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RESUMO

Presenca de Rickettsia na pele de doente de Febre Maculosa foi evidenciada por

inoculagdo intraperitoneal em cobaio.

O diagnéstico sorolégico por imunoflilorescéncia indireta revelou diferenca de titulo
de anticorpos especificos para Rickettsia rickettsii, de 4 vezes entre a 12 e a 32 amostra.
Imunoglobulina M (IgM) especifica foi detectada nas amostras de sangue, evidéncia de

infec¢do em atividade ou recente.

Foi também detectada a presenca de anticorpos especificos para R. rickettsii no soro

dos cobaios inoculados.

UNITERMOS: Febre Maculosa; Rickettsia rickettsii; Rickettsiose-sorologia;

Rickettsiose-cultivo.

INTRODUCAO

A Rickettsia rickettsii ¢ o microrganismo cau-
sador da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas.
O carrapato é o hospedeiro natural, reservatério e
vetor. A infec¢do no ser humano ocorre pela picada
de carrapato infectado; apds periodo de incubagio,
manifestam-se febre, cefaléia e exantema.®

A Febre Maculosa no Brasil, semelhante a descri-
ta por RICKETTS"™, foi notificada nos Estados de Sdo
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gera's, Parand ¢ Bahia''.

Em S3o Paulo, foi descrita por PIZA et al em
1929, sob a denominagdo de “Tifo exantemadtico
de Sdo Paulo”. Em 1951, PEREIRA &
TRAVASSOS? concluiram acerca da identidade
antigénica da Febre Maculosa das Montanhas Ro-
chosas e do Tifo de Sdo Paulo.

TIRIBA el al, em 1962% estudaram os aspectos
. clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais da Febre
Maculosa em 28 pacientes, no perfodo de 1957 a
1962. Posteriormente, os mesmos autores'® relataram
mais 5 casos confirmados de Febre Maculosa.

A Febre Maculosa manifesta-se subitamente
com febre, calafrios, prostragdo, mal-estar, mialgia
¢ cefaléia. Erupcdo cutdnea maculopapular que
aparece entre o 2° e o 6° dia nas extremidades,
estende-se para o resto do corpo, face e regides
palmar e plantar, € devida a 4reas focais de
endangeite'?,

As provas para diagndstico laboratorial da Fe-
bre Maculosa sdo: isolamento do agente através da
inoculacdo de sangue em cobaio, ovos
embrionados de galinha ou cultura de células; rea-
¢oes de fixagdo do complemento, ensaio
imunoenzimdtico e a imunofluorescéncia, mais
usada pela sensibilidade e facilidade de execugdo.
O diagndstico pode também ser estabelecido pela
identificacdo da Rickettisia em fragmento de pele
obtido por bidpsia, entre 0 4° ¢ o 8° dia de doenga,
através da reagio de imunofluorescéncia!’,

O objetivo do trabalho € a demonstracio da
possibilidade do dignéstico etiolégico ser feito
através do isolamento do agente a partir de amostra
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de bidpsia de pele, fato ainda ndo descrito na lite-
ratura internacional.

Descricao de uma ocorréncia clinica

A.P.A.O,, sexo feminino, branca, 2 anos, proce-
dente de Mogi das Cruzes, SP, foi admitida no Hos-
pital Emilio Ribas em 31/11/1988, apresentando
manchas avermelhadas nos membros, cabeca e pes-
cogo. Ha 8 dias, febre, cefaléia, irritacio na garganta
e mancha no local do pescogo onde fora retirado um
carrapato. Ao exame fisico apresentava-se desidra-
tada, taquipnéica, cianética, 38,5°C de temperatura,
confusdo mental. Na pele havia lesGes puntiformes
avermelhadas disseminadas, observadas também
nas palmas e plantas, tronco, abdomen e face.

A coleta de amostras para diagnéstico incluiu a
bidpsia de pele em local de macula, além do sangue.

Tratamento: Foi instituida terapéutica com
cloranfenicol durante 15 dias, recebendo alta hos-
pitalar em 22/12/1988.

Considerando-se o histérico da doenga e a
epidemiologia da Febre Maculosa, solicitou-se
que fosse enviado sangue dos familiares para pes-
quisa de anticorpos especificos para Rickettsia.
Foi colhido sangue do pai A.C.O. de 41 anos, da
mie T.M.O., 40 anos e de 3 irmios, E.A.O. 9
anos; A.D.O. 14 anos ¢ E.A.O. 17 anos, que fo-
ram enviadas ao laboratério no dia 21/12/1988.

MATERIAL E METODOS

Dez mililitros de sangue total obtido por pun-
¢do venosa foram acondicionados em tubo estéril,
sem anticoagulante. Apds retragdo do codgulo se-
parou-se o soro, ¢ do codgulo foi feita suspensio
a 20% em solugdo de SPG (sacarose-fosfato-aci-
do glutdmico)® O soro foi conservado sob conge-
lagdo a -20°C. A suspensdo do codgulo foi reser-
vada para tentativa de isolamento.

A bidpsia de pele foi realizada em local de mé-
cula. O fragmento foi colocado em tubo contendo
solucio de SPG imerso em gelo e posteriormente foi
macerado em gral de porcelana com pé de vidro
estéril para obtengdo de suspensio a 20% em SPG?,
adicionada de 100 U de penicilina e 50ug de
estreptomimicina/ml para tentativa de cultivo do
agente.
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As suspensdes de codgulo sangiiineo e fragmen-
to de pele foram inoculadas por via intraperitoneal
em cobaios machos, albinos de 300 a 400 g de peso.

Foram feitos controles dessas suspensdes para
verificagio de contaminacio bacteriana e fiingica.

Foram colhidas amostras de sangue do 12, 9% ¢
17¢ dias da admissdo. As amostras foram processa-
das simultaneamente pela reagdo de
imunofluorescéncia indireta (IFI)", usando antigeno
de R. rickettsii extraido de membrana vitelina de
ovos embrionados de galinha, antigeno este forneci-
do pelo CDC (Center for Diseases Control), Atlanta,
USA). Diluigdes seriadas dos soros comegaram pelo
titulo 1:16 até 1:4096, com tampao fosfato (PBS) pH
7,6. As laminas com antigeno fixado foram adicio-
nadas gotas de cada dilui¢do dos soros. Foram feitos
controles de antigeno com PBS e com soro humano
positivo e negativo, bem como controles das dilui-
¢des com membrana vitelina nfo infectada. Apés 30
minutos de incubacfio a 37°C em cimara Gimida, as
laminas foram lavadas com PBS pH 7,6 e secadas ao
ar. Adicionaram-se entdo conjugados para
imunofluorescéncia especificos para IgG e IgM. O
titulo do soro foi considerado como a dltima dilui¢do
que apresentou intensidade de fluorescéncia de 2 a 4
cruzes e os controles, negativos.

Ap6s 3 meses, foi colhida outra amostra de san-
gue (4% a qual foi igualmente processada por
imunofluorescéncia.

Os soros foram testados também, através da IFI
para Rickettsia typhi, agente etioldgico do tifo
murino, usando antigeno especifico fornecido pelo
CDC.

RESULTADOS
Sorologia

A 1* amostra de soro colhida no dia 01/12/88
apresentou titulo de anticorpos IgG especificos
para R. rickettsii de 1:512 ¢ IgM 1:32. Na 2°
amostra do dia 09/12/88 o titulo de IgG resultou
em 1:1024 e na 32 amostra de dia 17/12/88 o titulo
foi de 1:2048. Houve, portanto, aumento de titulo
de anticorpos de 4x da 12 para a 3* amostra. Quan-
to 4 IgM especifica para R. rickettsii as 3 amostras
foram testadas no mesmo dia e os titulos foram de
1:128.
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Em relagio 2 pesquisa de anticorpos para R.
typhi, resultou que nenhuma das 3 amostras de
SOro apresentou anticorpos para este agente.

No soro dos cobaios sangrados por pungdo car-
dfaca, foram detectados anticorpos IgG especificos
para R. ricKettsii em titulo 1:8. Nesses mesmos so-
ros ndo foram detectados anticorpos para R. typhi.

O cobaio controle ndo apresentou anticorpos
para Rickettsia.

Os soros dos familiares da paciente que foram
testados tanto para R. rickettsii quanto para R.
typhi nio apresentaram qualquer titulo de
anticorpos.

Temperatura dos cobaios inoculados:

Cobaios inoculados com material da pele apre-
sentaram elevagio de temperatura enquanto que
aqueles inoculados com o codgulo sangiiineo, ndo.
O cobaio controle e os inoculados com codgulo
apresentaram temperatura entre 37,0°C e 38,0°C,
enquanto que aqueles inoculados com pele tanto na
passagem inicial como os da 1% e 2% passagens tive-
ram temperaturas acima de 39,8°C.

Ao exame microscipico dos esfregagos de
baco dos cobaios inoculados com pele, corados
pelo método de Macchiavello, observou-se micror-
ganismos isoladamente e em grupos, intra e
extracelulares, morfologicamente semelhantes as
Rickettsias.

O bago de um dos cobaios, positivo, foi enca-
minhado ao CDC (Center for Diseases Control)
onde foi novamente inoculado em cobaio e posteri-
ormente em cultura de células Vero. Foram feitas
coloragdes de Gimenez e imunofluorescéncia indi-
reta com soro imune especifico para R. rickettsii e
confirmada a presenca deste microrganismo (Dr.
Russel Regnery - informagdo pessoal). Da
Rickettsia em questdo, estd sendo realizado estudo
do DNA através da técnica do PCR (polymerase
chain reaction).

DISCUSSAO

'

- Segundo WOODWARD et al"” é possivel a
confirmacdo da Febre Maculosa pela visualizagdo
da Rickettsia através da imunofluorescéncia, a par-

tir de bidpsia de pele entre o 4° ¢ 82 dia de infec-
¢ao.

Em 1986, KAPLAN & SCHOEBERGER® em
estudo de 1774 casos de Febre Maculosa, nos Esta-
dos Unidos, assinalaram alta sensibilidade e
especificidade da IFI, razio pela qual o CDC o
recomenda como método preferencial de dignésti-
co dessa infecgdo.

A demonstragao do titulo de anticorpos IgG de
1:64 em amostra tinica de soro ou aumento de 4 x
do titulo entre a fase aguda e de convalescenga é
confirmatdrio de Febre Maculosa.

HAYES* em 1985 demonstrou em criangas a
presenca de IgM especifica, precocemente,
indicativa de infecc@o em atividade e confirmatdria
do diagndstico etioldgico.

No caso apresentado, foi demonstrado pela
IFI, além do aumento significativo de titulo de
IgG, presenca de IgM em alto titulo, comprovando
a etiologia da infecgio pela R. rickettsii.

TAYLOR et al, em 1985 descreveram possi-
veis casos de infecgdo subclinica de Febre
Maculosa através de evidéncias soroldgicas. E im-
portante mencionar que os contatos familiares do
caso nio desenvolveram a infec¢do nem na forma
subclinica.

Segundo PHILIP®, eventualmente poderia ha-
ver reatividade cruzada entre as Rickettsias do gru-
po da Febre Maculosa e do Tifo. Entretanto, no
caso, os soros resultaram negativos frente a R.
typhi, agente causador do Tifo Murino.

As evidéncias obtidas pelos exames
sorolégicos especificos realizados no paciente e
nos cobaios inoculados, assim como os achados
macroscSpicos e microscGpicos nos animais inocu-
lados confirmam o diagnéstico etiolégico da Febre
Maculosa, no paciente estudado.

Sugere-se, portanto, que nos casos suspeitos
de Febre Maculosa além da coleta de amostra de
sangue para isolamento e reagoes séricas, scja pro-
cedida a bi6psia de pele visando seu exame 2
imunofluorescéncia e seu preparo para inoculacao,
como método adicional de diagndstico. O fato do
sangue da paciente ter resultado negativo nas
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inoculagdes em cobaio, foi devido, com muita
probabilidade, 2 presenca dos anticorpos circu-
lantes.

Fica portanto registrado mais um caso clinico
com confirmacg@o etioldgica de Febre Maculosa
oriundo de regido endémica de S3o Paulo.

Note-se também que ha cerca de 20 anos nao é
registrado caso confirmado etiologicamente de Fe-
bre Maculosa pelo isolamento e identificagdo do
agente causal e sorologia especifica com IgG ¢
IgM positivos em nosso pais.

Finalmente € nossa intengfo alertar as autori-
dades sanitdrias para o fato de que em nosso pais
nio existem estudos propectivos para evidenciar a
freqii€ncia das infecgdes por Rickettsias. No caso
da Febre Maculosa, se atentarmos para os achados
norte-americanos que mostram cerca de 1425 ca-
sos anualmente na década de 80°, confirmados em
laboratério, e ainda mais, com as condi¢des de hi-
giene, educacional e médicas vigentes naquele
pais, permitem facilmente projetar que em nosso
meio o nimero citado seria facilmente ultrapassa-
do. Ademais, a infecg@o atualmente ndo € limitada
somente s zonas rurais, pois, recentemente, foram
constatados imimeros casos clinicos desta infecgio
na cidade de New York, onde em parque central
foram identificados numerosos carrapatos
infectados pela R. rickettsii””. A importincia do
alerta € correlacionada aos indicios de que atual-
mente se verifica recrudescimento da incidéncia de
ricketsioses nos Estados Unidos e Europa.
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SUMMARY

Spotted fever: Rickettsia isolation in skin biopsy
sample.

A 2 years old child living in an area of the
State of Sdo Paulo, known in the past as endemic
for rickettsiosis developed clinical evidences of
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spotted fever after a tick bite. Rickettsiac were iso-
lated from guinea pigs inoculated with a skin
homogenate. In sera tested by indirect immun-
ofluorescence with Rickettsia rickettsii standard
antigen, IgG specific antibody titers raised from
1:512 in the first sample to 1:2048 in the third one;
IgM specific antibody titer was 1:128 in the three
samples. Also positive were sera obtained from the
inoculated guinea pigs. In the last 20 years no
other case of rickettsial spotted fever has been con-
firmed by isolation of the agent in Brasil. To our
knowlwdge, there are no previous reports of isola-
tion of Rickettsiae through inoculation of skin bi-
opsy homogenates.
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