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RESUMO

A Febre Maculcsa Brasileira (FMB) é causada por bactérias do género Rickettsia e é uma
zoonose de grande importancia em Saude Pdblica. Transmitida por carrapatos do género
Amblyomma sp., € uma riguetsiose e ocorréncia reconhecida no pais. Casos humanos tém
sido descritos desde a década de 20, principalmente na regido sudeste do pais. Sua ocorréncia
vem aumentando progressivamente nos Ultimos ancs e ja abrange grande parte do territorio
nacional. Entretanto ha pouca informacdo sobre a epidemiologia da doenca em areas ndo
endémicas, 0 que pode ser explicado por falhas no diagndstico e subnotificacdo. Com
letalidade de até 80% em cascs ndo tratados, a doenca é considerada um desafio do ponto de
vista dlinico, pois exige precocidade no diagndstico e tratamento adequado. A doenca passou
a ser de notificacdo compulsdria no estado de Séo Paulo a partir de 2002. De 2003 a 2008
foram confirmados 240 casos de FIVIB em seres humanos emterritdrio paulista, com 71 obitos
e letalidade que variou de 21,9% a 40,0%. Com o objetivo de iniciar estudos da vigilancia da
FMB no municipio de Botucatu, Estado de Sao Paulo, considerada area ndo endémica, foram
colhidas amostras de sangue de cdes que vieram para campanha anual de vacinagdo
antirrabica no ano de 2009, através de adesdo voluntaria dos proprietarios. As amostras de
um total de 640 cdes foram encaminhadas ao Centro de Controle de Zoonoses no municipio
de Sdo Paulo (CCZ/SP) e processadas pela técnica de reacdo de imunofluorescéncia indireta,
que € considerada padrdo para diagnastico sorologico da FIVIB. Dentre as amostras analisadas,
seis apresentaram reagentes para a FIMB frente a técnica realizada, resultado este, que
contribuira de forma a consubstanciar informagBes junto aos orgaos de salide do municipio,
servindo para futuras estratégias de controle e prevencéo desta enfermidace.

Palavras-chave: Felre Maculosa Brasileira. Rickettsia. Cao.
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ABSTRACT

Brazilian spotted fever (BSF) is caused by bacteria of the genus Rickettsia and is a zoonasis
of great importance in public health. Transmitted by Amblyomma sp., is a recognized
rickettsial disease occurring in the country. Human cases have been described since the '20s,
especially in the southeast of the country. Its occurrence has been increasing steadily in recent
years and now covers much of the country. However there is little information on the
epidemiology of the disease in non-endemic areas, which can be explained by failures in
diagnosis and underreparting. With a fatality rate of up to 80% in untreated cases, the disease
Is considered a challenge from a dinical standpoint, it requires early diagnosis and
appropriate treatment. The disease became natifiable in the state of Sdo Paulo from 2002.
From 2003 to 2008 were 240 confinmed cases of BSF in humans in the state territory, with 71
deaths and mortality rates ranged from 21.9% to 40.0%. In order to initiate studies of BSF
surveillance in Botucatu, Sdo Paulo, corsidered non-endemic area, blood samples were
collected from dogs that came to the annual campaign rabies vaccination in 2009, through the
voluntary owners. Samples froma total of 640 dogs were sent to the Zoonosis Control Center
in Sdo Paulo (CCZ / SP) and processed by the technique of indirect immunofluorescence,
which is considered standard for serological diagnosis of BSF. Among the samples analyzed,
six-reactive to the front of the BSF technique performed, a result which will help to
substantiate the information from health agencies in the city, serving for future strategies for
control and prevention of this disease.

Keywords: Brazilian spotted fever. Rickettsia. Dog.
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1 - INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

AFMB ¢é uma doenca infecciosa que foi relatada pela primeira vez em 1899 por Kenneth
Marxy, na regido montanhosa do noroeste dos Estados Unidos, descrevendo as manifestagtes
clinicas da febre das montanhas rochosas, tendo sido definida como doenca febril endémica
(HARDEN, 1990).

Howard Taylor Rickets, em 1909, corseguiu com sucesso realizar a transmissdo da
doenca em cobaias, denominando ser o carrapato o principal vetor, observando riquétsias a
partir de tecidos dos mesmos. No ano de 1916 a bactéria foi nomeada de Rickettsia (WEISS;
STRAUSS, 1991). A FMB teve seus primeiros relatos na cidade de Sdo Paulo, de outubro de
1929 a setembro de 1933 onde 88 casos foram diagnosticados em seres humanos
(MONTEIRQ, 1933).

A FMVB representa um sério risco epidemiologico devido as altas taxas de letalidade
apresentadas. E uma doenca rara, porém em ascensio, com 0 nUmero de pessoas
diagnosticadas aurmentando desde 1996, quando tornou-se obrigatdria a sua notificagdo na
regido de Campinas, Estado de Sdo Paulo, e a nivel nacional, no ano de 2002. Estima-se gue a
maior parte dos casos ndo e diagnosticada e que os dados disponiveis sdo provavelmente
inferiores a real incidéncia. Esta antropozoonose continua sendo um importante problema de
Satide Publica, por estar estreitamente relacionada ao meio ambiente humano (GALVAQ,
1988).

As riquétsias sdo bactérias que se especializaram em nichos ecoldgicos muito restritos e,
seu ciclo natural, depende apenas de um haospedeiro, geralmente um artrdpode (BACELLAR,
1996).

Desde a década de 20, o Brasil apresenta histdrico de doenca riquetsial, sendo a FIMB a
mais severa das riquetsioses descritas (Tabela 1). Esta antropozoonose € considerada a mais
prevalente doenca riquetsial no Brasil (LEMOS et al., 2001).

O estudo da epidemiologia desta doenca torna- se importante para o conhecimento dos
focos naturais desta zoonose, estabelecendo assim, os fatores de riscos existentes em
determinados ecossisterres, a circulagio de agentes entre 0s animais domesticos e silvestres, a
importancia do diagndstico dessas doengas nestes animais subsidiando as agdes dos senigos
de Satde Pdblica no pais. As doencas transmitidas por carrapatos Vem sendo um importante
problema de salide pablica no mundo. O interesse mundial pelas infecgdes humanas causadas
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pelo género Rickettsia € crescente devido ao fato de que a sua incicéncia e distribuicio sdo
maiores do que os estimados prelimirarmente (GALVAOet al., 2003).

O principal agente causador da FMB é a bactéria denominada Rickettsia rickettsii. Trata-
se de uma bactéria intracelular obrigatoria da Ordem Rickettsiales, Familia Rickettsiaceae. A
bactéria gram negativa € encontrada em células intestinais, glandulas salivares e ovarios de
artropodes, necessitando de celulas eucariontes de hospedeiros e ou vetores artrdpodes para se
multiplicarem (ACHA, SZYFRES, 2003; RAOULT; PAROLA; PADDOCK, 2005).
Morfologicamente elas se caracterizam como cocobacilos gramnegativos de 0,3mm de largura
por 1,5mm de comprimento, possuem citacromo e suas reagdes metabdlicas séo aerdbias. O
Género Rickettsiae é composto por dois grupos, o grupo tifico que contém trés espéaies; R.
prowazekii agente do tifo epidémico, R. typhi agente do tifo murino e R. canadensis, cujos
vetores sdo piolhos, pulgas e carrapatos; e o grupo da febre maculosa, cujo principal vetor é o
carrapato (BEATI; RAOULT, 1998; BURGDORFER, 1970). O grupo da febre maculosa esta
constituido até o momento por 60 espécies, dos quais 12 sdo patogenicas para seres humanos
(Tabela 1). Rickettsias de patogenicidade baixa ou desconhecida sdo: R. parken, R
rhipicephali, R. amblyommii, R. montanensis, R. peacokii, R. massiliag, R. sharonii e R.
helongjiangi (BEATI; RAOULT, 1998).

TABELA 1 - Riquetsioses patogénicas do grupo febre maculosa.

Espécie Doenca

Rickettsia nickettsi febre maculosa das montanhas rochosas
R. conorii febre botonosa

R. africae febre da picada do carrapato

R. australis febre do carrapato de Queensland

R. honei tifo da ilha Flinders i

R. sibirica tifo siberiano ou do norte da Asia

R. japonica febre maculosa oriental

R. felis tifo das pulgas californianas

R. mongolotimonae rickettsiose européia

R. slovaca rickettsiose européia

R. helvetica rickettsiose européia

R. akari rickettsicse variceliforme ou vesicular

Fortte: BEATI; RAOULT (1998); SANGIONI (2003).
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No Brasil, o carrapato Amblyomma cajennense, vulgarmente conhecido como carrapato
estrela, € considerado o principal vetor da FIMB ao homem, sendo o cavalo, a capivara e a
anta considerados hospedeiros primérios de todos os seus estadios (TIRIBA, 1972
LABRUNA, 2002). Este carrapato caracteriza-se por ter uma baixa especificidade de
hospedeiro, principalmente em seus estadios imaturos (ARAGAO; FONSECA, 1961). E
encontrado com abundéncia em todos os Estados da regido Sudeste e Centro-Ceste, porém
com distribuicdo limitada nas demais regides (VIEIRAet al., 2004).

Cs carrapatos sdo os vetores gue albergam mais espécies de microorganismes que
qualquer outro artropode, incluindo o grupo dos mosquitos (HOOGSTRAAL, 1985). Cs
chamedos “cargoatos durcs’, da farilia Ixodidee auam camo veaes resrvadrios ou
amplificadores de riquétsias do grupo febre maculosa (RAOULT; PAROLA; PADDOCK,
2005). Nos Estados Unidos, 0 género Dermacentor é incriminado como principal vetor da
febre maculosa das montanhas rochosas (LABRUNA, 2004, RAOULT; PAROLA
PADDOCK, 2005).

O Amblyomma cajennense pertence ao Filo Arthropods; Classe Arachnida; Ordem
Acarina; Familia Ixodidae; Sub-familia Amblyomminae; Género Amblyomma e Espécie
cajennense. A denominagdo Amblyomma vemn de “andys’, encabato e “ommd’, dho; e
cajennense vem de Caiena, local onde foi descrita a espécie. Trata-se de um carrapato
heteroxeno de trés hospedeiros, cujas larvas sdo hexapodes e as ninfas e adultos sdo
octopodes. Possui rostro alongado e hipostdmio composto de trés fileiras de dentes, tem
peritrema triangular com angulcs arredondados, orgao de Haller e festdes marginais presentes
(SLOSS; ZAJAC; RUSSEL, 1999).

O Amblyomma sp. é responsavel pela manutencdo de Rickettsia rickettsii na natureza
pois ocorre transmissao transovariana e trarsestadial (AZAD; BEARDT, 1998; VIEIRAet al.,
2004). Carrapatos machos podem transferir Rickettsia rickettsii para a fémea através de
fluidos corporais ou esperma durante a copula (RAOULT; PAROLA; PADDOCK, 2005).
Esta caracteristica bioldgica permite a0 carrapato permanecer infectado durante toda sua vida
(18 meses) e disseminar 0 organismo para novas geragdes. No Brasil, em geral nos meses de
abril a junho (predominio de larvas) e de julho a novembro (predominio de ninfas), 0 homem
é infestado de maneira macica por lanes e ninfas dos carrapetos e € quando hd maior
ocorréncia de casos (GALVAQ, 1988; GALVAOet al., 2003; SPICKETT et al., 1991).
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Duas outras espécies de Amblyomma tém grande relevancia na transmissao da FMB, séo
eles; Amblyomma dubitatum (= A cooperi), cujo hospedeiro primério € a capivara, e
Amblyomma aureolatum, cujo hospedeiro primario € o cdo (RODRIGUES et al., 2002).

No Brasil, entre 0s meses de novembro a margo existe 0 predominio de adultos de
Amblyomma cajennense (LABRUNA, 2002), e estes por terem uma picada dolorosa séo
facilmente percebidcs e retirados. Este fato caracteriza a sazonalidade da doenca no Brasil,
com maior ocorréncia em humanos no segundo semestre do ano (LEMOS, 1996; LABRUNA,
2002; SANGIONI, 2003).

Ociclo de vida do Amblyomma cajennense se inicia coma ovipostura da fémea teleogina
de aproximadarmente sete mil ovos, apds um periodo de até vinte e cinco dias esta morre. Em
torno de 95% de larvas viaveis eclodem dos oves, entdo sobem e descem da vegetagdo
conforme as variagdes ambientais até o encontro do primeiro hospedeiro, onde realizam
repasto sanguineo por trés a seis dias. Apds este periodo desprendem-se do haspedeiro e no
solo realizam sua ecdise para o estadio de ninfa, mantendo-se de dezoito a vinte e seis dias.
Depois irdo novamente fixar-se em novo hospedeiro por mais cinco a sete dias. Apds novo
repasto, se desprendem do hospedeiro, procurando abrigo no solo e entdo sofrem a segunda
ecdise, diferenciando-se em machcs e fémeas, gque dentro de sete dias estardo prontos para
parasitar novo hospedeiro. Uma vez no hospedeiro, os carrapatos adultcs acasalam e apds dez
dias a fémea teledgina ingurgitada desprende-se e cai no solo dando inicio a uma nova
geracdo (VIEIRAEt al., 2004).

A espécie Amblyomma dubitatum esta em toda extensdo da Ameérica do Sul, e no Brasil €
relatado nas regides Sudeste, Sul e Centro-oeste. Sua importancia na epidemiologia da FIVIB é
controversa, porém baseia-se principalmente na participacdo no ciclo enzodtico de riquetsias
na natureza e no co-parasitismo com Amblyomma cajennense, considerando que a capivara €
um potencial reservatorio de Rickettsia rickettsii (SOUZA; CALIC, CAMARGO, 2004).
Embora seja raro seu parasitismo em humanos, em alguns focos de FIVIB na regido sudeste o
Amblyomma dubitatum, tem sido encontrado abundantemente junto a Amblyomma cajennense
(SOUZA, CALIC, CAMARGO, 2004; MIEIRA et al., 2004; NASCIMENTO,
SCHUMAKER, 2004). Amblyomma aureolatum € encontrado no Brasil em areas de mata
atlantica das regides sul e sudeste (VIEIRA et al., 2004).

Diversos animais auxiliam na manutencdo do ciclo da doenga, participando como
hospedeircs primarios ou acidentais. Aves domésticas e selvagens, mamiferos, roedares
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selvagens e até animais de sangue frio como ofidio podem albergar algumes das riquétsias
(NASCIMENTO; SCHUMAKER, 2004).

Admite-se que roedores tenham grande importancia no ciclo silvestre de riquétsias e que
as capivaras sgjam o elo entre os ciclos enzodtico e zoonGtico da doenca, preenchendo grande
parte dos requisitos supracitados (NASCIMENTO; SCHUMAKER, 2004). A presenca da
capivara temsido associada a FIMB, e como sua presenca em varios locais rurais e urbanos é
alta, este roedor tem grande importancia na epidemiologia da doenca. Travasscs e Valejo
(1942) demonstraram através de infeccao experimental que capivaras nao apresentam sinais
clinicos da doenca, atuando como um hospedeiro mantenedor, além de seu papel como
amplificador da populacdo de carrapatos (SOUZA; CALIC, CAMARGO, 2004; GUEDES et
al., 2005).

A transmissdo da FIVIB ocarre através da salivagao do carrapato infectado no mamento
do repasto sanguineo. Isto ocorre em um periodo de 4 a 6 horas apos se fixar no hospeceiro,
quando o artrdpode regurgita o contelido com a bactéria, que penetra no hospedeiro através do
sitio de fixacdo. Qutra maneira € através da contaminacdo na pele do hospeceiro pelo
esmagamento do carrapato, que pode ocorrer, caso O Vetor seja retirado erroneamente
(HARDEN, 1990; VIEIRA et al., 2004). O microorganismo é ent&o carreado pela via linfética
OU por pequenos Vasos para a circulacdo, invadindo as células alvo (BERNABEU-WITTEL;
SEGURA-PORTA, 2005).

Para que um vertebrado seja considerado bom hospedeiro amplificador de R. rickettsii na
natureza, este deve preencher alguns requisitos como: ser susceptivel a infeccdo; manter a
bactéria circulante em niveis plasméticos suficientes para infectar vetores; ter alta taxa de
renovacéo populacional; ser abundante na &rea endémica e ser bom hospedeiro do carrapato
vetor em condigdes naturais (LABRUNA, 2006).

O risco de infecgdo para humanos € baixo tendo em vista que apenas uma parcela da
populacéo se expde ao contato com carrapatos. No mundo, a taxa de infeccdo em carrapatcs €
de somente 1 a 3%, inclusive em &reas corsideradas endémicas (RAOULT; PAROLA;
PADDOCK, 2005). E possivel que os estidios adultos de Amblyomma sp. tenham naior
chance de serem encontrados infectados devido ao maior ndmero de repastos sanguineos
ocorridos ao longo de suas vidas (ESTRADA et al., 2006).

Eqiinos e caes sao considerados animais sentinela para AVIB (LEMOS, 1996), atuando
também como amplificadores da populagéo de carrapatos, e por viverem muito proximos do
homem, tem grande importancia na epidemiologia da doenca (TIRIBA, 1972).
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E importarte nunca espremer o carrapato na méo e ter cuidado o retirar o ixodideo
fixado no corpo, pois este pode se romper liberando junto coma hemoalinfa, riquétsias, que
possuem capacidade de penetrar atraves de microlesdes na pele (PEREIRA; LABRUNA,
1998).

O potencial patogénico das riquétsias esta relacionado as alteragtes de proteinas externas
de membrana, promovido por mutagdes génicas (WELLER et al., 1998). Algumas destas
proteinas s&0 comuns tanto a riquétsias patogénicas quanto a Ndo patogénicas, o que dificulta
sua diferenciacio pelos aspectos morfoldgicos e bioquimicos (BURGDORFER, 1970;
HOOGSTRAAL, 1985). Fosfolipases e proteases tém sido associadas ao mecanismo de
injuria a membrana celular (GREENE; BREITSCHWERDT, 2006).

O ciclo celular de riquétsias se da pela aderéncia inicial na célula endotelial acs
receptores do colesteral. As riquétsias induzem sua propria fagocitose ao penetrarem nas
Ccélulas endoteliais, e uma vez dentro do citoplasma, escapam do fagossama pela acdo da
fosfolipase na membrana fagossomal, e quando livres no citoplasima replicam-se por fisséo
binariasimples (WALKER; VALBUENA; OLANGQ, 2003).

ARickettsia rickettsii é capaz de converter F-actina em actina e utiliza-la para promover
sua propulsdo. Ao sairem da célula, estas bactérias seguem infectando células vizinhas
(WALKER; VALBUENA; OLANO, 2003; MURRAY et al., 1998). Este processo produz
focas de vasculite multissistémica podendo ocasionar, pneumonia intersticial, miopericardite,
exantemas cutaneos, meningite linfocitica, bem como afeccBes hepéticas, renais e
gastrintestinais. Um grande dano proveniente de vasculite € a liberagdo de pirogénios e
enzimas produtoras de quinina, que induzem a febre e ao aumento da permeabilidade capilar
(WALKER; VALBUENA; OLANO, 2003). Este aumento leva ao extravasamento de liquido
rico em proteina ao intersticio, gerando queda de albumina intracapilar e aumento de presséo
oncetica, ocasionando sequestro do liquido exsudado. Este processo culmina com
hipovolemia e hipoalbuminemia e consegiiente insuficiéncia pré renal secundéria devido a
diminuicio da filtragdo glomerular, aumento da aldosterona e retencdo de sodio e agua
(CHEVILLE, 1993, WALKER, VALBUENA OLANO, 2003; GREENE
BREITSCHWERDT, 2006).

Rickettsia rickettsii tem como principal alvo o endotélio vascular, portanto as lesdes
cutaneas derivam de sua proliferacéo no endotélio de peguencs vasos seguido de formagdo de
trombos, hemorragias, infiltracdo perivascular e necroses focais. Na pele, miocérdio e tecido
cerebral formamtse nodulos tificos (VERONESI; FOCACCIA, 1996). Distlrbios
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hemostéticos como trombocitopenia e aumento do tempo de coagulagdo estao relacionados
com efeitos citopéaticos celulares e atividades de endotoxinas desta riquétsia (DAVIDSON et
al., 1990).

A solucdo de continuidace devido a destruicdo das células endoteliais promove
exposicao do colageno, que é determinante para a agregacao de plaguetas. As plaguetas ao
aderirem no endotélio modificam-se na sua forma, passando de discos lisos a esferas com
espiculas, expondo o fator plaquetério trés, desencadeando assim a via intrirseca de
coagulacdo. Estas plaquetas alteradas irdo se agregar a novas plaguetas circulantes, evoluindo
para um agregado irreversivel e formando um tampéo hemostético plaquetario. O grande
consumo de plaguetas leva a trombaocitopenia. O tampdo hemostatico plaquetério firme se da
pela adeséo de fibrina proveniente da ativacdo do sistema de coagulacdo, através da liberacéo
de serotonina e ADP (Adenosina Difosfato), que ativara a pratrombina em trombina, bem
como a polimerizacdo de fibrinogénio em fibrina (BERNABEU-WITTEL; SEGURA-
PORTA, 2005).

ApGs 0 periodo de riquetsemia os microorganismos sao disseminados para outros tecidos
pela via circulatoria ou linfatica. Caso a deposico de redes de fibrina se sobreponha a
fibrindlise, havera deposicio multisistémica desta na micro e macrovasculatura. Este processo
tem evolucdo mdrbida culminando com a coagulagdo intravascular disseminada (CID) em
casos graves  (BERNABEUWTTEL;, SEGURA-PORTA, 2005, GREENE
BREITSCHWERDT, 2006).

Além de atuar como Vetor, 0s carrapatos podem exercer diversos efeitos deletérios no
organismo do hospedeiro. Uma infestacio macica pode ocasionar anemia, anorexia e
prostracao, além de maior predispasicao a outras doengas devido a toxinas imunossupressoras
presentes na saliva do carrapato. Ainda a gue se corsiderar possivel ocorréncia de infecgdes
secundérias por bacterias ou miiases no sitio de fixagdo. Em casos graves pode ocorrer um
quadro de paralisia ascendente devido a toxina neuratropica (LABRUNA, 2004a).

No cdo, os sinais clinicos sdo febre, anorexia, cefaléias, letargia, nauseas, deficiéncia
vestibular com nistagmo e incoordenacdo matora. As sequelas pds riguetsemia podem incluir
lesBes neuroldgicas e visuais e amputacdo de extremidades, entre outras consideradas menos
frequentes (BREITSCHWERDT et al., 1999). A hipercolesterolémica € um dos achados mais
presentes. Em exames radiogréaficos de cdes € comum o aparecimento de pneumonia
intersticial (GREENE; BREITSCHWERDT, 2006).
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Gs sintomas em seres humanos séo: febre, nauseas, cefaléias, mialgia, € maculas. As
méculas, que séo sinais classicos, inicialmente séo pequenas, achatadas e rosacdas, aparecendo
apds dois a cinco dias de febre (GUIMARAES; TUCCI; BARROS-BATESTI, 2001).

Existe uma subnoatificacdo dos casos de FIVIB em razéo do seu diagnastico clinico, pois
pode ser confundida com outras doencas, como doenca meningococica (ANGERAMI, 2006),
e em épocas de chuvas com a leptospirose, pois o quadro dinico inicial das duas doencas €
muito parecido (DEBERALDINI et al., 1996).

Para realizacdo do diagndstico, é fundamental o conhecimento da situacdo
epidemiologica da regido e a procedéncia do paciente nos Gltimos quinze dias. Também é
importante que os familiares informem o possivel contato do paciente com carrapatos e se 0
mesmo fregiientou areas de risco da doenca (PEREIRA; LABRUNA, 1998).

Os achados clinicos iniciais sdo febre (39,2 a 40,5°C), ocorrendo de quatro a cinco dias
apds a picada do carrapato (WARNER; MARSH, 2002), anorexia, depressdo, petéquias e
equimoses, epistaxe, injegdes esclerais e conjuntivite s&o vistas nas mucosas oral, ocular e
genital (BREITSCHWERDT et al., 1988), tosse, dispnéia e aumento de sons
broncovesiculares, linfadenite, perda de peso e desidratacdo sdo também sinais clinicos
comuns (LISSMAN; BENACH, 1980).

Qutros achados podem incluir dor abdominal, anorexia, status mental alterado (sinais de
depressdo e esturpor), mialgia, poliartrite, alteragbes vestibulares (andar em circulo e
nistagmo). Alguns sinais como lesdes disseminadas e edemas substanciais indicam
prognostico ruim (WARNER; MARSH, 2002).

Caes infectados experimentalmente tém aumentado a atividade soroldgica da fosfatase
alcalina, dos niveis de colesteral, hiponatremia e hipocloremia (LISSMAN; BENACH, 1930).

No caso dos cdes recém chegados a areas endémicas ou gue tiveram a primeira
expOsICao a carrapatos apos perda da atividade dos anticorpos maternos podem ter um curso
mais severo da infeccdo (LISSMAN; BENACH, 1980).

A confirmacdo laboratorial pode ser feita atraves da pesquisa de anticorpos especificos
(Figura 1), presentes alguns dias apés o aparecimento da doenca, através do isolamento do
agente em amostras de sangue ou bidpsia de pele e por amostras de carrapatos coletados no
paciente (SANGIONI, 2003).

Areacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) € a prova recomendada pela Organizagéo
Mundial de Salde (OMS) como inquérito padrdo a ser utilizado no diagndstico das
rickettsioses (CALIC, 2004), contudo, a amostra somente sera considerada reagente a RIF,
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quando apresentar titulo maior ou igual a 1:64 (NEWHOUSE et al., 1979). E uma
metodologia simples, econdmica e com uma sersibilidade acima de 90% (NASCIMENTG,
SCHUMAKER, 2004), contudo esses testes ndo sao capazes de distinguir a espécie de
riquétsia dentre cs isolados podendo ocorrer a existéncia de reagOes cruzadas (HORTA,
2002), fazendo com que o diagnostico seja baseado em fatores epidemioldgicos (CALIC,
2004).

A medida preventiva mais eficaz para FMB é o controle da populacéo de carrapatos a
niveis minimos (VIEIRAet al., 2004).

Pereira e Labruna (1998), Vieira et al. (2004) e Prata (2005), descrevem varias medidas
que devem ser adatadas para prevencao de cascs de FIVIB, como: manter a populacéo do vetor
sob controle, por que a maioria dos casos esta relacionado a areas com super populagdes
destes carrapatos; ter em mente quais areas sao consideradas endémicas para FMB; evitar
caminhar em &reas infestadas por carrapatos; quando caminhar, realizar a vistoria de
carrapatos no corpo em intervalos de duas a trés horas, uma vez que para a transmissao da
bactéria, o carrapato tem gue estar fixado por, no minimo 4 horas; usar barreiras fisicas no
corpo, como calgas compridas, botas, blusas de manga cumprida e fitas dupla face na parte
superior das botas; ndo matar 0 carrapato espremendo com as unhas, pois pode liberar
riquétsias capazes de penetrar em microlesdes da pele; em areas endémicas devem ser feitos
trabalhcs de conscientizacdo da populagdo proxima ao local, e quando se tratar de area
publica devem ser colocadss placas cominformagdes, e commedidas prevertivas.

Por se tratar de uma zoonose importante, vale a pena ressaltar que no Brasil, a FIVB foi
incluida na lista de doencas de notificacdo compulsdria, conforme Portaria n® 1.943, de 18 de
outubro de 2001 (BRASIL, 2001).

Vale salientar que as areas sabidamente endémicas para FIMB devem contar com a
colaboragdo da populagdo, gue deve ser orientada atraves de atividades educativas. O
treinamento dos profissionais de salide para o diagndstico e tratamento precoce € um ponto
relevante no controle e prevencédo da doenga, visando minimizar sua ocorréncia. As pessoas
que habitam locais de risco devem procurar as Unidades Bésicas de Saulde no caso de
apresentarem febre ou terem sido picadas por carrapatos (VIEIRA et al., 2004).

No caso de areas de transmissdo néo reconhecida € recomendado trabalho de orientacéo
por parte das Secretarias Municipais de Salde em grupos especificos de risco, como medicos
Veterindrics, carroceiros, produtores rurais, tratadores de animais e pescadores. Além das
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medidas preventivas citadas acima, vale ressaltar que quanto maior a populagdo de
carrapatos, maior 0risco de se contrair a doenca (VIEIRAet al., 2004).

2. OBIJETIVOS

2.1. Gerdl
Investigacdo sobre a ocorréncia da reatividade soroldgica para a FMB na populacéo
canina no municipio de Botucatu/SP.

2.2. Especificos

2.2.1 Estimar a ocorréncia de FIMB nos ces da area territorial urbana do municipio de
Botucatu-SP.

2.2.2 Avaliar a distribuico dos caes sorologicamente reagentes para a FIMB nas regides
geogréficas do Municipio.

3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Caracterizagdo da area de estudo

O municipio de Botucatu localiza-se na regido Centro Sul do Estado de Sdo Paulo
(22,88583° latitude sul e 48,445° longitude oeste), situando-se a cerca de 805 metros acima
do nivel do mar e possui uma area territorial de 1.483km?, dos quais 1.329k? corresponde a
area rural e 154k a zona urbana. Sua populacéo € estimada em 127.370 habitantes. O clima
é subtropical Umido com invernos seccs e verdes guentes cam temperatura média de 19°C e
precipitacdo pluviométrica de 1.250mm. A vegetacdo consiste de mata plumal e cerrado
(IBGE, 2010).

3.2 - Definicdo da Amostra

A colheita das amastras foi realizada na populacdo alvo da 412 campanha de vacinagao
anual contra a Raiva de ces e gatos de Botucatu de 2009, realizada pela Vigiléncia
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Ambiental de Salide da Secretaria da Saude de Botucatu, em parceria cam a disciplina de
plangjamento de sadde animel e salde publica do Departamento de Higiene Veterindria e
Salde Publica da Universidade Estadual Padida “Jdio de Mexouita HIho® Faculdade de
Medicina \eterinaria e Zootecnia (FMVZ) — UNESP —Botucatu.

Realizouse inicialmente ao estudo um levantamento das Ultimes campanhas de
vacinacdo antirrdbica, para que fossem escolhidos dentro de cada um dos setores
geograficamente distribuidos pelo municipio, 0s postos de vacinacdo que apresentaram maior
ndmero de c&es vacinados.

As amostras foram colhidas de maneira que houvesse representacdo proporcional de
animais em cada uma das cinco regides setoriais do Municipio (FIGURA 2), ndo levando em
consideracdo sexo, raga ou idade dos cées. Para isto foram escolhidos cs postos de vacinagédo
na regido Norte (Jardim Continental), regido Sul (COHAB 1), regido Leste (Jardim Cristina),
regido Qeste (Parque Margjoara) e regidao Central (Vila Sao Luiz).

3.2.1- Procedimento Amostral®

A populagdo canina vacinada na &rea urbana de Botucatu, em 2009 foi de 19.022 cées
(MODOLO; CAPPELLETE, 2009). Considerando-se uma flutuagéo (erro de estimacio) da
ordem de 15% para a propor¢ao de cascs e um nivel de 95% de confianca, foram amostrados
640 cdes por procedimento randdmico, para congtituir a amostra do presente estudo
(NORMAN; STREINER, 2008).

Estes 640 ces foram submetidos & RIF para diagnosticar a AMB, dos quais foram
amostrados em cinco postos de vacinacdo representando as cinco regides da area urbana do
Municipio que estdo representados na TABELA 2 e FIGURA 1.

1 Consultor: Prof. Titular Carlos Roberto Padovani —Disciplina de Bicestatistica do Instituto de Biociéncias—
UNESP — Botucatu.



25

TABELA 2. Proporcéo percentual da amostra e nimero de cées amostrados nas 5 regides.

Regido NUmero de caes amostrados Propor¢ao (%) da amostra
COHAB 131 20,47
Jardim Continental 0 14,06
Jardim Cristina 161 25,16
Parque Marajoara 151 2359
Vila Sdo Luiz (centro) 107 16,72
Total 640 100,00
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FIGURA 1 - Mapa da area territorial urbana de Botucatu — SP, indicando os cinco postos
onde foram realizadas as colheitas das amostras para a pesquisa.

Para a construgdo do intervalo de confianca para a proporcdo de casos Suspeitos,
utilizou-se 0 procedimento de estimacdo por intervalo gue consiste em estabelecer limites
simetricos emrelacdo ao centro (dado pela estimativa pontual da proporgéo) com
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afastamentas proporcionais (nivel de confianca adotado, no caso, 95%) ao erro padréo do
estimador. Desta maneira, os limites no presente estudo ficaram definidos por:

Intervalo de Confianca de 95%=p = (1,96) *ep onde,
p = propor¢ao amostral
ep =erro padrdo amostral da proporco

pd-p)

ep=

A partir dos limites de 95% de confianga para a proporgao de casos suspeitos da FIVIB,
foi determinado o nimero minimo e méximo de c&es suspeitos na populacéo vacinada; em
seguida, esses valores foram distribuidos proparcionalmente as regides correspondentes aos
Cinco pontos de amastragem.

Para melhor entendimento do célculo, procedeuse da seguinte maneira: o total de

€ases suspeitos minimos (ou maximes) corresponce aos 100% enquanto o total da regido a x.

O ndmero de cdes da regido € dado (arredondamento para valor inteiro) por

Pregiao(%0) * N°minimo
100

minimo pelo nlmero maximo.

N, = (caes). Procedimento similar realizou-se substituindo o nimero

3.3- Colheitas das amostras

O projeto de pesquisa contou com a aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia — UNESP — Campus Botucatu,
sob o protocolo n° 58/2009.

ApGs autorizacdo dos proprietarios para a inclusdo dos seus animais no inquérito
soroepidemialogico, foi preenchido um cadastro permitindo a identificacdo dos caes e do seu
domicilio (ANEXO 1).

As amostras de sangue foram colhidas pela puncdo da veia cefélica, safena ou jugular
com seringa de 3mL e agulha 30X7 mm e acondicionadas em tubo de ensaio estéreis sem
anticoagulante. Em seguida foram transportadas até o Laboratdrio de Plangjamento de Salide
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Animal e Salde Pablica da FIMVZ - UNESP - Botucatu — SP. Apds permanecer em repouso
para completa retracdo do codgulo, os tubos foram centrifugados a 1600G durante 10 minutos
em centrifuga para a obtencdo do soro sanguineo, que em seguida foram aliquotadcs em
microtubos esterilizados de 2mL, etiguetados e martides a -20°C, até o momento dos testes
soroldgicos.

3.4 - Procedimento Laboratorial

Para a pesquisa de anticorpos anti Rickettsia spp. foi realizadaa RIA frente a antigenos
de Rickettsia rickettsii, onde procedeu-se as modificag0es descritas por Horta et al. (2004).
A metodologia empregada seguiu os protocolos utilizados no laboratorio do Centro de
Controle de Zoonozes do municipio de Sdo Paulo.

1. Retirou-se da refrigeracdo as laminas necessérias para testar as amostras, deixando-as
imersas em PBS por 10 minutos a temperatura ambiente; em seguida foram secas a
temperatura ambiente. Os controles positivos e negativos, e 0s demais reagentes somente
foram usados apos atingir a temperatura ambiente;

2. Diluiu-se as amostras testadas em PBS. Para a realizacdo da diluicdo das amostras foi
utilizado 25 yl de soro e addonado 157,5 yl de PBS homogereizando suavemente
evitando a formacao de bolhes;

3. Adicionou-se 20ul das dilugles das anodras e Saros cortrdes positivos e negativos em
cada pogo das lamines;

4. As laminas foram incubadas em camara Umida por 30 minutos em estufa a 37°C;

5. As laminas foram lavadas com tamp&o de lavagem com pipeta de Pasteur como auxiliar;

6. As laminas foram deixadas submersas em cuba com tampdo de lavagem durante 15
minutes;

7. As laminas foram transferidas para outra cuba, também com tampdo de lavagem e
aguardou mais 15 minutos;

8. As laminas foram secas a temperatura ambiente;

9. Diluiu-se 0 conjugado anti-lg canina marcado com fluoresceina, na proporcdo adequada
obtida coma prévia titulagéo do conjugado, em PBS;

10. Adicionou-se 20l dadu ¢go do conjugedo emtodos os pogos des | amines;
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11. As laminas foram incubadas em camara Umida por 30 minutos em estufa a 37°C, ao abrigo
de qualquer fonte de luz;

12. As laminas foram lavadas com tampao de lavagem;

13. Preparou-se uma solucdo comazul de Evans na proporcao de 0,3 ml para cada 100 ml de
tampdo de lavagem; em cuba apropriada deixou-se as lé&minas durante 15 minutes,
cobertas com papel aluminio para proteger de qualquer forte de luz

14. Repetiu-se a etapa anterior por mais 15 minutes;

15. As laminas foram secas a temperatura ambiente, sempre ao abrigo da luz

16. Adicionou-se de 4 a 5 gotas de glicerina tamponada sobre cada lamina, cobrindo-as com
laminula, evitando a formacdo de bolhas. Mantendo sob abrigo da luz e a seco, até o
momento ca leitura.

Para a leitra e interpretacdo das reagBes utilizou-se o microscdpio de
imunofluorescéncia e objetiva de 40X

O pogo de lamina com o cortrole para Soro positivo e Soro negativo observaramse 0
sequinte:

1. focalizou-se a lamina na posicéo do soro controle positivo para comprovar a fluorescéncia

presente em cerca de 90-100% das células;

2. focalizou-se a lamina na pasicéo do soro controle negativo para observar a auséncia oe

fluorescéncia nes células, bem comoa coloragéo de fundo.

As amostras foram corsideradas como ndo reagentes quando, na micrascopia,
visualizou-se auséncia de fluorescéncia intracelular competivel com o formato padrdo de
riquétsias (formas coco - bacilares) e para as amostras reagentes quando visualizou-se
presenca de fluorescéncia intracelular compativel com o formato padréo de riguétsias (formas
00co - bacilares) no interior da grande maioria das células e no espago extracelular (FIGURA
2) e que apresentaram titulagdes iguais ou superiores a 1:64.

Os soros reativos na diluicdo 1:64, foramtestados em diluigOes seriadas (64, 128, 256,...)
para determinacéo do titulo final de reatividade.
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FIGURA 2 - Imagem da Miicroscopia Fluorescente de Rickettsia ricketssi.

Fonte: SAO PAULO (Estado). Secretaria Municipal de Satide. Centro de Controle de Zoonoses de Sio Paulo.
Laboratdrio de Zoonoses e Doengas Transmitidas por Vetores.

4 - RESULTADOS

A representacéo dos resultados dos testes sorologicos realizados no presente estudo esta
demonstrada na TABELA 3.
TABELA 3 — Resultado da reatividade sorologica para a FIMB no sangue de cées amostrados
na area territorial urbana de Botucatu - SP, 2009.

RESULTADO N° DE CAES %
Reagente 6 0,94
N&o reagente 634 99,06
Total 640 100

Foi possivel observar que dos 640 cdes amostrados, 6 (0,94%) foram positivas a RIF,
apresentando titulo igual ou superior a 1:64.

Na TABELA 4 como na FIGURA 3, encontram:-se as respectivas localizagdes dos postos
de vacinacdo, as amostras reagentes e a distribuicdo dos resultados do teste de
imunofluorescéncia indireta. Das regides pesquisadas, verificou-se que no setor Leste, onde
esta situado o bairro Jardim Cristina, as duas amostras positivas a RIFI apresentaramttitulos
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de 1:128 e 1:256, no setor Central onde esta localizado a vila Sdo Luis, as duas amostras
apresentaram titulos de 1:64 e 1:128 e no setor Oeste, onde se encontra 0 Parque Marajoara,
as duas amostras apresentaramtitulos de 1:64 e 1:128.

TABELA 4 — Distribuicdo dos resultados do teste da imunofluorescéncia indireta para FMB
em 640 c8es, nos 5 postos de colheita de amoestras, na area territorial urbana de
Botucatu —SP, 2009.

m Titulo1:64
m Titulo1:128
m Titulo 1:256

Jd Cristina VilaSdoluis  PgMarajoara

FIGURA 3 - Variagao dos titulos soroldgicos reagentes para FIVIB e suas respectivas localizagbes no municipio
de Botucatu, 2009.
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AFIGURA 4 expressa as trés regides setoriais do Municipio onde foram observadas as
amostras reagentes a RIFI, a saber: regido Central (Vila Sdo Luiz), regido Leste (Jardim
Cristina) e regido Ceste (Parque Margjoara).
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FIGURA 4 - Distribuicio representativa da ocorréncia dos caes reagentes a RIFI, para a FMB na érea territorial
urbana de Botucatu, 2009.

Considerando-se uma populacdo canina com densidade homogénea nas regides
distribuidas pelo Municipio, foram amostrados 640 cdes e dentre eles encontrou-se Seis casos
suspeitos de FMB. Portanto, a propor¢ao de ocorréncias de caes suspeitos é igual a:

P =nUmero de c&es suspeitos

numero de caes amostrados

p=£ , p=0008 ou 93%

Intervalo de Confianca de 95%= p + (1,96) * _p(ln_ P)

0,00938(1—-0,00938)

IC () =0,00938 1,96*\/

640
IC(z)=0,00938 + 196*0,0033
IC(7)=0,00938 + 0,007448
IC (72') =0,001932 — 0,016828 ou 0,001932 < 7 <£0,016828

IC(7)=1,93%o0 +— 16,83 %0 ou 193%0< 7 < 16,83 %o
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Com base nos resultados das amostras reagentes para FMB, calculou-se a proporcéo de
ocorréncia de animais suspeitos, gue foi de 0,0093, ou seja9,3%o (por mil). Estabeleceu-se em
seguida um intervalo de confianca (1C) de 95% e obteve-se a proporcdo minima de 1,93%0ea
proporcéo maxi maude 16,85%60 0k animels sugpatas paraa FIVIB na area urbana do Municipio.

Estima-se que os casos suseitos, com nivel de 95% de confianga, situam-se entre 1,93%o
e 16,83%a Portanto, cons derando-se que a populacdo vacinada é da ordem de 19.022 cées,
espera-se, na confianca estabelecida, um minimo de 37 cdes e um méximo de 321 ces
suspeitos. Em seguida calculou-se a distribuicéo destes, segundo o setor pesquisado, levando-
se em consideracdo 0 nUmero de amostras por setor. Os resultados destes calculos estéo
expressos na HGURAS.

Se a populacéo canima total (29.788) apresentar caracteristicas semelhantes a vacinada,
estima-se para esta populacdo um nimero minimo de 58 caes suspeitos e um maximo de 502
cées suspeitos (FIGURA6).



Setor Norte
90 amostras
minimo 5 caes

maximo45
caes

Setor Oeste Setor Central Setor Leste
151 amostras 107 amostras 161 amostras
minimo9cdes —— minmo6cdes —— minimo9caes

méxi[no 76 méxi[no 54 méxi[no 81
caes caes caes

Setor Sul
131 amostras
minimo 8 caes

méxi[no 66
caes

FIGURA 5—Estimativa da propor¢&o minima e méxima de caes suspeitos para a FIMB distribuidos
geograficamente pelo municipio de Botucatu.

Observa-se, portanto que para os animais da populacdo alvo, no setor Norte, onde se
obteve 90 amostras, a proporcio de caes suspeitos esperados para a AVIB seria de no minimo
5 cées e no maximo 45 cdes, no setor Sul, onde se obteve 131 amostras, a proporcao de
suspeitcs esperados seria de no Minimo 8 caes e No Maximo 66 caes, no setor Leste, onde se
obteve 161 amostras poderia se esperar nominimo 9 c&es e no maximo 81 caes, no setor
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Oeste, onde se obteve 151 amostras seria de no minimo 9 cdes e No Maximo 76 ces e no setor
Central com 107 amoastras seria de no minimo 6 caes e Maximo 54 cées.

Ainda com base nas proporgdes minimes e maximas para 0 Municipio, foi possivel
calcular 0 nimero minimo e maximo esperado de ces suspeitos para a FMB na populagio
total estimada de cdes no municipio de Botucatu, gue no ano da presente pesquisa, era de
29.788 cées. Os resultados dos calculos revelaram que na populacdo total dos cdes de
Botucatu, poderia se esperar no minimo de 57 e no maximo de 502 cées suspeitos para FMB.
Estes resultados estéo expressos na Figura 6.

Cées do municipio

(29.789)

( N

Suspeitosde
__| Febre Maculosa

minimo57 caes

. J

Suspeitosde
_| Febre Maculosa
maximo502 caes

\ J

FIGURA 6 - Representacao da estimativa de ocorréncia minima e maxima dos animais suspeitos para FMIB da
populacdo canina do Municipio, no ano de 2009.



5—DISCUSSAO

Caes sdo considerados animais sertinela para AVIB segundo LEMOS (1996), atuando
também como amplificadores da populagdo de carrapatos, e por viverem muito proximos do
homem, tém grande importéancia na epidemiologia da doenca (TIRIBA, 1972).

Em uma regido onde ndo se tem notificagdo da ocorréncia da FMB no homem ou em
outras espécies animais, considerada, portanto como area ndo endémica, ndo é possivel
afirmmar com esta metodologia de diagndstico empregada no presente trabalho, que animais
positivos apresentavam a doenca, pois ha possibilicade de reagdes cruzadas especialmente
com a doenca meningocécica (ANGERAMI, 2006) e em épocas de chuves com a
leptospirose, pois o quadro dinico inicidl das duas doencas é muito parecido
(DEBERALDINI et al., 1996), ou ainda reacdo cruzada com outras riquetsioses (HORTA,
2002).

Entretanto, em area corsiderada endémica para a FMB onde entdo a bactéria esta
presente, as chances da sua disseminagdo e propagacdo sdo maiores do gue em areas nao
endémicas.Portanto, estes resultados soro epidemioldgicos precisam  ser  analisados
considerando este fator relevante.

A maioria dos estudos sobre as riquetsioses em humanos e hospedeiras amplificadores,
foram realizados em &reas endémicas, onde a ocorréncia de casos fatais se apresenta
freqente. A escolha do municipio de Botucatu foi oportuna, uma vez que o Estado de Sdo
Paulo apresenta elevada ocorréncia de casos de FIMB, com notificages registradas em quase
todas as areas do Estado (GALVAO, 1988).

Diante dos resultados esperados de animeis suspeitos dentre a populacéo total de caes
passiveis de amostrar foi possivel observar que 0 nUMero de Caes suspeitas no presente estudo
(6), estava abaixo dos valores esperados e isto pode estar relacionado ao fato de que o
municipio de Botucatu ndo esta localizado em regido endémica para FMB. Entretanto em uma
regido considerada ndo endémica, isto pode ser um indicio que a doenca esta presente sem
que se manifeste clinicamente e sem gue seja detectada, 0 que esta de acordo com Horta
(2002), que afirmou que, embora a RIFl ndo detecte especificamente infeccdo pela Ridkettsia
rickettsii, mas infeccdo por bactérias do grupo das riguetsioses, a bactéria pode estar
circulando naturalmente na regido ndo endémicas, mas em equilibrio, sem apresentar
sintomeas.
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Segundo Cardoso et al. (2004), os autores utilizando a mesma metodologia de
diagnastico, no municipio de Caratinga (MG), ndo encontraram amastras de Caes reagentes a
RIFI. Enquanto que Horta et a. (2004), em &rea encémica obtiveram 31,3% de cdes
reagentes, N0 municipio de Pedreira (SP).

Gs dados do presente estudo foram contrarics ainda, aos observados por Lemos et al.,
(1996a), quando pesquisaram anticorpos anti Richettsia rickettsii em cdes em regides nao
endémicas com a mesma metodologia de diagnostico, observando 12,9% de animais
reagentes, enquanto gue na presente pesquisa, observou-se 0,94% de caes reagentes ao teste
soroldgico.

Gs estudos realizados para pesquisa de riguétsia do grupo febre maculosa em cdes de
area endémica nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, e Espirito Santo apresentaram
resultados discrepantes, variando entre 8% e 69,6% (LEMOS et al., 1994; LEMOS et al.,
1996; PINTER et al., 2008).

\erificourse também nesta pesquisa, que todos os cinco setores analisados apresentavam
caracteristicas fisicas e ambientais favoraveis a multiplicacdo do vetor, constituides por
corregos, riachos, contendo arbustos e arvores nativas com relativa umidade no solo. Portanto
com condigOes para manutencao de diversos animeis participando do ciclo da doenga, ou
como hospedeiros priméarios ou acidentais. Aves domésticas e selvagens, mamiferos, roedores
selvagens e até animais de sangue frio como ofidios podem albergar a riquétsia
(NASCIMENTO; SCHUMAKER, 2004), principalmente gambas (Didelphis sp) por ser um
animal comum em areas urbanas e por ser um hospedeiro amplificador da bactéria (HORTA,
2006). Travassos e Vallejo (1942) desenvolveram um dos rarcs estudos sobre o papel das
capivaras na manutencao da FMB, concluindo gue estes animais podem apresentar um quadro
riquetsémico de pelo menos 10 dias, 0 gue aumentaria a dificuldade em se encortrar um
animal naturalmente infectado pela R. rickettsii. Contudo, o estudo da epidemiologia desta
doenca torna- s importante para 0 conhecimento dos focos naturais desta zoonose,
estabelecendo assim, os fatores de riscos existentes em determinados ecossistemas, a
circulagdo de agentes entre os animais domésticos e silvestres, a importancia do diagnastico,
subsidiando as agdes dos servigos de Satide Pdblica no Municipio. As doencas transmitidas
por carrapatos vem sendo um importante problema de sadde publica no mundo. O interesse
mundial pelas infecgBes humanas causadas pelo género Rickettsia é crescente devido a sua
incidéndia e distribuicio ser maior do que os estimados preliminarmente (GALVAQet al.,
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2003). Magnarelli et al., (1981), sugerem que para haver atividade riquetsial deve co existir
uma correlacéo de positividade entre vetores, hospedeiras e reservatdrios.

Pode-se observar diante dos resultados obtidos na presente pesuisa, gue as trés regioes
Que apresentaram amostras reagentes a RIFI sdo areas geograficamente dispersas pelo
Municipio, fato que pode estar relacionado a existéncia de condigdes favoraveis para a
manutencdo dos vetores e reservatorios em todo o Municipio, 0 que poderia favorecer a
instalacdo de um possivel surto epidémico da doenca. Diferente seria se as amostras reagentes
estivessem concentradas em um Unico setor da cidade, o que indicaria o foco da doenca
restrito, valendo entdo agles de investigacdo e controle da doenca por parte das equipes de
Salde s6 no local.

No caso de areas onde a transmisséo néo pode ser definida é recomendado entdo trabalho
de orientacdo por parte dos profissionais das Secretarias Municipais de Salde concentrado
nos grupos de risco especificos, como Médicos Veterinarios, carroceiras, produtores rurais,
tratadores de animais. Além das medidas preventivas, ndo pode ser negligenciado o fato de
Que quanto maior a populacio de carrapatos, maior o risco de se contrair a doenca (VIEIRA et
al., 2004).



6- CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir:

e Que 0s caes reagentes para a FIMB estdo difusos pela area territorial urbama do
municipio de Botucatu.

e A variacdo dos resultados sorologicos indica que pode haver possibilidade da
Rickettsia rickettsii, estar ativa no Municipio.

e Para a populagdo canina de aproximadanmente 30.000 caes, sao estimados um minimo
de 58 e um maximo de 502 caes suspeitcs para a FIMB no Municipio.
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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) € causada por bactérias do género Rickettsia e € uma
zoonose de grande importancia em Salde Publica. Transmitida por carrapatos do género
Amblyomma sp., é uma riguetsiose de ocorréncia reconhecida no pais. Casos humanos tém
sido descritos desde a década de 20, principalmente na regido sudeste do pais. Sua ocarréncia
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vem aumentando progressivamente nos Ultimos ancs e ja abrange grande parte do territorio
nacional. Entretanto ha pouca informagdo sobre a epidemiologia da doenca em areas nédo
endémicas, 0 que pode ser explicado por falhas no diagndstico e subnotificacdo. Com
letalidade de ateé 80% em cascs ndo tratados, a doenca é considerada um desafio do ponto de
vista dinico, pois exige precocidade no diagndstico e tratamento adequado. A doenca passou
a ser de notificagdo compulsdria no estado de Sao Paulo a partir de 2002. De 2003 a 2008
foram confirmados 240 casos de FIVIB em seres humanos emterritdrio paulista, com 71 dbitos
e letalidade que variou de 21,9% a 40,0%. Com o objetivo de iniciar estudos da vigilancia da
FMB no municipio de Botucatu, Estado de S&o Paulo, considerada area ndo endémica, foram
colhidas amostras de sangue de cdes que vieram para campanha anual de vacinagdo
antirrabica no ano de 2009, atraves de adesdo voluntaria dos proprietarios. As amostras de
um total de 640 cdes foram encaminhadas ao Centro de Controle de Zoonoses no municipio
de Sdo Paulo (CCZ/SP) e processadas pela técnica de reacdo de imunofiuorescéncia indireta,
que € considerada padrdo para diagnastico sorolgico da FIMB. Dentre as amostras analisadas,
seis apresentaram reagentes para a FMB frente a técnica realizada, resultado este, que
contribuira de forma a consubstanciar informagBes junto aos orgacs de satide do municipio,
servindo para futuras estratégias de cortrole e prevencéo desta enfermidace.

Palavras-chave: Febre Maculosa Brasileira. Rickettsia. Cao.

ESTIMATION OF SPOTTED FEVER IN DOGS FOR THE SURVEILLANCE AND
MONITORING ANTHROPOZOONQOSIS IN THE CITY OF BOTUCATU, STATE OF
SAO PAULC.

ABSTRACT

Brazilian spotted fever (BSF) is caused by bacteria of the genus Rickettsia and is a zoonosis
of great importance in public health. Transmitted by Amblyomma sp., is a recognized
rickettsial disease occurring inthe country. Human cases have been described since the 20,
especially in the southeast of the country. Its occurrence has been increasing steadily in recent
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years and now covers much of the country. However there is little information on the
epidemiology of the disease in non-endemic areas, which can be explained by failures in
diagnosis and underreparting. With a fatality rate of up to 80% in untreated cases, the disease
is considered a challenge from a dinical standpoint, it requires early diagnosis and
appropriate treatment. The disease became natifiable in the state of Sdo Paulo from 2002.
From 2003 to 2008 were 240 confirmed cases of BSF in humans in the state territory, with 71
deaths and mortality rates ranged from 21.9% to 40.0%. In order to initiate studies of BSF
sunveillance in Botucatu, Sdo Paulo, corsidered non-endemic area, blood samples were
collected from dogs that came to the annual campaign rabies vaccination in 2009, through the
voluntary owners. Samples froma total of 640 dogs were sent to the Zoonosis Control Center
in So Paulo (CCZ / SP) and processed by the technique of indirect immunofluorescence,
which is considered standard for serological diagnosis of BSF. Among the samples analyzed,
six-reactive to the front of the BSF technique performed, a result which will help to
substantiate the information from health agencies in the city, serving for future strategies for
control and prevention of this disease.

Keywords: Brazilian spotted fever. Rickettsia. Dog.

RESUMEN

ESTIMACION DE LA FIEBRE MANCHADA EN LOS PERROS PARA LA
VIGILANCIA'Y EL CONTROL ANTROPOZOONOSIS EN LA CIUDAD DE
BOTUCATU, ESTADO DE SAO PAULO.

Brasil la fiebre manchada (BSF) es causada por bacterias del género Rickettsia y es una
zoonosis de gran impartancia en la salud publica. Transmitida por garrapatas del género
Amblyomma., Es una enfermedad reconocida por rickettsias ocurren en el pais. Los casos
humanos se han descrito desde los afios 20, especialmente en el sureste del pais. Su presencia
ha ido aumentando constantemente en los Ultimos afios y ahora cubre gran parte del pais. Sin
embargo, existe poca informacion sobre la epidemiologia de la enfermedad en areas no
endémicas, lo cual puede explicarse por fallas en el diagndstico y de informacion. Con una
tasa de mortalidad de hasta un 80% de los casos no tratados, la enfermedad se considera un
desafio desce el punto de vista clinico, se requiere un diagnastico temprano y tratamiento
adecuado. La enfermedad se convirtié en obligatoria en el estado de Sao Paulo de 2002. De
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2003 a 2008 fueron 240 los casos confinrmados de la Federacion en los seres humanos en el
territorio estatal, con 71 defunciones Y las tasas de mortalidad variaron del 21,9% al 40,0%.
Con el fin de iniciar los estudics de BSF vigilancia en Botucatu, S&o Paulo, considerada no
endemica zora, tomaron muestras de sangre de los perrcs que llegaron a la camparia de
vacunacion antirrabica anual de 2009, a través de los voluntarios propietarios. Las muestras
de un total de 640 perros fueron enviados al Centro de Control de Zoonosis, en Sdo Paulo
(CCZ/ SP) y procesadas por la técnica de inmunofluorescencia indirecta, que se considera
estandar para el diagnéstico seroldgico de BSF. Entre las muestras analizadas, seis-reactiva en
la parte delantera de la técnica de FMB a cabo, un resultado que le ayudara a corroborar la
informacion de las agencias de salud en la ciudad, que sirve para futuras estrategias de cortrol
y prevencion de esta enfermedad.

Palabras clave: fiebre manchada de Brasil. Rickettsia. Perros

INTRODUCAO

O principal agente causador da Febre Maculosa Brasileira € a bactéria denominada
Rickettsia rickettsii. Trata-se de uma bactéria intracelular obrigatdria da Ordem Rickettsiales,
Familia Rickettsiaceae. A bactéria gram negativa é encontrada em células intestinais,
glandulas salivares e ovarics de artropodes, necessitando de células eucariontes de
hospedeiras e ou vetores artropodes para se multiplicarem (1-2).

Diversos animais auxiliam na manutencdo do ciclo da doenca, participando como
hospedeircs primarios ou acidentais. Aves domeésticas e selvagens, mamiferos, roedores
selvagens e até animais de sangue frio como ofidios podem albergar algumeas das riquétsias
).

A transmissdo da FIVIB ocarre através da salivagao do carrapato infectado no mamento
do repasto sanguineo. Isto ocorre em um periodo de 4 a 6 horas apos se fixar no hospeckiro,
quando o artrépode regurgita o contelido com a bactéria, que penetra no hospedeiro através do
sitio de fixagdo. Qutra maneira € através da contaminacdo na pele do hospeceiro pelo
esmagamento do carrapato, que pode ocorrer, caso 0 Vetor seja retirado erroneamente (4).

Eqiinos e cées sao considerados animais sentirela para FMB (5), atuando também como
amplificadores da populacdo de carrapatcs, e por viverem muito proximoes do homem, tem
grande importancia na epidemiologia da doenca (6).
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No céo, os sinais clinicos sao febre, anorexia, cefaléias, letargia, nduseas, deficiéncia
vestibular com nistagmo e incoordenacio matora. As seqielas pds riquetsemia podem incluir
lesBes neuroldgicas e visuais e amputacdo de extremidades, entre outras consideradas menos
frequentes (7). Existe uma subnotificacdo dos casos de febre maculosa em razéo do seu
diagnéstico dinico, pois pode ser confundida com outras doencas, como doenca
meningococica (8), e em épocas de chuvas com a leptaspirose, pois 0 quadro clinico inicial
das duas doencas € muito parecido (9).

A confirmaco laboratorial pode ser feita através da pesquisa de anticorpaos especificos,
presentes alguns dias apds 0 aparecimento da doenca, atraves do isolamento do agente em
amostras de sangue ou bidpsia de pele e por amostras de carrapatos coletados no paciente
(10).

1 A Reacio de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € a prova recomendada pela OMS
como inquérito padrdo a ser utilizado no diagnostico das rickettsioses. (11), contudo, a
amostra somente sera considerada reagente a RIFI, quando apresentar titulo maior ou igual a
1:64 (12). E uma metodologia simples, econdmica e com uma sensibilidade acima de 90%
).

A medida preventiva mais eficaz para Febre Maculosa Brasileira é o controle da
populacéo de carrapatos a niveis minimos (4).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no municipio de Botucatw/SP, Brasil, onde foram colhidas
as amestras de sangue dos caes durante a 412 campanha de vacinacdo anual contra a Raiva de
C&es e gatos no ano de 2009.

As amostras foram colhidas de maneira que houvesse representacdo proporcional de
animais em cada uma das cinco regides setoriais do Municipio (figura 1), ndo levando em
consideracdo sexo, raga ou idade dos caes. Para isto foram escolhidos os postos de vacinagéo
na regido Norte (Jardim Continental), regido Sul (COHAB 1), regido Leste (Jardim Cristina),
regido Qeste (Parque Margjoara) e regido Central (Vila Sao Luiz).
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Para a construcdo do intervalo de confianca para a proporcdo de cascs SUSPeitos,
utilizou-se o procedimento de estimacdo par intervalo que consiste em estabelecer limites
simétricos em relacdo ao centro (dado pela estimativa portual da proporcdo) com
afastamentos proporcionais (nivel de confianga adotado, no caso, 95%) ao erro padrédo do
estimador. Desta maneira, os limites no presente estudo ficaram definidos por:

Intervalo de Confianca de 95%=p + (1,96) *ep onde,
p = propor¢ao amostral
ep =erro padréo amostral da proporgéo

ep= p(lr: p)

A partir dos limites de 95% de confianca para a proporcéo de casos suspeitos da FIVB,
foi determinado o numero minimo e maximo de c&es suspeitos na populacéo vacinada; em
sequida, esses valores foram distribuidos proparcionalmente as regides correspondentes aos
cinco pontos de amostragem.

Para melhor entendimento do célculo, procedeuse da seguinte maneira: o total de
Casos suspeitos minimos (ou maximos) corresponcde aos 100% enquanto o total da regiéo a x.
O nlmero de cdes da regido € dado (arredondamento para valor inteiro) por
P...ix. (%) * N°mini . : _ : - .
n, = Reginol 0)100 ninimo (c&es). Procedimento similar realizou-se substituindo o ndimero

minimo pelo nlmero maximo.

RESULTADO E DISCUSSAO

Na tabela | como na figura I, estdo distribuidos os resultados com as respectivas
localizagOes dos postos de vacinagOes. Das regies pesquisadas, \erificouse gque no setor
Leste, onde esta situado o bairro Jardim Cristing, as duas amostras positivas a RIFI
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apresentaram titulos de 1:128 e 1:256, no setor Central onde esta localizado a vila Sao Luis,
as duas amostras apresentaram titulos de 1:64 e 1:128 e no setor Oeste, onde se encortra o
Parque Margjoara, as duas amostras apresentaramtitulos de 1:64 e 1:128.

Considerando-se uma populagdo canina com densidade homogénea nas regides
distribuidas pelo Municipio, foram amostrados 640 c&es e dentre eles encontrou-se seis casos
suspeitos de FMB. Portanto, a propar¢ao de ocarréncias de cées suspeitos € igual a:

P =nUmero de C&es suspeitos

ndmero de caes amostrados

6

— p=00098 i 93%
640

p:

Intervalo de Confianca de 95%=p + (1,96) * _p(ln— P)

0,00938(1— 0,00938)

IC () =0,00938 + 1,96*\/

640

IC () =0,00938 + 1,96*0,0033

IC(z)=0,00038 + 0,007448

IC(~)=0,001932 — 0,016828 ou 0,001932 < 7 < 0,016828
IC () = 1,93 %0+ 16,83 %0 U 1,98%0< 7 <16,83%o

Com base nos resultados das amostras reagentes para FIMB, calculou-se a proporcéo de
ocorréncia de animais suspeitos, que foi de 0,0093, ou seja9,3%o (por mil). Estabeleceu-se em
seguida um intervalo de confianca (1C) de 95% e obteve-se a propor¢éo minima de 1,93%0ea
proporcéo Maxi maude 16,85%0 e animels suspatas peraa FIVIB na area urbana do Municipio.

Com base nas proporgdes minimas e maximas para 0 Municipio e levando-se em
consideragdo o total de 19.022 cdes vacinados na campanha de vacinagdo, foi possivel
calcular o minimo e 0 maximo esperados de animais suspeitcs paraa FIVIB dentre os animais
vacinados, que foi de 37 e 321 caes respectivamente. Em seguida calculou-se a distribuicéo
destes, segundo o setor pesquisado, levando-se em consideracdo o nimero de amostras por
setor.

Gs resultados revelaram que, para os animais vacinados, no Setor Norte, onde se obteve
90 amostras, a proporcdo de caes suspeitos esperades para a Febre Maculosa € de no minimo
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5 cdes e no maximo 45 cées, no Setar Sul, onde se obteve 131 amostras, a proporcdo de
suspeitos esperados € de no minimo 8 c&es e no Maximo 66 cdes, no Setor Leste, onde se
obteve 161 amostras é de no minimo 9 c&es e no maximo 81 cées, no Setor Oeste, onde se
obteve 151 amostras esperava-se no minimo 9 caes e N0 maximo 76 caes e no Setor Central
com 107 amostras esperava-se no minimo 6 cdes e maximo 54 caes (figura 111).

Seguindo 0 mesmo raciacinio dos cdes vadinados e usando mesmo procedimento dos
célculos estatisticos, foi analisada a populacdo canina do Municipio em 2009 (29788) e
observa-se um minimo e um maximo esperado de 57 e 502 cées suspeitos respectivamente
(figura IV).

Caes sdo considerados animais sentinela para FIVIB segundo LEMOS (1996) (5), atuando
também como amplificadores da populagéo de carrapatos, e por viverem muito proximos do
homem, t8m grande importancia na epidemiologia da doenca (6).

No presente estudo, observaram-se seis amostras reagentes a RIFI. Entretanto em uma
regido considerada ndo endémica, isto pode ser um indicio que a doenca esta presente sem
que se manifeste clinicamente e sem que seja detectada, 0 que esta de acordo com Horta
(2002) (14), que afirmou que embora a RIFI ndo detecte especificamente infeccdo pela
Rickettsia rickettsii, mas infeccdo por bactérias do grupo das riquetsioses, os dados
encontrados na literatura sugerem que a riquétsia pode estar circulante naturalmente em
regides ndo endémicas em equilibrio, sem apresentar sintomas.

Segundo Cardoso et al. (2004) (15), utilizando a mesma metodologia de diagnastico, no
municipio de Caratinga (MG), ndo encontraram amastras de cées reagentes a RIFI. Enquanto
que Horta et al. (2004) (14), obtiveram 31,3% de soro positividade em cdes, no municipio de
Pedreira (SP).

Os dados do presente estudo foram contrérics ainda, acs observadaos por Lemos et al.,
(1996) (5), quando pesquisaram articorpos anti Richettsia rickettsii em cdes em regides ndo
endémicas com a mesma metodologia observando positividade em 12,9% dos animais.

Gs estudos realizados para pesquisa de riguétsia do grupo Febre Maculosa em cées de
area endémica nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, e Espirito Santo apresentaram
resultados discrepantes, variando entre 8% e 69,6% (5-16).
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Verificouse através da analise estatistica, que o resultado sorologico da FIVIB acs caes
amostrados na area urbana de Botucatu neste projeto de pesquisa foi de 0,94%, diferente
quando comparada a outro estudo (12,9%) oltido também em area ndo endémica (16).

\erificowrse tamém nesta pesquisa, que todos os cinco setores analisados,
apresentavam caracteristicas fisicas e ambientais favoraveis a multiplicacdo do vetor,
constituidas por corregos, riaches, formados por arbustos e arvores natives com relativa
umidade no solo. Diversos animais auxiliam na manutencio do ciclo da doenca, participando
como hospedeiros priméarios ou acidentais. Aves domésticas e selvagens, mamiferos, roedores
selvagens e até animais de sangue frio como ofidics podem albergar a riquétsia (3),
principalmente gambés (Didelphis sp) por ser um animal comum em areas urbanas e por ser
um hospedeiro amplificador da bactéria (17). Travassos e Vallegjo (1942) (18) desenvolveram
um dos raros estudos sobre vertebrados em pesquisa brasileira. Os autores maostraram gue as
capivaras podem apresentar um quadro riquetsémico de pelo menos 10 dias. Estes estudos
moastram a dificuldade em se encontrar um animal naturalmente infectado pela R. rickettsii.
Contudo, o estudo da epidemiologia desta doenca, torna- se importante para o conhecimento
dos focos naturais desta zoonose, estabelecendo assim, os fatores de riscos existentes em
determinados ecossisterres, a circulacdo de agentes entre 0s animais domésticos e silvestres, a
importancia do diagndstico, subsidiando as agOes dos senvicos de Salde Publica no
Municipio. As doengas transmitidas por carrapatos vVem sendo um importante problema de
salide publica no mundo. O interesse mundial pelas infecgdes humanas causadas pelo género
Rickettsia é crescente devido ao fato de que a sua incidéncia e distribuicio sdo maiores do que
os estimados preliminammente (19). Magnarelli et al., (1981) (20), sugerem que para haver
atividade riquetsial deve co existir uma carrelacéo de positividade entre vetores, hospedeiros e
reservatorios.

Pode-se observar diante dos resultados oltidos nesta pesquisa, que as trés regides que
apresentaram amostras reagentes a RIF estavam dispersas nas areas geograficamente
distribuidas pelo Municipio, isto pode estar relacionado ao fato da existéncia de condigdes
favoraveis para a manutencdo dos vetores e reservatorios em todo o Municipio, 0 que
favoreceria a instalagdo de um possivel surto epidémico da doenca. Diferentemente do gue se
as amostras reagentes estivessem em um Unico setor na area urbana de Botucatu, o que
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poderia indicar que o foco da doenca estivesse restrito a uma regido especifica, sugerindo gque
alguns fatores estariam favorecendo a presenca do agente naguela regido, o que poderia
contribuir para as agdes de investigacdo e controle da doenca por parte das equipes de Sauide.

No caso de areas de transmissdo néo reconhecida e recomendado trabalho de orientagdo
por parte das Secretarias Municipais de Salide em grupos especificos de risco, como Medicos
\feterinarios, carroceiros, produtores rurais, tratadores de animais. Além das medidas
preventivas, vale ressaltar que quanto maior a populagio de carrapatos, maior o risco de se
contrair a doenca (4).

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir:

e Que 0s cdes reagentes para a FIVB estao difusos pela area territorial urbara do
municipio de Botucatu.

e A variacdo dos resultados soroldgicos indica que pode haver possibilidade da
Rickettsia rickettsii, estar ativa no Municipio.

e Para a populagdo canina de aproximadamente 30.000 cées, sdo estimados um minimo
de 58 e um maximo de 502 caes suspeitcs para a FIMB no Municipio.
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ESTIMATIVA DA FEBRE MACULOSA EM CAES PARA AVIGILANCIAE
MONITORAMENTO DA ANTROPOZOONOSE NO MUNICIPIO DE BOTUCATU,
NO ESTADO DE SAQ PAULO.

Figura | - Mapa da area territorial urbana de Botucatu —SP, indicando os cinco postos
onde foramrealizadas as colheitas das amostras para a pesquisa.
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ESTIMATIVA DA FEBRE MACULOSA EM CAES PARA AVIGILANCIAE
MONITORAMENTO DA ANTROPOZOONOSE NO MUNICIPIO DE BOTUCATU,
NO ESTADO DE SAQ PAULO.

Tabela | - Distribuicdo dos resultados do teste da imunofluorescéncia indireta para AVIB em
640 cdes, nos 5 postos de colheita de amostras, na area territorial urbana de Botucatu — SP,
2009.




ESTIMATIVA DA FEBRE MACULOSA EM CAES PARA AVIGILANCIAE
MONITORAMENTO DA ANTROPOZOONOSE NO MUNICIPIO DE BOTUCATU,
NO ESTADO DE SAQ PAULO.

Figura Il - Variagio dos titulos sorol6gicos reagentes para FIVIB e suas respectivas localizages no municipio
de Botucatu, 2009.

m Titulo1:64
m Titulo1:128
= Titulo 1:256
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Setor Norte
90 amostras
minimo 5 caes

maximo45
caes

Setor Oeste Setor Central Setor Leste
151 amostras 107 amostras 161 amostras
minimo9cdes ——— minimo6cdes ——— minimo9caes
maximo 76 maximo 54 maximo81
caes caes caes

Setor Sul
131 amostras
Minimo 8 caes

Maximo 66
caes

FIGURA 111 - Proporgdo minima e méxima de cdes suspeitos paraa FMB distribuidos geograficamente pelo
municipio de Botucatu.
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Cées do municipio

(29.789)

a D

Suspeitosde
| Febre Maculosa

minimo57 caes

\. J

( )

Suspeitosde
_| Febre Maculosa
maximo502 caes

\ J

FIGURA IV - Representacdo da estimativa de ocorréncia minima e maxima dos animais suspeitos para FMB da
populagéo canina do Municipio, no ano de 2009.
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9. ANEXO1

IDENTIFICACAO DO ANIMAL

SEXQO/CASTRADO IDADE
FEMEA <12 MESES




	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA
	2. OBJETIVOS
	3 - MATERIALEMÉTODOS
	4. RESULTADOS
	5. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO
	ANEXO

