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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com objetivo de investigar as espécies de Rickettsia
spp. que ocorrem no estado de Santa Catarina, por meio de pesquisa em ixodideos coletados
de diversas espécies animais, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
sequenciamento genético, e detectar anticorpos contra Rickettsia spp. em equinos, pela
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os carrapatos coletados foram encaminhados
para o Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC) para
identificacdo taxondmica e, posteriormente processados pela PCR e sequenciamento no
Laboratdrio de Doengas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Saude Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de S&o Paulo (USP). Os carrapatos (n=288) foram analisados para os genes
rickettsiais gltA, presente possivelmente em todas as espécies do género Rickettsia, e ompA,
comum as rickettsias do grupo da febre maculosa. Para o gene gltA, 14 amostras foram
positivas, infectando os vetores das espécies Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma
aureolatum, A. ovale, A. longirostre, A. tigrinum e Anocentor nitens. Nove amostras foram
positivas para o gene ompA (A. aureolatum, A. ovale, A. longirostre, R. sanguineus). As
amostras positivas para ompA foram sequenciadas. O resultado do sequenciamento indica que
em Santa Catarina circulam os agentes Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica e Rickettsia
amblyommii cepa AL. Além dos carrapatos, 150 amostras de sangue foram colhidas de
equinos de duas mesorregifes de Santa Catarina (Serra Catarinense e Vale do Itajai) para
analise de anticorpos contra Rickettsia spp. Foram considerados positivos animais com RIFI
>1:64. A soroprevaléncia para Rickettsia spp. observada em equinos do estado de Santa
Catarina foi de 18,66%, ocorrendo reacdes cruzadas em todas as amostras para, no minimo,
duas das espécies testadas. Somente dois animais resultaram em um sorodiagndstico
conclusivo para R. bellii e R. rickettsii nas diluicbes maximas de 1:4096 e 1:512,
respectivamente. Os resultados obtidos comprovam a importancia do estudo da febre
maculosa no estado de Santa Catarina e indicam a circulacdo de agentes da febre maculosa
brasileira (FMB), tanto nos reservatorios como em seus vetores, e sugere que esta doenca
possa estar ocorrendo neste estado.

Palavras chaves: Rickettsia spp.; Ixodideos; Sequenciamento; Sorologia de Equinos.



ABSTRACT

The present study was intended to characterize Rickettsia spp. circulating in arthropod
vectors in Santa Catarina, Brazil, utilizing to technical of Reaction of Chain of the Polimerase
(PCR) and sequencing genetic and investigate the presence of antibodies against the spotted
fever Rickettsiae group (SFRG) in horses. 288 arthropods were collected and taxonomically
identified in the Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC) and,
subsequently prosecuted by the PCR and sequencing in the Laboratério de Doencgas
Parasitarias do Departamento de Medicina Preventiva e Salde Animal (VPS) of the
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) of the Universidade de S&o Paulo
(USP). Amblyomma ovale, A. aureolatum, A. longirostre, Rhipicephalus sanguineus and
Dermacentor nitens showed sequences homology with R. parkeri cepa Mata Atlantica e R.
amblyommi cepa AL. Equine (150) serum samples were tested by indirect fluorescent
antibody (IFA) using R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommi, R. rhipicephali, R. belli and R.
felis antigen. Only two of the equine sera tested (1.33%) had conclusive results of antibody
titers. Molecular detection of rickettsiae species potentially pathogenic to humans in
arthropod vectors and the presence of seroreactivity to SFRG in horses show the risk of
transmission of rickettsiosis in this area and the need to maintain continuous epidemiological
surveillance for rickettsial diseases.

Key-words: Rickettsia spp.; Ixodidae; Sequeces; Equine sorology;



LISTA DE TABELA

Tabela 1- Espécies de Rickettsias isoladas nos diferentes continentes............ccocooeeeverercrnnnnee 23

Tabela 2- Métodos a ser utilizado e como proceder para o envio de material para o
diagnOstico de RICKEESIA SPP. «.veveveriereeretire et sttt 35

Tabela 3- Ciclos do PCR que se repete 36 vezes para gltA, com suas diferentes temperaturas e
tempo estimado para determinada teMPEratura.............coceovrveeeireeesieerise s e 43

Tabela 4- Resultados das PCRs realizadas para os genes gltA, ompA e do sequenciamento
segundo 0 ixodideo e a regido de OFIgEM.... ..o iirire e 48

Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificagdo das espécies de Rickettsias spp. que
infectam carrapatos ixodideos em Santa Cataring..........cc.oeeveersverecerienececeee e 68

Tabela 6- Reciproca de titulos de anticorpos (RIFI) contra Rickettsia spp. em equinos de Santa
Cataring. 2009........cuii et et 78



LISTAS DE FIGURA

Figura 1- Gréafico demonstrativo dos principais sinais clinicos presentes em paciente do estado
de Sdo Paulo com diagndstico confirmado de FMB entre 2003 a 2008.................. 30

Figura 2- Mesorregides do estado de Santa Cataring.............cocorveeirecinneeeise e 48

SUMARIO



INTRODUCAO
1 REVISAO DE LITERATURA

1.1RICKETTSIAS

1.1.1 Febre Maculosa

1.1.2 O agente

1.1.3 Principais espécies de Rickettsias patogénicas
1.1.3.1 Rickettsia rickettsii

1.1.3.2 Rickettsia parkeri

1.1.3.3 Rickettsia conorii

1.1.3.4 Rickettsia sibirica

1.1.3.5 Rickettsia amblyommii

1.1.3.6 Rickettsia felis

1.1.3.7 Rickettsia australis e R. slovaca
1.1.4 Vetores

1.1.5 Hospedeiros, reservatdrios e sentinelas
1.1.6 Patogenia e sintomas

1.1.7 Diagnéstico

1.1.7.1 Sorologia

1.1.7.2 Cultivo celular

1.1.7.3 Imunohistoquimica

1.1.7.4 Reacdo de cadeia de polimerase (PCR)
1.2 FEBRE MACULOSA BRASILEIRA
1.2.1 Febre Maculosa em Santa Catarina
1.3 A IMPORTANCIA DOS EQUINOS

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DETECCAO E IDENTIFICAGCAO DE RICKETTSIAS EM IXODIDEOS
COLETADOS EM TERRITORIO CATARINENSE
2.1.1 Caracterizagdo da regido de estudo
2.1.2 Coleta de carrapatos
2.1.3 Extracdo de DNA
2.1.4 PCR e sequenciamento
2. DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA RICKETTSIAS DO GRUPO
2 DA FEBRE MACULOSA EM SOROS DE EQUINOS DAS
MESORREGIOES SERRANAS E VALE DO ITAJAI EM SANTA
CATARINA
2.2.10btencéo de soros de equinos
2.2.2 Sorologia

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PCR PARA OS GENES gltA E ompA

14
18

18
19
19
20
20
20
21

22
22

22
22

23
26

27
31

31
33
33
34
35
37
37

40

40
40
41
42
42

44
44
45
47

47



3.2 SOROLOGIA DOS EQUINOS

CONCLUSAO

INTRODUCAO

50

56



A febre maculosa é uma doenga zoondtica, de dificil diagnostico, que pode ser
confundida com outras doengas de facil resolu¢cdo como a gripe, por causarem dores de
cabeca, febre, dores articulares e diarreia. Espécies de bactérias do género Rickettsia s&o as
responsaveis por esta doenga humana, de répida evolucdo e que pode levar o individuo a
morte (SOUZA et al., 2004; ANGERAMI, 2006). Foi relatada pela primeira vez no Brasil, na
cidade de Sdo Paulo por Piza em 1929 e, até hoje, as secretarias e drgdos publicos
responsaveis continuam relatando casos em todo Brasil. Em Minas Gerais de 1981 a 2000,
dos casos registrados, 50% evoluiram para ébito, caracterizando uma epidemia de febre
maculosa no estado (FONSECA; MARTINS, 2007). No Brasil, além de Minas Gerais, ja
foram registrados casos no Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia e Santa Catarina.
Com excecdo do ultimo Estado onde os casos sao isolados e brandos, nos ultimos dez anos no
Brasil houve 386 casos com 107 6bitos (BARCI; NOGUEIRA, 2006).

Desde que foi comprovado que 0s carrapatos eram capazes de transmitir doengas aos
humanos, o campo de pesquisa nesta area tem crescido muito, e consequentemente novas
cepas de Rickettsia spp. foram descritas. S80 microorganismos gram-negativos, parasitas
intracelulares obrigatérios com divisdo binaria nas células de seus hospedeiros (vertebrados
ou invertebrados), apresentam pleomorfismo cocobacilar, com uma parede complexa
contendo acido muranico, e estrutura interna composta de acidos nucléico e ribonucléico
(HOOGSTRAAL, 1967). Séo coradas pela coloragdo de Gimenez (GIMENEZ, 1964) e, mais
fracamente, pelo Gram. S8 as menores e mais rudimentares bactérias e possuem uma
distribuicdo universal. As rickettsias sdo dividas em dois grupos: o grupo do tifo (GT) e o

grupo da febre maculosa (GFM).

As Rickettsias do grupo da febre maculosa (GFM) séo transmitidas em sua maioria,
por carrapatos do género Amblyomma spp. No estado de S&o Paulo além do Amblyomma
cajennense, também o A. aureolatum foi apontado na transmissdo da doenca em humanos
(PINTER et al., 2008). O A. cajennense estd amplamente distribuido pelo Brasil
principalmente na regido sudeste, e é considerado o principal vetor da Rickettsia rickettsii,
sendo esta o principal agente da febre maculosa brasileira. Porém, Eremeeva et al. (2006)
isolaram um gene rickettsial em um carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus no estado
do Arizona (USA). Da mesma forma, Parola (2005) incrimina o carrapato marrom dos caes,

como importante transmissor de febre maculosa. Nos Estados Unidos o Dermacentor spp. € 0



carrapato encontrado com maior frequéncia na transmissao de R. rickettsii, e por ser parasito
de cées, se torna um carreador para o ambiente humano (McDADE; NEWHOUSE, 1986).

As rickettsias foram diagnosticadas em todos os continentes apresentando ampla
distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais e, no Brasil, ja foram detectadas no Espirito
Santo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, mas tem maior ocorréncia em Minas Gerais e Sao
Paulo (GALVAO; RIBEIRO, 1993; HORTA, 2002). De 1985 a 2000, um total de 47 casos de
febre maculosa foram diagnosticados em S&o Paulo, sendo que 19 (40,42%) dos casos
estavam na cidade de Pedreira e 25 (53,19%) em cidades vizinhas a este municipio como

Jaguaritna, Amparo e Campinas (LIMA et al., 2001).

As fémeas de A. cajennese, depois de fecundadas e ingurgitadas, caem no solo e apds
aproximadamente de 12 dias, iniciam sua oviposi¢do em torno de 5000 ovos durante 25 dias
finalizando com sua morte (SUCEN, 2010). Os equinos sdo 0s hospedeiros primarios, mas
podem parasitar felinos, bovinos, leporinos, carnivoros silvestres e o ser humano. As larvas e
ninfas apresentam baixa especificidade pelos seus hospedeiros, podendo parasitar diferentes
espécies, ao contrario da fase adulta que apresentam preferéncia por grandes mamiferos tais
como equinos, antas e capivaras. Eventualmente quando a populagdo apresenta-se numerosa,
a fase adulta pode parasitar inclusive seres humanos. Este comportamento faz dos carrapatos

trioxenos importantes transmissores de patégenos (VIEIRA et al., 2008).

Para a circulagdo e manutencéo da doenca é necessario um reservatorio. A capivara €
um potencial reservatdrio de Rickettsia spp., pois através de estudos com infeccdo
experimental, apresentou capacidade de manter o agente circulante no organismo sem
apresentar sinais clinicos da doenca (TRAVASSOS; VALLEJO, 1942; PEREIRA;
LABRUNA, 1998)

A participacdo dos equinos no ciclo de transmissdo é discutivel, havendo evidéncias
de que além de transportadores de carrapatos infectados também possam atuar como animais
sentinela, assim como o0s cdes. Em equinos, ndo ha relatos de sinais clinicos, mas em
contrapartida apresentam altos titulos (> 1024) de anticorpos contra R. rickettsii (LEMOS et
al., 1996a). Além de sentinela, o cavalo é um importante reservatorio da doenca, por ter o
carrapato estrela (A. cajennense), como principal espécie de ixodideo parasitando esta espécie

animal.



A importéncia dos equinos como reservatdrios do agente causador da febre maculosa
brasileira (FMB) se d& pela grande capacidade de albergar altas infestacGes de ectoparasitos,
sem adoecer. Em condigBes naturais, um Unico equino pode se apresentar parasitado por mais
de 50 mil larvas ou 12 mil ninfas ou dois mil adultos de A. cajennense, sem que sua vida
esteja em risco (LABRUNA, 2000). Os equinos domésticos geralmente ficam em estabulos
onde a densidade populacional € maior. Isso colabora para o desenvolvimento do ciclo do
carrapato que se encontra no solo (larvas, ninfas ou adultos) a espera de um hospedeiro para
sua alimentagdo (FONSECA; MARTINS, 2007). Deve-se levar em consideragdo ainda que,
segundo o IBGE (2006) a populacéo rural brasileira é de 19% e, no meio rural, o transporte é
feito através dos equinos, o que aumenta a relagdo homem-animal, aumentando os riscos de
transmisséo da doenca (PORTAL BRASIL, 2010).

Além do Amblyomma spp., equinos sdo também parasitados pelo Anocentor nitens que
é uma espécie monoxénica e quase sempre adota equideos como hospedeiros, mas é algumas
vezes encontrado em outros animais como bovinos, ovinos, veados e bafalos. A fémea, apés
alimentada e ingurgitada, cai no solo e inicia de trés a 15 dias a ovipostura com
aproximadamente 3000 a 6000 ovos. A duracdo da fase parasitaria do ciclo no cavalo € de 24
a 28 dias. Sua distribuicdo geografica € ampla por todo Brasil, porém Pinter et al. (2010)

desconsideram a importancia deste vetor na epidemiologia da febre maculosa.

As caracteristicas ecoldgicas e a distribuicdo geogréfica do carrapato vetor, sdo de
suma importancia para os aspectos epidemioldgicos da doenga (LEMOS et al., 1996¢), mas
deve se considerar que os casos humanos de FMB tem carater sazonal, sendo o segundo
semestre do ano, quando as formas de ninfas (menos especificas quanto ao hospedeiro)
predominam. Isso explica a baixa incidéncia de casos humanos de FMB no verdo, quando ha
predominancia de formas adultas que, além de serem em menor quantidade, tém baixa

predilecdo para parasitar seres humanos (SANGIONI, 2003).

Para a transmissdo da doenga é necessario que o carrapato fique fixado de cinco a 20
horas no hospedeiro (COMER, 1991). Além da falta de especificidade da larva, sua menor
dimenséo facilita este tempo de fixagdo. O carrapato adulto tem uma maior dimenséo e a
fixacdo no hospedeiro mais dolorosa, o que diminui a probabilidade de uma pessoa permitir

que um adulto fique fixado por mais de cinco horas (SANGIONI, 2003).

A doenca se manifesta no homem subitamente com febre continua, calafrios, dor de

cabeca, mialgia, artralgia principalmente nos punhos e tornozelos, de dois a 14 dias ap6s a



mordida do carrapato infectado (MELLES et al, 1999). Erupgdes cutaneas maculopapulares
aparecem a partir do segundo dia p6s-infeccdo e se estendem para corpo, face, palmas das

maos e dos pés.

Nos Estados Unidos j& foram descritos casos em cées com sinais clinicos (McDADE;
NEWHOUSE, 1986), igualmente no Brasil Labruna et al. (2010) descreveram um caso clinico

de infecgédo canina por Rickettsia spp. em S&o Paulo.

A febre maculosa é de dificil diagnostico, principalmente nas areas ndo endémicas da
doenca. O diagndstico em &reas endémicas é feito pelo critério clinico-epidemioldgico, mas
podem ser ainda utilizadas técnicas soroldgicas, de isolamento, de genoma e detec¢do do
antigeno. Atualmente a sorologia é o método mais utilizado embora os titulos de anticorpos
aparecam somente sete a 10 dias ap06s o inicio da doenga (FONSECA; MARTINS, 2007).
Vieira et al. (2008) elegeram além da sorologia para deteccdo de anticorpos, a cultura em
células para isolar o agente etioldgico. Deteccdo e identificagdo do agente em tecidos por
meio da imunohistoquimica foram realizadas em pacientes de S&o Paulo (ANGERAM I et al.,
2009a).

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de detectar e identificar, por meio
de PCR e do sequenciamento, as espécies de Rickettsia spp. que ocorrem em ixodideos de
animais domésticos e silvestres de Santa Catarina e a deteccdo de anticorpos contra rickettsias
GFM, por meio de imunofluorescéncia indireta, em equinos na mesorregido serrana e vale do

Itajai, e correlacionar com os achados nos acaros processados para biologia molecular.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. RICKETTSIAS

De acordo com Garrity et al. (2004) as rickettsias pertencem ao Filo Proteobacteérias,
classe Alphaproteobactérias, ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae e género Rickettsia.
Do ponto de vista clinico e epidemioldgico este género é o mais importante da familia por ser
o causador das principais doengas como a febre maculosa, o tifo e a doenga causada pela R.

tsutsugamushi, nomeada Orientia tsutsugamushi (TAMURA et al, 1995).

As rickettsias sdo consideradas pertencentes a um grupo separado de bactérias por
apresentarem aspectos comuns entre elas e por serem disseminadas por artrépodes que servem
de vetores. Varios géneros e espécies da familia Ricketsiaceae mantém ciclos zoondticos na
natureza, representando uma ameaca a Sadde Publica. As bactérias do género Rickettsia spp.

séo transmitidas frequentemente por ectoparasitos (SOUSA et al., 2003).

O género Rickettsia esta dividido taxonomicamente em dois grupos distintos: o grupo
do tifo (GT) que inclui R. prowazekii, agente do tifo endémico; R. tiphy, agente causador do
tifo murino e; R. canadensis, isolada de carrapatos (Haemaphysalis leporispalustris) de
coelhos em Ontario, Canadd (PAROLA et. al., 2005). E o grupo da febre maculosa (GFM)
que englobam inimeros espécies como a R. rickettsii, R. conorii, R. slovaca, R. felis, R.
parkeri entre outros. A parede celular é composta por peptidoglicano e lipopolissacarideo
(LPS). Os LPS estédo presentes em todas rickettsias GFM e em pouca quantidade no GT. Por
serem antigenos especificos das rickettsias GFM, tém papel na fixagdo do complemento e
estdo na origem das reagOes imunitarias cruzadas que ocorrem entre as rickettsias e outras
bactérias (BACELLAR, 1996).

As rickettsias tém sofrido intensa reorganizacdo taxondmica durante os ultimos dez
anos, a familia Bartonellaceae foi removida da ordem Rickettsiales e adicionada a esta UGltima
ordem duas familias: Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, na familia Rickettsiaceae foram
incluidos os géneros Rickettsia e Orientia (DUMLER et al., 2001).
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1.1.1 Febre Maculosa
1.1.1.1 O Agente

Em 1899 Edward E. Maxey relatou pela primeira vez um caso clinico de febre
maculosa das Montanhas Rochosas, tipicamente de rickettisiose transmitida por carrapato
(MAXEY, 1899). Howard T. Ricketts, em 1906, relatou a importancia do carrapato na
transmisséo da febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rocky Mountain spotted fever —
RMSF) e isolou o agente Rickettsia rickettsii. Suas pesquisas continuaram sobre o agente
causal da doenca e acabaram por leva-lo a morte, contaminado em seu laboratério durante
suas pesquisas. No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez pelo médico e pesquisador

José Toledo Piza em 1929, em Séo Paulo.

Durante muito tempo, o agente foi considerado como virus e, em 1977, Buxton e
Fraser, passaram a classifica-lo como bactéria. Durante 90 anos R. rickettsii foi o Gnico agente
associada a doenca em humanos no hemisfério ocidental e no decorrer do século XX as
pesquisas foram se intensificando sobre esta doenca de grande importancia zoonotica e outras
espécies de rickettsias foram identificadas: R. parkeri, em 1939, R. montana, em 1963 e R.
rhipicephali em 1978 (PAROLA et al., 2005). O reconhecimento de 11 espécies ou
subespécies nestes ultimos 20 anos (1984 a 2005) tem sido facilitado pelas técnicas de cultura

em célula e também pelo desenvolvimento da biologia molecular.

1.1.1.2 Principais espécies de Rickettsias patogénicas:
1.1.1.2.1 Rickettsia ricketsii

Agente da Rocky Montain Spotted Fever e da febre maculosa brasileira, bactéria mais
patogénica que continua causando significativa mortalidade nos Estados Unidos (PAROLA et
al., 2005) e, no Brasil. O vetor primario nos Estados Unidos € o Dermacentor variabilis,
carrapato tipico de cées, cuja atividade ninfal e adulta inicia-se em margo/abril e se estende
até agosto/setembro. No Canada, o D. variabilis € um importante vetor de febre maculosa
(PAROLA et al., 2005). Nas Américas Central e do Sul, infec¢Bes naturais com R. ricketsii
também foram detectadas em A. cajennense coletados no Panaméa (DE RODANICHE, 1953),
México (BUSTAMENTE et al., 1946) e Brasil (DIAS; MARTINS, 1939), onde foi isolada de
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A. aureolatum (SANGIONI et al., 2005). Parola et al. (2005), relataram que o carrapato
marrom dos cdes, R. sanguineus, como um importante vetor desta espécie. O periodo de
incubacgdo € de dois a 14 dias (SEXTON; KAYE, 2002; SUCEN, 2010). Os sinais clinicos
incluem dor de cabega, febre alta, mialgia, nauseas e vémito. Algumas manifestaces
neuroldgicas como surdez, convulsdes e hemiplegia podem ocorrer. A taxa de casos fatais em
pessoas ndo tratadas varia de 10 a 25% dependendo da idade do paciente, entre outros pontos,
e geralmente metade dos Gbitos ocorre antes do oitavo dia da infeccdo (MASTER et al.,
2003).

1.1.1.2.2 Rickettsia parkeri

Das espécies reconhecidas, a R. parkeri, foi considerada ndo patogénica por mais de
60 anos e atualmente foi documentada causando infecgbes humanas nos Estados Unidos
(RAOULT, 2004), no Brasil (SILVEIRA et al., 2007) e no Uruguai (CONTI-DIAZ et al.,
2009). As infeccOes por R. parkeri sdo de carater mais brando e sem 6bitos, ao contréario do
que ocorre com a R. ricketsii. Angerami et al.(2009c), fizeram uma comparacdo dos quadros
ocorridos no estado de S&o Paulo (comprovados por meio de imunofluorescéncia, cultivo
celular e imunohistoquimica), e em Santa Catarina (somente imunofluorescéncia). Os autores

sugerem que em Santa Catarina a R. amblyomii, ou a R. parkeri, seja o agente causador.

Paddock et al. (2004) relataram o0s primeiros casos de febre maculosa por R. parkeri
em humanos. O caso ocorreu no Sudeste da Virginia (EUA) onde o paciente apresentou febre,
dor de cabega, mialgia difusa, artralgia e escaras em extremidades baixas. Foi diagnosticada
como doenca transmitida por carrapato e posteriormente conseguiram isolar de biopsia de
escara. Geralmente ocorrem Vérias escaras da fixacdo do carrapato na pele do hospedeiro. Os
mesmos autores, através de sintomas clinicos de pacientes, epidemiologia e evidéncias
soroldgicas sugerem que infeccbes em humanos tém ocorrido na Florida, Mississipi e

Carolina do Sul.

Sangioni et al. (2005) em estudos preliminares sugerem que 0 A. cajenennse propicia o
crescimento e a sobrevivéncia da R. parkeri. Nos Estados unidos o vetor envolvido foi A.
maculatum (PAROLA et al., 2005). Recentemente, DNA desta bactéria foi isolado de A. triste
no Uruguai (VENZAL et al., 2004). Os mesmos autores demonstraram em seu trabalho A.

triste infectada por R. parkeri no Brasil e Uruguai, responsavel por rickettsiose humana.
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Pacientes mordidos por A. triste, sugerem que rickettsioses causada por R. parkeri, ocorrem
no Sul da América como verificado no trabalho de Silveira et al. (2007), que suspeitaram do
aparecimento da doenca na cidade de Paulicéia, estado de S&o Paulo. Causa sintomas brandos

e sem mortes registradas.
1.1.1.2.3 Rickettsia conorii

Agente da doenca escaronodular diagnosticada no Uruguai (CONTI-DIAZ et al.,
1990) e agente de febre maculosa do Mediterraneo (FMM), foi chamada de febre botonosa,
pois causava lesdo méaculo papular. A FMM é endémica na area do mediterraneo incluindo o
norte da Africa e sul da Europa. A doenga ja foi diagnosticada na Italia, Portugal e Turquia.
Alguns casos foram esporadicamente diagnosticados na Europa central e norte onde os R.
sanguinueus importados para o peridomicilio, encontraram condi¢des microclimaticas
adequadas para a sua sobrevivéncia, inclusive em canis e casas (PAROLA; RAOULT, 2001).
Na Europa ja foram encontrados casos no final da primavera e no verdo quando o vetor é mais
ativo. A alta especificidade do R. sanguineus por cdes explica a baixa incidéncia da doenga
em seres humanos, como observado no Sul da Franga (PAROLA et al., 2005). O agente
apresenta um periodo de incubacdo de aproximadamente seis dias e o inicio da sintomatologia
é abrupto. Casos tipicos apresentam febre alta e escaras negras no local da fixacdo do
carrapato (ANTON et al., 2003). Em poucos casos o local da fixagcdo ocorre dentro da
conjuntiva ocular e o paciente apresenta conjuntivite (PAROLA et al., 2005). Apds sete dias
aparecem manchas maculo papulares envolvendo a palma da médo, sola do pé e face e
geralmente o paciente se recupera sem nenhuma sequela. A taxa de mortalidade é estimada

em 2,5% dos casos diagnosticados.
1.1.1.2.4 Rickettsia sibirica

Agente da febre maculosa diagnosticada no Oeste da Sibéria e na regido de
Krasnoyarsk, assim como na RUssia asiatica. Varios carrapatos tém se apresentado como
vetores da doenca entre eles D. nuttalli dos locais montanhosos do Oeste e Leste da Sibéria,
D. marginatus, D. silvarum, nas florestas de arbustos e Haemaphysalis concinna em areas
pantanosas (PAROLLA et al., 2005). Mais recentemente foi isolada de Ixodes persulcatus. O
periodo de incubacdo é de quatro a sete dias, quando inicia o aparecimento de febre alta,

escara de inoculagdo pelo vetor, que posteriormente acompanha uma linfadenite, além de dor
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de cabeca, mialgia e distarbios digestivos. Esta doenga geralmente apresenta sintomatologia

de carater mediano e raramente ocorrem maiores complicagdes.
1.1.1.2.5 Rickettsia amblyommii

Foi isolada inicialmente em A. americanum no Tennessee em 1974. O papel desta
bactéria como agente de doencas humanas foi sugerido por Parola et al. (2005), que
observaram um grupo de 12 militares que apresentou febre mediana e anticorpos reativos para
rickettsias GFM, sendo que cinco destes exibiram perfil especifico com reatividade maior
para o antigeno de proteina de superficie 85-1034. Tem sido detectada em A. cajennense e A.
coelebs, do Oeste da Floresta Amazonica (LABRUNA et al., 2004a). Também referida como
cepa 85-1034 (PAROLA et al., 2005).

1.1.1.2.6 Rickettsia felis

O vetor desta doenga, diferentemente das outras rickettsias apresentadas, é a pulga. Foi
implicada em casos de doenga humana sendo detectada por biologia molecular nestes
artropodes (GALVAO et al., 2004). Pela filogenia se enquadra no biogrupo das Febres

Maculosas, porém néo foi isolada de humanos (CALIC, 2004).
1.1.1.2.7 Rickettsia australis e Rickettsia slovaca
Ainda ndo associadas a quadros clinicos especificos.

Além das rickettsias relatadas acima, outras espécies foram descritas em trabalhos pelo
mundo como R. prowazekii, pertencente ao GT, transmitida por piolho no Peru Andino e
historicamente presente no México, na América Central e América do Sul. A R. canadensis
foi retirada do grupo do tifo exantemético e, juntamente com a R. bellii, foi proposta a
compor um novo grupo ancestral, que ndo se enquadram nem no GT nem nas rickettsias GFM
(FONSECA; MARTINS, 2007). Na Tabela 1 encontram-se as principais rickettsias isoladas

em diferentes continentes.

Tabela 1- Espécies de Rickettsias isoladas nos diferentes continentes.
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Continente Espécies descritas

Europa R. conorii, R. felis, R. aeschlimannii, R. sibrica, R. sibirica estirpe mongolotimonae, R.

slovaca, R. akari, Grupo R. massilae, R. helvética e R. ripicephali

América R. rickettsii, R. bellii, R. montana, R. ripicephali, R akari, R. canadd, R parkeri, R amblyomii e
R. felis

Africa R. conorii, R. sibirica estirpe mongolotimonae, Grupo R. massilae, R. felis, R. aeschlimannii,
R. africae

Asia R. sibirica, R. sibirica estirpe mongolotimonae, R. conorii, R akari, R. japonica

Oceania R. australis, R. honei

Fonte: Duarte, 2008

1.1.1.3 Vetores

Carrapatos, mosquitos, pulgas e moscas sdo incriminados de atuarem como vetores
destas bactérias, entretanto no caso das rickettsias GFM estdo implicados exclusivamente 0s
ixodideos e, em geral, do género Amblyomma, com excecéo da R. akari e R. felis transmitida
por gamasideos e pulgas, respectivamente (SOUSA et al., 2003). O R. sanguineus também
foi implicado nos casos de febre maculosa do Mediterraneo. No Brasil, ja se identificou a
presencga da R. rickettsii em A. nitens, por isso podem ser implicados na manutencéo da FMB
(BRITO, 2010). Segundo Fonseca e Martins (2007) e Brito (2010), as rickettsias se
multiplicam no artrpode e, no caso do A. cajennense, tanto a transmissdo transovariana
quanto a transestadial podem ocorrer. Isto permite que o carrapato permanega infectado por
toda a sua vida (transestadial) e por muitas geragfes (transovariana), atuando como vetor e

também como reservatorio destas bactérias na natureza.

Os carrapatos do género Amblyomma sdo os principais vetores de R. rickettsi, principal
agente da FMB, que nos ultimos anos tem apresentado incidéncia crescente no Brasil. As 106
espécies de Amblyomma estdo distribuidas por todo o mundo. S&o geralmente trioxenos, e
seus hospedeiros compreendem a maioria das ordens de mamiferos. Aves raramente sao
parasitadas pelo estigio adulto, porém frequentemente sdo hospedeiras das formas imaturas

de algumas espécies de Amblyomma.
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1.1.1.4 Hospedeiro, reservatorio e sentinela

Hospedeiro é a pessoa, ou animal, inclusive aves e artropodes que, em circunstancias
naturais, permitem a subsisténcia ou alojamento do agente infeccioso (AVILA-PIRES, 1989).
Para que um vertebrado seja considerado bom hospedeiro amplificador de R. rickettsii na
natureza, deve ser susceptivel & infecgdo, manter a bactéria circulante em niveis plasmaticos
suficientes para infectar vetores, ter alta taxa de renovagdo populacional, ser abundante na

area endémica e ser bom hospedeiro do carrapato vetor em condi¢Ges naturais.

Considerando a definicdo de reservatério da American Association Public Health,
como sendo qualquer ser humano, animal, artrpode, plantas ou matéria inanimada onde vive
e se multiplica um agente infeccioso, da qual depende para sua sobrevivéncia, reproduzindo-
se de maneira a que consiga ser transmitido a um hospedeiro suscetivel (AVILA-PIRES,
1989), alguns vertebrados, como gambas, cavalos, bois, capivaras e outros também podem ser
reservatorios e infectarem o carrapato na fase de bacteremia. Segundo o Ministério da Saude
(2005) os equideos, roedores, como a capivara (Hydrochaeris hydrochaeris), e marsupiais,
como o gambé (Didelphis spp.), tém importante participacéo no ciclo de transmisséo da febre
maculosa e ha estudos recentes sobre o envolvimento desses animais como reservatorios ou
amplificadores de Rickettsia spp., assim como transportadores de carrapatos potencialmente
infectados. Entretanto, quanto ao papel das capivaras no ciclo da FMB, Estrada et al. (2006)

posicionam-se que ndo existe isolados de rickettsias a partir destes animais.

Equinos e cées que vivem no peri-domicilio humano, sdo considerados animais
sentinelas para FMB, atuando também como amplificadores da populacdo de carrapatos
(FREITAS et al., 2009). Num estudo realizado em Vila do Capoeirdo, Itabira (MG), Vianna et
al. (2008), por meio da Reagédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), detectaram anticorpos
contra R. rickettsii em 8,2% dos soros humanos, 81,3% dos cdes e em 100% dos equideos.
Porém dos carrapatos avaliados, nenhuma das 356 amostras se mostrou positiva para
Rickettsia spp. no teste de hemolinfa e na reagdo em cadeia pela polimerase (PCR). Sangioni
et al. (2005) relataram que as areas onde A. cajennense é o principal vetor da FMB, o0s
equinos destacam-se como sentinelas por serem estes os hospedeiros primarios de todos os

estagios desta espécie de ixodideo.
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Lemos et al. (1996a) obtiveram 36,4% de cées e 77,8% de equinos, na &rea endémica,
sororeativos. O trabalho, realizado em Pedreira (SP), cidade com 17 casos de FMB, sugeriu
que, além dos cdes, os equinos podem servir como animais sentinela. Um cavalo ou uma
capivara infectados apresentam bacteremia por até trés semanas e podem, por sua vez,
contaminar outros carrapatos. Lemos et al. (1996a) mostraram que 77,8% dos equinos
pesquisados em éarea endémica apresentavam sorologia positiva para FMB com titulos maior
ou igual a 64 e foi observada uma menor prevaléncia nos cées. Estes resultados sugerem que
0s equinos podem ser indicados como animais sentinelas. Sangioni (2003) realizou RIFI em
equinos de regides endémicas (Pedreira) e ndo endémicas (Pirassununga, Cotia e Sorocaba)
do estado de S&o Paulo, obtendo 65,3% dos equinos positivos na area endémica contra 2%
daqueles da area ndo endémica, sugerindo a circulagdo de R. rickettsii nesta regido. Cardoso et
al. (2006) descreveram em seu trabalho o cdo e o cavalo como animais proéximos do ser
humano e relacionaram a auséncia de sorologia positiva em caninos com a ndo ocorréncia de

casos humanos nos ultimos 12 anos no municipio de Caratinga, Minas Gerais.

1.1.1.5 Patogenia e Sintomas

As rickettsias GFM atacam o endotélio levando a disturbios circulatérios como edema,
aumento do volume extracelular com consequente hipotenséo, necrose local e coagulagéo
intravascular disseminada. Obstrucbes dos vasos sanguineos com isquemia cerebral,
principalmente no mesencéfalo e na regido do nucleo e, menos frequentemente no coracao,
também podem ocorrer. No figado pode haver leséo perivascular com degeneracdo vascular
dos hepatocitos. No rim podem ocorrer lesdes vasculares intersticiais focais (BARCI;
NOGUEIRA, 2006). A vasculite rickettsial e a trombose luminal oclusiva s&o associadas com

a necrose coagulante cutanea e epidérmica, que dao formas as escaras.

Os sintomas geralmente iniciam de quatro a 10 dias ap6s inoculacdo com dor de
cabega, febre, dor muscular, linfadenite local e escara no local da fixagdo do carrapato. Os
sinais variam dependendo da espécie de rickettsia envolvida (RAOULT; ROUX, 1997). O
periodo de incubacdo varia de dois a 14 dias, de acordo com a carga de bacteriana inoculada.

Os sintomas mais evidentes sdo febre, nauseas, vomito, mialgia, lesdes vasculares que se
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manifestam como petéquias e/ou equimoses na palma da médo e sola dos pés e que se
espalham através dos membros, térax e abdome (BARCI; NOGUEIRA, 2006).

Fonseca e Martins (2007) relataram que o agente da FMB, R. rickettsii, apresenta
como manifestagBes clinicas hipertermia (40-41°C), irritabilidade, raquialgia e mialgia
intensas, agitacdo e insdnia, sinais de irritacdo meningea. Estes mesmos autores, afirmam que
nos casos mais tipicos, por volta do quarto dia do periodo febril, surgem maculas roseas de
bordos mal definidos com dois a seis milimetros de didmetro que se distribuem por todo
corpo, punhos, tornozelos, membros, troncos e face. Decorridas 12 horas, a erupgdo se
estende as partes centrais do corpo. Mais quatro dias e seu aspecto se modifica surgindo
petéquias que evoluem para exantema equimotico, exantema purpdrico e por ultimo, necrose.
Em casos mais graves, o exantema pode tornar-se hemorrégico e evoluir para necrose de

extremidades como dedos, orelhas e genitais e, dessa forma, levar a toxemia.

A FMB caracteriza-se por febre alta, mialgia, artralgia e exantema tipico que foram
observados em 52% dos pacientes (ANGERAMI et al., 2006) geralmente associado a quadro
clinico severo, com disfuncdo em varios 6rgdos. Relataram ainda a sintomatologia de 23
pacientes que chegaram ao hospital da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) de
1985 a 2003, diagnosticados por isolamento de R. ricketsii de sangue ou pele, por RIFI ou
ainda por critério de correlagdo clinico epidemioldgico. Destas 23 pessoas todos tiveram
febre. Sintomas gerais foram mialgia, dor de cabeca, vomito e dor abdominal, 52% tiveram
ictericia, 43% distarbios do sistema nervoso central, 37% problemas respiratdrios,
insuficiéncia renal aguda em 35,3%, manifestacbes hemorragicas de diferentes propor¢des
como petéquias. Hemorragias cutaneas foram vistas em 69,5% dos casos. Trombocitopenias e
aumento das enzimas hepéticas (AST e ALT) foram vistas em 100% dos casos e 30% deles

foram fatais.

Sintomas semelhantes ocorreram em 2476 suspeitos com idade entre zero e 17 anos,
dos quais 60 casos foram confirmados ou compativeis com a doenga (sendo que 44 casos
foram diagnosticados com exame laboratorial, trés confirmados com critério clinico
epidemioldgico e 13 confirmados com RIFI, entretanto sem aumento do titulo em quatro
vezes em relagdo a primeira coleta), onde 90% tiveram febre, 91,7% dor de cabega, 85%

mialgia, 56,7% prostracdo, 45% dor abdominal, nauseas e/ou vomito, 40% exantema, 21,7%
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diarreia, 21,7% hiperemia conjuntival, 3,3% hepato e esplenomegalia e 8,3% linfadenopatia
(ANGERAMI et al., 2009b).

Katz et al. (2009) fizeram uma analise das fichas de investigacao epidemiolégica dos
casos ocorridos entre 2003 a 2008 de FMB no estado de S&o Paulo. Durante este periodo 240
casos foram confirmados (69% por método sorolégico, 17% por meio de isolamento de
Rickettsia e somente 4% por critério clinico epidemioldgico) distribuidos em 61 municipios,
com 71 dbitos e observaram que o percentual de exantema (43,5%) foi maior naqueles que se
curaram. Observaram ainda, que os sinais que melhor caracterizam a doencga, exantema e
petéquias, apareceram em 40% e 37,5%, respectivamente| Os mesmos autores salientam que
dos casos confirmados neste periodo, houve um percentual de 21 a 40% de letalidade.

Na Figura 1 constam os principais sinais clinicos presentes na investigacdo epidemioldgica
feita em S&o Paulo de 2003 a 2008 por Katz et al. (2009).
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Figura 1 - Gréafico demonstrativo dos principais sinais clinicos presentes em pacientes do estado de Sdo
Paulo com diagnéstico confirmado de FMB entre 2003 e 2008. Fonte: Katz et al., 2009

A infeccdo humana por R. parkeri tem sido descrita como uma febre maculosa mais
branda, sem letalidade, quando comparada & infeccéo por R. rickettsii. E possivel que casos de

rickettsioses por R. parkeri possam ter ocorrido no estado de Santa Catarina (ANGERAMI et
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al., 2009c), porém, segundo Philip et al. (1978), a RIFI, utilizado para o diagnostico dos
casos deste Estado, ndo permite a identificagdo da espécie responsavel pela viragem
soroldgica, uma vez que todas as rickettsias do GFM apresentam alguma reacéo sorologica

cruzada entre si.

Conti-Diaz et al. (2009) sugeriram o envolvimento de R. parkeri em trés casos de
febre maculosa no Uruguai, em que os pacientes apresentaram febre moderada (<40°C), mal-
estar, cefaléia, exantema, escara de inoculagéo no sitio de fixacéo do carrapato, linfadenopatia

regional e auséncia de letalidade.

Angerami et al. (2009c) compararam duas &reas geograficas do Brasil, Sdo Paulo (126
casos comprovados por Imunohistoquimica ou RIFI, ou ainda por isolamento de R. rickettsii
de tecido ou sangue) e Santa Catarina (61 casos comprovados com RIFI). Os casos de SC
apresentaram sintomatologia branda, sugerindo o envolvimento de R. parkeri, como nos casos

do Uruguai ou R. amblyommii.

Spolidério et al. (2010) observaram o caso de um paciente de &rea rural, parasitado por
carrapato, e que apresentou, febre mediana, dores articular e muscular, escaras, erupgao
cuténea e sem linfadenite, comum nos casos de infec¢Oes por R. parkeri, R. africae e R.
sibirica. A anélise molecular com sequenciamento revelou um grau de similaridade com as
trés espécies citadas, mas ndo foi possivel uma identificacdo conclusiva, sendo este agente

denominado como Rickettsia sp. cepa mata atlantica.

1.1.1.6 Diagnostico

Os métodos de identificagdo tradicionalmente usados em bacteriologia ndo podem ser
aplicados para as rickettsias devido sua natureza estritamente intracelular (PAROLA et al.,
2005).

O diagndstico das rickettsioses é sempre dificil, principalmente quando néo se conhece
a prevaléncia endémica e epidémica da doenca em uma determinada regido (FONSECA,;
MARTINS, 2007). Embora sintomas caracteristicos sejam indicativos da infeccdo, em
animais e humanos, é necessaria a confirmagdo por meio de exames laboratoriais para o

diagndstico diferencial com meningococcemia, leptospirose, febre tifoide e infec¢bes por
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enterovirus (MELLES et al., 1999). A confirmacdo pode ser feita por meio de pesquisa de
anticorpos especificos e isolamento do agente a partir de sangue, bidpsia de pele e, ainda, de

carrapatos coletados do paciente e/ou de animais reservatorios.
1.1.1.6.1 Sorologia

A sorologia se refere ao estudo da quantidade de anticorpos estimulado por um
microorganismo durante uma infecgdo ativa. No laboratério os anticorpos reagem contra 0s
antigenos de maneiras especificas que podem ser utilizadas para confirmar a identidade do
microorganismo. Existem diversas técnicas de sorologia que podem ser utilizadas a qual
incluem aglutinacdo, precipitagéo, fixagdo do complemento, anticorpos fluorescentes, entre
outras, porém até que as novas tecnologias sejam completamente desenvolvidas e
clinicamente avaliadas o diagnostico de doengas rickettsiais continuard sendo realizado por
meio de reagdo de imunofluorecéncia como padrdo (FONSECA; MARTINS, 2007).

Para a pesquisa de anicorpos pela RIFI foi utilizada a técnica de acordo com Moraes-
Filho (2009).

Labruna et al. (2007a) testaram, por meio de RIFI, 164 cées de &rea rural e 153 de area
urbana, no municipio de Monte Negro, Rondbnia para anticorpos contra R. bellii, R
amblyommii, R. rhipicephali, R. rickettsii, R. parkeri e R. felis e verificaram que 11,9% e
3,9% foram reativos para a0 menos uma das rickettsias testadas, respectivamente. Na area
rural trés soros mostraram titulo para R. parkeri, quatro vezes mais alto que os outros cinco
antigenos. Esse soro foi considerado homologo para R. parkeri ou com gen6tipo semelhante.
Usando o mesmo critério, dois soros da area rural foram considerados homoélogos para R.

amblyommii, dois outros soros rurais para R. rhipicephali, e um soro urbano para R. parkeri.

A técnica de RIFI foi utilizada por Angerami et al. (2009a) como prova padréo, que
realizaram uma retrospectiva da FMB em seres humanos dos casos de Sdo Paulo entre 2001 e
2008. Para a confirmagdo dos casos, foram utilizados RIFI, ou Imunohistoquimica (em
pacientes que foram a 6bito) e cultura de célula, comprovando a eficiéncia e confiabilidade

dos testes aplicados.

1.1.1.6.2 Cultivo celular
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Conjunto de técnicas que permitem cultivar ou manter células isoladas fora do
organismo onde existem, mantendo as caracteristicas proprias. Podem fazer-se culturas a
partir de tecidos humanos, animais e vegetais. A cultura de tecidos implica a prévia
desagregacdo (mecénica ou enzimética) do tecido original em que as células sdo cultivadas
numa camada aderente, num substrato solido ou em suspensdo em meio de cultura (NEVES et
al., 2004).

O isolamento de Rickettsia spp. em cultivo celular, feito em saco vitelino de ovo
embrionado de galinha ou em células do rim de macaco verde (células vero). Das membranas
de ovo embrionado infectadas sdo realizados esfregacos corados pelo método de Machiavello
ou Castaneda. Esta técnica permite a visualizacdo dos corspusculos elementares de Rickettsia
spp. (FONSECA; MARTINS, 2007). Possibilita o estudo de fendmenos, inacessiveis em
tecidos intactos. As vantagens desta técnica sdo o controle das condi¢Bes ambientais (pH,
temperatura, concentracéo de O%e CO? etc), a obtencéo de células com boa homogeneidade e
bem caracterizadas, economia de reagentes e tempo, além do conhecimento do
comportamento e fungGes de uma populagdo isolada de células. Em contrapartida as
desvantagens sdo os gastos elevados de material, condicdo de crescimento e instabilidade da
cultura celular, a perda de caracteristicas e a dificuldade de extrapolacdo para o modelo de
organismo intacto (NEVES et al., 2004).

O isolamento de agente etiol6gico também pode ser realizado a partir de sangue
coletado do paciente em fase aguda e inoculado em cobaio por via intracardiaca. Apos, é
coletado o exudato intraperitoneal ou da lesdo testicular dos animais doentes, corado e

visualizado por microscopia.
1.1.1.6.3 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica combina técnicas histoldgicas, imunolégicas e bioquimicas
objetivando identificar componentes celulares e tissulares (antigenos) através de reacdo com
anticorpos especificos em uma secdo histoldgica, esfregaco, ou suspensdo celular. Esta
técnica possibilita visualizar a distribuicdo e a localizagdo de componentes celulares
especificos no tecido ou célula. Para isso o antigeno deve permanecer insoluvel e sua estrutura
terciaria deve estar preservada permitindo a ligagdo com o anticorpo. O anticorpo de deteccéo,

antigeno especifico, € marcado com substrato, as amostras sdo incubadas com substrato
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enzimético, quando o anticorpo estd marcado com enzima, produzindo um produto que sofre
precipitacdo direta no corte histolégico gerando uma coloracdo castanha ou vermelha que
reflete a distribuicdo do antigeno alvo no tecido/célula analisada. Por meio da técnica de
imunohistoquimica, Rickettsia spp. pode ser detectada por diversas colora¢fes inclusive
Giemsa e Gimenez (LA SCOLA; RAOULT, 1997), entretanto, as rickettsias GFM sdo melhor
visualizadas quando o material é fixado em formalina e o tecido é embebido em parafina de

autopsia e ou de bidpsia cutanea simples (PAROLA et al., 2005).
1.1.1.6.4 Reacdo de cadeia de polimerase (PCR)

A PCR e 0 sequenciamento sdo métodos utilizados como sensiveis e rapidos para
detectar e identificar as rickettsias a partir de sangue, pele e, inclusive, de carrapatos. A
detecgdo das rickettsias baseia-se no reconhecimento de sequéncias de diferentes genes
presentes na membrana com diferentes pesos moleculares com as proteinas de membrana
ompA e ompB (proteina da membrana externa), além do 17 KDA e citrato sintase (gltA)
(SOUSA et al., 2008).

A técnica da PCR (polymerase chain reaction - reacdo em cadeia pela polimerase)
baseia-se no processo de replicagdo de DNA. Na PCR s&o usadas elevadas temperaturas de
forma a separar as moléculas de DNA em duas cadeias simples, permitindo entéo a ligacéo de
oligonucledtidos iniciadores (primers), também em cadeia simples e geralmente constituidos
por 15 a 30 nucledtidos, obtidos por sintese quimica. Para amplificar uma determinada regido
s80 necessérios dois iniciadores complementares das sequéncias que flanqueiam o fragmento
de DNA a amplificar, nos seus terminais 3°- 5°, de modo a permitir a atuacdo da DNA
polimerase durante a sintese da cadeia complementar, usando como molde cada uma das duas
cadeias simples constituintes do DNA a amplificar sequéncias de iniciadores de varios genes
como gltA, que codifica a enzima citrato sintase de Rickettsia spp., permite a detec¢éo de
todos os organismos do género Rickettsia; ompA, para detecgdo de Rickettsia spp. do GFM,
que codifica uma proteina externa de membrana de 190 kD; ompB, gltA e gen D tém sido

usadas por pesquisadores em todo 0 mundo.

Na Tabela 2 verifica-se um resumo das principais técnicas diagndsticas para Rickettsia
spp., assim como a metodologia para coleta de acordo com o material e exame solicitado,

utilizado pela Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN).
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Tabela 2- Método a ser utilizado e como proceder para o envio de material para o diagnostico de Rickettsia.

Exame Material Fase da Coleta Quantidade e Conservacio
recipiente e Transporte
Soro 12 amostra: no inicio 5 mL de sangue Soro: refrigerar 4 a
fase aguda tubo seco ou 8°C. Maximo 24
: vacutainer (sem horas. Transporte
Sorologia 2% amostra: duas anticoagulante) em caixa de isopor
semanas apos a coleta com gelo
da 1° amostra
Fragmento de pele  No inicio dos sintomas  Fragmento de Maximo de 24
antes do tratamento ou  pele flaconete  horas (6 horas) em
48 horas do inicio da criorresistente caixa de
medicacgdo com 1 mL BHI isopor/congelar 70°
Isolamento ou N; liquido
Coagulo Fase aguda: antes da Coagulo: 5mL de Maximo de 24
sanguineo tratamento ou até 48 sangue, flaconete  horas (6 horas) em

Imunohistogquimica

Figado, Pulmédo

Bidpsia de pele

horas do inicio da
medicacgdo

Logo ap6s o 6bito ou
no maximo 48 horas

Apb6s surgimento de
petéquias

crioresistente/1
mL BHI

Colher 1 cmdo

0rgdo, armazenar
formol a 10% ou
bloco de parafina

Colher um
fragmento de pele
e colocar em
frasco com formol
a10%

caixa de
isopor/congelar 70°
ou N, liquido

Até 48 horas em
temperatura
ambiente.

Encaminhar ao
laboratério em até
48 horas em
temperatura
ambiente.

Fonte: Pinter et al.(2010) Informe técnico do Centro de Vigilancia Epidemioldgica

1.2 Febre Maculosa Brasileira

O primeiro caso foi descrito em 1929, no estado de Sdo Paulo e mais tarde em Minas

Gerais, Bahia e Rio de Janeiro. Segundo Greca et al. (2008), febre maculosa foi considerada

uma enfermidade reemergente em areas que eram tidas como livres da zoonose e que agora se

comportam como endémicas, como mostra seu trabalho em Coronel Pacheco, distrito de Juiz
de Fora, MG, onde 65 novos casos foram relatados entre 2001 e 2004. Guedes et al. (2005),
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na mesma cidade, demonstraram evidéncia molecular, por meio da PCR, da presenca de R.
rickettsii em A. cajennense. Outra espécie de ixodideo incriminada na transmissdo de
rickettsias no Brasil é o A. aureolatum da qual, em Sdo Paulo, se isolou Rickettsia spp., por

meio de cultivo celular e, por técnicas de biologia molecular.

Fonseca e Martins (2007) citaram que nos anos de 1981, 1984, 1992, 1995 e 2000 as
investigacOes epidemioldgicas no Brasil se intensificaram em funcdo dos surtos ocorridos. No
estado de Minas Gerais concentrou 50% dos casos fatais e S&o Paulo foi 0 estado em que
mais se registrou casos de febre maculosa. De 1985 a 2002, foram registrados 76 casos, dos
quais 47,6% resultaram em 6bitos. No municipio de Pedreira, SP, Del Guercio et al. (1997)
observaram 5,3% de positividade em pessoas sem sinais clinicos da doenga, evidenciando

taxa de soroprevaléncia semelhante a de areas endémicas do Brasil.

No Rio de Janeiro, no periodo de 1980 a 2003, foram registrados 57 casos de FMB,
com taxa de letalidade de 23% (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). De acordo com dados do
Ministério da Saude (2010), foram confirmados 55 casos, com taxa de letalidade de 36,4%.
Nesse estado, os casos ocorreram com maior frequéncia na regido de Barra do Pirai e, em

2005, foi registrado um surto no municipio de Petropolis.

No Espirito Santo, nesse mesmo periodo, foram registrados 31 casos, com taxa de
letalidade de 16,2%. Surtos ocorreram nos municipios de Pancas, Barra de S8o Francisco,
Nova Venécia e Baixo Guandu (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

No estado do Parana foram registrados casos de FMB em 2005 (dois casos), 2006 (trés
casos) e 2008 (dois casos), sem ocorréncia de obitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Segundo a publicacdo do Boletim Epidemioldgico da Secretaria Municipal de Saude
de Porto Alegre (2005), até 2005 no Rio Grande do sul ndo existiram registros de casos de
febre maculosa, além disso ndo foi diagnosticado a ocorréncia de carrapato da espécie A.
cajennense até aquela data. Entre os anos de 2005 a 2007 o estado apresentou cinco casos de
FMB (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Na regido Centro-Oeste, o Distrito Federal confirmou um caso em 2005, com evolugéo
para cura (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).
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1.2.1 Febre Maculosa em Santa Catarina

No Estado de Santa Catarina, verifica-se uma caréncia de estudos direcionados para a
detecgdo de rickettsias, quer em animais, seres humanos ou nos seus vetores, carrapatos
ixodideos, tendo sido apenas realizados diagnosticos por RIFI (ANGERAMI et al., 2009c).
Em Santa Catarina, a partir de outubro de 2003 até abril/2004 foram notificados 11 casos da
doenca, ocorridos na regido do médio Vale do Itajai, sem registro de Gbitos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2005).

Segundo o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) foram
registrados casos humanos (sorologia de febre maculosa) no municipio de Blumenau (seis
casos em 2003 e oito em 2004). Em 2005 foram registradas ocorréncias em Biguagu,
Blumenau, Corupa, Nova Veneza, Pomerode e Timbé e em 2006, nos municipios de Benedito
Novo, Blumenau, Brusque, Corupd, Guaramirim, Itajai, Jaragud do Sul, Joinville,

Massaranduba e Timbo.

1.3 A IMPORTANCIA DOS EQUINOS

Para que haja atividade rickettsial, é necessaria a coexisténcia de uma relacéo de
positividade do vetor, hospedeiros e reservatorios incluindo animais silvestres (CARDOSO et
al., 2006). Estes mesmos autores, em um estudo realizado em Caratinga (MG), verificaram a
ocorréncia de rickettsias potencialmente patogénicas ao ser humano em vetores, detectadas
pela técnica de PCR. Além disto, 17% de cavalos apresentaram sorologia positiva para
rickettsias GFM que apresentaram o risco de transmissdo de febre maculosa nesta area de
foco silencioso. Os equinos podem albergar centenas de ixodideos e sdo considerados animais

sentinela. Além disso, convivem intimamente com seres humanos, indicando risco a sadde.

Lemos et al. (1996a) realizam um estudo comparativo em areas endémica e ndo
endémica do estado de Sdo Paulo, utilizando a técnica de RIFI. Chegaram ao resultado de
77,8% de equinos sororreativos em area endémica contra 30% da area ndo endémica. Com
estes resultados, associados com casos humanos confirmados e o isolamento de rickettsias em
carrapatos por cultura de células, os autores sugerem que o cavalo pode ser um hospedeiro

sentinela para infec¢des de FMB na regiéo de estudo.
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Galvao (1996) estudou o comportamento da FMB no municipio de Caratinga, Minas
Gerais, e por meio de inquérito soroldgico registrou uma soroprevaléncia de 2% em humanos,
25% em cées e 53% em equinos, utilizando a RIFI realizada com antigeno especifico de R.
rickettsii. Desde entdo e até os dias atuais, apenas um caso novo de FMB foi registrado
naquele municipio, logo no primeiro ano apos o surto. Para um melhor conhecimento do ciclo
natural das rickettsias, os autores reavaliaram o foco peri-urbano de Caratinga, aparentemente
silencioso. Para tanto, foram utilizadas a sorologia RIFI e a PCR com o objetivo de melhor
conhecer a dindmica da infeccdo dos hospedeiros e vetores das rickettsias na referida area, e
estimar o risco ao qual estd submetida sua populacdo, contribuindo, dessa forma, para o
conhecimento da epidemiologia das rickettsioses. Nenhum dos soros de cées analisados (n =
73) apresentou resultado positivo & RIFI, enquanto que 3/18 dos soros de equinos (17%)
mostraram-se positivos nos titulos 1:64 (n=1) e 1:128 (n=2).

Sangioni (2003) com objetivo de estudar a epidemiologia da FMB em &rea endémica e
nao endémica do estado de Sao Paulo comparou as areas, testando soros de equinos por meio

da RIFI e obteve 65,3% dos animais sororreativos contra 2% da regido ndo endémica.

Moraes-Filho et al. (2009) investigaram a presenca de R. ricketsii em equinos, onde o
A. cajennense é o principal vetor da FMB, encaminhados as Centro de Controle de Zoonose
do municipio de S&o Paulo (CCZ/SP) no periodo de 2003 a 2005. De 363 equinos avaliados
pela RIFI, 64 (17,6%) se mostraram reagente a R. rickettsii. Com a baixa sororreatividade das
amostras 0s autores sugerem que 0 A. cajennense possa ndo ser a especie responsavel pela

transmissao da FMB na cidade.

Em equinos, apesar de frequentemente apresentarem altos titulos contra- Rickettsia
ricketsii (acima de 1024), ndo h4 trabalhos que relatem sinais clinicos nesta espécie animal
(LEMOQOS, 1996a).

Casos de febre maculosa em humanos sdo acidentais e estdo relacionados ao intimo
convivio de humanos com equinos e caninos, que vivem no peri- domicilio e este convivio
tem importante funcdo na epidemiologia da doenga, pois, estas espécies sdo considerados
animais sentinelas para FMB (LEMOS, 1996a), atuando como amplificadores da populacéo

de carrapatos.
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Pelo exposto torna-se clara a necessidade de investigacdo referente & FMB no estado
de Santa Catarina, objetivo proposto e desenvolvido neste trabalho de pesquisa, por meio da
deteccdo de Rickettsia spp. em ixodideos e pela pesquisa de anticorpos contra Rickettsia spp.

em equinos, animais sentinelas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 DETECCAO E IDENTIFICACAO DE Rickettsia spp. EM IXODIDEOS COLETADOS
EM TERRITORIO CATARINENSE

2.1.1 Caracterizagdo da Regido de estudo
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A area de abrangéncia deste estudo compreendeu cinco das seis mesorregides do
estado de Santa Catarina que é formado pelas mesorregides do Oeste, Norte, Serrana, Vale do
Itajai, Grande Floriandpolis e Sul conforme ilustrado na Figura 2. Somente da mesorregido
Oeste Catarinense nao foi obtido material e foi dado énfase a pesquisa no municipio de
Blumenau, pertencente ao Vale do lItajai, mesorregido onde ocorreram casos de febre

maculosa.

1. Oeste Catarinense
2. Norte Catarinense
3. Regido Serrana

4. Vale do ltajai

5. Grande

Floriandpolis

6. Sul Catarinense

Figura 2 -Mesorregides do estado de Santa Catarina

Fonte: http://cepa.epagri.sc.gov.br/agroturismo/mapa_meso.htm

O estado esta localizado na regido Sul do Brasil, o clima predominante é subtropical
Umido com temperaturas amenas, variando entre 13 a 25°C, com indices pluviométricos
elevados e distribuidos por todo ano, atingindo até 1500mm por ano. Sua posi¢do no mapa
esté entre os paralelos 25°57'41" e 29°23'55" de latitude Sul e entre os meridianos 48°19'37" e
53°50'00" de longitude Oeste.

A vegetacdo desta regido é composta por Floresta Tropical Atlantica, encontrada nas

planicies costeiras, além de encostas e serras, constituida de arvores de grande porte;
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Vegetagdo Litoranea, constituida por mangues; Floresta Subtropical formada a partir de
vegetagdo rasteira; Floresta das Araucarias constituida, em maior nimero por pinheiros, no
entanto, existem ainda canelas, cedros, erva-mate e xaxim; Campos formados basicamente

por gramineas.

2.1.2 Coleta de carrapatos

Foram coletados manualmente de animais domésticos e silvestres, do ambiente e
inclusive de seres humanos. Posteriormente foram acondicionados em tubos com &lcool
absoluto e armazenados para devida identificacdo e classificagdo taxonémica de acordo com
Aragdo e Fonseca (1961) e Battesti et al. (2006). Os Carrapatos ixodideos, de diferentes
instares, provenientes das diferentes mesorregies de Santa Catarina (Norte, Grande
Floriandpolis, Vale do Itajai, Sul e Regido Serrana) e mantidos na cole¢do do Laboratdrio de
Parasitologia e Doencas Parasitarias CAV — UDESC foram identificados por (SOUZA et al.,
2009).

Em cada frasco foram anotados o nome da espécie hospedeira, a data e o local da
coleta. Carrapatos de espécies diferentes de um mesmo hospedeiro foram separados por tubos,
identificados com o mesmo nimero da amostra. Uma planilha foi organizada para as amostras
que continham informacdes tais como: numero da amostra, espécie do hospedeiro, local da
coleta, data da coleta, identificacdo do vetor, sexo do carrapato. Foram coletados adultos e

estagios imaturos, ndo se fazendo nestes casos a identificagdo da espécie.

Foram coletados um total de 1248 carrapatos, em 151 amostras. Nas amostras com
apenas um elemento foram utilizados 100%. Amostras com dois a cinco exemplares foram
processados em média de 30 a 50%. Ja em amostras com mais de 10 elementos foram
utilizados em média 10 a 20% dos carrapatos. Um total de 288 carrapatos constituiram a
amostragem para processamento dos dados (extragdo de DNA e PCR e sequenciamento).
Apo6s devidamente registrados, os carrapatos foram encaminhados para o Laboratorio de
Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
(VPS) da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o
Paulo (USP).
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2.1.3 Extracdo de DNA

DNA das amostras foi extraido usando o protocolo GT (Tiocianato de guanidina) de
extracdo de DNA de carrapatos. Para tanto foi triturado o carrapato com auxilio de agulha 40
x 12 e deixado secar a temperatura ambiente por pelo menos uma hora, para remogéo do
alcool utilizado na conservacdo do acaro. Apos a secagem, foram adicionados 150ul de TE
pH 8,0 (ou PBS) para a maceracdo, e agitados (vortex) por dez segundos. Foram adicionados
450uL de GT realizada uma nova mixigenagdo em vortex e adicionado 100uL de
cloroférmio. Deixado em repouso por dois minutos e novamente mixigenado por dez
segundos no vortex o que resultava numa mistura “leitosa”. Apds processo de centrifugacéo
(12.000 rpm por 5 minutos), 400uL foram transferidos para um novo tubo, desprezando-se o
tubo com o restante. No novo tubo, j& devidamente identificado (como o tubo desprezado)
foram adicionados 600uL de (iso) propanol. A mistura foi mantida a -20°C “Overnight”. No
dia seguinte foi centrifugado a 12.000 rpm a 4°C por 15 minutos, desprezado o sobrenadante
e adicionados 800uL etanol 70%. Mais uma centrifugacdo 12.000 rpm a temperatura de 4°C
por 5 minutos e novamente foi desprezado o sobrenadante, secado o pellet a temperatura
ambiente (1 hora no minimo ou usado termobloco a 56°C por 15 minutos) com os tubos
abertos. Ressuspensdo do pellet em TE (30-60uL), homogeneizagdo manual, termobloco a

56 C por 15 minutos e congelamento a -4°C.

2.1.4 PCR e Sequenciamento

Para Rickettsia spp., 0 DNA extraido de cada carrapato, foi testado pela PCR

inicialmente utilizando 0S iniciadores CS-78 (forward [5°-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3’)), CS-323 (reverse [5°-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT -3"]) CS-239 (forward [5’
GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT-3’]) CS-1069 (reverse [

5'CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT- 37]) que amplificam um fragmento de 401 pb do gene
citrato sintase (gltA) presente possivelmente em todas as espécies do género Rickettsia
(LABRUNA et al., 2004b). As amostras positivas para esta reagdo de PCR, foram

processadas para outro iniciador, que amplifica um segmento de 530 pb do gene ompA,;
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Rr190.70p (forward [5°-3° ATGGCGAATATTTCTCCAAAA]) e Rr190.602n (reverse [5°-3’
AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT]), presente em rickettsias do grupo da febre maculosa
(LABRUNA et al., 2007). Para cada reacdo, SuL. de DNA de cada amostra foram adicionados
para cada 5 pl de tampao PCR (10X), 8uL de desoxinucleotideos triphosfato mixture - dNTPs
(1,25 mM), 1,5uL MgCl, (50 mM), 25pmol de cada primer, 0,25uL de Taq polimerase
(5000 U/mL) e agua bidestilada para formar o volume final de 50uL. O controle positivo
utilizado foi o DNA extraido de A. cajennense experimentalmente inoculado com R. parkeri
(SANGIONI et al., 2005) gentilmente cedido pelo VPS/FMVZ/USP e trés aliquotas de agua
bidestilada como controle negativo foram utilizadas em todas as amplificagdes. As condi¢des

termais utilizadas estdo descritas na tabela 3 abaixo.

Tabela 3- Ciclos do PCR que se repete 36 vezes para CS2, com suas diferentes temperaturas e tempo estimado

para determinada temperatura:

Ciclos Temperatura Tempo
01 95°C 5 minutos
40 95°C 30 segundos
01 50°C 30 segundos
01 72°C 40 segundos
01 72°C 7 minutos

Fonte: (Labruna et al, 2004b)

Dez pL do produto da PCR adicionados de 2ul. de corante, homogeinizada num
parafilme, transferidos para gel de agarose 1,5%, mergulhado em TBE e mantido durante 30
minutos em cuba para eletroforese a 100 volts, para as amostras correrem o gel. Colocar o gel
no agitador por 15 minutos com brometo de etidio. Apos este periodo as bandas foram lidas
através de transluminador UV com o programa alpha imagem. Os produtos resultantes da
amplificacdo do PCR foram purificados por meio de EXOSAP (US) e sequenciados em
sequenciador automatico (ABI Prism 3100 Genetic - Applied Biosystems/Perkim Elmer,
Califérnia, USA). As sequéncias parciais obtidas foram submetidas a analise BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) anédlise (ALTSCHUL et al., 1990) para determinar a

similaridade com outras espécies de Rickettsia.
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2.2 DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA RICKETTSIAS DO GRUPO DA FEBRE
MACULOSA EM SOROS DE EQUINOS DAS MESORREGIOES SERRANA E VALE DO
ITAJAI, EM SANTA CATARINA

2.2.1. Obtencé&o de soro de equinos

As amostras (n=150) de soro utilizadas no presente trabalho sdo
provenientes da amostragem empregada no projeto de pesquisa intitulado
“Fatores de risco e ocorréncia de anticorpos contra Neospora Spp. em
equinos das regides Serrana e Litordnea do estado de Santa Catarina”,
registrado sob no 01.126/09 06/05/09 CAV/UDESC, aprovado pelos comités de
ética em experimentacdo animal do CAV/UDESC (protocolo 1.05.09) e em
pesquisa envolvendo seres humanos da UDESC (protocolo 73/09 em 10.08.09).

Do total de 150 equinos submetidos a coleta de sangue, 93 eram oriundos do
municipio de Lages (cavalaria da Policia Militar Montada, e de equinos de carroceiros; 57 de
animais alojados na hipica de Balneario Camborid situada a aproximadamente 70 km da &rea
onde ocorreram casos de FMB no estado de Santa Catarina (Blumenau). Blumenau esta
situada a latitute de -26° 55710 "e longitude 49° 03"58"". Duas regifes distantes uma da outra,

com clima e relevo distintos.

2.2.2. Sorologia

As amostras de soros foram encaminhadas para o Laboratdrio de Doengas Parasitarias
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal (VPS) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP), onde foram
processadas para imunoflorescéncia indireta usando antigeno de seis rickettsias isoladas no
Brasil R. rickettsii cepa Taiagu (HORTA et al. 2006; PINTER; LABRUNA 2006), R. parkeri
cepa At24 (HORTA et al. 2006; PINTER; LABRUNA 2006), R amblyommi cepa Ac37
(LABRUNA et al., 2004a, 2005), R rhipicecephali cepa HJ5 (LABRUNA et al., 2004a,
2005), R. bellii cepa Mogi das Cruzes (LABRUNA et al., 2004a e LABRUNA, 2005), R.
felis cepa Pedreira (HORTA et al. 2006; PINTER; LABRUNA, 2006).
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Os antigenos foram fixados nas 1aminas de acordo com Horta et al. (2004). Cada cepa
de rickettsia foi cultivada em Celulas Vero (ou C6/36 cells no caso de R. felis.) e colhida
quase que 100% das infectadas, que foram entdo centrifugadas a 4000 g por 10 minutos e o
sobrenadante foi lavado em 0,1M de tampdo salino fosfato (PBS), pH 7,4, centrifugado
novamente e ressuspendido em PBS contendo 1% de soro fetal bovino e 0,1% de azida
sodica. Dez microlitros de celulas infectadas com Rickettsia spp. foram aplicadas em cada um
das 12 cavidades da ldamina de imunofluorescéncia, secada ao ar e fixado em acetona, por 10

minutos e estocado a -80°C.

Os soros equinos foram diluidos em PBS (0,1M, pH 7,2) a partir de 1:64. Vinte
microlitros da diluicdo foram adicionados para cada pogo da Id&mina contendo os antigenos.
As laminas foram incubadas em cdmara Umida a 37°C por 30 minutos. As laminas foram
lavadas com solugéo PBS (0,1M, pH 7,2) e mantidas em uma cuba com uma mesma solucéo
durante 15 minutos em PBS, por duas vezes. Apds secarem foram incubadas a 37°C por 30
minutos com conjugado anti IgG de equino (sigma Diagnostics, St Louis) acopladas com
isotiocianato de fluoresceina na diluicdo 1:100. As laminas foram lavadas como descrito
acima e coradas em solugéo de PBS (0,1M, pH 7,2) contendo 0,2% de azul de Evans. Ap6s
completamente secas, as ldminas foram montadas com glicerina tamponada e laminula. Por
fim as laminas foram lidas em microscopio com luz ultravioleta (Olympus BX60, Tokyo,
Japan) com objetiva de 40X (MORAES-FILHO et al., 2009).

Foram consideradas sororreagentes as amostras com titulos >64. Em cada Iamina o
soro previamente testado ndo reativo (controle negativo) e o sabidamente positivo (controle
positivo) foram testados na diluicdo 1:64. Este soro de controle positivo reagiu com R.
rickettsii, R. parkeri, R. bellii e R. felis, no titulo de ponto de corte de 8192, 2048, 1024,
1024, respectivamente (PINTER et al., 2006) .
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se, através de técnicas moleculares, a infeccdo por Rickettsia parkeri cepa
Mata Atlantica em carrapatos ixodideos das espécies A. ovale, A. aureolatum e R. sanguineus,

e também por R. amblyommii cepa AL em A. longirostre.

3.1 PCR PARA OS GENES gItA E ompA
Na Tabela 4 constam os resultados obtidos por PCR, em 288 amostras de carrapatos,

para os genes gltA e ompA e do posterior sequenciamento.

Tabela 4- Resultados positivos das PCRs realizadas para os genes gltA, ompA e do sequenciamento segundo o

ixodideo e a mesorregido catarinense de origem.

Ixodideos Regido Resultado Resultado Similaridade do
PCR Cs2 PCR OmpA sequenciamento

Amblyomma Grande Florian6polis 1 Positivo 1 positivos Rickettsia parkeri cepa
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ovale Mata Atlantica
Regido Sul 1 Positivo 1 positivos Rickettsia parkeri cepa

Mata Atlantica
Vale do Itajai 1 Positivo 1 positivos Rickettsia parkeri cepa

Mata Atlantica

Amblyomma Planalto Serrano 1 positivo Néo realizado _
tigrinum
Regido Serrana 1 positivos Néo realizado _

Amblyomma Regido Sul 3 positivos 1 positivo _

aureolatum Vale do Itajai 3 positivos 3 positivos Rickettsia parkeri cepa
Mata Atlantica

Amblyomma Vale do Itajai 1 positivo 1 positivo Rickettsia ambliommii cepa

longirostre AL

Anocentor nitens  Regido Norte 1 positivo Néo realizado _

Rhipicephalus Vale do Itajai 1 positivo 1 positivo Rickettisia parkeri cepa

sanguineus Mata Atlantica

Na mesorregido Norte uma espécime de A. nitens, coletado de equino na cidade de
Araquari, foi positivo na PCR para o gene gltA indicando ser uma amostra infectada com
Rickettsia spp. A mesma situagéo ocorreu na mesorregido Serrana onde, de 63 amostras, um
A. tigrinum, coletado do municipio de Capdo Alto de um canino, e um da espécie A.
aureolatum coletado de um Ledo Baio (Puma concolor), do municipio de Lages, foram
positivos para gltA. Dessas amostras nédo foi realizada a PCR para o gene ompA portanto ndo
se pode concluir se estes carrapatos estavam infectados com rickettsias GFM.

Em Séo Paulo as espécies de vetores responsaveis pela transmisséo sdo A. aureolatum,
A. cajennense e A. dubitatum (antigo A. cooperi), que estdo incriminadas na manutengédo
enzodtica e na transmissdo da febre maculosa para humanos (DIAS; MARTINS, 1939; LIMA
et al., 1995; LEMOS et al., 1996¢). Em Santa Catarina, foram obtidos resultados positivos
pela PCR usando os iniciadores gltA e ompA em ixodideos das especies A. ovale, A.
aureolatum e Rhipicephalus sanguineus. O sequenciamento destas amostras apontaram R.
parkeri cepa mata atlantica, com 100% de similaridade, o que sugere ser este 0 agente da
febre maculosa em Santa Catarina como suspeitaram Angerami et al. (2009c) em pacientes
diagnosticados pela RIFI.

Labruna et al. (2004a) desenvolveram um estudo sobre agentes rickettsiais em
carrapatos Amblyomma spp., em oito areas de Rondbnia, AM, utilizando a técnica de PCR.

Com o gene gltA, ataxa de infeccdo minima para A. ovale, A. cajennense, A. naponense, A.
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scalpturatum, A. oblongoguttatum, A. incisum, A. rotundatum, A. coelebs, e A. humerale foi
respectivamente 28%, 27%, 0%, 11%, 3%, 0%, 87%, 10% e 50%, e as sequéncias parciais
para A. ovale, A. scalpturatum, A. oblongoguttatum, A. rotundatum, e A. humerale para o
gene gltA, foram 99,9% indénticas para R. bellii. Em relacdo aos ixodideos das espécies A.
cajennense e A. coelebs, a similaridade foi 100% idéntica a R. amblyommii. Na mesorregi&o
do Vale do ltajai, area acometida pela febre maculosa, 117 amostras de ixodideos foram
processadas. Destas, seis foram positivas e todas oriundas do municipio de Blumenau. Uma
amostra coletada do piso de um casa urbana e identificada como A. longirostre foi positiva
para 0s genes gltA e ompA e, no sequenciamento, apresentou 99% de similaridade com R.
amblyommii cepa AL (GenBank: EU274656) oriunda de um carrapato A. longirostre do
estado de S&o Paulo (OGRZEWALSKA et al., 2008). O A. longirostre foi inicialmente
descrito em passeriformes (LABRUNA, 2007Db).

Em S& Paulo (SP) Spolidério et al. (2010) testaram, por meio da PCR e
imunofluorescéncia, amostras de pele e sangue de um paciente que frequentava uma fazenda
com vegetacdo predominante de Mata Atlantica, parasitado por carrapato, 10 dias antes do
acontecimento dos sintomas. Para a PCR, utilizaram os iniciadores gltA, ompA e ompB com
similaridade para R. parkeri, R. africae e R. sibirica. O soro foi testado para
imunofluorescéncia para diversas espécies de Rickettsia e DNA de pele foi testado para PCR
e posteriormente sequenciado. Os autores ndo chegaram a uma concluséo sobre a espécie de

Rickettsia envolvida, designando entdo, como Rickettsia sp. cepa Mata atlantica.

Na mesorregido da Grande Floriandpolis, de 24 amostras, um espécime de A. ovale,
coletado do municipio de Aguas Mornas de um Furdo (Mustela putorius) foi positivo para os
genes gltA e ompA. No sequenciamento foi encontrado similaridade de 100% com R. parkeri

cepa Mata atlantica.

Na mesorregido Sul, das quatro amostras (trés A. aureolatum e um A. ovale),
procedentes do municipio de Urussanga, positivas para gltA, somente a espécime A. ovale foi
avaliada para o gene ompA revelando-se, no sequenciamento, similaridade de 100% com a R.

parkeri cepa Mata atlantica.

Uma amostra de R. sanguineus proveniente da cidade de Blumenau (mesorregido do
vale de Itajai) coletado de canino, positivo para os iniciadores gltA e ompA e sequenciado teve

100% de similaridade para R. parkeri cepa Mata atlantica. Mais quatro amostras foram
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positivas para gItA e ompA com similaridade de 100% para R. parkeri cepa Mata atlantica.
Dos vetores, trés eram da espécie A. aureolatum e somente uma amostra era da espécie A.

ovale.

As sequéncias de ompA dos carrapatos A. ovale, A. aureolatum e R. sanguineus deste
trabalho foram 100% idénticas a sequéncia de R. parkeri cepa Mata Atlantica (GenBank:
GQ855237) oriunda de um paciente de Peruibe, estado de Sdo Paulo (SPOLIDORIO et al.,
2010).

3.2 SOROLOGIA DOS EQUINOS

Dos 150 soros equinos submetidos a RIFI para a detecgdo de anticorpos contra
Rickettsia spp., 28 (18,66%) apresentaram resultados positivos para, a0 menos, uma das
espécies testadas (R. rickettsi, R. parkeri, R. amblyommi, R. rhipicephalis, R. bellii e R. felis).
Destes, cinco foram reagentes para todas as espécies. Na Tabela 6 estdo expressos 0s
resultados da sorologia e as respectivas diluicdes méximas reativas (reciproca de titulos) para
cada uma das espécies de Rickettsia spp. Em areas endémicas de febre maculosa a
soroprevaléncia de cavalos reagentes a R. ricketsii foi de 31,2% (Horta et al., 2004) e 77,8%
(LEMOS et al., 1996a).

Os equinos do presente estudo ndo apresentaram qualquer sintomatologia. Mesmo
sendo rara a manifestacéo clinica da doenca em equinos (HAYDON et al., 2008), animais de
regides endémicas do estado de Séo Paulo demonstraram altos titulos de anticorpos, ao
contrario dos animais de areas ndo endémicas (HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005).
Ha também evidéncias, através da RIFI em equinos, da presenca de R. rickettsii, R. parkeri, R.
amblyommii, R. riphicephali, R. bellii e R. felis ndo s6 na area onde casos de FMB foram
registrados, mas também em é&reas onde ndo h& registros oficiais da ocorréncia da
enfermidade. Apesar dos equinos serem os hospedeiros primérios do A. cajennense, poucos
desses vetores foram coletados parasitando esta ou outras espécies em Santa Catarina (Tabela
5).

A RIFI é considerada uma técnica padrdo para o diagnostico soroldgico de infecgdes

por rickettsias, embora possa apresentar algumas reacOes cruzadas e esteja sujeita a
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subjetividade do técnico. Porém, altos titulos de anticorpos sdo normalmente um forte
indicativo de infeccdo especifica (VIANNA et al., 2008).

Para a analise dos resultados, foram consideradas duas hipOteses. Na primeira,
considerando-se os soros individualmente, e ndo se admitindo a hip6tese de infec¢des mistas,
quando um animal reagiu a mais de uma das rickettsias testadas (reagéo cruzada), o critério de
positividade estabelecido foi que o maior titulo final obtido isoladamente para uma dada
espécie deve ser quatro vezes maior que o(s) menor (es) titulo(s) encontrado(s) naquela
amostra. Dos 28 soros positivos, todos foram reagentes a, no minimo, duas espécies de
Rickettsia spp. Assim, somente duas amostras resultaram em um sorodiagndstico conclusivo
(animais 5 e 125) para R. bellii e R. rickettsii nas diluicdes maximas de 1:4096 e 1:512,

respectivamente.

O alto percentual de reagdes cruzadas obtidas no presente estudo ndo permite uma
inferéncia definitiva quanto as espécies de Rickettsia spp. que mais ocorrem em equinos no
estado de Santa Catarina, entretanto a soroconverséo observada (18,66%) indica que agentes
da FMB podem estar acometendo os equinos avaliados, refor¢ando a utilidade de inquéritos
soroldgicos nesta espécie, que, juntamente com cées, é considerada um animal sentinela para
agentes da FMB.

Numa segunda hipdtese, foram considerados positivos 0s animais que apresentaram
anticorpos (RIFI >64) contra cada uma das espécies de Rickettsia spp., levando-se em conta
que, teoricamente, infecgdes simultaneas podem acometer os equinos, o que inclusive poderia

contribuir para sua importancia como animal sentinela para diferentes rickettsias do GFM.

Assim, e considerando-se a importancia de R. rickettsii nos casos de FMB
(SANGIONI, 2003) e da sugestdo de que R. parkeri, implicada como patogénica para 0 ser
humano (PADDOCK et al., 2004) poderia ser a espéecie envolvida nos casos ocorridos em
Santa Catarina (ANGERAMI et al, 2009c), a soroconverséo equina para estas duas rickettsias

foi analisada isoladamente.

Em relacdo a R. rickettsii, principal agente causador da FMB, 16,6% (25/150) dos
equinos foram sororreativos. Destes, 21 (28,8%) eram oriundos da regido Serrana e quatro
(7,0%) do Vale do Itajai, mais precisamente do municipio de Camborid. Embora a

soropositividade para R. rickettsii tenha sido quatro vezes mais frequente em equinos da
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regido Serrana, 0s maiores titulos foram observados nos animais do Vale do Itajai, com
equinos apresentando reacdo nas diluigdes 1:512 (quatro), 1:2048 (um) e 1:4096 (um). Nesta
regido estd localizado o municipio de Blumenau que, juntamente com outras cidades,

registrou casos de FMB em seres humanos nos anos de 2003, 2004, 2005 e 2006.

Altos titulos (>1:1024) de anticorpos contra as demais espécies de Rickettsia spp., com
excecdo para R. felis, também foram observados em maior proporgéo nos animais do Vale do
Itajai, indicando a circulacdo dos agentes da FMB nestes animais sentinelas desta regido, o

que corrobora os dados obtidos para R. rickettsii.

Equinos, e outros mamiferos (cdes, felinos, marsupiais, capivaras, roedores silvestres)
sdo descritos como possiveis reservatdrios de agentes da FMB ja que nestas espécies animais
estudos tém mostrado a ocorréncia de anticorpos contra Rickettsia spp. Ainda, equinos e cées
soropositivos  frequentemente sdo detectados em areas endémicas para FMB
(NASCIMENTO; SCHUMAKER, 2004). Além de reservatério, equinos sdo um dos
principais hospedeiros primérios do A. cajennense no Brasil (LABRUNA et al., 2001) e
também atuam como amplificadores da FMB (ACHA; SZYFRES, 2003). Isto denota a
importancia na investigacdo da ocorréncia de agentes da FMB em uma determinada area, uma
prospeccdo do “status” soroldgico da populacdo equina local que, desta forma, atuam como
animais sentinelas (HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005). A importancia dos
hospedeiros vertebrados, entre eles os equinos, também deve ser mensurada quando se
observa que carrapatos adultos, mesmo em &reas endémicas para FMB, apresentam baixas
taxas de infeccdo. Nas Américas, a taxa de infeccdo em carrapatos estid ao redor de 1%,
inclusive em &reas consideradas endémicas, o que pode ser justificado devido ao efeito letal
que a R. rickettsii tem sobre o vetor artropode (FREITAS et al., 2009). Assim, a influéncia
dos equinos na manutencdo dos agentes rickettsiais na natureza deve ser sempre levada em
conta e, portanto, investigada. Estudos soroldgicos da infec¢do por rickettsias do GFM em
equinos pode ter particular interesse na determinacgéo da atividade focal de rickettsias do GFM
no Brasil (LEMOS et al., 1996a).

Em Caratinga, MG, 17% (3/18) dos soros de equinos de um foco inativo de FMB,
foram positivos para R. rickettsii (RIFI >1:64) (CARDOSO, 2004), resultado semelhante ao
observado no presente estudo. O autor sugere ainda que, mesmo em se tratando de foco

inativo, equinos sororreagentes sdo um indicativo da necessidade de vigilancia sobre areas
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onde casos de FMB tenham ocorrido, como foi o caso da regido do Vale do Itajai em Santa

Catarina.

Ao contrario, no municipio de Itabira, também em Minas Gerais, Vianna et al. (2008),
investigando a infecgdo por rickettsias do GFM em érea endémica, relatam 100% de infeccéo
(RIFI >1:64) em equinos (11) e asininos (trés) daquela localidade. Todos os animais deste
estudo apresentaram reacdo na diluigdo minima de 1:256. Esta disparidade de resultados pode
ser explicada porque neste estudo a &rea observada era de alta endemicidade para a FMB e
também pelo contato frequente entre animais domesticos, selvagens e o ser humano,
conforme evidenciaram as respostas obtidas na aplicacdo do inquérito epidemioldgico
utilizado pelos autores. Também em area endémica, no estado de Séo Paulo, Horta et al.
(2004) encontraram 77,3% de soropositividade nos cavalos avaliados. No nosso estudo, para

R. rickettsii, dos 25 animais sororreagentes, quatro apresentaram titulos altos (1024 a 4096).

No Parand, Freitas et al. (2010) observaram taxa de infeccdo por R. rickettsii, nos
equinos carroceiros do municipio de S&o José dos Pinhais, de 9,33% (7/75), por meio da RIFI
(>1:64). Resultado inferior ao do presente estudo. Neste municipio, considerado area ndo
endémica, assim como Santa Catarina, foi registrado o primeiro caso humano de FMB do

Parana em 2005.

Em S&o Paulo, Moraes-Filho et al. (2009) identificaram 17,6% (64/363) dos equinos
do Centro de Controle de Zoonoses daquele municipio soropositivos para R. rickettsii.
Resultados semelhantes ao observado no presente trabalho. Os autores concluiram que
naquela cidade possivelmente o A. cajennense ndo seja a espécie de carrapato envolvido no
ciclo de transmissédo para humanos, quando compararam seus resultados com os de outras
areas endémicas para FMB onde normalmente os equinos apresentam sorologia positiva em
altos percentuais. Lemos et al. (1996a), Horta et al. (2004) e Horta et al. (2007), em &reas
endémicas para FMB do interior de S8 Paulo, detectaram 77,8%, 56,5% e 72,9% dos
equinos sororreagentes a R. rickettsii. No presente trabalho, trés espécimes de A. cajennense,
todos coletados na mesorregido do Vale do Itajai (um de equino do municipio de Barra Velha
e dois de um cdo do municipio de Itapema), foram processados para a pesquisa de Rickettsia
spp. Todos foram negativos para o gene gltA, ndo sendo identificados espécimes deste vetor

infectados com Rickettsia spp. (Tabela 4). Embora reduzido o numero de espécimes
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investigados, em Santa Catarina possivelmente o A. cajennense também néo esteja envolvido

no ciclo de transmissao da febre maculosa neste estado.

No Espirito Santo (SPOLIDORIO, 2009), avaliando zoonoses transmitidas por
carrapatos para humanos e animais domésticos, em seis municipios do Norte do estado,
encontrou 25,9% (7/27) equinos sororreagentes para a0 menos uma das espécies de Rickettsia
testadas, valor intermediario considerando que nesta area, casos fatais de FMB humana foram

registrados entre os anos de 2003 e 2005.

A utilizagdo de uma metodologia padronizada (RIFI>64) nos estudos avaliados
permite concluir que as diferentes soroprevaléncias para Rickettsia spp. observadas em
equinos de distintas regibes do pais sdo devidas a endemicidade da &rea em estudo. Deste
modo, a soroprevaléncia em equinos pode ser uma ferramenta Gtil para um estudo prévio em

determinada regido suspeita para FMB.

Com relagéo a R. parkeri, 10% (15/150) dos equinos foram sororreagentes (RIFI>64)
para esta espécie. Destes, quatro equinos eram do Vale do Itajai e apresentaram reages nas
titulagbes 128 (1), 256 (1) e 1024 (2). Poucos séo os trabalhos de soroprevaléncia para
espécies de rickettsias que ndo R. rickettsii. Ainda, infec¢bes por R. parkeri podem ser
subestimadas umas vez que normalmente 0s inquéritos soroldgicos sdo normalmente baseados
em infec¢Bes por R. rickettsii e, reacOes cruzadas entre estas duas espécies parecem ocorrer
frequentemente (SILVEIRA et al., 2007). No Espirito Santo, Spolidério (2009) identificou
14,8% (4/27) dos equinos soropositivos para R. parkeri com titulos variando de 64 a 128,
valores inferiores ao observado nos equinos de Camboriu. Freitas et al. (2010) no Paran,
testando 75 soros equinos contra R. parkeri ndo encontraram nenhum animal sororreagente a
esta especie. Também, no presente estudo, R. parkeri foi o agente encontrado em cinco das
seis amostras de carrapato submetidas a PCR com resultados conclusivos ap6s o

sequenciamento, sendo definidas como R. parkeri cepa Mata Atlantica.

Chama atencéo ainda os altos niveis de anticorpos contra R. belli, inclusive nos casos
ndo conclusivos (animais 142 e 143), que apresentaram titulos até a diluicdo de 1:8192,
indicando sua possivel ocorréncia entre os equinos avaliados no presente estudo. E uma das
espécies de Rickettsia spp. que mais comumente é encontrada infectando carrapatos na

América, ja tendo sido isolada de ixodideos dos géneros Dermacentor e Amblyomma
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(OGATA et al., 2006). Esta espécie j& foi isolada no Brasil nos ixodideos A. aureolatum, A.
dubitatum, A. humerale, A. rotundatum, A. oblongoguttatum, A. scalpturatum, A. ovale
(LABRUNA et al., 2004a; 2004b; LABRUNA 2005), de Ixodes loricatus (HORTA et al.,
2006) e também de Haemaphysalis juxtakochi (LABRUNA et al., 2007b), entretanto seu
papel na patogenia da FMB ndo estd bem estabelecido até o momento. Embora pouco
patogénica para coelhos experimentalmente infectados, mesmo quando sdo utilizados
indculos com grandes quantidades do agente (OGATA et al., 2006), seu papel em infeccbes
humanas ainda precisa ser melhor definido. Também a classificacdo de R. bellii quanto ao
grupo a que pertence ndo estd muito bem estabelecida, sendo atualmente agrupada em um
terceiro grupo pois difere filogeneticamente das espécies que comp&em os grupos do tifo e da
febre maculosa (OGATA et al., 2006).

Além dos altos titulos contra R. belli, no presente estudo, dois animais (142 e 143)
apresentaram sorologia positiva para outras Rickettsia spp. em altos titulos, até 4096 (Tabela
6), sugerindo a possibilidade destes animais serem portadores de infec¢bes mistas. Em Goias,
Martins (2009), pesquisando anticorpos contra Rickettsia spp. em humanos, cdes e equinos
em suposto foco de FMB no municipio de Quirinépolis, encontrou em uma propriedade, entre
10 animais soropositivos para Rickettsia spp., quatro equinos apresentando reagdo cruzada
entre R. rickettsii e R. parkeri. Este autor também identificou um equino com reacdo cruzada

para R. rickettsii, R. belli e R. parkeri, porém em outra propriedade analisada na regido.

Este é o primeiro relato da deteccdo de Rickettsia spp. em ixodideos coletados em
Santa Catarina assim como o primeiro estudo da sorologia para agentes da FMB em equinos

do estado.
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CONCLUSOES

Em Santa Catarina, carrapatos ixodideos das espécies Amblyomma ovale, A.
aureolatum e Rhipicephalus sanguineus, podem estar infectados por Rickettisia parkeri cepa

Mata Atlantica e A. longirostre por Rickettsia amblyommii cepa AL.

Somente dois animais resultaram em um sorodiagnostico conclusivo para Rickettsia.

bellii e R. rickettsii nas diluicdes maximas de 1:4096 e 1:512, respectivamente.

A ocorréncia de anticorpos contra Rickettsia spp. em equinos de Santa Catarina,
associada a deteccdo do agente em carrapatos, indicam a circulacdo de agentes da febre
maculosa brasileira, tanto nos reservatorios como em seus vetores, e sugere que esta doenca

possa estar ocorrendo neste Estado.
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ANEXQOS

ANEXO A - Resultados da deteccdo e identificagdo das espécies de Rickettsias spp. que

infectam carrapatos ixodideos em Santa Catarina.

ANEXO B - Reciproca de titulos de anticorpos (RIFI) contra Rickettsia spp. em equinos de

Santa Catarina. 2009.
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Tabela 5- Resultados da detec¢do e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em Santa
Catarina (continua)

) i . RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

01 A. tigrinum Joinville Norte N N NR
02 A. aureolatum  Joinville Norte N N NR
03 A.aureolatum  Joinville Norte N N NR
04 A. aureolatum  Joinville Norte N N NR
05 A. nitens Araquari Norte N N NR
06 A. nitens Araquari Norte P NR NR
07 A. nitens Araquari Norte N N NR
08 A. nitens Araquari Norte N N NR
09 A. nitens Araquari Norte N N NR
10 A. aureolatum  Araquari Norte N N NR
11 A. ovale Araquari Norte N N NR
12 A. aureolatum  S. J. Batista Gde Fpolis P NR NR
13 A. aureolatum  S. J. Batista Gde Fpolis N N NR
14 A. ovale S. J. Batista Gde Fpolis N N NR
15 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
16 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
17 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
18 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
19 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
20 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
21 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis P P R. parkeri cepa Mata Atlantica
22 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
23 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
24 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
25 A. ovale Aguas Mornas Gde Fpolis N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificagdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continua)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

26 A. ovale Aguas Mornas Grande Fpolis N N NR
27 Ambl. spp Taio Grande Fpolis N N NR
28 A. aureolatum  Aguas Mornas Grande Fpolis N N NR
29 A. aureolatum  Florian6polis Grande Fpolis N N NR
30 A. aureolatum  Aguas Mornas Grande Fpolis N N NR
31 A. aureolatum  Aguas Mornas Grande Fpolis N N NR
32 A. aureolatum  Aguas Mornas Grande Fpolis N N NR
33 A. aureolatum  Aguas Mornas Grande Fpolis N N NR
34 R. sanguineos  Florianépolis Grande Fpolis N N NR
35 R. sanguineos  Florianépolis Grande Fpolis N N NR
36 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
37 A. aureolatum  Lages Serrana P NR NR
38 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
39 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
40 A. aureolatum  Otacilio Costa Serrana N N NR
41 A. aureolatum  Otacilio Costa Serrana N N NR
42 A. aureolatum  Curitibanos Serrana N N NR
43 A. aureolatum  Curitibanos Serrana N N NR
44 A. aureolatum  Curitibanos Serrana N N NR
45 A. aureolatum  Curitibanos Serrana N N NR
46 Ambl. Spp Rio Rufino Serrana N N NR
47 A. aureolatum  Monte Castelo Serrana N N NR
48 A. aureolatum  Otacilio Costa Serrana N N NR
49 A. aureolatum  Monte Castelo Serrana N N NR
50 A. aureolatum  Bom Retiro Serrana N N NR
51 A. aureolatum  Bom Retiro Serrana N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

52 A. aureolatum  Bom Retiro Serrana N N NR
53 A. aureolatum  Bom Retiro Serrana N N NR
54 A. tigrinum Capao Alto Serrana N N NR
55 A. tigrinum Capao Alto Serrana N N NR
56 A. tigrinum Capao Alto Serrana N N NR
57 A. tigrinum Capao Alto Serrana P NR NR
58 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
59 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
60 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
61 A. aureolatum  Urubici Serrana N N NR
62 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
63 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
64 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
65 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
66 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
67 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
68 A. aureolatum Lages Serrana N N NR
69 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
70 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
71 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
72 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
73 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
74 A. tigrinum Lages Serrana N N NR
75 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
76 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
77 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em Santa
Catarina (continuagao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

78 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
79 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
80 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
81 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
82 A. tigrinum Lages Serrana N N NR
83 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
84 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
85 A. tigrinum Lages Serrana N N NR
86 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
87 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
88 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
89 A. tigrinum Lages Serrana N N NR
90 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
91 A. tigrinum Lages Serrana N N NR
92 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
93 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
94 A. aureolatum Lages Serrana N N NR
95 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
96 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
97 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
98 A. aureolatum  Lages Serrana N N NR
99 A. ovale Urussanga Sul N N NR
100 A. ovale Urussanga Sul N N NR
101 A. ovale Urussanga Sul N N NR
102 A. ovale Urussanga Sul N N NR
103 A. ovale Urussanga Sul N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

104 A. ovale Urussanga Sul N N NR
105 A. ovale Urussanga Sul N N NR
106 A. ovale Urussanga Sul N N NR
107 A. ovale Urussanga Sul N N NR
108 A. ovale Urussanga Sul N N NR
109 A. ovale Urussanga Sul N N NR
110 A. ovale Urussanga Sul N N NR
111 A. ovale Urussanga Sul N N NR
112 A. ovale Urussanga Sul N N NR
113 A. ovale Urussanga Sul N N NR
114 A. ovale Urussanga Sul N N NR
115 A. ovale Urussanga Sul N N NR
116 A. ovale Urussanga Sul N N NR
117 A. ovale Urussanga Sul N N NR
118 A. ovale Urussanga Sul N N NR
119 A. ovale Urussanga Sul N N NR
120 A. ovale Urussanga Sul N N NR
121 A. ovale Urussanga Sul N N NR
122 A. ovale Urussanga Sul N N NR
123 A. ovale Urussanga Sul N N NR
124 A. ovale Urussanga Sul N N NR
125 A. ovale Urussanga Sul N N NR
126 A. ovale Urussanga Sul N N NR
127 A. ovale Urussanga Sul N N NR
128 A. ovale Urussanga Sul N N NR
129 A. ovale Urussanga Sul N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
GItA ompA  Sequenciamento

130 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
131 A. ovale Urussanga Sul N N NR
132 A. aureolatum  Urussanga Sul P NR NR
133 A. ovale Urussanga Sul P P R. parkeri cepa Mata Atlantica
134 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
135 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
136 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
137 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
138 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
139 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
140 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
141 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
142 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
143 A. aureolatum  Urussanga Sul P NR NR
144 A. ovale Urussanga Sul N N NR
145 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
146 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
147 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
148 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
149 A. aureolatum  Urussanga Sul P NR NR
150 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
151 A. aureolatum  Urussanga Sul N N NR
152 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
153 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
154 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
155 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
GItA ompA  Sequenciamento

156 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
157 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
158 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
159 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
160 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
161 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
162 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
163 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
164 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
165 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
166 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
167 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
168 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
169 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
170 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
171 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
172 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
173 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
174 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
175 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
176 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
177 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
178 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
179 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
180 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
181 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificagdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

182 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
183 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
184 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai P P R. parkeri cepa Mata Atlantica
185 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
186 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
187 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
188 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
189 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
190 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
191 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
192 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
193 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
194 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
195 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
196 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
197 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
198 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
199 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
200 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
201 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
202 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
203 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
204 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
205 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
206 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
207 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

208 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
209 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
210 A. longisrostre  Blumenau Vale do Itajai P P Rickettsia amblyommii cepa AL
211 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
212 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
213 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
214 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
215 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
216 R. sanguineos  Blumenau Vale do Itajai N N NR
217 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
218 R. sanguineos  Barra Velha Vale do Itajai N N NR
219 A. aureolatum  Tai0 Vale do Itajai N N NR
220 A. aureolatum  Tai6 Vale do Itajai N N NR
221 A. cajennense  Barra Velha Vale do Itajai N N NR
222 A.ovale Taio Vale do Itajai N N NR
223 A. aureolatum  Tai6 Vale do Itajai N N NR
224 Ambl. Spp Barra Velha Vale do Itajai N N NR
225 R. sanguineos  Itapema Vale do Itajai N N NR
226 Amb. Spp Barra Velha Vale do Itajai N N NR
227 A. aureolatum  Tai0 Vale do Itajai N N NR
228 A. dubitatum Taio Vale do Itajai N N NR
229 A.ovale Taio Vale do Itajai N N NR
230 Amb. Spp Barra Velha Vale do Itajai N N NR
231 A. ovale Taio Vale do Itajai N N NR
232 A. aureolatum  Tai6 Vale do Itajai N N NR
233 R. sanguineos  Barra Velha Vale do Itajai N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (continuacao)

) i _ RESULTADO

AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento

234 Amb. Spp Barra Velha Vale do Itajai N N NR
235 A. dubitatum Taio Vale do Itajai N N NR
236 A. dubitatum Taio Vale do Itajai N N NR
237 A. dubitatum Taio Vale do Itajai N N NR
238 R. sanguineos  Barra Velha Vale do Itajai N N NR
239 A. cajennense  Itapema Vale do Itajai N N NR
240 A. aureolatum  Rio do Sul Vale do Itajai N N NR
241 A. aureolatum  Salete Vale do Itajai N N NR
242 A. cajennense  Itapema Vale do Itajai N N NR
243 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
244 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai P P
245 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
246 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
247 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
248 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
249 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
250 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
251 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
252 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
253 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
254 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
255 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
256 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai P P R. parkeri cepa Mata Atlantica
257 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR
258 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
259 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR
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Tabela 5- Resultados da deteccdo e identificacdo das espécies de Rickettsias spp. que infectam carrapatos ixodideos em
Santa Catarina (concluido)

) i _ RESULTADO
AMOSTRA  ESPECIE MUNICIPIO MESORREGIAO
gltA  ompA  Sequenciamento
R.(B.)

260 microplus Blumenau Vale do Itajai N N NR

261 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR

262 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai P P R. parkeri cepa Mata Atlantica
263 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR

264 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR

265 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR

266 A. ovale Blumenau Vale do Itajai P P R. parkeri cepa Mata Atlantica
267 A. ovale Blumenau Vale do Itajai N N NR

268 A. aureolatum  Blumenau Vale do Itajai N N NR

Legenda: P- positivo; N- negativo; NR- ndo realizado; Amly- Amblyomma
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Tabela 6. Reciproca de titulos de anticorpos (RIFI) contra Rickettsia spp. em equinos de Santa
Catarina. 2009.(Continua)

Amostra  R.rickettsii  R. parkeri  R.amblyommi  R. rhipicephali  R. bellii R. felis
1 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
2 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
3 negativo 64 256 64 negativo 256
4 64 negativo negativo negativo negativo 64
5 512 256 256 512 4096 128
6 128 negativo 128 64 negativo 128
7 128 negativo 64 256 64 negativo
8 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
9 64 negativo negativo 64 negativo  negativo
10 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
11 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
12 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
13 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
14 negativo 64 128 64 negativo  negativo
15 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
16 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
17 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
18 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
19 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
20 64 negativo 256 128 negativo  negativo
21 negativo negativo negativo negativo 64 128
22 512 128 128 512 64 64
23 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
24 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
25 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
26 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
27 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
28 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
29 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
30 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
31 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
32 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
33 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
34 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
35 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
36 1024 128 256 1024 1024 negativo
37 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
38 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo

39 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
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Tabela 6. Reciproca de titulos de anticorpos (RIFI) contra Rickettsia spp. em equinos de Santa

Catarina. 2009. (Continuacéo).

Amostra  R.rickettsii  R. parkeri  R.amblyommi  R. rhipicephali  R. bellii R. felis
40 128 negativo 128 64 negativo 64
41 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
42 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
43 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
44 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
45 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
46 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
47 256 512 128 64 256 64
48 128 128 1024 512 negativo 128
49 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
50 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
51 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
52 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
53 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
54 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
55 64 64 64 128 128 negativo
56 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
57 64 negativo negativo 64 64 128
58 64 negativo 128 128 64 128
59 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
60 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
61 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
62 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
63 64 256 128 negativo negativo 256
64 2048 1024 1024 2048 1024 1024
65 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
66 128 negativo 64 64 256 128
67 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
68 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
69 128 negativo negativo negativo 64 128
70 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
71 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
72 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
73 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
74 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
75 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
76 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
77 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
78 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
79 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
80 64 negativo 128 128 64 128
81 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
82 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
83 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
84 512 128 256 256 negativo 64
85 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
86 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
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Tabela 6. Reciproca de titulos de anticorpos (RIFI) contra Rickettsia spp. em equinos de Santa

Catarina. 2009. Continuagé&o.

Amostra  R.rickettsii  R. parkeri  R.amblyommi  R. rhipicephali  R. bellii R. felis
87 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
88 64 negativo 64 128 negativo 128
89 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
90 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
91 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
92 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
93 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
94 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
95 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
96 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
97 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
98 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
99 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
100 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
101 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
102 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
103 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
104 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
105 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
106 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
107 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
108 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
109 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
110 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
111 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
112 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
113 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
114 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
115 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
116 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
117 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
118 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
119 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
120 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
121 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
122 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
123 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
124 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
125 512 128 64 128 negativo  negativo
126 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
127 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
128 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
129 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
130 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
131 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
132 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo

133 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
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Tabela 6. Reciproca de titulos de anticorpos (RIFI) contra Rickettsia spp. em equinos de Santa

Catarina. 2009. (concluido)

Amostra  R.rickettsii  R. parkeri  R.amblyommi  R. rhipicephali  R. bellii R. felis
134 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
135 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
136 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
137 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
138 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
139 512 256 negativo negativo 256 negativo
140 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
141 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
142 4096 1024 128 256 8192 negativo
143 2048 1024 2048 2048 4096 64
144 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
145 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
146 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
147 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
148 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
149 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
150 negativo negativo negativo negativo negativo  negativo
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