémico
da doenca no municipio.

Palavras-chave: cdo, Rickettsia, FMB , prevaléncia.
ABSTRACT

Brazilian Spotted Fever (BSF), caused by Rickettsia rickettsii, is endemic and highly lethal for
humans in some areas of Southeastern Brazil. However, in the city of Belo Horizonte, capital of
the state of Minas Gerais, BSF is not endemic. The present study aimed to evaluate rickettsial
infection among the canine population of Belo Horizonte. For this purpose, 453 dog sera,
representing the entire canine population of the city, were tested against five rickettsial antiges
(Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia felis and Rickettsia
bellii) using the indirect immunofluorescence assay (IFA). Sera were considered positive if
reacted with titers > 64. Only 3 out of 453 sera were reactive to Rickettsia spp, giving an overall
prevalence of 0.66% of rickettsial infection among the canine population of Belo Horizonte. At
least one of these 3 sera was considered homologous to Rickettsia rickettsii because it
displayed a titer to this species four-fold higher than those elicited for the remaining Rickettsia
species. We conclude that BSF is not endemic in Belo Horizonte, although new serosurveys
must be conducted to verify the endemic status of this area in the near future.

Keywords: dog, Rickettsia, RMSF, prevalence.



1 — INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma
riquetsiose altamente letal para humanos e
endémica em algumas regides brasileiras.
Embora a bactéria Rickettsia rickettsii seja o
principal agente etiolégico da Febre
Maculosa, a doenca ja foi descrita no Brasil
tendo também como agentes a Rickettsia
parkeri e Rickettsia felis. Esses agentes ja
foram descritos no pais em animais e no
homem, sendo, no entanto confirmados
casos letais para humanos por somente
Rickettsia rickettsii.

Laboratorialmente, ja foi provado que o cao
doméstico (Canis familiaris) pode se
comportar como hospedeiro amplificador
para Rickettsia spp (Burgdorfer, 1988). Em
areas urbanas o cdo mantém uma estreita
relacdo com os seres humanos e pode ter
importante papel na cadeia epidemiologica
da FMB. Independente de serem ou nédo
hospedeiros amplificadores, os cédes sao
importantes sentinelas para Febre Maculosa
Brasileira (Sangioni, 2003).

Embora na América Latina o carrapato
Amblyomma cajennense seja considerado o
principal vetor da Rickettsia rickettsii para
humanos (Bustamante e Varela, 1947;
Rodaniche, 1953; Patino-Camargo, 1941;
Guedes et al.,, 2005; Pinter e Labruna,
2006), no Brasil o Rhipicephalus sanguineus
€ o0 principal carrapato dos cées, estando
presente principalmente nas areas urbanas
(Labruna, 2004a). E mesmo ndo tendo sido
confirmado como vetor da Febre Maculosa
para humanos no pais, este ixodideo ja foi
confirmado nos EUA por Demma et al.
(2005), no México por Bustamante e Varela
(1947) e como possivel vetor na Colémbia
por Labruna et al. (no prelo).

Segundo Sangioni (2003) o conhecimento
da epidemiologia em regiées com potencial
bidtico para o desenvolvimento da doenca
consiste em determinar as condicdes
socioecondmicas  da populagéo, a
distribuicdo e densidade dos vetores ja
incriminados como  transmissores, as
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condigBes ecoldgicas das localidades e as
espécies relacionadas com vetores.

A cidade de Belo Horizonte, capital do
estado de Minas Gerais, Brasil, é
considerada como ndo endémica para
Febre Maculosa Brasileira e pela primeira
vez, como forma inicial de avaliagdo do
status epidemioldgico das Rickettsia spp e
de monitoramento da Febre Maculosa no
municipio se objetivou um estudo para
determinar pela Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), a
presengca de anticorpos anti-Rickettsia
rickettsii, anti-Rickettsia  parkeri, anti-
Rickettsia felis, anti-Rickettsia bellii e anti-
Rickettsia amblyommii em soro sanguineo
de cdes desta cidade. E também
estabelecer a soroprevaléncia de infecgdo
por riquétsias do Grupo da Febre Maculosa
e do Grupo Ancestral em cées, assim como
associar fatores de risco a ocorréncia de
anticorpos anti-riquetsiais.

2 - LITERATURA CONSULTADA

2.1 - CARACTERIZACAO E
EPIDEMIOLOGIA DOS AGENTES
ETIOLOGICOS DA FEBRE MACULOSA NO
BRASIL

As riquetsioses sdo doencas causadas por
bactérias da familia  Rickettsiaceae,
constituida pelos géneros Rickettsia,
Orientia, Ehrlichia, Neorickettsia e
Anaplasma (Silva, 2006).

O género Rickettsia compreende bactérias
da subdivisdo alfa (a) da classe
Proteobacteria, as quais sédo coco-bacilos
gram-negativos, em associacdo obrigatéria
com células endoteliais eucariotas (Weiss e
Moulder, 1984; Yu e Walker, 2003).

As riquétsias patogénicas sao responsaveis
por vérias doencas conhecidas como
riguetsioses, que sao transmitidas pela
picada de artropodes hematéfagos como os
carrapatos, pulgas e piolhos (hospedeiros
invertebrados) ao homem e animais (Weiss
e Moulder, 1984).



As espécies de Rickettsia séo classificadas
em trés grupos, baseando-se em padrdes
antigénicos, morfoldégicos, moleculares e
ecoldgicos: o Grupo Ancestral (GA)
compreende as espécies Rickettsia belli e
Rickettsia  canadensis, associadas a
carrapatos, e poucas outras espécies
associadas com anelideos (sangue-suga); o
Grupo do Tifo (GT) compreende as
espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia
typhi, associadas primariamente com
piolhos e pulgas, respectivamente; e o
Grupo da Febre Maculosa (GFM),
composto por mais de 20 espécies, estando
a grande maioria associada primariamente a
carrapatos, sendo as Unicas excec¢des deste
grupo Rickettsia felis e Rickettsia akari, que
estdo associadas com pulgas e acaros
gamasida, respectivamente  (Labruna,
2006a).

Febre Maculosa é o nome genérico para
doengcas causadas pelas riquétsias do
Grupo da Febre Maculosa (GFM). Nas
Américas, as espécies de riquétsias
causadoras de febre maculosa em humanos
sdo Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri,
Rickettsia africae, Rickettsia akari e
Rickettsia felis. Varias outras espécies do
GFM tém sido descritas em carrapatos nas
Américas, porém sem qualquer associacao
com casos de febre maculosa em humanos
(Labruna et al., 2004b).

No Brasil, a febre maculosa por Rickettsia
rickettsii tém sido relatada em S&do Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo
e na Bahia (Silva e Galvao, 2004; Plank et
al., 1979). Mais recentemente (2002 a 2006)
foram diagnosticados os primeiros casos de
febre maculosa nos estados de Santa
Catarina, Parand e Rio Grande do Sul
(Labruna, 2006a). No entanto, a
confirmacdo da espécie de Rickettsia
envolvida nos casos fora da regido sudeste,
associado a fatores clinicos e
epidemioldgicos, sugere que pelo menos
parte deles, ndo tenha sido causados pela
espécie  Rickettsia rickettsii  (Labruna,
2006a).

2.2 — Rickettsia spp DESCRITAS NO
BRASIL E AVALIADAS NESTE ESTUDO

2.2.1 - Rickettsia rickettsii

Rickettsia rickettsii € o agente etiolégico da
mais grave riquetsiose das Ameéricas,
chamada no Brasil de Febre Maculosa
Brasileira (FMB) ou febre do carrapato. Na
Colémbia, Panama, México e Costa Rica
esta mesma doenca recebe o nome de
“Fiebre Manchada”, e nos Estados Unidos é
conhecida como “Rocky Mountain Spotted
Fever” (Guedes et al., 2005).

Nos vertebrados, incluindo os humanos,
Rickettsia rickettsii se multiplica nas células
endoteliais. Nos carrapatos vetores da
doengca, a bactéria causa infecgdo
disseminada, multiplicando em células dos
intestinos, ovarios, glandulas salivares,
tibulos de malpighi e hemolinfa (Weiss e
Moulder, 1984; Yu e Walker, 2003).

Os carrapatos vetores de Rickettsia rickettsii
para humanos, conhecidos até o momento,
sdo Dermacentor andersoni, Dermacentor
variabilis e Rhipicephalus sanguineus nos
EUA (Demma et al., 2005); Rhipicephalus
sanguineus e Amblyomma cajennense no
México (Bustamante e Varela, 1947);
Amblyomma cajennense no Panama
(Rodaniche, 1953); Amblyomma cajennense
(Patino-Camargo, 1941) e possivelmente
Rhipicephalus sanguineus na Colémbia
(Labruna, 2006a); e no Brasil Amblyomma
cajennense e Amblyomma aureolatum
(Guedes et al., 2005; Pinter e Labruna,
2006).

2.2.2 - Rickettsia parkeri

Esta bactéria foi isolada em 1939 por R. R.
Parker do carrapato Amblyomma maculatum
coletado em vacas dos EUA (Parola et al.,
2005), sendo inicialmente tratada como uma
bactéria ndo patogénica. Na década de 90,
vérios casos de febre maculosa foram
reportados no Uruguai, 0s quais néo tiveram
a espécie de Rickettsia definida, embora
estivessem associados ao parasitismo pelo
carrapato Amblyomma triste (Conti-Diaz et
al., 1990; Conti-Diaz, 2001). Paddock et al.
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(2004) comprovou o primeiro caso de febre
maculosa em humano, causado por
Rickettsia parkeri, nos EUA. Recentemente,
no Uruguai, a bactéria Rickettsia parkeri foi
detectada em carrapatos Amblyomma triste
e em pacientes que sofreram a doenca
(Venzal et al., 2004). Atualmente a febre
maculosa causada por Rickettsia parkeri é
reconhecida nos EUA e Uruguai, com
suspeita de ocorréncia no Brasil, onde ja foi
detectada e isolada em carrapatos
Amblyomma triste e Amblyomma dubitatum
(Labruna et al. 2004; Silveira et al. 2005).

A febre maculosa causada por Rickettsia
parkeri se caracteriza por um curso nao
grave, ndo havendo letalidade registrada.
Tal fato tende a dificultar o diagnostico
clinico, passando despercebida em locais
onde nunca fora relatada. Esta doenca
tende a diferenciar-se clinicamente da febre
maculosa causada por Rickettsia rickettsii,
por apresentar linfadenopatia e uma lesao
papular tipica (“tache noir") no sitio de
fixacdo do carrapato (Conti-Diaz, 2001;
Paddock et al., 2004).

2.2.3 - Rickettsia felis

Rickettsia felis € uma espécie relativamente
nova, descrita na década de 90 nos EUA,
sendo considerada o agente etiolégico da
febre maculosa transmitida por pulgas.
Desde entdo, ela j& foi relatada em
diferentes paises de todos os continentes
do mundo, indicando uma distribuigdo
cosmopolita (La Scola et al. 2002, Horta et
al. 2006). A imensa maioria desses relatos
foi em pulgas do género Ctenocephalides,
principalmente Ctenocephalides felis felis.
Nas Américas, Rickettsia felis ja foi
detectada em pulgas dos EUA, Meéxico,
Brasil, Peru e Uruguai, com casos humanos
da doenca apenas nos primeiros trés paises
(Galvao et al., 2004). Nao ha registro de
casos letais causados por Rickettsia felis. E
extremamente baixo o numero de casos
relatados desta doenga no mundo,
contrastando com a distribuicdo
disseminada do agente e dos principais
hospedeiros invertebrados. Além disso, a
transmissdo do agente pela pulga, e o
proprio  mecanismo de transmissao,
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continuam obscuros, sem comprovagao
cientifica (Labruna, 2006a).

2.2.4 - Rickettsia bellii

Rickettsia bellii foi inicialmente relatada em
carrapatos nos EUA (Weiss e Moulder
1984). Atualmente, é a riquétsia mais
prevalente em carrapatos no Brasil, tendo

sido detectada e/ou isolada em Amblyomma

aureolatum, Amblyomma dubitatum,
Amblyomma humerale, Amblyomma
scalpturatum,  Amblyomma  rotundatum,

Amblyomma oblongoguttatum, Amblyomma
ovale, Ixodes loricatus e Haemaphysalis
juxtakochi (Labruna et al., 2004; Pinter e
Labruna, 2006). Muito embora seja
altamente prevalente nas populacbes de
carrapatos, com frequéncias de infecgdo
variando de 5 a 100%, n&o ha evidéncias de
infeccdo humana ou animal por Rickettsia
bellii (Labruna et al., no prelo).

2.2.5 - Rickettsia amblyommii

Rickettsia amblyommii foi isolada em 1974
do carrapato Amblyomma americanum nos
EUA e mais recentemente detectada em
Amblyomma cajennense e Amblyomma
coelebs na floresta amazénica brasileira e
também em Amblyomma longirostre no
Brasil. Esta bactéria pode ser relativamente
freqiente em algumas areas americanas,
pois aproximadamente 40% dos carrapatos
Amblyomma americanum podem estar
infectados e, todos os trés estagios deste
carrapato parasitam humanos (Parola et al.,
2005).

2.3 - BIOLOGIA DOS AGENTES EM CAES,
HOSPEDEIROS AMPLIFICADORES,
VETORES E NA NATUREZA

Embora ainda ndo haja comprovacdo de
qualquer espécie animal, incriminada como
hospedeiro amplificador de Rickettsia
rickettsii para Amblyomma cajennense no
Brasil, diferentes trabalhos realizados desde
1930 tém levado a suspeitar das capivaras,
gambas e coelhos silvestres (Labruna,
2006a).



Segundo Labruna (2006a) para que uma
espécie de vertebrado seja considerada
como um bom hospedeiro amplificador de
Rickettsia rickettsii na natureza, ela deve
preencher basicamente, 05 (cinco) quesitos:

1. Ser abundante na 4rea endémica para a
febre maculosa;

2. Ser um bom hospedeiro do carrapato
vetor em condi¢fes naturais;

3. Ser susceptivel a infecgdo por Rickettsia
rickettsii;

4. Manter a Rickettsia rickettsii circulante
em niveis plasmaticos suficientes para
infectar carrapatos que nele se
alimentam;

5. Ter uma alta taxa de renovagdo
populacional (quanto maior a
renovacao, maior serd a introducédo de
animais susceptiveis na populacgéo).

Os cédes parecem preencher muito bem
todos esses quesitos. Quando se refere a
cdes domiciliados, muitas vezes sua
reproducdo é manipulada pelo homem,
apresentando  taxas de natalidade
extremamente baixas; nao apresentando
portanto, taxa de renovacdo populacional
suficiente para garantir a presenca de
animais riquetsémicos que infectardo novas
linhagens de carrapatos (Labruna, 2006a).

Embora Norment e Burgdorfer (1984)

relatassem que cées domésticos
experimentalmente infectados com
Rickettsia  rickettsii ndo desenvolvam

riquetsemia para infectar mais que 1% de
carrapatos Rhipicephalus sanguineus, o
papel do cdo permanece controverso na
literatura (Weiss e Moulder, 1984). Piranda
et al. (2006) constataram que 20% dos
carrapatos Rhipicephalus sanguineus se
infectaram quando alimentados em caes
riguetsémicos, sugerindo um  papel
amplificador deste animal em areas
endémicas.

Casos humanos de febre maculosa
(Rickettsia  rickettsii)  transmitida  pelo
carrapato Rhipicephalus sanguineus no
Arizona (EUA) reergueram a hipotese de
cdes desempenharem o papel de

hospedeiros amplificadores de Rickettsia
rickettsii, uma vez que todos os estagios
parasitarios de Rhipicephalus sanguineus
parasitam primariamente o cdo doméstico, o
qual foi possivelmente a fonte de infecgdo
para 0s carrapatos Rhipicephalus
sanguineus no foco endémico do Arizona
(Demma et al., 2005).

Algumas populacdes de carrapatos
apresentam 14,3 a 100% dos individuos
infectados por espécies de Rickettsia spp
sendo que elas nunca foram encontradas
infectando hospedeiros vertebrados (Parola
et al., 2005).

Considera-se que a Rickettsia rickettsii
mantém seu ciclo vital na natureza, entre o
carrapato vetor (Dermacentor andersoni e
Dermacentor variabilis) e algumas espécies
de pequenos roedores, chamadas de
hospedeiro amplificador (Microtus
pensilvanicus, Pitymus pinetorum,
Peromyscus leucopus e Sigmodon hispidus)
(Burgdorfer, 1988). Embora a bactéria
também seja transmitida hereditariamente
entre geragbes sucessivas de uma
populacdo de carrapatos, apenas este
mecanismo ndo seria suficiente para manté-
la ativa ao longo do tempo, uma vez que ha
evidéncias laboratoriais de que Rickettsia
rickettsii € patogénica para o carrapato vetor
(Burgdorfer, 1988). Desta forma, o efeito
amplificador que alguns animais silvestres
desempenham deve existir para garantir a
manutencao da bactéria na natureza. Nesse
caso, o hospedeiro amplificador mantém a
bactéria em niveis altos em sua corrente
sangiliinea por alguns dias ou semanas,
garantindo que novos carrapatos se
infectem, amplificando a infeccdo na
populacdo de carrapatos (Burgdorfer, 1988).

Magnarelli et al. (1981) observaram que a
prevaléncia de carrapatos infectados,
detectados por imunofluorescéncia direta é
a mesma tanto em areas endémicas como
em areas ndo-endémicas, fato este que
reduz aparentemente a importancia do
carrapato como indicador de atividade
riquetsial em uma determinada area, isto &,
embora a presenca do ixodideo infectado
seja necessaria, ela em geral ndo seria
suficiente para produzir casos humanos.
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Entretanto devem ser considerados o0s
casos de alta infestacdo por carrapatos que
podem alterar essa relacdo. Dessa forma,
para que haja atividade riquetsial poderia
ser necessaria a coexisténcia de uma
relacdo de positividade entre vetores,
hospedeiros e reservatérios, incluindo
animais silvestres (Cardoso et al., 2006).

Nos vertebrados, a riquetsemia geralmente
€ breve, e consequentemente seu papel na
infeccdo de novas linhagens de carrapatos
€ limitado. Na natureza, a manutengcédo do
ciclo das riquétsias € garantida pela
capacidade dos carrapatos atuarem como
vetores reservatorios e/ou amplificadores
(Parola et al., 2005).

Nos carrapatos, existe transmissao
riquetsial transovariana e sobrevivéncia
transestadial. Estes mecanismos séo formas
importantes de manutengdo das Rickettsia
spp nas populacdes de carrapatos. Ovos e
larvas de Dermacentor andersoni originadas
de teledginas infectadas na fase larval se
apresentam 100% infectados por Rickettsia
rickettsii. Quando porém, a teledgina se
infecta, menos de 100% de seus ovos e
larvas apresentam-se infectados  por
Rickettsia spp (Burgdorfer et al., 1975).

Para  Rickettsia belli e Rickettsia
amblyommii, a transmissdo transovariana €
provavelmente, a principal via de
manutencdo dessas riquétsias na natureza
(Parola et al., 2005).

Em condi¢bes laboratoriais, carrapatos
infectados por uma espécie tornam-se
incapazes de manter e transmitir outras
espécies de Rickettsia spp (Burgdorfer et
al., 1988). Nenhum carrapato foi encontrado
na natureza infectado por mais de uma
espécie de Rickettsia (Labruna, 2004).

O Amblyomma cajennense é encontrado em
abundancia em todos os estados das
regibes Sudeste e Centro-Oeste no Brasil,
porém com distribuicdo limitada nas demais
regibes, sendo a principal espécie de
carrapato encontrada parasitando seres
humanos no centro-sul brasileiro e
considerado o principal vetor da febre
maculosa (Cardoso, 2006).
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O céo doméstico € um dos hospedeiros
primarios do estagio adulto do carrapato
Amblyomma aureolatum, vetor de febre
maculosa brasileira na regido da Grande
Sao Paulo, estado de Sao Paulo (Pinter et
al., 2004; Pinter e Labruna, 2006).

2.4 - ASPECTOS CLINICOS DA FMB EM
CAES

Os achados clinicos iniciais sédo febre (39,2
a 40,5°C), ocorrendo de 4 a 5 dias apés a
picada do carrapato (Warner, 2002),
anorexia, depressao, petéquias e
equimoses, epistaxe, injecdes esclerais e
conjuntivite sdo vistas nas mucosas oral,
ocular e genital (Breitschwerdt, 1988), tosse,
dispnéia e aumento de sons
broncovesiculares, linfadenite, perda de
peso e desidratagdo sdo também sinais
clinicos comuns (Lissman, 1980).

Edema de extremidades é freqiientemente
encontrado envolvendo labios, orelhas,
mucosa peniana e escroto. No estagio final
da doenca ou na convalescenca s&o
encontradas necroses de extremidades.
Outros achados podem incluir  dor
abdominal, anorexia, status mental alterado
(sinais de depressédo e esturpor), mialgia,
poliartrite, alteracdes vestibulares (andar em
circulo e nistagmo). Alguns sinais como
lesdes disseminadas e edemas substanciais
indicam progndstico ruim (Warner, 2002).

Anemia e leucocitose também podem estar
presentes, além de injdrias no endotélio
vascular que resulta em alteragbes da
permeabilidade vascular.

Cées infectados experimentalmente tém
aumentado a atividade sorolégica da
fosfatase alcalina, dos niveis de colesterol,
hiponatremia e hipocloremia (Lissman,
1980).

Cées recém chegados a areas endémicas
ou que tiveram a primeira exposi¢cdo a
carrapatos apds perda da atividade dos
anticorpos maternos podem ter um curso
mais severo da infeccao (Lissman, 1980).
Anticorpos maternos podem diminuir a
severidade clinica na exposicdo inicial ao



agente. O periodo de incubacdo varia de 2 a
14 dias ap06s a transmissao pelo carrapato
(Weiss e Moulder, 1984).

2.5 - TRATAMENTO DA FMB EM CAES

Os antibidticos de escolha para o tratamento
da FMB séo as tetraciclinas (25 a 30 mg/kg),
doxyciclina (10 a 20 mg/kg) ou cloranfenicol
(15 a 30 mg/kg). A antibioticoterapia
apropriada, dada antes da necrose tecidual
ou desenvolvimento das desordens da
coagulacao, reduz a severidade da doenca.
Tratamento de suporte deve ser dado em
caes desidratados, com falhas renais,
choque ou didtese hemorragica. A
mortalidade estd diretamente relacionada
com tratamentos incorretos ou falhas no
diagnéstico. A imunidade naturalmente
adquirida é um fator de protecdo importante
contra a manifestacdo da doenca clinica.
Cées saudaveis de areas endémicas,
freqientemente apresentam anticorpos anti-
Rickettsia spp, possivelmente como
resultado de uma infeccdo prévia a
Rickettsia rickettsii ou outra Rickettsia spp
nao patogénica (Warner, 2002).

2.6 - ASPECTOS CLINICOS DA FMB EM
HUMANOS

A doenca manifesta-se no homem
subitamente com febre continua, calafrios,
prostracdo, mal estar, mialgia, artralgia
principalmente nos tornozelos, punhos e
cefaléia ap6s um periodo de incubacéo de 2
a 14 dias. Erupcdes cutaneas
maculopapulares aparecem nas
extremidades, entre o 2° e 6° dia pos-
infeccdo, estendendo-se para o resto do
corpo, face e regido palmar e plantar. Ao se
replicar no endotélio vascular, uma vasculite
se instala conduzindo a ativacdo de
plaguetas, ativacdo do sistema de
coagulacdo, trombose e aumento da
permeabilidade vascular. Distarbios
hemostaticos, incluindo trombocitopenia e
tempo prolongado de coagulacdo, estdo
relacionados com efeitos citopéticos
celulares e atividades de endotoxinas da
Rickettsia rickettsii (Angerami et al., 2006;
Melles et al., 1992).

Os sintomas classicos sé&o: febre alta,
cefaléia, mialgia, dor abdominal e
aparecimento de manchas hemorragicas
(petéquias, maculas) na pele. A letalidade
em casos ndo tratados com antibidticos
especificos (principalmente do grupo das
tetraciclinas e cloranfenicol) pode chegar a
mais de 80% (Galvao, 1996).

2.7 - TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Embora o diagnostico da Febre Maculosa
baseie-se em sinais e sintomas clinicos
caracteristicos, o mesmo requer
confirmacgéo laboratorial, necessaria para
distingdo de outras doencas. A confirmagéo
laboratorial pode ser feita através da
pesquisa de anticorpos  especificos,
presentes alguns dias apds o aparecimento
da doenca; através do isolamento do agente
em amostras de sangue ou bidpsia de pele;
e ainda de amostras de carrapatos
coletados de pacientes ou de animais
reservatérios e de vida livre no meio
ambiente (Sangioni, 2003).

O diagnéstico laboratorial das riquetsioses
consiste em provas especificas, dentre as
quais, os métodos soroldgicos sdo 0s mais
usuais, como Weil-Felix, baseado em
aglutinacdo do soro de antigenos Proteus
com anticorpos anti-riquetisiais; Fixacdo do
Complemento; Microaglutinagéo;
Hemaglutinacdo Indireta; Aglutinacdo de
Latex; Ensaio Imunoenzimatico (Elisa), com
anticorpos policlonais ou monoclonais;
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI); teste de
protecdo por vacinas em cobaias; testes de
neutralizacdo de toxinas riquetisiais em
ratos com anti-soros preparados em
cobaias; Western Blotting, técnica mais
especifica, constituindo-se uma poderosa
ferramenta diagnéstica para estudos soro-
epidemiolégicos e  confirmagcdao  dos
resultados obtidos por testes soroldgicos
convencionais e tipificacdo sorologica pela
microimunofluorescéncia (TMS) (Horta,
2002).

Na escolha do teste sorolégico a ser
utiizado no diagnéstico de infeccdes
agudas, devem ser consideradas a
sensibilidade, o tempo necessario para o
aparecimento de titulos de anticorpos
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detectaveis, as quantidades e custos dos
antigenos necessarios e o material minimo
requerido. Para o0s estudos  soro-
epidemioldgicos, recomendam-se testes
com alta especificidade para evitar
resultados falso-positivos (Parola et al.,
2005).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) apresenta uma sensibilidade de 94 a
100% e especificidade de 100% (Melles et
al., 1999). Ainda que os resultados nao
revelem confiabilidade com o agente
etiolégico, podendo apresentar reacdes
cruzadas com outras riquétsias nao
patogénicas, esse teste tem sido
preconizado como método padrdo para o
diagnéstico laboratorial.

A RIFI é a técnica de referéncia utilizada
pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) e por muitos laboratorios
de Saulde Publica, podendo ser usada para
detectar anticorpos IgM e IgG em amostras
pareadas de soro, na fase aguda e de
convalescenca da doenca. E um teste
simples e econbmico para o diagnostico
precoce de riquetsioses, estudos soro-
epidemioldgicos e para a diferenciacdo de
isolados de riquétsias (La Scola e Raoult,
1997).

O teste de microimunofluorescéncia, uma
adaptacao da RIFI, tem sido utilizado para a
tipificagdo de riquétsias, principalmente nos
estudos sobre determinacdo das relacdes
taxondbmicas e epidemiologicas entre
riquétsias do Grupo da Febre Maculosa
(GFM). Este teste é simples, bastante
aplicavel, possibilita com uma Unica gota de
soro diluido a rea¢do simultdnea com 9 a 16
antigenos  diferentes, aumentando a
capacidade de diferenciacédo entre as cepas
do GFM e Grupo Tifo.

Com o objetivo de reduzir a demora dos
diagndsticos, véarios métodos laboratoriais
foram desenvolvidos para a deteccéo direta
de riquétsias nos materiais clinicos de
pacientes em fase de infec¢do aguda. Como
a imunodetec¢do de riquétsias em tecidos
(imunohistoquimica) ou em  células
endoteliais circulantes extraidas de sangue
total além do isolamento em cultura de

16

células, técnica de “shell vial", e a
amplificacdo de DNA riquetsial pela reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) (La Scola e
Raoult, 1997).

A imunohistoquimica é a metodologia
utilizada para o diagnoéstico em bidpsia de
pele de pacientes infectados (antes da
antibioticoterapia ou dentro das primeiras 48
horas pés-antibidtico) ou em tecidos de
autépsia, frescos ou preservados em
formalina, embebidos em parafina e, entéo,
submetidos a imunofluorescéncia ou
imunoperoxidase.

O isolamento do agente, a partir de
amostras humanas ou de artropodes, é
realizado através de cultivo, principalmente
de células Vero, associada ou ndo a técnica
de “shell vial”, que permite a penetragdo das
bactérias dentro da célula (Labruna, 2006b).

O isolamento pela técnica de “shell vial"
possibilita a obtencdo de resultados
positivos antes da soroconversdo sendo
portanto utilizado no diagnéstico de casos
agudos, pois na fase de riquetsemia
anticorpos ndo sdo detectaveis no sangue.
Quando isolado do carrapato, aliado aos
dados epidemioldgicos, também permite
estabelecer em pesquisas, as delimitagbes
de areas endémicas (Sangioni, 2003). Pode
ser realizado a partir de materiais como
triturado de codgulo, plasma, bidpsia de
pele, tecido de necropsia € amostras de
artropodes. Tais materiais podem ser
inoculados em animais experimentais,
culturas primérias de embrido de galinha ou
em linhagens de células VERO, HelLa, WI-
38, LLC-MK2, BSC-1 ou Hep-2 entre outras
(Cox, 1941; Cory et al. 1974; Jonhnson e
Pederson, 1978). A multiplicagcéo riquetsial
pode ser acompanhada através do efeito
citopatico (ECP) e a confirmacédo do grupo
de riquétsias é feita através da RIFI (La
Scola e Raoult, 1997).

O isolamento seguido de caracterizagédo
molecular é fundamental para a descoberta
de novas riquetsioses, especialmente em
regibes onde as riquétsias ainda nao
tenham sido identificadas, pois diferentes
riguetsioses podem apresentar as mesmas
manifestagbes clinicas e, o0s testes



sorologicos, frente a  determinados
antigenos, podem resultar positivos em
funcdo da existéncia de reacdes cruzadas
(Walker e Cain, 1980).

As técnicas de biologia molecular para a
deteccdo e identificacdo de riquétsias
podem ser baseadas na reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), PCR associada a
andlise de polimorfismos de tamanho de
fragmentos de restricdo (PCR/RFLP) ou,
ainda, PCR/Sequenciamento. A reagdo em
cadeia pela polimerase (PCR), que usa
oligonucleotideos iniciadores e Tagq DNA
polimerase para sintetizar copias
guantitativas de uma simples amostra, tem
se mostrado como uma técnica de valor
para deteccao e identificacdo de Rickettsia
spp patogénicas em vetores infectados, em
amostras de tecidos ou sangue de
individuos infectados. Com o]
desenvolvimento de sequlienciadores
automéaticos de nucleotideos, a andlise das
seqiiéncias de bases dos produtos
amplificados pela PCR tornou-se rapida e
sensivel possibilitando a determinacdo do
género e espécie do agente (Sangioni,
2003). A PCR/RFLP, primeira técnica
molecular utilizada na identificacdo de
riquétsias, apresenta resultados
reprodutiveis, porém, muitos isolados
apresentam o mesmo perfil eletroforético,
nédo sendo possivel a identificacdo de todas
as espécies do GFM. Os diagnésticos
baseados na PCR podem ser realizados em
laboratérios ou centros de referéncia,
fornecendo resultados rapidos (24 horas) e
positivos mesmo em pacientes previamente
submetidos a terapia com antibidticos. Esta
€ a técnica de escolha para diagndstico
precoce, especialmente antes da
soroconversao (La Scola e Raoult, 1997).

O diagnéstico direto do agente pode ser
feito através de reacao de

imunofluorescéncia direta (RIFD); da
morfologia do agente, determinada por
microscopio eletrdnico; citopatogenicidade
em cultura de células Vero; patogenicidade
em cobaias e em ovos embrionados;
composicgdo protéica por eletroforese em gel
de SDS-poliacrilamida; e composicao de
DNA.

As Rickettsia spp também podem ser
visualizadas pelo teste de hemolinfa
promovendo uma rdpida deteccdo do
agente em carrapatos infectados. Essa
prova é especialmente usada quando a
prevaléncia de carrapatos infectados é
baixa ou desconhecida e se deseja
selecionar 0 maior nimero possivel de
carrapatos possivelmente infectados.

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - CARACTERIZACAO DA AREA DE
ESTUDO

Belo Horizonte, capital de Minas Gerais,
estd situada na regido sudeste do Brasil
(Fig. 1). Possui uma extensao geografica de
335,5 Km?, onde predomina o clima tropical,
com temperatura média anual de 20,5°C. O
indice  de  precipitacdo  pluvial é
relativamente alto, 1200 mm anuais, com a
concentracdo (80-85%) de chuvas no
periodo de novembro a mar¢co (INMET,
2001).

A populacdo canina no ano de 2005,
conforme censo realizado pelo Centro de
Controle de Zoonoses de Belo Horizonte
(CCZ BH), foi de 315.824 animais, divididos
em nove distritos sanitarios, coincidentes
com as regionais administrativas, segundo a
prefeitura: Barreiro, Centro-Sul, Leste,
Nordeste, Noroeste, Norte, Oeste,
Pampulha, e Venda Nova (Fig. 2 e Tab. 1).
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Tabela 1 - Participagdo percentual da populacdo canina de acordo com as regionais
administrativas, na populagéo total do municipio de Belo Horizonte — 2005.

Regionais Populacéo canina

Namero Percentual
Barreiro 42.334 13,40
Venda Nova 41.184 13,04
Noroeste 40.614 12,86
Leste 40.405 12,79
Nordeste 38.307 12,13
Centro Sul 31.027 9,82
Norte 28.921 9,16
Oeste 28.909 9,16
Pampulha 24.123 7,64
TOTAL 315.824 100,00%

Fonte: SVCZoonoses/Distritos sanitarios SMSA/PBH, 2005.

3.2 - DEFINICAO DA AMOSTRA

O célculo da amostra foi realizado com
auxilio do programa computacional Epilnfo
version 6.0, considerando nivel de confianca
de 95%, prevaléncia estimada de 4% e erro
esperado de 2% (Thrusfield, 1995), o que
resultou em amostra de 369 caes.

Para evitar que possiveis perdas de material
durante a coleta e processamento dos soros
pudessem interferir no resultado final da
pesquisa, e pelo fato da possibilidade de
avaliacdo da prevaléncia de outras doencas,
foi estabelecida uma amostra de 453 cées.

Para se obter uma amostra proporcional de
cada distrito sanitario, foi utilizado como
base o censo canino do ano de 2005 por
regional realizado pelo Centro de Controle
de Zoonoses de Belo Horizonte (Tab. 2).
Para cada cao amostrado, foi preenchido
um questionario contendo informacdes que
pudessem ser usados numa analise
estatistica posterior (Anexo 1). Os caes
selecionados foram aqueles apresentados
aos postos de vacinagcdo na campanha de
combate a raiva urbana organizada pelo
CCZ-BH, durante o més de setembro do
ano de 2005.

Tabela 2 - Niumero de caes submetidos a venopung¢do para composicdo da amostra a ser
analisada, distribuidos por regionais da Prefeitura de Belo Horizonte, 2005.

Regionais Populacéo canina Amostra Porcentagemdap  opulacdo
Barreiro 42.334 67 0,16
Venda Nova 41.184 63 0,15
Noroeste 40.614 47 0,12
Leste 40.405 67 0,17
Nordeste 38.307 60 0,16
Centro Sul 31.027 42 0,14
Norte 28.921 32 0,11
Oeste 28.909 38 0,13
Pampulha 24.123 37 0,15
TOTAL 315.824 453 0,14
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A amostra foi formada por caes
apresentados aos postos de vacina¢do na
campanha de combate a raiva urbana
organizada pelo Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ-BH), no més de novembro
do ano de 2005. Para proceder a coleta
sangiliinea em cada regional administrativa,
foi formada uma equipe de coleta composta
por 03 estudantes dos cursos de Medicina
Veterinaria da UNIPAC/Conselheiro Lafaiete
e da UFMG. Além das equipes de coletas
gue percorreram as respectivas regionais
administrativas, mais duas equipes de apoio
foram formadas para fazer o trabalho de
logistica.

Os cédes foram submetidos a venopungédo
para coleta de aproximadamente 5 mL de
sangue que foi transferido para um tubo de
ensaio e mantido em repouso por
aproximadamente 60 minutos para se obter
0 soro. Apoés centrifugacdo, o soro foi
transferido para um ependorf ja etiquetado e
conservado em freezer com temperatura a -
20C para posterior andlise. Para este
trabalho, as amostras foram levadas para o
Laboratério de Doencas Parasitarias do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal da Universidade
de S&o Paulo para realizacdo da pesquisa
de anticorpos anti-Rickettsia spp através da
técnica de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI).

3.3 — REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA — RIFI (ANEXO 2)

Os 453 soros foram testados pela RIFI
frente aos antigenos brutos de Rickettsia
rickettsii (cepa Taiagu), Rickettsia parkeri
(cepa At24), Rickettsia felis (cepa Pedreira),
Rickettsia amblyommii (cepa Ac37) e
Rickettsia bellii (cepa Mogi), gentiimente
cedidos pelo Professor Dr. Marcelo Bahia
Labruna. Essas cepas foram isoladas de
carrapatos do Brasil, conforme trabalhos de
Horta et al. 2005, Labruna et al. 2004b e
Pinter e Labruna 2006. Para obtencdo dos
antigenos foram utilizados cultivos de
células Vero (ou células C6/36 para
Rickettsia felis) que foram infectadas com
Rickettsia spp. Quando as células atingiram
100% de infeccdo, os antigenos foram

concentrados e fixados em laminas de vidro
contendo 12 pocinhos (Horta et al., 2004) e
armazenadas em freezer com temperatura
de —80°C até o momento de uso.

Para realizacdo da RIFI, procedeu-se o
protocolo apresentado no anexo 2,
modificado por Horta et al. (2004), descrito a
seguir:

e Retirada das laminas sensibilizadas
com antigeno do freezer a —80C;

e As |laminas foram colocadas em cubas
e adicionado PBS (pH 7,4) durante 10
minutos;

e Retirou-se as l|adminas da cuba e
deixou-as secar sobre papel toalha, até
ficarem completamente secas;

e Depois de serem homogeinizadas no
vortex as amostras a serem testadas
(soros) foram diluidas em placa de
Elisa (cada soro foi inicialmente testado
na diluicdo 1:64 - diluicdo de triagem).

e Foi aplicado 15ul dos soros teste em
cada pocinho das laminas para RIFI. E
também soros controle positivo e
negativo;

e As laminas foram colocadas em
camara Uumida e encubadas em estufa
a 37<C por 30 minutos;

e Apods o tempo de incubacgéo as laminas
foram lavadas com tampao de
lavagem, usando pipeta de Pasteur
como auxiliar para ndo jogarmos o
tampéo diretamente sobre as amostras;

e As laminas foram colocadas em cubas
com o tampdo de lavagem por 15
minutos; em seguida foram transferidas
para outra cuba com 0 mesmo tampao
e aguardados mais 15 minutos;

e Retirou-se as laminas da cuba e
deixou-as secar em temperatura
ambiente sobre papel toalha;

e IgG anti-cdo (Sigma Diagnostics, St.
Luis, Mo) conjugada com isotiocianato
de fluoresceina foi diluida (1:400) em
tubo descartavel recoberto com papel
aluminio (para protecéo contra a luz);
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As laminas foram acondicionadas em
camara Umida e 15 pl da IgG anti-cédo
diluida, foi aplicada sobre cada amostra
a ser testada;

As laminas foram incubadas em estufa
a 37<C por 30 minutos ao abrigo da luz;

As laminas foram retiradas da estufa e
lavadas com tampdo de lavagem
(conforme descrito anteriormente) e
colocadas em cubas durante 15
minutos com tampéo de lavagem mais
oito gotas de uma solugdo de azul de
Evans a 0,2%, cobertas durante todo o
tempo com papel aluminio;

As laminas foram transferidas para
outra cuba com tampao de lavagem e
azul de Evans, cobertas com papel

aluminio e aguardados mais 15
minutos;

As laminas foram secas em
temperatura ambiente (sempre
protegidas da luz);

As laminas foram cobertas com

glicerina tamponada sob laminula.

e A leitura foi feita em microscépio para
imunofluorescéncia.

Os soros reativos na diluicdo 1:64 para
qualquer espécie de Rickettsia foram
testados em diluicdes seriadas (64, 128,
256, 512, 1024, 2048...) para determinagdo
do titulo final de reatividade. O soro que
demonstrou uma determinada espécie de
Rickettsia com titulo quatro vezes maior que
para as demais espécies testadas, foi
considerado homodlogo para a primeira
espécie de Rickettsia, conforme padrdes
previamente definidos (Horta et al., 2004,
Labruna et al., no prelo).

4 — RESULTADOS

41 - PREVALENCIA GERAL PARA
Rickettsia spp ENCONTRADA NOS CAES

Dos 453 soros testados, trés reagiram
positivamente (titulo > 64) para Rickettsia
spp. Desta forma, diante da amostragem do
presente trabalho, a prevaléncia de titulos
de anticorpos anti-Rickettsia spp em cées
da cidade de Belo Horizonte foi de 0,66%
(Tab. 3).

Tabela 3 - Distribuicdo de caes positivos a RIFI para Rickettsia spp de acordo com a regional
administrativa da Prefeitura de Belo Horizonte, 2005.

Regionais Amostra NUmero de positivos Porcentagem d a populagao
Barreiro 67 1 1,49
Venda Nova 63 2 3,17
Noroeste 47 0 0
Leste 67 0 0
Nordeste 60 0 0
Centro Sul 42 0 0
Norte 32 0 0
Oeste 38 0 0
Pampulha 37 0 0
TOTAL 453 3 0,66
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Em funcdo da baixa prevaléncia de céaes
soropositivos  encontrada, ndo foram
realizadas andlises estatisticas para
determinacdo dos fatores de risco
associados a ocorréncia da doenca. E
também dos resultados encontrados na
sorologia e os dados obtidos pelo
guestionario descrito no Anexo 1.

4.2 - ANALISE DESCRITIVA DOS ANIMAIS
CONSIDERADOS POSITIVOS A REACAO
DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA -
RIFI

O céo identificado como BAR 19,
domiciliado na Regional Barreiro, era um
macho, SRD, com idade aproximada de 10
anos e de pelagem curta (< 3 cm). Segundo
0 proprietério, o cao tinha acesso diario a
rua, embora passasse a maior parte do
tempo no quintal da residéncia onde
coexistiam roedores e gatos.
Esporadicamente ele recebia tratamentos
parasiticidas (vermifugo e/ou repelentes).

Para o animal identificado como BAR 19, foi
possivel determinar que este cdo esteve
infectado por Rickettsia rickettsii ou por uma
espécie muito proxima desta, uma vez que o
titulo de anticorpos anti-Rickettsia rickettsii
(1024) foi pelo menos quatro vezes maior
que aquele demonstrado frente as outras
espécies de Rickettsia (256 para Rickettsia
parkeri e 128 para Rickettsia Amblyommii,
sendo considerado negativo para Rickettsia
felis e para Rickettsia bellii) (Tab. 4).

O céo identificado como VN 09, domiciliado
na Regional Venda Nova, era um macho, da
raca Pinscher, com idade aproximada de
trés anos e de pelagem curta (< 3cm).
Segundo o proprietario, o cdo permanecia a
maior parte do tempo no quintal, onde
coexistiam roedores e esporadicamente o
animal tinha acesso a rua, recebendo
anualmente  tratamentos parasiticidas
(vermifugo e/ou repelentes).

O céo identificado como VN 12, domiciliado
na Regional Venda Nova, era um macho,
SRD, com idade aproximada de quatro
meses e de pelagem curta (<3cm); e de
acordo com o proprietario, o animal
permanecia a maior parte do tempo no
quintal, onde co-habitavam outros cédes e
roedores. E que o0 mesmo néo tinha acesso
a rua. Esporadicamente ele recebia
tratamento anti-parasitario (vermifugo e/ou
repelentes).

Para os animais identificados como VN 09 e
VN 12, nado foi possivel determinar a
espécie de Rickettsia responsavel pela
infeccdo, uma vez que ambos apresentaram
diferencas de titulos menor que quatro
vezes para Rickettsia rickettsii e Rickettsia
parkeri. De qualquer forma, pode-se afirmar
gue os caes identificados como VN 09 e VN
12 se infectaram por uma riquétsia do grupo
da febre maculosa (GFM) (Tab. 4).

Tabela 4 — Titulos apresentados a RIFI para antigenos brutos de Rickettsia spp em soros
caninos de diferentes regionais administrativas da Prefeitura de Belo Horizonte, 2005.

Soro Titulos apresentados a RIFI de diferentes antigenos  riquetisiais PAIHR*
canino Rickettsia  Rickettsia  Rickettsia  Rickettsia Rickettsia
rickettsii parkeri amblyommii felis bellii
BAR 19 1024 256 NR** NR** R. rickettsii
VN 09 128 64 NR** NR**
VN 12 256 128 NR** NR**

*PAIHR: antigeno possivelmente envolvido em reacdo homéloga (soro mostrando titulo quatro vezes
maior para uma espécie de Rickettsia que para uma outra espécie, foi considerado homodlogo para a

primeira espécie de Rickettsia).
*NR: soro ndo reagente a um titulo >64.
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5 — DISCUSSAO

A maioria dos estudos sorolégicos sobre
prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia spp
em humanos e hospedeiros amplificadores
tém se concentrado em &reas endémicas,
onde a ocorréncia de casos fatais se
manifesta constantemente, portanto, a
bibliografia existente sobre a Febre
Maculosa Brasileira refere-se a essas areas
(Sangioni, 2003).

Galvao et al. (2002) encontrou 4,11% (3/73)
dos animais positivos.

Galvao (1996) estudou o comportamento da
Febre Maculosa Brasileira no municipio de
Caratinga, e por meio de inquérito
sorologico registrou uma soro-prevaléncia
de 2% em humanos, 25% em cées e 53%
em equinos, utiizando a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) realizada
com antigeno especifico de Rickettsia
rickettsii (Cardoso, 2006).

Cardoso et al. (2004) objetivando avaliar o
nivel de transmissdo de riquetsioses na
populagdo animal do domicilio e peri-
domicilio do municipio de Caratinga (MG),
avaliaram  através da técnica de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) 73
amostras de sangue de caes e 18 de
equinos. O titulo 64 foi utilizado como ponto
de corte na discriminacdo de amostras
positivas e, dos 73 soros caninos nenhum
apresentou-se positivo. Dos 18 soros
equinos analisados trés (16%) mostraram-
se positivos nos titulos 64 (n = 1) e 128 (n =
2) (Cardoso, 2006).

Rozental et al. (2004) em estudo no
municipio de Barra do Pirai (RJ),
evidenciaram alta prevaléncia de caes
positivos (25%) pelo teste de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI), com
titulos de 128 a 4096, na localidade de
Ipiabas. Em uma segunda fase encontrou-
se em soros caninos titulos de até 512 pelo
teste de Imunofluorescéncia Indireta. Foi
realizado teste de hemolinfa em carrapatos
coletados nesta localidade e um exemplar
de Amblyomma cajennense, trés de
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Amblyomma sp. e seis de Rhipicephalus
sanguineus apresentaram microorganismos
semelhantes a Rickettsia spp. Cinco
carrapatos da espécie Rhipicephalus
sanguineus foram positivos pela reagéo de
imunofluorescéncia direta para Rickettsia do
grupo da febre maculosa.

Horta et al. (2006) em pesquisa de
anticorpos anti-Rickettsia rickettsii, anti-
Rickettsia parkeri, anti-Rickettsia felis e anti-
Rickettsia belli através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta no soro de 94
gambas, 55 cdes, 25 gatos, 85 equinos e
238 humanos dos municipios de Mogi das
Cruzes, Pedreira, Piracicaba e S&o Paulo
encontraram como reagentes para pelo
menos um dos antigenos (titulo > 64) 64
gambas (68,1%), 33 cées (60%), 21 gatos
(84%), 62 eqlinos (72,9%) e 34 humanos
(14,3%).

Horta et al. (2004) encontraram 31,25%
(5/16) dos animais positivos.

Pinter et al. (2006) pesquisando anticorpos
em 35 humanos e 25 cées residentes em
area endémica, distrito de Taiagupeba (SP),
através da reacao de imunofluorescéncia
indireta contra os antigenos das bactérias
Rickettsia  rickettsii,  Rickettsia  bellii,
Rickettsia felis e Rickettsia parkeri
encontrou 16 caes reagentes com titulos
maiores ou iguais a 64 para o antigeno de
Rickettsia rickettsii, entre estes positivos, 14
(56%) também reagiram para Rickettsia
parkeri, 6 (24%) para Rickettsia felis e 3
(12%) para Rickettsia belli. A variacdo no
titulo de anticorpos foi de 64 a 8192 para
Rickettsia rickettsii, 64 a 2048 para
Rickettsia parkeri, 64 a 1024 para Rickettsia
felis e 256 a 1024 para Rickettsia bellii. Para
0s humanos, um individuo (2,8%) foi positivo
para Rickettsia rickettsii (titulo de 256),
sendo que ele havia sofrido da doenca cinco
anos antes deste estudo.

Oliveira (2006) encontrou prevaléncia de
15% (2/15) em caninos.

Souza et al. (2006) pesquisando a
prevaléncia de anticorpos conta Rickettsia



rickettsii em &rea considerada endémica da
regido de Campinas (SP), no municipio de
Monte Alegre do Sul, identificaram com
predominancia de imaturos Amblyomma
spp. e adultos de Amblyomma cajenense
em todas as espécies animais.
Rhipicephalus sanguineus estavam
presentes em cédes, Amblyomma dubitatum
em capivaras e Ixodes loricatus em gambas.
Foram considerados reagentes animais com
titulos de anticorpos > 64. As prevaléncias
encontradas foram de 36% para cées,
37,5% para equinos, 50% para gambas e
57% para capivaras.

Pinto et al. (2004) verificando a prevaléncia
pontual e avaliacdo de risco das espécies
envolvidas na transmissdo e manutengdo
dos bioagentes no municipio de Pedreira,
regido de Campinas (SP), encontrou uma
prevaléncia pontual de 50% e valores para
risco atribuivel a exposicao (RA) de 50,05%
para equlinos e 23,46% para caninos. O
risco atribuivel populacional (RAP) para
equinos foi de 0,99 e caninos 0,98. O risco
relativo encontrado para equino foi de 2,85
e para caninos de 2,81, sugerindo que estes
animais também seriam reservatorios,
favorecendo a circulagdo de riguetsias na
regido.

Oliveira et al (2006) estudando a
epidemiologia da FMB em uma area
considerada  endémica  (Petropolis/RJ)
utilizando a imunofluorescéncia indireta e
considerado positivos humanos ou animais
com titulo >64 encontraram uma prevaléncia
de 28% (22/78) para humanos, 18% (2/11)
para equinos, 15% (2/15) em caninos e 2%
(1/48) em bovinos.

Embora a febre maculosa seja de carater
endémico, diferentes niveis de infectividade
em seres humanos e animais podem ocorrer
em area ndo endémica. No Brasil, poucas
pesquisas sorologicas foram realizadas em
areas nao endémicas (Sangioni, 2003).

A prevaléncia encontrada no presente
trabalho foi de 0,66% (3/453) de anticorpos
anti-Rickettsia spp em cédes da cidade de
Belo Horizonte, &area considerada néo
endémica para Febre Maculosa Brasileira
(Tab. 3). Os resultados soroldgicos

encontrados corroboram com a literatura:
Horta et al. (2005) ndo encontrou nenhum
(0/5) soro reagente em A&reas rurais;
Labruna et al. (prelo) encontraram uma
prevaléncia em area rural de 3,9% (6/153) e
em area urbana 11,6% (19/64) em cées;
esses autores conduziram seus trabalhos
em areas consideradas ndo endémicas,
adotaram a RIFI como teste sorolégico e o
ponto de corte, 0s soros reagentes a uma
diluicao > 1/64.

Diante da baixa prevaléncia encontrada e
considerando a existéncia de um Unico caso
de Febre Maculosa notificado na cidade de
Belo Horizonte nos ultimos 05 anos; caso
autéctone ocorrido na Regional Barreiro
(comunicagdo verbal pela Dra. Simone
Calic); e também pela impossibilidade de
localizacao dos animais positivos, sugere-se
gue possivelmente os cées reagentes
tenham sido introduzidos a partir de
localidades  endémicas para  Febre
Maculosa. Este fato associado a néo
notificacdo de casos na area estudada gera
uma tranqlilidade para as autoridades de
salide e também para equipes médicas. No
entanto, diante de possiveis riscos de
introducdo de riquétsias patogénicas na
regido metropolitana de Belo Horizonte, seja
via migracdo de animais riquetsémicos ou
animais contendo carrapatos infectados, €
importante novos trabalhos de
soroinvestigacdo para manter a vigilancia
epidemioldgica da doenca.

Desta forma, os dados do presente trabalho
(0,66% de prevaléncia de infeccdo canina
por Rickettsia spp) indicam que os riscos de
ocorréncia de febre maculosa no Municipio
de Belo Horizonte eram minimos, pelo
menos no momento em que as amostras de
soro foram obtidas dos céaes.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam a condigéo
da cidade de Belo Horizonte como néo
endémica para Febre Maculosa Brasileira,
com baixa prevaléncia de anticorpos anti-
Rickettsia spp em caes, pelo menos no
momento em que este estudo foi realizado.

A presenca de Rickettsia rickettsii em um
cdo da Regional Barreiro sugere a
circulacdo de Rickettsias patogénicas neste
local, devendo ser melhor estudada.

Apesar da baixa prevaléncia encontrada, a
circulagdo de Rickettsia spp na Regional
Venda Nova, onde ndo houve notificacdes,
deve ser um alerta para as autoridades
sanitarias.
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Figura 1 Localiza¢do do municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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Figura 2 - Regionais administrativas de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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Figura 3 - Distribuicdo dos caes positivos a RIFI para Rickettsia spp nas regionais

administrativas de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

31



8 - ANEXOS

ANEXO 01

Questionario Data: / /2005.
Introducéo
Este questiondrio pretende conhecer alguns aspectos das condi¢bes de criacdo de cdes da
cidade de Belo Horizonte e regido metropolitana. Os dados obtidos serdo usados em trabalhos
cientificos na Universidade Federal de Minas Gerais e na Universidade de S&o Paulo e suas
respostas, em hipétese alguma, serdo identificadas. Estamos apenas solicitando sua
colaboragdo no sentido de responder com sinceridade e precisdo as questdes abaixo
relacionadas:

Identificacdo do proprietério

N o] 141 TR UPR PP UUPRUPRRN Telefone........cccceeuuees
2. Enderego: Rua........ccccceevviveeeeiiiieeeenns Balirmo:.....cvveee e Cidade................
3. Tipo de residéncia: [ Casa [ Apartamento [J OULIOS:.......cceiiiveeeeeiiiiieeeeiiriieeeeesreeeeeessreeeeeenns
Identificac@o do animal
N N0 0 1T PP TP PPTPRPRRT
T o 3 (oF= L TP U T TP PP PTPUTRTRT
6. Sexo: 00 Macho 0 Fémea
A (o To L= TP PR UPRPURRTUPP
Habitos sanitérios
8. O céo apresenta ou apresentou doencgas reprodutivas? [0Nao [0 Sim
9. O céo apresenta ou apresentou manifestacdes neurolégicas? [0Nao [0 Sim
10. Qual a periodicidade de vermifugacéo?
[1 Semestralmente [1 Anualmente (1 Esporadica

Habitos alimentares
11. Qual tipo de alimentagéo o cao recebe diariamente?
[0 Somente ra¢do comercial [1 Somente comida caseira [0 Alimentagao mista

[J Outras

12. O cao ingere subprodutos animais? ] Ndo [0 Sim
13. Se positivo, séo ingeridos? 0 Crus [0 Processados / Cozidos

Habitat
14. O céo tem contato com a mae? [0 Nao 0 Sim
15. O animal tem acesso a rua? 00 Néo 0 Sim
16. Se positivo, com qual freqiiéncia? [ Diario (1 Semanal (1 Esporadico
17. O cao tem contato com espécies silvestres (em fazendas, sitios, etc.)? [(O0Nado 0O Sim
18. Se POSItIVO, QUAIS @NIMAIS?......eeiiiiiieeieeiiiieiees s stieeeeessireesesstsareeassssaraeeesssssseeeesasnseesessnssaeessnsnnes
19. Onde o cao passa a maior parte do tempo? [J Rua [ Quintal [0 Interior da residéncia
20. O céo tem contato com roedores? 00 Nao 0 Sim
21. O céo tem contato com gatos? [0 Nao 0 Sim
22. Possui outros animais em casa? 00 Nao 0 Sim
23. Se positivo, quais? [ Caes[] Gatos (0 Aves (1 Outros

Entrevistador:
Comentarios:
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ANEXO 02

Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI

Principio do teste
Este ensaio consiste na reacdo de soros ou plasmas com células Vero infectadas pela
Rickettsia spp, fixada em laminas de microscopia para fluorescéncia. Aproximadamente 90-
100% das células possuem formas coco-bacilares da riquétsia capazes de serem visualizadas
numa reacdo positiva. Coco-bacilos extracelulares também sdo comumente visualizados. A
reacdo entre o antigeno fixado e o anticorpo presente nas amostras € visualizada apés a
adicdo de anti-imunoglobulina canina (Ig) conjugada com isotiocianato de fluoresceina. Para a
leitura da reacao deve-se utilizar microscopio para fluorescéncia.
Material fornecido
Laminas para RIFI contendo células Vero infectadas por Rickettsia spp.;
Soro controle positivo;
Soro controle negativo;
Anti-lg canina conjugada com isotiocianato de fluoresceina;
Glicerina tamponada pH 9,0 (+ 0,5);
Azul de Evans 0,2%.
Materlal necessario, mas néo fornecido.

1. Tampdo fosfato/salina (PBS) pH 7,4;

2. Tampéo de lavagem (PBS com Triton X 100 a 0,1%);

3. Microplacas do tipo Elisa (96 pocinhos);

4. Micropipetas devidamente calibrada e com manutencédo em dia (P20, P200 e P1000);
5. Ponteiras sem filtro, de 20, 200 e 1000pl;
6
7
8
9

oukrwbdE

Recipiente com tampa para cdmara Umida;
Cubas para lavagem de laminas (tipo Koplin);
Luvas de latex descartaveis;
. Hipoclorito de sédio;
10. Recipiente para descarte de material contaminado;
11. Laminulas 24 x 50 mm;
12. Papel aluminio;
13. Vidrarias em geral;
14. Estufa a 37°C;
15. Microscépio para fluorescéncia.
Conservacao e estocagem do material fornecido
1. Laminas para RIFI contendo células Vero infectadas por Rickettsia spp. (manter em freezer
a —80°C);
2. Soro controle positivo (manter em freezer a — 20°C);
3. Soro controle negativo (manter em freezer a — 20°C).
4. Anti-lg canina conjugada com fluoresceina (manter em geladeira, entre 2 e 8°C);
5. Glicerina tamponada pH 9,0 + 0,5 (manter em geladeira, entre 2 e 8°C);
6.
C

Azul de Evans 0,2% (manter em geladeira, entre 2 e 8°C);
uidados e precaucdes
1. Somente para uso diagndstico “in vitro”;
2. Ao manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, deve-se observar as
precaucdes de biosseguranca necessarias;
3. A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto diagnéstico depende do
cumprimento as boas préticas de trabalho e seguranca do laboratorio:
e As amostras, assim como as laminas e outros insumos devem ser estocados e
manipulados adequadamente;
¢ Homogeneizar as amostras e controles antes de usar;
e Usar luvas descartaveis durante toda as etapas do teste;
e 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;
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e Nunca misturar componentes de lotes diferentes;
e Todos os frascos utilizados para diluir os componentes devem ter sido muito
bem limpos, secos e desengordurados.

Preparo do tampéo fosfato pH 7.4 (PBS)

Sais Quantidade
Cloreto de sédio (NaCl) PA 0,15 M 8,779
Fosfato de Sodio Dibasico Anidro (Na;HPO,) PA — 0,0072 M 1,02 g
Fosfato de Sodio Monobasico Anidro (NaH,PO,) PA —0,0028 M 0,34 g
Agua destilada gsp (Quantidade suficiente para) 1.000 ml

Titulacdo do conjugado

Testes executados previamente com o mesmo lote de conjugado que estd incluido neste kit
demonstraram que a titulagéo 6tima é de 1:400.
Procedimentos para execucgéo do ensaio

Teste qualitativo (determina se a amostra € reativa ou nao reativa, na titulagédo de 1:64).

1. Para o protocolo de trabalho, pode ser avaliado até 10 amostras de soro ou plasma por
lamina;

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

3. Dilua as amostras a serem testados e 0s soros controles positivos e negativos a 1:64
em PBS. Para realizar esta diluicdo utilize 2,5 pl de soro ou plasma e adicione 157,5 pl
de PBS. Homogeneize suavemente evitando a formacéo de bolhas;

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

5. Incube as [aminas em camara Umida por 30 minutos em estufa a 37°C;

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

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

8. Transferir as laminas para outra cuba, também com tampé&o 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¢do adequada obtida com a
prévia titulagdo do conjugado, em PBS;

11. Adicione 20 pl da diluicdo do conjugado em todos os pogos das laminas;

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

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

14. Prepare uma solucdo com azul de Evans na proporcao de 0,3 ml para cada 100 ml de
tampdo de lavagem; em cuba apropriada deixa 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 formagé&o de bolhas. Mantenha-as sob abrigo da luz e a seco, até
0 momento da leitura.

Leitura
Para a leitura e interpretacdo das reagfes utilize o microscépio de imunofluorescéncia e
objetiva de 40X.

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

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

NAO REAGENTE - auséncia de fluorescéncia intracelular compativel com o formato padréo de
riquétsias (formas coco-bacilares);

REAGENTE - presenca de fluorescéncia intracelular compativel com o formato padrdo de
riquétsias (formas coco-bacilares) no interior da grande maioria das células, e no espaco
extracelular também.

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

1. Para esta parte do trabalho, considere uma Iamina 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 diluicdes subsequientes (1:128, 1:256,
1:512, 1:1024) devem ser feitas em microplacas adicionando-se quantidades iguais de
PBS e diluigdo anterior.

3. Considere a amostra como reativa até a Ultima diluicho em que estruturas
morfologicamente compativeis com riquétsias (formas coco-bacilares) estejam sendo
visualizadas no interior da grande maioria das células. Esta dUltima diluicdo
correspondera ao titulo de anticorpos anti-Rickettsia spp. da amostra. Caso uma
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;

Consideracbes

A RIFI é um grande instrumento de diagnéstico da febre maculosa, porque permite o
diagndstico através da visualizagdo da reatividade nas formas coco-bacilares 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 espaco extracelular, em fung¢édo da ruptura de células durante o processo de
confecgdo das laminas. Para um diagnéstico definitivo da febre maculosa, através da RIFI,
deve-se testar 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 razdo, deve-se determinar os titulos de
anticorpos reativos para cada amostra, pois o diagnéstico € considerado positivo somente
quando o titulo da segunda amostra for, no minimo, 4 vezes superior ao titulo da primeira
amostra.
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