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TOLEDO, Roberta dos Santos. Aspectos Epidemioldgicos de Rickettsias do
Grupo da Febre Maculosa em Humanos, Cées, Eqlinos e de Rickettsia spp em
Carrapatos em Londrina, PR. 2008. 86f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

A Febre Maculosa € uma zoonose reemergente, causada por bactérias do género
Rickettsia do Grupo da Febre Maculosa (GFM). A Rickettsia rickettsii tem sido
incriminada como o principal agente etiologico da Febre Maculosa Brasileira,
transmitida por carrapatos do género Amblyomma, sendo que o Amblyomma
cajennense é o principal vetor associado a doenga no Brasil. Com o objetivo de
estudar a epidemiologia de rickettsias do grupo de febre maculosa em Londrina, PR,
foram coletados carrapatos de vida livre e de capivaras, além de sangue de
humanos no Parque Municipal Arthur Thomas, e carrapatos e sangue de caes,
equinos e humanos em um bairro de Londrina. Um total de 458 A. cajennense e 775
A. dubitatum foram submetidos a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). A
amplificacdo de uma regido do gene que codifica a proteina citrato sintase (gItA) foi
utilizada para detecgao do género Rickettsia nos carrapatos. Nenhuma amostra foi
positiva para PCR. Soros de humanos e de animais foram submetidos a Reagéao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), na qual foram utilizados como antigenos a R.
rickettsii e a R. parkeri e considerados positivos aqueles que apresentaram titulos =
64. Entre as amostras de soro de humanos do Parque Arthur Thomas, sete (20,6%)
de 34 amostras foram positivas para R. rickettsii, e nenhuma foi positiva para R.
parkeri. Entre as amostras de soro de humanos, caes e equinos do bairro, cinco
(4,67%) de 107 amostras de humanos, duas (2,74%) de 73 amostras de caes e 10
(38,50%) de 26 amostras de equinos foram positivas, quando utilizado R. rickettsii e
uma (0,93%) de humano, duas (2,74%) de céaes e trés (11,53%) de equinos foram
positivas quando utilizado R. parkeri. Todas as amostras que reagiram com R.
parkeri também reagiram com R. rickettsii. Somente as duas amostras positivas de
cao para R. rickettsii apresentaram altos titulos, sendo uma 1024 e a outra 2048. A
deteccdo de soros positivos para R. rickettsii alerta para a circulagdo de alguma
rickettsia do GFM na populacao estudada.

Palavras-chave: Epidemiologia. Rickettisa rickettsii. Rickettsia parkeri. Amblyomma
cajennense. Amblyomma dubitatum.



TOLEDO, Roberta dos Santos. Epidemiological Aspects of Rickettsias of the
Spotted Fever Group in Humans, Dogs, Equine, and of Rickettsia spp in Ticks
in Londrina, PR. 2008. 86f. Dissertation (Master Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

The Spotted Fever is an emerging zoonosis, caused by bacteria of the genus
Rickettsia of the Spotted Fever Group (SFG). The Rickettsia rickettsii has been
incriminated as the main etiological agent of the Brazilian Spotted Fever, transmitted
by ticks of the genus Amblyomma; the A. cajennense is the main vector associated
with the disease in Brazil. With the objective of studying the rickettsial epidemiology
of the spotted fever group in Londrina, PR, free-living ticks and those from capybaras
were collected, as well as serum samples from humans at the Arthur Thomas
Municipal Park. Also ticks and blood from dogs and horses were collected, while only
serum from humans from a neighborhood in Londrina was obtained. A total of 458 A.
cajennense and 775 A. dubitatum were submitted to the Polymerase Chain Reaction
(PCR). The amplification of a region of the gene that codifies the protein citrate
synthase (gltA) was used to detect the genus Rickettsia spp in the ticks. No sample
was positive by PCR. The human and animal serum were then submitted to Indirect
Imunofluorescence Assay (IFA), in which the antigens of R. rickettsii and the R.

parkeri were used; and only those that presented titles > 64 were considered as

positives. Among the human serum samples obtained from the park, 7 (20.6%) of 34
samples were positive for R. rickettsii, and all negative for R. parkeri. When the
human, dog and equine samples obtained from the neighborhood were analyzed, 5
(4.67%) of 107 samples obtained from human beings, 2 (2.74%) from dogs, and 10
(38.50%) from equine were positive for R. rickettsi; while 1 (0.93%) of all samples
from human beings, 2 (2.74%) from dogs, and 3 (11.53%) from equine were positive
for R. parkeri. Additionally, all samples that reacted positively to R. parkeri also
reacted with R. rickettsii. Only two samples from dogs that were positive to R.
rickettsii showed high titles, one 1024 and the other 2048. The detection of positive
serum of R. rickettsii indicates the circulation of some Rickettsia of the SFG in the
population evaluated.

Keywords: Epidemiology. Rickettsia rickettsii. Rickettsia parkeri. Amblyomma
cajennense. Amblyomma dubitatum.
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REVISAO DE LITERATURA

Os carrapatos possuem a capacidade de transmitir uma grande
variedade de agentes infecciosos tais como, virus, bactérias, protozoarios e
helmintos, mais do que qualquer outro artropode e, portanto, sdo importantes
vetores de doengas para os homens e para os animais (SONENSHINE et al., 2002).
Sua importancia como transmissor de doencas foi reconhecida quando, em 1886,
Theobald Smith descreveu a babesiose, que nesta época era chamada de “Texas
Cattle Fever’, e mais tarde, em 1889 e 1890, ele proprio e Frederick Kilborn
demonstraram a transmissao da doenga por carrapatos (VIEIRA et al., 2004).

Algumas caracteristicas podem ser utilizadas para explicar porque
os carrapatos sdo vetores de patdégenos, como a hematofagia, longevidade, alto
potencial reprodutivo, poucos inimigos naturais, além da transmissao transovariana
e da sobrevivéncia transestadial (SONENSHINE et al., 2002; LABRUNA, 2004). Os
carrapatos possuem maior eficiéncia que os insetos na manutengcdo de agentes
infecciosos em seu organismo gragas a mudanga gradual de seus tecidos em
desenvolvimento, o que beneficia a sobrevivéncia destes agentes na sobrevivéncia
transestadial (SONENSHINE et al., 2002).

No mundo existe cerca de 870 espécies de carrapatos descritas e,
destas, apenas 10 a 20% sao encontradas parasitando o homem e os animais
domeésticos. As outras 80-90% sé&o parasitas de animais silvestres e nao devem ser
desconsiderados quanto a sua importancia na saude publica, ja que participam na
manutengéo enzodtica de patdégenos na natureza (OLIVER, 1989; LABRUNA, 2004).

No Brasil foi confirmada a presenca de apenas uma doenga cujo
agente etiologico € transmitido por carrapatos ao homem, a Febre Maculosa
Brasileira (NASCIMENTO et al., 2005).

Rickettsioses sdo doencas causadas por bactérias da familia
Rickettsiaceae, na qual esta classificado o género Rickettsia. Estas bactérias sao
gram-negativas, com ciclo de vida intracelular obrigatério (McDADE; NEWHOUSE,
1986; YU; WALKER, 2003). As espécies deste género s&o dividas em dois grupos,
Grupo Tifo (GT) e Grupo da Febre Maculosa (GFM), tendo como base
caracteristicas antigénicas, morfolégicas, moleculares e ecoldégicas. O GT ¢é

composto pela R. prowazekii e R. typhi, cujos vetores sao piolhos e pulgas
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respectivamente; o GFM é composto por mais de 20 espécies, sendo a maioria
transmitida por carrapatos, com excecao da R. akari e da R. felis, cuja transmissao
esta associada a acaros e pulgas respectivamente (LABRUNA, 2006; YU; WALKER,
2003). Outras espécies, como a R. bellii e R. canadensis nao estdo inseridas em
nenhum destes grupos (YU; WALKER, 2003).

Dentre as rickettsias do GFM pode-se citar pelo menos 16 espécies
que causam infecgdo no homem, R. rickettsii, R. conorii, R. africae, R. parkeri, R.
australis, R. honei, R. sibirica, R. japonica, R. massiliae, R. aeschlimannii, R. akari,
R. felis, R. helvética, R. mongolotimonae, R. slovaca e R. monacenas (RAOULT;
ROUX, 1997; RAOULT et al., 2002 ). As outras rickettsias deste grupo foram
isoladas apenas em carrapatos e, portanto, possuem patogenicidade desconhecida.
Contudo, elas poderiam ser agentes etiologicos de rickettsioses ainda nao
descobertas ou menos severas (AZAD; BEARD, 1998). Além disso, as rickettsias de
patogenicidade desconhecida possuem um papel fundamental na epidemiologia de
rickettsias patogénicas (como a R. rickettsii), ja que é comprovado que carrapatos
sao Iincapazes de manter duas espécies de rickettsias via transmissao
transovariana. (BURGDORFER, 1981; MACALUSO, 2002).

Em alguns paises da América Latina, espécies de rickettsias ja
foram devidamente identificadas em carrapatos (LABRUNA, 2004). Na Colémbia, R.
rickettsii, foi encontrada em A. cajennense; na Costa Rica, ela foi encontrada em
Haemaphysalis leporispalustres; no México, em A. cajennense e Rhipicephalus
sanguineus; no Panama, em A. cajennense; no Uruguai, R. parkeri foi encontrada
em A. triste; na Argentina R. massiliae foi encontrada em R. sanguineus e R. bellii e
R. amblyommii em A. neumanni (PATINO-CAMARGO, 1941; FUENTES et al., 1985;
BUSTAMANTE-VARELA, 1947; RODANICHE, 1953; VENZAL et al., 2004;
CICUTTIN et al., 2004; LABRUNA et al., 2007a).

No Brasil, algumas espécies de rickettsias também foram
identificadas e/ ou isoladas de carrapatos. Dentre elas, R. rickettsii em A.
cajennense e A. aureolatum (GOMES, 1933; MOREIRA, MAGALHAES, 1935;
PINTER, et al., 2006; GUEDES, 2005); R. parkeri em A. triste (SILVEIRA et al.,
2007); Rickettsia spp (Cepa COOPERI) em A. dubitatum (A. cooperi) (LABRUNA, et
al., 2004a); R. bellii em A. dubitatum, A. ovale, A. oblongoguttatum, A. humerale, A.
scalpturatum, A. rotundatum, A. aureolatum, Ixodes loricatus e H. juxtakochi
(LABRUNA et al.,, 2004abc; 2007b; PINTER et al.,, 2006; HORTA, 2006); R.



17

amblyommii em A. cajennense e A. coelebs (LABRUNA et al., 2004b); R. rhipicephali
em H. juxtakoch (LABRUNA et al., 2007b). Além destas também houve identificacdo
e/ou isolamento de R. felis em pulgas Ctenocephalides felis felis (OLIVEIRA, 2002;
HORTA, 2006). Estas mesmas espécies de rickettsias foram relatadas nos Estados
Unidos, porém em espécies diferentes de carrapatos (LABRUNA, 2004; EREMEEVA
et al., 2006).

A febre maculosa brasileira (FMB) & uma rickettsiose que tem como
principal agente etiolégico a R. rickettsii e foi descrita como uma entidade clinica
semelhante a Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR) (PIZA et al.,
1932). Esta foi descrita pela primeira vez nos EUA, em 1899, apesar de ja ocorrer
desde 1872 entre colonos e indios no Vale Bitterroot, Montana (MAXEY, 1899;
BURGDORFER, 1988). Ricketts (1909), nos EUA, foi quem primeiro isolou a R.
rickettsii e estabeleceu o papel do carrapato na transmissao da doenga. Nos EUA e
Canada os carrapatos Dermacentor variabilis e D. andersoni sdo os principais
vetores desta bactéria (BURGDORFER, 1988; SONENSHINE et al., 2002).

No Brasil, a FMB foi reconhecida primeiramente em Sao Paulo, por
PIZA et al. (1932). Nesta época a doenga era chamada de Tifo Exantematico de Sao
Paulo. Monteiro (1933), juntamente com pesquisadores norte-americanos, verificou
a imunidade cruzada entre amostras do agente da FMB com amostras do agente da
FMMR. Esta foi a primeira evidéncia de que a R. rickettsii era a causadora da
doenca no Brasil. A FMB tem sido descrita em humanos nos quatro estados da
regido Sudeste , onde muitos casos tém sido confirmados nas ultimas décadas, com
destaque para Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (DIAS; MARTINS, 1939;
SEXTON et al., 1993; LEMOS et al., 2001; ROZENTAL, et al., 2002; GALVAO et al.,
2003). Alguns casos da doenga foram relatados em outros estados fora da regido
Sudeste, dentre eles Bahia em 1979 (PLANK et al., 1979), Parana (Sao José dos
Pinhais) em 2005, Rio Grande do Sul (regido de Serro Grande) (MARTINS, 2004
apud PACHECO, 2007), e em Santa Catarina entre 2003 e 2006, com maior
ocorréncia nos municipios do Vale do Itajai e destaque para o municipio de
Blumenau (MADERA, WEISBRICH, 2004).

A importancia das rickettsioses tem crescido muito ndo sé pela
identificacdo de novas espécies, mas também porque sua incidéncia e distribuicao
s&o maiores do que se imaginava (GALVAO et al., 2005). No Brasil, somente a R.

rickettsii foi isolada e caracterizada de humanos, no estado de Sao Paulo (MELLES
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et al.,, 1992; NASCIMENTO et al., 2005). Porém, recentemente foram relatados os
primeiros casos humanos de infecgdo por R. parkeri nos Estados Unidos
(PADDOCK et al., 2004; WHITMAN et al., 2007). A R. parkeri foi isolada pela
primeira vez em 1937, de carrapatos da espécie A. maculatum no Texas, EUA
(PARKER et al., 1939). Em cobaias (Cavia aperea porcellus) esta rickettsia produziu
sinais clinicos semelhantes ao da R. rickettsii , porém de forma mais branda e sem
mortalidade. No Brasil, a R. parkeri também foi isolada e caracterizada
molecularmente em carrapatos (SILVEIRA et al., 2007). Labruna et al. (2004a)
detectaram uma rickettsia filogenéticamente muito proxima de R. parkeri,
denominada Rickettsia spp cepa COOPERI em carrapatos A. dubitatum, coletados
no municipio de Pedreira, SP.

A FMB, causada pela R. rickettsii, apresenta sintomatologia mais
severa como febre, dor de cabega, sensacao de frio, mialgia, erupgdes na pele,
principalmente no tronco, palma das mé&os e sola dos pés. Também ocorrem
esplenomegalia e hepatomegalia, podendo evoluir para disturbios nervosos e
mentais, como letargia, insénia, agitagdo, delirio, estupor e coma. Além disso, é
caracterizada por alta letalidade (DIAS; MARTINS, 1939; MANCINE et al., 1983). Ja
a infeccdo por R. parkeri causa nos humanos sinais mais brandos, com
linfadenopatia e les&o papular tipica no local da picada do carrapato (PADDOCK et
al., 2004; WHITMAN et al., 2007). Desta forma é possivel que casos desta
rickettsiose estejam ocorrendo no Brasil, ou de forma silenciosa, ou sendo
diagnosticada como FMB causada pela R. rickettsii (SILVEIRA et al.,, 2006).
Principalmente por existir casos no pais diagnosticado como FMB, mas que
apresentaram sinais clinicos mais brandos e sem letalidade, como foi o caso dos
surtos ocorridos em Santa Catarina entre 2003 e 2007. Isto é possivel, pois o teste
de escolha utilizado para diagnodstico da febre maculosa é a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e é de conhecimento que ocorre reagao cruzada
entre diversas espécies de rickettsias, sendo que este teste ndo pode ser utilizado
para identificagdo taxonémica das mesmas. (FENG; WALKER, 2003; HORTA et al.,
2004).

A R. rickettsii € transmitida pela picada de carrapatos ixodideos
durante sua alimentagao, porém & necessario um periodo de cinco a vinte horas de
fixagdo para que a picada seja infectante, pois acredita-se que em carrapatos néo

alimentados a R. rickettsii esteja em uma fase “avirulenta” (BURGDORFER, 1988;
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COMER, 1991). No Brasil, dois carrapatos sao incriminados como transmissores da
R. rickettsiii aos homens e aos animais, A. cajennense e A. aureolatum (DIAS;
MARTINS, 1939; PINTER; LABRUNA, 2006). Porém o A. cajennense € o0 mais
comum carrapato vetor associado com a doenga no Brasil (MOREIRA;
MAGALHAES, 1935). Isto foi reafirmado por Lemos et al. (1997) ao encontrar A.
cajennense em diferentes hospedeiros, inclusive humanos, e demonstrar o
comportamento inespecifico deste carrapato, além da sua abundancia em area
endémica. O primeiro isolado da bactéria causadora da FMB foi realizado por
Gomes (1933) em cobaia a partir de um exemplar de A. aureolatum adulto coletado
de um cao, que residia em uma casa com casos de febre maculosa. Em 1935,
Moreira e Magalhaes isolaram o mesmo agente de duas fémeas de A. cajennense
coletados de céo.

Os carrapatos, além de vetores, sao reservatérios do agente da FMB
na natureza, transmitindo-o de forma congénita a novas geragdes de carrapatos. O
grau de transmissdo transovariana depende do quanto os tecidos ovarianos do
carrapato estdo infectados. Em caso de infeccéo intensa, a taxa de transmisséo para
a nova geragao chega a 100%. Porém a continua manutencédo de uma linhagem
virulenta por passagem transovariana tem efeitos letais para o carrapato. Assim, no
caso de rickettsias menos virulentas, este mecanismo pode ser suficiente para
manté-las na natureza. Porém, no caso de rickettsias com alta viruléncia, como a R.
rickettsii, faz-se necessario que alguns animais silvestres desempenhem um
mecanismo de efeito amplificador para manter esta bactéria na natureza. O
hospedeiro amplificador mantém a bactéria em niveis altos na corrente sanguinea
por alguns dias ou semanas, infectando novos carrapatos, permitindo assim a
amplificacdo da infeccdo por R. rickettsii na populagdo de carrapatos (McDADE;
NEWHOUSE, 1986; BURGDORFER, 1988). Apesar de nao haver comprovacao de
qualquer espécie animal como hospedeiro amplificador de R. rickettsii para
carrapatos no Brasil, diversos trabalhos realizados desde a década de 1930 tém
levado a suspeita de capivaras, gambas e coelhos silvestres (LABRUNA, 2006).

Isolados de R. rickettsii foram obtidos de gambas (Didelphys spp)
naturalmente infectados, nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo, na década de
1930 (MOREIRA; MAGALHAES, 1935). Horta et al. (2007) realizaram pesquisa de
anticorpos em 94 gambas, a maioria de areas endémicas para febre maculosa, e

obtiveram 68% de reagdo positiva na RIFl para pelo menos uma das quatro
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espécies de rickettsias testadas. Em capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris)
observou-se a circulagao da bactéria por tempo superior a 11 dias (TRAVASSOS;
VALLEJO, 1942a) e, em outro trabalho dos mesmos autores, foi possivel infectar A.
cajennense alimentados em capivaras experimentalmente infectadas e,
posteriormente, transmitir a infecgdo por picada a outros animais (TRAVASSOS;
VALLEJO, 1942b). Souza et al. (2004) realizaram pesquisa de anticorpos em 147
capivaras capturadas de diversas areas do municipio de Campinas e encontraram
33% de animais com titulos maiores ou iguais a 64 e 36% dos carrapatos A.
dubitatum coletados destas capivaras foram positivos para Rickettsia spp no teste de
hemolinfa. As capivaras sdo hospedeiros primarios do A. dubitatum, especifico deste
cavideo, e também o A. cajennense (TRAVASSOS; VALLEJO, 1942a). Varios
trabalhos relatam carrapatos A. dubitatum infectados com rickettsias, inclusive do
grupo da febre maculosa (LEMOS et al., 1996a; LABRUNA et al., 2004a; ESTRADA
et al., 2006) e alguns trabalhos relatam esta espécie de carrapato parasitando
humanos (FAMADAS et al., 1997; LABRUNA et al., 2007), desta forma esta espécie
pode ser importante na epidemiologia de rickettsioses.

Entre os animais domésticos pode-se dizer que caes e equinos sao
importantes na epidemiologia da FMB. O cao pode agir como um animal sentinela
em locais onde a transmiss&o da febre maculosa esta associada ao A. aureolatum,
ja que este animal é hospedeiro primario da fase adulta deste carrapato, podendo
levar este parasita para dentro da residéncia humana. Pinter et al., 2008
encontraram soro de 64% dos caes reativos a R. rickettsii na RIFI, no mesmo local
onde esta espécie foi isolada de A. aureolatum (PINTER, LABRUNA, 2006). Varios
trabalhos relatam a hipétese de o cdo ser um reservatorio natural do agente da febre
maculosa. Nos EUA, o carrapato D. variabilis, que € um dos principais vetores da
FMMR, tem o cao como hospedeiro primario (BURGDORFER, 1988). Demma et al.
(2005), no Arizona, isolaram R. rickettsii de carrapatos R. sanguineus que
infestavam céaes. Estes carrapatos foram incriminados como vetores da FMMR em
16 pacientes que relataram contato com os caes

O equino é um dos hospedeiros primarios do principal vetor da
doenga, o A. cajennense (LEMOS et al., 1996b). Inquéritos sorolégicos mostraram
altas taxas de positividade em sangue de equinos de areas endémicas, onde 77%
dos animais apresentaram titulos = a 64 na RIFI (LEMOS et al., 1996b; SANGIONI et

al.,, 2005). O cavalo pode ser considerado um animal sentinela para regides
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endémicas e ndo endémicas, pois percorrem grandes distancias e sao capazes de
disseminar carrapatos infectados (SANGIONI et al., 2005; FREITAS et al., 2007).

No Brasil existem poucos trabalhos sobre rickettsias causadoras ou
ndo da FMB realizados em areas ndao endémicas. A maioria dos estudos foi
realizada em areas onde casos da doencga ja foram relatados ou se apresentam de
forma endémica. Pesquisar locais que possuem potencial para desenvolver
condicdes para o aparecimento desta doenga, como presencga de carrapatos vetores
e seus hospedeiros, € a pesquisa das espécies de rickettsias que circulam nesta
populagdo também sao importantes para garantir o diagnéstico precoce da doenga
(GALVAO; RIBEIRO, 1993).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a epidemiologia de rickettsias do Grupo de Febre Maculosa (GFM)

em Londrina, PR,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e identificar carrapatos de vida livre do Parque Municipal Arthur Thomas
e sangue de humanos que trabalham no parque;

e Coletar carrapatos de caes e equinos e sangue de caes equinos e humanos em
uma regido urbana de Londrina, que reune condi¢des para a circulagdo de
rickettsias entre hospedeiros e vetores

e Determinar a prevaléncia de infeccdo por Rickettsia spp em carrapatos, através
da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR);

e Determinar a presenca de anticorpos contra rickettsias do GFM, em soros de
humanos, cdes e equinos através da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFD);

e Analisar fatores associados a soroprevaléncia, através de questionario

epidemioldgico;
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ARTIGO 1 - Pesquisa de Infeccdo por Rickettsias do Grupo da
Febre Maculosa em Humanos, Caes, Equinos e por Rickettsia spp

em Carrapatos em Londrina, PR.

RESUMO

A Febre Maculosa é uma doenga causada por bactérias do género Rickettsia do
Grupo da Febre Maculosa (GFM), sendo a Rickettsia rickettsii incriminada como o
principal agente da Febre Maculosa Brasileira. Com o objetivo de obter informacdes
sobre a circulagao de rickettsias do GFM em Londrina, PR, foi realizado coleta de
carrapatos de cées e equinos e coleta de sangue de caes, equinos e humanos, em
um bairro da cidade, que reune condicbes para a circulagdo de rickettsias entre
hospedeiros e vetores. Um total de 66 carrapatos Amblyomma cajennense foram
submetidos a extragdo de DNA e testados pela técnica de PCR para o gene gltA,
presente em todas as espécies de rickettsias. Todos foram negativos. Soros de um
total de 107 humanos, 73 caes e 26 equinos foram submetidos a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), na qual foram utilizados antigenos brutos de R.
rickettsii e R. parkeri. Foram considerados positivos aqueles que apresentaram
titulagado = 64. Para R. rickettsii foram positivas as amostras de soro de 5 (4,67%)
humanos, 2 (2,74%) cées e 10 (38,50%) equinos e para R. parkeri 1 (0,93%)
humano, 2 (2,74%) cées e 3 (11,53%) equinos. Todas as amostras que reagiram
com R. parkeri também reagiram com R. rickettsii. Foi aplicado questionario
epidemioldgico contendo variaveis demograficas, sociais € ambientais, mas néao
houve resultado estatisticamente significativo. Os resultados obtidos na sorologia
demonstram a circulagao de rickettsias do GFM na regido estudada. Apesar de nao
haver casos de febre maculosa descritos na cidade, € necessario que haja um
trabalho de educagao sanitaria com a populacdo, para realizacdo de um controle
eficiente de carrapatos.

Palavras-chave: Epidemiologia. Sorologia. Rickettsias. Amblyomma cajennense.
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ARTICLE 1 — Research of Infection by Rickettsia of the Spotted
Fever Group in Human, Dogs, Equine and by Rickettsia spp in Ticks

in Londrina, PR

ABSTRACT

The spotted Fever is a disease caused by bacteria of the genus Rickettsia of the
Spotted Fever Group (SFG), being the Rickettsia rickettsii the main agent of the
Brazilian Spotted Fever. With the objective to gather information about the circulation
of the rickettsiae of the SFG in Londrina, PR, were collected ticks from dogs and
equine and drawn blood from dogs, equine and humans in a neighborhood with the
sufficient conditions for a circulation of rickettsias among hosts and vectors. A total of
66 Amblyoma cajennense ticks were submitted to DNA extraction and tested with
Polymerase Chain Reaction (PCR) for the gltA gene, which is present in all species
of rickettsiae and all were negative. A total of 107 humans, 73 dogs and 26 horses
serum were submitted to the Indirect Imunofluorescence Assay (IFA), in which were
used as antigens the R. rickettsii and the R. parkeri. Were considered positive those
that showed title = 64. For R. rickettsii were positive the serum samples of 5 (4.67%)
humans, 2 (2.74%) dogs and 10 (38.50%) equine and for R. parkeri 1 (0.93%)
human, 2 (2.74%) dogs and 3 (11.53%) equines. All the samples that reacted to R.
parkeri also reacted to R. rickettsii. It was applied the epidemiological questionary
with many demographical, social and environmental variables, but there was no
statistically significant result. The results obtained in the serology showed the
circulation of rickettsiae of the SFG in the region studied. Despite the fact that there
were not cases of spotted fever described in the city, there is a need to reinforce
social health education with the population in order to achieve an efficient tick control.

Keywords: Epidemiology. Serology. Rickettsiae. Amblyomma cajennense.
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INTRODUCAO

Rickettsioses sdo doencas causadas por bactérias do género Rickettsia,
familia Rickettsiaceae, na qual esta classificado o género Rickettsia. Estas bactérias
sdo gram-negativas, com ciclo de vida intracelular obrigatorio (McDADE;
NEWHOUSE, 1986; YU; WALKER, 2003). No Grupo da Febre Maculosa (GFM),
existem mais de 20 espécies descritas, sendo que pelo menos 16 causam infecgao
nos humanos (RAOULT; ROUX, 1997; RAOULT et al., 2002). Entre as espécies
patogénicas, somente R. rickettsii, R. parkeri e R. felis foram descritas no Brasil.
Destas, somente a R. rickettsii foi descrita em humanos e carrapatos e as outras
duas em seus respectivos vetores (MELLES et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2005; SILVEIRA et al., 2007).

A R. rickettsii tem sido descrita como o agente da Febre Maculosa Brasileira
(FMB), que é uma doenca de carater endémico e a mais importante rickettsiose
descrita no Brasil (GALVAO et al., 2005). Casos da doenga tém sido confirmados
nos quatro estados da regido Sudeste do pais, com destaque para os estados de
Sé&o Paulo e Minas Gerais (DIAS; MARTINS, 1939; SEXTON et al., 1993; LEMOS et
al., 2001; ROZENTAL, et al., 2002; GALVAO et al., 2003). Alguns casos foram
relatados em outros estados fora da regido Sudeste, dentre eles Bahia, Parana (Sao
José dos Pinhais), Rio Grande do Sul (regido de Serro Grande) e Santa Catarina
(PLANK et al.,, 1979; MADEIRA, WEISBRICH, 2004; MARTINS, 2004 apud
PACHECO, 2007). Apesar disso, 0s unicos estados que mantém vigilancia
epidemioldgica da doenca s&o Minas Gerais e Sdo Paulo (GALVAO et al., 2005).

No Brasil, dois carrapatos sao incriminados como transmissores da R.
rickettsii aos homens e aos animais, A. cajennense e A. aureolatum (DIAS;
MARTINS, 1939; PINTER; LABRUNA, 2006), sendo que o A.cajennense é o vetor
mais comumente associado com a doenga (MOREIRA; MAGALHAES, 1935).

A importancia das rickettsioses tem crescido muito ndo s6 pela identificagao
de novas espécies, mas também porque sua incidéncia e distribuicdo sdo maiores
do que se imaginava (GALVAO et al., 2005). Labruna et al., (2004) detectaram
Rickettsia spp em A. dubitatum. R. parke foi encontrada por Silveira et al. (2007) em
A. triste. Recentemente foram relatados os primeiros casos humanos de infecgéo
por R. parkeri nos Estados Unidos (PADDOCK et al., 2004; WHITMAN et al., 2007).
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A R. parkeri foi isolada pela primeira vez em 1937, de carrapatos da espécie A.
maculatum no Texas, EUA (PARKER et al., 1939). Em cobaias (Cavia aperea
porcellus) esta rickettsia produziu sinais clinicos semelhantes ao da R. rickettsii ,
porém de forma mais branda e sem mortalidade. A FMB, causada pela R. rickettsii
apresenta sintomatologia mais severa, além de ser caracterizada por alta letalidade
(DIAS; MARTINS, 1939; MANCINE et al., 1983). Ja a infec¢ao por R. parkeri causa
nos humanos sinais mais brandos, com linfadenopatia e lesao papular tipica no local
da picada do carrapato (PADDOCK et al., 2004; WHITMAN et al., 2007). Desta
forma é possivel que casos desta rickettsiose estejam ocorrendo no Brasil, ou de
forma silenciosa, ou sendo diagnosticada como FMB causada pela R. rickettsii
(SILVEIRA et al., 2007).

Entre os animais domésticos pode-se dizer que caes e equinos sio
importantes na epidemiologia da FMB. Eles sao animais sentinela e atuam como
amplificadores da populagcdo de carrapatos, além do que os cavalos percorrem
grandes distancias e sdo capazes de disseminar carrapatos infectados (LEMOS et
al., 1996; SANGIONI et al., 2005; FREITAS et al., 2007).

Existem poucos trabalhos sobre rickettsias causadoras ou nédo da FMB
realizados em areas ndao endémicas em nosso pais. A maioria dos estudos foi
realizada em areas onde casos da doencga ja foram relatados ou se apresentam de
forma endémica. O presente trabalho teve como objetivo pesquisar um local que
reune condi¢cbes para a circulagao de rickettsias entre hospedeiros e vetores, além
das espécies de rickettsias que circulam na populagdo de carrapatos e da presenca

de anticorpos circulantes na populacao estudada.
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MATERIAL E METODOS

Areas de estudo

Este estudo foi realizado em uma regidao do Jardim Califérnia, bairro situado
no municipio de Londrina, estado do Parana, regido considerada ndo endémica para
FMB.

A cidade de Londrina (23°19'S/51°10'W) esta localizada na regiao norte
central do estado do Parana, sul do Brasil. Situa-se a 610 metros acima do nivel do
mar e possui clima subtropical, com chuvas o ano todo, mas com tendéncia a
concentragédo de chuvas no verdo. A temperatura média anual fica em torno de 20°C
(Londrina, 2008).

O Jardim Califérnia € um bairro da zona leste de Londrina, onde um grupo
de carroceiros € coordenado pela Secretaria Municipal do Meio Ambiente (SEMA). A
maioria destes carroceiros mora no bairro, ao lado de uma praga, onde os cavalos
sdo colocados para descansar e se alimentar. Esta mesma praga é utilizada para
lazer dos moradores, principalmente criangas, e apresenta uma grande infestagao

de carrapatos. (Figura 1)

Coleta de carrapatos

No Jardim Califérnia, cujas ruas tém acesso direto a praga dos carroceiros,
foram realizadas sete visitas aos moradores no periodo de marco a julho de 2007.
Neste local foram coletados 59 carrapatos adultos de caes e 123 de equinos em 53
casas. A coleta foi realizada utilizando-se uma pinga e, com leves torgdes seguidas
de movimento de tragao os carrapatos foram retirados inteiros, evitando-se a quebra
do aparelho bucal, o qual é imprescindivel para identificagdo (CAMARGO-NEVES et
al., 2004).

Os carrapatos foram colocados em embalagens contendo etanol absoluto e
transportados até o Laboratério de Parasitologia e Doencgas Parasitarias, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), onde foram identificados, segundo chave taxondémica

de Aragéo e Fonseca (1961) e Guimaraes et al. (2001).
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Coleta de sangue

Durante as visitas aos moradores, amostras de sangue foram coletadas de
73 caes e 26 equinos em 53 casas, sob autorizagdo dos proprietarios. Entre os
moradores deste local, um total de 107 pessoas se submeteu a coleta de sangue, a
qual foi realizada na Unidade Basica de Saude Eldorado da Rede Municipal de
Saude.

As coletas de sangue de humanos foram realizadas por enfermeiros,
através de venopungdo na veia braquial. As coletas de sangue de animais foram
realizadas por veterinarios através de venopungao da veia braquial (cdes) e da veia
jugular (caes e equinos).

As amostras de sangue de humanos e animais foram acondicionadas em
tubos estéreis, identificadas e transportadas ao laboratério, onde foram submetidas
a centrifugagao para retracdo do coagulo e obtengdo do soro. Em seguida as
amostras foram aliquotadas em tubos de polipropileno, tipo eppendorf, e estocados
a - 20°C até a realizagdo da Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

A pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (nimero 125/07) e do Comité de Etica em Experimentagédo Animal
(numero 69/2006), ambos da UEL. (Anexos 1 e 2).

Extracdo de DNA

A extragdo de DNA e a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) foram
realizadas apenas com carrapatos adultos da espécie A. cajennense, sendo 65
coletados em equinos e um em céo.

Cada carrapato foi previamente seco a temperatura ambiente. Com o auxilio
de uma lamina de bisturi estéril, foi realizado um corte ao meio do carrapato no
sentido longitudinal. Uma metade do carrapato foi triturada com a ajuda de um
micropistilo e a extragdo realizada de acordo com o protocolo de Chomkzynski
(1993) com modificagdes de Sangioni (2003), que esta descrito no Anexo 3. A outra

metade foi levada ao freezer - 20°C para aproveitamento em outra extragéo.

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
As amostras extraidas de A. cajennense coletados de caes e equinos foram

submetidas a PCR na forma de pools. Cada pool foi composto por material extraido
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de cinco carrapatos. A reacéao foi realizada em 13 pools de carrapatos coletados de
equinos e, individualmente, em um carrapato coletado de cao.

Foram utilizados como oligonucleotideos iniciadores (primers) RpCS.877p
(GGGGGCCTGCTCACGGCGG) e RpCS.1258n (ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA),
que amplificam uma regido de 381 pares de base do gene gItA, que codifica a
enzima citrato sintase de Rickettsia spp (REGNERY et al., 1991).

Para as reacdes de PCR utilizou-se 2,5 yL de tampéao buffer (10X), 0,2 pyL
de nucleotideos trifosfatados (ANTP 1,25 mM), 1,25 uL de MgCl, (50 mM), 5 uL de
primer (10 pmol), 0,3 uL de Tag DNA polimerase (5000 U/mL), 5 yl de amostra, H,O
ultra pura (g.s.p. 25 uL). Como controle positivo das reacgodes, utilizou-se DNA
gendmico de Rickettsia sp (NOD) encontrada em A. nodosum, cedido pelo
Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal (VPS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ), da Universidade de Sao Paulo (USP). Como controle negativo,
utilizou-se agua estéril.

As etapas e condi¢gdes de amplificagdo foram: desnaturacéo inicial (95°C/5
min), numero de ciclos (35), desnaturagao (95°C/20 seg), anelamento (48°C/30 seg),
extensdo (72°C/2 min), extensao final (60°C/10 min) (HORTA et al., 2002).

Os produtos amplificados foram visualizados através de eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL), em cuba horizontal,
com tampédo de corrida TBE 1X, sob voltagem de 100 volts e 50mA por
aproximadamente uma hora. A visualizagdo das bandas foi realizada através de um
transluminador ultravioleta. Estas foram comparadas com padrdo de peso molecular

que possuia fragmentos multiplos de 123 pb.

Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Todos os soros de humanos, caes e equinos foram submetidos a RIFI, que
foi realizada no Laboratério de Doengas Parasitarias (VPS-FMVZ-USP). Foram
utilizadas laminas contendo antigenos brutos de R. rickettsii e R. parkeri e
considerados positivos os soros com titulo = 64. A leitura das laminas foi realizada
em microscopio epifluorescente. O protocolo da reagao foi relizado segundo Horta et
al. (2004) (Anexo 4).
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Analise estatistica

Foi aplicado questionario epidemioldégico para cada humano que se
submeteu a coleta de sangue e para cada proprietario, cujo animal foi submetido a
coleta (Apéndice 1 e 2). Para avaliagdo das variaveis foi utilizado o teste Qui-
quadrado, ou Exato de Fisher, e calculo de Odds Ratio com intervalo de confiancga
de 95%. Adotou-se o nivel de significancia de 5%. Os calculos foram executados no
programa Epi6 (CDC/Atlanta).
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RESULTADOS

Coleta de carrapatos

Entre os caes foram encontrados 59 carrapatos adultos, sendo 58 (98,3%)
Rhipicephalus sanguineus e um (1,7%) A. cajennense. Entre os equinos foram
encontrados 123 carrapatos adultos, sendo 68 (55,28%) A. cajennense e 55
(44,72%) Anocentor nitens.

PCR dos carrapatos

Os 13 pools de material extraido de A. cajennense coletados de equinos e
o material extraido do unico A. cajennense coletado de cdo foram considerados
negativos, uma vez que nao houve visualizagdo de bandas compativeis com a
banda produzida pelo controle positivo. Os controles negativos também nao
produziram nenhuma banda. A Figura 2 ilustra os resultados da PCR de algumas

amostras.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

Quando o antigeno utilizado foi R. rickettsii foram consideradas positivas as
amostras de soro de cinco (4,67%) dos 107 humanos, 10 (38,5%) dos 26 equinos
duas (2,74%) dos 73 caes. Na RIFI com R. parkeri foram positivas uma (0,93%) das
107 amostras de humanos, trés (11,53%) das 23 amostras de equinos e duas
(2,74%) das 73 de caes.

Todas as amostras que foram positivas para R. parkeri também foram
positivas para R. rickettsii. A Tabela 1 mostra a relacdo de todos os soros positivos e
os titulos finais obtidos pela RIFI, para as duas espécies de rickettsias testadas.

Entre os 107 humanos que se submeteram a coleta de sangue, 71 (66,4%)
nasceram e sempre moraram na cidade de Londrina; 93 (86,9%) ja foram picados
por carrapatos; 78 (72,9%) nunca habitaram a zona rural. Dos 53 maiores de 18
anos, 50 (94,3%) nunca trabalharam com animais ou na zona rural. Entre os cinco
humanos, cujo resultado sorolégico foi positivo, quatro pertenciam ao sexo feminino,
dois encontravam-se dentro da faixa etaria de zero a 12 anos e trés de 21 a 60 anos.
Trés eram nascidos em Londrina; trés relataram ter sido picados por carrapatos da

praca e dois ja haviam habitado a zona rural.
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Entre os 73 caes que foram submetidos a coleta de sangue e de carrapatos,
61 (83,6%) tinham acesso a rua e a praga onde ficavam os cavalos e onde havia
grande infestagcdo de carrapatos; 50 (68,5%) apresentaram carrapato fixado a pele
durante a inspecéo; 52 (71,2%) possuiam proprietarios que utilizavam carrapaticidas
e em 45 (86,5%) caes os proprietarios aplicavam o carrapaticida apenas quando
viam o carrapato. Dos 53 proprietarios visitados, 28 (52,83%) afirmavam ter visto
carrapatos dentro de casa. Os dois caes positivos possuiam carrapatos durante a
inspegcao e um possuia acesso a rua.

Os 26 equinos que foram submetidos a coleta de sangue e de carrapatos
eram utilizados no trabalho de carroceiro; 18 (69,2%) ficavam amarrados na praga
para descansar e se alimentar, e os outros amarrados em terrenos; 24 (92,3%)
possuiam carrapato no momento da inspegéo; 23 (88,46%) possuiam proprietarios
que relataram uso de carrapaticidas e em 22 (95,7%) equinos os proprietarios
aplicavam carrapaticidas apenas quando viam o carrapato.

De acordo com os calculos realizados ndo houve diferenca estatisticamente
significativa quanto a presenga de anticorpos anti- R. rickettsii e as variaveis

avaliadas. (Tabelas 2, 3 e 4)
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DISCUSSAO

Na praca dos carroceiros, no Jardim Califérnia, de onde se coletou
carrapatos de equinos e caes, foram identificadas as espécies A. cajennense
(55,28%) e A. nitens (44,72%) nos equinos, o que pode ser explicado pelo fato de
que este animal é hospedeiro primario destas duas espécies de carrapatos
(LABRUNA et al., 2001). Estes mesmos autores pesquisaram carrapatos em 680
cavalos de 40 fazendas no estado de Sao Paulo e encontraram A. nitens, A.
cajennense e Boophilus microplus parasitando os animais, sendo que a espécie
mais comum foi o A. nitens e, este, estava presente em todas as fazendas que
também possuiam infestagbes por A. cajennense. Freitas et al. (2007), em trabalho
realizado com 75 cavalos de carroceiro em Sao José dos Pinhais, PR, encontraram
A. nitens e Amblyomma spp parasitando estes animais.

Entre os caes, foram encontradas as espécies R. sanguineus (98,3%) e A.
cajennense (1,7%). O cao é o hospedeiro primario do R. sanguineus e, portanto, é
normal que esta espécie seja mais prevalente entre estes animais. Neste estudo,
83,6% dos cées possuiam acesso a rua e a praga dos carroceiros, onde ha grande
infestagcdo por A. cajennense e, mesmo assim, esta espécie foi representada por
apenas um exemplar entre os caes. Labruna et al. (2001a) estudaram a ocorréncia
de carrapatos em cées de area rural do Norte do Parana e encontraram maior
prevaléncia do R. sanguineus, mesmo estes caes tendo acesso a areas de pasto e
mata e, somente em uma propriedade das 20, nas quais foram realizadas coletas de
carrapatos, os caes apresentaram infestacbes multiplas por trés espécie diferentes
de carrapatos. Oyafuso et al. (2002) realizaram coleta de carrapatos em uma
populacao de caes atendida no Hospital Veterinario da UEL e identificaram 96% das
amostras como R. sanguineus e 4% pertencentes ao género Amblyomma.
Certamente, a baixa frequéncia de A. cajennense na populagédo de caes do presente
estudo se deve ao fato de que esta espécie tem preferéncia pelos equinos e,
geralmente, ataca outros hospedeiros quando a carga parasitaria nos equinos é
muito alta (LABRUNA et al., 2001). Além disso, durante a inspec&o dos animais para
captura de carrapatos, foi dado maior enfoque ao estagio adulto, e menos aos
estagios imaturos. Sabe-se que os estagios imaturos sdo menos especificos e,

portanto, ha maior chance de encontra-los parasitando outros animais que nao os
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equinos. Além do que, as coletas foram realizadas entre os meses de marco e julho,
periodo no qual ha maior prevaléncia de larvas de acordo com a dinamica sazonal
do A. cajennense, como ja descrito por Labruna et al. (2002).

Entre a populagcdo de A. cajennense coletada de animais, nao foi
encontrado resultado positivo na PCR. Isto provavelmente se deve a pequena
amostra utilizada, que foi de 65 carrapatos em 13 pools € um individual. Outros
trabalhos utilizaram populagdes maiores de A. cajennense e encontraram pequenas
taxas de infecgdo por rickettsias nestas populagdes. Sangioni et al. (2005)
analisaram, através da PCR, 1468 carrapatos adultos da espécie A. cajennense de
areas endémicas e nao endémicas do estado de Sao Paulo e todos apresentaram
resultados negativos. Estrada et al. (2006) encontrou 0,98% de A. cajennense,
coletados em parque urbano de Campinas, SP, infectados por R. bellii.

Neste estudo a prevaléncia de soros positivos em humanos foi de 4,67%, de
equinos foi de 10,38% e de caes foi de 2,74%.

A RIFI é o teste de escolha para diagndstico sorolégico de infecgao por
rickettsias em humanos e animais. Entretanto, reacao cruzada é observada entre as
rickettsias do GFM, o que dificulta a identificagdo da espécie envolvida na infecgao.
A realizacao de testes com diferentes espécies de rickettsias de ocorréncia
conhecida na area de estudo € o ideal, ja que frequentemente titulos de anticorpos
homologos sdo maiores que de anticorpos heterdlogos e, em alguns casos, esta
diferenca é grande o bastante para identificar a espécie que esta promovendo a
resposta imune (HORTA et al., 2004; PINTER et al., 2008). Horta et al. (2007)
avaliaram amostras de soro de humanos, equinos, caes, gatos e gambas de quatro
areas endémicas e uma ndo endémica no estado de Sdo Paulo. As amostras foram
testadas através da RIFI utilizando quatro espécies de rickettsias (R. rickettsii, R.
parkeri, R. felis e R. bellii). As amostras de soro que exibiram titulos para uma
especie de rickettsia, no minimo, quatro vezes maior que o observado para qualquer
uma das outras espécies testadas, foram consideradas homodlogas para a espécie
com maior titulagdo. Estas espécies foram utilizadas pelos autores por ja terem sido
descritas no estado de Sao Paulo (LABRUNA et al.,, 2004; PINTER; LABRUNA,
2006; HORTA, 2006; SILVEIRA et al., 2007; PACHECO, 2007).

O presente estudo avaliou reagdo soroldgica utilizando apenas dois
antigenos, R. rickettsii e R. parkeri. Estas espécies foram escolhidas, pois ndo ha

trabalhos que relatem quais espécies circulam na regidao. A R. rickettsii € a espécie
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mais utilizada em RIFI e a R. parkeri ja foi descrita nos EUA, Uruguai e Brasil,
mostrando ser de ampla distribuicdo na América (PADDOCK et al., 2004; PACHECO
et al., 2006; SILVEIRA et al., 2007; LABRUNA et al., 2007). Deste modo foi possivel
constatar diferenca de quatro vezes na titulagdo entre R. rickettsii e R. parkeri em
uma amostra de soro humano, duas de equino e duas de cao.

A R. parkeri foi isolada apenas de carrapatos no Brasil (SILVEIRA et al.,
2007), no entanto alguns trabalhos tém incriminado esta espécie como causadora de
infeccdo em humanos e animais. Estes trabalhos utilizaram, na RIFI, varias espécies
de rickettsias, de ocorréncia conhecida no Brasil (LABRUNA et al., 2007; HORTA et
al., 2007). Com os resultados do presente estudo, nao foi possivel concluir que a R.
rickettsii é a espécie que esta circulando nesta populagéo, ja que foram utilizados
somente dois antigenos, mas apenas que estes humanos e animais entraram em
contato com alguma espécie de rickettsia do GFM, com uma probabilidade muito
pequena de ser a R. parkeri, ja que os titulos encontrados quando utilizado este
antigeno foram muito baixos. Seria interessante testar outras espécies para
determinar qual rickettsia estaria estimulando a resposta imune nesta populagéo.

Del Guercio, et al. (1997) pesquisou anticorpos anti-R. rickettsii no soro de
473 humanos em uma localidade rural no municipio de Pedreira, SP, onde casos de
FMB foram descritos, e encontraram 5,3% de positivos, resultado ndo muito
diferente do encontrado no presente trabalho. Lemos et al. (1996) realizaram
pesquisa soroldgica em caes e equinos de areas onde casos de FMB nunca foram
descritos, e encontraram 27,3% de equinos e 12,9% de céaes positivos na RIFI, cujo
antigeno utilizado foi a R. rickettsii. O resultado encontrado em caes por estes
autores foi um pouco maior que o encontrado no presente trabalho, isto
provavelmente porque os caes estudados por eles habitavam a zona rural e,
portanto, ficavam mais expostos a uma populagdo maior de carrapatos,
principalmente as espécies associadas com a transmissao de rickettsias. Sangioni et
al. (2005) realizaram sorologia em humanos, cées e equinos de areas endémicas e
nao endémicas do estado de Sao Paulo e encontraram reagao positiva apenas nos
soros dos animais de areas endémicas. Estes autores n&o encontraram nenhuma
reacao positiva entre os humanos de area endémica e ndo endémica e animais de
area nao endémica, diferindo dos resultados encontrados no presente trabalho.

Neste trabalho, entre os humanos e a maioria dos equinos, foram

encontrados titulos de anticorpos anti-R. rickettsii baixos. Titulos mais altos foram
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observados em dois equinos (os dois iguais a 512) e nos dois caes positivos (um
igual a 1024 e o outro igual a 2048). Lemos et al. (1996) encontraram o0s maiores
titulos de anticorpos entre a populacdo de equinos e cides de area endémica. Entre
os equinos, estes autores encontraram titulo maximo de 512 para os animais
provenientes de area ndo endémica, como ocorreu no presente trabalho. No
entanto, o titulo maximo encontrado para caes de area ndo endémica foi igual a 64 e
titulos como 1024 e 2048 foram encontrados apenas em caes da area endémica. O
fato de dois cédes da praga terem apresentado titulos altos ndo torna a regiédo
endémica, mas alerta para a circulagdo de alguma rickettsia na regiao,
principalmente porque estes cées, segundo relato dos proprietarios, nunca
habitaram outro local.

A maior frequéncia de soropositivos entre os equinos pode ser explicada pelo
fato de que o A. cajennense se alimenta preferencialmente em seu hospedeiro
primario, que incluem os cavalos (LABRUNA et al., 2002). Ja humanos e caes sao
hospedeiros acidentais desta espécie de carrapato, sendo atacados por ela quando
ha alta infestagdo nos equinos ou auséncia destes no local (LABRUNA et al.,
2001a). Neste estudo, entre a populagdo de caes, o carrapato mais encontrado
parasitando estes animais foi o R. sanguineus, o que é comum para caes de areas
urbanas (RIBEIRO et al., 1997). No caso dos humanos, 86,9% relataram terem sido
parasitados por carrapatos provenientes da praca dos carroceiros, que muito
provavelmente era o A. cajennense. No entanto, os humanos tendem a remover os
carrapatos antes que a transmissao da rickettsia através da saliva seja eficiente, o
que ajuda a explicar a baixa frequéncia de soropositivos entre populagdo humana
quando comparada com a populagao de equinos (HORTA et al., 2004).

Ao analisar os questionarios epidemioldgicos, foi possivel observar que as
populagdes de humanos, de caes e de equinos do local estudado convivem entre si
e estdo expostas a mesma populacdo de carrapatos. Diante disso e dos resultados
sorologicos observados, mesmo com a auséncia de relatos de casos de febre
maculosa na cidade, faz-se necessario um trabalho de educagdo sanitaria e
orientacdo da populagcdo para evitar o contato com os carrapatos, além de um

controle efetivo da populagdo no meio ambiente e nos animais.
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Figura 1 — Foto de Satélite da praga dos carroceiros, Jd.Califérnia, Londrina, 2007; as
marcacgdes indicam as ruas, cujos moradores se submeteram a coleta de
sangue e cujos animais foram submetidos a coleta de sangue e de carrapato

Fonte: Google maps: http//www.maps.google.com.br

Figura 2 — Fotografia de um gel de agarose 1,5% de produtos de PCR realizado a partir de
material extraido de Amblyomma cajennense. Coluna 1, marcador de peso
molecular (123pb); coluna 2, controle positivo; colunas 3, 4, 5 e 6, amostras
negativas; coluna 7, controle negativo.
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Tabela 1 — Comparacao entre os titulos finais obtidos pela RIFI, para as duas espécies de
rickettsias testadas, dos soros de humanos (H), equinos (E) e cées (C),
Londrina, 2007.

Titulagéo RIFI

Soro Rickettsia rickettsii  Rickettsia parkeri
H49 128 NR
H53 64 NR
H70 128 64
H80 64 NR
H91 64 NR

E2 512 128

E5 64 NR

E8 64 NR
E1ll 512 NR
E15 64 64
E16 64 NR
E21 64 NR
E23 64 64
E24 64 NR
E25 64 NR
C24 1024 64
C41 2048 128

NR: Ndo Regente
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Tabela 2 — Resultado do teste de Qui-quadrado quanto a presenca de anticorpos anti-
Rickettisa rickettsii e variaveis relativas a 107 moradores de um bairro da
cidade de Londrina, PR, 2007

o ~ Positivos/Total  Valor o
Variaveis Opcoes (%) de p OR (IC95%)
0-12 anos 2/51 (2,92)
13 - 20 anos 0/7 (0)
Idad 0,608 -
ade 21 - 60 anos 3/38 (7,90)
Acima de 60 anos 0/11 (0)
Londrina 3/71 (4,22)
S&o Paulo (Estado) 0/5 (0)
Origem Minas Gerais 0/6 (0) 0,755 -
Outros IAoc_als nao 2/25 (8,00)
endémicos
Londrina 4/103 (3,90)
Locais habitados S&o Paulo (Estado)  1/3(33,33)  ( o57 i
anteriormente Outros locais n&do ’
o 0/1 (0)
endémicos
Historico de picada por Sim 3/93 (3,22) .
127 2 2-1
carrapato N&o 214 (14,28) 0, 0,2 (0,02 - 1,96)
Tempo de permanéncia Até cinco horas 2/41 (4,88)
do carrapato Acima de cinco 1/52 (1.92) 0,581 2,62 (0,17-77,12)
horas
. . Sim 2/29 (6,90) .
Ja habitou Zona Rural N&o 3178 (3,85) 0,611* 1,85 (0,20 -14,94)
Trabalhou ou Trabalha Sim 0/3 (0)
com animais ou na Zona - 1* -
Rural Nao 3/50 (6,00)
: . Sim 1/36 (2,77)
Possui equino N3o 4171 (5,63) 0,661 0,48 (0,02 -4,85)
. Sim 2/86 (2,33) .
Possui cdo N3o 3121 (14,29) 0,051* 0,14 (0,02 -1,16)
Nao 0/1 (0)

* Teste exato de Fisher
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Tabela 3 — Resultado do teste de Qui-quadrado quanto a presenca de anticorpos anti-
Rickettsia rickettsii e variaveis relativas a 73 caes de um bairro da cidade de
Londrina, PR, 2007.

Positivo/Total  Valor

Variaveis Opcgodes OR(IC95%)

(%) dep
Proprietario possui equino Sim 0719 (0) 1* -
P P g N30 2/54 (3.7)
Presenca de carrapato na Sim 2/37 (5,41) 0,4931* -
casa Nao 0/36 (0)
- ‘ Sim 1/61 (1,64) .
Cies tém acesso a rua N30 1112 (8.33) 0,3037 0,18 (0 -7,48)
Presenca de carrapato no Sim 2/50 (4) 1* i
cao Nao 0/23 (0)
Epoca do ano de maior Calor 1/33 (3,03) .
infestagao AnoTodo  1/35(2,86) | 1,06 (0 -41,66)
. Sim 0/52 (0)
t 799* -
Uso de Carrapaticida N&o 2121 (9,52) 0,0799

* Teste exato de Fisher

Tabela 4 — Resultado do teste de Qui-quadrado em relacéo a presencga de anticorpos anti-
Rickettsia rickettsii e variaveis relativas a 26 equinos de um bairro da cidade de
Londrina, PR, 2007.

Positivo/Total

Variaveis Opcoes (%) IC95%
. - Sim 6/18 (33,33) .
Proprietario possui cao N&o 418 (50) 0,6645* 0,5 (0,07 - 3,65)
Presenca de carrapatos na Sim 4/10 (40) . ]
casa Nao 6/16 (37,5) ! 1,11(0,16 - 7,64)
Presenca de carrapato no Sim 8/24 (33,33) 0.1384* ]
cavalo N&o 2/2 (100) ’
Epoca do ano de maior Calor 7/16 (6,25) .
infestaco Ano Todo 3/10 (30) 0,6834* 1,81 (0,26 - 13,69)
- Sim 8/21 (38,1)
t 1* 1,2 7 -41,67
Uso de Carrapaticida N&o 1/3 (33,33) ,23 (0,0 ,67)

* Teste exato de Fisher
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ARTIGO 2 - Pesquisa de Infeccdo por Rickettsias do Grupo da
Febre Maculosa em Humanos e por Rickettsia spp em carrapatos

de um Parque Urbano em Londrina, PR.

RESUMO

A Febre Maculosa € uma zoonose reemergente, causada por rickettsias do Grupo
da Febre Maculosa (GFM). A Rickettsia rickettsii € o principal agente etiolégico da
Febre Maculosa Brasileira (FMB) e ¢é transmitida por carrapatos do género
Amblyomma. Com o objetivo de obter informagdes sobre a presenca de rickettsias
do GFM no Parque Municipal Arthur Thomas em Londrina, PR, foi realizado coleta
de carrapatos de vida livre e de capivaras, além de sangue de humanos que
trabalham no parque. Um total de 775 Amblyomma dubitatum e 392 Amblyomma
cajennense foram submetidos a extracdo de DNA e testadas pela técnica de PCR,
em pools, para o gene gltA, presente em todas as espécies de rickettsias. Todos os
pools foram considerados negativos. As amostras de soro de humanos foram
submetidas a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), na qual foram utilizados
antigenos brutos de R. rickettsii e R. parkeri. Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram titulagdo = 64. De 34 amostras de sangue analisadas,
sete (20,6%) foram reagentes a R. rickettsii e nenhuma reagiu a R. parkeri. Foi
aplicado questionario epidemiolégico contendo variaveis demograficas, sociais e
ambientais, mas nao houve resultado estatisticamente significativo. De acordo com
os resultados pode-se concluir que existe a presenga de rickettsias do GFM
circulando entre a populagdo humana estudada, no entanto nao foi possivel
relacionar a infecgao aos carrapatos presentes no parque.

Palavras-chave: Amblyomma dubitatum. Amblyomma cajennense. Rickettsias.
Epidemiologia. PCR.
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ARTICLE 2 — Research of Infections Caused by Rickettsias of the
Spotted Fever Group in Human beings and Ticks at an Urban Park

in Londrina, PR

ABSTRACT

The Spotted Fever is a reemerging zoonosis caused by rickettsias of the Spotted
Fever Group (SFG). The Rickettsia rickettsii is the main etiologic agent of the
Brazilian Spotted Fever and is transmitted by ticks of the genus Amblyomma. With
the objective to obtain information relative to the presence of rickettsias of the SFG
within the Arthur Thomas Municipal Park in Londrina, PR, free-living ticks and ticks
from capybaras were collected; additionally, serum samples obtained from park
employees were evaluated. A total of 775 A. dubitatum and 392 A. cajennense
species were submitted to DNA extraction and tested with Polymerase Chain
Reaction (PCR), in pools, for the gItA gene, present in all species of rickettsiae. All
the pools evaluated were negative. The serum samples from human beings were
submitted to the Indirect Imunofluorescence Assay (IFA), where antigens of R.
rickettsii and R. parkeri were used. Of the 34 serum samples analyzed, 20.6% (7/34)
reacted to R. rickettsii, while all were negative to R. parkeri. An epidemiological
questionnaire, concerning demographical, social and environmental variables, was
applied to the human population, but no statistically significant results were obtained.
It was found that the rickettsias of the SFG circulated within the human population
evaluated, but it was not possible to correlate the presence of rickettsias with
infection to the ticks from the park.

Keywords: Amblyomma dubitatum. Amblyomma cajennense. Rickettsias.
Epidemiology. PCR.



57

INTRODUCAO

A Febre Maculosa é causada por bactérias do género Rickettsia, do Grupo
da Febre Maculosa (GFM). A Rickettsia rickettsii € incriminada como o principal
agente da Febre Maculosa Brasileira (FMB) e transmitida por carrapatos do género
Amblyomma (DIAS, MARTINS, 1939). Esta doenga tem sido descrita nas ultimas
décadas nos quatro estados da regido Sudeste do Brasil, com destaque para Sao
Paulo e Minas Gerais (SEXTON et al., 1993; LEMOS et al., 2001; ROZENTAL, et al.,
2002; GALVAO et al., 2003).

No Brasil, dois carrapatos sao incriminados como transmissores da R.
rickettsii aos homens e aos animais, A. cajennense e A. aureolatum (DIAS;
MARTINS, 1939; PINTER; LABRUNA, 2006), sendo que o A. cajennense é o mais
comum carrapato vetor associado com a doenga (MOREIRA; MAGALHAES, 1935).
No entanto, dois trabalhos relatam carrapatos A. dubitatum infectados com
rickettsias, inclusive do GFM (LEMOS et al., 1996; LABRUNA et al., 2004b;
ESTRADA et al., 2006).

A importancia das rickettsioses tem crescido muito nao so6 pela identificacédo
de novas espécies, mas também porque sua incidéncia e distribuicdo sdo maiores
do que se imaginava (GALVAO et al., 2005). No Brasil, somente a R. rickettsii foi
isolada e caracterizada de humanos (MELLES et al.,, 1992; NASCIMENTO et al.,
2005). Labruna et al., (2004b) detectaram uma rickettsia filogeneticamente préxima
de R. parkeri, denominada Rickettsia sp cepa COOPERI em A. dubitatum. Silveira
et al. (2007) isolou R. parkeri de A. triste. Recentemente foram relatados os
primeiros casos humanos de infeccdo por R. parkeri nos Estados Unidos
(PADDOCK et al., 2004; WHITMAN et al., 2007). Considerando que o A. dubitatum
foi encontrado infectado por rickettsias, inclusive do GFM (LEMOS et al., 19963;
LABRUNA et al., 2004a; ESTRADA et al., 2006) e que alguns trabalhos relataram
esta espécie de carrapato parasitando humanos (FAMADAS et al., 1997; LABRUNA
et al., 2007), é possivel que esta espécie seja importante na epidemiologia de
rickettsioses.

Apesar de nao haver comprovacdo de qualquer espécie animal como
hospedeiro amplificador de R. rickettsii para carrapatos no Brasil, diversos trabalhos

realizados desde a década de 1930 tém levado a suspeita de capivaras, gambas e
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coelhos silvestres (LABRUNA, 2006). Em capivaras foi observado rickettsemia e
infeccao de A. cajennense alimentados nestes animais (TRAVASSOS; VALLEJO,
1942ab). As capivaras s&o hospedeiras de varias espécies de carrapatos, entre elas
o A. dubitatum, especifico deste cavideo, e também o A. cajennense (TRAVASSOS;
VALLEJO, 1942a).

Este estudo teve como objetivo a detecgdo de DNA de rickettsias em
carrapatos do Parque Municipal Arthur Thomas em Londrina, e de anticorpos contra
rickettsias do GFM em soro de humanos que trabalham no parque e sao

constantemente picados por carrapatos.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Este estudo foi realizado no Parque Municipal Arthur Thomas de Londrina,
PR, regido considerada ndo endémica para FMB.

A cidade de Londrina (23°19'S/51°10'W) esta localizada na regiao norte
central do estado do Parana, sul do Brasil. Situa-se a 610 metros acima do nivel do
mar e possui clima subtropical, com chuvas o ano todo, mas com tendéncia a
concentragédo de chuvas no verdo. A temperatura média anual fica em torno de 20°C
(Londrina, 2008).

O Parque Municipal Arthur Thomas esta localizado no perimetro urbano de
Londrina, a seis quildmetros do centro da cidade, e compreende uma area de 85,47
ha no médio curso do Ribeirdo Cambé (Figura 1). Representa um dos ultimos pontos
remanescentes de mata atlantica no Norte do Parana (PARQUE..., 2008). O parque
possui uma fauna diversificada, com populagdes de macacos-prego, capivaras,
gambas, quatis, cutias, além de aves e peixes. Diversas areas gramadas e de matas
do parque tém se mostrado infestadas por carrapatos, expondo funcionarios e

visitantes ao ataque constante destes acaros.

Coleta de carrapatos do meio ambiente

No Parque Arthur Thomas foram realizadas coletas mensais de carrapatos
no meio ambiente, durante 12 meses, englobando o periodo de agosto de 2006 a
julho de 2007. Carrapatos de vida livre foram coletados sobre a vegetagdo do
parque, proximo aos locais de estabelecimento das capivaras, as margens da
represa Cambezinho.

Em todas as coletas de carrapatos do meio ambiente foram utilizados para
captura de carrapatos os métodos de armadilha de diéxido de carbono (Figura 2) e
arrasto de flanela (OLIVEIRA et al.,, 2000). Os carrapatos foram colocados em
embalagens contendo etanol absoluto e levados para o Laboratério de Parasitologia
e Doencas Parasitarias, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
(DMVP), da Universidade Estadual de Londrina (UEL). No laboratério foram
contados, separados por fase de vida, identificados segundo a chave taxondmica de
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Aragéao e Fonseca (1961) e Guimaraes et al. (2001) e mantidos em etanol absoluto

até a extragcéo de DNA.

Coleta de carrapatos nos animais

Carrapatos das capivaras presentes no Parque Arthur Thomas foram
coletados em 2005 por uma equipe de profissionais da UEL e da Secretaria
Municipal do Meio Ambiente (SEMA) que faziam monitoria nas capivaras. Estes
carrapatos foram conservados em etanol absoluto no Laboratério de Parasitologia e
Doencgas Parasitarias, onde foram identificados, segundo a mesma chave citada a

cima, e aproveitados para este estudo.

Coleta de sangue

Em dezembro de 2007 foi realizado coleta de sangue de 34 humanos que
trabalham no parque, por enfermeiros, através de venopunc¢ao na veia braquial. As
amostras de sangue foram acondicionadas em tubos estéreis, identificadas e
transportadas ao laboratério, onde foram submetidas a centrifugacéo para retragéo
do coagulo e obtengao do soro. Em seguida as amostras de soro foram aliquotadas
em tubos de polipropileno, tipo eppendorf, e estocados a - 20°C até a realizagcado da
Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

A pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (numero 125/07) da UEL. (Anexo 1).

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA e a Reagado em Cadeia pela Polimerase (PCR) foram
realizadas apenas em carrapatos adultos. Para os carrapatos coletados na
vegetacao, definiu-se como unidade amostral, o pool de cinco carrapatos, num total
de 100 e 505 pools de A. cajennense e A. dubitatum, respectivamente. O calculo do
tamanho da amostra a ser retirada desta populagao foi realizado segundo Cannon e
Roe (1982), estimando a prevaléncia ao redor de 2%, o que resultou em 78 e 147
pools de A. cajennense e A. dubitatum, sorteado sistematicamente. Todos os
carrapatos coletados de capivaras foram submetidos a extracdo e a PCR, sendo oito
pools de A. dubitatum e dois exemplares de A. cajennense analisados

individualmente.
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Cada carrapato foi previamente seco a temperatura ambiente. Com o auxilio
de uma lamina de bisturi estéril, foi realizado um corte ao meio do carrapato no
sentido longitudinal. Uma metade do carrapato foi triturada com a ajuda de um
micropistilo e a extracdo realizada de acordo com o protocolo de Chomkzynski
(1993) com modificacbes de Sangioni (2003) (Anexo 3). A outra metade foi mantida
em freezer - 20°C. A extracgao foi realizada para cada carrapato e, apds esta, 5 uL

de cada material extraido foi juntado novamente no pool para realizagdo da PCR.

PCR

Foram utilizados como oligonucleotideos iniciadores (primers), RpCS.877p
(GGGGGCCTGCTCACGGCGG) e RpCS.1258n (ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA),
que amplifica uma regido de 381 pares de base do gene gItA, que codifica a enzima
citrato sintase de Rickettsia spp (REGNERY et al., 1991).

Para as reacbdes de PCR utilizou-se 2,5 pL de tampao buffer (10X), 0,2 pL
de nucleotideos trifosfatados (ANTP 1,25 mM), 1,25 yL de MgCl, (50 mM), 3 uL de
cada primer (10 pmol), 0,3 pL de Tag DNA polimerase (5000 U/mL), 5 uL de
amostra, H,O ultra pura (g.s.p. 25 yL). Como controle positivo das reagdes, utilizou-
se DNA gendmico de Rickettsia sp (NOD) encontrada em A. nodosum, cedida pelo
Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal (VPS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ), da Universidade de Sdo Paulo (USP). Como controle negativo,
utilizou-se agua estéril.

As etapas e condi¢gdes de amplificagdo foram: desnaturacéo inicial (95°C/5
min), numero de ciclos (35), desnaturagao (95°C/20 seg), anelamento (48°C/30 seg),
extensdo (60°C/2 min), extensao final (60°C/10 min) (HORTA et al., 2002).

Os produtos amplificados foram visualizados através de eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL), em cuba horizontal,
com tampédo de corrida TBE 1X, sob voltagem de 100 volts e 50mA por
aproximadamente uma hora. A visualizagdo das bandas foi realizada através de um
transluminador ultravioleta. Estas foram comparadas com padrao de peso molecular

que possuia fragmentos multiplos de 123 pb.
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RIFI

Todas as amostras de soro de humanos foram submetidas a RIFI. Esta foi
realizada no Laboratério de Doengas Parasitarias (VPS-USP). Foram utilizadas
laminas contendo antigenos brutos de R. rickettsii e R. parkeri e considerados
positivos os soros com titulo = 64. A leitura das laminas foi realizada em microscépio
epifluorescente. O protocolo da reagao foi utilizado de acordo com Horta et al. (2004)
(Anexo 4).

Andlise estatistica

Foi aplicado questionario epidemioldégico para cada humano que se
submeteu a coleta de sangue (Apéndice 3). Para avaliagdo das variaveis foi utilizado
o teste Qui-quadrado, ou Exato de Fisher, e céalculo de Odds Ratio com intervalo de
confianca de 95%. Adotou-se o nivel de significancia de 5%. Os calculos foram

executados no programa Epi6 (CDC/Atlanta).
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RESULTADOS

Coleta de carrapatos

No periodo de um ano foram coletados no ambiente, 3.029 carrapatos
adultos, 14.186 ninfas e 25.356 larvas. Entre os adultos, foram identificados 2.526
(81,9%) A. dubitatum e 503 (18,1%) A. cajennense. Entre os carrapatos coletados
das capivaras, que foram utilizados neste estudo, foram identificados 40 A.

dubitatum e dois A. cajennense.

PCR dos carrapatos

No total foram analisados 233 pools, sendo 78 pools (390 carrapatos) de A.
cajennense e 147 pools (735 carrapatos) de A. dubitatum, coletados no ambiente.
Entre os carrapatos coletados de capivaras, foram analisados oito pools (40
carrapatos) de A. dubitatum e dois exemplares de A. cajennense, individualmente.

Todos os pools analisados foram considerados negativos, inclusive os
carrapatos analisados individualmente, uma vez que n&o houve visualizacdo de
bandas compativeis com a banda produzida pelo controle positivo. Os controles
negativos também nao produziram nenhuma banda. A Figura 3 ilustra os resultados
da PCR de algumas amostras. De acordo com a amostra utilizada, a taxa de
infeccdo nesta populacédo de carrapatos deve estar abaixo de 2%, pois, para que a
prevaléncia fosse igual a 2%, seria necessario que ao menos um pool fosse positivo.
Como foram utilizados primers especificos para o género Rickettsia, a taxa de

infeccao considerada se refere a qualquer espécie de rickettsia.

RIFI

No total foi coletado sangue de 34 humanos. Todas as amostras de soro
foram submetidas a RIFI, utilizando como antigenos a R. rickettsii e a R. parkeri.
Quando o antigeno utilizado foi a R. rickettsii, das 34 amostras de soro analisadas,
sete (20,6%) foram consideradas positivas, ja que apresentaram titulos = 64, sendo
que quatro apresentaram titulos iguais a 64, duas iguais a 128 e uma igual a 256.
Quando o antigeno utilizado foi a R. parkeri, nenhum soro reagiu na titulagao igual a

64 e, portanto, foram todos considerados negativos.
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A Tabela 1 mostra os resultados do teste de Qui-Quadrado quanto a
presenca de anticorpos anti-R. rickettsii e as variaveis avaliadas.

Entre os 34 humanos que se submeteram a coleta de sangue, 26 (76,5%)
afirmaram ja terem sido picados por carrapato e, destes, nove (34,6%) afirmaram
que adquiriram o carrapato somente dentro do parque, enquanto 12 (46,2%)
afirmaram terem sido picados por carrapato de dentro do parque e também de
outros locais; 18 (52,9%) ja habitaram a zona rural, 21 (61,8%) trabalharam ou
trabalham com animais ou na zona rural; 15 (44,1%) trabalham no parque em
contato direto com os locais de infestacdo por carrapatos, como jardinagem,
seguranga e policia ambiental.

De acordo com os calculos realizados, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa quanto a presenga de anticorpos anti- R. rickettsii e as variaveis

avaliadas.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, foram realizadas coletas de carrapatos em capivaras
e sobre a vegetacédo do Parque Arthur Thomas em Londrina. Além disso, também foi
realizada coleta de sangue de humanos que trabalham no parque e estdo sujeitos a
constantes picadas por carrapatos.

Entre as duas espécies de carrapatos coletados sobre a vegetagcdo, o A.
dubitatum representou 81,9% dos carrapatos adultos, muito mais prevalentes que o
A. cajennense, o qual representou 18,1%. Para o A. dubitatum, a capivara é o
hospedeiro primario (TRAVASSOS; VALEJO, 1942a, EVANS et al.,, 2000,
ESTRADA-PENA et al., 2001; LABRUNA et al., 2004a). No entanto, estagios de
larva e ninfa sdo menos especificos, podendo parasitar outras espécies, inclusive os
humanos (FAMADAS et al., 1997; LABRUNA et al., 2007). Para o A. cajennense 0s
hospedeiros primarios sdo equinos, antas e capivaras (CAMARGO-NEVES et al.,
2004). E a principal espécie que parasita humanos no centro sul do Brasil, além de
ser o principal vetor da FMB (ARAGAQO; FONSECA, 1961; LEMOS et al., 1997).

Por serem hospedeiros primarios do A. dubitatum e do A. cajennense, as
capivaras elevam as densidades destas espécies em locais onde se encontram
estabelecidas (ESTRADA et al., 2006). Existe relato de capivaras com sorologia
positiva para rickettsias do GFM (SOUZA et al., 2004) além do relato destes animais
apresentando rickettsemia. Travassos e Vallejo (1942a) observaram a circulagédo da
R. rickettsii nestes animais por tempo superior a 11 dias. Em outro trabalho dos
mesmos autores, foi possivel infectar A. cajennense alimentados em capivaras
experimentalmente infectadas e, posteriormente, transmitir a infeccdo por picada a
outros animais (TRAVASSOS; VALLEJO 1942b). Estes fatos sugerem um possivel
papel das capivaras no ciclo da FMB e de outras rickettsias.

O presente trabalho mostrou que a taxa de infeccdo por rickettsias na
populacdo de carrapatos do parque encontra-se abaixo de 2%, concordando com
outros trabalhos realizados em areas ndo endémicas. Magnarelli et al. (1981)
demonstraram taxa de infectividade de 1,07% em carrapatos D. variabilis, de regides
em que nunca foi relatada a febre maculosa. No entanto, estes mesmos autores
observaram que o numero de carrapatos infectados n&o variou entre os que foram

coletados de areas ndo endémicas e os de regides onde ocorreram casos de febre
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maculosa. Isto ressalta a importancia de se conhecer a atividade rickettsial também
nos hospedeiros vertebrados. Sangioni et al. (2005) realizaram pesquisa de infecgao
por rickettsias em A. cajennense coletados de areas endémicas e nado endémicas
no estado de Sao Paulo e ndo obtiveram resultados positivos na PCR. Estes autores
concluiram que a prevaléncia de carrapatos infectados por rickettsias variou de 0,8%
a 1,43%, pois para que a prevaléncia fosse superior a este valor, a infeccdo em ao
menos um carrapato deveria ter sido detectada na PCR.

Alguns estudos relataram a presenga de rickettsias do GFM em A.
dubitatum no municipio de Pedreira, SP (LEMOS et al., 1996; LABRUNA et al.,
2004b) e, portanto, pode ser uma espécie importante na epidemiologia da FMB.
Alguns trabalhos também relatam a presenca de R. bellii nestas espécies de
carrapatos. Labruna et al. (2004b) encontrou 40% dos carrapatos infectados por R.
bellii, valores muito préximos dos encontrados por Pacheco (2007) neste mesmo
local. Este ultimo autor concluiu que se alguma espécie de rickettsia do GFM
estivesse circulando na populacédo estudada, a proporgcédo de carrapatos infectados
estaria abaixo de 0,3556% e também que a alta proporcédo de carrapatos infectados
por R. bellii poderia estar impedindo o estabelecimento de outras espécies de
rickettsias, ja que carrapatos infectados por uma espécie de rickettsia nao
patogénica se tornam incapazes de manter, via transmissdo transovariana, a
infeccdo por outra espécie de rickettsia (BURGDORFER, 1988; MACALUSO et al.,
2002).

Neste estudo a prevaléncia de soros positivos encontrada em humanos foi
de 20,6%, quando as amostras de soro foram testadas com R. rickettsii, n&do
ocorrendo reagdo positiva quando testadas com R. parkeri. Outros estudos
realizados em areas endémicas e nao endémicas encontraram soroprevaléncia mais
baixa que a do presente estudo, através de RIFI com R. rickettsii. Del Guercio et al.
(1997), encontrou 5,3% das amostras positivas em Pedreira, SP, area endémica
para FMB, Sangioni et al. (2005) ndo obteve reagéo positiva dos soros obtidos de
humanos de areas endémicas e nao endémicas; Pinter et al. (2008) encontrou
reagao positiva em apenas 2,8% do total de amostras analisadas.

Horta et al. (2007) realizou pesquisa soroléogica em humanos de cinco
areas do estado de Sao Paulo, sendo quatro areas endémicas (Pedreira. Mogi das
Cruzes, Piracicaba e Sao Paulo) e uma nao endémica (Pirassununga), e encontrou

soroprevaléncia para R. rickettsii variando de 10,1% a 19,0%. A prevaléncia
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encontrada por estes autores na area nao endémica foi de 17,8%, resultado muito
proximo do encontrado no presente estudo. A diferenga é que no estudo de Sao
Paulo, as amostras de soro também reagiram quando testadas com outros
antigenos, como R. parkeri e R. felis. No presente estudo, ndo houve reagéao positiva
das amostras de soro quando testadas com R. parkeri. No entanto, isto ndo permite
afirmar que a R. rickettsii seja responsavel pela resposta imune gerada nestes
humanos, mas apenas que foi gerada por uma rickettsia do GFM.

Através da analise do questionario epidemioldgico, foi possivel observar que
a maioria dos humanos, tanto os que apresentaram resultados positivos na RIFI,
quanto os que apresentaram resultados negativos, relataram picadas por carrapatos
de dentro do parque e também de outros lugares. Também foi possivel observar que
muitos trabalham ou trabalharam com animais ou na zona rural. Desta forma fica
dificil relacionar a presencga de infecgdo nestes humanos aos carrapatos do parque,
uma vez que nao foram identificados carrapatos positivos na PCR. Isto nao significa
que nao exista alguma atividade rickettsial no local. Estudos com hospedeiros
vertebrados habitantes do parque, tais como capivaras e gambas, e com uma
populagdo maior de carrapatos, além do teste sorolégico com outros antigenos,

ajudariam a entender melhor a atividade rickettsial dentro do parque.
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Figura 1 — Foto aérea Parque Municipal Arthur Tho Figura 2 — Armadilha de gelo seco (CO,),
Mas, Londrina, PR; 1.Ribeirdo Cambe; 2. montada para captura de carrapatos
Represa Cambezinho; 3. Sede da adultos e nifas.
Secretaria Municipal do Meio Ambiente
(SEMA)

Fonte: http://www.parquearthurthomas.com.br/fotos

Figura 3 — Fotografia de um gel de agarose 1,5% de produtos de PCR realizados a partir de material
extraido de A. dubitatum. Coluna 1. Marcador de peso molecular (123pb); Coluna 2.
Controle Positivo; Colunas 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Amostras negativas; Colunas 9 e 10. Controle
Negativo.
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Tabela 1 — Resultado do teste de Qui-Quadrado quanto a presenga de anticorpos anti-
Rickettsia rickettsii e variaveis relativas a 34 funcionarios do Parque Municipal
Arthur Thomas, Londrina, 2007.

Variaveis Opgdes POS'“‘(’;S/ Total Va'gr de R (IC95%)
20 a 40 anos 1/12
Idade 41 a 60 anos 5/18 0,4234 -
> 60 anos 1/4
Londrina 2/10
S&o Paulo (Estado) 1/6
Naturalidade Minas Gerais 1/2 0,7650 -
Outros locais fora da
Regido Sudeste 3/16
Londrina 6/22
Locais Habitados Sao.Paqu (Es’fado) 0/5 ,
Anteriormente Rio de Janeiro 0/1 0,5293 -
Outros locais fora da 1/6
Regidao Sudeste
Histérico de picada por SINm 6/26 1* 2.10 (0,18 - 55,69)
carrapato Nao 1/8
Local onde adauiri Parque Arthur Thomas 2/9
ocal onde adquinu o Em outros locais 1/5 0,9726 -
carrapato
Em ambos 3/12
Tempo de permanéncia Até cinco horas 0/3 1* -
do carrapato Acima de cinco horas 6/23
J4 habitou Zona Rural Slﬂm 5/18 0,4054* 2,69 (0,35 - 25,01)
Nao 2/16
Trabalhou ou Trabalha Sim 4/13
com animais ou na N3 321 0,3868* 2,67 (0,37 - 20,33)
Zona Rural ao
Direto no Parque 3/15
Tipo de Trabalho Administracao 0/9 0,0082 i
Outros 4/10
0 -5 anos 2/11
Tempo de Servigo no 6 - 10 anos 2/8 ]
Parque 11 - 15 anos 2/10 0.9870
16 - 20 anos 1/5

* Exato de Fisher
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CONCLUSAO

Com base nos resultados deste trabalho realizado na cidade de

Londrina, Parana, podemos concluir que:

a) As espécies Amblyomma cajennense e Anocentor nitens s&o os carrapatos
predominantes parasitando equinos na regido urbana estudada;

b) O Rhipicephalus sanguineus é a espécie de carrapato predominante parasitando
caes na regiao urbana estudada;

c) As espécies Amblyomma dubitatum e Amblyomma cajennense s&o
predominantes no meio ambiente do Parque Municipal Arthur Thomas;

d) A técnica da PCR nao detectou a presenga DNA de rickettsias nos carrapatos
estudados, tanto naqueles coletados de caes e equinos, quanto nos coletados no
Parque Arthur Thomas, provavelmente devido a baixa taxa de infeccéo;

e) Existem evidéncias soroldgicas de infeccéo por rickettsias do GFM em humanos,
caes e equinos na regiao urbana estudada e em humanos que trabalham no Parque
Arthur Thomas.
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Liniversidade
Esiadual de Londuina

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANQS
liniversidade Estadual de Londrinal Hnsnitai !.,lmiupm-':kédm&ecﬁmagl\mte.da BamanAa.. ...
Registro CONEP 262

[Parecer N°® 125/07 ' Londrina, 06 de julho de 2007,
|CAAE N° 0085.0.268.000-07

PESQUISADOR: ODILON VIDOTTO

fimo Sr.

O “Comité de Etica em Pesguisa Envelvendo Seres Humanos da Universidade
Fstadual de Londrina/ Hospital Universitdric Regional Norte do Parand” de acordo com as
orieniagbes da ResolugBo 196/86 do Conselho Nacional de Saide/MS, APROVA = sxscugdo do
prajeto:

“ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE FEBRE MACULOSA, NO MUNICIPIO
DE LONDRINA, ESTADO DO PARANA",

. Informamos que a Sra devera comunicar, por escrito, qualguer modificagio que ocorrano
desenvolvimento da pesquisa, bem como deverd ser apresentado ac CEP/UEL relatdrio final da
pesquisa. :

Situacéo do Projeto: APROVADO

Atenciosamente,

T

Prof. Dra. Nifza Maria Diniz

_ Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL

Campas Universitirio: Redovia Celes Gareia Cid (PR ae:-].-:;m FW[‘UW'J'I'! AR PABX. - Fox JIE-440 - Onive Postel €050 - CEIF 36082950 - Internel htlp:fwve.mlbe
Hosphal Universitario/Centro de Cincis da Snade v, Bobert Koci, 60 - Vil Operizia - Fore (143} 3812000 PATY, - F1x 3374041 # 337.7495 . Cwica Podtal 791 . CEF $5008 140
LONDRINA - FARAMA - BRasL

Form Cidign 11964 - Farmmo A4 (21029 70m;



ANEXO 2
Universidade
=i2 Esiadual de Londrina
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAQ ANIMAL
QF. CIRC. CEEA N°69/20006 Londrina. 26 de setembro de 2006,

Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL. reunido aos 08 de agosto do ano corrente, avaliou o projeto
de pesquisa intitulado "Aspectos epidemiolégicos da Febre Maculosa no municipio de
Londrina, PR, registrado no CEEA sob o n® 29/06, projeto de Dissertagdo junto ao
Programa de Pos-graduagio em Ciéncia Animal, desenvolvido sob sua responsabilidade e
orientacdo. Esclarecido o aspecto metodologico solicitado, o projeto esta aprovado para
execugdo entendendo-se que 0s principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal estdo respertados.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

ku

Prof. Dr| lul Augusto ’\1 vlor Lisboa
Coordenador do CEEA/UEL

llmo. Sr.

Prof. Dr. Odilon Vidotto

Coordenador do Projeto

Departamento de Medicina Veteriniria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias

Campus Universitirio: Rodowin Celsi Goreia Cl (PR 445}, Km 380 - Fene (430 33713000 - PABX - Fux 33284340 - Cuixa Postal 6001 - CEP $605 1950 - Innemet bpeffwowuel be
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ANEXO 3

Protocolo de Extracdo de DNA segundo Chomkzynski (1993) com
modificacdes de Sangioni (2002)

e Triturar o carrapato;

e Adicionar a amostra, 150 pl de TE (Tris HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 7,4);

e Homogeneizar em agitador;

e Adicionar 450 ul de GT (5mol/L);

e Deixar 10 minutos para agir, homogeneizar a cada 2 minutos;

e Centrifugar a 12000 x g, durante 5 minutos para separar a fase aquosa da
organica;

e Transferir 400 uyl da fase aquosa para outro microtubo e desprezar a fase
organica;

e Adicionar 600 ul de isopropanol (para insolubilizar);

e Homogeneizar;

e Levar ao freezer e deixar por 2 a 18 horas;

e Centrifugar a 12000 x g durante 15 minutos;

e Desprezar o sobrenadante;

e Acrescentar 800 pl de etanol 70%;

e Centrifugar a 12000 x g durante 5 min;

e Desprezar o sobrenadante;

e Secar o sedimento a temperatura ambiente;

e Ressuspender o sedimento com 30 pl de TE;

e Homogeneizar;

e Levar ao banho-maria, a 56°C, durante 15 minutos;

e Congelar.
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ANEXO 4

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para rickettsias, segundo Horta
et al. (2004)

¢ Diluir as amostras de soro em PBS (solugao fosfato tamponada) nas diluicées de
1:64, 1:128, 1:256, 1:512 e 1:1024;

e Adicionar 10-20 ul das diluigdes em cada poco das laminas;

¢ Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos em estufa a 37°C;

e Lavar as laminas duas vezes com tampao de lavagem, em cuba de lavagem, 10
minutos cada lavagem;

e Deixar as laminas secarem a temperatura ambiente;

e Diluir o conjugado, na propor¢ao obtida com a prévia titulagdo do mesmo, em
PBS;

e Adicionar 15 pl da diluigdo do conjugado em todos os pogos das laminas;

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

e Lavar as laminas duas vezes com tampao de lavagem acrescido de azul de
Evans (0,3 ml de Azul de Evans para cada 100 ml de tamp&o de lavagem), em
cuba de lavagem, 10 minutis cada lavagem. Manter as cubas cobertas com papel
aluminio para proteger de qualquer fonte de luz;

e Adicionar de trés a quatro gotas de glicerina tamponada sobre cada lamina,
cobrindo-a com laminula. Manter sobre o abrigo da luz até o momento da leitura;

e Realizar leitura das laminas em microscépio de imunofluorescéncia em objetiva
de 40X.
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APENDICE 1

Questionario Epidemiolégico — Humanos — Jd. California

1. Dados Pessoais

Nome: Idade:
Endereco: Telefone:
Data:  / /

2. Cidade de Origem:
(1) Londrina

(2) Sao Paulo (estado)
(3) Minas Gerais

(4) Espirito Santo

(5) Outros

3. Local onde morou:
(1) Londrina

(2) Sao Paulo (estado)
(3) Minas Gerais

(4) Espirito Santo

(5) Outros

4. Jafoi picado por carrapato:
(1) sim
(2)

5. Tempo de permanéncia do carrapato fixado a pele:
(1) até cinco horas
(2) acima de cinco horas

6. J4 habitou a Zona Rural:

(1) Sim

(2) Nao

7. Trabalhou ou trabalha com animais ou no meio rural:
(1) Sim

(2) Nao

8. Possui animal:

(
(
(3) céo e equino
(4) ndo



APENDICE 2

Questionario Epidemiolégico — Animais — Jd. California

1. Dados Pessoais:

Proprietario: Data: [
Endereco: Telefone:
2. Ambiente

2.1 Qual(is) animal (is) possui:

(1) cao (2) equino (3) cao e equino (4) outros

2.2 Presenca de outros animais proximos a casa:
(1) ndo (2) roedores (3) animais silvestres (4) outros
2.3 Presenca de carrapatos na casa:

(1) sim (2) ndo

3. Caes:

3.1 Numero de cdaes:

(1) um (2) dois (3) trés (4) acima de trés
3.2 Tém acesso arua:

(1) Sim (2) Nao

3.3 Presenca de carrapatos nos caes:
(1) Sim (2) Nao

3.4 Epoca do ano que os carrapatos aparecem:
(1) calor (2)frio (3)ano todo

3.5 Uso de carrapaticida:

(1) Sim (2) Nao

3.6 Qual:

3.7 Frequéncia:

4. Equinos:
4.1 Namero de equinos:
(1) um (2) dois (3) trés (4) acima de trés
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4.2 Local de permanéncia do animal:
(1) praca (2) terreno (3) casa (4) outros
4.2 Presenca de carrapatos no equino:
(1) Sim (2) Nao

4.3 Epoca do ano que aparece:

(1) calor (2) frio (3) ano todo

4.4 Uso de carrapaticida:

(1) Sim (2) Nao

4.5 Qual:

4.6 Frequéncia:
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APENDICE 3

Questionério Epidemiologico — Humanos- Parque Municipal Arthur Thomas

1. Dados Pessoais

Nome: Idade:
Endereco: Telefone:
Data: [

2. Cidade de Origem:
(1) Londrina (2) Sdo Paulo (estado) (3) Minas Gerais (4) Espirito Santo
(5) Outros

3. Local onde morou:
(1) Londrina (2) Sdo Paulo (estado) (3) Minas Gerais (4) Espirito Santo
(5) Outros

4. Ja foi picado por carrapato:
(1) sim (2) nao

5. Onde:
(1) no Parque (2) em outro local (3)nos dois

6. Tempo de permanéncia do carrapato fixado a pele:
(1) até cinco horas (2) acima de cinco horas

7.J4 habitou a Zona Rural:
(1) Sim (2) Nao

8. Trabalhou ou trabalha com animais ou no meio rural:
(1) Sim (2) Nao
9. Possui animal:

(1) cao (2) equino (3) cao e equino (4) ndo

10. Tipo de trabalho:
(1) direto no parque (2) setor administrativo (3) fora do parque

11. Tempo de servico no parque:
(1)0-5anos (2)6-10
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