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Rickettsia é uma bactéria intracelular obrigatdria,
pertencente a familia Rickettsiaceae e & ordem
Rickettsiales (Raoult e Roux, 1997). As espécies
desse género estdo divididas em dois grupos,
baseados nos padrdes antigénicos, moleculares e
ecoldgicos: i — grupo do tifo (GT), composto
pelas espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia
typhi, transmitidas por piolhos e pulgas,
respectivamente; ii — grupo da febre maculosa
(GFM), o qual esta composto por mais de 23
espécies validas, dentre as quais predomina a
transmissdo por meio de carrapatos, com excecdo
de Rickettsia felis e Rickettsia akari associadas a
pulgas e &caros, respectivamente. Outras
espécies de rickettsias de patogenicidade
desconhecida, tais como Rickettsia bellii e
Rickettsia canadensis, ndo estdo inseridas em
nenhum desses dois grupos (Yu e Walker, 2003).

No Brasil, a doen¢a causada por rickettsias do
GFM é denominada febre maculosa brasileira
(FMB), e Rickettsia rickettsii tem sido
incriminada como o principal agente etioldgico.
Casos confirmados de infeccdo por Rickettsia
rickettsii tem sido relatados nos quatro estados
da regido Sudeste, na Bahia, em Santa Catarina,
no Parana e no Rio Grande do Sul. A transmissao
da FMB ao homem e aos animais ocorre por pelo
menos trés espécies de carrapatos: Amblyomma
cajennense,  Amblyomma  aureolatum e
Amblyomma ovale (Guedes et al., 2005; Pinter e
Labruna, 2006).
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A importancia do cdo doméstico como
hospedeiro amplificador para Rickettsia rickettsii
permanece controversa na literatura, embora
recentemente casos de febre maculosa por esta
rickettsia no Arizona (EUA) reforcaram seu
papel como hospedeiro amplificador (Demma et
al., 2005).

Dentre os métodos diagndsticos, o0s testes
sorolégicos sdo os mais frequentemente
utilizados e amplamente disponiveis em todo o
mundo, sendo a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) considerada o método sorol6gico
de referéncia, por apresentar sensibilidade de
84,6% a 100% e especificidade de 99,8 a 100%
(Brouqui et al., 2004). No entanto, a RIFI ndo
permite a identificacdo da espécie de Rickettsia
envolvida na infeccdo, uma vez que todas as
rickettsias do GFM apresentam reagdo soroldgica
cruzada entre si (Philip et al., 1978). A origem
geografica da infeccdo tem sido um dos melhores
indicadores de identidade das diferentes espécies
de rickettsias, sendo preconizada a avaliagdo de
amostras de soro pela RIFI a partir de possiveis
espécies de rickettsias de ocorréncia local, pois
normalmente titulos de anticorpos homologos a
uma determinada espécie de rickéttsia sdo
maiores que titulos heterdlogos aquela espécie.
Quando um titulo obtido para determinada
espécie de Rickettsia for pelo menos quatro
vezes maior que o titulo mais alto obtido para as
demais espécies testadas, pode-se sugerir que 0s
anticorpos sdo homdlogos a primeira espécie
(Labruna et al., 2007).
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Com o objetivo de avaliar a condicdo
epidemiolégica  das  riquetsioses e 0
monitoramento da FMB em Belo Horizonte, a
prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia spp. em
amostras de soros de cdes, a partir de cinco
antigenos de ocorréncia no Brasil (Rickettsia
rickettsii,  Rickettsia  parkeri,  Rickettsia
amblyommii, Rickettsia felis e Rickettsia bellii),
foi instituida pela primeira vez no municipio. As
amostras de soro foram coletadas em Belo
Horizonte, MG, situada na regido Sudeste do
Brasil.

O célculo da amostra foi realizado com auxilio
do programa computacional Epilnfo version 6.0,
considerando nivel de confianga de 95%,

prevaléncia estimada de 4% (Labruna et al.,
2007) e erro esperado de 2%, o que resultou em
amostra de 369 cdes. Para evitar que possiveis
perdas de material durante a coleta e o
processamento dos soros pudessem interferir no
resultado final da pesquisa, foi estabelecida uma
amostra total de 453 cées (Tab. 1). A amostra
total foi obtida de maneira proporcional para
cada um dos nove Distritos Sanitarios que
compdem a cidade, segundo 0 censo canino
realizado no mesmo ano pelo Centro de Controle
de  Zoonoses (CCZ-BH). Os animais
selecionados foram cées saudaveis apresentados
aos postos de vacinagdo na campanha de
combate & raiva urbana organizada pelo CCZ-
BH, durante o ano de 2005.

Tabela 1. Amostragem canina realizada durante a campanha de vacinagdo antirrabica, de acordo com as

regionais da Prefeitura de Belo Horizonte, MG, 2005

Regional Populacéo canina Amostra Amostra
estimada (%) calculada (%) obtida (%)

Barreiro 42.334 (13,40) 50 (13,55) 67 (14,79)
Venda Nova 41.184 (13,04) 48 (13,01) 63 (13,91)
Noroeste 40.614 (12,86) 47 (12,74) 47 (10,38)
Leste 40.405 (12,79) 47 (12,74) 67 (14,79)
Nordeste 38.307 (12,13) 45 (12,19) 59 (13,02)
Centro-Sul 31.027 (9,82) 36 (9,76) 42 (9,27)
Norte 28.921 (9,16) 34 (9,21) 34 (7,51)
Oeste 28.909 (9,15) 34(9,21) 38 (8,39)
Pampulha 24.123 (7,64) 28 (7,59) 36 (7,95)
Total 315.824 (100) 369 (100) 453 (100)

As amostras de sangue foram coletadas e
transportadas em temperatura ambiente para um
laboratorio de sorologia, onde foram submetidas
a centrifugacdo (1500 x g por 10 minutos) para
obtencdo do soro, o qual foi aliquotado em
microtubos, separado e congelado a - 20°C até a
realizacdo do teste sorolégico. Todas as 453
amostras de soro foram avaliadas pela RIFI,
contra cinco antigenos brutos: Rickettsia
rickettsii cepa Taiagu, Rickettsia parkeri cepa
At-24, Rickettsia amblyommii cepa Ac-37,
Rickettsia felis cepa Pedreira e Rickettsia bellii
cepa Mogi (Horta et al., 2006; Pinter e Labruna,
2006). A reacdo foi realizada conforme Labruna
et al. (2007), e as amostras foram consideradas
sororreagentes quando apresentavam titulos >64.
Todos os antigenos utilizados provieram de
isolados de carrapatos, exceto Rickettsia felis,
que foi isolada de pulgas.

Os soros foram diluidos a partir de 1:64 em PBS
(15uL do material diluido foi depositado sobre
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cada regido demarcada das laminas de RIFI) e
incubados em camara Umida a 37°C por 30
minutos, sempre na presenca de controles
positivo e negativo. As laminas foram lavadas
com solucdo de washing buffer e mantidas em
cuba com a mesma solucdo durante 15 minutos,
por duas vezes. ApGs secarem, foram incubadas
a 37°C por 30 minutos com isotiocianato de
fluoresceina conjugado com imunoglobulina G
anticdo (Sigma Diagnostics, St. Luis, Mo) na
diluicdo de 1:600, novamente lavadas como
descrito anteriormente e coradas em solucdo de
washing buffer, mais 0,2% de azul de Evans.
Apo6s completamente secas, foram cobertas com
glicerina tamponada e laminula para posterior
leitura em microscopio com luz ultravioleta
(Olympus BX60, Japan) com objetiva de 40X.

A prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia spp.
observada no presente trabalho foi de 0,66%
(3/453). Ao se considerar a utilizacdo de
antigenos de diferentes espécies de rickéttsias, os
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animais mostraram-se reagentes para Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri e Rickettsia
amblyommii (Tab. 2). Conforme interpretaces
previamente padronizadas (Labruna et al., 2007),
determinou-se  Rickettsia  rickettsii  como
provavel antigeno responsavel pela infeccgao
natural no céo identificado como BAR 19, uma
vez que o titulo de anticorpos para essa espécie
(1024) foi quatro ou mais vezes superior ao titulo
para outras espécies (256 para Rickettsia parkeri

e 128 para Rickettsia amblyommii). Para os
demais soros reagentes, ndo foi possivel
determinar qual espécie foi responsavel pela
infecgdo natural, pois os animais identificados
como VN 09 e VN 12 apresentaram titulos de
128 e 256 para Rickettsia rickettsii e 64 e 128
para Rickettsia parkeri, respectivamente.
Nenhuma amostra de soro apresentou qualquer
titulo para os antigenos de Rickettsia bellii ou
Rickettsia felis.

Tabela 2. Titulos apresentados pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para antigenos brutos de
Rickettsia spp. em soros caninos de diferentes regionais administrativas da cidade de Belo Horizonte, MG

Titulo pela RIFI

Soro . . : . : : : — : :
canino  Rickettsia  Rickettsia Rickettsia  Rickettsia felis  Rickettsia PAIHR
rickettsii parkeri amblyommii bellii
BAR 19 1024 256 128 NR NR R. rickettsii
VN 09 128 64 NR NR NR
VN 12 256 128 NR NR NR

PAIHR: antigeno possivelmente envolvido em reagcdo homdloga (titulo para determinada espécie de rickéttsia pelo
menos quatro vezes maior que o titulo mais alto obtido para as demais espécies foi considerado homélogo a primeira

espécie).
NR: soro ndo reagente a um titulo >64.

O presente trabalho é o primeiro estudo de
soroprevaléncia de infecgdo por Rickettsia spp.
em cées da cidade de Belo Horizonte. Até entdo,
a maioria dos estudos soroldgicos sobre
prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia spp. em
humanos e hospedeiros amplificadores havia se
concentrado em &reas endémicas, onde a
ocorréncia de casos fatais se apresenta frequente.
A escolha da capital mineira foi oportuna, uma
vez que Minas Gerais € 0 estado que apresenta a
maior ocorréncia de casos de FMB no pais, com
notificagdes registradas em quase todas as areas
do estado.

Os cdes sdo animais préximos dos humanos e
podem desempenhar importante papel na cadeia
epidemioldgica da febre maculosa.
Rhipicephalus sanguineus, principal carrapato de
cdes no Brasil, j& demonstrou capacidade vetorial
para agentes da febre maculosa em outros paises
(Demma et al.,, 2005). Essas informacGes
revestem de importancia trabalhos dessa
natureza, haja vista que muitas capitais reinem
condicOes epidemiolégicas tais que
proporcionam potencial bidtico para a ocorréncia
da doenga, como, por exemplo, numerosa
populagdo canina (Tab. 1), o que possibilita
estreito convivio entre pessoas, animais e
carrapatos.
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Os estudos de prevaléncia de anticorpos para
rickéttsias do GFM em cées de &rea endémica
nos estados de Minas Gerais, S8o Paulo e
Espirito Santo registraram resultados
discrepantes, variando entre 8% e 69,6% (Lemos
et al., 1994; Lemos et al., 1996; Pinter et al.,
2008). A prevaléncia de cdes sororreativos
encontrada no presente trabalho (0,66%) foi
considerada baixa, mesmo quando comparada a
resultados de prevaléncia (12,9%) obtidos de
area ndo endémica (Lemos et al., 1996). A baixa
prevaléncia encontrada estd de acordo com as
observagdes locais, onde nos Ultimos anos
verificou-se um Unico caso humano de FMB
notificado na cidade de Belo Horizonte (Calic,
2007 - comunicacdo pessoal, 2007 - FUNED-
MG). Deve-se salientar, no entanto, que a
circulagdo de rickéttsias na natureza é um
processo dindmico que envolve a participacdo de
diferentes espécies de carrapatos e animais
vertebrados, de maneira que a Vvigilancia
epidemioldgica ativa deve ser adotada
continuamente, a fim de  determinar
precocemente 0 surgimento de novas areas
endémicas para riquetsioses, mesmo antes da
ocorréncia de casos humanos da doenca. Na
condicdo de hospedeiro para o0s carrapatos
vetores da FMB, o cdo pode ser utilizado como
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importante sentinela em estudos de vigilancia
epidemioldgica.

Pode-se concluir que, sob as condicBes
experimentais descritas e por ocasido da
realizacdo do trabalho, havia entre os cdes de

rickettsii ou de outra espécie homoéloga, 0 que
sugere que a cidade ndo se comportava como
area endémica para FMB ou outra riquetsiose do
GFM.
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Belo Horizonte baixa circulacdo de Rickettsia
ABSTRACT

A cross-sectional study was conducted to determine the seroprevalence of anti-Rickettsia spp. in dogs
from Belo Horizonte, MG. For this purpose, serum samples from 453 dogs were collected during the
rabies vaccination campaign and tested by the indirect immunofluorescence assay (IFA) using five
antigens: Rickettsia bellii, Rickettsia amblyommii, Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, and Rickettsia
felis. The endpoint titer reacting with each antigen was determined and serum was considered positive if
it reacted at the 1:64 dilution. Serum showing titer for a Rickettsia species at least four-fold higher than
that observed for any other Rickettsia species was considered homologous to the first Rickettsia species.
Only three (0.66%) dogs reacted positively to at least one Rickettsia species and one serum showed to be
homologous to R. rickettsii. These results showed a low prevalence of antibodies anti-Rickettsia spp. in
dogs from Belo Horizonte city. However, other serosurvey needs to be performed for surveillance of the
endemic status of the disease in the municipal district.

Keywords: dog, Rickettsia, seroprevalence
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