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RESUMO

A febre maculosa brasileira (FMB) é uma doenca infecciosa aguda, cujo agente etiolégico
mais conhecido € a Rickettsia rickettsii, bactéria Gram negativa intracelular obrigatéria e
transmitida por meio da picada de carrapatos infectados. Vdrios animais silvestres e
domésticos tém papel crucial na epidemiologia da febre maculosa por desenvolverem
riquetsemia tempordria, possibilitando a infeccdo de novas geragdes de carrapatos e
também por servirem de dispersores do vetor infectado facilitando a transmissdo para seres
humanos. O objetivo deste trabalho € estudar a soropositividade de equinos para riquétsias
em dreas com e sem notificacdo de casos de FMB e identificar as espécies de carrapatos
presentes. Foram investigadas quatro dreas consideradas com transmissao de FMB
comprovada em Amparo, Valinhos, Jaguariina e Piracicaba, e quatro areas consideradas
sem transmissao em Sao Pedro, Rio Claro, Braganca Paulista e Atibaia, todas situadas na
bacia do rio Piracicaba, estado de Sao Paulo. Foi realizado inquérito sorol6gico de equinos
(n = 504) encontrados em propriedades das dreas investigadas, utilizando-se reacdes de
imunofluorescéncia indireta para os antigenos R. rickettsii, R. belli e R. parkeri. Entre as
amostras de sangue examinadas, 183 (36,3%) foram reagentes, sendo 110 (60,1%) de dreas
com notificacdo e 73 (39,9%) em dreas sem notificacio de casos humanos. Além do
inquérito sorolégico também foram coletados 492 carrapatos do género Amblyomma sendo
encontrados 127 adultos das espécies, Amblyomma cajennense (25,8%), 13 Amblyomma
dubitatum (2,6%), além de 352 ninfas (71,5%). A investigacdo da infeccdo por R. rickettsii
utilizando-se a técnica de PCR foi negativa para todos os carrapatos coletados. Os
resultados chamaram a atencdo para a alta prevaléncia de equinos sororeagentes em
municipios com e sem notificacdo de casos, destacando-se Braganca Paulista e Rio Claro,
considerados municipios em alerta. Ressalta-se a necessidade de maior vigilancia e
investigacdo nos municipios sem notificacdo de FMB. A maior prevaléncia da espécie A.
cajennense em todas as areas de estudo reforcam a hipétese do risco de ocorréncia da FMB

em todos os municipios estudados.
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ABSTRACT

Brazilian spotted fever (BSF) is an acute infectious disease, whose best-known etiologic
agent is Rickettsia rickettsii, an intracellular Gran negative bacterium, transmitted by the
bite of infected ticks. Several wild and domestic animals play a crucial role in the
epidemiology of spotted fever, developing a temporary rickettsemia, allowing the infection
to new generations of ticks and also serving as a dispersal vector infected, facilitating
transmission to humans. The aim of this work is to study the serapositivity of horses for
rickettsiae in areas with and without reported cases of BSF and identify the ticks species
presents. Four areas considered with proven BSF transmission were investigated, Amparo,
Valinhos, Jaguaritina and Piracicaba, and four areas considered without transmission, San
Pedro, Rio Claro, Braganca Paulista and Atibaia, all located in Piracicaba river basin, Sdo
Paulo State. Serological survey of horses (n= 54) found in the investigated properties areas
was performed using the indirect immunofluorescence assay for antigens R. rickettsii , R.
parkeri and R. belli. Among blood sample processed 183 (36.3 %) were reagents, 110
(60,1%) of areas with reported human cases and 73 (39.9 %) of areas without reported
human cases. Besides serological survey also 492 ticks of the genus Amblyomma were
collected and were found 127 adults species of Amblyomma (25.8 %), 13 Amblyomma
dubitatum (2.6%), and 352 nymphs (71,5 %). The investigation of infection by R. rickettsii
using the PCR was negative for all ticks collected. The results demonstrated high
prevalence of reactive serum of horses in areas with and without reported human cases,
highlighting Braganca Paulista and Rio Claro, considerate areas on alert. We emphasize the
need for increased monitoring and research in the counties with no reported cases. The
highest prevalence of the species A. cajennense in all areas of study reinforces the

hypothesis of the risk of BSF occurrence in al municipalities.
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1. INTRODUCAO
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1.1. Febre Maculosa Brasileira

A febre maculosa, inicialmente denominada febre maculosa das Montanhas
Rochosas foi identificada pela primeira vez no estado de Idaho, nos Estados Unidos no
final do século XIX. Em 1906, o agente etiologico, foi descrito por Howard Taylor
Ricketts, que identificou também o carrapato como principal vetor de transmissdo (Piza et
al., 1932, Walker, 1989).

A febre maculosa brasileira (FMB) € uma doenca infecciosa aguda, cujo agente
etiolégico, Rickettsia rickettsii, ¢ uma bactéria Gram negativa intracelular obrigatdria, com
tropismo por células endoteliais dos hospedeiros vertebrados. Esta bactéria sobrevive por
pouco tempo fora do hospedeiro sendo transmitida para humanos e outros animais por
diferentes espécies de carrapatos. E considerada a mais importante riquetsiose descrita no
Brasil.

Fatores ecoldgicos e ambientais desempenham um papel importante na distribui¢ao
da doenga, influenciando diretamente a viabilidade e reproducdo de vetores, além de
oportunidades de infec¢do por riquétsia e de exposi¢do humana (Szab6 et al., 2013). A
sazonalidade da incidéncia da doenca estd relacionada ao ciclo de vida do carrapato e sua
atividade, promovendo maior contato com o ser humano. Os carrapatos sdo encontrados em
pastos e gramados, preferencialmente sombreados e proximos a rios e lagos (S4 del Fiol et
al., 2010).

No Brasil, a doenga foi reconhecida pela primeira vez no estado de Sdo Paulo em
1929, em dreas suburbanas da capital. Posteriormente foi identificada em outras regides do
Estado e também em Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Santa Catarina e Bahia
(Dias e Martins, 1939; Del Guercio et al., 1997, Galvao et al., 2005). Entre 1929 e 1933, 88
casos foram relatados no Estado sendo que 76 ocorreram na capital € 12 em municipios no
interior (Dias e Martins, 1939).

A partir de 1980 passou a ser observada com maior frequéncia no estado de Sao
Paulo, sempre com altas taxas de letalidade, ao redor de 40% (Katz et al., 2009). Tem sido
considerado um importante problema de saide publica, devido a expansdo das dreas de
notificacdo de casos, a ocorréncia de transmissdo urbana e a alta taxa de letalidade

(Angerami et al., 2012)
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A letalidade da doenca varia de acordo com a espécie de riquétsia envolvida, a
capacidade dos servicos suspeitarem do diagndstico e do tratamento precoce.

Em geral a FMB tem duas fases clinicas distintas, um estdgio inicial com cefaleia,
mialgia, ndusea, vomito e dor abdominal, seguido por exantema maculopapular em 50%
dos pacientes. Com a progressdo da doenca observa-se disseminacdo do exantema com
evolucdo para um padrio petequial difuso, dificuldade respiratéria e distirbios
neurolégicos, sendo fatal em grande parte dos casos (Angerami et al., 2009; Silva Costa et
al., 2011)

Na ultima década no Brasil o maior nimero de casos ocorreu em Sao Paulo, onde
foram confirmados em 2012, 68 casos que resultaram em 37 mortes, com taxa de letalidade
de 54%. Destaca-se a FMB como a doenca vetorial com as maiores taxas de letalidade na
regido Sudeste do Brasil (Moraes-Filho et al., 2009, CVE, 2012).

De acordo com o Centro de Vigilancia Epidemiol6gica (CVE), de 1998 a 2012
foram registrados 519 casos confirmados de FMB, sendo que destes 415 (80%) ocorreram
em 31 municipios pertencentes a regido de Campinas, particularmente na regido da bacia do
rio Piracicaba (Pinter, 2009). A regido se classifica como &4rea de risco no Estado,
justificando-se investigacdes sobre aspectos epidemioldgicos da doenca, a ocorréncia e
distribui¢do de vetores e o papel de reservatdrios e hospedeiros.

A figura 1 apresenta taxas de notificagdo de casos suspeitos por 100 mil habitantes
em diferentes regides do estado de Sao Paulo, mostrando alto risco nas regides dos vales
dos rios Piracicaba, Paranapanema a oeste e a nordeste do estado, respectivamente.

A regido de Campinas, no periodo de 1985 a 2000 apresentou 47 casos confirmados,
sendo que 19 foram diagnosticados em Pedreira e 25 em Jaguariuna, Campinas e Amparo.
Em Pedreira, a doenca foi considerada um problema em ascensdo e grave tendo em vista a
alta ocorréncia de Obitos (Lima, et al., 2003). A partir destas ocorréncias, a regido foi
considerada area de risco com crescente notificacdo de casos e expansdo de municipios
onde a doenga passou a ser diagnosticada.

A bacia do rio Piracicaba € considerada regido de risco devido a alta incidéncia da
FMB no Estado justificando-se estudos que vinculam a ocorréncia de casos humanos,

espécies de carrapatos e sua infeccio pela R. rickettsii e a soropositividade dos equinos.
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Figura 1. Taxa de notificacio de casos suspeitos de Febre Maculosa Brasileira por 100.000 habitantes,
notificadas pelos grupos de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Sdo Paulo, Brasil, no periodo de

janeiro de 2007 a junho de 2011.

Taxa de notificagao (por 100.000 habitantes)

W<
B-10a20
B >20a4,0
> 40a10,0

B > 10,0 a 30,0
M 30,0

Fonte: Boletim epidemiolégico — SUCEN, 2012

No estado de Sao Paulo, tem sido observado maior percentual de casos em homens
maiores de 10 anos de idade, embora a doenga tenha sido descrita em larga faixa etdria, de
3 a 59 anos. Acredita-se que situacdes de exposicdo no lazer e/ou trabalho estdo
relacionadas ao parasitismo por carrapato e sdo fatores de risco de infec¢do (Katz et al.,
2009).

A Vigilancia Epidemiologica da FMB

No Brasil, a FMB foi incluida na lista Nacional de Doencgas de Notificacao
Compulsoria, do Ministério da Saude, pela portaria GM/MS n° 1.943, de 18 de outubro de
2001. A partir de 2007, passou a integrar o Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificagdo (versdao Sinan NET).
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Atualmente a classificacdo das diferentes regides do estado de Sao Paulo quanto a

transmissdo da FMB se divide em:

Areas de risco, locais onde hd populagdes de carrapatos estabelecidas,
condicdes ambientais favordveis, presenca de residentes ou visitantes e pelo
menos um caso confirmado;
Areas de alerta, respeitam os mesmos critérios acima, exceto a presenca de
caso confirmado da doenga;
Areas silenciosas, dreas onde nio houve casos humanos confirmados e nio

foi realizada pesquisa acarolégica (Pinter, 2009).

A vigilancia da FMB compreende a vigilancia epidemioldgica e ambiental dos

vetores, reservatorios e dos hospedeiros, tendo como objetivos (Brasil, 2009):

Detectar e tratar precocemente os casos suspeitos visando reduzir letalidade;
Investigar e controlar surtos, mediante ado¢cao de medidas de controle;
Conhecer a distribui¢do da doenca, segundo lugar, tempo e pessoa;
Identificar e investigar os locais provaveis de infeccao (LPI);

Recomendar e adotar medidas de controle e prevengao.

Os vetores implicados na transmissdo da FMB em Sao Paulo sdo os carrapatos da

espécie Amblyomma cajennense € Amblyomma aureolatum que também se alimentam em

seres humanos e sdo infectados por R. rickettsii. O carrapato A. dubitatum que parasita

principalmente capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), tem sido relatado também

infectado por R. parkeri € R. belli além da R. rickettsii (Pinter e Labruna, 2006).

O carrapato A. cajennense é considerado na regido Sudeste do Brasil, o principal

vetor da doenca, principalmente suas formas imaturas devido a sua baixa especificidade

hospedeira sendo bastante agressivas para o ser humano e animais domésticos. (Freitas et

al., 2010).
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1.2 Vetores da FMB

O Amblyomma sp é responsavel pela manutencao da R. rickettsii na natureza devido
a transmissdo transovariana e perpetuacdo transestadial. Os carrapatos machos podem
transmitir a riquétsia por meio de fluidos corporais durante a copula. Essas caracteristicas
permitem que o carrapato permaneca infectado durante toda a sua vida e dissemine a
bactéria para novas geracdes (Raoult et al., 2005).

O género Amblyomma tem aproximadamente 130 espécies descritas, sendo 29 destas
encontradas no Brasil. Este ixodideo apresenta baixa especificidade hospedeira, parasitando
diversos mamiferos, inclusive o homem, sendo encontrado com grande frequéncia em
equinos (Martins et al., 2010).

No Brasil, duas espécies de carrapatos, A. cajennense e A. aureolatum, sao
considerados os principais vetores da FMB que podem se alimentar em humanos e podem
ser infectados por R. rickettsii. Embora haja controvérsias sobre o parasitismo humano pelo
A. dubitatum, sua importancia médica se baseia principalmente numa possivel participagao
no ciclo enzodtico de riquétsias na natureza, ja que as capivaras sao consideradas potenciais
reservatorios de R. rickettsii. Além disso, grandes populagdes de A. dubitatum tém sido
encontradas, juntamente com a espécie A. cajennense, em alguns focos de febre maculosa
na regido Sudeste (Labruna, et al., 2004a; Guedes e leite, 2008).

Amblyomma cajennense

E uma espécie de carrapato da ordem Ixodida, familia Ixodidae, sub familia
Amblyonminae com ampla distribuicio na regido neotropical, com populagdes de
carrapatos do sul do Texas nos Estados Unidos ao sul da América do Sul. Esta espécie de
carrapatos possui trés hospedeiros durante seus estdgios de vida (Figura 3) e tem um ciclo
de vida de um ano (Figura 3). A eclosdo dos ovos ocorre no verdo e as larvas procuram por
hospedeiros durante o outono, fator desencadeado devido a diminuicdo da temperatura e da
duragdo do dia. Portanto as larvas predominam no outono e inverno, ninfas no inverno e
primavera, e adultos na primavera e verdao (Savina, 2004; Savina et al., 2006). (figura 4)

Altas infestacdes ambientais de carrapatos na regido Sudeste do Brasil tém sido
registradas e associadas a equinos e capivaras, que sao hospedeiros especificos dos estdgios

adultos do vetor (Labruna, et al., 2011a). Investigagdes acarologicas no estado de Sdo
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Paulo mostram concentracdo de carrapatos da espécie principalmente nas bacias do rio
Piracicaba e Paranapanema a nordeste e oeste do Estado, respectivamente (Figura 2). Sao
considerados o principal vetor da doenca, principalmente suas formas imaturas devido a sua
baixa especificidade hospedeira sendo bastante agressivas para o ser humano e animais

domésticos (Freitas et al., 2010).

Figura 2. Distribui¢do dos municipios com investigagdo acaroldgica positiva para A. cajennense e

A. dubitatum. Estado de Sao Paulo, periodo de 2003 a 2010.
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Fonte: Boletim epidemioldgico — SUCEN, 2012
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Figura 3. Ciclo Bioldgico do Amblyomma cajennense
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Figura 4. Dinamica sazonal do carrapato Amblyomma cajennense na regido Sudeste
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A maior parte dos casos de FMB ocorre durante a estacdo de ninfa (de junho a
outubro), em decorréncia da maior agressividade destas em humanos e ao tamanho menor
do vetor, o que pode dificultar a sua retirada. Experimentos em laboratério demonstram
competéncia vetorial mais baixa das larvas infectadas comparadas a alta competéncia
vetorial das ninfas (Pinter et al., 2002).

O carrapato A. cajennense mantém R. rickettsii na natureza pois permanece
infectado durante toda a sua vida e também por muitas geracdes apds uma infeccao
primdria. Portanto, além de vetores, os carrapatos sdo verdadeiros reservatorios da riquétsia
na natureza, uma vez que todas as fases evolutivas sdao capazes de permanecer infectadas no
ambiente durante meses ou anos a espera do hospedeiro, garantindo um foco endémico
prolongado. Quanto maior a densidade populacional de hospedeiros, maior serd a
populacdo de carrapatos (Labruna, 2000).

Embora A. cajennense tenha uma baixa especificidade parasitdria, para que uma
populacdo do vetor se estabeleca numa drea, ha dois pontos criticos a serem considerados:

1- A presencga de hospedeiros primérios.

2- Condi¢des ambientais favordveis as fases de vida livre (ndo parasitdrias) do
carrapato.

Tanto a presenca como a abundancia de populacdes de A. cajennense estdo
fortemente associadas a presenca de dreas com média a densa cobertura vegetal, tais como
pastos “sujos”, capoeiras e matas (SES, 2002). Nas figuras 5 e 6 podem-se observar
equinos e capivaras em pastos limpos.

A taxa de infec¢@o por R. rickettsii na populagdo de carrapatos pode ser diminuida
ou até suprimida quando uma outra espécie de riquétsia infecta a maioria dos membros de
uma populagdo de carrapatos. Assim, uma hipGtese para justificar a auséncia de casos
humanos de FMB (onde existe o parasitismo em humanos por A. cajennense) pode se
relacionar a presenca de outra espécie de riquétsia, menos patogénica, infectando

populacdes de A. cajennense. (Sangione et al., 2005).
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Figura 5. Capivaras em pasto limpo.

Fonte: Manual Vigilancia Acarolégica — SUCEN, 2002

Figura 6. Equinos em pasto limpo.

Fonte: SUCEN, 2012
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Amblyomma dubitatum

Esta espécie de Amblyomma estd presente do norte ao sul da América do Sul. No
Brasil, € relatada nos estados das regidoes Sudeste, Sul e Centro-oeste (Figura 7), e em Sao
Paulo (Figura 2). O papel desta espécie de carrapato na epidemiologia da FMB continua
pouco conhecido, pois apesar de ser um carrapato comum em dreas endémicas, nunca foi
encontrado infectado por R. rickettsii. Entretanto entre 6-45% de A. dubitatum foram
encontrado infectados por R. belli em muitas populacdes investigadas incluindo algumas
areas endémicas de FMB (Almeida et al., 2001; Guedes et al., 2011).

As capivaras sdo consideradas hospedeiros primdrios para todos os estdgios
parasitarios de A. dubitatum. Grandes populacdes tém sido encontradas, juntamente com a
espécie A. cajennense, em algumas dreas de transmissdo da FMB no estado de SP e outras
da regidao Sudeste (Souza et al., 2002).

Todos os estagios parasitdrios desta espécie se alimentam em seus hospedeiros
primdrios, as capivaras, porém larvas e ninfas podem ser encontradas em vdrias outras
espécies de hospedeiros. Nao hd nenhuma indicacao de que A. dubitatum esteja envolvido
em doenca humana. E considerado um potencial vetor enzodtico de R. rickettsii (Labruna et
al., 2004a)

Lemos et al. (1996a) relataram o primeiro isolamento de riquétsia do grupo da febre
maculosa, a partir de um exemplar de A. dubitatum coletado de capivara, no municipio de
Pedreira, Sao Paulo, contudo sem a descri¢ao da espécie de riquétsia encontrada.

Embora as capivaras, abundantes em muitas dreas endémicas para FMB, sejam
consideradas hospedeiros primdrios para todos os estadios parasitarios do carrapato A.
dubitatum, os estadios de larva e ninfa apresentam menor especificidade parasitaria,
podendo se alimentar em diversas espécies de hospedeiros em laboratério e em condigdes

naturais (Labruna et al., 2004b).
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Figura 7. Distribuicdo do Amblyomma dubitatum segundo unidades federativas do Brasil

Fonte: SUCEN/SES-SP

Amblyomma aureolatum

Essa espécie € restrita ao leste da América do Sul, Uruguai a Suriname,
incluindo o nordeste da Argentina, leste do Paraguai, sudeste ao sul do Brasil e
Guiana Francesa (Guglielmone, et al., 2003, Labruna et al, 2011a). E encontrada em
diversos paises da América do Sul, no Brasil, especialmente em dreas de Mata
Atlantica das regides Sul e Sudeste (figura 8).

O carrapato da espécie Amblyomma aureolatum é um vetor competente e
capaz de transmitir a bactéria R. rickettsii. No Brasil este carrapato é endémico na
Floresta Pluvial Atlantica, sendo o vetor responsdvel pela transmissdo da doenga
nos municipios da Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP). E uma ameaca ao
ser humano naquelas comunidades que vivem adjacentes aos fragmentos da Mata
Atlantica, principalmente na periferia RMSP (CVE-BEPA, 2011).

E uma espécie de carrapato tipica da Mata Atlantica devido as 6timas

condi¢cdes de humidade alta e temperaturas amenas durante todo o ano (Pinter et al.,

2004). Em areas naturais da floresta, sem distirbios, os adultos de A. aureolatum se
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alimentam apenas em espécies de carnivoros silvestres como raposas (Cyrdocyon
thous e Lycalopex spp) e guaxinins (Procyon cancrivorus), mas em areas rurais
proximas a floresta tropical, os adultos se alimentam apenas em cdes domésticos.
Estes mamiferos apresentam um importante papel transportando esses carrapatos de
dentro da floresta tropical para lugares onde vivem seres humanos.

Carnivoros silvestres sdo os hospedeiros primdrios para o estdgio adulto,
embora os cdes criados em algumas dreas rurais se comportem como hospedeiros
primdrios. As larvas e ninfas parecem estar associadas a roedores e aves silvestres,
ndo havendo registros em carnivoros. Somente o estagio adulto tem sido encontrado
parasitando humanos (Pinter et al., 2002; Ogrzewalska et al., 2012).

Na fase adulta, A. aureolatum parasita o cao doméstico e nas fases imaturas
utiliza como hospedeiros algumas espécies de roedores e aves passeriformes,
principalmente as espécies Turdos rufiventres (Sabid-laranjeira) e Pyriglena
leucoptera (Olho-de-fogo) (Ogrzewalska et al., 2012).

Um estudo de Labruna et al. (2008) demonstrou que A. aureolatum §é
altamente susceptivel a infec¢do por R. rickettsii e eficiente na manutencdo da
infec¢do por transmissao transovariana e perpetuagdo transestadial. Outros autores
afirmam que taxas de infec¢do de A. aureolatum por R. rickettsii s20 menores que
1% em condi¢des naturais em areas endémicas para FMB (Pinter e Labruna, 2006).

H4 poucas informagdes sobre a dinamica populacional desta espécie de
carrapato. Sabe-se que os cdes podem se apresentar infestados pelo estdgio adulto
por todo o ano, porém, sem um pico de infestacdo definido (Pinter et al., 2002). As
populacdes de A. aureolatum nas areas rurais sdo geralmente baixas, apresentando

baixo risco de infestacdo humana.
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Figura 8. Distribuicdo do Amblyomma aureolatum, segundo unidades federativas do Brasil.

Fonte: Manual Vigilancia Acarolégica — SUCEN, 2002

1.3 Hospedeiros

Apenas gambads (Didelphis aurita) e capivaras t€m sido relatados como eficiente
fonte de infecc¢do de R. rickettsii para carrapatos e atuam como hospedeiros amplificadores.
Os gambds sdo abundantes nas dreas endémicas de FMB, onde sdo infestados por larvas e
ninfas de A. cajennense (Horta et al., 2010).

Seres humanos ndo té€m participagdo na propagacdo da FMB, infectam-se
acidentalmente e a distribuicdo da doenca depende de espécies de carrapatos responsaveis
pela manutencdo da infec¢do na natureza (Lemos et al, 1996). Os casos humanos estdo
associados ao convivio com animais domésticos e vetores (Lemos, 1996b).

Uma grande variedade de animais silvestres é hospedeiro natural da infec¢do, entre
eles a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) € marsupiais, como o gamba (Didelphus sp).

Os gambas da espécie Didelphis aurita sao os unicos animais silvestres no Brasil
nos quais isolaram R. rickettsii em condi¢cOes naturais. Essa espécie de gamba foi
susceptivel a infeccdo experimental por R. rickettsii desenvolvendo longo periodo de

riquetsemia (4 semanas) quando parasitados por A. cajennense, indicando que podem servir
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como hospedeiros amplificadores para larvas e ninfas desta espécie de carrapatos (Horta et
al., 2009).

Os animais domésticos atuam como carreadores de vetores da FMB e da bactéria ao
peridomicilio, enquanto os silvestres caracterizam-se como hospedeiros, ndo apresentando
sintomatologia clinica. (Fonseca, 2009).

Nos Estados Unidos foram descritos cies sintomaticos, mas nido no Brasil. Em
equinos ndo existem registros de sintomas clinicos, mesmo quando esses animais
apresentam titulos altos (>1:1024) contra antigenos R. rickettsii (Batista et al., 2010).

Segundo Labruna (2006) para que um vertebrado seja considerado um bom
hospedeiro amplificador de R. rickettsii na natureza, deve preencher basicamente cinco
quesitos:

1- Ser abundante na drea endémica de febre maculosa;

2- Ser um bom hospedeiro do carrapato vetor em condigdes naturais;

3- Ser susceptivel a infecc@o por R. rickettsii;

4- Manter R. rickettsii circulante em niveis plasmadticos suficientes para infectar

carrapatos;

5- Ter alta taxa de renovacao populacional (quanto maior a populagdo, maior serd a

introducdo de animais susceptiveis na populacio);

As capivaras preenchem muito bem estes quesitos, pois sao abundantes nas areas
endémicas para FMB e sdo um dos principais hospedeiros primdrios de A. cajennense
sendo susceptiveis a infeccdo por R. rickettsii (Souza et al, 2009a) e um dos principais
hospedeiros do estdgio adulto do carrapato A. cajennense e hospedeiro exclusivo do A.
dubitatum (Guedes e Leite, 2008). As capivaras também sdo consideradas reservatorios
naturais e hospedeiros amplificadores da R. rickettsii, sendo responsaveis por nova geragao
de carrapatos infectados em areas endémicas (Brites-Neto et al., 2013)

A maioria das areas endémicas de FMB no interior de Sao Paulo apresenta grandes
populacdes de capivaras de vida livre que atuam como hospedeiros primdrios para A.
cajennense € A. dubitatum e estdo expostas a infeccdo por riquétsia (Guedes et al., 2011).
Também tem sido relatado que as capivaras desempenham um importante papel na

epidemiologia da FMB, j4 que atuam como fonte amplificadoras da disseminacdo de
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riquétsia possibilitando a criagdo de novas linhagens de R. rickettsii em carrapatos
infectados (Souza et al., 2009).

No estado de Sdo Paulo, a maioria dos casos de FMB esta relacionada ao aumento
populacional de capivaras. Com a cacga proibida pela lei n® 9.605, de 12 de fevereiro de
1998 e sem predadores os bandos circulam livremente por dreas degradadas de matas
ciliares, dreas de preservacdo, parques e jardins urbanos e periurbanos.

O Brasil sofreu alteracdo de paisagem nas ultimas décadas devido a expansdo da
agricultura e de dreas urbanas em dreas de matas ciliares, com isso aumentou a
disponibilidade de alimentos produtos de atividades agropecudrias e dreas de
desmatamento, possivelmente permitiram que a populacdo de capivaras aumentasse. Por
outro lado, bandos de capivaras circulam livremente por matas ciliares, parques publicos e
matas degradadas préximas a ambientes urbanos. Risco a saide humana esté relacionado ao
aumento da densidade de capivaras (Ferraz et al., 2009).

Para o A. cajennense, equinos, antas (Tapirus terrestris), e as capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) sao considerados hospedeiros primarios para todos os estagios
parasitarios. Por outro lado, larvas e ninfas de A. cajennense t€m baixa especificidade, e sao
bastante agressivas para seres humanos e cdes domésticos. Casos humanos sao
normalmente acidentais (Moraes — Filho et al., 2009).

Nas dreas rurais na regido Sudeste, 0os equinos sdo os principais hospedeiros para
todos os estdgios do A. cajennense. A maior importancia dos equinos pode ser devido a
grande capacidade de albergar altas infestacdes. Em condi¢Oes naturais um dnico equino
pode se apresentar parasitado por mais de 50 mil larvas ou mais de 12 mil ninfas ou mais de
dois mil adultos de A. cajennense sem que sua vida esteja em risco (Labruna, 2000). Os
equinos sao animais domésticos, a maioria criada em areas cercadas, com alta densidade de
animais, tal fato é extremamente favoravel as larvas recém eclodidas ou ninfas e adultos
recém mudados, que se encontram no ambiente a espera da passagem de um hospedeiro.

Como os equinos sdao animais de livre movimentacao e utilizados para o transporte,
podem dispersar carrapatos infectados, que podem se estabelecer em outras dreas,
provocando assim o surgimento de novos focos. Os equinos constituem um dos principais
elos na circulagdo das riquétsias, pois também sdo responsdveis pela alta densidade

populacional de A. cajennense (Cardoso et al., 20006).
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Equinos sdo considerados animais sentinelas para FMB devido a sua exposi¢dao ao
A. cajennense (Freitas et al., 2010). Em uma &rea onde a populacdo desta espécie de
carrapato estd estabelecida, pelo menos uma dessas trés espécies de hospedeiros (equinos,
antas e capivaras) devera estar presente.

Uma vez que a populagdo de carrapatos cresce, ela passa a parasitar outros
hospedeiros chamados secundérios. Portanto quanto maior a populacdo de A. cajennense
em uma determinada drea, maior a chance de encontrar esses vetores parasitando outras
espécies de hospedeiros, inclusive humanos (SES, 2002).

Os cdes de dreas rurais normalmente se movimentam livremente pelos pastos e
matas e sdo também animais de companhia. A presenca desses animais nos domicilios € um
fator de risco para a ocorréncia de FMB em humanos devido ao carreamento de carrapatos
do ambiente natural para dentro das residéncias e/ou areas préximas. Os cdes ndo sao
hospedeiros primdrios do A. cajennense sendo menos frequentemente atacados por esses
carrapatos (Horta, 2002)

As principais espécies de carrapatos associadas a transmissdo do agente causador da
FMB, o A. cajennense e o A aureolatum utilizam, respectivamente, o cavalo e o cdo, como
importantes hospedeiros primarios. Pinter (2009) sugere que esses hospedeiros possam

desempenhar o papel de sentinelas da circulagdo de riquétsias entre os carrapatos.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Identificar a soropositividade em equinos, bem como as espécies de carrapatos e a

sua infec¢@o por riquétsias, em dreas com transmissao de FMB comprovada e em dreas sem

registro de casos, na bacia do Rio Piracicaba, estado de Sdo Paulo, nos anos de 2012 e

2013.

2.2 Objetivos Especificos

Detectar a positividade sorolégica para riquétsias (R. bellii, R. rickettsii e R.
parkeri) em equinos encontrados nas dreas com e sem notificacdo de FMB na

regido de estudo;

Verificar a infeccdo por riquétsias em carrapatos coletados nas dreas com e sem

transmissido de FMB notificada;

Identificar as espécies dos carrapatos nas dreas com e sem registro de FMB na

regido de estudo.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Desenho de estudo

Trata-se de um estudo transversal com inquérito sorolégico em equinos e um estudo
descritivo sobre espécies de carrapatos, abundancia e infec¢do pela R. rickettsii em oito
localidades na bacia do rio Piracicaba, sendo quatro em dreas com notificacdo de casos

humanos e quatro em areas sem notificacio de infec¢do humana.

3.2  Local de estudo

A bacia hidrogrifica do Rio Piracicaba estende-se por uma drea de 11.442,82 knr’,
situada no sudeste do estado de Sao Paulo e extremo sul do estado de Minas Gerais, com
extensdo de 350 km. Tem um sistema de drenagem altamente denso com cerca de 7850 km
de cursos de dgua. A vegetacdo original era predominantemente floresta subtropical com
pequenas dreas de savanas. Desde 1850 a floresta original tem sido intensamente
substituida por pasto e cana de actcar (Ballester, 2001).

A bacia pode ser considerada um agrossistema com cerca de 70% coberta por pasto
e cana de acucar (43% pasto e 31% cana de agucar), apenas 10% da floresta remanescente
original. Recentemente as capivaras tém sido consideradas espécie invasora com
crescimento descontrolado na regido e estdo associadas ao risco de doengas enzodticas
(Martinelli et al., 1999; Lara et al., 2001). Abrange 55 municipios do estado de Sao Paulo,
com populacdo de 3.000.000 de habitantes como pode ser observado na Figura 13 (SAAE,
2004).

O rio Piracicaba é formado no municipio de Americana pela juncdo dos rios Jaguari
e Atibaia (Figura 10) e percorre 250 km até a represa de Barra Bonita — SP, onde ocorre sua
foz junto ao rio Tieté. Foi realizado um levantamento de espécies de carrapatos e sua

infeccdo por Rickettsia spp seguido por inquérito soroldgico de equinos.

3.3 Critérios para escolha dos locais de estudo

No decorrer dos anos de 2012-2013 foram escolhidos em oito locais na bacia do rio
Piracicaba, quatro locais entre os municipios com maiores registros de casos de FMB pelo
Sistema de Vigilancia Epidemioldgica nas ultimas décadas. Também foram selecionados

quatro locais em municipios onde ndo houve notificagdo de casos de FMB nos ultimos 20
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anos. Nos quatro municipios onde houve transmissdo de FMB, foram visitados os locais
provéaveis de infeccdo (LPI) para investigacdo epidemioldgica, coleta de vetores e
identificacdo de propriedades adjacentes para autorizagdo e coleta de sorologias de equinos.
Para tanto, foram obtidas autoriza¢des dos proprietdrios para investigacdo de equinos.

Os pontos nas areas sem notificagdo foram escolhidos em locais de beira de rio,
circulacdo de capivaras, dreas onde seria provavel o encontro de vetores e hospedeiros,
potencialmente viabilizando a infec¢ao humana.

Pode ser observado na Figura 9 a extensdo da bacia e os municipios selecionados,
em vermelho. Foram alocados os oito pontos em diferentes dreas na extensdo da bacia,
procurando cobrir distintos rios € ambientes propicios a transmissao. Procurou-se cobrir as
extremidades da bacia

No estado de Sdo Paulo foram notificados pelo Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica do estado SP, 519 casos de FMB nos anos de 1998 a 2012, sendo 302
(58,19%) em 23 locais provaveis de infeccdo (LPI) registrados na bacia do rio Piracicaba
(CVE). As cidades com maior nimero de casos confirmados da FMB no periodo foram
Campinas com 78 casos, seguida de Piracicaba com 41 casos, Valinhos com 38, Pedreira
com 25, Jaguariina com 24 e Vinhedo com 18 casos, todas situadas na regiao nordeste do
estado de Sao Paulo, a qual € considerada a regido com maior nimero de registro da doenca

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/fm lpi.htm). Dentre as cidades com maior

notificacdo da doenga optou-se por: Piracicaba, Jaguariina (as margens do rio Jaguari)
Valinhos (margens do rio Capivari), acrescentando-se Amparo que apresentou 9 casos e
localiza-se em regido ao norte da bacia. Esta escolha permitiu a cobertura de 4rea nas
margens do rio Camaducaia. (figura 9)

Os critérios de confirmacao de casos de FMB sdo indicados pela SVE/SP, e foram
analisados somente 0s casos notificados e confirmados

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/fm_Ipi.htm):

Critério laboratorial - caso suspeito de FMB com pelo menos um dos seguintes
resultados laboratoriais:

e Isolamento em cultura do agente etiologico;

e Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) — quando houver soro

conversao dos titulos de RIFI, entendida com:

37


http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/fm_lpi.htm
http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/fm_lpi.htm

v 1* amostra de soro (fase aguda) ndo reagente e 2* amostra (colhida 14-21
dias ap6s) com titulo >128;

v" Aumento de, no minimo, 4 vezes os titulos obtidos em 2 amostras de soro,
coletadas com intervalo de 14 a 21 dias.

¢ Imunohistoquimica reagente para antigenos especificos de Rickettsia sp.

Critério clinico-epidemiologico: Individuo que foi a 6bito com quadro clinico
compativel com a doenca e que tenha antecedentes epidemioldgicos (picada de carrapatos
e/ou dreas sabidamente de transmissdo de febre maculosa e/ou vinculo com casos
confirmados laboratorialmente), ndo tendo sido possivel a coleta oportuna de material para
exames. (Brasil, 2009).

Os municipios sem notificacdo de casos escolhidos foram Rio Claro e Sdo Pedro as
margens do rio Corumbatai a noroeste da bacia. Braganca Paulista e Atibaia foram
escolhidas, pois estdo em regides mais altas a leste e ao sul da bacia as margens do rio
Atibaia e Jaguari. Nunca foram notificados casos de FMB nestes municipios.

Os oito locais de estudo foram escolhidos de forma intencional para evidenciar
possiveis contrastes entre espécies de vetores, infec¢do de vetores e soropositividade de
equinos. A escolha de locais com potencial circulacdo de riquétsia em areas sem notificacao
de FMB teve o objetivo de evidenciar possiveis diferengas entre os elementos que compde

o ciclo da doenca.
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Figura 9. Mapa das Bacias do Rio Piracicaba, Capivari e Jundiai, com os municipios de escolha para o

estudo.
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Fonte: Comités PCJ, Sistema de Informacdes Geograficas das Bacias PCJ.

+Locais selecionados para estudo.

Os municipios com notificacio de FMB escolhidos foram:

e Amparo, oficialmente Estincia Hidromineral de Amparo, possui uma
populacdo total de 65.829 habitantes. Localiza-se a uma latitude 22°42'04" sul e
uma longitude 46°45'52" oeste, estando a uma altitude de 674 metros. Possui
uma area de 463 km?, sendo 3.500 hectares de area urbana e 41.058 hectares de
drea rural. E banhada pelo rio Camanducaia e rio Jaguari. Tem como principais
atividades econdOmicas agricultura, comércio, inddstria e  turiSmo

(http://www.amparo.sp.gov.br/).

e Valinhos possui uma populacdo de 106.968 habitantes, sendo 95% populagdo
urbana e 5% populacdo rural. Localiza-se a uma latitude 22°58'14" sul e uma
longitude 46°59'45" oeste, estando a uma altitude de 660 metros. Possui uma

area de 148,96 km?2, sendo 65,9 km? area urbana e 83,0 km? area rural. Tem
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como principais atividades econdOmicas empresas nas multiplas atividades em
industria, comércio e turismo, como atividades
produtivas de alta tecnologia em diversas dreas de atuacdo, como plasticos,
embalagens de papel e papeldao, metalirgica, informdtica, microeletronica, e tem
forte vocagdo para desenvolvimento do setor logistico. E banhada pelo Rio

Atibaia e Rio Capivari (http://www.valinhos.sp.gov.br/portal/index.php).

Jaguaridna possui uma populacdo de 43.331, sendo 43.047 populacdo urbana e
1.284 populacdo rural. Localiza-se a uma latitude 22°4220" sul e uma longitude
46°59'09" oeste, estando a uma altitude de 584 metros. Possui uma area de
141,401 km2?2. Tem como principais atividades econOmicas, agropecudria,
inddstria e servicos. E banhada pelos rios Jaguari, Atibaia e Camanducaia. Tem
como principais atividades econdOmicas, inddstria, agropecudria e turismo

(http://www.jaguariuna.sp.gov.br/portaljag/).

Piracicaba possui uma populacdo de 364.872 habitantes, sendo 355,136
populacdo urbana e 9.736 populacdo rural. Localiza-se a uma latitude 22°43'30"
sul e uma longitude 47°38'56" oeste, estando a uma altitude de 547 metros.
Possui uma drea de 1376,913 km?, sendo que 31,5733 km? constituem a zona
urbana e os 1345,339 km? restantes fazem parte da zona rural. E banhada pelos
rios Piracicaba e Corumbatai. Tem como principais atividades econdmicas,
industria, servicos e agropecudria. Atualmente a principal fonte econdmica esta
centrada na producdo de agucar e dlcool, além de ter um dos principais centros
industriais da regido e contar com diversas universidades de renome. A cidade é

banhada pelos rios Piracicaba e Tieté (http://www.piracicaba.sp.gov.br/).

Os municipios sem notificacdo de casos de FMB foram

Sao Pedro possui uma populacdo de 31.662 habitantes, sendo que 26,607
corresponde a populacdo urbana e 5.055 corresponde a populacdo rural.
Localiza-se a uma latitude 22°32'55" sul e uma longitude 47°54'50" oeste,
estando a uma altitude de 550 metros. Possui uma area de 619,75 km?. Tem
como principal atividade econdmica 0 turismo

(http://www.saopedro.sp.gov.br/).
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Rio Claro possui uma populacdo de 186.253 habitantes, sendo que 163.477
corresponde a populagdo urbana e 4.741 a populacdo rural. Localiza-se a uma
latitude 22°32'55" sul e uma longitude 47°54'50" oeste, estando a uma altitude de
613 metros. Possui uma area de 498,422 km?. Junto com as cidades, Santa
Gertrudes, Limeira, Cordeirépolis, Ipidna, Piracicaba, e
Araras formam o maior polo ceramico da cidade. Destaca-se também pela
diversidade de produtos industrializados. E banhada pelos rios Piracicaba e

Corumbatai (http://www.rioclaro.sp.gov.br/).

Braganca Paulista, oficialmente Estincia Climdtica de Braganca Paulista,
146.663 habitantes, sendo que 142.174 corresponde a populagcdo urbana e 4.489
a populacdo rural. Localiza-se a uma latitude 22°57'07" sul e uma longitude
46°32'31" oeste, estando a uma altitude de 817 metros. Possui uma area de
513,519 km?. As principais atividades econdmicas sdo comércio e escolas e
faculdades, que compde a maior parcela da economia local, seguidos por
inddstrias (papeleira, alimenticia e eletronica) e agricultura. E banhada pelos rios

Jaguari e Jacarei (http://braganca.sp.gov.br/v2/).

Atibaia possui uma populagdo de 126.603, sendo que 115.229 corresponde a
populacdo urbana e 11.374 a populacdo rural. Localiza-se a uma latitude
23°07'01" sul e uma longitude 46°33'01" oeste, estando a uma altitude de 803
metros. Possui uma édrea de 478,101 km?, sendo que 57% corresponde a zona

rural e 43% corresponde a zona urbana. Tem como principal atividade

econdmica o turismo. E banhada pelo rio Atibaia (http://atibaianovo.com.br/).

3.4 Inquérito sorolégico em equinos

ApOs contato com responsaveis pelas propriedades rurais, foram coletadas amostras
de sangue dos equinos existentes. Os locais foram as propriedades mais proximas aos locais
de coleta de vetores na regido de estudo. Nos 4 municipios onde os casos foram notificados
a coleta foi realizada em LPI de casos notificados. Foram realizados testes soroldgicos por
meio de reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Rickettsia rickettsii, R. belli e R.

parkeri, utilizando-se material e técnica de laboratério descritas abaixo. Foram coletadas
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entre 50-70 amostras biolégicas de equinos por propriedade, em um total de 504 amostras
processadas (Figuras 10 e 11). Os equinos investigados foram confirmados como residentes
no local, sem antecedentes de circulagdo em outros ambientes.

Reacdes soroldgicas cruzadas entre diferentes espécies de riquétsias podem
dificultar a compreensdo sobre a circulagdo da R. rickettsii.

Destaca-se que a Rickettsia parkeri foi considerada ndo patogénica para humanos
nos ultimos 60 anos, até ser isolada pela primeira vez em Amblyomma maculatum nos
Estados Unidos em 2004, onde casos humanos de infec¢do por esta bactéria t€ém sido
relatados nos ultimos anos (Parker, 1939), porém a R. parkeri apresenta manifestacoes
menos severas em humanos que a R. rickettsii (Silveira et al., 2007).

J& a Rickettsia belli tem sido encontrada em vérias espécies de carrapatos, incluindo
Amblyomma dubitatum, apesar de ndo existir nenhuma evidéncia de infeccio em humanos

por esta espécie da bactéria (Labruna, 2006).

Figura 10. Coleta de sangue de equino.

Fonte: Sucen, 2013
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Figura 11. Coleta de sangue de equino.
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Fonte: Sucen, 2013

3.5 Coleta de vetores da FMB

A coleta dos carrapatos foi realizada por meio de armadilhas de gelo seco e arrasto

de flanela na vegetag@o nos oito locais de estudo.

Esta armadilha consiste em colocar aproximadamente 500 gramas de gelo seco no

centro de uma flanela branca medindo um metro de largura por um metro de comprimento
esticado sobre o solo, contendo fita adesiva de dupla face em suas bordas. O tempo de
permanéncia desta armadilha foi de uma hora, sendo que logo apds serem retiradas foram
colocados em sacos plasticos fechados com fita adesiva e levados para o laboratdrio para

identificacdo taxonOmica e realizacdo do teste de hemolinfa nos carrapatos conforme

técnica de Gimenez (Burgdorfer, 1970).

A técnica de arrasto consiste em percorrer toda extensio da &drea andando

lentamente e parando a cada 4 a 5 metros para verificacdo e coleta de carrapatos aderidos
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sobre a face da flanela que € arrastada em contato com a vegetacdo. Para esta técnica é
necessario uma flanela branca com dimensdes de 1,5 m de comprimento por
0,80m de largura, com duas hastes de ferro com um didmetro de 0,85 polegadas,
transpassadas em presilhas feitas em cada extremidade da mesma, com objetivo de manter a
flanela aberta o mais proximo possivel da vegetacao.

Os carrapatos coletados foram colocados em frascos pldsticos e levados ao
laboratério para identificacdo taxondmica e realizacdo do teste de hemolinfa conforme
técnica de Gimenez (Burgdorfer, 1970).

Foram realizadas oito coletas distribuidas durante os anos de 2012 e 2013,
priorizando-se os meses de fevereiro, marco e abril, periodo ocorréncia de adultos,
facilitando a identificacdo taxondmica. Foram também considerados a disponibilidade das
equipes da Sucen, e os periodos de chuva para as visitas a campo. Foram instaladas
armadilhas de gelo seco em cada local e realizado o arrasto de flanela para cada drea. A
esquipe de campo realizou as coletas usando equipamentos de protecdo individual (botas e
macacao brancos e luvas) conforme indica¢do do Ministério da Saide (Brasil, 2009).

O Quadro 1 apresenta os periodos de coleta de vetores nas areas de estudo. Com
excecao de Braganca Paulista, todas as coletas foram realizadas em periodos de predominio

de formas adultas do vetor.

Quadro 1. Periodo de coleta de vetores nos municipios de estudo, bacia do rio Piracicaba,

SP, 2012 - 2014

Municipio Més e ano
Municipios com | Amparo Marg¢o/2012
Notificacdo Jaguariina Marg¢o/2013
Piracicaba dezembro/2013
Valinhos Abril/2013
Rio Claro Mar¢o/2012
Municipios sem | Braganca Paulista Agosto/2012
Notificacao Sao Pedro Abril/2013
Atibaia Nov/2013
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3.6 Etapas laboratoriais

e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI):

Cada amostra foi processada por meio da utilizacgdo da técnica da
imunofluorescéncia indireta, descrita por Zavala-Velazquez et al. (1996) com a
utilizacdo de ldminas com 12 orificios sensibilizadas no laboratério da Sucen em
Mogi-Guacu-SP com os antigenos Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, e
Rickettsia bellii e armazenadas em freezer a -20°C. Antes da sua utilizagdo foram
descongeladas em imersdo em tampiao salino fosfato (PBS) por de 10 minutos,
secando naturalmente.

Ap6s o descongelamento, os soros foram diluidos em PBS inicialmente na diluicdo
de 1:64. Os reativos a esta dilui¢cdo foram diluidos até chegar a titulagdo médxima.
Cada lamina teve um controle positivo e negativo. Feito isso, foi inserido em cada
orificio das ldminas 20ulL dos soros. As laminas foram incubadas em camaras
timidas em estufas bacterioldgicas a 37°C durante o periodo de 30 minutos. A
seguir, foram lavadas com tampao de lavagem e secas naturalmente.

Dando sequéncia ao processo, foi utilizado um conjugado anti equino diluido na
proporcao de 1:256 em PBS e colocado 20uL nos orificios das laminas que foram
incubadas novamente, utilizando-se o processo acima descrito. (Souza et al 2008)
Em seguida as 1dminas foram lavadas com tampao de lavagem e simultaneamente
corada com azul de Evans com dois banhos de 15 minutos cada e secas
naturalmente. Apds este processo as lamina foram montadas utilizando-se glicerina
tamponada e cobertas por laminula. A leitura foi realizada em microscopio de
fluorescéncia a luz ultravioleta com aumento de 40 vezes. Foram considerados
reagentes os orificios que apresentaram pontos fluorescentes mais ou menos
uniformes com formas cocdides, bacilares ou cocobacilares.

Os dados foram armazenados em planilha Excel e os resultados foram discutidos

dispostos em tabelas e gréficos.
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e Processamento dos carrapatos:

Os carrapatos coletados foram enviados para o laboratério da Sucen, onde foram
identificados segundo chaves taxondmicas e processados individualmente, quando
ainda vivos, pelo teste de hemolinfa. Este teste consiste na amputacdo
das patas distais com coleta de uma ou duas gotas de hemolinfa sobre uma lamina,
em seguida fixada em acetona PA e corada pela técnica de Gimenez. A leitura
destas laminas foi feita no microscépio Optico, sendo consideradas positivas, as
hemolinfas que continham dentro das células, estruturas semelhantes a cocobacilos
e/ou bastonetes corado em vermelho. Os carrapatos que apresentaram estas
estruturas foram armazenados em dlcool isopropilico 100%, ou ainda preservados

em nitrogénio liquido para posterior realizacdo do PCR. (Burgdorfer, 1970)

e Extracdo de DNA dos Carrapatos

A extrac@o do material genético dos carrapatos foi realizada no laboratério da Sucen
em S3o Paulo e se deu a partir de seccdo da metade do carrapato, com o auxilio de
pingas e de laminas de bisturi descartdveis, conforme protocolo do fabricante para o
isolamento de DNA dos carrapatos.

O DNA extraido foi amplificado por meio da PCR (utilizando-se um Kit comercial
PCR Master Mix (Qiagen®), utilizando uma reacdo duplex contendo dois pares de
iniciadores géneros especifico, um que amplifica uma sequéncia do gene da proteina
citrato sintase (glta) e outro que amplifica uma sequéncia do gene da proteina
interna de membrana, 17 KDa (17KDa omp), ambas do género especifico (Quadro
2).

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 2% e

corados por brometo de etilio e observado em luz ultravioleta.
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Quadro 2. Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos produtos amplificados nas reagdes de

PCR dos carrapatos coletados, Bacia do rio Piracicaba, 2012-2013.

Gene | Oligos Sequéncia dos 6ligos

1 CS-62F GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT

2 CS-462R GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
3 CS-922F GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT
4 CS-239F GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT

5 CS-1069R CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT

6 190.70F-A1 ATGGCGAATATTTCTCCAAAA

7 190.602R-A2 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

e Sequenciamento do DNA Genomico dos Isolados
Nao foi realizado o sequenciamento do DNA dos carrapatos pois a totalidade dos

investigados foram negativos ao PCR.

3.7 Questoes éticas

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da FCM/Unicamp
processo CEP: 1192/2011 e SISBIO processo 35154-3.

Nao houve identificacio e divulgacdo de dados pessoais de nenhum paciente

notificado por FMB bem como nenhuma propriedade investigada.
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4. RESULTADOS
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Foram coletadas 504 amostras de sangue de equinos nos arredores dos pontos da
investigacdo, das quais, 36,3% foram reagentes, coletados de 183 individuos, 60,1% de
areas com notificacdo e 39,9% em dreas sem notificacdo de casos humanos. Nos 4 dreas
com notificacdo de casos humanos a soropositividade da RIFI foi de 44,5% (110 de 247
equinos), e nas dreas sem notificacdo a soropositividade foi de 28,4% (73 de 257 equinos),
como pode ser observado na tabela 1.

Os soros também foram testados para R. belli e R. parkeri, sendo que dos 183 soros
reagentes para R. rickettsii 46,9% também foram reagentes para R. belli e 42,6% para R.
parkeri. Os resultados para R. belli e R. parkeri ndo foram superiores a 4 vezes o resultado
para R. rickettsii, com excecdo de um soro de uma fémea de 8 anos de Piracicaba com
sorologia de 1/64 para R. rickettsii e 1/1024 para R. parkeri, como pode ser observado na
tabela 2. Chama aten¢do a soropositividade dos equinos nas dreas sem registro de casos de
39,9%.

Nao foram encontrados carrapatos nos equinos no momento da coleta do soro.
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Tabela 1. Resultados da Sorologia dos Equinos, por meio de técnica
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), bacia do rio Piracicaba, 2012-2013.
Local de coleta Niimero de Idade Sorologia
amostras
Jaguaridna 57 2-15 43,9%
25 reagentes
Amparo 58 2-28 41,4%
24 reagentes
Municipios com
notificacao
Valinhos 68 1% -17  38.2%
26 reagentes
Piracicaba 64 1-30 54,7%
35 reagentes
Subtotal 247 44.5%
110 reagentes
, 62 2-25 43,5%
Rio Claro 27 reagentes
L. Braganca Paulista 66 2-30 53%
Municipios sem 35 reagentes
notificacio
Atibaia 63 2-25 9,5%
6 reagentes
Sao Pedro 66 2-27 6,1%
5 reagentes
Subtotal 257 28,4%
73 reagentes
Total 504 36.3%

183 reagentes
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Tabela 2. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, na bacia do rio Piracicaba,
2012-2013.

Local de coleta R. rickettsii R. bellii R. parkeri
Jaguaridna 1/64 (13) 1/64 (6) 1/64 (7)
1/128 (6) 1/128 (5) 1/128 (3)
1/256 (5) 1/256 (1)
1/512 (1)
L. Amparo 1/64 (11) 1/64 (6) 1/64 (12)
Municipios 1/128 (6) 1/128 (4) 1/256 (1)
com 1/256 (7) 1/256 (4)
1/512 (2)
notificacao 1/1024 (1)
Valinhos 1/64 (5) 1/64 (17) 1/64 (12)
1/128 (6) 1/128 (4) 1/128 (2)
1/256 (15) 1256 (2)
1/512 (2)
Piracicaba #1/64 (17) 1/64 (3) 1/64 (7)
1/128 (7) 1/128 (3) 1/128 (2)
1/256 (5) 1/256 (5) 1/256 (4)
1/512 (6) 1/512 (1) 1/512 (1)
*1/1024 (1)
. 1/64 (13) 1/64 (5) 1/64 (9)
Rio Claro 1/128 (6) 1/128 (2) 1128 (1)
1/256 (8) 1/512 (1)
Braganca Paulista 1/64 (11) 1/64 (4) 1/64 (7)
1/128 (2) 1/128 (1) 1/128 (1)
1/256 (14)
Municipios 1/512 (5)
1/1024 (3)
sem
notificacio Atibaia 1/64 (1) 1/64 (4) 1/64 (2)
1/128 (3) 1/128 (2) 1/128 (1)
1/256 (2)
S#o Pedro 1/64 (2) 1/64 (4) 1/64 (1)
1/128 (2) 1/128 (1)
1/256 (1)

*Soro de 1 equino em Piracicaba que teve sorologia 1/64 para R. rickettsii e 1/1024 para R.
parkeri
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As espécies de carrapatos coletadas e identificadas, segundo drea de coleta, estdo
apresentadas na tabela 3. Nos municipios com notificagdo o tipo de vegetacdo encontrada
foi mata ciliar, mata remanescente, pasto sujo, pasto limpo e pomar, como apresentado na
tabela 4.

Em Amparo, os vetores foram coletados na zona rural em mata ciliar onde havia a
presenca de capivaras, equinos, cdes e animais silvestres. Foram coletados somente
carrapatos adultos, 1 carrapato da espécie A. dubitatum e 9 carrapatos da espécie A.
cajennense.

Em Jaguariina, os vetores foram coletados na zona rural em mata remanescente e
pomar. Havia a presenca de capivaras, equinos, cdes e animais silvestres. Foram coletados
somente carrapatos adultos, 1 carrapato da espécie A. dubitatum e 3 carrapatos da espécie
A. cajennense.

Em Piracicaba, os vetores foram coletados na zona rural em mata remanescente e
pasto sujo. Havia a presenca de capivaras, cdes e animais silvestres. Foram coletados
carrapatos adultos e ninfas, 7 carrapatos da espécie A. dubitatum, 51 da espécie A.
cajennense ¢ 161 ninfas.

Em Valinhos, os vetores foram coletados na zona rural em mata remanescente,
pasto limpo e pomar. Havia a presenca de capivaras e de animais silvestres. Foram
coletados carrapatos adultos e ninfas, 2 carrapatos da espécies A. dubitatum, 9 carrapatos da

espécie A. cajennense e 4 ninfas.

52



Tabela 3. Espécies de carrapatos identificados e resultados de investigacdo de infeccao
pela Rickettsia spp em 4 municipios com notificacdo e quatro sem notificacdo de casos

humanos, na bacia do rio Piracicaba, SP, 2012-2013.

Area de estudo  Espécies Frequéncia %
Totais*
Amparo A. dubitatum 1
A. cajennense 9
Municipios Jaguariina A. dubitatum 1
com Notificacdo A. cajennense 3
Piracicaba A. dubitatum 7
A. cajennense 51
Ninfas 161
Valinhos A. dubitatum 2
A. cajennense 9
Ninfas 4
Total (n=248) A. Dubitatum 11 4,4
A. cajennense 72 29
Ninfas 165 66,5
Rio Claro 0
Braganca Ninfas 55
Municipios Paulista
sem Notificacao Sao Pedro 0
Atibaia A. dubitatum 2
A. cajennense 41
Ninfas 132
Total (n=244) A. dubitatum 2 0,8
A. cajennense 55 22,5
Ninfas 187 76,6

* As ninfas ndo foram identificadas segundo espécie
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Foram encontrados 492 carrapatos, sendo 13 (2,6%) A. dubitatum, 127 (25,8%) A.
cajennense € 352 (71,5%) ninfas. Nas &4reas com notificacdo de casos humanos
encontrou-se um total de 248 (50,4%) do total de carrapatos, sendo 11 (4,4%) A. dubitatum,
72 (29,%) A. cajennense e 165 (66,5%) ninfas. Nas dreas sem notificacdo de casos humanos
encontrou-se um total de 244 (49,5%) do total de carrapatos, sendo 2 (0,8%) A. dubitatum,
55 (22,5%) A. cajennense e 187 (76,6%) ninfas.

Em Rio Claro e Sao Pedro ndo foram encontradas nenhum estdgio evolutivo de
carrapatos, ressaltando o fato de serem dreas sem transmissdo, possivelmente sem
circulacdo de carrapatos.

A técnica PCR para a identificacdo de infeccdo pela R. rickettsii foi negativa em
todas as amostras de carrapatos.

A tabela 4 apresenta dados ambientais encontrados nos locais investigados. Em
todos os locais foram observados animais domésticos e silvestres potenciais reservatorios

da doenca, com excec¢ao de Sao Pedro.

54



Tabela 4. Dados Ambientais das dreas com e sem notificacdo de casos humanos de FMB na Bacia do
Rio Piracicaba, Sao Paulo, 2012-2013.

Estagio Espécies Rural Peridomicilio Tipo Presenca  Presenca
vetor Urbana vegetacdo capivaras  animais
Amparo Adultos A. cajennense Rural Nao Mata Ciliar Sim Equinos
Ninfas A. dubitatum  Periurbana Caes
Animais
silvestres
Municipios Jaguariina ~ Adultos A. cajennense Rural Nio Mata Sim Equinos
com A. dubitatum remanescente, Cies
notificacao Pomar Animais
silvestres
Piracicaba  Adultos A. cajennense Rural Nao Pasto sujo, Sim Caes
Ninfas A. dubitatum, Mata Animais
remanescente silvestres
Valinhos Adultos A. cajennense Rural Nao Mata Sim Animais
Ninfas A. dubitatum Remanescente, silvestres
Pasto limpo,
Pomar
Rio Claro 0 Periurbana  Nao Mata Ciliar Sim Equinos
Caes
Animais
silvestres
Municipios Braganca Ninfas Rural Nao Mata Ciliar Sim Animais
sem Paulista silvestres
notificacao
Atibaia Adultos A. cajennense Rural Nio Mata Sim Equinos
Ninfas A. dubitatum remanescente Caes
Lagoa Animais
Pasto limpo silvestres
Sao Pedro 0 Rural Nio Mata Ciliar Nao Nao

*Os locais de coleta coincidem com os locais provaveis de infeccdo (LPI) nos 4 municipios com casos registrados.
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Nos municipios sem notificacdo o tipo de vegetacdo encontrada foi mata ciliar, mata
remanescente, lagoa e pasto limpo, como apresentado na tabela 4.

Em Rio Claro ndo foi encontrada nenhuma espécie de carrapatos apesar da
presenca de capivaras, equinos, cdes e animais silvestres. Tratava-se de zona periurbana e o
tipo de vegetacdo era mata ciliar.

Em Braganca Paulista, os vetores foram coletados na zona rural em mata ciliar.
Havia a presenca de capivaras e de animais silvestres. Nao foi encontrado nenhum
carrapato adulto, sendo coletadas 55 ninfas.

Em Atibaia a coleta foi realizada em drea rural, em mata remanescente, lagoa e
pasto limpo. Havia a presenca de capivaras, equinos, cies e animais silvestres. Foram
coletados carrapatos adultos e ninfas, 2 carrapatos da espécie A. dubitatum, 41 carrapatos
da espécie A. cajennense e 132 ninfas.

Em Sado Pedro, nao foi encontrada nenhuma espécie de carrapatos, nio havia a
presenca de capivaras ou de outra espécie de animais. Era zona rural e o tipo de vegetacao
encontrada era mata ciliar.

Os pontos de coleta apresentavam caracteristicas semelhantes aos LPI’s dos casos.
Nos 4 municipios com notificagdo foram encontrados os carrapatos das espécies A.
cajennense e A. dubitatum, e nessas dreas também havia a presenga de capivaras e animais
silvestres. J4 nas dreas sem notificacdo de casos humanos apenas em Atibaia foram
encontrados os carrapatos das espécies A. cajennense e A. dubitatum e apenas em Sao

Pedro ndo havia a presenca de capivaras e outros animais.
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5. DISCUSSAO
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Nas oito areas investigadas da Bacia do rio Piracicaba foram encontrados equinos,
soropositivos para R. rickettsii, além de capivaras e outros animais silvestres envolvidos no
ciclo natural da FMB, exceto em Sdo Pedro onde ndo foi encontrado nenhuma animal
silvestre.

A positividade sorolégica (RIFI) nos 504 equinos investigados foi alta, tanto nas
regides com notificacio de FMB (de 38,2 a 54,7%) como em dois municipios sem
notificacdo de casos humanos (43,5 e 53%).

Os resultados positivos para R. bellii 46,9% (86) e para R. parkeri 42,6% (78)
confirmam a reagdo cruzada entre as riquétsias, porém indicam reatividade apenas para a R.
rickettsii entre os animais testados, com a exce¢do de um individuo em Piracicaba.

A soropositividade dos equinos indicam infec¢do pela R. rickettsii sugerindo a
circulagdo deste patdgeno nas areas de estudo. A RIFI tem sido apontada como método
padrao ouro para diagndstico de rickettsioses em humanos e animais, devido a sua alta
sensibilidade e especificidade, além de ser o mais disponivel na rotina laboratorial. (Brasil,
2009; Fortes et al., 2011 e Souza et al., 2009a)

Virios estudos t€m apresentado altas prevaléncias de soropositividade em equinos,
particularmente em dreas endémicas de FMB. Horta et al. (2004), obtiveram 77,3% dos
equinos testados em Pedreira, area endémica no estado de Sao Paulo. Sangione et al. (2005)
realizaram inquérito sorolégico em 3 dreas ndo endémicas (Cotia, Pirassununga e Porto
Feliz) do estado de Sao Paulo onde ndo havia nenhum equino reagente. Utilizaram somente
antigenos de R. rickettsii para avaliacdo das espécies de riquétsias circulantes nas dreas de
estudo.

O relato de sorologias positivas em equinos de dreas endémicas sugere que estes
animais, hospedeiros primarios de todos os estagios evolutivos de A. cajennense, podem ser
considerados sentinela da ocorréncia de casos humanos. Assim, a evidéncia de infecgao
nestes animais pode ser utilizada para a vigilancia epidemioldgica da FMB, indicando a
necessidade de treinamento de equipes de saide para aumentar a suspei¢do diagndstica, a
notificacdo, bem como vigilancia acarolégica de espécies vetoras.

Em S@o José dos Pinhais, Parana, onde foi registrado o primeiro caso de FMB em
humanos no estado, Freitas et al. (2007), encontraram 7 (9,3%) equinos carroceiros de 75

amostrados, reagentes para R. rickettsii. Os autores chamam a atengdo para a circulacdo de

58



riquétsias na regido, evidenciando a exposicdo humana, particularmente entre equinos
carroceiros, os quais, além disso, podem percorrer grandes distancias, e dispersar carrapatos
infectados.

J4 em estudo realizado em Caratinga, Minas Gerais, Cardoso et al., 2007 alertaram o
sistema de vigilancia epidemioldgica e acaroldgica local, pois apesar de nao haver registros
de casos da FMB nessa regiao nos ultimos 12 anos, encontraram sorologia positiva em 3 de
18 equinos (17%) amostrados e detectaram DNA de riquétsias patogénicas em artropodes
vetores.

O encontro de alta soropositividade (RIFI) em equinos em dreas ndo endémicas é
indicativo de potencial infeccao em humanos, considerando-se que a sorologia em equinos
pode ser um indicador precoce de exposi¢cdo aos vetores infectados. Sendo assim, a
testagem soroldgica em equinos pode ser uma aliada da vigilancia epidemiolégica da FMB
em areas onde seres humanos estdo expostos, particularmente a carrapatos da espécie A.
cajennense.

Horta et al. (2004) consideram que a baixa incidéncia de infec¢do em humanos pode
ser explicada pela baixa exposi¢cdo de humanos ao carrapato e também pelo fato destes
geralmente retirarem os carrapatos do corpo antes deles conseguirem transmitir a bactéria
por meio da saliva. Por outro lado, a subnotificacdo de casos humanos, bem como o nao
diagnéstico da doenca em dreas onde nunca (ou raramente no passado) foi notificado um
caso de FMB pode explicar a aparente auséncia de registros da doenca em &dreas com
comprovada circulagdo da R. rickettsii, como evidenciado neste estudo.

Alguns autores ndo encontraram riquétsias circulantes em nenhum soro dos equinos
testados em dreas ndo endémicas, reforcando o papel sentinela destes animais,
aconselhando a pesquisa de soros de equinos como método util em dreas onde humanos
estdo expostos a A. cajennense (Cardoso et al., 2007). A reatividade em equinos em areas
ndo endémicas ndo foi registrada no presente estudo, embora Atibaia e Sdo Pedro tenham
apresentado baixas prevaléncias de sororeatividade, 6,1% e 9,5%, respectivamente,
colocando em alerta a vigilancia da doenca nestes locais. Por outro lado Rio Claro e
Braganca Paulista apresentaram valores tdo altos quanto nas &reas reconhecidamente

endémicas.
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Os carrapatos encontrados foram das espécies A. cajennense, A. dubitatum, além de
ninfas, pelo método de arrasto de flanela e armadilha de gelo seco, como esperado na
regido. A pesquisa em diferentes meses do ano obteve resultados compativeis com o
esperado considerando-se a sazonalidade dos diferentes estdgios do vetor refletindo-se no
ciclo da doenga (Pinter, 2009; Labruna, 2006; Zsabd et al., 2013).

Neste estudo foram encontrados resultados negativos para infeccido pela riquétsia
em todos os carrapatos, como também observado por Sangione et al. (2005) em outras dreas
do estado de Sao Paulo. Labruna et al. (2008) observaram que A. cajennense € parcialmente
refratdrio a infecgcdo por R. rickettsii, quando comparado com outras espécies de carrapatos.

Em todos os municipios com notificagdo de casos humanos foi encontrado A.
cajennense, que tem como hospedeiro primério principalmente os equinos, pois a maioria
da populacdo desta espécie vetora se alimenta em seus hospedeiros primarios (Horta et al.,
2004). Sangioni et al. (2005), consideram equinos os principais hospedeiros de A.
cajennense no estado de Sao Paulo, reforcando que estes animais sdo excelentes sentinelas
para a manutencao de FMB.

Apesar de ndo ter sido encontrado nenhum carrapato em Rio Claro, drea nao
endémica para FMB, 43,5% das amostras coletadas dos equinos foram reagentes para R.
rickettsii. Evidencia-se a importancia da vigilancia epidemiol6gica no municipio, ja que a
presenca de animais soropositivos, presenca de capivaras, cdes e animais silvestres.
Sugerem risco da doenca humana. Alguns autores sugerem que Os animais SOropositivos
vivendo em condicdes ambientais favordveis para carrapatos, nas proximidades de rios e
animais silvestres como capivaras podem servir como reservatérios de R. rickettsii (Freitas
et al., 2010 e Batista et al., 2010)

Por outro lado, vérios estudos consideram a capivara importante hospedeiro
amplificador de R. rickettsii em carrapatos da espécie A. cajennense aumentando o risco de
disseminac¢do da doenga (Fortes et al., 2011 e Souza et al., 2009b).

Neste estudo os resultados das sorologias em equinos ndo se comportou como
esperado, indicando ou precedendo a infeccdo humana. Chamam a atencdo as titulagdes
relativamente baixas em todos os municipios estudados, sugerindo infeccdo antiga e

circulacdo de riquetsias ndo recente nas dreas de estudo.

60



Algumas limitacdes podem ser apontadas neste estudo, entre elas a coleta de
carrapatos nos meses de marco e abril em apenas cinco municipios, porém nao em dois
deles de areas nao endémicas (agosto e novembro). Embora esta agenda de coleta nao tenha
impacto nos resultados de sorologias dos equinos, certamente dificultou o encontro de
formas adultas e a identificacdo de espécies de carrapatos em Braganca Paulista e Atibaia.

A investigacdo de apenas oito pontos na bacia ndo permite a avaliacio mais
aprofundada de padrdes ambientais envolvidos na circulagdo de riquétsias. Outros estudos
com maior cobertura da regido e coleta de dados ambientais poderiam facilitar a
compreensdo sobre os motivos da transmissio humana em algumas regides € nao em
outras, nas dltimas décadas.

De qualquer forma, fica o desafio de se aumentar a suspei¢do e notificacdo da
doencga por parte das equipes de saide dos municipios, nos quais as condicdes ecoldgicas
da circulacdo de riquétsias do grupo da febre maculosa e os indicadores sentinelas, como a

soropositividade em equinos, sugiram risco de infeccao humana.

61



6. CONCLUSAO

62



Foi encontradas alta soroprevaléncia (RIFI) de R. rickettsii em equinos na regiao
com registro de casos humanos que variaram entre 38,2% a 54,7%, e também
nos municipios sem registros de FMB, com prevaléncias entre 6,1% a 53%.
Estes resultados alertam para a circulacdo de R. rickettsii em areas conhecidas

como nao endémicas para FMB.

Embora ndo se tenha observado contraste na soropositividade de equinos de
regides com e sem infeccdo humana, os resultados indicam circulacao de R.

rickettsii e de forma geral, a presenca predominante de carrapatos A. cajennense.

Nao foi encontrada evidéncia de infec¢do por outras espécies de riquétsias além
da R. rickettsii na quase totalidade dos equinos investigados, descartando
possiveis reacdes cruzadas, com exce¢ao de um tnico animal em Piracicaba com

titulo de 1/64 para R. rickettsii e 1/1024 para R. parkeri.

Os equinos investigados apresentam titulacdes RIFI relativamente baixas
sugerindo infeccdo antiga dos equinos e circulacdo de riquetsias ndo recente nas

regides de estudo.

Foi encontrado alto percentual de carrapatos da espécie A. cajennense nas areas
com e sem notificacdo de casos de FMB. Foi baixa a porcentagem de carrapato

A. dubitatum em ambas as areas.

Todos os carrapatos foram negativos na identificacdo de R. rickettsii pela
técnica de PCR, confirmando a dificuldade desta identifica¢do, ja apontada

outros pesquisadores.

O aumento da suspei¢cdo em diagndstico da FMB, bem como na vigilancia
epidemioldgica sdo particularmente indicados nos municipios sem notificacio

de casos e com altas soroprevaléncia de anticorpos anti-R. rickettsi.
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Outros estudos focando aspectos ambientais da bacia do rio Piracicaba, bem
como das formas de ocupacdo do solo, do trabalho e lazer das comunidades em
areas potencialmente de risco podem contribuir para uma maior compreensao

sobre a doenca.
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8. ANEXOS
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Anexo 1. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, Jaguaritna, SP, 2012-

2013.

JAGUARIUNA

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri

1 1/512 N3o reagente 1/64

2 1/64 1/128 Ndo reagente
3 1/256 1/64 N3o reagente
4 1/64 1/128 1/64

5 1/64 1/128 1/64

6 1/64 1/128 1/64

7 1/128 1/256 N3o reagente

8 1/128 1/128 N3o reagente

9 1/64 N3do reagente Nao reagente

10 1/64 1/64 N3o reagente

11 1/64 N3do reagente N3o reagente

12 1/64 1/64 1/64

13 1/128 1/128 1/64

14 1/256 1/64 1/128

15 1/64 1/64 N3o reagente
16 1/64 1/64 1/128

17 1/128 N3do reagente N3o reagente

18 1/128 N3do reagente N3o reagente

19 1/256 N3do reagente N3ao reagente

20 1/256 N3o reagente N3o reagente

21 1/256 N3o reagente Nao reagente

22 1/128 N3o reagente 1/128

23 1/64 N3o reagente 1/64

24 1/64 N3o reagente Nao reagente

25 1/64 N3do reagente N3ao reagente




Anexo 2. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, Amparo, SP, 2012-2013.

AMPARO

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri
1 1/128 1/256 1/64
2 1/128 1/128 1/64
3 1/256 N3o reagente N3do reagente
4 1/128 N3o reagente N3do reagente
5 1/128 1/1024 N3o reagente
6 1/256 1/512 N3o reagente
7 1/128 1/128 1/64
8 1/64 1/128 1/64
9 1/256 1/256 1/256
10 1/256 1/256 N3o reagente
11 1/64 1/256 N3o reagente
12 1/64 1/64 1/64
13 1/64 1/128 1/64
14 1/256 1/64 1/64
15 1/64 N3o reagente 1/64
16 1/64 N3o reagente 1/64
17 1/64 N3do reagente N3o reagente
18 1/256 N3do reagente N3ao reagente
19 1/64 1/64 N3o reagente
20 1/128 1/64 1/64
21 1/256 N3o reagente N3o reagente
22 1/64 1/64 1/64
23 1/64 1/512 N3o reagente
24 1/64 1/64 1/64
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Anexo 3. Inquérito soroldgico de equinos utilizando-se reacdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, Valinhos, SP, 2012-2013.

VALINHOS

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri
1 1/128 1/64 1/64
2 1/256 1/64 1/64
3 1/256 N3o reagente N3do reagente
4 1/64 N3do reagente N3do reagente
5 1/256 1/64 1/64
6 1/256 1/64 1/64
7 1/256 1/64 1/512
8 1/64 N3o reagente Nao reagente
9 1/256 1/64 N3o reagente
10 1/256 N3o reagente Nao reagente
11 1/64 1/64 1/128
12 1/256 1/64 1/64
13 1/256 1/64 1/256
14 1/256 1/64 1/128
15 1/256 1/64 1/64
16 1/128 1/64 1/64
17 1/128 1/128 1/64
18 1/128 1/64 1/64
19 1/256 1/64 1/64
20 1/256 1/128 1/512
21 1/256 1/64 1/64
22 1/128 1/64 1/256
23 1/64 N3do reagente N3o reagente
24 1/256 1/64 N3o reagente
25 1/64 1/128 N3o reagente
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Anexo 4. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, Piracicaba, SP, 2012-

2013.

PIRACICABA

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri
1 1/256 N3o reagente 1/64
2 1/128 N3o reagente 1/256
3 1/512 1/64 1/64
4 1/64 1/256 1/128
5 1/128 1/256 N3o reagente
6 1/128 N3o reagente 1/64
7 1/64 N3do reagente Nao reagente
8 1/256 N3do reagente Nao reagente
9 1/64 1/256 N3o reagente
10 1/64 1/128 1/64
11 1/64 N3do reagente Nao reagente
12 1/128 1/64 N3o reagente
13 1/512 N3o reagente 1/256
14 1/512 N3o reagente N3o reagente
15 1/512 1/256 N3o reagente
16 1/128 1/512 N3o reagente
17 1/64 1/128 N3o reagente
18 1/64 N3do reagente N3o reagente
19 1/64 1/64 N3o reagente
20 1/64 N3o reagente N3o reagente
21 1/64 1/128 N3o reagente
22 1/64 N3o reagente 1/256
23 1/64 N3o reagente Nao reagente
24 1/64 N3do reagente N3ao reagente
25 1/64 1/256 1/64
26 1/64 N3do reagente Nao reagente
27 1/512 N3o reagente 1/64
28 1/256 N3o reagente 1/128
29 1/128 N3ao reagente Nao reagente
30 1/512 N3o reagente 1/64
31 1/128 N3ao reagente Nao reagente
32 1/256 N3ao reagente Nao reagente
33 1/64 N3o reagente 1/1024
34 1/64 N3o reagente 1/512
35 1/64 N3o reagente 1/256
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Anexo 5. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, Rio Claro, SP, 2012-2013.

RIO CLARO

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri
1 1/256 N3o reagente 1/64
2 1/64 N3o reagente N3do reagente
3 1/128 1/64 N3o reagente
4 1/256 N3o reagente N3do reagente
5 1/128 N3do reagente N3o reagente
6 1/64 1/512 N3o reagente
7 1/256 1/64 1/64
8 1/256 1/128 1/64
9 1/64 1/64 1/64
10 1/128 N3do reagente Nao reagente
11 1/128 N3o reagente Nao reagente
12 1/256 N3o reagente N3o reagente
13 1/64 N3o reagente N3o reagente
14 1/64 N3o reagente 1/64
15 1/64 1/128 1/64
16 1/64 N3o reagente N3o reagente
17 1/256 N3o reagente N3o reagente
18 1/128 N3do reagente N3o reagente
19 1/64 1/64 N3o reagente
20 1/128 N3do reagente N3o reagente
21 1/64 1/64 1/64
22 1/256 N3o reagente 1/128
23 1/64 N3o reagente 1/64
24 1/64 N3o reagente Nao reagente
25 1/64 N3do reagente Nao reagente
26 1/256 N3do reagente Nao reagente
27 1/64 N3o reagente 1/64
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Anexo 6. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, Braganca Paulista, SP,

2012-2013.

BRAGANCA PAULISTA

Equinos

R. rickettsii

R. belli

R. parkeri

O oo NOOULL P WN -

W W W W W WNNNDNNNNNNNRPRPRPRPRPERPRPRERRPRPRRERPRERPR
U b WNEFEPOOOONOOULP WNERPROOOONOUPE WNRERO

1/64
1/128
1/256
1/256
1/256
1/1024
1/256
1/256
1/512
1/64
1/256
1/1024
1/64
1/64
1/256
1/512
1/64
1/128
1/512
1/64
1/256
1/64
1/256
1/64
1/256
1/256
1/64
1/512
1/64
1/256
1/256
1/64
1/512
1/256
1/1024

N3o reagente
N3do reagente
N3o reagente
N3do reagente
N3o reagente
1/64
N3o reagente
N3o reagente
N3do reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
1/128
N3o reagente
N3do reagente
N3do reagente
N3do reagente
N3do reagente
N3do reagente
N3do reagente
N3do reagente
1/64
N3do reagente
N3do reagente
1/64
Nao reagente
N3ao reagente
N3ao reagente
N3ao reagente
N3ao reagente
Nao reagente
1/64
Nao reagente

N3o reagente
N3o reagente
N3do reagente
1/64
1/64
1/64
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
1/64
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
N3o reagente
Nao reagente
1/64
Nao reagente
Nao reagente
1/128
Nao reagente
Nao reagente
1/64
Nao reagente
Nao reagente
1/64
Nao reagente
Nao reagente
Nao reagente
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Anexo 7. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, , Atibaia, SP, 2012-2013.

ATIBAIA

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri
1 1/128 1/64 Ndo reagente
2 1/256 1/64 N3o reagente
3 1/256 1/64 1/64
4 1/128 1/128 Ndo reagente
5 1/128 1/64 1/64
6 1/64 1/128 1/128

Anexo 8. Inquérito sorolégico de equinos utilizando-se reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para antigenos R. rickettsii, R. parkeri e R. bellii, , Sao Pedro, SP, 2012-

2013.

SAO PEDRO

Equinos R. rickettsii R. belli R. parkeri
1 1/256 1/64 1/64
2 1/64 1/128 N3o reagente
3 1/128 1/64 N3o reagente
4 1/64 1/64 1/64
5 1/128 1/64 N3o reagente
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