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Resumo

A febre maculosa brasileira (FMB) é uma zoonose causada pela bactéria Rickettsia rickettsii e
transmitida a humanos por carrapatos. Procurou-se detectar a presenca do principal agente
etiologico da FMB circulando em equinos apreendidos no Distrito Federal, Brasil. Durante um
ano foram coletadas amostras de sangue e ectoparasitos de 122 equinos. Apos teste por reacdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), para anticorpos IgG anti R. rickettsii 21 amostras foram
positivas em titulagdes variaveis de 1:64 a 1:512. Dos 618 carrapatos coletados, 449 pertenciam
ao género Anocentor, 113 ao Boophilus e 36 do género Amblyomma. Como conclusdo foi
possivel identificar a circulacéo de Rickettsia em equinos no DF, Brasil.

Palavras-chave: 1. Riquétsias 2. Febre Maculosa Brasileira 3. Carrapatos

Abstract

The Brazilian spotted fever (BSF) is a zoonosis caused by the bacteria Rickettsia rickettsii and
transmitted to humans by ticks. In this study we tried to detect the BSF ethiological agent in
horses apprehended by animal control in Distrito Federal, Brazil. Over one year the blood and
ectoparasites were sampled on 122 horses. The samples were tested by indirect
imunnofluorescence antibody assay (IFA) for R. rickettsii anti-lgG antibody, 21 samples were
positive for titer ranging from 1:64 to 1:512. Among the 618 ticks collected, 449 belonged to
the Anocentor genus, 113 to Boophilus and 36 were Amblyomma. The bacteria were detected in
horses in Distrito Federal.

Keywords: 1. Rickettsias 2. Brazilian spotted fever 3. Ticks



Introducéo

Riquétsias sdo patdgenos importantes, causadores de doencgas potencialmente
fatais ou de patogenicidade desconhecida (PERLMAN, HUNTER, ZHORI-
FEIN, 2006). Este patdgeno apresenta um ciclo de transmissdo mediado por carrapatos
vetores, pertencentes a familia Ixodidae, e insetos Siphonaptera (pulgas), capazes de
promover sua disseminacdo entre diferentes espécies hospedeiras, como cées, equinos,
capivaras e o0 homem, geralmente participando desses ciclos como hospedeiro acidental
(GEHRKE, 2010). Atualmente o género Rickettsia encontra-se dividido em 4 grupos, de
acordo com analises filogenéticas: o Grupo da Febre Maculosa (GFM), o Grupo do Tifo
(GT), o Grupo de Transi¢do (GTr) e o Grupo Ancestral (GA) (GILLESPIE et al., 2007).

As riquétsias tém distribuicdo mundial com presenca confirmada em todos 0s
continentes (MOURA, 2012). No Brasil, encontramos as espécies Rickettsia rickettsii
(KRAWCZAK et al., 2014), R. parkeri, R. typphi, R. amblyommii, R. rhipicephali,
R. monteiroi (LABRUNA et al., 2011), R. felis, R. bellii (LOPES, 2012), nas regides
sudeste, sul, nordeste e norte. No Centro-Oeste, mais especificamente no Distrito
Federal, recentemente foi registrada a circulacdo de riquétsias pertencentes ao GFM em
caes caracterizando ciclos enzoo6ticos da infeccdo (ROCHA et al., 2013). Dentre esses
cdes, muitos eram procedentes de carroceiros coletores de material de reciclagem que

possuiam equinos como animais de tracéo.

Sendo o cavalo uma espécie sentinela para as riquétsias do GFM (MORAES-
FILHO et al., 2009) esse estudo teve como objetivo detectar a circulacdo de riquétsias,
empregando a técnica de Imunofluorescéncia Indireta em amostras de soro equino e
realizar um estudo acarolégico com o intuito de identificar as espécies de carrapatos
prevalentes. Também pretende ser a base para futuros projetos de pesquisa que
contribuam para a construcdo de um programa de vigilancia ambiental de uma

infeccdo/doenca que pode vir a ser caracterizada como emergente no Distrito Federal.
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Revisao de Literatura
Riquétsias

As riquétsias sdo Alfaproteobactérias intracelulares obrigatdrias, da ordem
Rickettsiales, familia Rickettsiaceae (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004), Gram
negativas, cocobacilares, pleomdrficas, imoveis e ndo formadoras de esporos,
distribuidas mundialmente e que possuem uma ampla variedade de hospedeiros
susceptiveis e vetores artropodes como pode ser visto na figura 1 (adaptada de QUINN,
2005).

Ordem Familia Género Espécies Células-alvo
[ E. ruminatium Endotélio vascular, macrofagos
— E canis Monécitos, macrofagos
f—  E egui Gramulécitos
— Ehrlichia p—— E. ewingii Granulbcitos
E. andiri Gramulécites, monécitos
— E ovina Monbcitos, macréfagos
Rickettsiaceaz | E phagocitophyla Gramulocitos
— L. Monécitos, células do epitélio
N. risticii . . ..
& . itestmal, mastocitos
Rickettsiales e I — ; - L
Neorickettsia P N elokominica Monécitos, macrofagos,
céhulas linfoides
e N helminthoeca Monécitos, macrofagos,
céhulas linfoides
L Rickettsia R rickettsii Endotélio vascular
—  Acoyptianella A. pullorum Hemacias
L Anaplasmataceae e 4. bovis Monécitos, macrofagos
—— A platys Plaquetas
b Aniaplasma
[ 4 marginale Hemdcias
L 4 ovis Hemicias

Figura 1 — Riquétsias de importancia veterinaria, adaptado de QUINN, 2005.

Dentre as classificacdes vigentes, 0 género Rickettsia encontra-se dividido em 4
grupos: Grupo da Febre Maculosa (GFM), Grupo do Tifo (GTr), Grupo de Transigéo e
Grupo Ancestral (GA). A divisdo em grupos € realizada empregando estimativa
filogenética, comparando o conteddo do plasmideo conjugativo com genes
cromossomais (GILLESPIE et al., 2007). Exemplos de espécies pertencentes ao

diferentes grupos podem ser visualizados na tabela 1.
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Grupo Espécies

Grupo da Febre Maculosa Rickettsia rickettsii, R. conorii, R. sibirica
Grupo do Tifo Epidémico Rickettsia prowazekii, R. typhi

Grupo Ancestral Rickettsia bellii, R. canadensis

Grupo de Transicéao Rickettsia felis, R. akari, R. australis

Tabela 1: Grupos das Riquétsias e espécies representantes dos grupos de acordo com
Gillespie, 2007; Sahni & Rydkina, 2009.

Patogénese

As riquétsias por serem bactérias intracelulares obrigatorias apresentam
mecanismos de invasdo celular mediados por adesinas capazes de se ligarem a
receptores celulares (SAHNI & RYDKINA, 2009). O microorganismo adere-se ao
receptor Ku70 da célula por meio da adesina OmpA ou OmpB, recrutando a enzima
ubiquitina ligase que liga-se ao receptor Ku70 conjuntamente com a proteina RickA,
responsavel pela polimerizacdo da actina da célula, ativando o complexo Arp2/3 e
iniciando a fagocitose da bactéria pela célula. No interior da célula, as riquétsias
escapam do fagossomo, e sua consequente destruicdo, ao secretar a fosfolipase D e
hemolisina C que rompem a membrana fagossomal (WALKER, 2007 e SAHNI &
RYDKINA, 2009).

Apds a invasdo sdo observadas lesGes celulares ocorridas por meio da producao
de oxigénio reativo e aumento na permeabilidade microvascular, ocasionadas pela
bactéria (WALKER, 2007 e SAHNI & RYDKINA, 2009). Clinicamente pode ser
observada uma ‘“vasculite riquetsial” que pode levar em casos severos a quadro
neurolégico de encefalite, insuficiéncia respiratoria aguda, faléncia renal e raramente
coagulacao intravascular disseminada (SAHNI & RYDKINA, 2009).

A Febre Maculosa

Inicialmente as riquetsioses foram denominadas coletivamente como tifo

epidémico, classificacdo que incluia doencas de origem ndo riquetsial, como por
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exemplo, a febre tifoide. Posteriormente, as afec¢bes foram reclassificadas em grupos
apos a identificacdo das espécies dos seus respectivos agentes etiologicos. Em 1909, foi
pela primeira vez relatada a transmissdo de riquétsias por piolhos em humanos, cujo
agente etiologico foi identificado como Rickettsia prowazekii por Rocha-Lima em 1916
(KELLY, 2002). Na Ameérica os primeiros relatos de febre maculosa ocorrem na
América do Norte sendo denominada inicialmente como febre maculosa das montanhas
rochosas (KELLY, 2002).

Os primeiros relatos da febre maculosa brasileira surgiram no estado de S&o
Paulo em 1929. Posteriormente foram relatados casos humanos nos estados do Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Santa Catarina, Parand, Rio Grande do
Sul, Piaui, Ceara e Rondonia (PINTER et al., 2011; LABRUNA et al., 2011).

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), tem como principal agente patogénico a
Rickettsia rickettsii, e 0s principais vetores sdo os carrapatos da familia Ixodidae, que
tem como reservatorios os pequenos mamiferos silvestres e carrapatos. Algumas
espécies atuam como amplificadores no ciclo da R. rickettsii, como por exemplo o cédo
doméstico, a capivara e 0 equino, e 0 homem participando do ciclo como um hospedeiro
acidental (MORAES-FILHO et al., 2009, KRAWCZAK et al., 2014).

Os sintomas mais relatados da Febre Maculosa Brasileira em humanos séo: febre
aguda, cefaléia e mialgia com presenca ou ndo de exantema. Considerando-se 0s
sintomas inespecificos o Ministério da Salde indica o diagnéstico diferencial para o
agravo, o qual inclui leptospirose, dengue hemorragica, hepatite viral, encefalite, febres
hemorrégicas, pneumonia por Mycoplasma pneumoniae, maléria, arbovirose e doencas
com sintoma de exantema (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Dentre os animais
domeésticos susceptiveis a infeccdo por riquétsias, 0s equinos podem apresentar como
sinais clinicos mais comuns a febre, letargia, petéquias e dor articular. Em cées os sinais
clinicos sdo febre, hemorragia na retina, mialgia, dispneia, edema de extremidades, e em
80% dos animais afetados ocorrem sinais neuroldgicos tais como letargia, ataxia,

rigidez no pescoco, nistagmo, convulsdes (SANTIBANES et al., 2013).

Inicialmente a FMB foi descrita em areas rurais e silvestres e esta adentrando as
areas periurbanas e urbana, sendo relatada em todas as regides do pais, com maior
nimero de casos na regido Sudeste (SILVA et al., 2009; FIOL et al., 2010). Foram
diagnosticadas infec¢fes em cées e equinos na regido de focos de FMB (GEHRKE,
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2010). Outra possivel fonte de infeccdo é a presenca de populacbes de carrapatos
amplificadas por capivaras em parques urbanos (SOUZA et al., 2004). A Rickettsia
rickettsii foi detectada no carrapato vermelho do céo, Rhipicephalus sanguineus, pela
primeira vez, em 2009, no estado do Rio de Janeiro e possui 0 potencial como vetor em
um ciclo urbano, porém essa espécie de carrapato raramente espolia humanos
(GEHRKE et al., 2009).

Quando ndo tratada a FMB geralmente causa o 6bito em 8 a 15 dias na forma
classica, e 1 a 5 dias na forma fulminante ap6s o inicio dos sintomas, sendo assim
podem ocorrer 6bitos em por diagndstico tardio e casos subnotificados (SILVA et al.,
2009).

Vetores artropodes e os efeitos da antropizacéo do ambiente

Os carrapatos sdo artropodes da Classe Arachnida, Subclasse Acari e Ordem
Ixodida. No Brasil a Familia Ixodidae é mais frequentemente relatada na literatura em
estudos da Febre Maculosa Brasileira. Os carrapatos parasitam diversas espécies de
animais, sendo que as formas imaturas possuem menor especificidade de hospedeiros
(OLIVEIRA et al., 2000).

Durante o seu ciclo de vida, o carrapato passa por diversos estagios e estadios,
nos estadios de larva, ninfa e adulto o carrapato passa por mudancas graduais que sdo
precedidos ou sucedidos por ecdises, ao final da qual é eliminada uma exuvia residual.
As passagem do estadio de larva a ninfa € caracterizada pela transicdo de uma forma
hexapode a octopode, as alteracbes do estadio de ninfa a adulto é mais gradual e
caracterizada pela formacéo do poro genital; mudancas dentro de um mesmo estadio séo
denominados instar, como por exemplo, larva | (neolarva), larva Il (metalarva),
(SERRA-FREIRE; MELLO, 2006). Cada estadio evolutivo pode ser realizado em um
ou diversos hospedeiros, sendo denominados, portanto como ciclos monoxenos (de um
sO hospedeiro), trioxenos (ciclo parasitario envolvendo trés hospedeiros), passando pelo
ambiente entre cada mudanca de hospedeiro. Esse comportamento influencia no
surgimento de ciclos epizodticos ou enzooticos (SERRA-FREIRE; MELLO, 2006).

14



A Rickettsia rickettsii foi detectada infectando carrapatos das espeécies
Amblyomma aureolatum, Amblyomma cajennense, Anocentor nitens®, Boophilus
(Rhipicephalus) microplus? e Rhipicephalus sanguineus, Ornithodoros sp. e a espécie
de pulga Ctenocephalides felis (GEHRKE, 2010). Dentre essas espécies o principal
vetor da FMB no Brasil é o carrapato Amblyomma cajennense cujo ciclo € trioxeno,
com baixa especificidade parasitéria e distingue-se por parasitar intensamente o homem
em suas formas imaturas (SILVA et al., 2009). A. cajennense possui uma geragéo por
ano. Sazonalmente ha predominio da populagéo de larvas em maio, de ninfas em julho e
dos estadios adultos de agosto a maio (OLIVEIRA et al., 2000).

As fémeas de carrapatos podem transmitir as bactérias de forma horizontal ou
vertical, havendo diferenca na eficiéncia da transmissdo vertical. A fémea teledgina de
Amblyomma cajennense transmite Rickettsia rickettsii a menos de 50% de sua prole, e
qguando ocorre essa transmissdo, menos de 50% das larvas sdo infectadas
(KRAWCZAK et al., 2014). Ja a espécie Amblyomma aureolatum, foi considerada mais
importante para a disseminacao de riquétsias na regido metropolitana de Sao Paulo. Esta
espécie consegue manter populacdes de carrapatos infectados por transmissdo
transovarial e transestadial, sendo mais eficiente na transmissdo vertical (KRAWCZAK
etal., 2014).

Fora das regides metropolitanas das grandes cidades, a acdo antropogénica foi
capaz de afetar a quantidade e distribuicdo de carrapatos nos hospedeiros e ambientes.
Estudos recentes apontaram que a presenca dos carrapatos foi maior em pastos do que
em areas de conservacdao ambiental, e que alteracdes microclimaticas na temperatura e
umidade relativa alteram a dinamica populacional de hospedeiros e predadores naturais
(CANCADO et al., 2008). Ainda nesse contexto, Labruna et al., (2011), estudaram os
fatores de risco da infestacdo de carrapatos para a equinocultura e relataram que a
presenca de A. cajennense é maior em fazendas com plantas invasoras e pastagens nao

manejadas, e menor em propriedades que realizam rodizio de pastagens.

1 A espécie Anocentor nitens também ¢é classificada como Dermacentor nitens. Fonte: HORAK, 1.G.,
CAMICAS,J.L., KEIRANS, J.E. The Agarsidae, Ixodidae and Nuttallielliedae (Acari: Ixodida): a world
list of valid tick names. Experimental and Applied Acarology. 28:27-54, 200.

2 A classificacdo da espécie Boophilus microplus é contestada por alguns autores como pertencente ao
género Rhipicephalus. Fonte: Camicas, J.L., Hervy, J.P., Adam, F. & Morel, P.C. 1998. Les tiques du
monde (Acarida, Ixodida). Nomenclature, stades décrits, hotes, répartition. ORSTOM, Paris, 233 pp.
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Equinos e suas utilizacGes no Distrito Federal

A populacdo de equinos no DF é estimada em aproximadamente 4000 animais.
Esses sdo utilizados para diversas finalidades, tais como o lazer, esporte, cerimonial,
patrulhamento policial e frete. O uso destes animais para o lazer é exercido em diversas
fazendas, haras e sociedades hipicas como a Federacdo Hipica de Brasilia. O
patrulhnamento policial é realizado pelo Regimento de Policia Montada e o uso
cerimonial dos equinos é feito pelo 1° Regimento de Cavalaria da Guarda.
(comunicacéo pessoal, 2012). A populacdo de equinos que atua como animais de tracao
divide-se em duas utiliza¢es tipicas: o frete de materiais variados, que € um modelo de
negdcio exercido a partir do momento da construcdo de Brasilia, em 1959, e mais
recentemente o recolhimento de materiais reciclaveis (KAARI, 2006). Infelizmente nédo
foi possivel, durante a realizacdo do experimento, obter uma estimativa precisa do
namero de equinos que habitam o Distrito Federal, em decorréncia da dificuldade de
realizacdo de dados mais precisos fornecidos pelos 6rgédos publicos oficiais.
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Objetivos

Gerais:

1. Realizar levantamento soroldgico para presenca de anticorpos anti Rickettsia em
soro equino obtido de animais no Distrito Federal.
2. Realizar levantamento acaroldgico em equinos do Distrito Federal.

Especifico:

Detectar a circulacéo de Rickettsia no Distrito Federal e a presenca de potenciais

vetores.
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Capitulo 1: Deteccéo soroldgica da circulacdo de Rickettsia em equinos
de Brasilia, Distrito Federal

Resumo

A febre maculosa brasileira (FMB) é uma zoonose causada pela bactéria Rickettsia rickettsii e
transmitida a humanos por carrapatos. Neste trabalho procurou-se detectar a presenca do
principal agente etiolégico da FMB circulando em equinos apreendidos no Distrito Federal,
Brasil. Durante um ano foram coletadas amostras de sangue e ectoparasitos de 122 equinos.
Apos teste por reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), para anticorpos 1gG anti R.
rickettsii 21 amostras foram positivas em titulagBes variaveis de 1:64 a 1:512. Dos 618
carrapatos coletados, 449 pertenciam ao género Anocentor, 113 ao Boophilus e 36 do género
Amblyomma.

Palavras-chave: 1. Riquétsias 2. Febre Maculosa Brasileira 3. Carrapatos

Abstract

The Brazilian spotted fever (BSF) is a zoonosis caused by the bacteria Rickettsia rickettsii and
transmitted to humans by ticks. In this study we tried to detect the BSF ethiological agent in
horses apprehended by animal control in Distrito Federal, Brazil. Over one year the blood and
ectoparasites were sampled on 122 horses. The samples were tested by indirect
imunnofluorescence antibody assay (IFA) for R. rickettsii anti-IgG antibody, 21 samples were
positive for titer ranging from 1:64 to 1:512. Among the 618 ticks collected, 449 belonged to
the Anocentor genus, 113 to Boophilus and 36 were Amblyomma.

Keywords: 1. Rickettsias 2. Brazilian spotted fever 3. Ticks

Introducéao

As riquétsias sdo Alfaproteobactérias da familia Rickettsiaceae causadoras de
doencas com patologias variadas (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). Espécies  de
riquétsias foram detectadas infectando carrapatos de diversos géneros, como, por
exemplo, Amblyomma, Rhipicephalus, Boophilus e mesmo outros artropodes, como a
pulga Ctenocephalides felis (GEHRKE et al., 2009). Atualmente o género Rickettsia
encontra-se dividido em 4 grupos de acordo com analise filogenética: Grupo da Febre
Maculosa (GFM), Grupo do Tifo (GT), Grupo de Transi¢cdo (GTr) e Grupo Ancestral
(GA) (GILLESPIE et al., 2007).
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Estes patdgenos sdo importantes agentes causadores de doencas potencialmente
fatais ou de patogenicidade desconhecida em humanos e diversas espécies animais
(PERLMAN, HUNTER, ZCHORI-FEIN, 2006). Podem causar a denominada vasculite
riquetsial, e sdo capazes de produzir sinais clinicos como febre, cefaléia, exantema, rash

cutaneo, dores musculares, nistagmo, convulsio e morte (SANTIBANES et al., 2013).

Estes microrganismos tém como hospedeiros, além de animais domeésticos
urbanos ou rurais, 0s animais silvestres tais como capivaras e cervideos (FIGUEIREDO
et al., 1999). Dentre os animais domésticos, 0 equino € uma espécie sentinela e
amplificadora para as riquétsias (SANGIONI, 2003; MORAES-FILHO et al., 2009).

De posse desta informacdo, a utilizacdo de levantamentos soroldgicos equinos
como indicadores da circulacdo de riquétsias vem sendo realizada em diversos estados.
Em levantamentos recentes, no estado de Séo Paulo, um estudo realizado entre os anos
de 2003 a 2005, apresentou resultados positivos em 17,6% de 363 amostras de soro
equino (MORAES-FILHO et al, 2009). No Piaui, foram obtidos resultados positivos em
52,3% de 239 amostras de soros equideos (LOPES, 2012) e estudos realizados no Mato
Grosso apresentaram resultados positivos em soro equino na ordem de 59,34 % das 273
amostras testadas (AMORIM et al., 2013).

Embora néo utilizando equinos, no Distrito Federal, o levantamento realizado
por Rocha et al, (2013), demonstrou a circulacdo de Rickettsia, s6 que em cées, animais
também considerados sentinelas (MORAES-FILHO et al., 2009).

Quanto a presenca de vetores, no Brasil a Familia Ixodidae foi mais
frequentemente relatada na literatura em estudos da Febre Maculosa Brasileira, sendo
que estes acaros sdo encontrados em diversos estados brasileiros (OLIVEIRA et al.,
2000). No Distrito Federal, Leocadio (2013) relatou a existéncia de Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma cajennense, Anocentor nitens, Amblyomma dubitatum,

Boophilus (Rhipicephalus) microplus.

Faz-se necessario também informar que entre 2012 e 2013 no DF, foram
registrados 15 atendimentos pela Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVAL) a locais
com infestacdo de carrapatos com queixas de espoliacdo de animais e/ou humanos
(LEOCADIO, 2013), o que levou a preocupacdo quanto a possivel disseminacao de

doencas vetoradas por estes acaros.
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Com o indicativo da presenca do agente etioldgico circulando na populacao
canina no DF, e tomando-se por base o trabalho de Rocha et al., (2013) que relata a
presenca de possiveis carrapatos vetores para o agente, este estudo teve como objetivo
realizar a deteccéo de anticorpos para Rickettsia, em soro equino, utilizando a técnica de
imunofluorescéncia indireta, e um levantamento acaroldgico nesta populacdo para

contribuir com o diagndstico preciso de um quadro epidemioldgico da FMB.

Material e Métodos

Coleta das amostras

Para a elaboragdo deste estudo, os equinos utilizados, para as coletas das
amostras de carrapatos e de sangue, foram aqueles do curral da Geréncia de Apreenséo
de Animais da Secretaria de Agricultura e Desenvolvimento Rural (SEAGRI),
localizada no Setor Terminal Norte, coordenadas 15°43°50.2°°S 47°54°29.4"°0O, cuja
localizacdo € representada na figura 2. Esta geréncia atua recolhendo animais
encontrados irregularmente circulando livremente no Distrito Federal. A populagéo de
animais do curral é dinamica, havendo alteracdes nos individuos com entrada constante
de animais apreendidos e saida de animais recuperados pelos proprietarios apés
pagamento de multa ou doacdo dos animais ap6s 0 prazo maximo de permanéncia nas
instalacOes da SEAGRI.

Figura 2: Marcacdo vermelha -Localizacdo Curral de Apreensdo da SEAGRI no Distrito Federal. Fonte:
Google Digital Globe, 2014.
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Coleta de sangue

As amostras de sanguineas de equinos foram coletadas de animais selecionados
por amostragem de conveniéncia procurando alcancar pelo menos 33% dos animais
presentes, parasitados ou ndo por ectoparasitos. Esses animais sdo separados em
piquetes de entrada, para os recém-apreendidos e piquete de recuperacao, destinado aos
animais debilitados recebendo tratamento e estadia prolongada. A amostragem foi
realizada em um periodo de 1 ano, compreendido entre setembro de 2012 a setembro de
2013, com frequéncia semanal de forma a incluir a sazonalidade anual do clima e

parasitos.

Foram coletados 5 mL a 10 mL de sangue em tubos BD Vacutainer® de 10 mL
contendo ativadores de coagulo e identificados com etiqueta adesiva branca com o
namero de ficha de coleta, os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por cinco minutos
para separacdo do soro. Ao final do procedimento de coleta cada amostra foi
identificada e armazenada em microtubos para posterior analise. Os coagulos
sanguineos e soros obtidos foram congelados a -20 °C, sendo que o0s coagulos
sanguineos serdo empregados em futuro estudo utilizando o método da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

Coleta de acaros

Para realizar a coleta, foi adotado como procedimento de o uso dos seguintes
equipamentos de protecdo individual: macacé@o branco com capuz, botas brancas, luvas
de procedimento e fita adesiva dupla face, apresentado com maiores detalhes no Anexo
l.

Os animais foram contidos por meio de lacos e cordas, para a realizacdo de
catacdo manual de ectoparasitos com o auxilio de pinca e pente fino. Para remover
carrapatos foi utilizado um movimento de tor¢do continuo com a médo ou pinga com 0
cuidado de manter integras estruturas anatdmicas importantes para a identificacdo da
espeécie de carrapato, como o hipostdmio por exemplo. O pente fino foi passado no pelo

no sentido horario e os ectoparasitos transferidos para os tubos de coleta.
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Os ectoparasitos encontrados nos equinos foram conservados em isopropanol
100% P.A. em tubos de microcentrifuga de 1,5mL a 2 mL ou tubo Falcon 15 mL
contendo todos os ectoparasitos de uma unidade experimental e resfriados em freezer -
20 °C.

Identificacéo de ectoparasitos

Os ectoparasitos foram identificados por caracteristicas anatémicas em
observacdo com o auxilio de microscopio estereoscopio e comparados com a chave de
identificacdo para géneros e espécies do Brasil (ARAGAO; FONSECA, 1961).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

Para a deteccdo de riquétsias em amostras de soro foi utilizada a Técnica Reacédo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), o método sorologico padrdo-ouro para
diagnostico laboratorial. Foram pesquisadas imunoglobulinas 1gG, as quais sdo
detectaveis a partir do sétimo ao décimo dia pés infeccdo e indicam um contato crénico

com o microrganismo (QUINN, 2005).

A RIFI foi realizada no Laboratério de Riquetsioses e Hantavirose da Fundagéo
Ezequiel Dias (FUNED), em Belo Horizonte, Minas Gerais, ilustrado na figura 3, e 0
procedimento detalhado podera ser consultado no Anexo Il POP 61 _00 do Laboratdrio

de Microbiologia Médica Veterinaria da UnB.
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Figura 3 Laboratdrio de Riquetsioses e Hantavirose na Fundagdo Ezequiel Dias.

Com a finalidade de detectar os anticorpos IgG para Rickettsia rickettsii, as
amostras foram diluidas em razdo 1:64 em tampdo PBS pH 7,4 0,01 M (Sigma®),
homogeinizadas em vortex e 20 uL da diluicdo foram inoculados por po¢o em laminas
de imunofluorescéncia contendo o antigeno riquetsial (Antigen Slide Rickettsia
rickettsii, Scimedx Corporation ®). As amostras foram entdo incubadas em camara

Umida a 37 °C por 30 minutos.

As laminas foram retiradas da incubadora e o excesso de reagentes removido
com agua destilada, e a seguir foram lavadas em solugdo de PBS pH 7,4 0,01 M em
camara com agitador magnético em baixa velocidade por cinco minutos. Apos secagem
das laminas, cada poco foi coberto com 20 uL de conjugado para IgG anti-Rickettsia.
Repetiu-se o procedimento de incubacdo e lavagem conforme descrito anteriormente.
Apos a Ultima repeticdo de incubacéo e lavagem os pogos foram cobertos com uma gota
de glicerina tamponada, cobertas com laminula e observadas no microscopio em
aumento de 400X.
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Resultados

Imunofluorescéncia

Com a reagdo de imunofluorescéncia indireta na diluicdo de triagem de 1:64,
foram diagnosticadas 21 amostras positivas de um total de 122 testadas. Em
subsequentes diluicbes, como 1:128, foram encontradas 11 amostras positivas, na
diluicdo de 1:256 foram encontradas 3 amostras positivas e apenas 01 amostra foi
positiva para a diluicdo 1:512 (Dados exemplificados na tabela 2), sendo esta Gltima

diluicdo representada na figura 4.

Figura 4 Amostra positiva na sorologia para Rickettsia rickettsii até diluicdo de 1:512, zoom 400X.

Periodo de coletas de Diluicéo 1:64 Diluicéo 1:128 Diluicéo 1:256 Diluicéo 1:512
acordo com a
pluviosidade relativa

Outubro de 2012 a 3 6 1 1
abril de 2013

Setembro de 2012 e 3 5 2 0
maio de 2013 a

setembro de 2013

Tabela 2: Distribuicdo das amostras positivas por sazonalidade pluviosidade relativa, periodo de chuvas
(outubro de 2012 a abril de 2013) e estiagem (setembro de 2012 e e maio de 2013 a setembro de 2013).
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Levantamento acaroldgico

Dentre os 618 carrapatos coletados, 483 carrapatos eram fémeas, 135 eram
machos e foram identificados 449 carrapatos do género Anocentor, 133 Boophilus e 36
Amblyomma. No género Anocentor todos os individuos pertenciam a espécie Anocentor
nitens, a totalidade dos Boophilus foram identificados como Boophilus (Rhipicephalus)
microplus, no género Amblyomma foram coletados 35 Amblyomma cajennense e 1
Amblyomma brasiliense. Para maior compreensdo de uma possivel sazonalidade a

Tabela 3 apresenta os dados por periodo pluviométrico da coleta.

Periodo de coletas Género Anocentor Género Boophilus Género
de acordo com a Amblyomma
pluviosidade

relativa

Outubro de 2012 a 228 84 40
abril de 2013

Setembro de 2012 e 209 55 2

maio de 2013 a
setembro de 2013

Tabela 3: Géneros de carrapatos por periodo de pluviosidade relativa, periodo de chuvas (outubro de 2012
a abril de 2013) e estiagem (setembro de 2012 e e maio de 2013 a setembro de 2013).
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Discussao

Os resultados da Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) indicam a presenca de
bactérias do género Rickettsia, mais provavelmente a espécie Rickettsia rickettsii em
equinos circulando livremente no Distrito Federal. A deteccdo de anticorpos 1gG
significa um contato croénico dos animais com as riquétsias, o qual pode ter ocorrido até
um ano antes da coleta da amostra, um periodo de tempo anterior ao estudo que abrange
até o inicio de 2012 (CDC, 2013).

Comparando dados obtidos em outros estudos, na regido Centro Oeste,
Martins, (2009), estudou os fatores epidemioldgicos da febre maculosa em Quirindpolis,
detectando por meio de RIFI uma soroprevaléncia de 28,6% nos equinos estudados,
proporcdo superior a encontrada nesse estudo, onde tomando-se por base a diluicdo
1:64, observa-se uma soroprevaléncia de 17,21% das amostras testadas.

Outros trabalhos ja anteriormente mencionados também apresentam resultados
mais elevados como os de Lopes, 2012 no Piaui com resultados positivos em 52,3% de
239 amostras de soro equideos e Amorim et al, 2013 com resultados positivos em soro

equino na ordem de 59,34 % das 273 amostras testadas.

As variagOes nas diluicdes encontradas representam diferentes intervalos de
tempo entre o contato do animal com a riquétsia, sendo que as amostras que
fluoresceram em aliquotas mais diluidas apresentam uma probabilidade menor de
reacdo cruzada. A confirmacdo se a espécie de todas as amostras é Rickettsia rickettsii
estd em andamento em novo estudo baseado nos testes da PCR e sequenciamento

genético.

O projeto de Brasilia, e em especial o Plano Piloto foi criado com o ideal de
funcionar como um grande parque para estimular a pratica de atividades ao ar livre, com
amplos gramados e parques arborizados proximos a cursos de agua, locais onde ocorre
uma maior aproximacao da populacdo de ambientes propicios a presenca de carrapatos.
O Lago Paranoa e o parque nacional de Brasilia Agua Mineral sio exemplos de grandes
areas com a presenca desses elementos naturais. Existem também regides de produgéo
agropecudria em regides urbanas e periurbanas nas quais o risco da presenca de vetores
é aumentada por pastos considerados sujos proximos a fontes hidricas. A utilizacdo de

parques ecoldgicos recreativos aproxima nossa espécie dos carrapatos transportados por
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animais silvestres e quando os frequentadores dos parques estdo acompanhados de cées
e outros animais domésticos, podem transportar os carrapatos para os centros urbanos e
residenciais. Em entrevistas realizadas no planejamento desse estudo, proprietarios de
equinos relataram deslocar-se diariamente distancias de até 20 km entre a residéncia e o
local de trabalho, realizando o trajeto por areas urbanas e rurais (comunicagdo pessoal,
2014).

Na literatura, podemos encontrar também o destaque para animais silvestres,
como capivaras e cervideos, em contato com mamiferos domésticos tais como equinos,
bovinos e cdes compartilham os mesmos carrapatos (FIGUEIREDO et al., 1999),

justificando a preocupacdo com os parques ecoldgicos de regides periurbanas.

Apesar da escassez de estudos com riquetsioses e vetores no Distrito Federal, no
ano de 2013, foi publicado o trabalho de Rocha et al., (2013) resultante de estudos
multicéntricos e interinstitucionais entre UnB, DIVAL e FIOCRUZ-RJ, cuja publicacdo
foi antecedida pelo curso de Capacitagdo em Vigilancia Ambiental em outubro de 2012.

Durante a execucgdo deste trabalho, foram identificadas espécies de carrapatos de
ciclos monoxeno e trioxeno, como a espécie Anocentor nitens que é associada a
manutencdo de ciclos enzodticos de riquétsias em equinos e a espécie Amblyomma
cajennense que por seu ciclo trioxeno possui potencial para iniciar ciclos epizo6ticos
que afetem a populagdo do Distrito Federal. Como esses carrapatos foram coletados a
partir de uma populacdo de equinos que realiza grandes deslocamentos entre a
residéncia do carroceiro, areas intermediarias de apoio que concentram amontoados de
materiais reciclaveis e animais e o destino final de venda de materiais (KAARI, 2006),
se torna dificil estabelecer uma regido mais especificamente vinculada a presencga do
agente bacteriano. Além disso, esses animais frequentemente sdo trocados entre
diferentes proprietarios e passar a seguir novas rotas de trabalho, podendo assim
disseminar os carrapatos por uma area maior quando comparados com animais de haras

e sociedades hipicas criados em confinamento.

Rocha et al., (2013) estudou a presenca de carrapatos em cédes domésticos (Canis

lupus familiaris) no DF, além das espécies usualmente relatadas em estudo,
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Leocadio, (2013), em apresentacdo do Programa de Vigilancia Ambiental para FMB no

DF, relatou carrapatos espoliando o réptil Rhinella marinus®.

Quando comparadas com o estudo anterior, as espécies encontradas também
foram relatadas por Rocha et al., (2013); Leocadio, (2013), também relatou a presenca
de Amblyomma dubitatum e Amblyomma rotundatum coletados em Curso de
Capacitacdo em Vigilancia Ambiental da Febre Maculosa Brasileira (2012) foram
realizados 126 ensaios de PCR com os carrapatos coletados para detectar material

genético de riquétsias, obtendo-se resultados negativos em sua totalidade.

Fatores como a conservacdo do ambiente, sazonalidade do clima e capacidade
eficiéncia de transmisséo vertical afetam a quantidade de carrapatos presentes e a
proporcdo de carrapatos infectados com riquétsias (FIGUEIREDO et al., 1999;
CANCADO et al., 2008; KRAWCZAK et al., 2014). De acordo com este trabalho, se
for observada a tabela 3, podemos notar a diferenca entre o periodo de estiagem e 0
chuvos que efetivamente s6 apresentou grandes diferencas quanto ao nimero de
carrapatos do género Amblyomma, embora os trés géneros tenham sido encontrados em
todo o periodo de coletas. Quanto aos dados apresentados na tabela 2, ndo foi possivel
observar diferencas significativas entre os periodos de estiagem e chuvoso quanto ao

numero de resultados positivos sorolégicos.

Finalizando, a caracterizacdo molecular das riquétsias em amostras positvas
detectadas por RIFI vem sendo realizada, pois ha grandes variacfes na letalidade das
doencas causadas por Rickettsia rickettsii, o agente causador da febre maculosa

brasileira, que apresenta-se mais letal que a cepa encontrada na América do Norte.

Neste aspecto, foram registrados 506 casos confirmados do agravo no periodo de
2001 a 2006 (MINISTERIO DA SAUDE, 2007), sendo que a maioria dos casos letais
aconteceu na regido Sudeste, com registros em todos os estados do Sudeste, todos os
estados do Sul, Bahia, Ceara e apenas um caso registrado no Distrito Federal (LOPES,
2012).

3 Rhinella marinus: no trabalho é adotada nomenclatura Bufus marinus.
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Conclusao

A Circulacdo de Rickettsia diagnosticada por imunofluorescéncia em soro de
equinos evidencia mais um elemento do ciclo da Febre Maculosa Brasileira presente no
Distrito Federal. E provavel que o agente esteja presente na regido ha anos, hipotese
possivel quando considerada o conjunto de hospedeiros susceptiveis como o homem,
equinos e caninos e espécies de carrapatos Ixodidae considerados vetores competentes.
De acordo com o baixo nimero de notificagdes do agravo em humanos podemos

suspeitar que esteja ocorrendo subnotificacdo de casos de Febre Maculosa na regido.

Sabendo-se que a Febre Maculosa Brasileira € uma doenca de tratamento
efetivo, a vigilancia de doencas emergentes vetoradas por carrapatos é essencial para
estimular a prevencdo e o tratamento correto, além de gerar informacdes para a
populacdo e médicos do sistema de satde publico ou particular. No interior do estado de
Séo Paulo algumas cidades como Americana, Piracicaba e Ribeirdo Preto j& adotaram a
pratica de sinalizar areas com risco elevado de exposicao a carrapatos, a qual apds um
levantamento mais amplo de areas importantes para a transmissao da doenca é exemplo

de recurso til para a medicina preventiva no Distrito Federal.
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Anexos

Anexo I: POP Coleta de artropodes a campo

Tarefa

Informar sobre o equipamento de protecao individual e metodologia de
coleta de carrapatos a campo, evitando o contato com artrépodes vetores de

doencas infecciosas e preservando a amostra viavel para analises.

Local de execucao

Areas exteriores ao Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria e

seus setores de Bacteriologia e Micologia.

Executante

Professores, técnicos, residentes, estudantes de pds-graduacao,

estagiarios, monitores, estudantes de graduacéo.

Resultados esperados

Sao esperados a minimizacdo dos riscos de transmissdo de doencas

vetoradas por artrépodes e a obtencado de artropodes para andlise.

Material necessario

Macacao de manga comprida com capuz de cor branca ou clara
Pincga de ponta fina

Caneta de pigmento resistente a agua e alcool

Tubos do tipo Eppendorf ou Falcon

Isopropanol 100%

Bolsa de coleta

Estante para tubos

Fita dupla face

© 0 N o o s~ 0w DdhPE

Botas de cano alto de cor branca ou clara
10. Meiéo branco (dois pares)
11.Pente fino

12.Recipiente para agua
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13. Filtro de papel descartavel
14. Funil

Atividades

Vestir o macacdo branco por cima da roupa comum, fechando-o
completamente. O primeiro par de meifes devem ser cal¢cados por cima da
calca comprida de uso diario e 0 segundo passado por cima da perna do
macacéo branco.

Calcar a bota branca sobre o macacdo branco e aplicar fita adesiva
dupla face ao redor da margem superior do cano da bota branca criando
uma barreira a passagem de artrépodes.

As luvas de procedimento devem ser calgadas sobre a manga comprida
do macacéao branco e afixadas com fita dupla face aplicada ao redor do
pulso, em caso de trabalho préximo a arvores ou em condi¢cdes de vento
vestir o capuz sobre a cabeca.

Apalpar toda a superficie do animal ou quando néo for possivel todo um
antimero procurando por carrapatos, pulgas e piolhos por tato e visao.

e Remocado de carrapatos: pincar proximo a insercdo na pele do
hospedeiro e remover com um movimento de tor¢cao para evitar a
ruptura do hipostomio.

e Remocdo de piolhos e pulgas: remover os artropodes com o
pente fino e deposita-los no recipiente com agua, finalizado o
procedimento de catacdo passar a 4gua por um filtro de papel em
funil.

Artépodes coletados devem ser armazenados imediatamente em
isopropanol 100% para conservar as estruturas anatdomicas, DNA do
parasito e inativar microorganismos. Identificar os tubos Eppendorf utilizando

caneta resistente a agua e alcool.
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Cuidados especiais

Em intervalos de até 30 minutos observar a EPI para a presenca de
artrépodes, repetir a observacdo ao final do trabalho para evitar transportar

vetores de doencgas infecciosas a outras areas.

O macacdo branco ndo deve ter bolsos ou outros acessorios que

facilitem a entrada e ocultacéo de carrapatos.

Transportar a EPl em saco plastico fechado ao finalizar o trabalho a

campo.

Acdes em caso de nédo conformidade

No caso de serem notados artrépodes parasitos sobre o corpo do
pesquisador proceder a remocdo imediata com o auxilio de pincas ou fita

adesiva e armazenamento do artropode em isopropanol 100%.
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Anexo I1: POP Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta

Tarefa

Detectar a presenca de Rickettsia rickettsii em amostras de sangue

provenientes de equinos.

Local de execucao

Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria e seus setores de

Virologia.

Executante

Professores, técnicos, residentes, estudantes de pds-graduacao,

estagiarios, monitores, estudantes de graduacéo.

Resultados esperados

E esperado a deteccdo de riquétsias em amostras de sangue de

equinos.

Material necessario

15.Lamina de Imunofluorescéncia com 12 pocos (Antigen Slide
Rickettsia rickettsii, Scimedx)

16. Tampéao PBSpH 7,4 0,01 M (Sigma)

17.Caneta de pigmento resistente a 4gua e alcool

18.Tubos do tipo Eppendorf

19.Pipetas de precisao calibradas

20.Ponteiras de 10 pL, 200 pL

21.Descarte de ponteiras com solucéo de hipoclorito de sédio 2%

22.Ficha para ensaio de imunofluorescéncia indireta

23.Estufa (Abbott Commander Dynamic Incubator)

24.Céamara umida

25.Camara de imersao para laminas

26. Agitador magnético

27.Glicerina tamponada (IFI HIV Bio Manguinhos)

28.Jaleco de manga comprida
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29.0Oculos de protecdo

30.Touca descartavel

31.Méascara descartavel

32.Luvas de procedimento

33.Microscopio com luz UV

34.Antigeno anti IgG Eq

35.Solugéo Azul de Evans (0,01 g Azul de Evans + 100 mL PBS)

Atividades

Homogeinizar em voOrtex as amostras de soro equino, diluir 10 uL da
amostra de soro equino em 630 pL de tampédo PBS de forma a obter a
diluicho 1:64, a qual é utilizada para triagem de amostras em
Imunofluorescéncia Indireta.

A diluicdo é homogeinizada e 30 pL de cada amostra sao inoculados em
cada poco, inoculando da esquerda para a direita e reservando os dois
pocos da primeira coluna para 0s controles positivo e negativo,a
correspondéncia de cada poco deve ser anotada em uma ficha de ensaio de
imunofluorescéncia indireta.

Colocar as amostras no centro da camara umida e umidecer o papel da
base da camara com agua destilada, incubar as amostras a 37 °C por 30
minutos no interior da camara Umida, remover 0 excesso de reagentes com
agua destilada e a seguir lavar as laminas em camara de imerséo
submersas em tampao PBS por 5 minutos com agitador magnético.

Cada poco de amostra € coberto com uma gota de conjugado para IgG
anti Rickettsia, sdo repetidos os procedimentos de incubacédo e lavagem
descritos anteriormente. Ao final da lavagem as laminas sdo deixadas para
secar ao ambiente ou na estufa 37 °C por até 5 minutos, antes da
observacdo das laminas no microscopio fluorescente cada poco € coberto
com uma gota de glicerina tamponada e é aplicad auma laminula sobre os
POCOS.

Observar cada poco de amostras no aumento 400X no microscopio de
luz fluorescente e comparar a imagem com 0S controles negativos e

positivos, a luminosidade do laboratorio deve ser restringida desligando as
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fontes de luz elétrica e tampando acessos de luz natural. As amostras
positivas para diluicdo 1:64 sdo analisadas em diluicdbes crescentes
dobradas até que ndo apresentem fluorescéncia, sao utilizadas as diluicbes
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, etc.

Para as diluicbes sucessivas sdo utilizadas aliquotas das diluicdo
anterior homogenizada com solugdo tampdo, com o cuidado de

homogeinizar cada diluigdo nova antes de incubar ou produzir nova aliquota.

Cuidados especiais

O pesquisador ao entrar no laboratorio deve paramentar-se com o EPI,
constituido por jaleco de manga comprida, luvas de procedimento, 6culos de

protecado e touca para o cabelo.

O laboratério no qual é realizado os ensaios de imunofluorescéncia deve

possuir controle de temperatura ambiente e luminosidade.

Armazenar as laminas de imunofluorescéncia em refrigerador em um

intervalo de temperaturade 2 °C a8 °C.

Ao inocular amostras e reagentes em lamina de imunofluorescéncia
inocular de forma que a ponteira ndo toque o fundo de cada pogco e sem

ocorrer transbordamento de material para a lamina ou poc¢os adjacentes.

Na ficha de ensaio de imunofluorescéncia indireta deve constar a
posicdo de cada amostra nos pocos da lamina e informacdes sobre origem,

fabricante, lote e validade de todos os reagentes utilizados no ensaio.

Durante as etapas de lavagem de laminas em tampado PBS, as laminas

nao devem tocar entre si ou nas paredes da camara de submerséo.

As amostras devem ser analisadas por pelo menos duas pessoas para
reduzir o efeito de subjetividade. O modelo do microscopio e o tempo que a luz
ultravioleta do microscépio permanece ligada influencia o grau de fluorescéncia

das amostras.
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Acdes em caso de n&do conformidade

Caso o controle positivo ndo apresente fluorescéncia ou o controle

negativo apresente fluorescéncia, € necessario repetir a lamina.

Caso a lamina seja danificada por quedas, exposi¢cdo a luminosidade
excessiva ou outras situacdes comprometedoras da qualidade da imagem,

repetir todo o processo a partir da inoculacéo das laminas.
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