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MIONI, M.S.R. SOROLOGIA E DETECÇÃO DE Coxiella burnetii EM BOVINOS NO 

ESTADO DE SÃO PAULO, BRASIL. Botucatu, 2018. 101p. Tese (Doutorado) – Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

RESUMO  

        Coxiella burnetii é uma bactéria intracelular obrigatória responsável por causar 

a febre Q em humanos, mas também é conhecida como coxielose em animais. No 

Brasil, pouco é sabido a respeito da epidemiologia da enfermidade. O presente 

estudo objetiva estabelecer a prevalência do patógeno em bovinos abatidos no 

estado de São Paulo, além da detecção molecular em soro e fetos de bovinos. A 

sorologia de 1515 amostras de bovinos coletadas em frigoríficos foi realizada por 

reação de imunofluorescência indireta (RIFI) para anticorpos anti-C. burnetii. Reação 

em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) visando detectar o gene IS1111, foi 

utilizada para o diagnóstico molecular de C. burnetii em amostras de soro e fetos de 

bovinos. A prevalência aparente para anticorpos anti-C. burnetii em bovinos foi de 

23,8% [IC95%=21,7% – 25,9%] (n=360), e a prevalência real de 20,0% [IC95%=17,8 

– 22,3%]. A qPCR foi realizada nas 360 amostras soropositivas e apresentou 

resultado positivo em 92 amostras (25,6% [IC95%=20,1% – 28,8%]), demonstrando 

a presença do micro-organismo na corrente sanguínea dos bovinos amostrados. 

Entre as 28 amostras de fetos bovinos analisados, 10,7% (n=3) foram positivas na 

qPCR, confirmado por sequenciamento. A análise por qPCR quantitativo das 

amostras de abortamentos indicaram concentração entre 500 – 104 células por 

grama de tecido. Análise de multilocus de repetições em tandem de número variável 

(MLVA) e Multispacer Sequence Typing (MST) das amostras de fetos e do controle 

positivo revelaram novas estirpes de C. burnetii circulando no Brasil e na Argentina. 

Os resultados aqui apresentados evidenciam a circulação da bactéria alertando para 

o risco para saúde pública.  
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MIONI, M.S.R. SEROLOGY AND MOLECULAR DETECTION OF Coxiella burnetii IN 

CATTLE FROM STATE OF SÃO PAULO, BRAZIL. Botucatu, 2018. 101p. Thesis 

(Doctorate) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, 

Universidade Estadual Paulista. 

ABSTRACT 

Coxiella burnetii is an obligate intracellular bacterium responsible for causing 

Q fever in humans but is also known as coxiellosis in animals. In Brazil, little is known 

about the epidemiology of the disease. The present study aims to establish the 

prevalence of the pathogen in cattle slaughtered in the state of São Paulo, in addition 

to molecular detection in bovine serum and fetuses. The serology of 1515 bovine 

samples collected in slaughterhouses was performed by indirect 

immunofluorescence reaction (IFA) for anti-C. burnetii antibodies. Real-time 

polymerase chain reaction (qPCR) to detect the IS1111 gene was used for the 

molecular diagnosis of C. burnetii in bovine serum and fetal samples. The apparent 

prevalence of anti-C. burnetii antibodies in cattle was 23.8% [95% CI = 21.7% - 

25.9%] (n = 360) and the true prevalence was 20.0% [95% = 17.8 - 22.3%]. The 

qPCR was performed in the 360 seropositive samples and presented a positive result 

in 92 samples (25.6% [95% CI = 20.1% - 28.8%]), demonstrating the presence of the 

microorganism in the blood stream of the sampled cattle. Among the 28 samples of 

bovine fetuses analyzed, 10.7% (n = 3) were positive in qPCR, confirmed by 

sequencing. Quantitative qPCR analysis of the abortion samples indicated 

concentration between 500-104 cells per gram of tissue.  Multiple-Locus Variable 

number tandem repeat Analysis (MLVA) and Multispacer Sequence Typing (MST) 

from fetal samples and positive control revealed new strains of C. burnetii circulating 

in Brazil and Argentina. The results presented here evidenced the circulation of the 

bacterium alerting to the risk to public health.  
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 

         

        O setor agropecuário brasileiro possui grande importância na balança comercial 

do nosso país apresentando uma participação de 21% do PIB nacional, do qual 30% 

correspondem ao setor pecuário (ABIEC, 2016).  

        Diversas enfermidades podem acometer bovinos, acarretando em perdas 

econômicas decorrente da morte de animais, diminuição da produção de carne, leite, 

e subprodutos derivados, e perdas relacionadas a recursos humanos, uma vez que 

entre os possíveis patógenos capazes de infectar bovinos, quarenta e cinco deles 

são agentes de zoonoses (TAYLOR et al., 2001; WOOLHOUSE e GOWTAGE-

SEQUERIA, 2005). Quando a interface animal-humano é rompida, podem ocorrer 

problemas como afastamentos do trabalho, aposentadorias por invalidez e por vezes 

até a morte dos acometidos. Além disto, a possibilidade de manutenção da infecção 

entre a população humana e animal gera um problema importante de saúde pública 

(LLOYD-SMITH et al., 2013; MCDANIEL et al., 2014). 

        A saúde do rebanho é de suma importância para a manutenção da 

produtividade e lucratividade da pecuária e, para isso, uma série de medidas é 

necessária como, o controle de doenças baseado em programas oficiais de controle 

e erradicação, a consultoria de veterinários privados, o uso de vacinas e estudos 

epidemiológicos para a orientação de ações de medidas preventivas. 

Coxiella burnetii é uma bactéria intracelular obrigatória, capaz de infectar uma 

vasta gama de animais. A doença é conhecida como Febre Q, em humanos, e como 

coxielose nos animais. Os ruminantes domésticos são considerados as principais 

fontes de infecção, com bovinos, caprinos e ovinos, responsabilizados por surtos 

zoonóticos em diversos países (MAURIN e RAOULT, 1999; GEORGIEV et al., 2013; 

OIE, 2018). Apesar da característica essencialmente assintomática da enfermidade, 

algumas complicações importantes podem ocorrer após a infecção aguda ou 

crônica, como pneumonia atípica, hepatite, endocardite e abortamentos, em 

humanos, e distúrbios de ordem reprodutiva em bovinos, caprinos e ovinos 

(RAOULT, 2012; OIE, 2018).  
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No Brasil, são praticamente incipientes os dados oficiais sobre a situação da 

Febre Q, uma vez que C. burnetii era reconhecida como exótica no território 

nacional. Entretanto, recentes casos da enfermidade humana, nos quais animais 

foram incriminados como possíveis fontes de infecção, foram relatados nos estados 

da Bahia, Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e São Paulo, demostrando o 

caráter emergente da doença, semelhante ao que ocorre em diversos países do 

mundo (COSTA et al., 2006; MARES-GUIA, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2018; 

LEMOS et al., 2018), demonstrando a necessidade de maiores informações sobre 

aspectos epidemiológicos da doença no Brasil, com foco especial aos reservatórios. 

Desta forma, o presente estudo investigou a ocorrência de C. burnetii em 

bovinos, caprinos e ovinos do estado de São Paulo, em animais enviados para o 

abate, em fetos abortados e em esfregaços vaginais. 
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CAPÍTULO 2 – REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 – Histórico 

        

 Em 1935, um surto de uma doença febril que acometeu 20 trabalhadores de 

um abatedouro da cidade de Brisbane, Austrália, foi investigado primeiramente pelo 

Dr. Derrick que a designou “Query fever” (Febre Q), onde query tem o significado de 

questão, interrogação, dúvida, uma vez que não se sabia qual era o agente 

causador da enfermidade (GÜRTLER et al., 2014; MARRIE et al., 2015). Derrick 

inoculou cobaias com sangue e urina dos pacientes acometidos durante o surto e os 

animais passaram a apresentar febre. Incapaz de isolar o agente causador, o 

pesquisador enviou uma alíquota da emulsão salina do fígado das cobaias 

acometidas para Melbourne, onde os pesquisadores Burnet e Freeman, isolaram o 

agente causador da Febre Q caracterizando-a como Rickettsia burnetii (R. burnetii) 

(MARRIE, 1990; MARRIE e RAOULT, 1997).  

        Concomitantemente nos Estados Unidos da América (E.U.A.), os 

pesquisadores Davis, Cox e Dyer trabalhavam com os possíveis vetores de 

transmissão da Febre das Montanhas Rochosas e tularemia. O grupo americano 

possuía carrapatos provenientes da região de “Nine Mile Creek”, no estado de 

Montana, que se alimentavam de cobaias para propósito de pesquisa, e observaram 

que os animais adoeceram. A partir dos carrapatos, foi isolado o agente patogênico 

que foi nomeado por Cox como R. diaporica (MARRIE e RAOULT, 1997). 

        Em 1938, dez dias após uma visita a Cox em Montana, Rolla Dyer, diretor do 

“National Institute of Health”, adoeceu apresentando febre, dor retro orbital, calafrios 

e sudorese. Cobaias inoculadas com cinco mililitros do sangue de Dyer se tornaram 

enfermas e, posteriormente, demonstrou se tratar da mesma bactéria que foi isolada 

dos carrapatos de “Nine Mile Creek” (MARRIE, 1990). 

        No ano de 1948, Cornelius B. Philip propôs que R. burnetii fosse considerada 

uma espécie de um gênero distinto uma vez que este micro-organismo diferia das 

demais rickettsias. Em homenagem aos grupos de pesquisadores que realizaram o 

isolamento da bactéria, o patógeno passou a ser conhecido como Coxiella burnetii 

(MARRIE, 1990; GÜRTLER et al., 2014; MARRIE et al., 2015). 
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2.2 – Características da bactéria 

 

O agente responsável pela doença, C. burnetii, é um pequeno cocobacilo (0,4 

a 1 µm de comprimento) pertencente à classe Gammaproteobactéria, ordem 

Legionellales, intracelular obrigatório, que possui parede celular semelhante a 

bactérias gram-negativas, mas que não se cora pelo método de Gram. A técnica de 

Gimenez é utilizada para corar C. burnetii isoladas em cultura ou em diferentes 

espécimes clínicos (GUATTEO et al., 2011; ELDIN et al., 2017).  

O tempo de duplicação estimado da bactéria está entre 20h e 45h em cultura 

celular “in vitro” (ANGELAKIS e RAOULT, 2010). O vacúolo de replicação adquire 

progressivamente características semelhantes à fagolisossomos, tais como pH 

ácido, hidrolisados ácidos e peptídeos catiônicos. A bactéria participa ativamente da 

gênese deste vacúolo intracelular, apresentando estratégias diversas de adaptação 

a este ambiente. Inicialmente, C. burnetii codifica proteínas básicas que estão 

provavelmente envolvidas no tamponamento do ambiente ácido do fagolisossomo 

(SESHADRI et al., 2003). Além disso, quatro permutadores de próton sódio e 

transportadores de osmoprotetores são encontrados no genoma de C. burnetii, 

possibilitando que esta bactéria enfrente tensões osmóticas e oxidativas (ELDIN et 

al., 2017). 

C. burnetii apresenta variação morfológica durante o ciclo de 

desenvolvimento, que possuem variável resistência ambiental (MARRIE et al., 

2015). São observadas duas formas do micro-organismo, correspondendo a um 

ciclo de desenvolvimento bifásico. A variante de células grandes (LCV) da bactéria é 

uma forma de reprodução exponencial, enquanto que a variante de células 

pequenas (SCV) é uma forma estacionária não replicativa (TOMAN et al., 2012). As 

LCVs têm tamanho maior (>0,5 µm), cromatina não condensada e um envelope 

semelhante ao das bactérias gram-negativas clássicas, enquanto que as SCVs são 

pequenos bacilos (0,2 a 0,5µm de comprimento) caracterizados por cromatina 

condensada, um envelope espesso e um sistema de membrana interna incomum. 

Este tipo de apresentação celular geralmente é observada após cultura prolongada 

(21 dias) em células Vero e no meio axênico de citrato de cisteína acidificado 2 

(ACCM2) (ELDIN et al., 2017). As SCVs são estáveis no ambiente e altamente 
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resistentes aos estresses osmóticos, mecânicos, químicos, térmicos e a 

dessecação, podendo sobreviver durante 7 a 10 meses em lã à temperatura 

ambiente, durante mais de 1 mês em carne fresca e durante mais de 40 meses em 

leite (ANGELAKIS e RAOULT, 2010). Embora as SCVs sejam destruídas por 

formaldeído a 2%, já foram isoladas de tecidos armazenados em formaldeído por 4 a 

5 meses (ANGELAKIS e RAOULT, 2010). Estas propriedades acarretaram à adoção 

de temperatura elevada para pasteurização na década de 1950 (ENRIGHT et al., 

1957). A análise de transcriptoma do SCV revelou maior expressão de genes 

envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, remodelação da parede celular e 

aquisição de arginina (ELDIN et al., 2017). Além disso, as SCVs mostram número 

elevado de ligações cruzadas no peptideoglicano, que provavelmente está envolvido 

na sua elevada resistência ambiental (MARRIE et al., 2015; ELDIN et al., 2017). 

O lipopolissacarideo (LPS) é considerado um dos principais determinantes da 

expressão de virulência e infecção de C. burnetii. A bactéria possui duas variações 

do LPS de membrana, a saber: LPS da fase I virulenta (LPS I) e de fase II avirulenta 

(LPS II). O LPS II é de tipo rugoso, em contraste com o LPS I, que é fenotipicamente 

liso e contém dois açúcares, virenose e dihidrohidroxistreptose, que não foram 

encontrados em outros LPSs e podem ser considerados como biomarcadores únicos 

do patógeno (TOMAN et al., 2012). Ambos os açúcares estão localizados 

principalmente em posições terminais da cadeia “O” específica do LPS I (O-PS I) e 

possuem envolvimento na imunobiologia da febre Q (TOMAN et al., 2012).  

A variação de fase antigênica está relacionada a deleções gênicas que levam 

a perda de açucares que compõe o LPS, reduzindo o seu tamanho. O LPS II está 

inserido no LPS I e é imunodominante, dessa forma, anticorpos anti-faseII estão 

sempre presentes, independentemente da fase da doença (ROUSSET et al., 2012). 

Em humanos, a enfermidade apresenta estágios agudo e crônico que correspondem 

as duas fases antigênicas distintas na resposta humoral. Durante a infecção aguda, 

uma resposta de anticorpos ao antígeno da fase II de C. burnetii é predominante 

maior do que a resposta ao antígeno da fase I, enquanto que na infecção crônica 

está associada a título de imunoglobulina G (IgG) direcionada ao antígeno de fase I 

de forma crescente (ANDERSON et al., 2013). Em animais, onde não há a 

diferenciação de enfermidade aguda e crônica, antígenos de fase II são mais 
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adequados a estudos epidemiológicos devido a invariável presença de anticorpos 

anti-fase II (ROUSSET et al., 2012). 

A alta virulência de C. burnetii, a possibilidade de formação de aerossóis e a 

estabilidade ambiental, levaram o Centro de Controle e Prevenção de Doenças 

(CDC) dos Estados Unidos a classificar esta bactéria como agente de ameaça 

biológica da categoria B (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION 

- CDC, 2009), pois a má utilização poderia causar significativa incapacidade e, 

possivelmente, consequências em longo prazo devido à infecção persistente na 

população. 

 2.3 – Características da infecção 

 

A comparação da virulência das diferentes estirpes isoladas em modelos 

animais é difícil uma vez que nenhum dos modelos é capaz de mimetizar a doença 

observada em humanos. A patogenicidade e virulência de C. burnetii dependem da 

espécie animal infectada, da via de infecção, da estirpe de C. burnetii e do inóculo 

(STEIN et al., 2005; BEWLEY, 2013; MELENOTTE et al., 2016). Experimentos 

conduzidos por inoculação intraperitoneal apresentaram períodos de incubação 

curtos e infecção difusa, enquanto que a injeção intra-nasal e a utilização de vias 

aerógenas resultaram em lesões de órgãos após 7 dias e afetaram basicamente os 

pulmões, com baixa disseminação sistêmica da bactéria, sendo esta a forma de 

experimentação que melhor mimetiza a infecção humana (BAUMGÄRTNER et al., 

1993; STEIN et al., 2000, 2005).  

A virulência do patógeno depende da estirpe e inclui a capacidade de induzir 

sinais clínicos como febre, esplenomegalia e morte. Estudo comparativo da 

patogenicidade entre as cepas Nine Mile de fase I e Priscilla de fase I demonstrou 

que a primeira induz soroconversão e febre com aproximadamente 4 micro-

organismos, enquanto a segunda necessita de 105 bactérias para a indução de 

febre, ambas pela via intraperitoneal (RUSSELL-LODRIGUE et al., 2009). 

Corroborando com estes dados, MOOS e HACKSTADT (1987) confrontaram a 

patogenicidade de oito diferentes estirpes de quatro grupos filogenéticos diferentes 

experimentalmente inoculados por aerossóis em cobaias, e a cepa Priscilla 

demonstrou maior atraso no desenvolvimento dos sinais clínicos, menor progressão 
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da doença e menor carga bacteriana no fígado dos animais, enquanto que a cepa 

Nine Mile apresentou maior potencial patogênico. Em um estudo com cepas de C. 

burnetii provenientes de epidemias, French Guiana e Netherlands-like, a cepa Nine 

Mile se mostrou menos patogênica que ambas. A resposta sorológica foi mais 

exacerbada nas estirpes French Guiana e Netherlands-like, e os camundongos 

infectados com a cepa French Guiana apresentaram sinais mais graves de infecção, 

com mais de 20% de perda de peso 28 dias pós-infecção (EDOUARD et al., 2014). 

Ademais, o peso do fígado e a carga bacteriana foram significantemente maiores e 

as lesões histológicas foram mais precoces em camundongos infectados, 

respectivamente, de modo decrescente, com French Guiana, Netherlands-like e 

Nine Mile (MELENOTTE et al., 2016). Estes estudos evidenciaram que as cepas 

originadas de surtos apresentaram maior virulência. 

O sequenciamento do genoma de C. burnetii (Nine Mile RSA493) revelou 

diversos genes codificadores de adesão, invasão, desintoxicação e sistemas de 

secreção de proteínas (SESHADRI et al., 2003). Os genes que codificam proteínas 

de invasão são semelhantes aos envolvidos na reorganização do citoesqueleto e na 

absorção de Legionella pneumophila e Escherichia coli enteropatogênica pelas 

células hospedeiras. Esses genes provavelmente atuam em diferentes níveis de 

invasão, bem como na reorganização do citoesqueleto observadas durante a 

infecção celular por C. burnetii. Os genes de desintoxicação codificam superóxido 

dismutase, catalase e fosfatase ácida, enzimas que possibilitam que C. burnetii 

escape da atividade microbicida de macrófagos, devido à desintoxicação de 

intermediários de oxigênio reativos produzidos pelas células hospedeiras (ELDIN et 

al., 2017).  

 A virulência de estirpes de C. burnetii esta relacionada ao comprimento do 

LPS. C. burnetii de fase I é isolada a partir de pacientes com febre Q, já a forma 

avirulenta, fase II, é obtida após várias passagens no cultivo “in vitro” de C. burnetii 

em culturas de células (MAURIN e RAOULT, 1999). A transição de fase I para fase II 

leva a uma alteração irreversível do LPS, com diminuição gradual no peso molecular 

até a forma rugosa do LPS, devido à deleção genômica (MAURIN e RAOULT, 

1999). A principal diferença entre os LPSs de cepas virulentas e avirulentas de C. 

burnetii reside no açúcar do núcleo, onde o antígeno O é ausente no LPS das cepas 

avirulentas, e o LPS de cepas virulentas contém açúcares como virenose, 
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dihidrohidroxistreptose e galactosamina uronil- (1,6) –glucosamina, substâncias que 

estão ausentes nas cepas não patogênicas (TOMAN et al., 2012; MARRIE et al., 

2015). 

Todos os isolados de C. burnetii contêm plasmídeo replicante autônomo (QpH1, 

QpRS, QpDV e QpDG) ou possuem sequências semelhantes à plasmídeos que se 

integraram ao cromossomo (MARRIE et al., 2015). Foi proposta certa relação entre 

os tipos de plasmídeos e a virulência, no entanto esta hipótese foi descartada 

(TOMAN et al., 2012). Independentemente da correlação entre plasmídeo e a 

doença humana, a conservação de plasmídeos ou sequências de plasmídeos 

integrados em todos os isolados sugere adaptação e papel essencial destas 

sequências na biologia do gênero Coxiella (MARRIE et al., 2015). Reforçando esta 

ideia, os plasmídeos contém genes que codificam substratos Dot / Icm T4SS que 

podem, potencialmente, modificar o meio celular do hospedeiro para favorecer a 

multiplicação e sobrevivência bacteriana (VOTH et al., 2011). 

2.4 – A enfermidade nos animais 

 

A coxielose acomete grande variedade de vertebrados e invertebrados, já tendo 

sido reportada em mamíferos como bovinos, ovinos, caprinos, cavalos, cães, suínos, 

camelos, búfalos, porco-espinho, pombos, ratos, cangurus e, também, infectando 

cobras e carrapatos, além de possuir capacidade de se reproduzir em protozoários 

como a ameba (MAURIN e RAOULT, 1999; MARRIE et al., 2015; ROZENTAL et al., 

2017; OIE, 2018). A infecção por C. burnetii nos animais pode ter resultados 

diversos (Figura 1) como, por exemplo, broncopneumonia em cabras e febre em 

bovinos (MARRIE et al., 2015). Todavia, a maioria dos animais infectados pelo 

patógeno não exteriorizam sinais clínicos e podem servir como fontes 

assintomáticas de infecção (GUATTEO et al., 2011; OIE, 2018). 

A vida selvagem pode se constituir como reservatório para a infecção humana. 

Tal fato é descrito na literatura pelo relato de caso de febre Q aguda em pessoas 

após o contato com cangurus e wallabies na Austrália (STEVENSON et al., 2015), 

pelo envolvimento da preguiça de três dedos em Caiena, na Guiana Francesa, 

(DAVOUST et al., 2014) e pela presença do patógeno em animais silvestres da mata 

atlântica (ROZENTAL et al., 2017). Contudo, o principal reservatório para humanos 
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são os ruminantes, principalmente bovinos, caprinos e ovinos. Nos ruminantes 

domésticos, a coxielose comumente está associada a abortamentos esporádicos ou 

a surtos de abortamentos, além de poder resultar em morte de bezerros ou no 

nascimento de bezerros fracos (OIE, 2018). Ademais, a infecção por C. burnetii é 

também correlacionada com infertilidade, metrite, placentite e mastite subclínica em 

bovinos (BILDFELL et al., 2000; BARLOW et al., 2008; OIE, 2018). Durante o parto 

ou aborto, ocorre multiplicação de C. burnetii na placenta com consequente 

disseminação para o ambiente da ordem de 109 doses infectantes para cobaia por 

grama de tecido (GUATTEO et al., 2011; GUATTEO et al., 2012; MARRIE et al., 

2015).  

 

Figura 1.  Representação esquemática dos possíveis resultados da infecção do útero 

por Coxiella burnetii em animais. 

Legenda: APMD – aborto, parto prematuro, natimorto, descendente fraco. Fonte: 

Adaptado de AGERHOLM (2013).  
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C. burnetii pode ser eliminada durante muito tempo no leite e a duração da 

disseminação pode ser influenciada pela presença de mastite subclínica em vacas 

(BARLOW et al., 2008). RODOLAKIS et al. (2007) compararam a eliminação de C. 

burnetii em rebanhos bovinos, caprinos e ovinos da França. As vacas se 

apresentaram, em sua maioria, assintomáticas e disseminaram C. burnetii 

principalmente em leite e, em menor frequência (5%), o micro-organismo também foi 

encontrado em muco vaginal. Os rebanhos de ovelhas foram os mais infectados e 

apresentaram disseminação persistente por 2 meses com eliminação da bactéria em 

fezes, muco vaginal e leite. As cabras avaliadas disseminaram C. burnetii 

principalmente no leite, mas alguns animais também excretaram via muco vaginal ou 

fezes (RODOLAKIS et al., 2007). Essas diferenças nas vias de excreção talvez 

possam explicar por que os focos humanos são mais frequentemente relacionados 

com pequenos ruminantes e não com rebanhos bovinos, o que foi observado na 

Holanda (ROEST et al., 2011b). Para fins de monitoramento, o teste de PCR do leite 

em tanque de conjunto é um método útil para detectar a disseminação de C. burnetii 

em fazendas (CAPUANO et al., 2012; CLAEYS et al., 2013; PIÑERO et al., 2014). 

As medidas preventivas são fundamentais para o controle da febre Q e a 

vacinação é uma opção disponível em alguns países para diminuir as taxas de 

abortamento e propagação da infecção. A vacinação é eficaz na redução das taxas 

de abortamentos e da carga bacteriana eliminada em muco vaginal, fezes e leite em 

(ARRICAU-BOUVERY et al., 2005) e deve ser realizada em ruminantes não 

infectados antes da primeira gravidez (HOGERWERF et al., 2011), não sendo capaz 

de prevenir o abortamento quando os animais já se encontram infectados 

(GUATTEO et al., 2008; VAN DEN BROM et al., 2015). Além disso, devem ser 

tomadas medidas de higiene padrão para prevenir a disseminação de C. burnetii no 

meio ambiente e entre animais. As fêmeas parturientes infectadas devem ser 

isoladas do rebanho e as placentas e os fetos devem ser coletados e destruídos por 

incineração ou dispostas em aterro sanitário (VAN DEN BROM et al., 2015). 

Ademais, deve-se evitar o acúmulo de fezes em fazendas durante as estações com 

maior incidência de ventos para evitar ou diminuir a transmissão por aerossóis 

(ELDIN et al., 2017). Os animais exibidos em feiras também devem ser 

cuidadosamente triados. Na Alemanha, uma ovelha que pariu durante uma feira 

colaborou como fonte de infecção de um surto de febre Q envolvendo 299 pessoas 
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presentes no evento (PORTEN et al., 2006). Na cidade francesa de Briançon, a 

investigação de um foco relacionado a um matadouro apontou que a infecção 

humana foi resultado da transmissão aérea de resíduos contaminados de ovelhas, 

facilitada pelo vento causado por heliporto próximo ao local (ARMENGAUD et al., 

1997; CARRIERI et al., 2002). Quando da impossibilidade de aplicação de medidas 

preventivas e na presença de muitos animais infectados, o abate sanitário dos 

rebanhos é alternativa de conduta. Tal procedimento foi realizado na Holanda para 

controlar a epidemia que acometeu mais de 4 mil pessoas entre 2007 a 2010, 

resultando no abate de 50 mil animais (ROEST et al., 2011b; VAN DEN BROM et al., 

2015). 

A principal forma de introdução de C. burnetii em uma propriedade é por 

aerossóis transportados pelo vento (NUSINOVICI et al., 2015) ou por admissão de 

animais infectados. A ação do vento na transmissão está relacionada com a 

velocidade da rajada e com a carga bacteriana na formação do aerossol 

(NUSINOVICI et al., 2015), levando-se em consideração que a dose de infecção por 

inalação é estipulada entre 1 a 10 bactérias. Dependendo do tamanho e do estado 

imune do rebanho, a propagação da bactéria pode levar a altas taxas de 

abortamentos, como o que ocorreu na Holanda em 2005 e 2009 (VAN DEN BROM 

et al., 2015). A capacidade de infecção dos aerossóis de C. burnetii é grande e pode 

causar a doença em pessoas que se encontram até 30 km de uma fazenda-foco 

(TISSOT-DUPONT et al., 2004), resultando em casos de febre Q distante das áreas 

primárias contaminadas. Esta característica de disseminação faz com que, 

constantemente, os casos de febre Q sejam diagnosticados em pessoas sem 

contato recente com animais. Durante o inverno de 1998 a 1999, a alta incidência de 

febre Q aguda no distrito de Bouches-du-Rhone, na França, foi associada a maior 

frequência de vento mistral logo após a temporada de parto, um mês antes do início 

da doença (TISSOT-DUPONT et al., 2004). No Reino Unido, o aumento incomum do 

vento sul foi observado pouco antes de grande epidemia em Birmingham (HAWKER 

et al., 1998). 

A sazonalidade também parece influenciar no aumento da incidência da febre 

Q. Em áreas tropicais, a incidência aguda da doença pode estar relacionada à 

estação chuvosa, como foi observado em Queensland, Austrália, 3 meses após pico 

de chuva no mês de fevereiro (HARRIS et al., 2013). Já em Caiena, a incidência de 
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febre Q aguda foi maior em julho, 2 meses após o pico da precipitação em maio, 

coincidindo com a estação de reprodução da preguiça de três dedos, provável 

reservatório selvagem da infecção (DAVOUST et al., 2014). 

C. burnetii também foi isolada em muitas espécies de carrapatos, sugerindo que 

esses artrópodes servem como vetores da bactéria. Finalmente, demonstrou-se que 

o micro-organismo é capaz de se multiplicar no interior de amebas, sugerindo a 

participação desses hospedeiros na persistência ambiental da bactéria (ELDIN et al., 

2017). 

2.5 – A enfermidade em humanos 

 

        A infecção por C. burnetii em humanos resulta na enfermidade conhecida como 

febre Q e pode ser dividida, de forma ampla, em aguda ou crônica. Os humanos 

geralmente adquirem a infecção por inalação de partículas a partir de reservatórios 

animais, especialmente ruminantes domésticos (MAURIN e RAOULT, 1999; 

ANDERSON et al., 2013). Contudo, outros animais domésticos e silvestres como 

coelhos, aves, gatos, cães, podem estar envolvidos na disseminação da bactéria 

(OIE, 2018). 

        A doença aguda pode apresentar diversas formas, a depender do órgão ou 

sistema acometido, sendo mais comumente caracterizada por febre autolimitada, 

pneumonia e hepatite (RAOULT, 2012; MARRIE et al., 2015). Casos de meningite, 

encefalite, pericardite e miocardite já foram relatados na literatura, demonstrando o 

amplo espectro de tecidos que podem ser colonizados pela bactéria (ANGELAKIS e 

RAOULT, 2010; RAOULT, 2012; MARRIE et al., 2015).  

        Por apresentar sintomatologia inespecífica durante a infecção aguda, a febre Q 

costuma ser subdiagnosticada. Além do quadro de pneumonia (alteração comum da 

afecção aguda), também são observadas alterações como febre alta, cefaleia, dor 

retrorbital, fotofobia, bradicardia, hepatomegalia e esplenomegalia (ANGELAKIS e 

RAOULT, 2010; SEITZ, 2014; MARRIE et al., 2015). Em estudo realizado no 

Canadá em pacientes com pneumonia por febre Q, não foram observadas 

alterações nos parâmetros sanguíneos, embora 50% dos pacientes apresentassem 

enzimas hepáticas elevadas e 27% dos pacientes, hipoxemia. Radiograficamente, a 
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pneumonia por C. burnetii pode ser indistinguível da pneumonia causada por outros 

agentes (GIKAS et al., 1999), embora seja possível observar opacidades de aspecto 

arredondado (MARRIE et al., 2015).  

        A hepatite devido à febre Q possui diferenças regionais quanto a sua 

prevalência sugerindo estar associada à estirpe envolvida (MARRIE et al., 2015). No 

Canadá, entre 1981 a 1982, foi a alteração dominante em surto de febre Q na região 

de Ontário, enquanto que na província de Nova Escócia, somente foi observado 

pneumonia (SRIGLEY et al., 1985). Em pacientes com hepatite, a febre costuma ser 

elevada e, comumente, estes indivíduos são classificados como moderadamente a 

severamente doentes (MARRIE et al., 2015). Um achado comum, mas não 

específico, em biópsia de fígados acometidos por C. burnetii é a presença de 

granulomas tipo “donnut”, que consiste de um anel denso de fibrina circundado por 

vacúolos de lipídeos centrais (SRIGLEY et al., 1985; LEE et al., 2012). Esse tipo de 

granuloma também é observado na doença de Hodgkin e mononucleose infecciosa 

(MARRIE et al., 2015). Algumas pessoas acometidas por hepatite decorrente da 

febre Q aguda podem apresentar anticorpos anti-músculo liso e anti-fosfolipídeo 

(ORDI-ROS et al., 1994), que podem dar origem a doenças hepáticas autoimunes, 

como a cirrose biliar primária (KAECH et al., 2009). 

        A recuperação completa da febre Q aguda é o desfecho mais comum, contudo, 

em 20% dos pacientes pode ocorrer a Síndrome de Fadiga Pós Febre Q que 

apresenta sinais como fadiga, cefaleia, sudorese, artralgia, mialgia, visão embaçada, 

fasciculações musculares, além de linfadenomegalia e sensibilidade nos linfonodos 

(MARRIE et al., 2015). Evidências sugerem que esta síndrome é decorrente da 

persistência de C. burnetii, ou seus antígenos, no hospedeiro levando à 

imunomodulação e desregulação de citocinas (PENTTILA et al., 1998).  

        Outra possível complicação é o desenvolvimento da enfermidade crônica. O 

diagnóstico diferencial de febre Q em pacientes com endocardite e com cultura 

negativa para outros patógenos é importante, uma vez que esta é a apresentação 

mais comum (MARRIE et al., 2015; ELDIN et al., 2017). Em certas regiões da 

Europa, como em Marselha, no sul da França, o patógeno foi responsável por 16% 

dos casos de endocardite avaliados entre os anos de 1995 e 1996 (FOURNIER et 

al., 1996). A suspeita diagnóstica geralmente está associada à endocardite atípica 
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em pacientes com válvula anormal ou biprotética e com infecção sem causa definida 

ou síndrome inflamatória. Por vezes, o tempo médio entre o início dos sinais e o 

diagnóstico definitivo leva em torno de 12 meses (WEGDAM-BLANS et al., 2012). A 

bactéria forma conjuntos celulares que aparenta uma massa única 

intracitoplasmática dentro de células mononucleares, ocupando todo o citoplasma, 

sendo possível observar nas válvulas infiltrados de macrófago repletos de Coxiella 

(BROUQUI et al., 1994). Com menor frequência, a febre Q crônica também pode se 

manifestar como infecções vasculares que podem resultar em ruptura de 

aneurismas, fístulas aorto entéricas e êmbolos em membros inferiores, causando 

dor, febre e perda de peso (MARRIE et al., 2015; ELDIN et al., 2017).  

        Quando da ocorrência da doença durante a gravidez, podem surgir 

complicações obstétricas como abortamentos, retardo do crescimento intrauterino, 

morte fetal, parto prematuro e oligodrâmnio (GÜRTLER et al., 2014; MARRIE et al., 

2015). Angelakis et al. (2013), investigando isolados de C. burnetii provenientes de 

placentas de mulheres da França e da Holanda, observaram que as estirpes que 

estavam associadas ao abortamento geralmente apresentavam plasmídeos QpDV, 

indicando possível relação entre o genótipo da cepa envolvida com o tipo de 

complicação possível. Neste mesmo estudo confirmou-se que o tratamento 

prolongado (≥5 meses) com cotrimoxazole em mulheres grávidas com diagnóstico 

de febre Q pode prevenir complicações e está associado, de forma significativa, com 

a sobrevivência do recém-nascido (ANGELAKIS et al., 2013).  

2.6 – Epidemiologia 

 

Em revisão da literatura publicada por GUATTEO et al. (2011) é possível 

observar que a detecção da infecção por C. burnetii está presente nos cinco 

continentes, independentemente das espécies avaliadas. A prevalência aparente é 

ligeiramente maior nos bovinos (em média, 20% e 37,7% de prevalência aparente 

para animal e rebanho, respectivamente) do que nos pequenos ruminantes 

(centrada entre 15% e 25%, respectivamente, para animais e rebanhos, em ovinos e 

caprinos). 

  



17 
 

Em recente publicação, o DNA de C. burnetii foi detectado através de PCR em 

25% das 93 amostras de placentas abortadas de ruminantes na Grã-Bretanha. Um 

dos rebanhos de cabras infectadas foi monitorado durante o estudo por 31 meses e 

92% (57/62) das amostras placentárias de cabras abortadas e não abortadas foram 

positivas, assim como 30% de 33 amostras fetais (JONES et al., 2010). 

Entre 2007 e 2010, a Holanda enfrentou o maior surto de febre Q já relatado, 

com mais de 4.000 casos humanos confirmados e estimativa de mais de 40.000 

casos totais (ROEST et al., 2011b). Estudo retrospectivo demonstrou que a epizootia 

havia começado em 2005, com taxas de abortamento superiores a 60% em algumas 

fazendas de cabras e ovelhas (ROEST et al., 2011a). A combinação de grande 

número de animais infectados, a localização das fazendas próximas a áreas 

populosas, a falta de vigilância e o baixo nível de imunidade na população humana 

provavelmente contribuíram para a magnitude da epidemia de febre Q. Devido à 

ineficácia das medidas de controle e a presença de casos fatais em humanos, foi 

decidido, em dezembro de 2009, pelo abate sistemático de cabras e ovelhas 

prenhes, levando a eliminação de mais de 50 mil cabras (SCHNEEBERGER et al., 

2014). Em 2010, o número de casos notificados em humanos começou a diminuir, 

provavelmente devido ao abate de pequenos ruminantes e ao aumento da 

imunização da população. Este grande surto revelou que, apesar do conhecimento 

microbiológico sobre a infecção por C. burnetii, a re-emergência dos casos e a 

disseminação não podem ser previstas (ELDIN et al., 2017). 

No continente Africano, C. burnetii já foi detectada em humanos e em várias 

espécies animais com ampla variação na prevalência (VANDERBURG et al., 2014). 

Pesquisas em bovinos demonstraram ocorrência do patógeno variando de 4% no 

Senegal, a 55% na Nigéria. A presença do DNA do patógeno no leite bovino foi 

detectada em 22% das amostras de leite cru no Egito, em 63% das amostras de leite 

de bovinos criados extensivamente e 43% das amostras em rebanhos criados em 

sistema semi-intensivo na Nigéria. A soroprevalência em humanos variou de 1% no 

Chade, a 32% em uma vila do delta do Nilo, no Egito (VANDERBURG et al., 2014). 

No Senegal, C. burnetii também foi detectada por PCR em 1,2% da população febril 

de uma zona rural (ELDIN et al., 2017). A coxielose também já foi demostrada em 

ovelhas, cabras, cães e camelos, nesta última espécie com 80% de prevalência 

aparente (VANDERBURG et al., 2014).  
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Na Índia, um estudo realizado com 920 amostras de vacas, búfalos, ovelhas e 

cabras com histórico de transtornos reprodutivos (abortamento, reprodução repetida, 

retenção de placenta e endometrite) reportou uma prevalência geral de 13,82%. 

Verificou-se que entre as espécies a presença de C. burnetii foi de 12,78% em 

bovinos, 16,66% em búfalos, 11,04% em ovinos e 6,13% em cabras. A alta taxa de 

eliminação do patógeno observado no estudo, particularmente no leite, aponta para 

potencial risco em saúde pública (VAIDYA et al., 2010).  

No Japão, dos 207 bovinos com distúrbios reprodutivos avaliados, 

aproximadamente 60% foram positivos na RIFI e 24% das amostras de leite 

apresentaram o DNA do patógeno na detecção molecular. Os autores concluíram 

que bovinos com alterações reprodutivas são importantes reservatórios do micro-

organismo para a infecção tanto animal como humana (TO et al., 1998). 

Enzoótica nos Estado Unidos, a febre Q apresentou aumento de 250% dos 

casos reportados depois que a doença tornou-se de comunicação obrigatória 

(MCQUISTON et al., 2006). Neste mesmo estudo foi descrito que somente quatro 

estados dos EUA não reportaram a enfermidade. Entre 1978 e 1999, 436 casos 

humanos haviam sido relatados e, após o início da obrigatoriedade de notificação, 

255 casos foram evidenciados entre 2000 e 2004. Ainda nos EUA, os estudos em 

animais têm mostrado ampla variação na soroprevalência onde rebanhos caprinos 

demonstraram prevalência aparente de 41,6%, ovelhas 16,5% e bovinos 3,4% 

(MCQUISTON e CHILDS, 2002). A evidência de anticorpos para C. burnetii foi 

relatada em muitas espécies de animais selvagens, incluindo coiotes, raposas, 

roedores, gambás, guaxinins, coelhos, cervos e aves, sugerindo que a bactéria é 

enzoótica entre ruminantes e animais selvagens em grande parte dos Estados 

Unidos e que existe exposição humana generalizada ao patógeno (MCQUISTON e 

CHILDS, 2002). MCQUISTON et al (2006) enfatizaram que a vigilância para febre Q 

é essencial no conhecimento da distribuição e magnitude da doença e para o 

preparo de atividades antiterrorismo. 

Em Caiena, a capital da Guiana Francesa, C. burnetii foi o agente envolvido em 

24% de todas as pneumonias adquiridas na comunidade, maior prevalência já 

relatada no mundo (EPELBOIN et al., 2012). Nesta mesma cidade, em estudo 

recente, o DNA da bactéria detectado por qPCR em carrapatos, baço e fezes de 
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uma preguiça de três dedos (DAVOUST et al., 2014). Além disso, a incidência de 

febre Q aguda em Caiena está relacionada com a estação chuvosa e com 

nascimentos de preguiças de três dedos. Clinicamente, em Caiena, as pneumonias 

causadas por C. burnetii mostram apresentação inicial mais grave, com cefaleias 

mais frequentes, calafrios e suores noturnos, do que a pneumonia causada por 

outros micro-organismos (EPELBOIN et al., 2012). Essas características atípicas 

parecem estar relacionadas com a presença de um único clone de C. burnetii, MST 

17, que até agora só foi isolado nesta área. Este clone também parece ser mais 

virulento em modelos animais (ELDIN et al., 2017). 

2.7 – Febre Q / Coxielose no Brasil 

 

A infecção por C. burnetii foi relatada em inquéritos sorológicos no Brasil há 

mais de 50 anos (BRANDÃO et al., 1953; VALLE et al., 1955; RIBEIRO-NETO et al., 

1964; RIEMANN et al., 1975), mas desde então, pouca informação sobre a infecção 

está disponível no país. Apesar dos relatos sobre a circulação do agente da febre Q 

em território nacional e o fato de ser uma zoonose de distribuição mundial, por 

razões inexplicáveis, a enfermidade recebeu pouca atenção no país. 

 O primeiro estudo que evidenciou a presença da Febre Q no território nacional 

foi realizado por BRANDÃO et al. (1953) demonstrando a presença de anticorpos 

fixadores de complemento anti-C. burnetii em trabalhadores de um frigorífico situado 

na cidade de São Paulo. Dos 462 soros testados, 1,6% (n=8) foram positivos. No 

mesmo estudo, 170 soros provenientes de trabalhadores de uma fábrica de vidro 

também foram analisados e 1,76% (n=2) foram sororreagentes para o patógeno. 

Estes resultados deram origem a outro estudo sorológico, publicado em 1955, em 

que foi realizada avaliação de bovinos e tratadores no estado de São Paulo. Dos 71 

tratadores avaliados, cinco (7%) apresentaram resultados positivos significantes na 

sorologia, e dos 171 soros de bovinos analisados 14% (24) foram positivos. Ainda 

neste estudo, os autores relataram a entrada, em São Paulo, de animais positivos 

para coxielose provenientes da Holanda e da Inglaterra (VALLE et al., 1955). 
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Em 1956, em revisão sobre as doenças do grupo tifo exantemático (tifo 

exantemático neotrópico, tifo murinho e febre Q), os estados de Minas Gerais, São 

Paulo e Rio de Janeiro já eram descritos como locais com incidência de Febre Q 

(MAGALHÃES, 1956).  

Investigação epidemiológica conduzida para comparar a prevalência e fatores 

ambientais para a toxoplasmose (Toxoplasma gondii) e Febre Q em pessoas 

associadas às escolas de Medicina Veterinária de Davis, EUA, e de Belo Horizonte, 

MG demonstrou que, dos 219 brasileiros avaliados, 46% (n=100) apresentaram 

reatividade ao teste de hemaglutinação indireta para T. gondii e 22% (n=48) reação 

positiva para C. burnetii (RIEMANN et al., 1974). Aproximadamente 7% dos 

indivíduos testaram positivos para ambos os patógenos, e pessoas soropositivas 

aos antígenos tinham maior contato com animais (de espécies diversas) do que 

pessoas soronegativas (RIEMANN et al., 1974).  

No ano seguinte, RIEMANN et al. (1975) avaliara a prevalência de anticorpos 

para T. gondii e C. burnetii em trabalhadores de um frigorífico situado na cidade de 

Belo Horizonte e dos animais abatidos neste estabelecimento. Aproximadamente 

29% (n=42) dos 144 funcionários se mostraram reativos ao teste de 

microaglutinação para C. burnetii, e a prevalência de anticorpos para febre Q foi de 

duas a três vezes maior em funcionários que trabalhavam nos currais (40%) e na 

sala de matança (36%) do que em funcionários que trabalhavam na salsicharia 

(14%) e sala de desossa (20%). Este fato foi justificado como resultado da 

exposição aos aerossóis provenientes das etapas de abate e da poeira formada nos 

currais de espera. Entre os 156 animais amostrados, 29% (n=45) apresentaram 

anticorpos contra coxielose. Os autores concluíram que estes níveis de infecção 

bovina são suficientes para expor (e infectar) as pessoas que processam a carne 

diariamente e que a exposição periódica a bovinos cronicamente infectados pode 

resultar em doenças esporádicas não diagnosticadas ou infecções subclínicas.  

A presença de anticorpos para Bartonella spp. e C. burnetii foi avaliada em 61 

pacientes com diagnóstico de endocardite em um hospital de cardiologia da cidade 

de São Paulo, com o intuito de determinar o envolvimento destes patógenos nos 

casos de endocardites. Um paciente apresentou títulos de IgG para fases I e II ≥ 
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6.400 para C. burnetii. Os autores concluíram que a Febre Q no Brasil pode ser uma 

enfermidade subdiagnosticada ou não reportada (SICILIANO et al., 2006). 

Em 2006, uma publicação de uma série de casos contendo 16 pacientes com 

diagnóstico da doença no estado de Minas Gerais sugeriu a inclusão da doença no 

diagnóstico diferencial em casos de enfermidades febris (COSTA et al., 2006).  Dos 

726 casos de febre avaliados, 16 foram incriminados como febre Q (2,2%) pela 

técnica de Imunofluorescência indireta para antígeno de fases I e II. O principal sinal 

clínico foi síndrome gripal (50%), seguido de pneumonia (12,5%), febre de origem 

desconhecida (12,5%), síndrome de mononucleose (12,5%), linfadenite (6,3%), e 

espondilocistite associada com osteomielite (6,3%) (COSTA et al., 2006).  

A febre Q não costuma causar grandes complicações apesar do relato de um 

caso mais grave com óbito em um indivíduo do estado da Bahia que apresentou 

dispneia progressiva durante um ano e evolução para óbito devido à endocardite 

mesmo após a antibioticoterapia com doxiciclina e ciprofloxacina (SICILIANO et al., 

2008). O paciente em questão trabalhava na lavoura e com bovino de leite, além de 

consumir leite cru rotineiramente. 

Em estudo com objetivo de determinar a soroprevalência e detectar o DNA de 

C. burnetii em pacientes positivos para HIV na cidade de Jacarepaguá, no estado do 

Rio de Janeiro, LAMAS et al. (2009) encontraram 3,2% (4/125) de soropositividade, 

mas não obtiveram sucesso na detecção do DNA bacteriano nas amostras clínicas. 

Dentre os pacientes positivos, dois apresentaram também soropositividade para 

Bartonella spp.(LAMAS et al., 2010). Estes resultados são similares aos relatados 

por COSTA (2005) que, em estudo sorológico para Rickettsia rickettsii, Rickettsia 

typhi, C. burnetii, Bartonella henselae, Bartonella quintana e Ehrlichia chaffeensis em 

437 pessoas saudáveis de uma comunidade rural brasileira encontraram, 

respectivamente 1,6% (n=7); 1,1% (n=5); 3,9% (n=17); 13,7% (n=60); 12,8% (n=56) 

e 10,5% (n=46). A idade acima de 40 anos e a residência rural foram 

significativamente associadas a algumas, mas não a todas as taxas de infecção 

(COSTA, 2005).  

A primeira detecção molecular do patógeno da febre Q no Brasil foi em 2011. 

Até então não havia estudos descrevendo a bactéria em amostras clínicas, apesar 

de inquéritos indicando humanos sororreagentes. LEMOS et al. (2011) detectaram 
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C. burnetii por PCR, em amostra de soro de um paciente de 47 anos de idade 

habitante do município de Itaboraí, RJ, que apresentou sinais de febre inespecífica 

por 40 dias associada à trombocitopenia. O paciente relatou que, três meses antes 

do início dos sinais clínicos, havia adquirido 12 cabras para fornecimento de leite 

tanto para a comunidade como para a própria família e que três destas cabras 

haviam abortado três semanas antes do início das manifestações clínicas. Ademais, 

um dos cães do casal havia morrido e uma cadela abortado durante o período de 

adoecimento do paciente. Foram testadas amostras dos 14 cães e 2 gatos que o 

casal possuía, e da esposa do indivíduo. Dois cachorros e a esposa do paciente 

apresentaram reatividade à RIFI.  

Em outro caso de Febre Q, uma pessoa que trabalhava em escritório em frente 

a uma clínica veterinária no estado do Rio de Janeiro foi diagnosticada com a 

enfermidade após a detecção molecular em soro e lavado brônquio-alveolar 

coletado no sétimo dia após o início dos sinais clínicos. Foi observado aumento de 

oito vezes no título de anticorpos em amostras de soro coletadas nos dias 7 e 27 da 

doença, compatível com o quadro de febre Q (ROZENTAL et al., 2012). 

Em 2013, estudo com 51 amostras mantidas em parafina no Departamento de 

Patologia do Instituto Nacional de Cardiologia, pertencentes a válvulas cárdicas 

excisadas de pacientes com endocardite, entre 1998 e 2009, foram analisadas por 

PCR para a presença de C. burnetii, Bartonella spp. Staphylococcus aureus, e 

outros patógenos (LAMAS et al., 2013). Dez (19%) pacientes foram positivos para 

algum dos patógenos pesquisados, a saber: Streptococcus oralis (n=6), S. oralis e 

Bartonella (n=1), Bartonella spp. (n=1), C. burnetii (n=1) e S. aureus (n=1). A 

paciente com febre Q era uma mulher com bioprótese de válvula mitral e histórico de 

contato com filhotes de cães recém-nascidos antes do início dos sinais. Os autores 

referiram que a febre Q é uma zoonose sub-diagnosticada no Brasil e que pacientes 

com endocardite e cultura de sangue negativa devem ser submetidos à sorologia 

para C. burnetii e Bartonella spp. (LAMAS et al., 2013). 

A confirmação da presença da coxielose em animais do estado do Rio de 

Janeiro foi relatada por MARES-GUIA et al. (2014) com base na identificação 

molecular do patógeno devido a uma investigação da fonte de infecção do primeiro 

caso humano de febre Q relatado por  LEMOS et al. (2011). Seis amostras de leite 
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de cabra e duas amostras de sangue de cães foram positivas no diagnóstico 

molecular. No mesmo estudo, 2 cães, 2 ovelhas e 5 cabras foram soropositivas para 

IgG de fase II (antígeno de fase aguda). A detecção da sequência parcial do gene 

htpAB presente no genoma de C. burnetii indicou a circulação em cabras e cães na 

área rural de Itaboraí e a infecção em animais domésticos da região estudada 

(MARES-GUIA et al., 2014). 

O caráter ocupacional da doença também foi verificado em 8 (8,7%) de um total 

de 92 profissionais de abrigo de cães que apresentaram anticorpos anti-C. burnetii, 

reforçando que medidas preventivas devem ser adotadas para reduzir os riscos 

ocupacionais e especialmente em trabalhadores de canis (NOGUERA, 2015).  

O caso de febre Q ocorrido em Itaboraí motivou outros inquéritos 

epidemiológicos na região. Foram avaliados por análise molecular e sorologia 272 

pacientes com suspeita de dengue, 35 animais domésticos da região (13 cães, 13 

gatos e 9 ovelhas) e 59 animais silvestres. Na análise sorológica, 26 (10%) dos 

pacientes com suspeita de dengue, 1 cão, 3 gatos e 2 ovelhas foram sororreagentes 

para C. burnetii, destes, três (3,3%) foram positivos na nested PCR para o gene 

IS1111. Devido aos resultados observados, os autores sugeriram a inclusão da 

Febre Q no diagnóstico diferencial para dengue (MARES-GUIA, 2015; MARES-GUIA 

et al., 2016). 

Estudo retrospectivo com pacientes afetados por endocardites e com cultura 

negativa, entre os anos de 2004 a 2009, indicou que a pesquisa por sorologia para 

Bartonella spp. e C. burnetii pode ser úteis para o diagnóstico. Dos 51 pacientes 

com endocardite e cultura negativa, quatro (7,8%) foram positivos tanto na sorologia 

(IgG anti-fase I ≥1:800) como na detecção por PCR. No total de todas as 

endocardites avaliadas (n=221), C. burnetii apresentou prevalência de 1,8% 

(SICILIANO et al., 2015). 

O estudo mais recente publicado sobre a presença de C. burnetii no Brasil foi 

realizado em animais silvestres capturados na Mata Atlântica em oito municípios do 

Rio de janeiro. Dos 131 roedores capturados, 4,6% (6/131) foram positivos para o 

patógeno, dos quais Akodon cursor (rato-do-chão) o hospedeiro mais frequente 

(3/6), seguido por Mus musculus (1/6), Oxymycterus dasytrichus (1/6) e 

Oligoryzomys nigripes (1/6). A presença da bactéria no ciclo silvático foi confirmada, 
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demonstrando o risco potencial de transmissão para humanos, uma vez que a 

maioria destas espécies possuem comportamento sinantrópico (ROZENTAL et al., 

2017).  

2.8 – Métodos de diagnóstico 

 

O cultivo microbiológico de C. burnetii é trabalhoso, demorado e de 

considerável risco. Por esta razão, os métodos de diagnóstico indireto são 

amplamente utilizados durante a rotina diagnóstica de febre Q (ELDIN et al., 2017). 

A sorologia ainda é o principal método para o diagnóstico da infecção. A utilização 

de real-time PCR (qPCR) em amostras clínicas como sangue, válvulas cardíacas e 

outros tecidos de biópsia é uma realidade útil para a detecção da bactéria antes de 

ocorrer a soroconversão e importante para o tratamento precoce da enfermidade 

(SCHNEEBERGER et al., 2010; ANDERSON et al., 2013). O isolamento de C. 

burnetii pode ser realizado somente em laboratórios de nível de biossegurança 3 

(BSL – 3) ou maior, o que torna difícil a utilização desta técnica no diagnóstico de 

rotina. A imuno-histoquímica é outro método utilizado no diagnóstico quando estão 

disponíveis amostras de tecidos infectados (ANDERSON et al., 2013; ELDIN et al., 

2017). 

O quadro 1 resume os métodos diagnósticos utilizados em medicina veterinária 

e seus propósitos.   
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QUADRO 1. Aplicações dos métodos diagnóstico para coxielose. Adaptado de 

(OIE, 2018). 

 

 

 

Método 

Propósito 

 

Populaçã

o livre da 

infecção 

Atestado 

individual de 

livre da 

infecção antes 

de 

movimentação 

 

Políticas 

de 

erradica

ção 

 

Confirmaçã

o de casos 

clínicos 

 

Prevalênci

a da 

infecção – 

vigilância 

Imunidade 

pós 

vacinação 

Identificação do agente 

PCR +++ n/a +++ +++ ++ + 

Cultura + n/a + – + – 

Coloração + n/a + + + – 

Genotipagem n/a n/a n/a n/a ++ n/a 

Detecção de resposta imune 

ELISA +++ n/a +++ ++ +++ +++ 

RIFI ++ n/a ++ ++ ++ ++ 

TFC – n/a – ++ + + 

Legenda: +++ = método recomendado; ++ = método adequado; + = aplicação 

limitada; – = não apropriado para o propósito; n/a = não aplicável. PCR = Reação em 

Cadeia da Polimerase; ELISA = Ensaio imuno-enzimático; RIFI = Reação de 

Imunofluorescência indireta; TFC = Teste de fixação de complemento.  

2.8.1 – Sorologia 

 

A sorologia é a primeira linha de diagnóstico. A interpretação do resultado 

sorológico em humanos deve ser analisada com base na diferença de reatividade 

aos antígenos de fase I e fase II. O antígeno de fase I, que é obtido a partir de fígado 

de ratos infectados, é a forma mais virulenta e infecciosa, estando associada com a 

infecção persistente (crônica). O antígeno de fase II, forma aviruenta, é obtido após 
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passagens sucessivas em laboratório em ovos embrionados ou cultura de células 

(ANDERSON et al., 2013; OIE, 2018). 

Na fase aguda da febre Q em humanos, anticorpos anti-fase II são detectáveis 

entre 7 a 15 dias após o início dos sinais e apresentam títulos maiores do que os 

anticorpos anti-fase I (WEGDAM-BLANS et al., 2012; ANDERSON et al., 2013; 

ELDIN et al., 2017). Os anticorpos para fase II começam a desaparecer entre 3 a 6 

meses após a infecção (ANDERSON et al., 2013). Em humanos, anticorpos anti-

fase II são detectáveis em 90% dos pacientes a partir da terceira semana 

(FOURNIER et al., 1998), assim, o diagnóstico da primo infecção é firmado com a 

constatação do aumento de quatro vezes o título de anticorpos fase II entre duas 

amostras coletadas com 3 semanas de diferença (ANDERSON et al., 2013). O ideal 

é que a primeira amostra de soro seja coletada durante a primeira semana da 

doença e estocada a -20ºC até que seja obtida a segunda amostra do período de 

convalescência para que ambas sejam testadas juntas, eliminando, assim, a 

variação entre testes (ANDERSON et al., 2013). Os valores de corte (cutoff) para 

títulos positivos variam entre os países, mas, em geral, títulos de IgG de fase II ≥ 200 

e / ou IgM ≥ 50 são significantes para o diagnóstico da infecção primária 

(FOURNIER et al., 1998), sendo que os títulos de IgG de fase II tendem a ser 

maiores do que os de fase I na infecção aguda. Títulos de IgG de fase I elevados 

(título IgG I ≥ 1: 800) estão associados a febre Q crônica e sua magnitude 

diretamente relacionada com o valor preditivo positivo para o diagnóstico de 

endocardite por C. burnetii.  

Nos animais, os métodos para diagnóstico de coxielose possibilitam somente 

interpretação para rebanhos e não para os animais individualmente. Soma-se ao 

fato que os resultados devem levar em consideração o histórico do rebanho como, a 

presença de abortamentos, a movimentação e introdução de animais e a vacinação. 

Os testes de ELISA e RIFI são mais indicados para o uso na medicina veterinária 

por possuírem maior sensibilidade. O teste de ELISA vem sendo mais utilizado 

devido a possibilidade de automação e a robustez (OIE, 2018), e por apresentar alta 

sensibilidade e boa especificidade quando comparada com outros métodos 

sorológicos (NIEMCZUK et al., 2014). Os kits comerciais detectam anticorpos de 

fases I e II (OIE, 2018), entretanto não são validados e harmonizados em sua 

totalidade. 
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 A RIFI é adaptada da técnica utilizada para a detecção em humanos com 

mudança somente no conjugado. Vale ressaltar que a interpretação do resultado 

como agudo e crônico não é válido para animais. A titulação de IgM e IgA é 

realizada após a remoção de IgG, utilizando um adsorvente de fator reumatoide para 

eliminar resultados falsos positivos (IMBERT e LA SCOLA, 2006). Além disso, os 

soros são diluídos em solução salina tamponada com fosfato (PBS) com 3% de leite 

em pó, sem gordura, para saturar o sítio antigênico e evitar fixação inespecífica de 

anticorpos. Para os soros com títulos inferiores ao ponto de corte, a sorologia deve 

ser repetida dentro de 10 a 15 dias para confirmar ou excluir o diagnóstico (ELDIN et 

al., 2017). As reações cruzadas com Legionella micdadei e Bartonella sp. foram 

descritas na RIFI (LA SCOLA e RAOULT, 1996; MUSSO e RAOULT, 1997).  

A pesquisa sorológica é uma boa ferramenta para avaliar a prevalência. A 

presença de anticorpos específicos anti-C. burnetii fornece evidência de infecção 

recente, bem como exposição pregressa. Os ensaios sorológicos são adequados 

para rastrear rebanhos, mas não possuem utilidade para avaliação individual, já que 

proporção significativa de animais que eliminam C. burnetii, e até mesmo alguns 

animais que abortaram devido à coxielose, são soronegativos (TO et al., 1998; 

GUATTEO et al., 2011; NIEMCZUK et al., 2011, 2014). A estratégia de amostragem 

deve levar em consideração a possibilidade de baixa prevalência se não houver 

dados disponíveis de ocorrência na área a ser avaliada. 

Animais só podem ser confirmados individualmente como livres se o rebanho 

estiver livre e não apresentar histórico sorológico ou sinais clínicos de coxielose. A 

determinação do estado imunológico de populações após a vacinação deve basear-

se nos testes mais sensíveis (ELISA ou RIFI) e, se possível, deve ser associada ao 

teste de PCR de esfregaços vaginais coletados no parto. A combinação de 

soroconversão com a ausência de eliminação vaginal no parto subsequente é 

indicativa de proteção imune (OIE, 2018).  

2.8.2 – Isolamento 

 

O isolamento de C. burnetii não é recomendado para a rotina diagnóstica por 

ser laborioso e requerer estrutura de laboratório com biossegurança nível 3 

(ANDERSON et al., 2013; MARRIE et al., 2015; OIE, 2018). Além disso, pacientes 
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humanos apresentando febre Q geralmente são tratados com antibióticos antes do 

cultivo microbiológico, o que dificulta o isolamento e, portanto, a presença de cultura 

negativa para o patógeno não significa ausência de infecção (ANDERSON et al., 

2013). Em amostras com alta quantidade de C. burnetii e baixa contaminação por 

outros micro-organismos, é possível realizar o isolamento por inoculação em ovos 

embrionados de galinhas e cultura celular (OIE, 2018). A técnica de “shell vial” é útil 

para o isolamento do patógeno e para determinação de sensibilidade aos 

antibióticos (MARRIE et al., 2015). 

A natureza intracelular deste micro-organismo torna difícil o isolamento em 

meios axênicos. No entanto, recentemente, duas culturas axênicas foram 

desenvolvidas, um meio a base de extrato de células vero (MECV) e o meio citrato 

cisteína acidificado 2 (ACCM2). Somente no ACCM2 foi possível isolamento de C. 

burnetii em meio sólido (ELDIN et al., 2017). Este meio possibilitou multiplicação 

substancial de cerca de 3 logs de C. burnetii, após 7 dias de incubação, observadas 

em placas de ágar sólido (OMSLAND et al., 2009).  

2.8.3 – Diagnóstico Molecular 

 

Diversos testes baseados em PCR foram desenvolvidos para a detecção de C. 

burnetii em amostras clínicas. O diagnóstico molecular em amostras de origem 

animal e humanas foi elaborado para a detecção de sequências–alvo de diferentes 

plasmídeos, de RNA 16S-23S, do gene superóxido dismutase, do gene com1 ou do 

elemento repetitivo IS1111, com níveis de detecção variando de 10 a 102 bactérias 

(ELDIN et al., 2017). O sistema de nested PCR também foi utilizado por alguns 

anos, mas caiu em desuso por apresentar pouca especificidade. Por ser mais prática 

de realizar e ter a vantagem de quantificação do micro-organismo, a técnica de PCR 

em tempo real (qPCR) se tornou a mais usada no diagnóstico da febre Q (ELDIN et 

al., 2017). 

A técnica de qPCR para o gene IS1111 é a mais sensível, capaz de detectar a 

bactéria em soro de pacientes nas primeiras duas semanas da infecção, período em 

que a sorologia ainda não é positiva, e também em amostras de sangue de 

pacientes com infecção persistente (ROLAIN e RAOULT, 2005). Em estudo 

conduzido durante o surto na Holanda, este ensaio mostrou sensibilidade, 
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especificidade, valor preditivo positivo e negativo de 92,2%, 98,9%, 99,2% e 89,8%, 

respectivamente (WIELDERS et al., 2013). As sequências de inserção (IS) são 

tipicamente raras em bactérias intracelulares obrigatórias devido às poucas 

oportunidades para troca genética. Os elementos IS são envolvidos nos rearranjos 

cromossômicos observados entre as cepas (BEARE et al., 2009) e no aumento da 

diversidade genética de Coxiella sp. por translocação, perda ou rearranjo genômico 

durante a transposição. Os rearranjos mediados por IS também podem estar 

envolvidos na pseudogenização e no potencial de virulência diferencial de várias 

cepas de C. burnetii (MARRIE et al., 2015). A análise de sequenciamento do 

genoma de NM mostrou 21 cópias de IS1111, fato que está relacionado a alta 

sensibilidade na qPCR (SESHADRI et al., 2003), e revelou cinco elementos 

similares a IS30 e três ISAs1, mostrando dezenas de elementos IS. Curiosamente, 

os elementos IS foram encontrados ausentes em todos os plasmídeos de Coxiella, 

exceto o QpDG, que tinha um único elemento IS4 (SESHADRI et al., 2003; BEARE 

et al., 2009). O alto grau de conservação dentro de cada família de IS sugere que os 

elementos foram "recentemente" adquiridos e depois disseminados por todo o 

genoma de Coxiella (MARRIE et al., 2015).  

2.9 – Genotipagem 

 

A genotipagem das bactérias é essencial, atualmente, na compreensão da 

epidemiologia molecular das doenças infecciosas, possibilitando encontrar a fonte 

de infecção animal de surtos humanos. Os métodos de tipagem inicial usados antes 

de 2005 foram baseados em tipos plasmídicos (SAMUEL et al., 1985), eletroforese 

em gel de campo pulsado (PFGE) (JAGER et al., 1998), polimorfismos de 

comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) analisados com SDS-PAGE 

(HENDRIX et al., 1990) e análise sequencial de genes incluindo com1. , mucZ, icd e 

16S / 23S (STEIN et al., 1993; SEKEYOVÁ et al., 1999; VAN NGUYEN e HIRAI, 

1999). Esses métodos mostraram ter graus variados de poder discriminatório e seu 

uso rotineiro não pôde ser estabelecido como resultado da reprodutibilidade limitada 

dentro e entre os laboratórios (TOMAN et al., 2012). Recentemente, outros métodos 

de genotipagem baseados em sequências de alta resolução, como tipagem 

multispacer sequence typing (MST) (GLAZUNOVA et al., 2005) e 

analise em multilocus de repetições em tandem de numero variável 
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(MLVA) (ARRICAU-BOUVERY et al., 2006) tornaram-se as abordagens mais 

comumente empregadas. 

Outras técnicas baseadas em polimorfismo único de nucleotídeo (SNP) também 

foram desenvolvidas de forma a manter correlação com a tipagem por MST e, 

assim, permitir a comparação de resultados anteriormente publicados. Hornstra et al. 

(2011) desenvolveram uma metodologia de detecção de SNP por Melt Analysis of 

Mismatch Amplification Mutation Assays (Melt-MAMA) analisando os 10 espaços 

intergênicos utilizados para a tipagem por MST. A técnica, apesar de ser mais barata 

em relação ao sequenciamente dos espaços de MST, apresenta alta taxa de falhas, 

é de difícil otimização e trabalhosa devido ao grande número de ensaios que 

precisam ser realizados para se determinar o tipo MST específico (BIRDSELL et al., 

2012). Outro estudo também baseado na detecção de SNPs dos espaços 

intergênicos descrito por Glazunova utilizou a discriminação por sondas 

fluorescentes (PEARSON et al., 2014) para a determinação do grupo de MST de 

cepas de C. burnetii, contudo, a utilização de sondas para a detecção de diferentes 

SNPs aumenta o custo da técnica, tornando-a proibitiva para o uso rotineiro. 

Uma técnica promissora descrita por MCLAUGHLIN et al. (2017) agrupa os já 

existentes genótipos de MST de C. burnetii em 6 grupos genômicos através do 

sequenciamento do gene 16S rRNA e consequente visualização de 5 possíveis 

SNPs. Devido a maior preservação desse gene em relação aos espaços 

intergênicos, a utilização dessa metodologia parece ser mais robusta e de grande 

utilização epidemiológica, apesar do menor poder de discriminação. Ademais, a 

necessidade de sequenciamento de somente uma parte do genoma ao invés de 10 

espaços torna a técnica mais barata que a descrita por Glazunova et al. (2005). 
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Abstract 

In the past few years, some cases of Q fever has been described in Brazil but the 

epidemiological situation in ruminants, the main reservoir of the pathogen, is still not well 

understood. The aim of this study is to evaluate the prevalence of C. burnetii in cattle and its 

implication in a public health perspective. For this, 1515 serum of bovines collected in several 

slaughterhouses were analyzed by immunofluorescence assay (IFA) and real-time PCR 

(qPCR) for the presence of the pathogen. Three hundred and sixty-four 23.8% [CI95%= 

21.7% – 25.9%] samples were positive in imunodiagnosis indicating the exposure to C. 
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burnetii. IFA positive samples were submitted to qPCR and 25.6% (CI95% 21.4% – 30.1%) 

(92/360) of the seropositive samples were also positive at molecular detection with an average 

of 133 bacteria/mL, indicating the presence of the bacteria in the bloodstream of those 

animals in the moment of slaughter. Here we demonstrate a widespread distribution of the 

pathogenic agent of Q fever in the state of São Paulo, Brazil. Moreover, the detection of C. 

burnetii in the bloodstream during the slaughter represents a risk for abattoir workers due to 

the low infective dose of this agent, and the formation of aerosol during slaughter procedures.   

Keywords: Cattle, Coxiella burnetii, Public Health, Q fever, Slaughterhouses, Zoonosis.  

Introduction 

Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever in humans and animals [1,2], a 

disease that has a worldwide distribution, with exception of New Zealand [1,3]. It is an 

obligatory intracellular, gram-negative bacterium, that can persist in the environment for long 

periods due to the morphological form of small cell variant (SCV), a spore-like form highly 

infective [3].  

In humans, Q fever in manly asymptomatic, but an acute form with flu-like 

syndromes, acute hepatitis, and pneumonia, or a chronic and more severe form of the disease 

with focalized infection, such endocarditis or vascular infections, are also possible outcomes 

[2,4]. C. burnetii is mainly transmitted by inhalation of aerosol particles and through exposure 

in the vicinity of infected animals, their reproductive tissues or other animal products [1], but 

people who live far from livestock production also can acquire the disease through the 

inhalation of particles transported by wind for long distances [5,6].  

In animals, coxiellosis is most often latent, with the persistent shedding of bacteria 

into the environment [7].  C. burnetii can infect a diverse group of species ranging from 



33 
 

arthropods and cold blood animals to birds and mammals [1,3], but domestic ruminants are 

considered the main reservoirs for the disease in humans [8]. In cows, ewes, and goats, the 

disease is associated with late abortion and reproductive disorders, and in cows, it is 

suggested a link with metritis and infertility [1].  

Regarding the diagnosis in ruminants, no gold standard is available, although the 

detection and quantification through real-time PCR (qPCR) and serological enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) are considered the methods of choice for clinical and 

epidemiological diagnose [1]. For serological diagnose of Q fever in animals, the most 

common techniques are indirect immunofluorescence (IFA) test, enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), and complement fixation test (CFT), with a preference for the 

use of ELISA due to pratical reasons and also to its higher sensitivity [1]. The presence of 

specific IgG antibodies provides evidence of a recent C. burnetii infection or a past exposure. 

The lipopolysaccharide (LPS) is the main antigen of C. burnetii and is found in two different 

phases in the surface of the bacterium. Phase I antigen is the complete form of the LPS and is 

linked to the virulent form of the pathogen. Phase II antigen is the truncated form and is the 

result of gene deletion and consequent loss of some sugars in the composition of the LPS [8]. 

Serological antigens are based on this two antigenic forms of C. burnetii [1]. Phase II is 

imunodominant and is inserted in phase I LPS, and for this reason antibodies anti-phase II are 

always present during the course of infection, this feature is important for epidemiological 

studies where the detection of phase II antibodies is preferable [9].  

The apparent prevalence is slightly higher in cattle, arround 20% for animal and 37.7% 

for the herd than in small ruminants where it varies in avarage about 15% and 25%, 

respectively, for animals and herds [10]. In Brazil, just a few epidemiological surveys aimed 

to establish the seroprevalence in cattle. In 1955, Valle, Brandão, Cristovão, & D’Apice [11] 

found 14% (24/171) of postivity in dairy cows. Later, Riemann, Brant, Behymer & Franti [12] 
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reported 29% (45/156) of seroprevalence in beef cattle. And recently, a survey using a 

commercial ELISA found 55.1% (172/312) of seropositivity in goats with reproductive 

disorders [13].  

Q fever can be considered an occupational hazard for farmers, veterinarians and 

abattoir workers [7]. Since it was described in Australia, in 1937, epidemic Q fever has been 

predominantly associated with abattoirs in that country until 1980, where in some regions 

92% of cases of the disease were among slaughterhouse workers [14,15]. In France, an 

outbreak of Q fever that affected 204 people from Briançon had as a source of infection a 

slaughterhouse [16,17]. In Brazil, a survey reported 29% (41/144) of seroprevalence for C. 

burnetii among slaughterhouse workers, with higher positivity for those who work in the 

corrals (40%) and in the killing floor (36%) [12], and in 2015, one outbreak related to 

slaughterhouse workers was reported in the city of Barbosa (21°16′0″S 49°56′54″W), state of 

São Paulo [18]. 

Due to the lack of epidemiological survey in Brazil regarding the prevalence of C. 

burnetii in the main reservoirs, and the risk of acquired Q fever during the slaughter of 

animals, posing a risk to the health of workers, the aim of this study was to stablish the 

prevalence of C. burnetii in beef cattle in Brazil using serological and molecular method of 

diagnosis. 

Materials and Methods 

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA-FMVZ-

UNESP/Botucatu, state of Sao Paulo), Brazil, protocol number 0203/2016. 
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Samples 

Serum samples were obtained from nine slaughterhouses in the state of São Paulo, 

Brazil. The sample size was calculated using the proportion test of Openepi [19]. To estimate 

the number of bovines to be tested through IFA, it was considered the slaughter population of 

São Paulo state of 3.5 million bovines per year [20]. As the real situation of the disease is 

unknown, we used an apparent prevalence of coxiellosis of 50% with 3% precision and a 

confidence interval of 95%.   

Immunofluorescence assay 

Serum samples were defrosted and analyzed by immunofluorescence assay (IFA) 

according to Horta et al. [21]. For IFA assay, we used slides containing C. burnetii phase I 

antigen produced at the laboratory of FMVZ/USP. The in house antigen was produced from 

the Argentina strain of C. burnetii isolated from ticks [22]. 

For serological analysis, all slides used during the assay were assembled as follows: 20 

µL of serum samples were placed in the wells previously prepared with the antigen and 

incubated for 30 minutes at 37°C. Then the slides were washed with washing buffer (WB) and 

placed for 10 minutes in a vat containing WB solution; this operation was repeated twice. 

Subsequently, the slides were dried at 37°C for 10 minutes. The material was organized in a 

humid chamber and 20 µL of the bovine conjugate was added and incubated for 30 minutes at 

37°C. After incubation, slides were washed with WB and deposited in a vat containing WB 

solution and 1.5 ml of the Evans solution for 10 minutes (step repeated twice). Slides were 

dried and read under a fluorescence microscope. In each slide, positive and negative sera were 

used as controls. Reactive sera at the 1:64 dilution, (screening dilution) were tested in 
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subsequent serial dilutions (1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048 ...) to determine the final 

reaction titre.  

Real-time PCR 

All samples that showed a positive reaction for IFA were screened through real-time 

PCR using a melt analysis protocol in Brazil. For quantification proposes, qPCR using 

specific probes for C. burnetii was performed at the Agence Nationale de Sécurité Sanitaire 

de l’Alimentation, de l’Environnement et du Travail (ANSES, Sophia-Antipolis, France), the 

World Organization for Animal Health (OIE) reference laboratory for Q fever.  

Extraction of serum samples was carried out with Blood and Tissue Kit (Quiagen®) 

using the manufacture protocol. Briefly, 200uL of serum was added to 180uL of ATL buffer 

and 20uL of proteinase K and incubated for 30 minutes at 70ºC. After, 200 µl of ethanol (96–

100%) was added to the sample and mixed thoroughly. Samples were pipet into the DNeasy 

Mini spin column placed in a 2 ml collection tube, centrifuged at 6000 x g for 1 min, and the 

flow-through discarded. We added 500 µl Buffer AW1, and centrifuge for 1 min at 6000 x g 

with the flow-through discarded again. To complete the cleaning of the sample, 500 µl of 

buffer AW2 was added and centrifuged for 3 min at 20,000 x g to dry the DNeasy membrane. 

Finally, we put the column in a clean 1.5 ml tube, and pipet 200 µl of elution buffer directly 

onto the DNeasy membrane. Samples were then Incubate at room temperature for 1 min, and 

centrifuge for 1 min at 6000 x g to elute. 

The melt-analysis protocol was performed according to Vaidya et al.[23] with primers 

Trans 3 (5'-GTAACGATGCGCAGGCGAT-3') and Trans 4 (5'-CCACCGCTTCGC 

TCGCTA-3') previously described [24]. Briefly, the PCR reaction was run in a total volume 

of 20 µL, containing 5 pMol of each forward and reverse primer, 10 µL BRYT GreenTM Dye 

GoTaqTM qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 7 µL nuclease-free PCR grade 
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water, and 2 µL of DNA template. The qPCR assay was performed in a Real-Time Applied 

BiosystemsTM Step-One (model ABI 7500 Fast), with the standard cycle of 95ºC/10 minutes, 

and 40 cycles comprising 94ºC/30sec, 61ºC/30sec, 72ºC/1min. Fluorescence was recorded at 

the end point of each cycle, and dissociation curve analysis consisting of 95ºC/30sec, 

followed by 61ºC/30s and gradual increment to 95ºC at 2ºC/min. As a positive control, we 

used an extracted DNA from C. burnetii strain isolated from Argentina ticks [22] that after 

completion of the dissociation curve recorded the temperature of melt (Tm) of 86.91ºC. 

For quantification of C. burnetii in the samples and also for confirmation of the results 

obtained with the melt protocol, qPCR with specific primers and probes developed by the 

reference center was used. Briefly, the PCR reaction was performed in a total volume of 25 µl 

containing 320nM of each forward and reverse primers, 200nM of the specific probe (FAM-

TAMRA), 1X of Taqman Universal PCR Master mix (Applied Biosystems), 5.7 µL nuclease-

free PCR grade water, and 5 µL of DNA template. As control of the extraction, 320 nM of 

primers targeting glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene of ruminants 

and 200nM of a probe (VIC-TAMRA) were used. All assays were analyzed in CFX96™ 

equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Cycling conditions were composed of 50°C/2 min, 

95°C/10min, and 40 cycles of 95/15sec, 60°C/1 min. The fluorescence was recorded at the 

end of each cycle. In order to quantify the samples, in each assay, a standard containing 

decimal dilution (107, 106, 105, 104, 103, and 102) of Coxiella burnetii strain Nine Mile was 

used, and as a quality control of the assay, two sentinels samples containing a concentration 

of 104 of Nine Mile isolate was also used. 
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Sequencing 

To confirm the detection of C. burnetii, some positive samples at qPCR were analyzed 

by 1% agarose gel and purified with Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Inc.). 

Quantification of the purified products was performed using a Nanodrop (Thermo Fischer). 

BigDye® Terminator Sequencing Reaction v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied) and 

precipitation reaction by Ethanol / EDTA / Sodium Acetate. Automatic sequencing by 

capillary electrophoresis on the ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) and 

alignment of the nucleotide sequences produced with the reference sequences deposited in 

GenBank. PCR product was also confirmed by 1.5% agarose gel electrophoresis with 

ethidium bromide to visualize a 243 bp product. 

Georeferencing 

All evaluated samples were spatially distributed in the cities sampled during work and 

analyzed through thematic density maps with ArcGIS 10.0 [25]. We create three thematic 

maps of sample distribution concerning i) total number of samples, ii) the number of positive 

samples in serology by IFA, and iii) number of positive serum samples in real-time PCR 

analysis.  

Prevalence was calculated in two steps. First, an apparent prevalence was calculated 

for both diagnostic tests. Then, a real prevalence was calculated considering the sensibility 

and specificity previous reported to IFA [26] in ruminants and to qPCR in serum [27,28]. For 

statistical analysis, positive samples were those positive for IFA and qPCR. All statistical 

analysis takes into account a confidence interval of 95% and were performed with “epiR” [29] 

in the R environment [30]. 
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Results 

The apparent prevalence of antibodies against C. burnetii was 23.8% [CI95% = 21.7% 

– 25.9%] (360/1515) in the IFA test and 25.6% [CI95% = 20.1% – 28.8%) (92/360) in qPCR. 

The true prevalence was calculated as 20.0% [IC95% = 17.8 – 22.3%] and 28.7% 

[IC95%=23.8% – 34.1%], to IFA and qPCR, respectively (Table 1). When the prevalence was 

stratified by slaughterhouses, it was demonstrated a homogenous positivity for C. burnetii 

since all plants had positive samples in both diagnostic methods (Table 2) and no statistical 

difference was observed using Chi-Squared (p>0.05). Due to a large number of positive 

samples in the melt analysis protocol, some samples were confirmed as C. burnetii through 

sequencing (GenBank accession number MK125016-MK125022), and the remaining of the 

positive samples detected by melt analysis were confirmed using specific probes during 

quantification step. Quantification of the positive serum samples showed in average 133 

bacteria/mL of serum, with a minimum of 10 bacteria and maximum of 814 bacteria per mL.  

 

Table 1. Apparent prevalence and true prevalence considering the sensibility and specificity 

for IFA and qPCR with a 95% confidence interval. 

Prevalence n/total % 95%CI 
Apparent prevalence for IFA 

360/1515 
23.8% 21.7% – 25.9% 

True prevalence for IFA 20.0% 17.8% – 22.3% 

Apparent prevalence for qPCR 
92/360 

25.6% 20.1% – 28.8% 

True prevalence for qPCR 28.7% 23.8% – 34.1% 
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Table 2. Prevalence for each slaughterhouse evaluated during the study in IFA and qPCR. 

 IFA PCR 

Slaughterhouse Positives 
(n) 

Samples 
analyzed 

(n) 
Prevalence (%) Positives 

(n) 

Samples 
analyzed 

(n) 
Prevalence (%) 

1 42 170 24.7% 20 59 33.9% 

2 38 166 22.9% 14 39 35.9% 

3 29 170 17.0% 5 29 17.2% 

4 49 170 28.8% 14 48 29.2% 

5 64 181 35.3% 6 65 9.2% 

6 27 158 17.1% 16 27 59.2% 

7 42 162 25.9% 6 43 25.9% 

8 21 172 12.2% 2 21 9.5% 

9 48 166 28.9% 9 48 18.7% 

Total 360 1515 23.8% 92 360 25.6% 

 

The construction of density maps allowed to observe that C. burnetii is circulating 

across the state of São Paulo, since we have positivity in serological and molecular diagnosis 

in all regions sampled (Figures 2, 3, and 4). 
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Figure 2. Distribution of serum samples by municipalities. 

 

  

Figure 3. Distribution of seropositive animals in Imunofluorescence assay (IFA). 
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Figure 4. Detection of Coxiella burnetii DNA in different municipalities. 

 

Discussion 

During the study, C. burnetii was diagnosed with serological and molecular methods 

in beef cattle sent to slaughter. The circulation of the bacteria could be verified through IFA 

in 360 samples (23.8% [CI95% = 21.7%–25.9%]), indicating past or current infection, and the 

presence of the pathogen in the bloodstream of beef cattle in the moment of slaughter was 

confirmed using qPCR in 92 seropositive animals (25.6% [CI95% = 20.1%–28.8%]). The true 

prevalence was calculated in 20.0% and 28.7%, for IFA and qPCR, respectively.  

In several countries, the use of serological diagnosis in slaughterhouses was the 

primary method of surveillance for zoonotic diseases. The efficiency of this approach relies 

on the existence of a traceability system, being useful for detection and monitoring pathogens 
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in regions with relatively high prevalence [31]. Sampling in abattoirs has some advantages 

when the prevalence of a disease is unknown, such as the sampling of a large number of 

animals from different cities, regions, and producers in a short time. Although the results can 

provide insights about the prevalence in a population it truly reflects the reality for the 

slaughter population and the population of the regions sampled instead of the absolute 

population. Moreover, some pathogens have specific characteristics of infection, such as the 

preference for sex or age, or the influence of type of production (extensive versus intensive) 

[32]. Therefore, based on those observations, results obtained from samples taken at 

slaughterhouses can be corrected for age and sex to estimate the prevalence in the living 

population if necessary, for example, if differences in prevalence are expected in different age 

categories.  

Slaughter population is mainly composed by healthy males, and because of this, our 

results estimate the infection of C. burnetii in cattle rather than the prevalence of coxiellosis 

itself, since most animals are asymptomatic for the disease and the main clinical sign is 

related to reproductive disorders [1,33,34], a feature that cannot be assessed inside the 

abattoirs due to the small period of observation and also because the majority of animals 

slaughtered are males. The evaluation of females from herds experiencing abortions can lead 

to higher rates of prevalence as it was observed in the northeast of Brazil where 55.1% of the 

goats were positive for C. burnetii [13]. Also, in Japan, To et al., [35] reported 58.9% and 

60.4% of antibodies anti-phase I and anti-phase II respectively, in dairy cattle with 

reproductive disorders. 

The true prevalence of 20.0% found in the serological analysis using IFA, although 

less than the median prevalence for herd cattle of 37.7% [10] is still considered high. Our 

result is similar to the previous study in slaughterhouses in Brazil [12] where the prevalence 

assessed using CFT was 29%. In India, researchers reported 7.1% of positivity for C. burnetii 
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in slaughtered cattle [36], and in Trinidad, a seroprevalence of 4.3% was reported in 

slaughtered bovines [37]. In contrast, a study conducted in Western Australia used a 

commercial Q fever ELISA developed in Europe and CFT and reported very low numbers of 

positive samples with ELISA (2/329) and none positive reaction in CFT in beef cattle [38]. 

Unlike, beef cattle from Queensland presented 16.8% of positivity in ELISA when tested with 

an antigen produced from an Australian isolate of C. burnetii [39].  

The outcome of serology diagnosis can have influence of the antigen used since 

several features can interfere in the sensibility and specificity of the serodiagnosis, such as the 

use of whole cell antigen, lysates or chemical extracts, and also the strain used, once it is 

possible the presence of antigenic differences between isolates from different regions [39]. 

Studies comparing antigens produced from Nine Mile strain, an ovine strain, and ruminants 

strains, reported better efficiency in sensibility and specificity for those using ovine and 

ruminant strains [40,41]. In addition, phase II LPS is the immunodominant antigen and is 

inserted in phase I LPS, so antibodies against phase II are always present during the infection 

and are more indicated for epidemiological studies [9,42]. In our study, we used an in house 

antigen produced from a C. burnetii strain isolated from ticks in Argentina. Since this strain 

still didn’t have passed through several passages in cells culture and it’s mainly composed by 

phase I cells, our results can be even higher because antibodies against phase II must be 

underestimated. In addition, the use of Argentinian strain can pose an impact in the outcome 

as well. 

The serological evidence of C. burnetii, although expresses a recent or past exposure 

to the pathogen does not indicate that an active infection is ongoing and so cannot infer an 

actual hazard for slaughterhouses workers, but the detection by qPCR in 25.6% [CI95% = 

20.1%–28.8%] of the seropositive samples demostrates the presence of the pathogen in the 

moment of slaughter. The use of qPCR in human sera to detected C. burnetii is essential for 
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the diagnosis of acute Q fever [27,43]. In animals, only a few studies reported the use of 

molecular diagnosis in serum samples. To et al. [35] , using nested PCR, reported 3.9% of C. 

burnetii in serum from dairy cows with reproductive disorders. During a storm of abortion in 

goats, 20 serum samples were tested using qPCR and the DNA of the pathogen was detected 

in 12 samples wherein 10 seropositives and 2 seronegative in CFT [44].  

The use of molecular diagnosis in sera was also used to reveal the source of a human’s 

infection in Japan, where 2 human patients, 2 dogs, and 3 cats were positive using nested 

PCR. Sequence analysis of the humans and the dogs showed a high degree of similarity and 

all four isolates contained the QpH1 plasmid. Moreover, the authors were able to isolate C. 

burnetii from the serum samples, demonstrating the presence of viable bacteria in serum 

samples and, for consequence, in the bloodstream [45]. The isolation of C. burnetii using 

serum from humans with acute Q fever was also recently performed in Australia using cell 

culture [46], corroborating with the presence of viable bacteria in serum and blood.  

The main route of transmission of Q fever is through inhalation of infectious particles. 

The presence of C. burnetii in the bloodstream was evidenciated by quantitative qPCR from 

serum samples, ranging from 10 to 814 bacteria/mL (average of 133 cells/mL). As C. burnetii 

is an intracellular pathogen [3], in the whole blood of the slaughtered cattle must have many 

more bacteria per milliliter than the recorded number in serum samples. The results exposed 

here evidenciate the risk of infection for slaughterhouses workers once aerosols may be 

produced during slaughter procedures such as bleeding, sawing of half-carcasses, among 

others [47]. Those facts emphasize the risk of acquiring Q fever due to the contact with blood 

from infected animals, a possibility that increases inside abattoirs due to the formation of 

aerosols from slaughter procedures and the low infective dose of C. burnetii for humans, 

between 1 to 10 bacteria [47,48]. It also represents a threat for people who live in the 

surrounding areas of livestock production once those animals can shed the bacteria in the 
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environment leading to a possible dissemination of the C. burnetii to urban areas through the 

wind for long distances [5,6].  

Conclusion 

Detection of C. burnetii in cattle sent to slaughter in 23.8% [IC95% = 21.7%–25.9%] 

and 25.6% [IC95% = 21.2%–30.4%] of the samples using, respectively, serological and 

molecular diagnosis indicate that the pathogen is widely prevalent in in herds of the state of 

São Paulo. Moreover, the graphical distribution of the positive samples for both diagnostic 

tests revealed the presence of the bacteria in all regions sampled, indicating that the infection 

of cattle by C. burnetii is not restricted to a single region. These results expresses a risk for 

public health since C. burnetii is an airborne pathogen and can be spread by wind to long 

distances, causing outbreaks of Q fever in cities close to livestock production. In addition, an 

occupational hazard for farmers, veterinarians, and especially abattoirs workers, has to be 

highlighted due to the low infective dose of C. burnetii for humans. Surveillance programs for 

humans and animals should be implemented in Brazil to monitor cases of Q fever and to 

establish preventive and control measures. 
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Abstract  

In the past decade, cases of Q fever have been described in Brazil. Although the 

detection of Coxiella burnetii in human cases and animals were described, is poorly the 

knowledge about this pathogen regarding livestock in Brazil. The aim of the study was to 

detect, by quantitative real-time PCR, C. burnetii in the fetus of cattle, due to the importance 
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of the bovine as reservoirs. From 28 samples analyzed, 10.7% (n=3) were positive with a 

significant bacterial concentration up to 104. Our results strongly support C. burnetii as the 

causative agent of the abortions. This is the first report confirming the involvement of C. 

burnetii in abortion episodes from cattle in Brazil, indicating that this pathogen can cause 

economic losses due to abortion and reproductive disorders. C. burnetii should be included in 

the list of abortive pathogens for livestock in Brazil, and also in the surveillance for human 

health due to the massive dispersion of the pathogen during delivery of ill animals. 

Key words: Coxiella burnetii, Q fever, Abortion, Cattle, Public Health. 

1. Introduction 

Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever in humans and animals [1,2], a 

disease that has a worldwide distribution, with exception of New Zealand [1,3]. It is an 

obligatory intracellular, gram-negative bacterium, that can persist in the environment for long 

periods due to the morphological form of small cell variant (SCV), a spore-like form that is 

highly infective [3].  

In animals, coxiellosis is most often latent, with the persistent shedding of bacteria 

into the environment [3].  Domestic ruminants are considered the main reservoirs for the 

disease in humans [2], and in cows, ewes, and goats, the disease is associated with abortion 

and reproductive disorders. Besides, in cows, it is suggested a link with metritis, placentitis, 

and infertility [1,4,5]. The infection of the fetus occurs via the amniotic-oral route leading to 

fetal bronchopneumonia, and the outcome of an intrauterine infection with C. burnetii 

depends on the gestation stage, strain virulence, maternal and fetal immune responses, the 

severity of placental infection and lesions, and spread to the fetus [5]. Evidence of abortion in 

ruminants is of public health concern since animals can shed the pathogen in birth products in 
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a concentration up to 109, and the dose of infection for humans is around 1–10 bacteria 

transmitted through inhalation [1,3,6,7]. 

Because C. burnetii can be shed by asymptomatic animals [5], the detection of the 

bacteria in vaginal swabs and placenta is not sufficient to abortive diagnosis, and to confirm 

the involvement the pathogen in episodes of abortion it is necessary a quantitative result of at 

least 104 bacteria per gram of placenta or vaginal swabs associated with symptoms and 

serology [1,8]. If the detection relies on the aborted fetus, a positive result, above the limit 

detection of the method, in tissues or stomach contents by quantitative qPCR is sufficient to 

diagnose Q fever as the origin of abortion [8]. 

The aims of this study were the detection of C. burnetii in the bovine fetuses and 

discuss the involvement of this pathogen in abortions episodes since the situation of 

coxiellosis in livestock in Brazil is still not well understood.  

2. Materials and methods 

2.1. Ethics 

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA-FMVZ-

UNESP/Botucatu, state of Sao Paulo), Brazil, protocol number 0203/2016.  

2.2. Samples 

A retrospective survey was carried out in 28 extracted DNA from fetuses samples 

(pool of organs, gastric content and brain), derived from the laboratory of molecular diagnosis 

of São Paulo State University (FMVZ/UNESP) Brazil over 2013 to 2017, for the detection 

and quantification of Coxiella burnetii. 
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2.3. Molecular diagnosis 

2.3.1. DNA extraction 

All DNA extraction was performed with Invisorb™ Spin Tissue mini kit (Invitek, 

(Invitek, STRATEC Biomedical, Germany) following the manual procedures of the 

manufacturer.  

2.3.2. Melt analysis protocol 

For screening of the samples, qPCR targeting the multi-copy gene IS1111 was 

performed using melt analysis according to Vaidya et al.[9] with primers Trans 3 (5'-

GTAACGATGCGCAGGCGAT-3') and Trans 4 (5'-CCACCGCTTCGCTCGCTA-3') 

previously described [10]. As a positive control, we used an extracted DNA from C. burnetii 

strain isolated from ticks from Argentina [11]. Samples were analyzed in duplicate. Positive 

samples were sent to sequencing and analyzed by 1% agarose gel and purified with Agencourt 

AMPure XP (Beckman Coulter, Inc.), BigDye® Terminator Sequencing Reaction v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Apllid) and precipitation reaction by Ethanol / EDTA / Sodium Acetate. 

Automatic sequencing by capillary electrophoresis on the ABI3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) and alignment of the nucleotide sequences produced with the reference 

sequences deposited in GenBank. 

2.3.3. Probe protocol 

For quantification proposes, qPCR using specific probes also targeting IS1111 gene of 

C. burnetii was performed at the Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’Alimentation, de 

l’Environnement et du Travail (ANSES, Sophia-Antipolis, France), the World Organization 

for Animal Health (OIE) reference laboratory for Q fever. When different kind of samples of 

the same fetus was available, both were tested aiming to evaluate the dispersion of the 
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bacteria in the fetus. Briefly, the PCR reaction was performed in a total volume of 25 µl 

containing 320nm of each forward and reverse primers, 200nM of the specific probe (FAM-

TAMRA), 1X of Taqman Universal PCR Master mix (Applied Biosystems), 5.7 µL nuclease-

free PCR grade water, and 5 µL of DNA template. As control of the extraction, we also used 

320 nM of primers targeting glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene of 

ruminants and 200nM of a probe (VIC-TAMRA). All assays were analyzed in CFX96™ 

equipment (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Cycling conditions were composed of 50°C for 2 

minutes, 95°C for 10 minutes, and 40 cycles of 95 for 15 seconds, 60°C for 1 minute. The 

fluorescence was recorded at the end of each cycle. In order to quantify the samples, in each 

assay, we used a standard containing decimal dilution (107, 106, 105, 104, 103, and 102) of 

Coxiella burnetii strain Nine Mile. 

3. Results & discussion 

C. burnetii was detected in 10.7% (3/28) of aborted fetus samples from cattle and 

confirmed by sequencing (GenBank accession numbers MH766656, MH766657, and 

MH766658). Quantification results demonstrated a concentration of C. burnetii ranging from 

569 to 1.57x104 bacteria (Table 1). Moreover, the pathogen was found in different tissues of 

the fetus CbB_F2 indicating a wide spread of the bacteria. To our knowledge, this is the first 

confirmation of abortion in cattle due to C. burnetii in Brazil and the first report in the country 

of using a quantitative assay to confirm the role of the pathogen in the abortion episode in 

ruminants. 

C. burnetii is associated with late miscarriage and fetal death in ruminants, and with 

metritis and infertility in cattle [1,12]. The outcome of an intrauterine infection with C. 

burnetii depends on gestation stage, strain virulence, maternal and fetal immune responses, 

and severity of placental infection and lesions, and spread to the fetus [5]. The pathogenic 
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consequences related to coxiellosis to the bovine host have been underestimated, and in 

Brazil, our results suggest that this bacterium can have a role in miscarriage of cows and 

represents not only an economic issue in livestock production but also an environmental 

zoonotic risk due to a large number of bacteria shed during birth and the small infective dose 

of 1 to 10 bacteria [1,3,7]. In addition, the shed of this pathogen can become a hazard to the 

cities near the livestock production since the transport by the wind of infectious particles can 

reach 30 km or more [13]. 

The prevalence of 10.7% reported here is in agreement with previous studies since the 

prevalence of C. burnetii in abortion from cattle has great variations between countries [14], 

such as Netherlands (4%), Switzerland (12.1%), United Kingdom (7.3%), Italy (11.3%), 

Portugal (17.2%) [15–19]. The diversity of ubiquity can be related to the circulation of 

different genotypes, including the possible presence of species-specific ones, with variable 

degrees of virulence among strains [20] and also associated to distinct rates of endemicity 

[14,17]. Cases of human Q fever [21,22] and the evidence of abortion in cows expressed here 

are indicative of virulent strains circulating in Brazil. 

Diagnosis of abortion due C. burnetii can be performed using a different kind of 

samples, but the interpretation varies according to the approach used [1,8]. The World 

Organization for Animal Health (OIE) and others determined that the diagnosis of abortion 

due C. burnetii must be accomplished with quantitative qPCR [1,8]. If the diagnosis relies on 

the detection in the aborted fetus, a positive result in tissues or stomach contents by molecular 

methods is sufficient to diagnose Q fever as the origin of abortion [8]. We observed 

quantitative results of 569, 3.67x103, 9.58x103, and 1.57x104 bacteria in the fetus samples, 

suggesting that not only C. burnetii was responsible for the abortion but also that a massive 

infection has occurred in fetus CbB_F2 and CbB_F5. 
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Due to massive shed of the pathogen during birth, its small infective dose, and the 

aerosol transmission to long distances, the implementation of surveillance programs for 

animal and human health must be performed, with the inclusion of C. burnetii in the list of 

abortive pathogens in livestock in Brazil 

4. Conclusions 

The detection of C. burnetii in the aborted fetus from cows exposes the excretion of the 

pathogen in the environment and indicates that cattle must be considered a reservoir of 

infection for humans and animals in Brazil. To our knowledge, this is the first confirmation of 

abortion in ruminants due to C. burnetii in Brazil using a quantitative qPCR assay, as 

preconized by OIE, and the first report of C. burnetii in cases of abortion of cows in Brazil. 
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Abstract 

Molecular epidemiology has important implications for the understanding, control, 

and prevention of infectious diseases. We report the identification of new genotypes based on 

Multilocus Sequencing Typing (MST) and Multi locus Variable Tandem Number repeats 

Analysis (MLVA) of Coxiella burnetii circulating in Brazil and Argentina. 

Text 

Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever in humans and coxiellosis in 

animals (1,2) a disease that has a worldwide distribution, with exception of New Zealand 

(1,3). In humans, Q fever in manly asymptomatic, but an acute, and a chronic and more 

severe form (2) are also possible outcomes of the disease. The main reservoirs of the disease 

for humans are domestic ruminants where the infection is associated with late abortion and 

reproductive disorders. In cows, it is also suggested a link with metritis, placentitis, and 

infertility (1). Although ticks can transmit C. burnetii in experimental systems, in the field the 

transmission must be infrequently (4). 

The importance of Q fever in terms of public health increased after the outbreak in 

Netherlands, where in 4 years more than 4,000 people become ill and 50,000 animals had to 

be slaughtered to control the epidemics. The use of molecular typing was useful to determine 

the source of the outbreak, leading to more precise preventive measures (5). As C. burnetii is 

also classified as a possible bioterrorism agent (6), the genotyping of C. burnetii isolates can 

enhance the ability to identify a source of infection helping to establish preventive and control 

measures, reducing the number of cases in an outbreak (7) and discarding the malicious use of 

the bacteria. 
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The aim of this study was to genotype strains of C. burnetii detected in the aborted 

fetus from cattle, and vaginal swabs from goats and ewes, in Brazil, and also an Argentinian 

isolate from tick reported by Pacheco et al. (8). This study is the first report of Multilocus 

Variable Number Tandem Repeats Analysis (MLVA) and Multispacer Sequence Type (MST) 

genotypes of C. burnetii in Brazil and Argentina, and was approved by the Ethics Committee 

on Animal Use (CEUA-FMVZ-UNESP/Botucatu, state of Sao Paulo), Brazil, protocol 

number 0203/2016. 

MLVA was performed using 17 markers, and coding was based on the methodology 

previously described (7) and the new MLVA recommendations issued by Université de Paris-

Sud (http://mlva.u-psud.fr/MLVAnet/spip.php?rubrique50). All C. burnetii Variable Number 

of Tandem Repeats (VNTR) loci were amplified via PCR according to the procedure 

described elsewhere (7,9). PCR products were run on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Les Ulis, France) using a DNA 7500 LabChip®kit in accordance with the 

manufacturer’s instructions. In both, the C. burnetii Nine Mile strain was used as the 

reference and was included in all the experiments to normalize each assay and to compare the 

MLVA profiles. For sake of comparison, we used the software BioNumerics version 7.5 

created by Applied Maths NV. (Available from http://www.applied-maths.com) to create a 

minimum spanning tree with the following strains from goats, ewes, cattle, ticks, and humans 

were used for sake of comparison: Namibia, Priscilla Q177, Z3055, #801, CbuG_Q212, 

Cb175, RSA331, #755, CS-Florian, CbuK_Q154, Scurry Q217, CS-Dayer, Nine Mile, and 

Dugway 5J108-111. 

MST genotyping was performed using primers described by Glazunova et al. (10) for 10 

loci markers amplified via PCR. The mix solution and cycling conditions were performed 

according to manufactures protocol of the enzyme PhusionTM (ThermoFisher Scientific) with 

the annealing temperature of 57ºC/30sec, as previous described (10). Amplicons were sent to 
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Sanger sequencing and results were analyzed using BioeditTM (Carlsbad, CA, USA). 

Consensus sequences of each MST spacers were blasted and compared in the website of the 

institution Mediterranée Infection (http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/ ).  

All strains from Brazil and Argentina are novel MLVA and MST genotypes of C. 

burnetii according to comparison in the MLVA database (http://mlva.u-

psud.fr/mlvav4/genotyping/) and in the MST database. Table 1 summarizes the analyses of 

repeats for all South American strains and Nine Mile. The MST comparison at 

http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/   is depictured in Table 2. The 

comparison performed with 17 loci and MLVA6 in the database resulted in novel MLVA 

genotypes, with closer relation with MLVA6 types 68, 71, 66, 65 for strain At12, and types 5 

and 19 for cattle strains.  

Some loci presented flaws of amplification, probably due to the low concentration of the 

samples, around 103bacteria/mL. When a minimum spanning tree was design based on all 17 

loci (Figure 1), it was possible to observe all cattle strains cluster close to each other and with 

a  link to goat strain CbG_SVB22. All ovine strains also clustered near to each other but far to 

the cattle and goat strains. The Argentinian strain isolated from a tick by Pacheco (8) has a 

different MLVA profile from the Brazilians strains and had a weak correlation with the 

ruminant strains evaluated here.  

Because the lack of data for some loci can lead to impairment of kinship between strains, 

a minimum spanning tree was drawn with the 6 genotyped loci (ms21, ms22, ms23, ms28, 

ms33, and ms34) common to all strains in the analysis (Figure 2), decreasing the 

discriminatory power and facilitating the observation of parenthood. 

MST was performed for the Argentinian strain At12 isolated from a tick (8), and for the 

Brazilians strains from cattle (CbB_F2), goat (CbG_SVB22), and ovine (CbO_sn2).  Table 2 
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summarizes loci assignment for MST types in South America. The combination of alleles of 

all strains have not been observed among 61 MST genotypes currently recognized in the 

Coxiella MST database, representing new genotypes of C. burnetii circulating in Brazil and 

Argentina. Furthermore, loci Cox20, Cox37, Cox51, Cox56, and Cox57 of strain At12 

revealed several polymorphisms, and those alleles were assigned as new. CbG_SVB22 

(GenBank accession number MK168659–MK168664), and CbB_F2 and the ovine strain have 

the same MST loci combination and seem to be a similar clone. 

Recently, a genotyping method based on the sequencing of 16S rRNA gene revealed that 

C. burnetii can be divided into six geno groups according to SNPs in position 64, 164, 622, 

830, and 1022, and also an indel in position 233 (11). An analysis of the 16S rRNA gene from 

the Argentinian strain At12 sequenced previously by Pacheco et al. (8) (GenBank accession 

number JQ740886.1) and from strain Cb_175, from French Guiana (GenBank accession 

number HG825990.3), the only MST type described in South America revealed  that both 

strains belong to the geno group I described by McLaughlin (11) since it possesses SNPs 

GCCAC in the positions 64, 164, 622, 830, 1022 of the gene. This 16s rRNA geno group 

harbor MST types 16, 17, 20, 26 and Dugway (11). Because of the 16S rRNA is more 

conserved gene than intergenic spacers, which present higher polymorphisms and a greater 

possibility of mutations (12), this technique can be used as a stable method to genotype and 

can contribute to assigning relation between strains. 

There are 17 based on MST genotyping, with only one performed in South America 

(15,16). Some MST types can be found across the world, such as MST20, that was described 

in ruminants and humans across North America, Europe and Africa (13). There is a lack of 

virulence and genotyping studies in South America, with only genotype MST 17 described 

from this region (13). The report of cases of Q fever and animal coxiellosis in Brazil and 

Argentina indicate the presence of virulent strains circulating in those countries. The majority 
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of cases of Q fever is flu-like symptoms or fever, and these features can lead to sub 

notification in Brazil due to the nonspecific symptoms and the lack of differential diagnosis 

with Dengue, one of the most important febrile illness in Brazil (15). 

This is the first genotype study of Coxiella strains from Brazil and Argentina using MST 

and MLVA, molecular tools commonly used for this pathogen. Those techniques allow the 

comparison between strains and the traceability of source of outbreaks of Q fever, helping to 

develop control and preventive measures for the disease and a better understanding of the 

epidemiology of the disease. Since cases of Q fever have been reported in Brazil and other 

countries of South America, more genotype studies, and also research aiming isolation and 

virulence assessment of strains, are necessary to better understand the situation of Q fever in 

this region. 
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Tables 

Table 4. Results of Coxiella burnetii analysis based on the Multilocus Variable Tandem 
repeat Analysis (MLVA). 

Strain Host Country ms01 ms03 ms07 ms12 ms20 ms21 ms22 ms23 ms24 ms26 ms27 ms28 ms30 ms31 ms33 ms34 ms36 

2P Tick Argentina 4 6 6 8 18 7 6 3 7 2 2 5 12 3 9 2 11 

CbB_F1 Cattle Brazil NA NA NA 6 15 6 6 6 18 NA 2 7 12 3 9 9 4 

CbB_F2 Cattle Brazil 3 6 8 6 15 6 6 6 18 NA 3 7 12 3 9 9 4 

CbB_F5 Cattle Brazil 3 6 NA NA 15 6 6 6 12 NA 2 7 12 NA 9 10 4 

CbO_11 Ovine Brazil NA 7 11 7 13 9 6 9 27 8 NA 6 12 NA 9 5 NA 

SVB - 22 Goat Brazil NA 6 8 7 15 6 6 6 NA 8 2 7 19 3 9 11 4 

CbO_SN2 Ovine Brazil 4 7 NA NA NA 6 6 9 27 NA 4 6 12 5 9 5 NA 

CbO_652 Ovine Brazil NA 7 NA 10 16 9 6 9 27 NA 4 6 NA 5 6 5 NA 

Nine Mile Tick USA 4 7 8 8 15 6 6 9 27 4 4 6 12 5 9 5 4 
 

 

Table 5. Results of Coxiella burnetii genotyping based on Multispacers Typing Sequencing 
(MST). 

   MST intergenic spacers 

Strain Host Country Cox 2 Cox 5 Cox 18 Cox 20 Cox 22 Cox 37 Cox 51 Cox 56 Cox 57 Cox 61 

Cb_At12 Tick Argentina 3 6 8 NEW 6 NEW NEW NEW NEW 6 

CbO_SN2 Sheep Brazil 3 – 5 – – 10 – – – 5 

CbB_F2 Cattle Brazil 3 2 5 – – 10 – – – 5 

SVB-22 Goat Brazil 3 2 5 – – 10 – 10 – 5 
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Figures 

 

Figure 5. Minimum Spanning Tree of Coxiella burnetii using all MLVA loci.  

 

Figure 6. Minimmum Spanning tree of Coxiella burnetii using only genotyped loci. 
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CAPÍTULO 6 – DISCUSSÃO GERAL 

Durante o estudo, C. burnetii foi detectada por métodos moleculares e 

sorológicos, em bovinos enviados para abate e em abortamentos de bovinos. A 

circulação das bactérias pôde ser verificada por IFA em 360 amostras (23,8% 

[IC95%=21,7% – 25,9%]), indicando exposição passada ou recente, e a presença do 

patógeno na corrente sanguínea dos animais no momento do abate foi confirmada 

por qPCR em 92 animais soropositivos (24,3% [IC95%=20,1% – 28,8%). A 

prevalência real foi calculada em 20,0% [IC95%=17,8% – 22,3%] e 28,7% 

[IC95%=23,8% – 34,1%] para IFA e qPCR, respectivamente. A construção de mapas 

de calor baseados na detecção por RIFI e por q PCR permitiu a visualização da 

distribuição de C. burnetii em todo o estado de São Paulo. Utilizando metodologias 

de genotipagem baseadas em MLVA e MST, constatou-se a presença de genótipos 

singulares ainda não descritos na literatura. 

Em vários países, o uso do diagnóstico sorológico em matadouros foi o 

método primário de vigilância de doenças zoonóticas. A eficiência dessa abordagem 

depende da existência de um sistema de rastreabilidade, sendo útil para detecção e 

monitoramento de patógenos em regiões com prevalência relativamente alta 

(NIELSEN e DUNCAN, 1990). A amostragem em matadouros tem algumas 

vantagens quando a prevalência de uma doença é desconhecida, como 

possibilidade de amostragem de um grande número de animais de diferentes 

cidades, regiões e produtores em um curto espaço de tempo. Entretanto, a 

população de abate é composta majoritariamente por machos saudáveis e, por isso, 

nossos resultados estimam mais a prevalência de C. burnetii em bovinos do que da 

coxielose, uma vez que a maioria dos animais é assintomática para a doença e o 

principal sinal clínico está relacionado a distúrbios reprodutivos em fêmeas 

(BILDFELL et al., 2000; AGERHOLM, 2013; OIE, 2018), característica que não pode 

ser avaliada dentro de matadouros devido ao pequeno período de observação e 

também porque a maioria dos animais abatidos é do sexo masculino. Portanto, com 

base nessas observações, amostras colhidas em matadouros podem ser corrigidas, 

se necessário, para idade e sexo para estimar a prevalência na população, 

(SCHÄRRER, 2014). 
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A prevalência real de 20,0% encontrada na RIFI em abatedouros, embora 

inferior à prevalência mediana de 37,7% para bovinos de rebanho (GUATTEO et al., 

2011), ainda é considerada alta. Nosso resultado é semelhante ao estudo anterior 

realizado em matadouros no Brasil (RIEMANN et al., 1975), onde a prevalência 

avaliada usando TFC foi de 29%. Estudo conduzido na Austrália em bovinos de 

corte utilizando um teste comercial de ELISA para febre Q, desenvolvido na Europa, 

e TFC, relatou números baixos de amostras positivas no ELISA (2/329) e nenhuma 

reação positiva no TFC (BANAZIS et al., 2010). Em contraste, estudo realizado em 

abatedouros de Queensland evidenciou 16,8% de positividade em ELISA quando 

testados com um antígeno produzido a partir de um isolado australiano de C. burnetii 

(COOPER et al., 2011). 

O resultado do diagnóstico sorológico pode ter influência do antígeno 

utilizado, uma vez que várias características podem interferir na sensibilidade e 

especificidade do sorodiagnóstico, como o antígeno e a cepa utilizada, devido 

possível a presença de diferenças antigênicas entre isolados de diferentes regiões 

(COOPER et al., 2011). Estudos comparando antígenos produzidos a partir da 

linhagem Nine Mile, uma linhagem ovina e linhagens de ruminantes, relataram 

melhor sensibilidade e especificidade nos testes diagnósticos que utilizavam cepas 

de ovinos e ruminantes para a produção do antígeno (EFSA, 2010; HORIGAN et al., 

2011). Outro fator que possui importante influência nos testes diagnósticos é a 

concentração das diferentes fases do LPS de C. burnetii (OIE, 2018). O LPS de fase 

II é o antígeno imunodominante e anticorpos contra a fase II estão sempre presentes 

durante a infecção, sendo, portanto, mais indicado para estudos epidemiológicos em 

animais (ROUSSET et al., 2012; O'NEILL et al., 2013). A resposta imunológica ao 

LPS de fase I ocorre posteriormente com consequente aumento do título de 

anticorpos anti-fase I, por esse motivo, maiores títulos contra fase I estão 

relacionados à infecção crônica em humanos (ROUSSET et al., 2012; ANDERSON 

et al., 2013). Em nosso estudo, usamos um antígeno “in house” produzido a partir de 

uma cepa de C. burnetii isolada de carrapatos provenientes da Argentina. Como 

essa cepa ainda não passou por várias passagens na cultura de células e é 

composta principalmente por células de fase I, a prevalência aqui reatada pode estar 

subestimada devido a menor detecção de anticorpos contra a fase II. Além disso, o 

uso de uma cepa argentina proveniente de carrapatos também pode ter impacto no 
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resultado decorrente de diferenças antigências pela presença de cepas espécie-

específicas e regionais (COOPER et al., 2011; JOULIÉ et al., 2017). 

A detecção por qPCR de C. burnetii em amostras soropositivas demonstra a 

presença do patógeno na corrente sanguínea no momento do abate. O uso de 

qPCR em soros humanos para detecção de C. burnetii é essencial para o 

diagnóstico de febre Q aguda (SCHNEEBERGER et al., 2010; WIELDERS et al., 

2013). Em animais, apenas alguns estudos relataram o uso de diagnóstico molecular 

em amostras de soro. To et al. (1998), utilizando nested PCR, relataram 3,9% de C. 

burnetii no soro de vacas leiteiras com distúrbios reprodutivos. Em outro estudo, 

durante uma alta incidência de abortamentos em cabras, 20 amostras de soro foram 

testadas por qPCR e o DNA do patógeno foi detectado em 12 amostras, sendo 10 

soropositivos e 2 soronegativos no TFC (EMERY et al., 2014). O uso de diagnóstico 

molecular em soros também foi usado para identificar a fonte de infecção humana 

no Japão, onde 2 pacientes humanos, 2 cães e 3 gatos foram positivos usando 

nested PCR. A análise de sequenciamento dos humanos e dos cães mostrou um 

elevado grau de similaridade para o gene com1, e em todos os quatro isolados o 

plasmídeo QpH1 estava presente. Além disso, os autores foram capazes de isolar C. 

burnetii das amostras de soro, demonstrando a presença de bactérias viáveis neste 

tipo de amostra (KOMIYA et al., 2003). O isolamento de C. burnetii em soro de 

humanos com febre Q aguda também foi recentemente realizado na Austrália em 

cultura de células (VINCENT et al., 2015), corroborando com a presença de 

bactérias viáveis no soro e no sangue. Esses fatos enfatizam o risco de adquirir 

febre Q devido ao contato com sangue de animais infectados, uma possibilidade que 

aumenta dentro de matadouros devido ao contato íntimo com os animais. 

Como a principal via de transmissão da febre Q é por inalação de partículas 

infecciosas, nossos resultados evidenciam o risco de infecção para os trabalhadores 

dos matadouros, uma vez que os aerossóis podem ser produzidos durante os 

procedimentos de abate como sangria, serragem de meias-carcaças, entre outros 

(KAUFMANN et al., 1980; ALLEYNE et al., 1986). A quantificação de C. burnetii na 

corrente sanguínea por qPCR quantitativo resultou na concentração de 10 a 814 

bactérias / mL (média de 133 células / mL). Como C. burnetii é um patógeno 

intracelular, no sangue total do gado abatido é provável que haja um maior número 

de bactérias por mL do que o registrado em amostras de soro. Como a dose 
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infectante de C. burnetii para humanos é baixa (1 a 10 bactérias)(GAMA et al., 2012) 

e o volume de sangue durante o abate é grande, o risco de formação de aerossóis 

passível de veicular o patógeno é demasiado. 

Ademais, C. burnetii foi detectada em 10,7% (3/28) das amostras de fetos 

abortados de bovinos e confirmada por sequenciamento (números de acesso do 

GenBank MH766656, MH766657 e MH766658). A quantificação por qPCR 

demonstrou uma concentração de C. burnetii variando de 569 a 1.57x104 bactérias 

por grama de tecido. Os resultados aqui expostos sugerem que esta bactéria pode 

ter um papel importante em abortamentos de vacas e representa não apenas uma 

questão econômica na produção animal, mas também um risco zoonótico devido ao 

grande número de bactérias eliminadas durante o parto, da ordem de 109
 por grama 

de placenta, e a pequena dose infecciosa para humanos (GUATTEO et al., 2012; 

MARRIE et al., 2015). 

A prevalência de C. burnetii em abortamentos de bovinos apresenta grandes 

variações entre os países (GUATTEO et al., 2011). A ampla variação da prevalência 

pode estar relacionada à circulação de diferentes genótipos, incluindo a possível 

presença de estirpes espécie-específicas, com graus variáveis de virulência entre as 

linhagens (ELDIN et al., 2017; JOULIÉ et al., 2017), e também associados a distintas 

taxas de endemicidade (GUATTEO et al., 2011). Não há informações sobre 

genótipos circulantes no país nem sobre virulência, mas casos de febre Q humana 

(MARES-GUIA, 2015; LEMOS et al., 2018) e a evidência de abortamentos em 

vacas, aqui expressas, e em cabras (DE OLIVEIRA et al., 2018) são indicativos de 

cepas virulentas no território. 

A detecção de C. burnetii em fetos abortados expõe a excreção do patógeno no 

ambiente e indica que bovinos devem ser considerados reservatório para a infecção 

humana e outros animais no Brasil. Além disso, a presença de C. burnetii no soro de 

bovinos abatidos nos revela uma potencial disseminação por rotas como leite, fezes 

e muco vaginal, aumentando a suspeita de que o microrganismo oferece real 

ameaça à população. A detecção concomitante em bovinos soropositivos foi 

estudada por GUATTEO et al.(2006) que encontrou o patógeno em 5% das 

amostras de soro e em 25% das amostras de leite, indicando que a disseminação da 

bactéria pelas diversas vias pode ocorrer devido à circulação na corrente sanguínea, 
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mas que a presença de uma infecção local também pode levar a excreção de C. 

burnetii sem a detecção no soro. Além disso, os bezerros que ingeriram leite com C. 

burnetii eliminam a bactéria na urina e fezes, facilitando assim a propagação da 

infecção no ambiente, com isso, os rebanhos de bovinos assintomáticos devem, 

portanto, ser considerados potenciais reservatórios bacterianos capazes de 

transmitir a doença (RODOLAKIS, 2009). 

O relato de animais positivos e com infecção ativa por C. burnetii também 

representa uma ameaça para as pessoas que vivem nas áreas vizinhas da produção 

pecuária uma vez que animais, assintomáticos ou não, podem disseminar bactérias 

no ambiente levando a uma possível disseminação da C. burnetii para áreas 

urbanas através do vento por longas distâncias (HAWKER et al., 1998; TISSOT-

DUPONT et al., 2004; NUSINOVICI et al., 2015). Estudos epidemiológicos são 

importantes para determinar a situação de saúde de rebanhos a fim de estipular as 

medidas preventivas a serem adotadas, sendo a detecção de animais 

disseminadores da bactéria crucial para o controle (RODOLAKIS, 2009).  

A genotipagem das amostras positivas de C. burnetii, de acordo com a 

comparação no banco de dados de MLVA (http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/) 

utilizando os 17 loci e MLVA6, revelou que todas as cepas do Brasil e da Argentina 

são novos genótipos de C. burnetii, com uma relação mais próxima com MLVA6 

tipos 68, 71, 66, 65 para a estirpe At12 e genótipos 5 e 19 para estirpes de 

ruminantes. Através da análise da árvore geradora mínima com todos os 17 loci 

demonstrou que as amostras brasileiras se encontram distantes da estirpe de C. 

burnetii isolada de carrapato por Pacheco et al. (2013), e com maior proximidade da 

cepa CbB1, detectada em bovinos, na França. Na MLVA, técnica que apresenta 

maior poder de discriminação do que a MST (SVRAKA et al., 2006; ROEST et al., 

2011a), a linhagem caprina CbG_SVB22 apresentou maior semelhança com 

estirpes bovinas do que com as amostras de ovinos. Como a ausência de alguns loci 

pode levar ao comprometimento do parentesco entre as cepas, uma árvore geradora 

mínima foi desenhada apenas com os 6 loci genotipados (ms21, ms22, ms23, ms28, 

ms33 e ms34) comuns a todas as cepas na análise, diminuindo o poder 

discriminatório e facilitando a observação da parentalidade. Ainda assim, as cepas 

bovinas e caprinas demonstraram maior similaridade, com relação mais próxima do 

que a cepa ovina. 
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A combinação de alelos de todas as cepas Sul Americanas não foi observada 

entre os 61 genótipos MST atualmente reconhecidos na base de dados de MST para 

Coxiella (http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/mst/coxiella_burnetii/), representando, 

também para esta técnica de tipagem, novos genótipos de C. burnetii. Além disso, 

loci Cox20, Cox37, Cox51, Cox56 e Cox57 da cepa At12 revelaram vários 

polimorfismos, e esses alelos foram designados como novos. CbG_SVB22 (número 

de acesso no GenBank MK168659-MK168664), CbB_F2 e a estirpe ovina possuem 

a mesma combinação de alelos e, apesar da falha de amplificação de alguns loci, 

parecem pertencer a um único clone. 

Alguns tipos de MST podem ser encontrados em todo o mundo, como o 

MST20, descrito em ruminantes e humanos na América do Norte, Europa e África 

(ELDIN et al., 2017). Na América do Sul, somente há estudos de virulência e 

genotipagem para o genótipo MST 17, que foi detectada na Guiana Francesa 

(ELDIN et al., 2017). O relato de casos de febre Q e coxielose animal no Brasil e na 

Argentina indica a presença de cepas virulentas circulantes nesses países. A 

maioria dos casos de febre Q é de sintomas gripais ou febre, e essas características 

podem levar à subnotificação no Brasil devido aos sintomas inespecíficos e à falta 

de diagnóstico diferencial com Dengue, uma das doenças febris mais importantes no 

Brasil (MARES-GUIA et al., 2016). 

A análise do gene 16S rRNA da cepa argentina At12, seqüenciado 

anteriormente por Pacheco et al. (2013) (número de acesso do GenBank 

JQ740886.1), e da cepa Cb_175, da Guiana Francesa (número de acesso do 

GenBank HG825990.3), o único genótipo MST descrito na América do Sul, revelou 

que ambas as cepas pertencem ao geno grupo I descrito por McLaughlin et al. 

(2017), pois apresentam SNPs GCCAC nas posições 64, 164, 622, 830, 1022 do 

referido gene. Este geno grupo abriga os genótipos de MST 16, 17, 20, 26 e Dugway 

(MCLAUGHLIN et al., 2017). Pelo fato do gene 16S rRNA ser mais conservado que 

os espaçadores intergênicos utilizados nas técnicas de MLVA e MST(KARLSSON et 

al., 2014), essa técnica pode ser utilizada como método estável e de menor poder de 

discriminatório para estabelecer relação entre as linhagens de C. burnetii. 
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CAPÍTULO 7 – CONCLUSÕES GERAIS 

 A evidência de abortamentos causados pela coxielose, aliada a alta prevalência 

encontrada em abatedouros, indica que bovinos são importantes reservatórios do 

patógeno tanto para humanos como para animais. A observação de infecção ativa 

nos animais indica a presença de risco para a saúde pública e animal. Ademais, 

durante a genotipagem das estirpes de C. burnetii detectadas durante o estudo, 

observou-se a presença de genótipos de MLVA e MST ainda não descritos no 

mundo, o que leva a necessidade de mais estudos de genotipagem e, 

principalmente, virulência das estirpes circulantes, para a caracterização da situação 

da enfermidade em território nacional, permitindo, assim, a adoção de medidas 

preventivas e de controle, diminuindo o risco de infecção da população humana e 

animal. 

 É necessário enfatizar o risco ocupacional existente para veterinários, 

fazendeiros, tratadores, magarefes, e demais profissionais associados à criação de 

animais, como também a população residente próxima às zonas de criação, sendo 

importante a inclusão desta doença em programas de vigilância em saúde animal e 

pública, bem como na lista de doenças abortivas no Brasil. 
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