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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), é uma zoonose reemergente, de notificacdo
compulséria imediata, causada pela Rickettsia rickettsii. A transmissdo ocorre por picada
de carrapatos da familia Ixodidae infectados, principalmente, Amblyomma cajennense,
embora outros vetores como as pulgas, artropodes pertencentes a classe Insecta, ordem
Siphonaptera, também possam ser agentes transmissores. O objetivo desse estudo foi
pesquisar por técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia de DNA (PCR) a ocorréncia
da bactéria do género Rickettsia do Grupo Febre Maculosa em cées recebidos na Geréncia
em Vigilancia Ambiental de Zoonoses do Distrito Federal. Foram analisadas 197
amostras de coagulo de sangue de cdes no ano de 2015. Os genes amplificados foram
especificos para gene OmpA e para 0 gene gtlA. Os resultados encontrados foram
negativos. Nesse estudo nédo foi possivel detectar por PCR a circulagdo Rickettsia em

caes.

Palavras-chave: Febre Maculosa. Riquétsia. Cées



ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever (BSF) is a reemerging zoonosis, immediately notifiable
caused by Rickettsia rickettsii. Transmission is by the bite of infected ticks Ixodidae
family mainly Amblyomma cajennense, although other vectors such as fleas, arthropods
belonging to the class Insecta, order Siphonaptera, can also be transmitting agents. The
objective of this study was to search for polymerization reaction technique on DNA chain
reaction (PCR) the occurrence of the genus Rickettsia bacteria of the spotted fever group
in dogs received in Management in Zoonosis Environmental Surveillance of the Federal
District. Were analyzed 197 dog blood clot samples in 2015. The amplified genes were
specific for the ompA gene and gtlA gene. The results were negative. In this study, it was

not possible to detect by PCR Rickettsia circulation in dogs.

Keywords: Spotted Fever. Rickettsia. Dogs
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As riquetsioses sdo doencas infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas
intracelulares obrigatorias, do género Rickettsia, que sdo transmitidas por vetores,
principalmente por carrapatos. Entre estas doengas a febre maculosa (FM) destaca-se pela
a gravidade do quadro clinico, em seres humanos e animais acometidos,
(HOOHSTRAAL, 1967; AZA & BEARD, 1998; ACHA & SZYFRES, 1986; BRASIL,
2016c).

As riquétsias tém distribuicdo mundial com circulacdo em todos os continentes
MOURA, 2012). No Brasil, ha presenca das espécies Rickettsia rickettsii (KRAWCZAK,
et al., 2014) R. parkeri, R. typphi, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. monteiroi
(LABRUNA et al., 2011), R. felis e a R.bellii (LOPES, 2012).

A febre maculosa brasileira (FMB) é considerada uma zoonose reemergente, tem
sua notificacdo compulséria no Brasil e apresenta importancia na satde publica devido
ao diagnostico médico tardio e alta letalidade em humanos (BRASIL, 2014c).

Os primeiros registros positivos para riquétsias pertencente ao grupo da febre
maculosa (GFM) em caes, no Distrito Federal (DF) foram realizados por Rocha et al.,
(2013), em pesquisa conjunta com a Universidade de Brasilia, Fundagdo Oswaldo Cruz e
a Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal.

Em equinos os primeiros registros no DF foram realizados em pesquisa por
Martins (2014), que detectou sorologia positiva para as riquétsias do GFM. Sendo assim,
esses primeiros trabalhos séo indicativos da circulacdo do agente etioldégico no Distrito
Federal.

A FM e outras riquetsioses constam na lista da Portaria N° 204, de 17 de fevereiro
de 2016, que atualizou a Lista Nacional de Notificacdo Compulsdria de doencas e agravos
(BRASIL, 2016b).

No Sistema de Informacdo de Agravo de Notificacdo (SINAN), consta que em
Goias, estado limitrofe do DF, foram notificados 10 casos de FMB humanos entre 0s anos
de 2010 e 2016. O SINAN registrou a ocorréncia de dois casos humanos de FMB no DF
nos anos de 2005 e 2006 (BRASIL, 2016a).

Este estudo teve como objetivo principal a pesquisa do género Rickettsia do grupo

da febre maculosa (GFM) pelo emprego da técnica de reacdo de polimerizacdo de DNA
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em cadeia, em cdes recebidos para observacdo na Geréncia de Vigilancia Ambiental de
Zoonoses do Distrito Federal em 2015.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 As riquétsias

As riquétsias sdo Alfaproteobactérias pertencentes a ordem Ricketsiales que
apresenta duas familias de importancia na salde publica: Rickettiaceae a
Anaplasmatacea. Os géneros Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma, bioagentes de zoonoses,
sdo microrganismos intracelulares obrigatérios, Gram-negativos, pleomdrficos, imoveis,
ndo formadores de esporos, visiveis em microscopia éptica comum, com distribuicdo
geografica mundial (GARRITY, BELL, LIBURN, 2004; QUINN et al., 2005; MOURA,
2012). Este agente etioldgico apresenta duas proteinas de membranas imunogénicas 0s
genes OmpA, OmpB e gltA, que contém epitopos espécie-especifico utilizados em
reacoes sorolégicas (WALKER, 2007; SAHINI & RYDKINA, 2009).

As riquétsias podem ser visualizadas, ao microscopio, agrupadas em cadeia,
formando cocobacilos em pares ou até mesmo isoladamente. A excec¢do € a Rickettsia
prowazekii, que ndo apresenta flagelos; possui trés camadas no seu envelope; uma
membrana citoplasmatica interna, uma parede celular rigida com composi¢do quimica
tipica e com aspecto trilaminar (SANGIONI, 2010).

2.2 Historico

Os primeiros estudos sobre as riquetsioses ocorreram a partir do século XIX, nos
Estados Unidos da América (BRASIL, 2016c¢). As informacdes a respeito dos primeiros
casos da doenca foram registradas no ano de 1896 em Idaho, nos Estados Unidos. A
doenca foi primeiramente denominada de Rocky mountain spotted fever (febre maculosa
das Montanhas Rochosas) e descrita como uma “doenca febril endémica” (HARDEN,
1990).

Segundo Weiss & Strauss (1991), em 1906 o Dr. Howard Taylor Rickettss
identificou o agente etiologico da febre maculosa das Montanhas Rochosas, assim como
0 conhecimento do carrapato como transmissor da doenca. Em homenagem ao
pesquisador, o género da bacteriano foi denominado de Rickettsia.

A FMB teve 0s seus primeiros registros no Estado de Sdo Paulo no ano de 1929,
seguido dos estados do Rio de Janeiro, de Minas Gerais, do Espirito Santos, de Santa

Catarina e, recentemente, nos estados do Parand, Rio Grande Sul, Piaui, Bahia, Ceara,
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Piaui, Rond6nia, Mato Grosso do Sul, Goias e o Distrito Federal (LABRUNA et al., 2009;
BRASIL, 2016c).

2.3 Classificacéo

A febre maculosa brasileira (FMB) ¢é causada por Rickettsia rickettsii (BRASIL,
2014).

Segundo Sangioni (2010) a Ordem Rickettsiales esta no Filo das Proteobacterias,
Familia Rickettsiaceae, Subfamilia: Rickettisiae e dos Géneros: Rickettsia, Coxiella e
Orienta. A ordem ainda apresenta a Subfamilia Ehrlichiae, com os géneros: Ehrlichiachia
e NeoRickettsia, e a familia Anaplasmatacea com o Género Anaplasma (Figura 1).

O Género Rickettsia foi divido em quatros grupos de acordo com a filogenética,
considerando o material do plasmideo conjugado com os genes cromossomais: 1) o Grupo
do Tifo (GT) - Rickettsia prowazekii, R. typhi; 2) o Grupo da Febre Maculosa (FMB) -
Rickettsia rickettsii, R. conorii e R. sibirica; 3) o Grupo de Transicdo (GTr) - Rickettsia
felis, R. akari e R. australis; e 4) o Grupo Ancestral (GA) - Rickettsia bellii e R.
canadenses (GILLESPIE et al., 2007).

Ordem Familia Género Espécies Células-alvo
[ E. ruminatium Endotélio vascular, macréfagos
p— E. canis Monbcitos, macrofagos
b E eguii Gramuldcitos
— Ehrlichia p—  E ewingii Gramilacitos
b E ondiri Gramulcitos, mondcitos
p—— E ovina Monécitos, macrofagos
Rickettsiaceae | E. phagocitophyla Granulocitos
— Monécitos, células do epitélio
N. risticii . . ..
Rickatsial intestinal mastécitos
ickatisiales e L veor : - - .. .
Neorickettsia b alokcominica Monécitos, macrofagos,
células linfoides
b N helminthoeca Monbcitos, macrofagos.
células linfoides
L Ricketisia — R rickettsii Endotélio vascular
—  Adegyptianella A. pullorum Hemadcias
L Anaplasmataceae e 4 bovis Monécitos, macrifagos
—— 4. plaps Plaquetas
b Anaplasma
= 4 marginale Hemicias
L 4 ovis Hemdcias

Figura 1- Caracteristicas das riquétsias de importancia na saude. (Fonte: QUINN et al., 2005).
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2.4 Aspectos epidemiolégicos

Os casos de FMB tem sido registrada nos estados Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Santa Catarina, e partir do ano de 2005, nos estados do
Parang, Rio Grande do Sul, Distrito Federal e Goias (BRASIL, 2016 a e BRASIL, 2016c).

Os animais vertebrados como cées, cavalos, gatos, capivara, marsupiais, pequenos
roedores e outros animais silvestres sdo 0s principais hospedeiros da riquétsia e a
transmissé@o podem ocorrer pela da picada de vetores (carrapatos ou pulgas) infectados
com a riquéstsias. O microorganismo esta presente na saliva destes artropodos (LEMOS,
2004; GAZETA et al., 2009).

Os cées podem participar do ciclo de transmissdo da FMB, por viverem no
domicilio humano e por serem susceptiveis a doenca, sdo considerados animais sentinelas
para FMB (PADDOCK et al., 2002; LABRUNA et al., 2009).

Os animais vertebrados podem manter ou amplificar o ciclo enzootico da
riquétsia. Alem disso, esses animais podem dispersar carrapatos infectados para animais
domésticos ou sinantropicos, como pode ser visualizado no Quadro 1.

Segundo Labruna (2004) a disponibilidade de vetores em determinado ecotopo
pode variar no espaco e no tempo assim como a presenca de hospedeiros vertebrados,
facilitando a circulacdo de riquétsias patogénicas.

A transmissdo da riquétsia ocorre principalmente, por picada de carrapatos
infectados pertencentes a familia Ixodidae, sendo 0 Amblyomma cajennense o vetor mais
importante da doencga. Outros vetores como pulgas pertencentes a classe Insecta, ordem
Siphonaptera, também podem ser agentes transmissores (GEHRKE, 2010).

Os carrapatos sao 0s vetores responsaveis pela manutencao da bactéria Rickettsia
rickettsii no ambiente silvestre Parola et al., (2014). Nos carrapatos ocorrem a transmissao
transovariana e transestadial. Esse mecanismo permite com que uma fémea ingurgitada
transmita o agente para toda sua progénie (LABRUNA 2004; SERRA-FREIRE &
MELO, 2006; SANGIONI, 2010).

No Brasil, ocorre a circulacdo das espécies Rickettsia rickettssi (KRAWCZAK et
al., 2014) R. parkeri, R. typphi, R. amblyommii, R. rhipicephali, R. monteiroi
(LABRUNA et al., 2009); R. felis, R. bellii (LOPES, 2012).
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Quadro 1 — Vetores e hospedeiros de riquétsias patogénicas do Grupo da Febre Maculosa.

Riquétsia

Vetor

Hospedeiro

Distribuicéo

Rickettsia rickettsii

Dermacentor andersoni
Dermacentor variabilis
Amblyomma
americanum
Rhipicephalus
sanguineus
Amblyomma cajennense
Amblyomma aureolatum

Pequenos mamiferos
(roedores,

marsupiais, coelhos),
cdes, equinos e aves.

América do Norte,
Central e do Sul.

Rickettsia conorii

Rhipicephalus
sanguineus
Rhipicephalus pumilio

Pequenos mamiferos
(roedores,
marsupiais), cées e
aves.

Europa, Africa, Asia

Rickettsia japonica

Haemaphysalis sp.
Dermacentor
taiwanensis
Ixodes sp.

Roedores, caes

Asia (Japdo, China)

Rickettsia africae

Amblyomma variegetum
Amblyomma hebraeum

Bovinos, caprinos

Africa

Dermacentor reticulatus

Rickettsia slovaca Dermacentor Suinos Europa, Asia (RUssia)
marginatus
Amblyomma Cées sdo apontados
americanum América do Norte e do

Rickettsia parkeri

Amblyomma maculatum
Amblyomma triste

COMO provaveis
hospedeiros.

Sul

Rickettsia sibirica

Dernacentor sp.
Haemaphysalis sp.
Rhipicephalus
sanguineus

Roedores, aves

Asia, Africa

Hyalomma marginatus

Rlck_ettsm " Rhipicephalus Ovinos, caprinos e Africa, Europa
aeschlimannii ; bovinos
appendiculatus ]
Rickettsia helvetica Ixodes sp. Cao, gato, cervideo Europa, Asia
. . . Ixodes spp. Lagartos, ofideo, (i Ao
Rickettsia honei Rhipicephalus spp. roedor (Rattus) Austrélia, Asia
. . . Roedores, -
Rickettsia australis Ixodes holocyclus marsupiais Australia
Liponyssoides L
Rickettsia akari s[;ng)lljineus Roedores Amerlc_a do N_orte,
Russia, Africa
Alloderm sp.
. . . . . Caées, gatos, América do Norte e do
Rickettsia felis Ctenocephalides felis marsupiais sul, Europa, Africa, Asia

Fonte: adaptado de Schriefer e Azad, 1994; Fournier, Raoult, 2005.

2.5 Ciclo biolégico dos ixodideos e correlagdo com a infec¢do por riquésias

O ciclo bioldgico geral dos ixodideos apresenta as fases de ovo, larva, ninfa e

adultos. As fémeas, apds os repastos no hospedeiro, depositam seus ovos no solo. A
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duracdo do periodo de postura pode ser de varios dias e apds a oviposi¢cdo as fémeas
morrem (MONTEIRO, 2010).

O periodo de eclosdo dos ovos depende de condi¢des climaticas, principalmente,
de temperatura. Apos a eclosdo, temos as larvas hexapodes, que permanecem no meio
ambiente sobre nas gramineas e arbustos e evoluem para o estddio de metalarvas e
posteriormente para ninfa, ocorrendo neste estadio o enrijecimento da cuticula. Estas
nifas ingurgitam-se e se transformam em adultos (MONTEIRO, 2010).

Os carrapatos se infectam quando fazem o repasto em animais vertebrados que
estejam infectados pela a riquétsia, onde ocorre também a transmissdo transovariana e
transestadial (SERRA-FREIRE; MELO, 2006; SANGIONI, 2010). O homem adquire a
infeccdo acidentalmente, por meio da picada de vetores infectados, ao entrar em contato
com éareas infestadas por carrapatos ou com cdes infestados, que transportam os vetores
infectados para os domicilios em areas rurais e urbanas (SERRA-FREIRE; MELO, 2006;
SANGIONI, 2010).

2.6 Vigilancia Epidemioldgica e Ambiental

A FM e outras riquetsioses constam na Lista Nacional de Notificagcdo
Compulsoria de doencas, agravos e eventos de saude publica nos servigos de saude
publicos e privados em todo territorio nacional (BRASIL, 2016c). Os dérgédos de saude,
nas esferas municipal, estadual e federal sdo obrigados a notificarem a ocorréncia da
doenca em até 24 horas ap0s a suspeita da doenca (BRASIL, 2016c¢).

A Vigilancia epidemioldgica (VE) é um conjunto de acdes que proporcionam o
conhecimento, a deteccdo ou a prevencdo de quaisquer mudancas nos fatores
determinantes e condicionantes de sadde individual ou coletiva, com a finalidade de
recomendar e adotar as medidas de prevencdo e controle das doencas ou agravos
(BRASIL, 1990).

AVigilancia Ambiental em Saude (VAS) € um conjunto de a¢des que proporciona
o0 conhecimento, a deteccao ou prevencao de qualgquer mudanca nos fatores determinantes
e condicionantes do meio ambiente que interferem na satide humana, com a finalidade de
recomendar e adotar as medidas de prevencdo e controle dos fatores de riscos e das
doencas ou agravos, em especial as relativas a vetores, reservatérios, hospedeiros e

animais peconhentos e fatores ndo bioldgicos (BRASIL, 2002).
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VE e VAS tem funcdes especificas com interfaces, desenvolvidas continuamente,
no propdsito de conhecer o comportamento da doenca. Com finalidades de adotar agdes
de promocéo para saude publica (BRASIL, 2016c).

Brasil (2016¢), a vigilancia da FMB abrange a vigilancia epidemioldgica e
ambiental dos vetores, reservatorios e dos hospedeiros, com objetivos de:

e Detectar e tratar precocemente 0s casos suspeitos visando reduzir a
letalidade.

e Investigar e controlar surtos, mediante adoc¢ao de medidas de prevencéo e
controle.

e Conhecer a distribuicdo da doenca, (lugar, tempo e pessoa).

e Identificar e investigar os locais provaveis de infeccédo - LPI.

e Recomendar e adotar medidas de prevencéo e controle.

Para o conhecimento do ciclo em determinada &rea deve-se observar dois
principais fatores:

1. O vetor capaz de manter o ciclo enzodtico da riquétsia infectando animais
(GAZETA, 2012a).

2. Quais animais estdo servindo como hospedeiros para os vetores e disseminando
os carrapatos infectados em regides sem a doenca (GAZETA, 2012a).

O surgimento de surtos epidémicos de casos humanos esta fortemente associado
a ocupacdo no ambiente rural pelo homem; com a sazonalidade dos vetores; e com a
variacdo das condigfes ambientais, 0 que torna mais complexa a epidemiologia das
riquetsioses (GAZETA, 2012b).

2.7 Dados epidemioldgicos de Febre Maculosa Brasileira

No Sistema de Informacdo de Agravo de Notificacdo (SINAN) do Ministério da
Salde estdo registrados em todo Brasil 1.525 casos da doenga em humanos em uma série
historica dos anos de 2000 a 2016. Destes casos, 470 pacientes foram a 0bito, o que
representa uma letalidade de 30, 81% (BRASIL, 2016a).

2.8 Dados epidemioldgicos de Febre Maculosa Brasileira na Regido Centro Oeste

Entre os anos de 2000 e 2016 na Regido Centro Oeste do Brasil (Tabela 1)

ocorreram 12 casos confirmados de FMB. Entre esses, apenas 2 casos ocorreram no

22



Distrito Federal, sendo 1 caso no ano de 2005 e 1 em 2006. No Estado de Goiéas foi
confirmado o maior nimero com registro de 10 casos (BRASIL, 2016a).

Nos Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul ainda ndo houve registro da
doenca. N&o existe registro de 6bito por FMB no Centro Oeste brasileiro (BRASIL,
2016a).

Tabela 1- Casos confirmados de Febre Maculosa na Regido Centro Oeste do Brasil, por
estado, de 2000 a 2016.

Estados de notificacdo da Regido Centro Oeste, do ano de 2000 a 2016

Ano I[—‘)(;ZIterrlgi Goias Mato Grosso MatoS(jlrosso
2000 0 0 0 0
2001 0 0 0 0
2002 0 0 0 0
2003 0 0 0 0
2004 0 0 0 0
2005 1 0 0 0
2006 1 0 0 0
2007 0 0 0 0
2008 0 0 0 0
2009 0 0 0 0
2010 0 1 0 0
2011 0 0 0 0
2012 0 2 0 0
2013 0 0 0 0
2014 0 2 0 0
2015 0 4 0 0
2016* 0 1 0 0

Fonte: Brasil, (2016). * InformacGes até 27 de abril de 2016.
2.9 O papel do diagnostico laboratorial na vigilancia da FMB

O diagnostico em tempo habil e diferencial de outras riquetsioses e de outras
doencas com sinais clinicos similares é determinante para o tratamento adequado do
paciente. Auxilia também no direcionamento dos servicos de vigilancia e contribui para
a diminuicdo do nimero de novos casos e Obitos (GAZETA, 2012b; BRITES &
DUARTE, 2010), bem como este diagnostico € um instrumento essencial para definicao
de medidas preventiva e de controle (BRASIL, 2016c¢).

Os métodos diagndsticos mais utilizados para o diagnostico riquetsioses sdo: as
técnicas soroldgicas, gendmicas, detec¢do de antigenos e isolamento. Esses diagndsticos
sdo realizados tanto em humanos quanto em animais hospedeiros, reservatorios e vetores
(SCOLA & RAUOLT, 1997; BRITES & DUARTE, 2010; BRASIL, 2016c).

23



A reacdo de polimerizacdo em cadeia é a amplificacdo de um segmento de
especifico de DNA dentro do genoma, que permite a replicacdo in vitro do DNA. Foi
desenvolvido na década de 1980 pelo pesquisador Karry Banks Mullis, que conseguiu
pela primeira vez replicar fragmentos de DNA (Saiki et al., 1988).

A técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia de DNA (PCR), que permite a
deteccdo e identificacdo mais rapida e especifica da riquétsia, vem sendo empregada para
diagndsticos em animais, vetores e humanos. Esse método, com as recentes analises de
sequéncias de bases de fragmentos de genes riquetsiais, permite a diferenciacdo de
diferentes espécies de riquetsias (EREMEEVA & RAUOLT, 1994; SCOLA & RAUOLT,
1997; MILAGRES, 2004). Segundo Sangioni (2003), a PCR tem tem assumido
relevancia na deteccdo de espécies do género Ricckettsia em animais, humanos e vetores.
Sendo possivel a caracterizacdo de espécies ja conhecidas como a Rickettsia rickettsii e
outras como a R. felis.

A PCR tem como vantagem, a possibilidade de realizar o diagnostico de infec¢des
no seu processo agudo, com a deteccdo de DNA da riquétsia a partir de sangue e outros
tecidos antes mesmo da formagéo de anticorpos (LEMOS, 2004).

O uso da PCR, realizada em amostras de sangue e coagulos formados a partir da
centrifugacdo do sangue coletado assim como de outros tecidos, tem a vantagem de ser
um método rapido de diagnostico além de possibilitar melhor e mais adequada
caracterizacao dos dois principais grupos de riquétsias (BRASIL, 2016c).

Outras formas de diagnostico utilizam as tecnicas da histopatologia e a
imunohistoquimica e sdo realizadas em lesbes de pele, fragmentos de pulméo, figado,
baco, coracéo, cérebro (BRITES & DUARTE, 2010; BRASIL, 2016c).

O isolamento do agente etiolégico do GFM em humanos pode ser realizado a
partir do coagulo de sangue ou de fragmento de tecidos (pele e pulméo obtidos por
bidpsia). As amostras desses tecidos devem ser imersas em infusdo de Brain Hearth
Infusion (BHI) Brasil, (2014c) e podem ser cultivadas em monocamadas de células Vero
(SCOLA & RAOULT, 1997). Pode ser também realizado de hospedeiros e vetores,
entretanto, técnicas de cultivo exigem nivel de biosseguranca 3 (NB 3) (BRASIL, 2016c).

A técnica recomenda e adotada como padrdo ouro pelo o Ministério da Saude é
reacdo de imunoflurescéncia indireta (RIFI), adequada para deteccdo de anticorpos IgG e
IgM ap6s o periodo de 7 a 10 dias da infeccdo. Esta técnica apresenta como vantagens:
ser simples, apresentar baixo custo, ter alta sensibilidade e especificidade para as
riquetsioses (BRASIL, 2016c¢).
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A RIFI € amplamente utilizada em estudos e inquéritos soroepidémicos como
diagndstico de escolha na fase aguda da doenca. A RIFI apresenta como desvantagens a
ocorréncia de reagdo cruzada com riquétsia do grupo tifo, dengue, leptospirose e outras
doencas (GALVAO et al., 2005; BRITES NETO & DUARTE, 2010; BRASIL, 2016c).
De forma negativa, a RIFI ndo permite a identificacdo do género do microorganismo
(SCOLA & RAUOLT, 1997).

A deteccdo de anticorpos pela sorologia pode demorar pelo menos duas semanas
apos a infeccdo e por este motivo é recomendado que sejam feitos testes pareados com
uma coleta de soro no primeiro dia da doenca e a segunda coleta entre 14 e 21 dias apés
0 inicio dos sinais clinicos (BRASIL, 2016¢; GANTA, 2016).

2.10 Patogénese e aspectos clinicos

As riquetsias por serem patogenos intracelulares obrigatorios apresentam um
mecanismo de invasdo intracelular mediado por adesinas, que sdo capazes de se ligarem
a receptadores celulares. O bioagente faz adesdo ao receptor Ku70 da célula por meio de
adesinas OmpA ou OmpB, a enzima ubiquitina ligase ¢ atraida e liga-se ao receptor Ku70
juntamente com a proteina RickA, que ativa mecanismos de fagocitose da bactéria pela a
célula. No interior da célula, a bactéria passa a comandar o funcionamento celular e
posterior destrui¢do celular (WALKER, 2007; SAHNI & RYDKINA, 2009).

Logo apds a invasdo intracelular ocorrem lesdes celulares por meio da producéo
de oxigénio reativo e aumento na permeabilidade vascular, causada pela bactéria
(WALKER, 2007; SAHNI & RYDKINA, 2009).

A FMB é uma doenca multissistémica, apresenta um curso variavel, desde um
quadro clinico classico a abrupto. Os casos mais severos podem levar a quadro de
neuroldgicos de encefalite, insuficiéncia respiratoria, insuficiéncia renal. Os sinais sdo
inespecificos variando febre alta, cefaleia, mialgia intensa, nauseas, vomitos; podendo
evoluir para exantema, equimoses e nos casos graves complicacdes sistémicas, se nao
tratada pode chegar a uma letalidade de 80% (SAHNI & RYDKINA, 2009; BRASIL,
2016c¢).

2.11 Febre maculosa em caes

Nos Estados Unidos, principalmente em areas de ocorréncia de Febre Maculosa,

vem sendo relatada a infeccdo em cées com sinais clinicos semelhantes a dos humanos

25



(DAVIDSON et al., 1990). Em Rhipicephalus sanguineus, o carrapato do cdo, foi
detectada pela primeira vez em 2009 no estado do Rio de Janeiro, a Rickettsia rickettsii
(GEHRKE, 2010). Os cées sdo considerados importantes hospedeiros sentinelas da FMB
por ser susceptiveis Rickettsia rickttsii (BRITES NETO & DUARTE, 2010).

A FMB tem sido descrita em seres humanos em varios estados brasileiros, no
entanto, esse fendmeno nao tem ocorrido com a populacdo de cées, mesmo sendo muito
mais expostos aos vetores potenciais de Rickettsia rickttsii e outras rickettsias (FORTES
et al., 2011).
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3 OBJETIVO

Pesquisar por técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia de DNA (PCR) a
ocorréncia da bactéria do género Rickettsia do Grupo Febre Maculosa em cées recebidos
na Geréncia em Vigilancia Ambiental de Zoonoses do Distrito Federal.
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CAPITULO I

RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), € uma doenca infeciosa reemergente, de notificacao
compulséria imediata, causada pela Rickettsia rickettsii. A transmissdo ocorre por picada
de carrapatos da familia Ixodidae infectados, principalmente, Amblyomma cajennense,
embora outros vetores como as pulgas, artropodes pertencentes a classe Insecta, ordem
Siphonaptera. O objetivo desse estudo foi pesquisar por técnica de reacdo de
polimerizacdo em cadeia de DNA (PCR) a ocorréncia da bactéria do género Rickettsia do
Grupo Febre Maculosa em cées recebidos na Geréncia em Vigilancia Ambiental de
Zoonoses do Distrito Federal. Foram analisadas 197 amostras de coagulo de sangue de
cées no ano de 2015. Os genes amplificados foram especificos para gene ompA e para o
gene gtlA. Os resultados encontrados foram negativos. Nesse estudo ndo foi possivel
detectar por PCR a circulacdo Rickettsia em cées.

Palavras-chave: Febre Maculosa. Riquétsia. Cées.
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ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever (BSF) is an infectious disease notifiable mainly caused by
Rickettsia rickettsii transmitted by ticks. Transmission is by the bite of infected ticks
Ixodidae family mainly Amblyomma cajennense, although other vectors such as fleas,
arthropods belonging to the class Insecta, order Siphonaptera, can also be transmitting
agents. The objective of this study was to search for polymerization reaction technique
on DNA chain reaction (PCR) the occurrence of the genus Rickettsia bacteria of the
spotted fever group in dogs received in Management in Zoonosis Environmental
Surveillance of the Federal District. Were analyzed 197 dog blood clot samples in 2015.
The amplified genes were specific for the ompA gene and gtlA gene. The results were

negative. In this study, it was not possible to detect by PCR Rickettsia circulation in dogs.

Keywords: Spotted Fever. Rickettsia. Dogs.
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1 INTRODUCAO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) e outras riquetsioses sdo doencas infecciosas
causadas por bactérias pertencentes a ordem Ricketsiales, familia Rickettiaceae, género
Rickettsia. Apds estudos filogenéticos o género Rickettsia foi dividido em quatros grupos:
0 Grupo da Febre Maculosa (GFM), o Grupo do Tifo (GT), o Grupo de Transicao (Gtr) e
0 Grupo Ancestral (GA) (GILLESPIE et al., 2007).

As riquétsias sdo microorganismos intracelulares obrigatérios, Gram-negativos,
cocobacilares, pleomorficos, imoveis, ndo formadores de esporos, visiveis em
microscopia 6ptica comum (HOOHSTRAAL, 1967; GARRITY, BELL & LIBURN,
2004).

Apresentam distribuicdo mundial, com varios hospedeiros vertebrados, sendo
transmitidas por vetores, principalmente por carrapatos da familia Ixodidae, cujos
membros servem como reservatorios capazes de manter a bactéria por geracoes, atraves
da transmissdo transovariana e transestadial (HOOHSTRAAL, 1967; GARRITY, BELL
& LIBURN, 2004; LABRUNA 2004).

As espécies Amblyomma cajennense, A. cooperi (dubitatum) e A. aureolatum séo
0s principais vetores e reservatorios, entretanto, a espéecie Rhipicephalus sanguineus,
pode também ser um potencial vetor e reservatorio. A transmissdo aos hospedeiros pode
ocorrer através do repasto de carrapatos infectados e com tempo medio de fixacdo no
corpo de 4 a 6 horas (BRASIL, 2016c¢). As pulgas, da classe Insecta, ordem Siphonaptera,
também sdo, ocasionalmente, transmissoras da afeccdo (GEHRKE, 2010).

Segundo Moura (2012), as riquétsias tém distribuicdo geografica em todos os
continentes, com casos confirmados. No Brasil, a circulacdo das espécies Rickettsia
rickettsii (KRAWCZAK et al,, 2014), R. parkeri, R. typhi, R. amblyommii, R.
rhipicephali, R. monteiroi (LABRUNA et al., 2009) e R. felis, R. bellii (LOPES, 2012),
tem sido notificada nas regifes do sudeste, nordeste, sul e norte.

A FMB causada por Rickettsia rickettsii, se apresenta de forma endémica nos
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Santa Catarina, Mato
Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal, Bahia, Ceara e Rodénia (BRASIL, 2016c).

Atualmente, FMB ¢ considerada uma zoonose reemergente no Brasil, de
importancia na satde pablica devido ao diagndstico médico tardio e alta letalidade em
humanos (BRASIL, 2016c).
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A FM e outras riquetsioses sdo doengas de Notificagdo Compulséria (Brasil,
2014c). No Sistema de Informagdo de Agravo de Notificacdo (SINAN) do Ministério da
Saude estéo registrados no Brasil 1.525 casos da doenga em humanos em uma série
historica do ano de 2000 a 2016. Destes casos, 470 pacientes foram a 6bito. O que
representa um indice de letalidade em media 30, 81% (BRASIL, 2016a).

No Distrito Federal (DF) nos anos de 2005 e 2006, foram confirmados dois casos
de Febre Maculosa Brasileira em humanos (BRASIL, 2016a).

Os animais vertebrados, principalmente os silvestres, sdo os hospedeiros da
Rickettsia rickettsii. Os cdes participam deste ciclo como carreadores de carrapatos dos
ambientes de animais silvestres para o peri domicilio (PADDOCK et al., 2002;
LABRUNA et al., 2009) e exercem um papel relevante na ecoepidemiologia da FMB,
pois esses animais podem atuar como sentinelas e contribuir, diretamente, para esclarecer
0s aspectos ecologicos e sanitarios do comportamento e dindmica da doenca (PADDOCK
et al., 2002; LABRUNA et al., 2009).

No DF, Rocha et al. (2013), relataram, os primeiros registros soropositivos em
caes para riquétsia pertencente ao grupo da febre maculosa (GFM) e, mais recentemente
Martins (2014), detectou sorologia positiva para as riquestias do GFM em equinos.

Sabendo que cées e equinos no DF apresentaram resultados positivos ao teste de
imunofluorescencia para a afeccdo, este estudo teve como objetivo principal a pesquisa
do género Rickettsia pelo metodo de reacdo de polimerizacdo em cadeia do DNA, em
amostras sanguineas obtidas de cdes encaminhados para observacdo na Geréncia de

Vigilancia Ambiental de Zoonoses do Distrito Federal.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Origem das amostras de sangue

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal,
CEUA — Universidade Brasilia (UnBDOC N° 14487/2015).

A pesquisa foi realizada entre os meses de janeiro a dezembro do ano de 2015e
foram utilizadas 197 amostras de sangue de cdes domésticos (Canis lupus familiaris) para
o diagnostico por (PCR).

As amostras foram provientes de animais que deram entrada e foram alojados na
Geréncia de Vigilancia Ambiental em Zoonoses (GVAZ) da Diretoria de Vigilancia
Ambiental em Saude (DIVAL), oriundos de vérias localidades do Distrito Federal. Os
animais alojados foram classificados como: cées errantes, cées recolhidos e ou cdes
entregues no Canil da GVAZ. Os animais utilizados no projeto foram escolhidos de forma
aleatoria, independemente de idade, raca e género, constituindo uma amostra de

conveniéncia.
2.2 Protocolo de coleta e armazenamento

As coletas de sangue foram realizadas de segunda a sexta-feiras, no periodo da
manha. Todos os cées foram identificados, de acordo com a ficha propria de identificacao
da DIVAL onde constavam os seguintes dados: Numero de identificacdo, data coleta,
nome do proprietario, localidade, cidade, nome do céo, raca, idade, género e cor da
pelagem.

Foram coletados 5 mL de sangue, de cada animal, por meio de pungdo venosa
periférica da veia cefalica. Estas amostras sanguineas foram acondicionadas em tubos de
ensaio de 10 mL sem anticoagulante.

Apos a coleta o sangue foi centrifugado em centrifuga de bancada NT 810 na
velocidade de 5000 rotac6es por 10 minutos. Posteriormente foram separados o soro dos

coagulos sanguineos. Em seguida, os coagulos foram armazenados em freezer a —20°C.
2.3 Extracdo do DNA das amostras de sanguineas

Os coéagulos de sangue canino foram submetidos ao protocolo empregado para as
extracGes do DNA genémico, conforme recomendacdo do fabricante do Kit Extract-N-
Amp™ Tissue PCR da SIGMA-ALDRICH®. As extracoes foram realizadas no
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Laboratério de Microbiologia Médica da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Brasilia e no Laboratério de Diagndstico de Raiva da

Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses do Distrito Federal.

2.4 Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia — PCR

A PCR foi realizada utilizando-se o0 DNA genomico extraido dos coéagulos
sanguineos, conforme descrito anteriormente. Os primers utilizados foram os do género-
especificos (gltA) para a deteccdo de Rickettsia prowazekii (Azad & Beard, 1990) e
primers grupo-especificos para deteccdo de R. rickettsii (OmpA) (Regnery, Spruill e
Plikaytis, 1991) em reagdo realizada de acordo com (EREMEEVA et al., 1994) (Quadro
2).

Os parametros e protocolos de reacdo para 0s genes 0s genes gltA e OmpA
encontram-se demonstrados nos Quadros 3 e 4.

Como controle positivo, foram utilizados os genes gltA e OmpA, gentilmente
cedidos pelo Laboratorio de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses, da
Fundacdo Oswaldo Cruz, LIRN/Fiocruz/RJ e como controle negativo foi utilizada dgua
miliQ. Para a visualizacdo do fragmento de DNA amplificado, as amostras serdo
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, coradas por brometo de etideo e
observadas em luz de ultravioleta (SAMBROOK, et. al., 2001).

Quadro 2 — Oligonucleotideos utilizados para identificacdo genotipica de riquétsias.

Gene ESp?CIe 26 f ar.es d?, Sequéncia de nucleotideo (5° — 3°) A
origem Primer (pb)
. . Rr 190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
OmpA | R.rickettsit | o 1906000 |  AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT 532
gltA R. Rp CS. 877p GGGGGCCTGCTCACGGGGG 381

prowazekii | RpCS. 1258n | ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA
Fonte: Regnery, Spruill, Plikaytis, 1991; Eremeeva et al., (1994) Nota: PB= Pares de
bases (tamanho do produto amplificado)

2.4. 1 Parametros de reacdo de amplificacdo para o fragmento do gene OmpA e do
gene gltA (CS e CS2):

A relacdo dos reagentes e suas respectivas concentracdes na mix utilizada no
processo de amplificacdo do alvo de OmpA (190) — 532 pares de bases e do gltA — 381

pares de bases das riquétsias, conforme descritas para os genes (Quadro 3).
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Quadro 3 — Reagentes utilizados para a amplificagdo do gene OmpA e do gene gltA.

Concentragéo Concentragéo do
Reagentes do gene OmpA gene gltA Volume
Extract- N- Amp
PCR reaction mix i i 10k
Primer F 10 mM/ pL CSF 10 mM/ pL 0.75 pL
Primer R
10 mM/ pL CSR 10 mM/ pL 0.75 uL
H20 MiliQ ) ) 5 L
DNA 25 ng/uL 25 ng/uL 4 uL

2.5 Protocolo de amplificagéo definido para o gene glItA e OmpA

As amostras e etapas do processo de amplificacdo do gene gltA (CS e CS2) 381
pares de bases — 30 ciclos e do gene OmpA (190) — 532 pares de bases— 35 ciclos - foram
colocadas no Termociclador BIO-RAD®, conforme as condigdes descritas para gene
(Quadro 4).

Quadro 4 — Ciclos e condicdes da Reacdo de PCR dos genes.

Etapas dos Temperatura Duracéo Temperatura Duragéo
genes gene gltA gene gltA gene OmpA gene OmpA
Etapa 1 - 95°C 3 minutos 95°C 5 minutos
desnaturacdo
Etapa 2 —
desnaturagao — 95°C 15 segundos 95°C 20 segundos
anelamento e
extensdo
Anelamepto e 48°C 30 segundos 48°C 30 segundos
extensdo
Anelamepto e 720C 30 segundos 60°C 2 segundos
extensdo
Etap~a 3- 720C 7 minutos 60°C 10 minutos
extensdo final
Final 4°C % 4°C *

2.6 Protocolo da visualizacdo da PCR pela a eletroforese em gel de agarose a 2%

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
2% (foi adicionado solucdo de 1X TBE 0.13 M Tris borato, 2.5 de EDTA e pH 7.0,
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Sigma®), em cuba horizontal com tamp&o de corrida a 70 volts por aproximadamente
uma hora (SAMBROOK et al., 2001).

As amostras foram coradas em solucdo de brometo etidio (0,5 pg/mL) por 20
minutos e a observagcdo dos amplicons (positivo - controle) foi realizada em
transiluminador ultravioleta (SAMBROOK et al., 2001).
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3 RESULTADOS

Os genes OmpA e gltA ndo foram amplificadas em nenhuma das 197 amostras de
de DNA utilizadas. N&o foi possivel a deteccdo de Rickettsia nas amostras neste estudo
(Figuras 2 e 3).

N&o houve amplificacdo para o gene OmpA, com tamanho esperado de 532pb em
nenhuma das amostras testadas para PCR (amplicons)

Os resultados das amostras analisadas foram considerados negativos.

Por ndo ter sido possivel detectar o gene, ndo foram selecionadas amostras para
caracterizagdo do bioagente.

1234567891011 12 13 1415

1617 18 1920 21 22 23 24 25 26 26 28 2930

Figura 2 — Resultado da amplificacdo do gene OmpA em gel de agarose a 2%.

Os amplicons 1, 2 e 16 apresentam a amplificacdo dos controles positivos para o
gene OmpA, com tamanho esperado de 532pb (setas).
N&o houve amplificacdo para o gene gtlA, com tamanho esperado de 381pb nas

amostras testadas para PCR (amplicons).
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Figura 3 — Resultado da amplificacdo do gene gtlA em gel de agarose a 2%.

Os amplicons marcados sdo as amplificacGes dos controles positivos para o gene
gtlA, com tamanho esperado de 381pb. O amplicon 1 apresenta a amplificacdo do

controle positivo com tamanho esperado de 381pb.
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4 DISCUSSAO

Os resultados negativos obtidos por PCR para amplificacdo dos genes OmpA e
gene gtlA nessa pesquisa foram semelhantes aos relatados por Navarro (2014) em Minas
Gerais onde, em uma area endémica de FMB com sorologia positiva, a PCR realizada
também apresentou resultados negativos.

No DF, Rocha et al., (2013), em seus estudos obtiveram resultados de sorologia
reagentes para riquétsias pertencente do grupo da febre maculosa por meio da RIFI em
sangue (soro) de caes.

Em estudo por Piranda et al., (2008) em Minas Gerais, cdes infectados por R.
rickettsii, apresentaram um periodo de riquetsemia variavel entre 3 a 13 dias. Sendo curto
periodo de riquetsemia desenvolvido em animais infectados. E logo, ap6s esse periodo,
0s cées apresentaram sinais de febre, letargia, anorexia e lesdes oculares. Em presente
estudo os animais ndo foram por imunofluorescencia e nem avaliado clinicamente.

Em areas silenciosas e endémicas para FMB as espécies canina e equina podem
atuar como dispersores, ampliando e contribuindo para 0 avanco da doenca. Inquéritos
soroepidemiologico nessas espécies que sdo considerados sentinelas para circulacdo de
riquétsia (HORTA et al., 2004).

Os estudos de FMB em cées estdo relacionados em regido de carater endémico,
principalmente onde ha a ocorréncia de 6bitos humanos, com o diagnético laboratorial
em animais pela técnica de RIFI (SANGIONNI, 2003).

No Vale do Paraiba, no Rio de Janeiro, Gazéta et al. (2009) investigaram infec¢éo
por riquétsias em sangue de caes, equinos e bovinos pela técnica de RIFI e encontraram
soroprevaléncia elevada. No Brasil, este trabalho de Gazéta et al. (2009) constitui um
marco da epidemiologia molecular para riquétsia. Foi a primeira vez que utilizaram a
PCR e sequenciamento de R. rickettsii em cdes e equinos naturalmente infectados em area
de foco endémico de ocorréncia da FMB em humanos, ressaltando a importancia da
técnica molecular para caracterizar o agente etioldgico.

Em estudos e inquéritos soroepidémicos a RIFI é amplamente utilizadas. A
limitacdo dessa técnica sdo as reacfes cruzada que podem ocorrer com riquétsia do grupo
tifo, dengue, leptospirose e outras doencas (GALVAO et al., 2005; BRITES NETO &
DURTE, 2010; BRASIL, 2016c). Além de ndo permitir a identificacdo do género do
microorganismo (SCOLA & RAUOLT, 1997). Ainda sim, tem a desvantagem da
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deteccdo anticorpos demorar pelo menos duas semanas apos a infecgdo (BRASIL, 2016c;
GANTA, 2016).

A técnica de PCR, com as recentes anélises de sequencias de bases de fragmentos
de genes riquetsiais, permite a diferenciacéo de espécies e a detec¢do e identificacdo mais
rapida e especifica da riquétsia. E vem sendo empregada para diagndstico em animais,
vetores e humano (EREMEEVA, 1994; SCOLA & RAUOLT, 1997; MILAGRES, 2004).
Outra vantagem da PCR é fazer diagnostico de infeccGes no seu processo agudo, a partir
de sangue, pele e outros tecidos (LEMQOS, 2004).
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5 CONCLUSAO

Nesse estudo Rickettsia do GFM pelo o método da PCR, em amostras de codgulo
sanguineos obitidas de cdes da Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses do Distrito
Federal, ndo foi possivel identificar cdes positivos. Esses resultados podem indicar um
cenario de baixa prevaléncia da FMB no DF, fato corroborado com o registro de apenas
2 casos humanos (BRASIL, 2016c).

Embora ndo tenham sido encontrados resultados positivos, devemos considerar o
papel importante dos cdes na cadeia ecoepidemioldgica da FMB, principalmente pela
existéncia de parques ecoldgicos em diversas localidades no DF, que sdo utilizadas como
areas de lazer e diversao para criancas e adultos, geralmente acompanhados de seus cées,

e a presenga, nestes parques, de reservatorios e vetores para a doenca.
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ANEXO A

Descricao dos casos de FMB no DF extraidas dos formulérios das
investigacOes ambientais.
Registro 1.

“Em 3/11/2005, o senhor V.R., ocupacdo vigilante, diz que retirou um carrapato no seu
pescoco. Entre o dia 12 e 13 de novembro 2005, comecou a apresentar sinais de febre,
dor no corpo, cefaleia, e “carogos no corpo”. Foi a uma clinica particular em Brasilia. O
medico prescreveu doxicilina por 10 dias. No dia 14 de novembro de 2005, foi feita a
busca ativa do paciente em casa. Nesse momento 0 paciente estava sem febre e sem
exantema. Foi feita a ficha de notificacdo e de investigacdo para FMB e coletada primeira
amostra de sangue. A segunda amostra de sangue foi coletada em 14/12/2005. N&o houve
internacdo. Os exames laboratoriais foram solicitados e as duas amostras de sangue, com
intervalo de 30 dias, foram colhidas e enviadas a Fundagdo Osvaldo Cruz - RJ, conforme
protocolo do MS. Apos tratamento com antibidtico o paciente evoluiu para a cura. A
notificagdo chegou a Vigilancia Ambiental em Saude 4/5/2006. Em 5/5/2006, os técnicos
da Vigilancia Epidemioldgica foram realiazar a investigacdo ambiental. O paciente
trabalhava na Escola Superior de Administracdo Fazendaria (ESAF), localizada entre a
rodovia DF 001 e a Area do Jardim Botanico de Brasilia e morava no Residencial Oeste
— S&0 Sebastidao DF. Os técnicos informaram que as sorologias foram positivas para FMB.
O paciente relatou presenca de carrapato no seu cdo e quintal. No dia 04/07/2006 foi feita
acdo ambiental para captura de carrapato. Na area externa da ESAF foram distribuidas
nove armadilhas de pano branco e de gelo seco em valas. Todas as armadilhas removidas
estavam negativas para carrapatos. No relatdrio ambiental em satde ndo hd mencéo sobre

coleta de sangue e de carrapato do cdo morava no enderego do paciente”.

Registro 2.

“Em 5/2/2006, o senhor C.C.R.S, de 19 anos de idade, pintor de carros visitou a chacara
na regido do Rodeador em Brazlandia, DF, localizada entre o Texas Clube e o0 Poco Azul.
Nos dias 21 e 26, buscou atendimentos médicos, primeiramente, no Hospital Regional de
Taguatinga (HRT) e por Gltimo no Hospital Regional da Asa Norte (HRAN). A queixa
do paciente era dor na garganta, seguida de febre. O paciente foi internado no HRAN com
suspeita de FMB, onde ficou 16 dias, para investigacdo e tratamento médico. O médico

prescreveu oxacilina e cloranfenicol por 7 dias, com melhora do quadro e clinico e alta

48



hospitalar. A notificagdo do caso foi feita em 2/3/2006. Em 4/6/2006, o paciente retorna
ao HRT, com os sintomas clinicos de febre, mialgia, cefaleia e exantema difuso pelo o
corpo, onde ficou internado. Nesse momento foi prescrito ciprofloxacina e clindamicina
mantidos por 7 dias. Houve melhora do quadro e posterior alta hospitalar. A solicitacdo
para a coleta de duas amostras de sangue para sorologia com intervalo de 15 dias, foram
colhidas e enviadas a Fundacdo Osvaldo Cruz - RJ, conforme protocolo do MS. Os
resultados das sorologias chegaram em junho de 2006. A notificacdo a Vigilancia
Ambiental foi em 29/6/2006. Neste mesmo dia, 0s técnicos visitaram o paciente em sua
residéncia em Taguatinga — DF. Na investigacdo ambiental constatou-se que o paciente
trabalhava em oficina e ndo possuia cdo. O mesmo ndo confirmou ter sido picado por
carrapato, afirmou conhecer o que é carrapato. O paciente informou que a chécara visitada
ndo tinha atividade econ6mica, ndo tinha animais domésticos, sendo utilizada
eventualmente para lazer. Informou também que o ambiente silvestre ficava distante da
casa cerca de 100 metros. No relatério da vigilancia ambiental em saude ndo ha mencéo

sobre coleta de sangue em cdo, nem captura de carrapatos no ambiente e em animais”.
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