ISSN 0102-5716 ISSN Eletrdonico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 451

ESTIMATIVA DE POSITIVIDADE DA FEBRE MACULOSA EM CAES PARA A
VIGILANCIA E O SEU MONITORAMENTO NO MUNICIPIO DE BOTUCATU, SP

Lufs Henrique Lozano Joannitti*
Nilza Regina da Silva

Sandra Regina Nicoletti D’ Auria
Maria Cecilia G. de O. Camargo
Cassiano Victoria

Selene Daniela Babboni®

Heni Falcdo da Costa®

Bruna Lapenna Sanches Ferreira®
José Rafael Modolo™*

2
3
3
4

RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB) é uma zoonose emergente causada por bactérias do
género Rickettsia, transmitidas pela picada de carrapatos, pulgas, piolhos e acaros infectados,
podendo ser fatal se ndo diagnosticada corretamente, sendo os cdes considerados sentinelas. O
presente trabalho teve como objetivo estimar a positividade da FMB em caes distribuidos na
zona territorial urbana de Botucatu/SP, por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), os quais foram escolhidos aleatoriamente durante a 412 campanha de vacinagéo anual
contra a Raiva de cées e gatos, no municipio de Botucatu/SP. Foram encontrados seis caes
(0,94%) sorologicamente reagentes para Rickettsia rickettsii, apresentando titulos variando
entre 64, 128 e 256 e isto representa uma proporcdo de ocorréncias suspeitas igual a 0,93%
dos 640 cdes amostrados. Considerando a construcdo do intervalo de 95% de confianca para a
proporcao populacional de suspeitos, é possivel afirmar que, a cada 1.000 cées da populacéo
de Botucatu tem-se uma expectativa minima de 2 a 17 cées infectados, logo, em uma
populacdo estimada de 30.000 cées, espera-se de 60 a 510 cées infectados. Os resultados do
presente estudo permitem inferir risco de ocorréncia da FMB em humanos no Municipio.
Uma vigilancia mais apurada deverd, portanto, ser realizada, incluindo pesquisa de carrapatos
e do agente etioldgico, associada a sorologia.
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ESTIMATION OF CASES SUSPICIONS OF BRAZILIAN SPOTTED FEVER IN
DOGS FOR THE SURVEILLANCE AND MONITORING IN THE CITY OF
BOTUCATU, STATE OF SAO PAULO

ABSTRACT

Brazilian Spotted Fever (BSF) is an emergent zoonosis caused by the bacterium genus
Rickettsia, transmitted by bite of infected ticks, flea and mite. It can be fatal if not correctly
diagnosed, being the dogs considered as sentinels. The objective of the present study was to
estimate the number of positive cases in dogs BSF distributed in urban area of Botucatu/SP,
by Immunofluorescence Assay, randomly chosen during 41st annual vaccination campaign
against rabies in dogs and cats, in Botucatu/SP. Six dogs were found (0.94%) serologically
reactive to Rickettsia rickettsii, with titers ranging from 1:64, 1:128 and 1:256, and this
represents a ratio of occurrences equal to 9.3 %o suspected of 640 dogs sampled. Considering
the construction of the 95% confidence intervals for the population proportion of suspects, we
can say that, for every 1,000 dogs of the population of Botucatu has become a minimum
expectation 2-17 infected dogs, so in an estimated 30,000 dogs, it is expected 60-510 infected
dogs. The results of this study allow us to infer risk of BSF in humans in the city. A more
accurate surveillance should therefore be conducted, including research and ticks of the
etiologic agent associated with serology.

Keywords: Brazilian Spotted Fever, Rickettsia rickettsii, dogs.

ESTIMATIVA DE SOSPECHAS DE FIEBRE MANCHADA EN PERROS PARA LA
VIGILANCIAY EL CONTROL EN LA CIUDAD DE BOTUCATU, ESTADO DE
SAO PAULO

RESUMEN

La Fiebre Manchada(FM) es una zoonosis emergente causada por bacterias del género
Rickettsia transmitidas por la picadura de garrapatas, pulgas, acaros y piojos infectados y
puede ser fatal si no se diagnostica correctamente, donde los perros son considerados
centinelas. Este estudio tuvo como objetivo estimar el nimero de casos positivos de FM en
perros distribuidos en el area urbana de de la ciudad de Botucatu/SP, mediante ensayo de
Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta (RIFI), elegidos al azar durante la 41a campafa
de vacunacion anual contra la rabia de perrosy gatos en la ciudad de Botucatu/SP. Fueron
encontrados seis perros (0,94%) serolégicamente reactivos a Rickettsia rickettsii, con titulos
que varian desde 1:64, 1:128 y 1:256, y esto representa una proporcion de ocurrencias
sospechosas igual a 0,93% de 640 perros muestreados. Teniendo en cuenta la construccion de
los intervalos de confianza del 95% para la proporcion poblacional de los sospechosos, se
puede decir que, a cada 1.000 perros de la poblacion de Botucatu hay una expectativa minima
2 a 17 perros infectados, por lo que se estima que en 30.000 perros, se espera 60 a 510 perros
infectados. Los resultados de este estudio permiten inferir el riesgo de ocurrencia de la FM en
los humanos en Botucatu/SP. Para esto una vigilancia mas precisa debe ser ejecutada, incluso
una investigacion de garrapatas y el agente etioldgico, asociado con serologia.

Palabras clave: Fiebre manchada,Rickettsia rickettsii, perro.
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INTRODUCAO

A febre maculosa (FM) é uma zoonose emergente causada por bactérias do género
Rickettsia transmitida pela picada de carrapatos, pulgas, piolhos e &caros infectados (1). A
partir de 2001, a Febre Maculosa Brasileira (FMB) passou a ser considerada doenca de
notificacdo compulséria em todo o pais, devendo ser informada pelo meio mais rapido
disponivel, sendo obrigatéria a investigacdo epidemioldgica com busca ativa, para evitar a
ocorréncia de novos casos e 0bitos. Segundo dados do Ministério da Saude, entre 1997 e 2010
houve a notificacdo no Brasil de 868 casos humanos confirmados da doenca, dentre os quais
227 sdo de Obitos, distribuidos entre S&o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Bahia, Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Distrito Federal (2).

No Brasil, o principal reservatério da Rickettsia rickettsii € o carrapato do género
Amblyoma, entretanto, diversos animais auxiliam na manutencdo do ciclo da doenca,
participando como hospedeiros primarios ou acidentais (3). A R. rickettsii ja foi identificada
em capivaras, gambas, coelhos, equinos, caes e outros, sendo que esses podem atuar como
hospedeiros (4). A capivara constitui um elo importante na transmisséo da Febre Maculosa e
sua manutencdo na natureza, sendo o hospedeiro especifico para o carrapato A. dubitatum e
potencial amplificadora da bactéria (5, 6). Ambientes formados por arbustos e arvores nativas,
com relativa umidade do solo, riachos e corregos séo favoraveis a multiplicacdo do vetor (5).
A FMB possui perfil sazonal, apresentando maior nimero de casos de setembro a novembro,
que corresponde a primavera e inicio do verdo, com casos esporadicos em areas rurais e
urbanas, relacionados com carrapatos, em atividades de trabalho ou lazer (7, 8).

No estado de Séo Paulo, a doenca foi reconhecida pela primeira vez em 1928, sendo
denominada “Tifo Exantematico de Sao Paulo” (9 apud 7). No periodo de 1998 a 2011, foram
confirmados 428 casos de febre maculosa, destes, 67 foram diagnosticados na cidade de
Campinas/SP e 30 em Piracicaba/SP (10).

Devemos levar em consideracdo, segundo Sangioni (11), o conhecimento da
epidemiologia em regido com potencial biotico para o desenvolvimento da doenca consiste
em determinar as condigcdes socioeconémicas da populacdo, a distribuicdo e densidade dos
vetores ja incriminados como transmissores, as condi¢cdes ecologicas das localidades e as
espécies silvestres relacionadas como vetores.

Se ndo tratado, o paciente pode evoluir para um estagio torporoso, de confusdo mental,
com frequentes alteragdes psicomotoras, chegando ao coma profundo. Ictericia leve e
convulsées podem ocorrer em fase terminal (12). Cerca de 80% dos individuos, com forma
grave, se ndo diagnosticados e tratados a tempo, evoluem para obito (13).

A transmissdo da FMB ndo ocorre de pessoa para pessoa (12, 14), mas sim pela picada
do carrapato infectado que, somente ao final de sua alimentacdo, apds ficar aderido por um
periodo de 6 a 10 horas, elimina grande quantidade de secrecbes digestivas contendo
Rickettsia. Acredita-se que a transmissdo ocorre menos na fase adulta do carrapato, pois, sua
picada € dolorosa, as pessoas 0 retiram mais rapidamente do corpo ndo havendo a
permanéncia do mesmo o tempo necessario para infeccdo, o que normalmente ndo ocorre
com a picada das formas de larva e ninfa que por ser menos dolorosa, ndo é percebida pelo
homem. Podendo ocorrer também a infec¢do por meio de lesdes na pele ocasionadas pelo
esmagamento do carrapato ao tentar retira-lo (15).

Labruna et al. (16) e Oliveira (14) mostraram que 0s estagios imaturos predominam
durante 0s meses em que as temperaturas sao mais baixas e 0 ar esta mais seco, resultando
baixos indices pluviométricos, sendo que as larvas apresentam sua maior populacdo entre 0s
meses de abril e julho; as ninfas predominam entre os meses de julho e outubro e os adultos
estdo presentes durante todo 0 ano e possuem picos durante 0os meses de setembro a marco.
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Apb6s o contato com 0 agente, a soropositividade persiste ao longo do tempo. A
presenca de animais sororreagentes indica a circulagdo de riquétsia do grupo da Febre
Maculosa, em uma determinada area, pelo menos nos ultimos 6 - 12 meses (17). Deste modo,
resultados soroldgicos reagentes ndo indicam necessariamente uma infeccdo recente.
Entretanto, destaca-se a importancia do cdo como sentinela para a vigilancia da FMB (18).

O carrapato da espécie Amblyomma cajennense (‘“carrapato estrela”, “rodoleiro”,
“carrapato de cavalo”) possui distribuicio em quase toda a América. E encontrado
frequentemente em bovinos e equideos, mas possui pouca especificidade parasitaria,
principalmente nas fases de larva e ninfa. Hematdfagos obrigatérios infectam-se ao sugarem
animais silvestres. Sdo também considerados reservatorios, uma vez que ocorre transmissao
transovariana e transestadial entre os carrapatos mantendo a transmissédo da doenca. Estudos
mostram que a capivara, embora ndao seja um reservatério, amplifica e dissemina a bactéria
entre os carrapatos (19).

A participagdo de equideos no ciclo de transmisséo é discutivel, havendo evidéncias de
que além de transportadores de carrapatos potencialmente infectados podem atuar como
sentinelas, semelhantemente aos cdes. Supde-se que as capivaras possam também estar
envolvidas nesse ciclo, entretanto, ndo existem estudos que comprovem ser este roedor um
reservatorio silvestre da Rickettsia. Um dos fatores que poderiam justificar sua importancia na
ecologia e epidemiologia da doenga seria sua grande area corporal, que viabilizaria a
alimentacdo de centenas/milhares de ixodideos (12). Os titulos elevados da sorologia de cées
e equinos de regido endémica sugerem indiretamente a circulagdo de Rickettsia rickettsii nesta
localidade. A vigilancia epidemiolégica em regifes ndo endémicas é de grande importancia
visto que sdo consideradas vulneraveis para futuros casos de febre maculosa (11).

Embora as informacgdes sobre casos clinicos de FMB em cées ainda sejam escassas no
Brasil, inqueritos soroldgicos indicam que cdes de regibes endémicas como Séo Paulo e
Minas Gerais estdo expostos a infeccdo pela bactéria (20). Sabe-se ainda que o risco de
contato com o patdgeno é mais elevado em cédes que em seres humanos, tendo em vista maior
exposi¢cdo dos animais aos carrapatos (21).

Os cées sdo considerados importantes sentinelas para riquetsioses, inclusive a FMB, e
também podem agir como amplificadores da populacdo de carrapatos (22, 23), pois a
soroprevaléncia para R. rickettsii em cédes de determinadas areas geograficas se aproxima da
encontrada em seres humanos (24, 18). Além disso, existem relatos de casos de infeccdo em
caes e seres humanos ocorrendo simultaneamente (25). Ao manter a riquetsemia durante dias
ou semanas, o hospedeiro amplificador pode possibilitar a infeccdo de carrapatos antes nao
infectados e assim aumentar a infeccdo por R. rickettsii na populacdo desses ixodideos (26).
Labruna (27) considera que algumas caracteristicas basicas devem ser levadas em conta em
um animal vertebrado para que o mesmo seja declarado um hospedeiro amplificador da
bactéria: ser um bom hospedeiro natural do carrapato vetor; ser susceptivel a infeccdo por R.
rickettsii; manter niveis circulantes da bactéria na corrente sanguinea, suficientes para causar
infeccdo nos carrapatos que nele se alimentem.

No céo, os sinais clinicos sdo febre, anorexia, cefaleia, letargia, nauseas, deficiéncia
vestibular com nistagmo e incoordenacdo motora. As sequelas pds riquetsemia podem incluir
lesGes neuroldgicas e visuais e amputacdo de extremidades, entre outras consideradas menos
frequentes (28). Existe uma subnotificacdo dos casos de febre maculosa em razdo do seu
diagnéstico clinico, pois pode ser confundida com outras doencas, como doenca
meningocdcica (29), e em épocas de chuvas com a leptospirose, pois o quadro clinico inicial
das duas doencas € semelhante (30).

A observacgdo de sinais clinicos e a confirmacgdo laboratorial para a FMB associando a
situacdo e os antecedentes epidemioldgicos da regido, a procedéncia do caso suspeito e a
época do ano, sdo fundamentais para diferenciagdo de outras enfermidades. O historico da
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presenca e exposicdo a carrapatos também é muito importante para o fechamento do
diagndstico (31).

O dado de sorologia aliado a taxa de infeccdo das riquétsias em carrapatos permite
afirmar a grande atividade riquetsial desenvolvida em regido endémica, o que ndo foi
identificada em regido ndo endémica, sendo essa associacdo dos dados um elemento
imprescindivel para caracterizar a endemicidade da regido (32).

Apesar destes testes ndo serem capazes de distinguir a espécie da riquétsia dentre 0s
isolados, pode ocorrer a existéncia de reacdes cruzadas (33) entre as espécies dentro de um
mesmo grupo (34), porém, altos titulos de anticorpos frente a um antigeno especifico sugerem
a existéncia do agente em questdo, circulando nas éreas investigadas (35). Embora a RIFI ndo
detecte especificamente infeccdo Rickettssia rickettsii, mas infeccéo por bactérias do grupo da
Febre Maculosa, dados encontrados em trabalhos sugerem que a riquétsia pode circular
naturalmente em regido ndo endémica em equilibrio, sem apresentacdo de sintomas.
Magnarelli et al. (32) sugerem que para haver atividade riquetsial deve coexistir uma
correlacdo de positividade entre vetores, hospedeiros e reservatorios, no entanto, sugerem que
mais estudos na regido devam ser conduzidos, incluindo pesquisas em animais silvestres
reservatorios, animais sentinelas, potenciais vetores, isolamento e identificagdo do agente em
cultivo celular.

A enfermidade pode ser confundida com outras doencas, devido a semelhanca clinica
entre elas, sendo necessario o diagndstico diferencial contra Erliquiose Monocitica Canina,
Doenca de Lyme, Babesiose, Leishmaniose, Hepatozoonose Canina, Doenca de Chagas,
Anaplasmose, Hemobartonelose, e qualquer outra doenga febril de origem inespecifica (36).

O objetivo deste trabalho foi estimar soroprevaléncia da FMB em caes distribuidos na
zona territorial urbana de Botucatu/SP.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo do municipio

O experimento foi realizado no municipio de Botucatu/SP localizado na regido centro-
sul do estado de Sdo Paulo, a 240 km da Capital na latitude -22°52°20” e longitude -
48°26°37”. Situa-se a cerca de 805 metros acima do nivel do mar e sua area total abrange
1.483 km?, dos quais 1.329 km? correspondem & zona rural e 154 km? & zona urbana, com
uma populacdo total de 127.328 habitantes (85,88 hab./km?), sendo 122.678 na zona urbana.
O clima do municipio é tropical de altitude, com invernos amenos e verdes quentes. No
inverno, dificilmente a temperatura chega a ficar abaixo de cinco graus centigrados. O
municipio enquadra-se no clima tropical, com duas estagdes do ano bem distintas: verdo
quente e chuvoso e inverno seco. Botucatu ocupa a 55.2 (quinquagésima quinta) posicdo de
cidade mais populosa no estado de SP e a 202.2 (ducentésima segunda) no Brasil (37, 38).
Além de apresentar indices pluviométricos e umidade relativa do ar menor que os das cidades
litordneas, em Botucatu a amplitude térmica aumenta sensivelmente. 1sso ocorre por conta da
sequiddo do ar (diferente do litoral, em que o ar € umido), que dificulta a conservacdo da
temperatura, ocorrendo consideravel oscilagcdo térmica. Essa caracteristica € responsavel pela
queda de temperatura observada no cair da noite em relacdo a temperatura diurna (37).

Caracteristica da amostra
A populacdo canina do municipio foi estimada em 29.788 animais, no ano de 2009 (38).

Com base nesta populacdo considerou-se um erro de estimagdo da ordem de 5% para a
propor¢do de casos e um nivel de confianca de 95%, foram amostrados 640 cées, de forma
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aleatéria, distribuidos pelos postos de vacinacdo que apresentam maior nimero de cées
vacinados, nas cinco regides setoriais do municipio.

As amostras foram colhidas de maneira que houvesse representagédo proporcional de
animais em cada uma das cinco regides, resultando em uma melhor acurdcia do nimero
amostral, ndo levando em consideracéo sexo ou raca dos cdes e com idade minima de um ano.
Para isso, foram escolhidos os postos de vacinacdo na regido Norte (Jardim Continental),
regidao Sul (COHAB 1), regido Leste (Jardim Cristina), regido Oeste (Parque Marajoara) e
regido Central (Vila S&o Luiz). Inicialmente ao estudo foi realizado um levantamento das
ultimas campanhas de vacinacdo antirrabica, para que fossem escolhidos dentro de cada um
dos setores geograficamente distribuidos pelo municipio, os postos de vacinacdo que
apresentaram maior niumero de cées vacinados.

Andalises Laboratoriais

Para a pesquisa de anticorpos anti Rickettsia spp. utilizou-se a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (39), com laminas contendo antigeno especifico de
Rickettsia rickettsii (cepa Taiacu) fornecido pela Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de S&o Paulo (33) e conjugado anti IgG de cdo produzido pelo Centro de
Controle de Zoonoses de S&o Paulo.

As amostras foram consideradas ndo reagentes quando, na microscopia, visualizou-se
auséncia de fluorescéncia intracelular compativel com o formato padrdo de riquétsias e
reagentes quando se visualizou presenca de fluorescéncia intracelular em forma de
cocobacilos no interior da grande maioria das células e no espaco extracelular.

Os soros reagentes na diluicdo 1:64, foram testados em diluicdes seriadas (1:64, 1: 128,
1:256,...) para determinacdo do titulo final.

Analise Estatistica

Para a construcdo do intervalo de confianca para a propor¢cdo de casos suspeitos,
utilizou-se o procedimento de estimagdo por intervalo que consiste em estabelecer limites
simetricos em relacdo ao centro (dado pela estimativa pontual da proporgdo), com
afastamentos proporcionais ao erro padrdo do estimador (40).

A partir dos limites de 95% de confianga para a proporcdo de casos suspeitos da
FMB, foram determinados 0s nimeros minimo e maximo de cdes suspeitos na populacdo
vacinada; em seguida, esses valores foram distribuidos proporcionalmente as regides
correspondentes aos cinco pontos de amostragem.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 revela que de 640 cdes foram encontrados seis (0,94%) sorologicamente

reagentes a Rickettsia rickettsii distribuidos pelas regibes pesquisadas no municipio de
Botucatu (figural).

Joannitti LHL, Silva NR, D’Auria SRN, Camargo MCGO, Victoria C, Babboni SD. et al. Estimativa de
positividade da febre maculosa em cdes para a vigilancia e o seu monitoramento no municipio de Botucatu, SP.
Vet. e Zootec. 2014 set.; 21(3): 451-461.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 457

Tabela 1. Distribuicdo dos resultados da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
Febre Maculosa realizados em 640 cdes distribuidos na area territorial urbana de Botucatu-SP.

Jardim Continental (Regido Norte) _ 90 90 0 _
Vila Sdo Luis (Regido Central) 2 105 107 1,87 64/128
Jardim Cristina (Regiéo Leste) 2 159 161 1,24 128/256
Parque Marajoara (Regiéo Oeste) 2 149 151 1,32 64/128
COHAB I (Regido Sul) _ 131 131 0 _

De acordo com a SUCEN (41), titulos iguais ou superiores a 64 em uma Unica amostra
confirmam o diagnostico para FMB. Horta (33) afirma que, embora a RIFI ndo detecte
especificamente infeccdo pela Rickettsia rickettsii, mas infeccdo por bactérias do grupo das
riquetsioses, a R. rickettsii pode estar circulando naturalmente nas regides nao endémicas, de
maneira assintomatica. Fortes (42), por sua vez, relata que a pesquisa soroldgica em cées pode
refletir de maneira adequada a circulacdo de Rickettsia sp. em determinado local e indicar
primariamente a presenca da doenca nestes animais.

Lemos et al. (8) descrevem que a FMB tem perfil sazonal, apresentando maior nimero
de casos de setembro a novembro (primavera e inicio de verdo). Segundo Labruna (16) e
Oliveira (14), as ninfas predominam entre 0s meses de julho a outubro e os carrapatos adultos
0 ano todo, possuindo picos durante os meses de setembro a margo. Observacdes que vdo ao
encontro do periodo de realizacdo do presente estudo, pois as colheitas de sangue foram
realizadas em setembro (primavera), época do ano em que o Municipio apresenta
caracteristicas fisicas e ambientais favoraveis a multiplicacdo do vetor. Brasil (12) cita a
transmissé@o peridomiciliar onde o cdo pode ser carreador mecanico, podendo trazer carrapatos
infectados, embora essa possibilidade de transmisséo tenha importancia relativa (14).
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Figura 1. Distribuicdo representativa da ocorréncia dos cdes reagentes a RIFI para a FMB na
area territorial urbana de Botucatu/SP.
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Sangioni et al. (18) revelam que ha relatos de casos de infeccdo em cées e seres
humanos ocorrendo simultaneamente, pois 0s cdes possuem a capacidade de percorrer
grandes distancias, transportando carrapatos que, quando infectados, podem ser distribuidos
para locais indenes e parasitar outros hospedeiros. A Figura 1 ilustra que a distribuicdo dos
caes infectados com FMB encontra-se em trés das cinco regides estudadas.

Considerando o total de 19.022 cées vacinados na campanha, foi possivel calcular o
minimo de 37 e 0 maximo de 321 animais suspeitos esperados para a FMB dentre os 640
animais amostrados. Do total de cdes, a proporcéo de ocorréncias suspeitas € igual a 0,93%,
limitando-se a um valor minimo de 0,193% e méaximo de 1,683%. Isto permite ainda afirmar
que a cada 1.000 cdes da populacdo de Botucatu tem-se uma expectativa minima de 2 a 17
caes infectados. Desta forma, em uma populacdo estimada de 30.000 cdes no municipio,
espera-se de 60 a 510 cdes infectados.

O presente trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus Botucatu, sob
0 protocolo n.° 58/20009.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem inferir risco de ocorréncia da FMB em
humanos no Municipio. Uma vigilancia mais apurada devera, portanto, ser realizada,
incluindo pesquisa de carrapatos e do agente etioldgico, associada a sorologia.
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