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RESUMO

Doencas causadas por bactérias da ordem Rickettsiales sdo um grande desafio para salde
publica. Alta taxa de letalidade pode estar associada ao desconhecimento dos profissionais de
salde sobre historico clinico-epidemiolégico do paciente e a circulacdo destes na area
geografica. I1sso pode levar a um diagnostico e tratamento tardios. Os cdes sdo hospedeiros
dos carrapatos e, podem ser sentinelas para zoonoses. Portanto, investigar a presenca de
anticorpos anti-riquétsia e anti-anaplasma em cées é importante em regifes sem registro de
casos humanos. Esse estudo teve como objetivo determinar a presenca de patdgenos da ordem
Rickettsiales circulantes no municipio de Lavras/MG, considerando que ndo ha relatos de
casos animais e/ou humanos na regido. Sua importancia epidemioldgica esta em ser uma
cidade universitaria e pélo para a regido em que circulam pessoas do Brasil inteiro e do
exterior. Utilizou-se um banco de soros caninos armazenados no Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Lavras coletados em 2010. Foram testados por meio
da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) os 99 soros coletados de cées da zona
urbana e 100 da zona rural para pesquisa de anticorpos anti-Rickettsia amblyommatis, R. belli,
R. parkeri, R. rickettsii e Anaplasma phagocytophilum. Foi realizada analise descritiva de
todas as variaveis, e testada associacdo entre cada diagndstico com a area urbana/rural, sexo e
idade pelo teste do qui-quadrado, considerando significancia estatistica de p<0,05 e
calculadas as odds ratio com intervalo de confianca de 95%. Titulos iguais ou superiores a
1:64 e 1:320 foram considerados positivos para riquétsias e A. phagocytophilum,
respectivamente. No caso de testes positivos para mais de uma riquétsia, foi considerado
como diagndstico mais provavel o agente com titulo final quatro vezes superiores aos outros
na RIFI. Das amostras, 61,8% (123/199) foram soropositivas para riquétsias. Destas, 26,0%
(32/123) apresentaram reacdo para mais de uma espécie: dez foram considerados como
provavel para R. parkeri e uma como R. rickettsi, o restante foi considerado como coinfeccéo.
A espécie R. rickettsii apresentou maior taxa de coinfec¢bes 71,9% (23/32) com titulos que
variaram de 1/64 a 1/256. N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre as areas, sexo ou
idade. Considerando por espécies, apenas soropositivos para R. parkeri e R. belli
apresentaram diferenca significativa entre areas. Na analise da estimativa de risco (OR), caes
da area urbana apresentaram 5,16 (IC=0,13 a 0,85) vezes mais chance de soropositividade
para R. parkeri (p=0,037) e 3,39 (IC=0,27 a 0,96) vezes para R. belli(p=0,017), quando
comparados aos animais da zona rural. Quanto a pesquisa soroldgica relacionada ao A.
phagocytophilum, 19,1% (38/199), foram reativos quando considerado o ponto de corte 1:40,
porém somente dois soros (1%), ambos da zona rural, foram positivos com titulo final quatro
vezes superior ao ponto de corte, descartando uma possivel rea¢do cruzada com A. platys. Um
dos soros positivos para A. phagocytophilum, também foi reativo a R. parkeri. Os resultados
indicam a circulacdo de bactérias da ordem Rickettsiales em Lavras/sMG, com caes
soropositivos para R. parkeri, R. rickettsii, R. belli, R. amblyommatis e A. phagocytophilum,
nesta ordem de frequéncia. Alguns com frequéncia semelhante a regides endémicas no Brasil.
Consequentemente, pela auséncia de casos clinicos pode-se inferir que a regido € area
silenciosa para Febre Maculosa Brasileira e Anaplasmose Granulocitica Humana Deve-se
considerar o risco e a necessidade da adocdo de medidas de vigilancia de ambientes para
diagndstico precoce de possiveis casos humanos.

Palavras Chaves: Rickettsia spp., Anaplasma phagocytophilum, Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta, epidemiologia de infec¢des transmitidas por carrapatos



ABSTRACT

Diseases caused by bacteria of the order Rickettsiales are a great public health challenge. A
high fatality rate may be associated with health professionals' lack of knowledge about the
patient's clinical and epidemiological history and their circulation in the geographical area.
The high lethality is associated to late diagnosis and treatment. Dogs are host to ticks and can
be sentinels to zoonosis. Therefore, so investigating the presence of anti-rickettsia and anti-
anaplasma antibodies in these is important in regions with no recorded human and animal
cases. This study aimed to determine the presence of circulating Rickettsiales pathogens in the
city of Lavras / MG. This is a university city and have a great important to commerce in the
region. There is amost people the all states of Brazil and immigrants. A bank of canine serums
stored in the the Department of Veterinary Medicine at the Federal University of Lavras,
collected in 2010 was used. Serums of 99 urban and 100 rural dogs were tested by Indirect
Immunofluorescence Reaction (IFAT) for anti-Rickettsia amblyommatis antibodies, R. belli,
R. parkeri, R. rickettsii and Anaplasma phagocytophilum. Descriptive analysis of all variables
was performed, and the association between each diagnosis with urban/rural area, gender and
age were tested by the chi-square test. Considered the statistical significance of p <0.05. Are
calculated odds ratios with a confidence interval of 95%. Titers equal or greater than 1:64 and
1: 320 were considered positive for rickettsiae and A. phagocytophilum, respectively. In the
case of more than one positive rickettsiae, the final titer agent was four times higher than the
others in the IFAT was considered as the most likely diagnosis. Of the samples, 61.8%
(123/199) were seropositive for rickettsiae. Of these, 26.0% (32/123) had a reaction for more
than one species: ten were considered probable for R. parkeri and one as R. rickettsi, the
remainders were considered as coinfection. The R. rickettsii species had the highest rate of co-
infections 71.9% (23/32) with titers ranging from 1/64 to 1/256. There was no significant
difference (p> 0.05) among areas, gender or age. In this comparison by species, only
seropositive for R. parkeri and R. belli showed significant differences between areas, p =
0.037 and p = 0.017, respectively. In the analysis of the risk estimate (OR), dogs from the
urban area had 5.16 (CI = 0.13 to 0.85) times more chance of seropositivity for R. parkeri and
3.39 (Cl = 0.27 to 0.96) times for R. belli compared to rural animals. Regarding the
serological research related to A. phagocytophilum, 19.1% (38/199) were reactive when
considering the 1:40 cutoff point, but only two sera (1%), both from rural areas, were positive
with titer four times the cut-off point, ruling out a possible cross-reaction with A. platys. One
of the sera positive for A. phagocytophilum was also reactive to R. parkeri. The results
indicate there is circulation of bacteria of the order Rickettsiales in Lavras/ MG with dogs
seropositive for R. parkeri, R. rickettsii, R. belli, R. amblyommatis and A. phagocytophilum, in
this frequency order. Some of it has a similar frequency in others endemic regions in Brazil.
Consequently, due to the absence of clinical cases, it can be inferred that the region is a silent
area for Brazilian Macular Fever and Human Granulocytic Anaplasmosis. The risk and the
need to adopt environmental surveillance measures for early diagnosis of possible human
cases should be considered.

Keywords: Rickettsia spp., Anaplasma phagocytophilum, Indirect Immunofluorescence
Reaction, epidemiology of tick-borne infections
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1 INTRODUCAO

Doencas causadas por patdgenos da ordem Rickettsiales e vetoradas por carrapatos
tém sido um grande desafio para a saide publica, pois por muito tempo foram negligenciadas.
O fato dos sintomas serem inespecificos torna o diagnostico dificil, ocasionando uso de
terapias inadequadas, que podem agravar 0s casos e levar a morte dos pacientes. Além disso,
fatores como a alta taxa de letalidade, como € o caso das riquétsias, pode ser associado a falta
de conhecimento dos profissionais de salde sobre as caracteristicas clinico epidemioldgicas
das doencas, ao historico do paciente e ao desconhecimento de zonas endémicas para cada
uma delas (OLIVEIRA et al., 2016). H& diversas areas consideradas silenciosas em que
ocorre a circulacdo desses agentes, porem sem diagnostico das doencas. Apesar de
responderem bem ao tratamento, é necessario que esse seja estabelecido precocemente, antes
do diagndstico definitivo laboratorial (BLANTON, 2016). O principal meio de prevencéo
ainda é evitar a exposicdo a locais infestados por carrapatos, principalmente em areas
consideradas endémicas. Caso ocorra 0 contato com o vetor, este deve ser retirado o mais
rapidamente possivel do corpo, reduzindo assim a possibilidade de ocorrer a infeccdo.O
médico deve ser alertado do contato com carrapatos ou animais, para que suspeite dessas
doencas (CARRADE et al., 2009).

Consideradas como patdgenos emergentes com ampla distribuicdo global, Rickettsia
spp. e Anaplasma spp. pertencem a ordem Rickettsiales, que é dividida nas familias
Rickettsiaceae e Anaplasmataceae, onde estdo incluidos os géneros Rickettsia e Anaplasma,
respectivamente (BLANTON, 2016; DUMLER et al., 2001; THOMAS et al., 2016). No
género Rickettsia estdo os agentes de diversas doencas, que atingem diferentes espécies de
animais e humanos, como a Febre Maculosa. Esta é uma zoonose que foi identificada pela
primeira vez em ldaho/EUA em 1906, pelo pesquisador Howard Taylor Ricketts, que apontou
0 carrapato como seu principal vetor e denominou a doenca como Febre Maculosa das
Montanhas Rochosas (MARTINS et al., 2016; SUCEN, 2011), por ser o foco natural
principal da doenca nos EUA. E causada, principalmente, pela espécie Rickettsia rickettsii.
Outras espécies do mesmo grupo da Febre Maculosa, como R. parkeri e R. amblyommatis
também sdo apontadas como agentes de infeccdo, apesar destas serem associadas com
manifestacbes mais brandas, quando comparada a primeira (APPERSON et al., 2008;
BLANTON, 2016; PADDOCK et al., 2004; KRAWCZAK et al., 2016 a). No Brasil a doenca

é conhecida desde 1929, onde recebeu diversos nomes como: febre petequial, tifo transmitido
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por carrapato e Febre Maculosa Brasileira (FMB), nome que persiste até os dias atuais
(MARTINS et al., 2016; SUCEN, 2011).

O género Anaplasma foi descoberto por Sir Arnold Theiler em 1910, e nele estdo
incluidas as espécies Anaplasma marginale, A. centrale, A. ovis, A. bovis, A. platys e A.
phagocytophilum que infectam diferentes espécies de animais, sendo que algumas incluem o
parasitismo humano. Estas espécies sdo agentes etioldégicos das doencas conhecidas como
Anaplasmose, que comumente sdo transmitidas por carrapatos (ATIF, 2016; BATTILANI et
al., 2017; DUMLER et al, 2001). Anaplasma phagocytophilum é um patégeno comumente
reportado em diferentes partes do mundo causando infeccGes em animais e seres humanos,
que podem ser fatais, quando ndo tratadas. Esta espécie € o agente da Anaplasmose
Granulocitica Humana (AGH), doenca relatada, frequentemente, nos EUA, onde 30% dos
pacientes diagnosticados necessitam de hospitalizacdo e 0,6% vao a 6bito (ATIF, 2015;
BAKKEN & DUMLER, 2015; DAHLGREN et al.,, 2011; DUMLER et al., 2001, 2005;
ISMAIL; BLOCH; McBRIDE, 2010; ST.CLAIR; DECKER, 2012; VIEIRA et al., 2011).

Tanto anaplasmose, quanto as riquetsioses sdo transmitidas por vetores,
principalmente carrapatos da familia Ixodidae, e 0s animais vertebrados atuam como
reservatorios do patégeno (BOWN et al., 2003; PASSOS, 2012; THOMAS et al., 2016). As
transmissdes destas bactérias podem ocorrer em qualquer estddio de vida do carrapato,
devendo permanecer fixado no hospedeiro por um periodo minimo para esta transmissédo, que
no caso das riquétsias, este periodo varia de seis a dez horas ap0s o inicio do repasto
sanguineo (FORTES; BIONDO; MOLENTO, 2011; SUCEN, 2011).

Os principais sintomas clinicos nos seres humanos sdo parecidos em ambas as
doencas, e incluem febre, dor de cabeca, mialgias, calafrios, leucopenia, trombocitopenia e ou
anemia. No caso da febre maculosa também podem aparecer enxatemas distribuidas nos
membros, que se iniciam nas maos e pés, o que se torna um diferencial para o diagnostico da
doenca quando estdo presentes (DANTAS-TORRES, 2007; DUMLER et al, 2001;
DUMLER, 2013; TUDDENHAM, 2017). Caso esse tratamento ndo ocorra, 0 enxatema chega
a se transformar em hemorragico, principalmente equimoses ou sufusdes, que podem evoluir
para necrose, sobretudo nos membros (BRASIL, 2016).

Ja nos cées, a febre, letargia e anorexia sdo vistos como os sinais clinicos mais comuns
para anaplasmose, enquanto que para a febre maculosa, além destes, ainda ocorrem cefaleia,
nauseas, deficiéncia vestibular com nistagmo e incoordenacdo motora. Esses sinais surgem

entre duas a trés semanas apos a picada do carrapato, mas também podem ocorrer infecgdes
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assintomaticas (ATIF, 2015; FORTES; BIONDO; MOLENTO, 2011; JOANNITTI et al.,
2014; PACHECO, 2008; ST.CLAIR; DECKER, 2012).

Apesar de possuir uma réapida evolucdo no seu quadro clinico, e ser considerada a
segunda zoonose mais letal, abaixo apenas da raiva, somente em 2001 a FMB passou a ser
considerada pelo Ministério da Saude como uma Doenga de Notificacdo Compulséria. Sdo
registrados no SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo), tanto os casos
confirmados da doenca, como o0s casos suspeitos (LABRUNA e MACHADO, 2006;
OLIVEIRA et al.,, 2016; SUCEN, 2011). Antes da obrigatoriedade da notificacdo, somente os
estados de S&o Paulo e Minas Gerais mantinham uma vigilancia ativa para a enfermidade,
mesmo que diversos outros estados também ja tivessem casos relatados da doenca (SUCEN,
2011).

N&o existem relatos de casos de AGH no Brasil, poréem, como a enfermidade néo
consta como uma doenca de notificacdo obrigatoria, pode nédo ter sido diagnosticada ou
relatada (DUMLER, 2013). Apesar disso, alguns pesquisadores tém relatado a presenca de A.
phagocytophilum em diversas espécies de animais distribuidos pelos estados brasileiros,
incluindo os cdes (FALCAO et al., 2014; MAZZOTTI et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2017;
PINTO et al., 2018; PRADO et al., 2017; SANTOS et al., 2013; SILVEIRA et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2017; VIEIRA et al., 2013). Isso traz grande preocupacéo, pois 0s caes
atuam como sentinelas, ndo s6 de anaplasmose, mas também de diversas outras zoonoses de
importancia para a saude humana.

O diagnéstico laboratorial € essencial para a confirmacdo ou estabelecimento da
terapia. Pode ser realizado empregando diversas técnicas como Reacdo de Cadeia de
Polimerase (PCR), Imuno-histoquimica e Histopatologia. Para ambas as doencas a RIFI
(Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta) é considerada padrdo ouro para o diagndstico. E um
método que apresenta baixo custo, boa sensibilidade e especificidade. Para a realizacdo desse
exame como comprovacao, é necessaria a coleta de duas amostras de sangue com intervalo de
14 a 21 dias no qual sdo realizadas a RIFI. A confirmacdo da infeccdo se dard quando a
segunda amostra demonstrar titulo final quatro vezes maior que a primeira (BLANTON,
2016; CALIC, 2004; CARVALHO, 2016; DEL FIOL et al., 2010; SUCEN, 2011).

Dessa forma, este estudo teve como objetivo determinar a presenca de patdgenos da
ordem Rickettsiales circulantes no municipio de Lavras/MG, por meio de diagnostico indireto
pela técnica de RIFI em cées, considerando que ndo ha relatos de casos humanos, ou animais

na regido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ordem Rickettsiales

A ordem Rickettsiales € constituida por bactérias gram negativas, pleomdrficas e
intracelulares obrigatdrias, no qual inclui as familias Rickettsiaceae e Anaplasmataceae. Na
familia Rickettsiaceae estdo os géneros Rickettsia e Orientia. J4 a familia Anaplasmaceae
abrange Anaplasma, Wolbachia, Ehrlichia, Neorickettsia e Aegyptianella (BLANTON, 2016;
DUMLER et al., 2001; THOMAS et al., 2016).

As espécies sdo transmitidas principalmente por ectoparasitos, no qual incluem &caros,
carrapatos, pulgas e piolhos. Esses vetores podem transmitir a bactéria pela picada, ou mesmo
através da inoculacdo de fezes no hospedeiro. Mas ainda existem espécies como as
Neorickettsia que podem ser transmitidas atraves da ingestdo de endoparasitos, como
trematodeos (THOMAS et al., 2016).

Muitas das espécies dessa ordem causam doencas em seres humanos. Outras ainda
necessitam de informacdes sobre sua patogenicidade, apesar de algumas antes reconhecidas
como nédo patogénicas estarem atualmente envolvidas em sintomas clinicos no homem. Esse é
0 caso da Rickettsia parkeri e R. amblyommatis que recentemente foram diagnosticadas em
seres humanos (APPERSON et al., 2008; BLANTON, 2016; PADDOCK et al., 2004).

Representantes da familia Rickettsiaceae sdo coccobacilos ndo flagelados que infectam
o citoplasma e ou nucleo da célula do hospedeiro. Dentre eles, as espécies mais reconhecidas
por causar infeccdo humana estdo: Orientia tsutsugamushi e Rickettsia akari que sdo
transmitidas por acaros; R. prowazeckii, transmitida por piolhos; R. typhi e R. felis por pulgas;
e as espécies R. rickettsii, R. conorii, R. africae e R. australis que sdo transmitidas por
carrapatos (DAY e NEWTON, 2017; THOMAS et al., 2016). Algumas dessas espécies sao
causadoras de doencas conhecidas como Febre Maculosa e Tifo que ocorrem em diversas
partes do mundo.

Ja os membros da familia Anaplasmataceae infectam e replicam-se principalmente, em
neutrofilos, mondcitos, macrofagos e em vacutolo intracitoplasmatico de eritrocitos de animais
vertebrados (DUMLER et al., 2001). O primeiro relato como causadora de doengas em
humanos ocorreu na década de 1980, e as principais espécies reconhecidas por serem
patogénicas a seres humanos foram: Ehrlichia chaffeensis, conhecida por causar a Erliquiose
Monocitica Humana (HME); Ehrlichia ewingii patégeno da Ehrlichiose Granulocitica

Humana (EGH); Anaplasma phagocytophilum, agente da Anaplasmose Granulocitica
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Humana (AGH) e Neorickettsia sennetsu (DUMLER, 2013; DUMLER et al., 2001, 2005;
PACHECO, 2008).

A ordem Rickettsiales, durante muito tempo foi negligenciada como causadora de
doencas em seres humanos, e com isso tem se tornado um grande desafio para a salde
publica, pois cada vez mais tém sido descobertas novas espécies, e identificado algumas como
patogénicas a seres humanos (APPERSON et al., 2008; BLANTON, 2016; PADDOCK et al.,
2004). Apesar dos hospedeiros responderem bem ao tratamento para a maioria desses, 0S
sinais clinicos sdo inespecificos, o que dificulta o diagnostico, principalmente em locais
considerados ndo endémicos (BLANTON, 2016).

2.2 Rickettsia spp.

Riquétsias sdo bactérias Gram-negativas, pleomorficas, intracelulares obrigatoria que
estdo distribuidas mundialmente e possuem uma variedade de hospedeiros (DANTAS-
TORRES, 2007; DUMLER et al.,, 2001; MARTINS, 2014). O género é constituido por
espécies que estdo subdivididas em quatro grupos: Grupo Ancestral (Rickettsia bellii e R.
canadensis), Grupo Tifo (R. prowazekii e R. typhi), Grupo de transicdo (R. australis, R. akari
e R. felis) e o Grupo Febre Maculosa, no qual estdo incluidas a maioria das espécies (R.
aeschlimanii, R. africae, R. conorii, R. heilongjiangensis, R. helvetica, R. honei, R. japonica,
R. massiliae, R. montanensis, R. parkeri, R. peacockii, R. rhipicephali, R. rickettsii, R. sibrica
e R. slovaca, R. amblyommatis, R. andeanae). Este ultimo grupo possui uma alta relevancia
para a saude publica, com vérias espécies que ocasionam desde infec¢cdes brandas até letais.
Ha outras espécies que tem patogenicidade desconhecida, levando a ndo notificacdo de alguns
casos como Febre Maculosa (ALMEIDA et al., 2011; CALIC, 2004; COELHO, 2013;
KARPATHY et al., 2016; LABRUNA, 2009; LABRUNA et al., 2011; MARTINS et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2016, SCHROEDER et al., 2016; SUCEN, 2011; THOMAS et al.,
2016).

No Brasil ha relatos da presenca das seguintes espécies: R. belli do Grupo Ancestral,
R. typhi do Grupo Tifo; R. akari e R. felis do Grupo de Transi¢cdo, além de R. rickettsii, R.
parkeri, R. amblyommatis, R. rhipicephali, R. andeanae, R. montanensis e R. africae
pertencentes ao Grupo da Febre Maculosa (CALIC, 2004; COSTA et al., 2015; LABRUNA,
2009; MARTINS et al.,, 2015; OLIVEIRA et. al., 2016; SUCEN, 2011). De todas essas
espécies, quatro sdo consideradas as mais patogénicas aos seres humanos, sendo R. typhi, R.

felis, R. parkeri e R. rickettsii (MARTINS, 2014).
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Rickesttsia rickettsii é considerada a riquétsia mais patogénica para seres humanos no
mundo e pode infectar diversas espécies de animais, como cées, capivaras, eqlinos, gambas,
coelhos, aves, entre outros. Alguns destes hospedeiros podem apresentar infeccdo ou serem
portadores assintomaticos, e em hospedeiros vertebrados o tempo de infeccdo varia de alguns
dias a semanas (LABRUNA, 2009). O gendtipo circulante da bactéria tem apresentado
variacdo quanto a viruléncia, dificultando ainda mais o tratamento dos individuos infectados
podendo levar ao 6bito caso a antibioticoterapia ndo seja prescrita a tempo, ou mesmo, nunca
indicada (DANTAS-TORRES, 2007; LABRUNA, 2009; NICHOLSON et al, 2010;
PAROLA; LABRUNA; RAOULT, 2009).

Casos humanos de FMB sdo frequentemente relatados no Brasil, onde em 2018,
ocorreram 237 casos ocasionada por R. rickettsii. A regido Sudeste do pais é responsavel pela
maioria dos casos onde, apenas os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo notificaram juntos
74% dos casos, com taxas de letalidade em torno de 46% (BRASIL, 2019).

Nos cdes, infeccOes causadas por R. rickettsii, levam a quadros clinicos como febre,
anorexia, cefaleia, letargia, nauseas, depressdo, trombocitopenia, deficiéncia vestibular com
nistagmo, edema conjuntival e incoordenacdo motora (FORTES; BIONDO; MOLENTO,
2011; JOANNITTI et al., 2014; LABRUNA et al., 2009; PIRANDA et al., 2008). Existem
poucas informacbes sobre a patogenicidade das outras especies de riquétsias em cées, pois
algumas causam infeccbes assintomaticas, mas também pode ser devido a incerteza no
diagnodstico clinico, ja que os sintomas sdo parecidos com outras doencas (FORTES;
BIONDO; MOLENTO, 2011; JOANNITTI et al., 2014). A transmissdo da bactéria é
associada principalmente aos carrapatos A. sculptum e A. aureolatum (LABRUNA, et al.,
2011; MORAES-FILHO et al., 2009).

Até 2004, considerava-se que R. parkeri era apatogénica para o0 homem, mas alguns
autores tém relatado quadros clinicos causados pelo agente, inclusive no Brasil, no qual é
diferenciada em duas cepas. R. parkeri sensu stricto (s.s.) € descrita no Rio Grande do Sul no
qual € relacionada ao carrapato Amblyomma tigrinun. Ja R. parkeri cepa Mata Atlantica ja foi
descrita nas regides Sul, Sudeste e Nordeste do pais, estando associada a regides de Mata
Atlantica e principalmente ao carrapato A. ovale como vetor (FACCINI-MARTINEZ et al.,
2018; FORTES, 2010; KRAWCZAK, 2012; KRAWCZAK et al., 2016a, 2016b, 2016c;
LABRUNA, 2009; MEDEIROS et al., 2011; PADDOCK et al., 2004; SPOLIDORIO et al.,
2010; WECK et al., 2016). Outras espécies de carrapatos também sdo reconhecidas por

participarem do ciclo de transmissdo no Brasil como A. triste, A. dubitatum, A. nodosum e A.
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aureolatum (DALL’AGNOL et al., 2017; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; KRAWCZAK
et al., 2012; KRAWCZAK et al., 2016 a, 2016 b, 2016 c; LABRUNA et al., 2011). Quanto a
infecgdo, existem poucos casos confirmados, e e referenciada como de menor gravidade
quando comparada a R. rickettsii, ainda ndo existindo relatos sobre a letalidade ocasionada
pela mesma (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; KRAWCZAK et al., 2016a; OLIVEIRA, et
al., 2017; SPOLIDORIO et al., 2010).

Diversos trabalhos tém evidenciado a presenca de anticorpos contra R. parkeri em
soros caninos, sugerindo a importancia desses animais no ciclo de transmisséo da doenca para
0 homem (KRAWCZAK et al, 2016 c; POUBEL et al., 2018). Estudos realizados nos
Pampas Sul-Americanos, relataram que o0s cdes domésticos eram frequentemente
diagnosticados com R. parkeri. Na regido o0s canideos selvagens possuiam um papel
importante na dispersdo de carrapatos infectados em seu habitat que era frequentado pelos
caes domesticos provocando assim a infec¢do desses ultimos. Os cdes domésticos por sua vez,
levavam o0s carrapatos para o seu peri-domicilio, possibilitando a infeccdo humana
(DALL’AGNOL et al., 2017; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; LADO et al., 2014; WECK
et al., 2016).

Ha indicios de que humanos também desenvolve uma resposta imunologica para R.
amblyommatis, mas esse organismo até ha pouco tempo, nunca havia sido citado como
causador de infeccdo humana. Atualmente tem sido associado como a causa de sintomas leves
em pacientes nos Estados Unidos (AMORIM et al., 2013; APPERSON et al., 2008; FORTES
et al.,, 2010; KARPATHY et al., 2016). Estudos moleculares recentes comprovam que R.
amblyommatis pode infectar cdes provocando titulos sorologicos bastante elevados
(BARRETT et al., 2014; COSTA et al., 2015; KARPATHY et al., 2016). Esta bactéria, que
possui larga distribuicdo no continente americano, ocorre em varias espécies de carrapato,
incluindo Amblyomma longirostre, A. cajennense e A. coelebs no Brasil (COSTA et al., 2015;
LABRUNA, 2004; LABRUNA et al., 2004; KARPATHY et al., 2016).

Rickettsia belli é o agente da familia Rickettsiaceae que mais infecta carrapatos no
Brasil. Ha relatos de infeccdo nas espécies A. ovale, A. oblongoguttatum, A. scalpturatum, A.
humerale, A. rotundatum, A. aureolatum, A. dubitatum, A. incisum, A. nodosum, Ixodes
loricatus e Haemaphysalis juxtakochi, no qual sdo transmitidos de forma transovariana e
transestadial (COSTA et al., 2015; HORTA et al., 2006; LABRUNA et al., 2007; LABRUNA
et al., 2011; PINTER et al., 2008). Ndo se conhece ainda a patogenicidade desta bactéria,

apesar de estudos, em diversas regibes no pais, indicarem a presenga de uma resposta
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imunoldgica a este agente em animais vertebrados, principalmente cdes (AMORIM et al.,
2013; FORTES et al., 2010; LABRUNA et al., 2011; MELO et al., 2011; SPOLIDORIO et
al., 2013). Mesmo assim, alguns autores sugeriram que ha a possibilidade de que R. belli ndo
seja infeccioso aos cdes, uma vez que em seus estudos ndo houve qualquer evidéncia de
infeccdo nesses animais, apesar que foram encontrados carrapatos infectados nos mesmos
locais de estudo (COSTA et al., 2015; LABRUNA et al., 2007; PINTER et al., 2008).

Os patdgenos responsaveis pela FMB podem ser transmitidos por diversas espécies de
carrapatos, mas sdo considerados como principais vetores e reservatorios das riquétsias, 0s
carrapatos da familia Ixodidae, principalmente, os do género Amblyomma. Nesse género a
riquétsia é transmitida por transmissdo transovariana ou transestadial. H& também a
transmiss@o horizontal, quando o vetor se infecta ao parasitar um hospedeiro, que atua como
amplificador da riquétsia (CARVALHO, 2016; COELHO, 2013; NICHOLSON et al., 2010).

Um hospedeiro vertebrado é definido como bom amplificador de riquétsias quando,
esses sdo abundantes em area endémica, sdo hospedeiros habituais do carrapato vetor, séo
susceptiveis a bactéria, desenvolve riquetsemia de modo a possibilitar a infeccdo dos
carrapatos, e que suas proles ndo sejam resistentes a infeccdo (LABRUNA, 2009). S&o esses
animais que irdo influenciar a distribuicdo das riquétsias e também das espécies de vetores,
como no caso de R. rickettsii, que possui como principais amplificadores as espécies
Hydrochoerus hydrochaeris (capivara) e Didelphis aurita (gamba), e como vetores 0s
carrapatos A. sculptum, A. dubitatum e A. aureolatum (LABRUNA, 2009; MORAES-FILHO
et al., 2009). Esses animais mantém uma riquetsemia durante varios dias, possibilitando assim
a infeccdo dos vetores (FORTES; BIONDO; MOLENTO, 2011; PIRANDA et al., 2008).

A. cajennense durante décadas foi apontado como o principal vetor de riquétsias. Mas
apos andlises com bases morfoldgicas e moleculares, essa espécie foi apontada como sendo
um complexo de seis espécies, no qual inclui o A. sculptum. Esta Ultima esta geograficamente
distribuida nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de janeiro, Sdo Paulo, Parana,
Pernambuco, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias (NAVA et al., 2014). Apesar
de A. sculptum ser considerada como o principal vetor de riquétsias, sabe-se que outras
espécies de carrapatos também participam do ciclo epidémico e enzodtico, além de outras
espécies de artrépodes como, Ctenocephalides canis e C. felis que também sdo considerados
vetores de riquétsia (DURAES, 2015; SANTOS E GAGLIANI, 2007; SUCEN, 2011). A

tabela 1 demonstra as riquétsias ja detectadas no Brasil e os carrapatos em que foram isolados.
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Tabela 1: Espécies de riquétsias detectadas e/ou isoladas de carrapatos no Brasil.

RIQUETSIA

CARRAPATO

REFERENCIA

R. amblyommatis

R. belli

R. parkeri sensu stricto

R. parkeri cepa Mata Atlantica

R. rickettsii

Amblyomma coelebs
Amblyomma geayi
Amblyomma longirostre
Amblyomma sculptum

Ixodes loricatus
Amblyomma humerale
Amblyomma ovale
Amblyomma rotundatum
Amblyomma scalpturatum
Amblyomma oblongoguttatum
Amblyomma aureolatum
Amblyomma dubitatum
Amblyomma incisum
Amblyomma nodosum
Haemaphysalis juxtakochi

Amblyomma tigrinun,
Amblyomma aureolatum
Amblyomma triste
Amblyomma ovale
Amblyomma dubitatum
Amblyomma nodosum

Amblyomma aureolatum
Amblyomma ovale
Riphicephalus sanguineus

Amblyomma sculptum;
Rhipicephalus sanguineus,
Amblyomma aureolatum

Krawczak et al., 2016¢; Labruna et
al., 2011; Labruna, 2004; Medeiros
et al., 2011; Parola et al., 2009.

Krawczak et al., 2016c¢; Labruna et
al., 2011; Labruna, 2004; Moraes-
Filho et al., 2009; Parola et al.,
2009.

Dall'Agnol et al., 2017
Faccini-Martinez et al., 2018;
Labruna et al., 2011.

Barbieri et al., 2014; Faccini-
Martinez et al., 2018; Krawczak et
al., 2016 c; Medeiros et al., 2011;

Labruna et al., 2011; Moraes-Filho
et al., 2009;

Fonte: Do Autor

A. aureolatum e A. ovale, vetores de espécies de riquétsias como R. rickettsii e R.

parkeri, respectivamente, sdo comumente encontrados parasitando cdes domésticos, quando
na sua fase adulta. Em suas fases imaturas parasitam aves, roedores e outras espécies
silvestres (CARVALHO, 2016; FACCINI-MARTINEZ et al, 2018; SUCEN, 2011).
Amblyomma ovale também é reconhecido por ter o habito de parasitar seres humanos em sua
fase adulta (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; GUGLIELMONE et al., 2006; SZABO et
al., 2006). E sugerido que Rhipicephalus sanguineus também seja um vetor de R. rickettsii,
mas a infeccdo em condicBes naturais possui taxas muito baixas e essa bactéria é patogénica
para esta espécie de carrapato (MORAES-FILHO et al.,, 2009; PIRANDA et al., 2008;
PIRANDA et al., 2011).
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A transmissdo para o hospedeiro pode acontecer em qualquer fase de vida do carrapato
(larva, ninfa ou adulto), por meio da saliva, porém é necessario que haja fixacdo a pele do
hospedeiro por um periodo de seis a dez horas. Depois de ocorrer a fixacdo do parasito no
hospedeiro ocorre a reativacdo da bactéria para o estado virulento, sendo regurgitada pelo
artrépode no hospedeiro no momento do repasto sanguineo. Outra forma de transmissao pode
acontecer pelo esmagamento do carrapato e o contato do hospedeiro com distribuicdo de seu
suco gastrico (DEL FIOL, 2010; FORTES; BIONDO; MOLENTO, 2011; SUCEN, 2011).

2.3 Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilum é uma bactéria Gram-negativa, intracelular obrigatoria
que até recentemente era reconhecida como Ehrlichia phagocytophila (ATIF, 2015;
DUMLER et al., 2001; DUMLER et al., 2005; FALCAO et al., 2014; ISMAIL; BLOCH:;
MCBRIDE, 2010). Dumler et al. (2001), através de analises moleculares reclassificaram a
familia Anaplasmataceae e transferiram algumas espécies de género, como foi o caso de
Ehrlichia phagocytophila, E. equi e 0 agente da Anaplasmose Granulocitica Equina (AGE)
que hoje juntas formam a espécie Anaplasma phagocytophilum (BATTILANI et al., 2017;
DUMLER et al., 2001; FALCAO et al., 2014).

Apesar de o patogeno ter sido identificado em 1932, a doenca sé foi relatada, pela
primeira vez, como causadora de infeccdo humana na década de 1990, e foi caracterizada
como grave por poder levar ao 6bito caso ndo seja tratada corretamente (ATIF, 2015;
DUMLER et al., 2001. 2005; ISMAIL; BLOCH; MCBRIDE, 2010; ST.CLAIR; DECKER,
2012; VIEIRA et al., 2011).

A. phagocytophilum é citada como potencialmente endémica em, pelo menos, 43
paises onde apresenta uma letalidade mundial em torno de 5%. E comumente diagnosticada
nos Estados Unidos, onde a soroprevaléncia humana varia de 15 a 36% com taxa de letalidade
de 0,6%. Na Europa a soroprevaléncia estd em torno de 1 a 20% (ATIF, 2015; BERGER,
2019; ST.CLAIR; DECKER, 2012)

No Brasil, ndo existem relatos de casos humanos, mas a falta de obrigatoriedade de
notificacdo ndo nos proporciona o conhecimento do ndmero de ocorréncias no pais
(DUMLER, 2013; FALCAO et al., 2014). Ainda assim, alguns estudos tém demonstrado a
presenca de A. phagocytophilum em algumas espécies de animais no pais, como cervideos,
aves silvestres, pequenos ruminantes, equinos e em caes. Nesses ultimos, ja foram relatados

em estados como Rio de Janeiro, Pernambuco, Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais (CASTRO
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et al., 2016; MACHADO et al., 2012; PINTO et al., 2018; SACCHI; DUARTE; MACHADO,
2012; SANTOS et al., 2011, 2013; SILVEIRA et al., 2017; VIEIRA et al., 2013).

Nos EUA e em diversas regides da Europa, A. phagocytophilum é transmitido por
carrapatos do género Ixodes. Mas Santos et al. (2013) consideraram as espécies do Complexo
Amblyomma cajennense e Rhipicephalus sanguineus como 0s possiveis vetores da
Anaplasmose Granulocitica no Brasil. Alguns autores tém relatado ainda, casos de AGH
transmitidas também através de transfusdo sanguinea, contato perinatal ou nosocomial em
seres humanos (ANNEN et al. 2012; DHAND et al., 2007; ST.CLAIR; DECKER, 2012).

A conservagdo da bactéria ocorre devido a transmissdo transestadial nos vetores e as
fases de ninfa e adultos sdo regularmente relatadas transmitindo a infecgdo para o homem
(CARRADE et al., 2009; THOMAS et al., 2016). Quando Anaplasma spp. entra no
organismo do carrapato, ocorre a colonizacdo do epitélio do intestino médio para depois
migrar para as glandulas salivares, onde, posteriormente e transferido para o hospedeiro
vertebrado atraves da saliva do vetor (BATTILANI et al., 2017; THOMAS et al., 2016; UETI
et al., 2007; UETI et al., 2009). A variedade de hospedeiros vertebrados muda de acordo com
as regides geograficas, mas os roedores sdo considerados os hospedeiros habituais da bacteria
para realizar o ciclo enzootico (BOWN et al., 2003; PASSOS, 2012; WOLDEHIWET, 2010).
No Brasil, Sacchi, Duarte e Machado (2012), relataram o cervideo Blastocerus dichomotus
como um potencial reservatério para a bactéria.

A gravidade da anaplasmose granulocitica varia de uma regido para outra devido a
presenca de diferentes cepas circulantes. Infecces humanas podem ocorrer de forma
assintomatica a grave, com complicac6es fatais (BAKKEN; DUMLER, 2015; DAHLGREN
et al., 2011; WOLDEHIWET, 2010). Os principais sinais e sintomas clinicos sdo parecidos
com outras doencas virais e bacterianas e inclui febre, dor de cabeca, mialgias, calafrios,
rigidez no pescoco, nausea, tosse, além de leucopenia, trombocitopenia e ou anemia nos
homens. Nos cées a febre, letargia e lesdes na pele sdo vistas como 0s mais comuns. Esses
sintomas aparecem entre duas a trés semanas ap0s a picada do carrapato, mas também podem
ocorrer casos onde a doenca ocorre de forma assintomatica, principalmente, em areas
endémicas (ATIF, 2015; BAKKEN; DUMLER, 2015; DAHLGREN et al., 2011; DUMLER
et al.,, 2001; DUMLER et al., 2005; PACHECO, 2008; SILVEIRA et al., 2015; ST.CLAIR;
DECKER, 2012). A dificuldade em identificar os primeiros sinais da doenca e a falta de testes
mais rapidos e sensiveis impede o diagndstico precoce, no qual quanto mais rapido é iniciado
o0 tratamento mais eficaz ele se torna (BAKKEN; DUMLER, 2015).
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Diversos testes sdo utilizados para o diagnostico da anaplasmose granulocitica como o
da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), Imuno-histoquimica e Histopatologia. A Reacéo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é considerado “padrdo ouro” para AGH pelo Centro de
Controle de Zoonoses dos Estados Unidos. E um método de baixo custo, possui boa
sensibilidade, mas a especificidade é considerada baixa, principalmente quando comparado ao
teste de ELISA. A dificuldade deste teste é que os anticorpos também podem reagir com
outras espécies de Anaplasma, principalmente A. marginale e A. platys, além da Ehrlichia
chaffeensis. Por isso a confirmacgdo da infecgdo, consiste em verificar a soroconverséo e ou
aumento do titulo final que deve ser no minimo quatro vezes maior que o primeiro teste. Para
animais como cdes e cavalos, algumas empresas tém comercializado alguns kits de
diagnosticos para deteccdo de anticorpos de A. phagocytophilum em plasma ou soro (ATIF,
2016; BAKKEN; DUMLER, 2015; BLANTON, 2016; CARRADE et al., 2009; DUMLER,
2013; FALCAO et al., 2014; PRADO et al., 2017).

As infeccOes por Anaplasmataceae sdo frequentemente reportadas nas Américas, e
constituem um frequente risco de zoonoses para 0 homem (DUMLER, 2013). O diagnostico
muitas vezes € incerto, pois 0s sintomas sdo parecidos com diversas outras doencas. O
principal meio de prevencdo ainda é evitar a exposi¢do a locais infestados por carrapatos,
principalmente, em areas consideradas endémicas. E caso ocorra 0 contato com o vetor, este
deve ser retirado o mais rapido possivel do corpo, reduzindo assim a possibilidade de ocorrer
a infeccdo (CARRADE et al., 2009). As anaplasmoses respondem bem a tratamento com
antibioticos a base de tetraciclinas, principalmente doxiciclinas, que deve ser iniciado assim
que houver a suspeita da doenca (ATIF, 2015; DUMLER, 2013; ST.CLAIR; DECKER,
2012).

2.4 Animais sentinelas

H& muito tempo os animais tém sido utilizados para monitorar 0s riscos para a
populacdo humana, seja por contaminacdo quimica, condicdes ambientais ou mesmo pela
presenca de doencas infectocontagiosas em determinados locais (AGUIRRE, 2009). Um
exemplo classico foi o uso de canarios como sentinelas para a exposicdo por monoxido de
carbono em minas de carvdo na Gra-Bretanha e Estados Unidos no século 20. Esses passaros
eram levados para o interior das minas e, caso houvesse vazamento de mondxido, eles eram

0s primeiros a adoecer, caindo de seus poleiros, alertando os trabalhadores da liberagéo desses
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gases no ambiente que saiam imediatamente do local (RABINOWITZ; SCOTCH; CONTI,
2009; RABINOWITZ; SCOTCH; CONTI, 2010).

As espécies sentinelas sdo utilizadas como um sistema de alarme, onde alertam
antecipadamente as autoridades sobre determinadas situacdes, possibilitando atitudes que
visam a prevencdo, remediacdo ou mesmo o seu controle (AGUIRRE; TABOR, 2004).As
espécies selecionadas como sentinelas podem fornecer diversas informagdes como mudancas
em escalas espaciais, temporais e troficas (AGUIRRE, 2009; TABOR; AGUIRRE, 2004).

Os animais sdo escolhidos como sentinelas ideais para fatores que afetam o ser
humano, porque geralmente possuem uma resposta imunologica, alergénica ou outras,
semelhante a de humanos, e muitas vezes compartilham o mesmo ambiente que este
(RABINOWITZ; SCOTCH; CONTI, 2010; SHAN NEO e TAN, 2017). Além disso, alguns
sdo mais susceptiveis que humanos, ou tem tempo de vida de bem menores que do homem, e
quando sofrem exposicdo a determinados patdgenos ou quimicos, acabam por desenvolver
sinais clinicos muito mais répido, possibilitando o sinal de alerta (SHAN NEO e TAN, 2017).

A vigilancia de agentes zoonéticos em animais sentinelas ocorre por meio do
monitoramento da soroconversdo do animal, da morbidade, mortalidade, mudancas na
morfologia ou comportamento, fornecendo um alerta de que aqueles agentes circulam
proximos aos seres humanos (RABINOWITZ; SCOTCH; CONTI, 2010; SHAN NEO e TAN,
2017).

Importantes sentinelas para a saide humana sdo os animais domésticos e silvestres
(equinos, cdes, gambas, capivaras, por exemplo), pois estes ndo s6 compartilham o mesmo
ambiente, incluindo o ar, agua e comida, como também sdo mais expostos que seus
proprietarios ndo s6 a contaminantes quimicos, como também a diversos vetores de agentes
infecciosos (BACKER et al., 2001). Ao longo do tempo, os cdes tém respondido como
sentinelas a diversos contaminantes ambientais como amianto, chumbo e herbicidas que
possuem uma grande chance de causar cancer tanto nestes animais como em seres humanos
(BACKER et al., 2001). Esses animais também respondem a diversos patdgenos transmitidos
por vetores, principalmente os carrapatos e que também afetam os seres humanos. Além dos
caes responderem a infeccdo, eles também atuam como carreadores de carrapato para o
ambiente compartilhado com o homem, aumentando assim o risco de infeccdo humana
(VIANNA et al., 2008).

Diversos estudos tém sido realizados nestes animais, principalmente para verificar

infeccOes ocasionadas por Anaplasma spp. e Rickettsia spp.. Alguns autores tém demonstrado
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que locais onde ocorre a soroprevaléncia de animais infectados com Rickettsia spp. também
possui seres humanos positivos (VIANNA et al., 2008). Assim, estudos epidemioldgicos
utilizando cdes, podem determinar novas areas onde ha a circulagdo de patdgenos
considerados graves a saude publica, e assim alertar a populacdo e autoridades para que
preparem medidas preventivas (OTOMURA et al., 2010; PADDOCK et al., 2002).

2.5 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) no diagnostico da Ordem
Rickettsiales

Atualmente, sdo utilizadas quatro técnicas padronizadas para o diagnostico de
Rickettsiales: as técnicas sorologicas, gendmicas, deteccdo de antigeno e a técnica de
isolamento (BLANTON, 2016; BRITES-NETO; RONCATO DUARTE, 2010; CALIC, 2004,
CARVALHO, 2016; DEL FIOL et al., 2010; SUCEN, 2011).

A RIFI é a técnica soroldgica mais utilizada, sendo recomendada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), como “padrdo ouro” para 0 diagndstico de anaplasmoses e
riquetsioses. Este método, que consiste em pesquisar imunoglobulinas IgM ou IgG em
amostras sorologicas, apresenta baixo custo, boa sensibilidade e especificidade, apesar de a
especificidade para anaplasma ser considerada baixa (ATIF, 2016; BAKKEN; DUMLER,
2015; BLANTON, 2016; CALIC, 2004; CARRADE et al,, 2009; CARVALHO, 2016;
DUMLER et al., 2013; FALCAO et al., 2014; PRADO et al., 2017).

No geral, a deteccdo de anticorpos pode ocorrer a partir do sétimo dia da infecgéo.
Para a confirmacdo de infeccOes ocasionadas tanto por riquétsias quanto por anaplasmas,
devem ser coletadas duas amostras de soros, uma nos primeiros dias do aparecimento dos
sintomas clinicos e a segunda de 14 a 21 dias ap0s a coleta da primeira amostra, pois com a
evolucdo da doenca os titulos de anticorpos aumentam possibilitando a confirmacéo
(BLANTON, 2016; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; PORTILLO et al., 2017; SUCEN,
2011).

Um ponto negativo de alguns testes soroldgicos como a RIFI, para Rickettsiales é a
possibilidade da ocorréncia de reacBes cruzadas. Por isso, para a confirmacdo do provavel
agente infectante é necessario que este apresente titulo final da soroconversdao na segunda
amostra, no minimo quatro vezes maior que o titulo final da primeira amostra. Caso ocorra
resposta soroldgica positiva para mais de uma espécie, como no caso das riquétsias, o agente

considerado infectante sera aquele que apresentar titulo final também quatro vezes superior ao
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titulo do outro patdgeno testado (BLANTON, 2016; CALIC, 2004; CARVALHO, 2016; DEL
FIOL et al., 2010; PORTILLO et al., 2017; SUCEN, 2011).

3 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo observacional de corte transversal com o objetivo determinar
a presenca de patégenos da ordem Rickettsiales circulantes no municipio de Lavras/MG, por
meio de diagndstico indireto pela técnica de RIFI utilizando um banco de soros caninos
coletados para o estudo de Nogueira et al. (2013). Assim como, comparar a frequéncia da

distribuicdo nas areas urbana e rural.

3.1 Areas de Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Lavras (21°17°15”’S - 44°58°59’W),
localizado na regido Sul de Minas Gerais. Esta regido é caracterizada como area de transicédo
entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado. O clima é do tipo Cwa (Koppen), temperado
chuvoso com invernos secos e verfes Umidos, precipitacdo e temperatura media anual de
aproximadamente 1460 mm e 20,4°C (DANTAS; CARVALHO; FERREIRA et al., 2007) e
altitude média de 925m (OLIVEIRA-FILHO et al., 1994).

A area de estudo foi selecionada por ser uma cidade universitaria e pélo comercial e de
servicos na regido, servindo a varias pequenas cidades circunvizinhas em que circulam
pessoas de todo o pais e com alta taxa de trafego para varias localidades, inclusive outros
paises. Junto a isso, ha falta de conhecimento sobre a ocorréncia de espécies de bactérias da
ordem Rickettsiales que circulam na regido. Sabe-se que esses agentes muitas vezes circulam
de forma silenciosa em popula¢bes animais e causam surtos com alta letalidade por ter o
diagnoéstico tardio. Isso ja ocorreu em outras cidades universitarias brasileiras, como
Piracicaba (2002), Campinas (2019), entre outras. Desta forma decidiu-se utilizar um banco
de soros de cdes ja coletados e validado no estudo de NOGUEIRA et al. (2013), por
considerar os caes sentinelas de circulacdo desses agentes na proximidade dos humanos
(BACKER et al., 2001; SANGIONI et al., 2005).
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3.2 Banco de Soros Caninos

Um banco de soros de cdes foi formado a partir da coleta de amostras, durante um
estudo realizado para a pesquisa da presenca de Neospora caninum em cdes de areas
produtoras de leite e café, no estado de Minas Gerais NOGUEIRA et al. (2013). Esses soros
ficaram armazenados no Laboratério de Patologia do Departamento de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Lavras (DMV/UFLA), sendo utilizado nesse estudo. Portanto, a
amostragem foi determinada pela coleta de soros feita anteriormente e sera explicada a seguir.

3.3 Coleta de dados e amostragem

Foram coletados e armazenados 387 soros caninos, 99 de origem urbana e 288 rurais.
Essa amostra foi representativa da populagdo do municipio, calculada pela ferramenta
Statcalc- Epilnfo para levantamento de prevaléncia segundo metodologia de Nogueira et al.
(2013).

Os soros caninos foram coletados em 2010, durante a campanha de vacinacdo
antirrabica realizada no municipio de Lavras/MG. Foram coletadas amostras de sangue por
puncdo da veia jugular de cdes residentes no municipio, conforme material e métodos de
Nogueira et al. (2013), que posteriormente foram acondicionadas sobre refrigeracéo a -20°C.
Os animais foram escolhidos aleatoriamente de um subconjunto da populacdo selecionada
com base na conveniéncia, apds a aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(protocolo n°012/11). Durante a coleta de sangue, foram realizadas entrevistas presenciais
com os tutores dos animais. As variaveis selecionadas foram sobre: género, raca, procriacéo,
local onde o animal era mantido, se o animal tinha acesso temporario a area urbana ou rural,
alimentacdo e histérico de doencas.

Com o objetivo de comparar a circulacdo das bactérias da ordem Rickettsiales nas
zonas urbana e rural de Lavras/sMG para o atual estudo, foram selecionadas todas as 99
amostras coletadas na zona urbana e 100 amostras selecionadas aleatoriamente da zona rural,
como forma de reduzir a amostra para processamento da RIFI e possibilitar a comparacdo. A
zona rural é distribuida nas seguintes comunidades: Funil, Queixada, Cajuru do Cervo,

Barreiro, Tanque, Serrinha, Faria e Tomba.
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3.4 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros foram processados para pesquisa de anticorpos 1gG anti-R. rickettsii, anti-R.
parkeri, anti-R. belli, anti-R.amblyommatis e anti-A phagocytophilum por meio da RIFI,
conforme descrito abaixo:

As amostras de soros foram diluidas em PBS 1X (solucdo fosfato tamponada), em
titulo 1:64 para riquétsias e 1:40 para A. phagocytophilum, e colocadas individualmente nos
orificios da lamina para RIFI, com o antigeno especifico para cada espécie que seria testada.
Para cada lamina foi acrescentado um soro conhecidamente positivo e outro negativo, para
que servissem de controles durante as avaliagdes.

As laminas foram, entdo, incubadas em camara umida a 37°C, por 30 minutos e a
seguir lavadas com PBS 1X e depois com agua destilada. ApoOs serem secas a temperatura
ambiente, em cada orificio foi adicionado o conjugado especifico 1gG anti-cdo (Sigma-
Aldrich®) na diluicdo 1:32. Seguiu-se entdo uma nova incubagdo por 30 minutos e lavagem
com PBS 1X e agua destilada. Na sequiéncia foi adicionada uma gota de glicerina alcalina a
cada orificio da lamina que foi coberta com laminula. Finalmente, a leitura foi realizada em
microscopio de epifluorescéncia sob luz ultravioleta, com objetiva de 40x, por apenas um
pesquisador.

Foram considerados positivos 0s soros reativos a 1:64 para riquétsias e 1:320 para A.
phagocytophilum, a fim de se evitar reacdes cruzadas com outras espécies de Anaplasma. Os
soros reativos foram testados em diluicdes seriadas, na base dois, até negativar para avaliar a
titulacdo final para esses animais.

Em caso de soros reagentes para mais de uma espécie de riquétsia foi considerado
como diagndstico mais provavel, o agente que apresentou o titulo final pelo menos quatro
vezes maior que 0s dos outros agentes testados. Para A. phagocytophilum foram considerados

positivos os soros que apresentaram titulagdo >1:320 na RIFI.

3.5 Andlise estatistica

Foi realizada analise descritiva dos dados obtidos a partir das variaveis elencadas,
durante as entrevistas, e estratificadas entre zona urbana e rural. Foram testadas as associagoes
entre as variaveis desfecho (positividade para cada espécie de bactéria) e a area (urbana e
rural), por meio do teste qui-quadrado, considerando significancia estatistica p<0,05. Co-

varidveis obtidas por meio do questionario foram também testadas como variaveis
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independentes. Foram calculadas as odds ratio com intervalo de confianca de 95%. Foi feita a
regressdo logistica multipla com as variaveis que apresentaram p < 0,2 na analise univariada
para o0 célculo das odds ratio ajustadas. Os célculos foram realizados utilizando o software
IBM-SPSS 20.0®.

4 RESULTADOS

Dos cées amostrados, 86 (43,3%) eram fémeas e 113 (56,7%) machos, 121 (61%) nao
possuiam raca definida e o restante 78 (39%) eram de diferentes racas, as idades variaram de
trés meses a 18 anos. As amostras da zona rural foram procedentes de cinco comunidades
rurais: Funil, Queixada, Cajuru do Cervo, Barreiro e Serrinha-Faria-Tomba. Ou seja, a
aleatoriedade das amostras demonstrou ampla distribuicdo na zona rural do municipio,
estando bem representado. Apenas, a comunidade Tanque n&o teve soro testado neste estudo.

Das 199 amostras, 123 (61,8%) resultaram positivas. Dessas, 65/123 (52,84%) foram
de animais que residiam na zona urbana e 58/123 (47,15%) residiam na zona rural (Figura 1),

sem diferenca significativa (p>0,05) entre as areas.

Figura 1: Porcentagem de soros positivos para riquétsias de cées residentes nas zonas urbana
e rural do municipio de Lavras/MG 2010 (p>0,05).
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Fonte: Do Autor

Dos soros testados: 47,1% (58/123) foram reativos na RIFI para R. parkeri com titulos

que chegaram a 1:2048; 42,3% (52/123) para R. rickettsii com titulos até 1:256; 20,3%
(25/123) para R. belli e 16,3% (20/123) para R. amblyommatis (Figuras 2 e 3).
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Quando comparadas as diferencas entre as espécies e a frequéncia nas areas urbana e
rural, caes soropositivos para R parkeri e R. bellii foram as espécies que mais prevaleceram na
zona urbana, enquanto na area rural foram as espécies R. rickettsii e R. amblyommatis (Figura
2). Porém, para R. rickettsii e R. amblyommatis ndo houve diferengas entre os dois grupos.

Apenas R. parkeri e R. belli apresentaram uma diferenca significativa entre areas
(p=0,037 e p=0,017) respectivamente. Na analise da estimativa de risco (OR), cdes da area
urbana apresentaram 5,16 (IC 0,13 a 0,85) vezes mais chance de soropositividade para R.
parkeri e 3,39 (IC 0,27 a 0,96) vezes para R. belli se comparados aos animais da zona rural.

Figura 2 - Distribuicdo das espécies de riquétsias em soros de caes residentes nas zonas
urbana e rural do municipio de Lavras, 2010.

N° de soros positivos

M Zona Urbana M Zona Rural

Legenda: *p<0,05
Fonte: Do Autor

Das amostras positivas 26% (32/123) apresentou reacdo para mais de uma espécie,
sendo dez definidas como R. parkeri € uma como R. rickettsii, pois apresentaram titulos
quatro vezes maior do que a diluicdo de corte (Tabela 2).

O restante (21/123) foi considerado como coinfec¢des devido ao valor do titulo final
terem sido préximos. A espécie R. rickettsii apresentou a maior frequéncia em coinfeccdes
nos animais, 71,88% (23/32), mantendo titulos que variaram de 1/64 a 1/256 (Tabela 2).
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Figura 3: Nameros de animais positivos para Rickettsia spp. e Anaplasma phagocytophilum nas zonas urbana e rural de Lavras/MG em 2010.
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Tabela 2 -Titulos de soros que apresentaram rea¢Ges para duas ou mais espéecies de riquétsias
pela Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em amostras de soro caninos,
Lavras-MG, 2010.

Soro canino TITULO FINAL RIFI
Local

R. rickettsii R. parkeri R. belli R. amblyommatis PARI
! Rural 256 64 0 0 R. rickettsii
2 64 512 0 0 R. parkeri
3 64 256 0 64 R. parkeri
4 64 64 0 0 ND
5 64 64 0 0 ND
6 64 64 0 0 ND
! 64 64 0 0 ND
8 64 0 0 64 ND
9 64 0 0 64 ND
10 64 0 128 0 ND
1 64 0 128 0 ND
12 64 0 128 0 ND
13 Urbano 64 2058 0 0 R. parkeri
14 64 256 0 0 R. parkeri
1 64 256 0 0 R. parkeri
16 64 256 0 0 R. parkeri
17 64 256 0 0 R. parkeri
18 0 512 0 64 R. parkeri
19 0 256 0 64 R. parkeri
20 0 256 64 0 R. parkeri
21 64 128 0 0 ND
22 64 128 0 0 ND
23 64 64 0 0 ND
24 64 64 0 0 ND
25 64 0 0 64 ND
26 64 0 64 0 ND
21 64 0 64 0 ND
28 0 128 128 0 ND
29 0 128 64 0 ND
30 0 64 0 64 ND
31 0 64 0 64 ND
32 0 0 64 64 ND

PARI: Provavel Antigeno Responsavel pela Infeccdo (titulo final pelo menos quatro vezes maior);
NR: Soro ndo reagente a um titulo >64 (negativo); ND: N&o determinado (reag0es a mais de um
antigeno, sem que nenhum seja 4 vezes maior) - consideradas como coinfecgdes

Fonte: Do Autor
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Quando testadas as amostras para A. phagocytophilum somente dois soros (1%)
demonstraram ser reativos para esta espécie, com titulo final de 1:640, sendo provenientes da
zona rural (comunidades do Cajuru do Cervo e Funil). Ambos os animais eram machos, sem
raca definida com idades entre dois a seis anos (Figura 3).

Um dos soros positivos para A. phagocytophilum, proveniente da comunidade do
Cajuru, também foi reativo para a R. parkeri que teve como titulo final (1:64), demonstrando
uma coinfeccdo entre as espécies.

Outros soros 38/199 (19,1%), foram reativos quando considerado 1:40, mas como seus
titulos foram inferiores a 1:320 ndo foram considerados confirmados para A. phagocytophilum
devido a grande chance de ter ocorrido reacdo cruzada com outras espécies de Anaplasma,

como a A. platys, comumente encontrada infectando cées.

5 DISCUSSAO

Das bactérias estudadas R. rickettsii e R. parkeri foram as mais prevalentes nas
amostras, 0 que pressupde estado de alerta, ja que sdo as mais patogénicas para humanos. A
FMB, doenca causada pela bactéria R. rickettsii € uma das consideradas das mais graves do
mundo, com elevada taxa de letalidade (37%) no Brasil. Nos ultimos anos também houve
diversos relatos sobre a patogenicidade de R. parkeri, que apresenta quadros clinicos mais
brandos, quando comparados aos de R. rickettsii (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018;
KRAWCZAK et al., 2016a; LABRUNA et al, 2009; MEDEIROS et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2017; SPOLIDORIO et al., 2010). Apesar de a infeccdo causada por essas espécies
responderem bem a antibioticoterapia, 0 sucesso do tratamento depende do diagndstico
precoce. O atraso no inicio do tratamento, ou mesmo a nao instituicdo deste, pode agravar o
quadro, levando a lesdes do sistema nervoso central, rins e pulmdes (BRASIL, 2019b). Por
isso, conhecer os locais onde circulam essas bactérias é importante para que o sistema de
salide esteja em alerta para essa suspeita e possibilitar o tratamento precocemente. Essa é a
Unica forma de diminuir a letalidade da FMB, atualmente.

N&o ha relatos sobre a patogenicidade de R. bellii em seres humanos e em cées
(HORTA et al., 2006; LABRUNA et al., 2007), mas foi encontrado um nimero razoavel de
animais sororeagentes, 0 que sugere a circulacdo desse agente no municipio. Alguns autores
sugerem que a espécie ndo seja infecciosa para cées, pois seus estudos ndo evidenciaram a

presenca de cdes soropositivos, mesmo em locais onde havia carrapatos infectados pela
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mesma (COSTA et al., 2015; LABRUNA et al., 2007; PINTER et al., 2008). J&4 em nosso
trabalho, demonstramos haver um nimero razoavel de animais sororeagentes, mas como ndo
foi possivel identificar e examinar os carrapatos vetores nesses animais, ndo foi possivel
sugerir a possivel espécie de carrapatos vetores. Talvez, o que tenha ocorrido com 0s
trabalhos daqueles autores, tenha sido o fato de os vetores mencionados ndo terem sido
capazes de transmitir a bactéria de forma horizontal, como a suspeita levantada por Labruna et
al. (2007) e Pinter et al. (2008), que identificaram carrapatos infectados nos locais de estudo.
Essa espécie de riquétsia é a que mais infecta carrapatos no Brasil (COSTA et al., 2015;
HORTA et al., 2006; LABRUNA et al., 2007; LABRUNA et al., 2011; PINTER et al., 2006),
e isso também pode favorecer a presenca de sorologia positiva em cées, pois podem ser
parasitados por diferentes espécies de carrapatos, aumentando assim a possibilidade de
infeccdo. Estudos moleculares sdo necessarios para determinar se as infec¢es encontradas
séo realmente de R. belli.

As frequéncias de soropositividade para riquétsias obtidas pelo presente trabalho sdo
compativeis com estudos realizados em areas endémicas para FMB. Como exemplo, no
Estado de S&o Paulo, estudos realizados em zonas rurais dos municipios de Taiagupeba
(2002) e Santo André (2006), indicaram que 64% e 69,6% dos cées testados apresentaram
soropositividade para riquetsias. Nesses locais a espécie R. rickettsii foi apontada como a
possivel causadora da infeccdo e os carrapatos A. aureolatum e R. sanguineus como possiveis
vetores naqueles locais (MORAES-FILHO et al, 2009; PINTER et al., 2008). Outros estados
como Rio de Janeiro (RJ) e Santa Catarina (SC), também demonstraram alta sorologia
positiva para riquétsias em cdes, onde nos municipios Barra do Pirai e Valenca (RJ)
apresentaram uma taxa de 58,7% dos cdes positivos. Em Vila Itoupava, municipio de
Blumenau (SC), a taxa foi de 67,3% (BARBIERI et al., 2014; GAZETA et al., 2009). Apesar
desses municipios serem considerados endémicos para FMB, Barbieri et al. (2014), discutem
se 0s casos humanos diagnosticados em Blumenau (SC), ndo poderiam ter sido ocasionados
pela R. parkeri cepa Mata Atlantica em vez de R. rickettsii, jA que a maioria dos cdes
estudados por eles foram soropositivos para R. parkeri. Estes autores citam ainda, que 0s
sintomas clinicos apresentados por pacientes neste municipio eram compativeis com essa
nova cepa.

Em Minas Gerais, no municipio de Itabira/MG, apesar da amostragem ter sido
pequena (16 cées), Viana et al. (2008), encontraram um total de 81,3% de cées infectados com

R. rickettsii em uma area rural, onde ja havia relatos de casos humanos. Neste estudo o autor
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relata que 8% da populagdo humana daquela comunidade rural era soropositiva para FMB.
Um dos individuos ndo havia manifestado os sintomas da doenca. Esse trabalho, entre muitos,
demonstra a importancia do cdo como sentinela para as riquetsioses, pois geralmente ha
significativa associacdo entre alta prevaléncia de animais positivos e a chance de haver
infeccdo em seres humanos.

Em outros estudos, como os realizados em Santa Cruz do Escalvado e Pingo D’Agua,
nos anos de 2005 a 2007, e em Juiz de Fora (2008), foram encontrados 20,9% e 67,9% de
caes soropositivos, respectivamente (MILAGRES et al., 2010; PACHECO et al., 2011). Os
autores do estudo realizado em Pingo D’Agua e em Santa Cruz do Escalvado, demonstram
que apesar da baixa endemicidade desses municipios para FMB, as riquétsias permanecem
circulando em animais (MILAGRES et al,, 2010). No municipio de Juiz de Fora, R.
sanguineus foi apontada como o possivel agente de transmissdao (PACHECO et al., 2011).

Pode-se perceber que em éareas onde frequentemente sdo diagnosticados casos
humanos para FMB, séo encontradas altas concentracdes de cdes soropositivos, enquanto que
em locais reconhecidos por serem ndo endémicos, como em Sdo José dos Pinhais/PR e
Cuiabad/MT os valores de caes soropositivos foram de 2,86 a 4,4%, respectivamente
(AMORIM et al., 2013; FORTES et al., 2010).

Esses trabalhos demonstram a importancia dos achados deste estudo, pois em
Lavras/MG ainda ndo houve registros de casos de FMB, o que pode indicar que a regido seja
considerada area silenciosa e de risco, segundo a nova classificacdo de areas (PINTER, 2018).
Nesse caso, é fundamental o estudo e vigilancia desses agentes e o alerta das autoridades de
salide para possiveis surgimentos e diagnostico de casos humanos. O grande numero de
animais soropositivos para R. parkeri, indica a exposicdo e a possivel circulacdo desta
espécie. Isto deve influenciar o diagnostico humano neste municipio, uma vez que 0s
sintomas sdo mais brandos e podem ser confundidos com outras doencgas endémicas, como a
dengue por exemplo. Em casos de febre, dor de cabeca e mialgia com contato com carrapatos,
o diagnostico da FMB deve ser considerado.

R. parkeri também tem sido frequentemente relatada infectando cdes, onde estudos
realizados na zona rural do municipio Cerro do Largo/RS, mostraram que 20% desses animais
foram sororeativos para esta espécie de riquétsia, com titulos soroldgicos bastante elevados,
maiores que 4096. (KRAWCZAK et al., 2016a). O mesmo ocorreu em nosso trabalho, onde
29% dos cdes estudados se encontravam positivos e um deles teve 2048 como titulo final,

demonstrando uma possivel infeccdo ativa no momento da coleta, como mencionado por
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Pinter et al. (2008). Mas, quando comparado somente 0s animais que residiam na zona rural
do municipio de Lavras, essa taxa cai para 15% dos animais sororeativos.

R. parkeri tem sido diferenciada em uma nova cepa, a R. parkeri cepa Mata Atlantica,
que como o proprio nome ja diz, tem sido relatada em regiGes onde o bioma caracteristico € a
Mata Atlantica (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; FORTES, 2010; KRAWCZAK, 2012;
KRAWCZAK et al.,, 2016a, 2016b, 2016¢c; LABRUNA, 2009; MEDEIROS et al., 2011;
PADDOCK et al., 2004; SPOLIDORIO et al., 2010). Considerando, que o municipio de
Lavras/MG se encontra numa regido considerada de transi¢ao entre Mata Atlantica e Cerrado,
é possivel que o agente causador da sorologia nos caes estudados possa ser dessa nova estirpe.
Como ndo pOde ser realizado outros métodos confirmatérios como a PCR, ndo se pode
confirmar essa hipotese, o que devera ser feito em estudos posteriores.

R. amblyommatis, que também possui relatos de ocasionar infec¢do em seres humanos
em outros paises (APPERSON et al., 2008), tiveram uma sorologia positiva, apesar do
namero de cées reativos ser inferior, quando comparados a outras espécies. Esta espécie
também foi relatada infectando cées em algumas partes do pais, como no estudo realizado por
Costa et al. (2015), que identificou 18,9% animais estudados soropositivos no municipio de
Chapadinha, Maranh@o. Assim como no nosso trabalho, aquele autor relata que os cdes que
residiam na zona rural possuiram resultado sorolégico mais elevado (93%) quando comparado
com 0s animais da zona urbana (7%). Porém, no presente estudo, que identificou 9% de cées
soropositivos, ndo houve diferenca significativa entre o namero de animais positivos para R.
amblyommatis e o local que residiam. Alguns autores demonstraram que essa espécie pode
provocar titulos soroldgicos bastante elevados em cdes (BARRETT et al., 2014; COSTA et
al., 2015; KARPATHY et al., 2016). Neste estudo o titulo maximo foi somente 1:64, o que
pode ter sido provocado por uma infeccdo antiga, ou 0s animais haviam sido recentemente
infectados e ndo teriam desenvolvido uma resposta imunoldgica suficiente para provocar
titulos elevados, o que € menos provavel levando em conta o nimero de animais infectados.

Foram encontrados 20,3% de animais soropositivos para R. belli, e a maioria desses
caes se encontravam na zona urbana. Achados de infeccdo canina ocasionado por R. belli
também foi relatado em varios estados como Parana, Mato Grosso (63%) e Para. Pouco se
sabe sobre a patogenicidade desta bactéria (AMORIM et al., 2013; FORTES et al., 2010;
MELO et al., 2011; SPOLIDORIO et al., 2013), por isso € importante manter uma vigilancia

ativa para se conhecer o comportamento e os locais onde ocorre.
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Esperava-se encontrar animais positivos com maior frequéncia na zona rural, uma vez
que moradores da zona rural do municipio de Lavras possuem como costume criar seus cdes
soltos, possibilitando que frequentem areas de matas, e com isso 0 contato dos cdes com as
diferentes espécies de carrapatos vetores, principalmente A. sculptum, é maior naquele
ambiente. Além disso, nestas areas pode haver grande quantidade de animais silvestres que
poderiam estar agindo como amplificadores das bactérias nestes locais. Porém, houve
presenca de todas as riquétsias estudadas, tanto na zona rural, quanto na zona urbana, sem
diferenca significativa ente eles.

Melo et al., (2011) relata a presenca de 47,5% dos animais soropositivos no municipio
de Poconé,MT, onde os cées foram significativamente mais expostos na zona rural (75,5%),
que na zona urbana (19,3%). Em contrapartida, Fortes et al. (2010) relataram a presenca de
riquétsias circulando em cées na zona urbana da cidade de S&o José dos Pinhais, e a auséncia
de soropositividade em animais residentes na zona rural. Esses autores discutem que o
resultado pode ter ocorrido devido a distribuicdo de carrapatos associados a transmissao das
bactérias e a concentracdo de espécies consideradas hospedeiras naquelas areas urbana/rural.
Mas Fortes et al. (2010) ndo puderam dar mais informacGes, porque ndo determinaram as
espécies de carrapatos e as frequéncias de parasitismo nos cées estudados, enquanto Melo et
al. (2011) citam R. sanguineus e A. cajennense como possiveis vetores.

A distribuicdo dos carrapatos também pode explicar a disseminacdo de riquétsias
encontradas no presente trabalho. R. sanguineus sdo0 comumente encontrados parasitando cées
em meio urbano, e ja foi relatado um risco potencial dessa espécie transmitir R. rickettsii
(PACHECO et al., 2011). Esta espécie pode estar infectando os caes urbanos neste municipio,
enquanto no meio rural possivelmente sejam as espécies do género Amblyomma, como
relatado por Melo et al. (2011) e Labruna e Pereira (2001). Mas ndo houve uma avaliacdo dos
vetores parasitando cées, por isso ndo podemos determinar quais as espécies de carrapatos que
podem estar disseminando infec¢do por riquétsias neste municipio. Em Lavras ha animais de
grande porte, como equideos e bovideos em determinados locais das areas urbanas, assim
como presenca de roedores considerados silvestres, como capivaras e gambas. Além disso, ha
caes sem dono, que transitam entre zona urbana e rural. Essa situacdo demonstra a
importancia do estudo da epidemiologia desses agentes na regido. Desde a fauna ixodidea,
potenciais reservatorios, vetores e caracterizagdo molecular dos agentes, que devem explicar a

falta de diferenca entre areas rurais e urbanas.
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Nesse estudo foram encontrados somente dois (1%) soros reagentes a A.
phagocytophilum, com titulo final de 1:640 em ambos. Esse nimero é considerado baixo,
quando comparamos com outros estudos realizados no Brasil, onde o nimero de animais
soropositivos variou de 13,8 a 42,8% nos municipios de Campos dos Goytacazes/RJ, Belo
Horizonte/MG e Londrina/PR (FALCAO et al., 2014; SILVEIRA et al., 2017; VIEIRA et al.,
2013). Em um trabalho realizado em Belo Horizonte/MG, Silveira et al. (2017), encontrou
43,8% dos animais estudados soropositivos a titulo de 1:40, no qual 74% seriam
posteriormente confirmados como A. phagocytophilum por meio de testes moleculares. Com
este mesmo titulo, neste estudo foram identificados 19,1% de soropositivos, mas como a
soroconversao foi considerada com titulos baixos, assim como esses autores, julgamos a
possibilidade de que no teste destes animais pode ter ocorrido reacdo cruzada com outras
espécies de Anaplasma.

Os dois animais confirmados como positivos, eram provenientes de area rural. Vieira
et al. (2013) também testaram animais, que residiam em area urbana e area rural, no qual
identificaram 2,9% dos cdes que residiam na area rural positivos, mas em contraste com nosso
trabalho eles também identificaram 25% dos cdes positivos em area urbana. Esses autores
associaram a infeccdo dos cdes ao fato de residirem em area urbana de Londrina/PR, e
identificaram a espécie Riphicephalus sanguineus como a mais prevalente nos cées estudados.

No presente estudo ndo foram avaliadas as espécies de carrapatos, que podem estar
relacionadas a infecdo por Anaplasma na regido de Lavras/MG. Mas autores tem associado a
transmissdo pelos vetores complexo A. cajennense e R. sanguineus no Brasil (SANTOS et al.,
2013; VIEIRA et al., 2013). Ambas as espécies sdo bastante abundantes na nossa regidao e
podem ser as responsaveis pela infecgdo dos animais.

Nédo foram encontradas associacdes significativas de outras varidveis (sexo, idade,
raca, tipo de manejo) com os resultados da sorologia para as riquetsioses ou A.
phagocytophilum. Mas estudos epidemiolégicos mais abrangentes sdo necessarios para
identificar os fatores de risco associados a infeccdo na populacdo canina em questdo. Muitos
desses cdes ndo tinham endereco fixo e podem circular entre a zona urbana e rural. Por se
tratar de um estudo com banco de soros, que foram coletados anteriormente, alguns fatores
que poderiam ser analisados como o estado clinico dos animais, presenca de carrapatos e,
mesmo uma sorologia pareada ou sangue total para diagndstico molecular foram limitados.

Como os cées sdo considerados sentinelas para doenga nos humanos, os resultados

demonstram a circulacdo das bactérias Rickettsia spp. e A. phagocytophilum, expressando a

36



necessidade de vigilancia para o diagnostico dessas infecgBes no municipio de Lavras-MG.
Devemos ainda nos atentar para associa¢gdes demonstradas entre casos humanos e caninos
ocorridos em &reas consideradas endémicas para FMB, demonstrando a importancia deste
animal como sentinelas para essa doenca (SANGIONI et al., 2005).

As pesquisas com populacGes desses animais sdo Uteis para monitorar e estabelecer
areas de potencial risco de transmissdo de doencas zoonGticas a seres humanos, 0 que
possibilita medidas de prevencdo nessas regides. Principalmente, considerando que a
letalidade da FMB e AGH em humanos esta extremamente relacionada ao tratamento precoce
dos casos, muitas vezes antes do diagnéstico laboratorial definitivo. Dessa forma, a circulagédo

silenciosa desses agentes pode determinar o Obito de pacientes sem um diagnostico definitivo.

6 CONCLUSOES

Ha indicios de circulacdo de bactérias da ordem Rickettsiales em Lavras/MG, com
caes soropositivos pela RIFI para R. parkeri, R. rickettsii, R. belli, R. amblyommatis e A.
phagocytophilum, nesta ordem de frequéncia. Inferindo a regido como uma possivel area
silenciosa e de risco para FMB e AGH, e demonstrando a necessidade de vigilancia para o
diagnostico dessas doengas no municipio de Lavras-MG.

R. parkeri, R. belli apresentaram soropositividade com maior frequéncia em cées na
zona urbana e R. rickettsii, R. amblyommatis na zona rural. Soropositividade para A.

phagocytophilum foi encontrada apenas em cées da zona rural.
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