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RESUMO

A febre maculosa é uma doenca grave e letal para o ser humano causada
pela bactéria Rickettsia rickettsii. No Estado de S&o Paulo, o agente etiologico é
transmitido pelo carrapato Amblyomma sculptum. O ciclo epidemiolégico de
transmissao tem sido intensamente estudado e muitos dados foram gerados na
Gltima década, no qual os equinos (Equus caballus), apds inoculagbes via
intravenosa com o agente etiolégico, foi demonstrado que esta bactéria foi capaz
de infectar estes animais, causando resposta imunoldgica, funcionando como
importantes sentinelas para a doenca na regido onde vivem. Este projeto tem
como objetivo: a) deteccdo soroldgica em equinos provenientes de criacdes
intensivas localizadas no Vale do Paraiba, SP, quanto a presenca de anticorpos
anti- Rickettsia rickettsiii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickettsia
rhipicephalii e Rickettsia bellii; b) identificacdo taxondmica dos carrapatos
coletados nos animais estudados e, verificar as frequéncias entre as possiveis
infec¢des de bactérias do grupo da febre maculosa brasileira. Foram visitadas 5
propriedades de producdo extensiva de equinos do vale do paraiba , sendo
coletados nesses lugares 206 amostras de sangue de animais diferentes.
Também foram coletados 256 carrapatos em duas propriedades visitadas, sendo
que 3 carrapatos eram da espécie Amblyomma sculptum e 253 carrapatos eram
da espécie Dermacentor nitens. Das amostras de sangue coletadas, 16
amostras responderam sorologicamente para Rickettsia spp. sendo, estas 15
amostras da propriedade A e 1 amostra da propriedade C. Dentre estas, 0,97%
foi sorologicamente positiva para Rickettsia bellii e 0,48% foi sorologicamente
positiva para Rickettsia amblyommi. Dos 3 carrapatos, que eram da espécie
Amblyomma sculptum, nenhum foi positivo no PCR de tempo real para Rickettsia

rickettsii.

Palavras chaves: Febre Maculosa Brasileira, equinos, imunofluorescéncia

indireta, carrapatos, Vale do Paraiba, Sao Paulo



ABSTRACT

The Brazilian Spotted Fever is a serious and lethal illness for the human
being caused by the Reckettsia rickettsii bacterium. In the state of Sdo Paulo
(Brazil) the etiological agent is transmitted by the Amblyomma sculptum tick. The
epidemiological transmission cycle has been intensively studied and many facts
were discovered in the last decade. In horses (Equus caballus) after intravenous
inoculation with the etiological agent was demonstrated that this bacterium was
capable to infect these animals causing an immune response acting as important
sentinels for these disease in the region. This projects has following goal’s: a)
Sorological analysis to detect, in horses breeding in the "Vale do Paraiba -S.P.”
region, Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii, Rickttsia
rhipcephalii and Rickettsia belli antibodies; b) Taxonomic identification of ticks
collected in the studied animals and to check the the frequency of possible
infections with the Brazilian Spotted Fever bacterium. Five horse breeding (A, B,
C, D, E) were visited in the "Vale do Paraiba -S.P.” region and a total amount of
206 blood samples, from different animals, and 256 ticks, from two different
properties, were collected. 3 of these ticks were from the Amblyomma sculptum
species and 253 were from Dermacentor nitens species. From the collected blood
samples, 16 samples had a sorological Rickettsia spp. positive response (15
samples from property A and 1 from property C). From these samples 0.97% had
a sorological Rickettsia belli positive response and 0.48% had a sorogical
Rickettsia amblyommii positive response. No one of the 3 Amblyomma sculptum
ticks were positive regarding PCR real time for Reckettsia rickettsii.

Key words: Brazilian Spotted Fever. Horses, indirect immunofluorescence, ticks,

Vale do Paraiba, Sao Paulo
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1. INTRODUCAO

1.1 Importancia do equino no Brasil

O cavalo exerceu um importante papel na formacéo econémica, social e politica
do Brasil, apesar desta memdria ser pouco discutida na literatura?.

Os equinos foram usados unicamente como meio de transporte e nas
atividades agropecuarias durante muitos anos, mas atualmente tém conquistado
outras areas de atuacao tais como: utilizacao militar do cavalo (acdes de Garantia da
Lei e da Ordem, patrulhamento em Organizagbes Militares e nos Campos de
Instrugdo), participagdo em cerimonial militar, producdo de imunobiolégicos (soro
antiofidico) em convénio do Ministério da Saude com o IBEx — Instituto de Biologia do
Exército, pratica desportiva, integrando comissdes de desportos nacionais, atividades
de equoterapia?.

O uso da forga animal permitiu o acesso a solos inapropriados para o cultivo
manual, em situacdes de limitada oferta de mao-de-obra, a tragdo animal permitiu o
cultivo de extensas areas de terra que até hoje sdo utilizadas no cultivo da cana-de-
actucar no Nordeste do Brasil'. H4 também a utilizacdo do animal no lazer e nos
esportes (provas de funcionalidade, marcha, salto, corrida, tambor, baliza, lago, team
roping, buldog vaquejada entre outras) 12.

O Brasil possui o maior rebanho de equinos na América Latina e o terceiro
mundial, que no ultimo senso realizado pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) em 2012, a populacgdo de equinos no Brasil era de 5.363.185".

Somente a produc¢édo de cavalos movimenta R$ 7,3 bilhdes e o rebanho envolve
mais de 30 segmentos, distribuidos entre insumos, criacdo e destinagédo final e
compde a base do chamado Complexo do Agronegdécio do Cavalo, responsavel pela
geracao de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos. Ainda mais, o Brasil € o oitavo
maior exportador de carne equina, sendo que seus principais importadores sao a

Bélgica, Holanda, Italia, Japdo, Franca movimentando US$ 4,4 milhGes?.
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1.2 Febre Maculosa

Dentro do filo Artrépoda, os carrapatos sdo considerados vetores de um
namero de agentes infecciosobs maiores do que qualquer outro grupo, inclusive o dos
mosquitos®. Das aproximadamente 825 espécies de carrapatos descritos no mundo,
apenas cerca de 10% assumem uma maior importancia direta em saude publica,
devido as possibilidades desses carrapatos parasitarem humanos 4. Obviamente,
varias outras espécies que nunca foram descritas parasitando humanos, assumem
importante papel indireto na saude publica, pois contribuem para a manutencéo
enzodtica de agentes infecciosos na natureza °°.

No entanto, quando se refere a fauna ixodoldgica do Brasil, composta por 64
espécies de carrapatos’®, a literatura é ainda muito escassa. Apenas a febre
maculosa é reconhecida atualmente como uma zoonose transmitida de carrapatos
para humanos no Brasil®.

A febre maculosa, zoonose causada pela espécie Rickettsia rickettsii (R.
rickettsii), foi primeiramente descrita nos Estados Unidos, onde a doenca recebeu o
nome de Febre Maculosa das Montanhas Rochosas. Neste pais, o pesquisador Dr.
Howard Taylor Ricketts realizou o primeiro isolamento de R. rickettsii no inicio do
século XX, quando também estabeleceu o papel do carrapato Dermacentor andersoni
na transmisséo da doenca®. Atualmente, D. andersoni é o vetor da R. rickettsii na costa
oeste, enquanto que Dermacentor variabilis € o vetor na costa leste dos Estados
Unidos. Ambas espécies foram profundamente estudadas quanto a sua biologia,
ecologia e competéncia vetorial®°. No Brasil, a bactéria é transmitida primariamente
por carrapatos do género Amblyommas®.

Riquétsias sao cocobacilos, intracelulares obrigatérios, medindo entre 0,3 - 0,5
gm por 0,8-2,0 pm, possuem uma estrutura trilaminar com uma camada de
peptidoglicano e uma membrana exterior de dupla camada. O citoplasma destas
bactérias contém ribossomos e filamentos de DNA. Dentro das células hospedeiras
as riguétsias nado sao coradas pelo método de Gram, mas pelo método de Gimenez
que retém fuscsina basica quando coradas?!. Aplicando este método, elas aparecem
vermelho brilhante, enquanto o fundo é manchado em azul palido com a contrastante
verde malaquita'?. Estas bactérias pertencem a familia Rickettsiaceae e a ordem

Rickettsiales?s.
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Recentemente, com o uso de ferramentas moleculares aplicadas, foi possivel
sugerir através de uma analise multigénica, uma nova filogenia para o género
Rickettsia, como segue: i) grupo do tifo (GT), composto pelas espécies Rickettsia
prowazekii e Rickettsia typhi; ii) grupo da febre maculosa (GFM), representado por
mais de vinte espécies; iii) grupo de transicdo (GTr), onde estdo inseridas Rickettsia
akari, Rickettsia felis e Rickettsia australis; iv) grupo canadensis (GC), formado pela
espécie Rickettsia canadensis e afins; 5) grupo bellii (GB), representado pela espécie
Rickettsia bellii (R. bellii )}e uma gama de outros genoétipos encontrados em insetos'#15,

1.3 Rickettsia rickettsii

No Brasil, a Febre Maculosa Brasileira foi descrita pela primeira vez pelo
médico e pesquisador José Toledo Piza em 1929, em S&o Paulo?®.

No inicio da década de 1930, em S&o Paulo - SP, as pesquisas demonstraram
pela primeira vez que o carrapato Amblyomma sculptum foi infectado
experimentalmente com o agente causador da doenca, quando alimentado em cobaia
doente, experimentalmente infectada. No mesmo ano, foi demonstrado a transmisséo
intra-estadial e vertical do agente da FMB pelo carrapato Amblyomma sculptum (A.
sculptum) 7. No ano seguinte, o agente etiol6gico foi isolado em cobaia a partir de um
exemplar de Amblyomma aureolatum (A. aureolatum)(Sin. A. ovale striatum) adulto
coletado de um céo'®. Segundo Pinter (2006), este representa o primeiro isolamento
da bactéria causadora da FMB realizado a partir de carrapatos no Brasil. Apds sete
décadas, o isolamento e a manutencao em cultura de células Vero de R. rickettsii cepa
Taiacu ocorreu a partir de A. aureolatum, em Sdo Paulo'®. Até o presente momento,
na América Latina, R. rickettsii nunca foi isolada diretamente de A. sculptum em cultivo
celular pela técnica de shell vial, devido a sua baixa taxa de infeccéo na populacdo de
A. sculptum. Entretanto, recentemente, obtiveram com sucesso pela primeira vez, um
isolado viavel de R. rickettsii cepa Itu em cultivo celular, a partir de tecidos de cobaia
infectada com macerado de A. sculptum infectado por R. rickettsii em meio de cultura
BHI (brain-heart infusion)?°.

O A. sculptum que tem a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) e o cavalo
(Equus caballus) como hospedeiros primarios nas areas endémicas para Febre
Maculosa Brasileira (FMB). No entanto, uma vez que a populacdo deste carrapato

aumente em uma determinada area, outras espécies de hospedeiros acidentais, como
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0s caes e 0s seres humanos, tornam-se mais frequentemente infestados por larvas,
ninfas e adultos, mas a maioria sem competéncia biolégica para sustentar uma
populacédo deste carrapato?!22:23,

Outros paises do continente americano reportaram casos de febre maculosa
causada por R. rickettsii, como México (Febre Manchada), Canada, Colémbia (Febre

de Tobia), Argentina, Costa Rica e Panama?*2526:27,28,29,30,

1.4Vetores

1.4.1 Carrapatos

A maioria das espécies de Rickettsia estd associada a carrapatos, sendo estes
considerados os seus reservatérios e vetores3!. Todavia, carrapatos do género
Amblyomma sdo os mais representativos com 30 espécies e muitos destes de
importancia para a Saude Publica e animal32:33:34.35,

No Brasil, as 21 espécies de carrapatos descritas com Rickettsias sdo dos
géneros Amblyomma, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus: A. aureolatum, A.
auricularium, A. sculptum, A. calcaratum, A. coelebs, A. dubitatum, A. geayi, A.
incisum, A. humerale, A. longirostre, A. nodosum, A. oblongoguttatum, A. ovale, A.
parvum, A. rotundatum, A. scalpturatum, A. tigrinum e A. triste; H. juxtakochi; I.
|OricatUS e R. Sanguineus17,18,36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46,47_

O cavalo é um dos hospedeiros primarios do A. sculptum no Brasil*8. Este fato
reforca a importancia do cavalo, quando investigamos a ocorréncia de febre maculosa

em uma regidao*.

1.4.2 Amblyomma sculptum

O A. sculptum é amplamente distribuido pelas areas neotropical, sendo
encontrado desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, incluindo as
ilhas Caribenhas®. O carrapato tem sua importancia caracterizada pela sua larga
distribuicdo geografica e pela sua baixa especificidade com os hospedeiros e pela sua
participacdo na epidemiologia da febre maculosa®*.

De acordo com a literatura, o A. sculptum é descrito como provavelmente o

vetor mais importante da R. rickettsii, 0 agente causador da febre maculosa®?.
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Apesar das ninfas dos A. sculptum possuirem uma forte associacdo de
carrapato-hospedeiro com os canideos silvestres®?, o carrapato ja foi encontrado
parasitando uma grande variedade de espécies selvagens, fato que torna o seu
controle muito dificil®4.

Acredita-se que a capivara € um dos hospedeiros primarios do A. sculptum na
América do Sul*®. Depois que os colonizadores europeus trouxeram os cavalos para
América Latina, os carrapatos os parasitaram e tornaram-se outro hospedeiro primério
do A. sculptum, que parasita os cavalos em todas as suas etapas de vida®®.

O A. sculptum é o carrapato que mais parasita humanos nas Americas Central
e do Sul*s,

O A. sculptum produz uma geragcédo por ano, sobre condi¢cdes normais do
ambiente, tendo predominédncia da populacdo de larvas entre abril e julho,
predominéancia de ninfas entre julho e outubro e de adultos entre os meses de outubro
e margo®®.

Jéa foi descoberto que o A. sculptum €é capaz de sobreviver mais do que um ano
em um laboratério, nas condicdes ideais®’. Porém, quando vivem na natureza, a vida
do carrapato costuma ser mais curta, pois existe competicdo com outros carrapatos,

variacéo temperatura e a imunidade do hospedeiro®®.

1.4.3 Amblyomma aureolatum

A. aureolatum pode ser encontrada em diversas regiées do Brasil, parasitando
em diversos animais, como céo, cabra, boi, gamba, veado, capivara, quati e diversos
outros canideos silvestres®®.

Classifica-se 0o A. aureolatum como um dos carrapatos que mais parasitam

espécies de canideos silvestres no Brasil®°.

A. aureolatum é um dos carrapatos do género Amblyomma, que mais parasita
0 cdo doméstico em areas rurais do sul e sudeste do Brasil®. Em algumas areas de
Séo Paulo, o A. aureolatum é considerado o maior vetor da R. rickettsii, a bactéria

responsavel por causar a febre maculosa®?.

De acordo com a literatura, os carnivoros, como 0 cdo e a raposa, Sa0 0S
hospedeiros primarios mais comuns do A. aureolatum em sua fase adulta. Ha estudos

gue mostram que fases imaturas do A. aureolatum, parasitam pequenos roedores e
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passaros®?. Esses estudos sugerem que tanto 0s passaros como 0S Pequenos
roedores sao hospedeiros primario do A. aureolatum em suas fases imaturas. Em sua

fase adulta, o carrapato foi descrito como um parasita de humanos&.

Existe uma caréncia de informacdes na literatura sobre o ciclo de vida completo
do A. aureolatum, mas j& foi constatado que ele € um carrapato muito sensivel de se
criar em laboratério, necessitando de umidade e temperatura ideiais®:.

Normalmente, as infestacdes causadas por estes carrapatos em cachorros, sao
causadas por poucos espécimes, isto deve-se provavelmente ao fato de que fatores

naturais controlam o nimero de carrapatos no ambiente®4.

1.4.4 Amblyomma ovale

Amblyomma ovale (A. ovale) pode ser encontrada em diversos paises da
América Latina, distribuido entre México e a Argentina®®. As populacdes dos
carrapatos sao encontradas em toda a América do Sul, com excecdo do Chile e
Uruguai®?.

Esta espécie de carrapato tem como hospedeiros os pardais, quatis, raposas e
oncas. Além disso, de acordo com a literatura, sugere-se que 0 puma, a ong¢a e o gato
doméstico podem ser outros hospedeiros do A. ovale adulto®*. Apesar disso, a grande
maioria dos carrapatos s&o encontrados parasitando o cio doméstico. E provavel que
este fato ocorra por existir mais estudos com esta espécie, ao contraio de sua fase
adulta, que se sabe muito pouco sobre seus hospedeiros em suas fases imaturas®?.

Nos estagios imaturos do carrapato, eles parasitam outros hospedeiros,
principalmente os roedores®s,

A.ovale tem sido considerado um carrapato de importancia para os humanos,
ja que é o que pica humanos com maior frequéncia na regido da Amazonia Brasileira
Ocidental®. Todas as infestacdes em humanos sdo causadas pela fase adulta do
carrapato, que foi recentemente descoberta que esta naturalmente infectada pela

bactéria Rickettsia parkeri (R. parkeri) .
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1.5 Hospedeiros

Os animais domésticos e silvestres estédo frequentemente expostos a diferentes
espécies de carrapatos, dependendo da distribuicdo destes no ambiente, podem
possuir um papel fundamental na transmissédo de bioagentes patogénicos para
humanos e animais de forma excepcional®®.

O equino e outros mamiferos sdo considerados como susceptiveis a infeccao
com o agente causador da febre maculosa, desde que foram detectados anticorpos
contra Rickettsia em estudos sorolégicos*.

Pelo cavalo ser um animal préximo do homem, ele pode ter um papel
importante na cadeia epidemiologica da febre maculosa humana, uma vez que 0s
cavalos sao de livre movimentacao e podem dispersar os carrapatos infectados que
irdo se estabelecer em outras regiées e transmitir a doenca .

O cavalo pode ter infeccbes cruzadas dos géneros de Rickettsia, fato que pode
contribuir para a sua importancia como animal sentinela®.

Embora a possibilidade da participacéo de animais silvestres no ciclo da FMB
ja ter sido sugerida por Ricketts em 1909, é importante salientar que nos EUA, vérias
espécies de pequenos roedores foram apontadas como hospedeiros amplificadores
de R. rickettsii 668,

No Brasil, pela primeira vez uma amostra do agente causador da FMB a partir
de um animal silvestre foi de Moreira e Magalhdes em 1935. Através de um
experimento, 0s autores conseguiram reproduzir a doenca em cobaias, apés
inoculacdo de sangue colhido de um gambéa Didelphis sp. Estes pesquisadores,
utilizando a técnica de diagnoéstico indireto de Weil-Felix, listaram como provaveis
reservatorios do agente da FMB, o gamba (Didelphis aurita), o cdo (Canis familiaris),
o cachorro do mato (Dusicyon sp - Sin. Canis brasiliensis), o coelho do mato
(Sylvilagus brasiliensis - Sin. Sylvilagus minensis), o prea (Cavia aperea), a cutia
(Dasyprocta azarae), capivara (Hydrochaerus hydrochaerus) e as aves, que de acordo
com seus trabalhos podem albergar o virus do tifo exantematico®°:70:26,

De modo geral, as espécies de riguétsias associadas a carrapatos sao
transmitidas entre geragcbes por transmissao transovariana e perpetuam
transestadialmente, fazendo dos carrapatos, importantes reservatorios da riquétsias
na natureza’’2. Para muitas espécies de riquétsia (ex. Rickettsia africae, Rickettsia

rhipicephali), este mecanismo de sobrevivéncia na populacdo de carrapato é téo
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eficiente, que possivelmente garanta, por si sG, a manutencdo da riquétsias na
natureza. Para outras espécies de riquétsias, tal como R. rickettsii, este mecanismo &
menos eficiente, pois a infec¢do por esta espécie de riquétsia no carrapato pode
diminuir a capacidade reprodutiva de fémeas adultas, podendo ser inclusive letal para
o0 ixodideo 873, Portanto, mesmo que os mecanismos de transmissdo transovariana
e perpetuacao transestadial sejam extremamente importantes para a sobrevivéncia
de R. rickettsii na natureza, por si s6 ndo devem ser suficientes para a manutengao
da bactéria’.

Neste caso, 0s animais vertebrados, hospedeiros naturais dos carrapatos
vetores da R. rickettsii, devem assumir um papel fundamental na amplificacdo da
infeccdo por R. rickettsii na populacdo de carrapatos’#’>. Diante desta premissa,
pesquisadores das Américas do Norte e do Sul vém buscando, desde o inicio do
século XX, encontrar animais silvestres naturalmente infectados por R. rickettsii, a fim
de compreender melhor a ecologia da febre maculosa’.

Horta et al., 200971, avaliou a infeccdo de gambéas (Didelphis aurita) por R.
rickettsii e seu papel como hospedeiros amplificadores para transmissao horizontal
para carrapatos A. sculptum, onde demonstrou que a bactéria foi capaz de infectar
gambas, sem causar doenca e desenvolver riquetsemia suficiente para causar
infeccdo em cobaias e carrapatos.

Souza et al, 200972, avaliou capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), apés
serem inoculadas via intravenosa com material biolégico contaminado com Rickettsia
rickettsii, com relacdo ao seu papel como hospedeiros amplificadores para
transmissao horizontal para carrapatos A. sculptum, onde demonstrou que a bactéria
foi capaz de infectar estes animais, sem causar doenca e desenvolver riqguetsemia
muito mais eficientes e com maiores intervalos de duracdo comparados aos
resultados de Horta et al. 200972, sendo suficiente para causar infeccéo em cobaias e
carrapatos.

Ueno, 201476, avaliou os equinos (Equus caballus), apés inoculacdes via
intravenosa de Rickettsia rickettsii, demonstrando que esta bactéria foi capaz de
infectar estes animais, causando resposta imunoldgica, mas nédo causou a doenca,
nao apresentando riquetsemia nestes animais e infeccdo em carrapatos que se
alimentaram nos mesmos no periodo pés inoculacdo do agente etioldgico, e estes
carrapatos que foram usados nas infestacdes destes cavalos, ndo foram capazes de

transmitir a bactéria a outros animais susceptiveis para a doenca.
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No entanto, por conta do papel do cavalo como um animal sentinela, a presenca
de sorologia positiva em cavalos e a deteccdo molecular de riquétsias patogénicas em
artropodes vetores, indicam a necessidade de se manter um sistema de vigilancia
epidemiologica na regido. Somando o fato desses animais serem de livre
movimentacao, podem disseminar carrapatos infectados em outras areas, levando ao

aparecimento de novos surtos®’.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos sorologicos e moleculares em vetores de doencas sdo muito
importantes para avaliar a real situagdo de uma determinada regido para a existéncia
ou nao de doencas zoonoticas. O equino funciona como uma boa sentinela para nos
mostrar 0 quanto uma area pode ser considerada de risco para a transmissao da febre
maculosa brasileira para os animais e seres humanos. Com a realizacdo deste
trabalho, a regido do Vale do Paraiba do Estado de S&o Paulo, pode ser estudada e
avaliada quanto a presenca do agente zoondético, e a partir dos resultados obtidos,

estudos de prevencao e controle poderdo ser desenvolvidos.
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3. OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo:

a)

b)

Deteccdo sorolégica nos equinos provenientes de criagfes intensiva
localizadas no Vale do Paraiba no Estado de Sao Paulo, quanto a presenca
de anticorpos anti- Rickettsia rickettsiii, Rickettsia parkeri, Rickettsia
amblyommii (R. amblyommii), Rickettsia rhipicephallii (R. rhipicephallii) e

Rickettsia bellii.

Identificacdo taxondmica dos carrapatos coletados nos equinos
provenientes de criagbes intensiva localizadas no Vale do Paraiba no
Estado de S&o Paulo, verificar as frequéncias entre as possiveis infec¢cdes

de bactérias do grupo da febre maculosa brasileira.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacao alvo

A populacédo alvo deste projeto cientifico foram os equinos provenientes de
criacdes intensivas localizadas no Vale do Paraiba do Estado de S&o Paulo, SP.

O Vale do Paraiba € um acidente geogréfico natural que abrange as
Mesorregioes: Regido Metropolitana do Vale do Paraiba e Litoral Norte, no estado de
Séao Paulo e Mesorregidao do Sul Fluminense, no estado do Rio de Janeiro, que se
destaca por concentrar uma parcela consideravel do PIB do Brasil.

O nome deve-se ao fato de que a regido é parte da bacia hidrografica do rio
Paraiba do Sul, ja que esse rio se estende por parte do estado de Sdo Paulo e ao
longo de quase todo o comprimento do estado do Rio de Janeiro e parte do estado de
Minas Gerais.

Localiza-se nas margens da rodovia Presidente Dutra (BR-116), exatamente
entre as cidades do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, dentro do complexo metropolitano
formado pelas duas capitais e com seu principal eixo urbano seguindo o tracado da
Via Dutra. Apesar de altamente urbanizada e industrializada, a regido também tem
reservas naturais importantes, como a Serra da Mantiqueira, na divisa com Minas
Gerais, um dos pontos mais altos do Brasil, e a da Bocaina, reduto de Mata Atlantica
gue também inclui pequenas cidades e fazendas de interesse historico e arquitetdnico.

A agropecuaria ainda € de grande importancia para varios municipios dessa regiao.

4.2 Colheita dos materiais

As amostras foram colhidas com o consentimento dos proprietarios de cada
animal, sendo todos os procedimentos submetidos a autorizacédo por escrito atraves
do Termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A)

As amostras de sangue foram obtidas assepticamente por venopuncao da
jugular, com agulha 30x7 mm, seringa de 5 mL. ApGs a colheita, tais amostras foram
mantidas em temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas para a obtencao

do soro, que foi aliquotado e armazenado a — 20°C até o momento de sua andlise.
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4.3 Carrapatos

Os carrapatos foram coletados ho momento em que foi coletado sangue dos
animais.

Eles foram conservados em frascos com &lcool 70° e identificados conforme
Barros-Battesti et al. 200632,

4.4 Extracdo de DNA dos carrapatos

As amostras de carrapatos foram processadas individualmente a extracéo de
DNA, utilizando-se o “kit” de extracdo “Dneasy Tissue Kit” (Qiagen, Chatsworth, CA),

conforme instru¢cdes do fabricante.

4.5 PCR em tempo real para R. rickettsii

Para deteccéo de Rickettsia rickettsii através de PCR, cada amostra de DNA
extraido de carrapatos foi testada individualmente pelo protocolo de real-time PCR
descrito por Labruna et al. (2004)%¢. Este protocolo utiliza um par de primers (CS5 e
CS6) que amplificam um fragmento de 147 nucleotideos do gene citratosintase de
Rickettsias pp, associado a uma sonda interna fluorogénica (5" 6-FAM — BHQ-1 3") de
23 nucleotideos. Este protocolo de PCR mostrou-se sensivel o suficiente para
deteccdo de uma Unica cépia do gene citratosintase de R. rickettsii. Ao final do
experimento, os carrapatos positivos no real-time PCR foram testados por PCR
convencional utilizando-se os primers Rr190.70F e Rr190.602R, que amplificam um
fragmento de 532-pb apenas para Rickettsia do grupo da febre maculosa (Regnery et
al, 1991). Os fragmentos amplificados foram sequenciados em sequenciador

automatico de DNA, conforme previamente descrito’®.

4.6lmunofluorescéncia indireta para R. rickettsii, R.parkeri, R. rhipicephalii, R.
amblyommii e R. bellii

Todos os equinos utilizados no trabalho foram oriundos das criagdes intensivas
descritas anteriormente. Os soros sanguineos dos animais foram testados pela

técnica de imunofluorescéncia indireta frente aos antigenos, conforme previamente
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descrito’®.As amostras que tiveram reacdo positiva na diluicdo de triagem (1/64),

tiveram os soros testados para determinacéo do titulo final de reacdo .
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5. RESULTADOS

Para a realizacdo desse trabalho, 5 propriedades de producdo extensiva de

equinos do vale do paraiba foram visitadas. Elas foram denominadas como
propriedades A, B, C, D e E. (Figura 1)

Figura 1 - Localizacao das propriedades de criacdo intensiva de equinos no
vale do Paraiba, que foram visitadas para a realizagdo do projeto
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Fonte: O autor (2017)

Nessas 5 propriedades foram coletas 206 amostras de sangue de animais diferentes
sendo que na propriedade A foram coletadas 136 amostras, na propriedade B foram
coletadas 5 amostras, na propriedade C foram coletadas 11 amostras, na propriedade

D foram coletadas 43 amostras e na propriedade E foram coletadas 11 amostras (figura
2).
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Figura 2 - Quantidade de amostras de sangue coletadas em cada propriedade
qgue foi visitada para a realizagcéo desse projeto
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Fonte: O autor (2017)

Também foram coletados 256 carrapatos em duas propriedades visitadas,

sendo 253 carrapatos coletados na propriedade A e 3 carrapatos da propriedade D.

Os 253 carrapatos coletados na propriedade A foram identificados taxonomicamente

como Dermacentor nitens, sendo 8 ninfas, 2 larvas, 158 fémeas e 85 machos. Os 3

carrapatos da propriedade D foram identificados como A. sculptum e todos eram

fémeas adultas (tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade, espécie e fase da vida dos carrapatos que foram

coletados nas propriedades Ae D

Propriedade A

Propriedade D

Espécie Dermacentor Amblyomma
Quantidade nitens sculptum
Carrapatos 253 3
Larvas 2 0
Ninfas 8 0
Fémeas 158 3
Machos 85 0

Fonte : O autor(2017)
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Das amostras de sangue coletadas, 16 amostras responderam
sorologicamente para Rickettsia spp sendo, 15 amostras da propriedade A e 1
amostra da propriedade C. Dentre estas, 0,97% foi sorologicamente positiva para R.
bellii e 0,48% foi sorologicamente positiva para R. amblyommi (tabela 2).

Tabela 2 - Resultados do Teste de Imunofluorescéncia indireta para Rickettsia
spp, das amostras que foram coletadas em Propriedades do Vale do Paraiba e
foram positivas para algum tipo de Rickettsia spp.

Amostra | Propriedade | R.rickettsii | R. parkeri | R. bellii R. R.
amblyommii rhipicephallii
A 2048 1024 64 1024 1024
A 128 Negativo  Negativo 128 128
17 A 128 Negativo  Negativo 1024 256
20 A 512 64 Negativo 512 256
34 A Negativo Negativo 512 256 128
65 A 128 Negativo  Negativo 64 Negativo
78 A Negativo Negativo  Negativo 64 Negativo
81 A Negativo Negativo 1024 Negativo Negativo
83 A 512 64 512 128 64
87 A Negativo Negativo 64 Negativo Negativo
97 A Negativo Negativo  Negativo 64 Negativo
98 A 128 256 1024 256 1024
116 A 128 64 256 256 128
119 A Negativo Negativo 128 Negativo Negativo
120 A 64 256 Negativo 64 512
148 C 64 Negativo  Negativo Negativo Negativo

Fonte: O autor (2017)
Os 3 carrapatos que foram coletados na propriedade D foram negativos na PCR
em tempo real para a Rickettsia spp.
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6. DISCUSSAO

Apesar de que a propriedade A apresentou o maior indice de amostras que
responderam sorologicamente para Rickettsia spp, nenhum dos 253 carrapatos eram
A. sculptum, que pode indicar que os animais ndo se contaminaram com as bactérias
dentro da propriedade.

J4 na propriedade D, onde foram encontrados carrapatos do género
Amblyomma, nenhum dos 43 animais que tiveram seu sangue coletado responderam
sorologicamente para Rickettsia spp e, além disso, os carrapatos la encontrados
foram negativos na PCR em tempo real para a Rickettsia spp. Isto indica que a
propriedade é livre da bactéria.

Na propriedade C, nenhum carrapato foi encontrado, porém 1 animal reagiu
sorolégicamente para Rickettsia spp, indicando a possibilidade de que o animal tenha
sido infectado em uma area fora dos limites da propriedade.

Tanto a propriedade B quanto a propriedade E n&o tiveram animais que
responderam sorolégicamente para Rickettsia spp e também nado foram encontrados
carrapatos durante a coleta. Isso provavelmente esta relacionado ao fato de que as
propriedades serem menores, possuindo um manejo mais facil e controle mais intenso
ao carrapato.

Os animais que responderam sorolégicamente para Rickettsia spp,
provavelmente ndo se infectaram em suas propriedades, pois ndo foram encontrados
os vetores da doenca nestes locais, levantando a suspeita de que a contaminacéo
com este agente etiologico tenha ocorrido nas exposicdes que o0s criadores
participaram ou em passeios pela regido, que possui trilhas e areas de matas que
facilitaria o contato destes animais com 0s carrapatos.

Assim como no projeto de Medeiros et al 2013 “° onde 150 amostras de sangue
de equinos foram coletadas em duas mesorregides de Santa Catarina e todas as
amostras de soro dos cavalos reagiram para mais de um tipo de Rickettsia, apenas 5
das 16 amostras positivas, desse projeto ndo tiveram reacdo cruzada com outras
espécies de Rickettsia.

No projeto de Batista et al 20108 realizado em Almirante Tamandaré, regido
onde ndo ha casos da doenca, foram coletados carrapatos e amostras de sangue de
cavalos e caes e testados para a presenca de Rickettsia spp. Nenhum destes

carrapatos foi positivo no PCR para Rickettsia spp. Mas 6 cavalos foram soropositivos
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pra Rickettsia spp. Os resultados encontrados por estes pesquisadores foram
semelhantes ao de Toledo et al. 20098, onde também foram coletadas amostras de
sangue de cées, cavalos e humanos além da coleta de carrapatos no estado do
Parana. Os carrapatos que Toledo et al. 20098 encontrou nos cavalos foram da
espécie Dermacentor nitens e A. sculptum, onde todos foram negativos no teste de
PCR para Rickettsia spp. Os resultados dos dois trabalhos se assemelham ao
encontrado no presente estudo, onde também foram encontradas as mesmas
espécies de carrapatos e apresentando resultados similares nos testes moleculares
(negativos).

No trabalho de Souza et al. de 201682, que estudou a soro prevaléncia de
equinos sadios para a presenca de anticorpos contra a bactéria R.rickettsii em areas
silenciosas para a doenca, relata que os maiores titulos para este agente etioldégico
foram encontrados nos municipios aonde ndo ha casos notificados da doenca em
humanos.

Oliveira Freitas et al. de 201083, coletaram amostras de sangue de 75 cavalos
de carroceiros em Sao José dos Pinhais, encontraram 9,33% de positividade nos
animais, com titulos entre 64 e 1024 no teste de Imunofluorescéncia indireta para
Rickettsia spp. No presente estudo, foi encontrado uma positividade de 6,25%,
mostrando que estudos sorolégicos com animais criados de maneira intensiva
apresenta positividade para Rickettsia menores, pois, neste modo de criagéo, existe
um maior controle parasitarios nos animais em relacao aos vetores da doenca, onde
as infesta¢des por carrapatos nestes animais sdo menores comparando-se com
animais que vivem de maneira extensivas.

O presente estudo, obteve-se resultados semelhantes a de outros
pesquisadores que realizaram estudos sorologicos para a presenca de anticorpos anti
- Rickettsia spp, onde constatou-se que é comum 0 equino ter reacdo cruzada com
mais de um tipo de Rickettsia spp. e, além do fato de que foram encontrados animais
gue reagiram ao teste soroldgico, quanto a presenca de anticorpos anti - Rickettsia

spp. mesmo sem ser encontrado o vetor etiolégico da doenca.
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7.CONCLUSAO

Com esse trabalho ndo podemos concluir que a regido do Vale do Paraiba
possui circulacdo de carrapato infectados com o agente etiolégico da FMB, mas h&
animais sorologicamente positivos para bactérias do género Rickettsia spp. Embora
nenhum carrapato e nenhuma amostra de sangue tenham sido positivos para R.
rickettsii a realizacdo de outros estudos epidemiolégicos na regido serdo muito
importantes, para entendermos melhor a situagdo da regido e se € necesséria a

realizacdo de medidas preventivas contra a doenca.
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9. ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Jonas Moraes Filho e Claudia lorio Budweg
Telefone de contato: (11) 29851040

Sua colaboracdo é importante e necessaria para o desenvolvimento da
pesquisa.

- A pesquisa analisa a ocorréncia de doencas infecciosas em equinos de
criacoes intensivas do Vale do Paraiba e sera realizada através da colheita de sangue
do animal;

- Vocé podera solicitar informacdes ou esclarecimentos sobre o0 andamento da
pesquisa em gualquer momento com o pesquisador responsavel, sendo o resultado
do exame informado por e-mail ou telefone;

- Sendo um participante voluntario, vocé ndo terd& nenhum pagamento e/ou

despesa referente a sua participacéo no estudo.

Eu, como

voluntéria da pesquisa, afirmo que fui devidamente informada respeito dos
procedimentos a serem realizados para colheita de material biol6gico (sangue)
com o animal acima identificado, o qual sou responsavel e proprietario de seu
domicilio, e reconheco ainda a importancia deste trabalho para o controle das
doencas transmissiveis desta regido, bem como para a saude do animal sob
meus cuidados. Meu nome nao seradivulgado de formanenhuma e terei aopc¢éo

de retirar meu consentimento a qualquer momento.

Séo Paulo, de de 201__

(Assinatura do representante legal (proprietario) do sujeito de pesquisa)

Assinatura do pesquisador



