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The aim of this study was to verify, through the indirect immunofluorescen-
ce assay (IFA), the frequency of anti-Rickettsia rickettsii antibodies in horses at
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]) Seropédica campus, state
of Rio de Janeiro. We analyzed serum samples from 42 horses from Department
of Breeding Equine of UFRR]J. All samples were tested using fixed slides with
antigens for R. rickettsii, Rickettsia rhipicephali and Rickettsia parkeri. We obser-
ved an overall prevalence of Rickettsia spp. 83.33% (35/42). For the agent R. ri-
ckettsii revealed a prevalence of 66.67% (28/42), still being categorized in titers
of 1:64 (19/28) and 1:128 (9/28). Nine of the 28 positives horses for R. rickettsii
(21.43%) were no reactive to other agents, with titers 1:64 (8/9) and 1:128 (1/9).
The only tick species found parasitizing horses on the campus of UFRR] during
the collection period were Amblyomma cajennense and Dermacentor nitens. The
UFRR] presents an environment that provides a ideal epidemiological niche for
the permanence of Rickettsia bacteria. The high prevalence found in this study
indicates that attention to epidemiological agent of Brazilian Spotted Fever in
the study area is of utmost importance. The aim of this study was to verity,
through the indirect immunofluorescence assay (IFA), the frequency of anti-R.
rickettsii antibodies in horses at Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRR]) Seropédica campus, state of Rio de Janeiro. We analyzed serum sam-
ples from 42 horses Department Breeding Equine of UFRR]. All samples were
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tested using fixed slides with antigens for R. rickettsii, Rickettsia rhipicephali and
Rickettsia parkeri. We observed an overall prevalence of Rickettsia spp. 83.33%
(35/42). For the agent R. rickettsii revealed a prevalence of 66.67% (28/42), still
being categorized in titers of 1:64 (19/28) and 1:128 (9/28). Nine of the 28 posi-
tives horses for R. rickettsii (21.43%) were no reactive to other agents, with titers
1:64 (8/9) and 1:128 (1/9). The only tick species found parasitizing horses on
the campus of UFRR] during the collection period were Amblyomma cajennense
and Dermacentor nitens. The UFRR] presents an environment that provides an
ideal epidemiological niche for the circulation of rickettsia bacteria. The high
prevalence found in this study indicates a probable circulation of Rickettsia
spp., having thus risk for human infection in the study area.

KEY WORDS. Rickettsiosis, ixodidae, bacteria.

RESUMO. O objetivo do presente estudo foi ve-
rificar, através da reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), a frequéncia de anticorpos anti-
-Rickettsia rickettsii em equinos na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]) campus
Seropédica, estado do Rio de Janeiro. Foram ana-
lisadas amostras de soro de 42 equinos do Setor de
Equinocultura da UFRR]J. Todas as amostras foram
testadas utilizando laminas fixadas com antigenos
para R. rickettsii, Rickettsia rhipicephali e Rickettsia
parkeri. Foi observada uma prevaléncia geral para
Rickettsia spp. de 83,33% (35/42). Para o agente
R. rickettsii observou-se uma soroprevaléncia de
66,67% (28/42), sendo ainda categorizados em ti-
tulos de 1:64 (19/28) e 1:128 (9/28). Nove dos 28
equinos positivos para R. rickettsii (21,43%) nao
foram reativos para os demais agentes, apresen-
tando titulos de 1:64 (8/9) e 1:128 (1/9). As tnicas
espécies de carrapatos encontradas parasitando os
equinos no campus da UFRR] durante o periodo de
coleta foram Amblyomma cajennense e Dermacentor
nitens. O campus da UFRR] apresenta um ambiente
que propicia um nicho epidemioldgico ideal para a
circulagao de bactérias do género Rickettsia. A alta
prevaléncia encontrada no presente estudo indica
uma provavel circulacao de Rickettsia spp., haven-
do assim, risco para infeccdo humana na é4rea estu-

dada.

PALAVRAS-CHAVE. Rickettsioses, ixodideos, bacté-
rias.

INTRODUCAO

As Rickettsioses sao enfermidades causadas por
bactérias Gram-negativas estritamente intracelula-
res pertencentes a familia Rickettsiaceae (Tavares et
al. 2005), composta pelos géneros Rickettsia e Orien-
tia (Dumler et al. 2001), destaca-se Rickettsia rickett-
sii, pois a mesma é responsavel pela Febre Maculo-
sa Brasileira (FMB) (Lemos et al. 1996).

Considerada como uma doenca de notificacdo
obrigatéria desde 2001, a FMB é transmitida ao
homem por carrapatos, principalmente do género
Amblyomma, destacando-se no Brasil a espécie Am-
blyomma cajennense (Dias et al. 1939, Estrada et al.
2006).

Os equinos sao hospedeiros primarios dos esta-
gios parasitarios do carrapato A. cajennense. Em si-
tuacdes de alta infestacdo deste carrapato, cavalos,
cdes e humanos sao frequentemente parasitados.
Sendo assim, é indicada a existéncia de um progra-
ma de andlise sorolégica desses animais em areas
onde humanos tém potencial de serem parasitados
por essa espécie de carrapato (Labruna et al. 2002).

O teste considerado padrdo ouro para diag-
nostico das riquettsioses, recomendado pela Or-
ganizacdo Mundial de Satide (OMS), é a reagdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) que utiliza
antigenos espécie-especificos de Rickettsia (Galvao
et al. 2005). Porém a RIFI ndo consegue distinguir
infecgdes de diferentes espécies de rickettsias, de-
vido a existéncia de reagdes heterdlogas entre as
diferentes espécies de bactérias do Grupo da Febre
Maculosa (GFM) (Chen et al. 2008).

O objetivo deste trabalho foi verificar, através da
RIFL, a frequéncia de anticorpos contra R. rickettsii
em equinos do Setor de Equinocultura do campus
de Seropédica da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRY]).

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de sangue de 42 equinos
do Setor de Equinocultura da UFRR]J campus de Seropé-
dica, localizado na regiao oeste da Baixada Fluminense,
Mesorregiao Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.
As coletas foram realizadas no periodo de julho de 2008
a junho de 2009, através de puncao da veia jugular utili-
zando tubos estéreis a vdcuo sem anticoagulante. Poste-
riormente, o sangue foi centrifugado e os soros obtidos
foram acondicionados em frascos estéreis de polipropi-
leno e mantidos a 20° Celsius negativo até o momento da
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analise soroldgica. Foram coletados alguns exemplares
de carrapatos para efeito de identificacdo das espécies
que infestavam equinos na area estudada. Os espécimes
encontrados foram removidos manualmente ou com au-
xilio de pinga oftalmolégica e acondicionados em fras-
cos de polipropileno e identificados segundo a chave
ixodologica de Barros-Battesti et al. (2006).

As amostras de soro foram encaminhadas para o La-
boratério de Carrapatos da Superintendéncia de Con-
trole de Endemias do Estado de Sao Paulo (SUCEN-SP)
localizado no municipio de Mogi Guagu-SP. Todas as
amostras foram testadas para R. rickettsii, Rickettsia rhipi-
cephali e Rickettsia parkeri, utilizando laminas de 10 ou 12
orificios. As laminas foram cedidas pelo Prof. Marcelo
Bahia Labruna do Departamento de Medicina Veterina-
ria Preventiva e Saude Animal da FMVZ/USP. Os soros-
-teste e controles foram diluidos utilizando 5 pL de soro
em 635 pL de tampao salino fosfatado (PBS) (1:64). As-
sim, 20 pL dos soros-teste e dos controles diluidos foram
dispostos em cada orificio das laminas, que em seguida,
foram armazenadas em camara imida em estufa bacte-
riolégica a 37°C, durante meia hora. Apds este periodo,
as laminas foram lavadas com solugdo salina de tampao
fosfato (PBS) em imersao por periodo de 10 minutos no
mesmo tampao e secas ao ar. Entdo, adicionou-se 20 pL
de conjugado anti-IgG de equino ligado a Isotiocianato
de fluoresceina diluido a 1:80 em PBS e as laminas arma-
zenadas sob as mesmas condi¢gdes por mais 30 minutos.
Posteriormente, foram lavadas duas vezes por imersao
em tampao de lavagem acrescido de azul de evans (na
proporcao de 0,3 mL de azul de evans para cada 100 mL
de tampdo de lavagem) por 10 minutos em uma cuba
coberta por papel aluminio para evitar a entrada de luz.
Em seguida, as laminas foram secas ao abrigo da luz
em temperatura ambiente. Para realizar a leitura, foram
montadas com duas pequenas gotas de glicerina tampo-
nada e cobertas por laminula. Realizou-se a leitura das
laminas em microscépio de fluorescéncia a luz ultravio-
leta com aumento de 40 vezes. Os soros-teste que apre-
sentaram reatividade ao antigeno de R. rickettsii foram
diluidos até chegarem a sua titulagio maxima. Para os
antigenos de R. rhipicephali e R. parkeri, os soros foram
testados apenas na titulagao de 1:64.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma prevaléncia geral para Ri-
ckettsia spp. de 83,33% (35/42) (Tabela 1). Para o
agente R. rickettsii observou-se uma soroprevalén-
cia de 66,67% (28/42), sendo ainda categorizados
em titulos de 1:64 (19/28) e 1:128 (9/28). Nove dos
28 equinos positivos para R. rickettsii (21,43%) ndo
foram reativos para os demais agentes testados,
apresentando titulos de 1:64 (8/9) e 1:128 (1/9). As
Unicas espécies de carrapatos encontradas parasi-
tando os equinos no campus da UFRR] durante o
periodo de coleta foram A. cajennense e Dermacentor
nitens.

Resultados similares foram encontrados por Le-

Tabela 1. Resultados da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para detecgao de anticorpos contra trés antigenos brutos
de rickettsias: Rickettsia rhipicephali, Rickettsia parkeri e Rickettsia
rickettsii em equinos da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

Rickettsia rhipicephali - Rickettsia parkeri Rickettsia rickettsii

Reativos 12 (28,57%) 21 (50%) 28 (66,67 %)
Nao reativos 30 (71,43%) 21 (50%) 14 (43,43%)
Total 42 (100%) 42 (100%) 42 (100%)

mos et al. (1996), no municipio de Pedreira, estado
de Sao Paulo, onde 77,8% dos equinos coletados
proximo a area onde estavam localizadas as noti-
ficagdes de casos de FMB foram positivos quando
testados contra antigenos de R. rickettsii. Em con-
trapartida, apenas 27,3% dos equinos coletados de
outras dreas do mesmo municipio se revelaram po-
sitivos. Além disso, apenas equinos da area endé-
mica apresentaram titulos acima de 1:1024.

Por mais que nossos resultados ndao comprovem
que os animais tenham sido infectados por R. ri-
ckettsii, as amostras reativas apenas ao antigeno de
R. rickettsii, podem ter sido estimuladas por anti-
corpos anti-R. rickettsii ou uma espécie filogeneti-
camente relacionada, considerando o fato de que
o valor dos titulos foi pelo menos quatro vezes
superior ao encontrado para outras espécies testa-
das. Fato semelhante foi reportado por Horta et al.
(2004).

Resultados com propor¢des menores que no
presente estudo foram observados por Tamekuni
et al. (2010) na cidade de Londrina, estado do Pa-
rand, area considerada nao endémica para FMB.
Segundo estes autores, 5,5% (15/273) dos equinos
foram reativos a RIFI utilizando antigenos de R.
rickettsii, com uma titulacdo variando entre 1:64 e
1:512. Porém, utilizando antigenos de R. parkeri,
encontraram uma prevaléncia de 1,8% (5/273) de
animais positivos, com isso, 11 animais positivos
foram considerados homoélogos para R. rickettsii ou
uma espécie intimamente relacionada, por apre-
sentarem titulos, pelo menos, quatro vezes maior
que a espécie R. parkeri. Ainda no estado do Parana,
nas cidades de Umuarama, Douradina e Arapon-
gas, Otomura et al. (2010) verificaram uma preva-
léncia de 5,29% (15 de 284 amostras) para R. rickett-
sii em equinos. Das amostras positivas para a RIFI,
oito (53,3%) apresentaram titulo de 1:64 para R.
rickettsii, duas (13,3%) tiveram titulo de 1:128 para
R. rickettsii, e cinco (33,3%) foram reagentes para R.
parkeri e R. rickettsii, com titulos que variaram de
1:64 a 1:2048 e de 1:128 a 1: 1024, respectivamente.
O Estado do Parana manteve-se sem registro des-
sa doenca até 2005, quando houve o primeiro caso
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humano no municipio de Sao José dos Pinhais (Mi-
nistério da Saade 2006).

Em Minas Gerais, Cardoso et al. (2006) revisi-
taram um foco aparentemente silencioso, 12 anos
apo6s o ultimo surto. De um total de 18 soros dos
equinos testados para antigenos especifico de R.
rickettsii, 17% (3/18) foram positivos, sendo infe-
rior a positividade de 53% encontrada no ano em
que ocorreu o surto, e nenhum dos 73 cdes reagiu
sorologicamente a RIFI, enquanto que, no ano de
ocorréncia do surto, 25% foram positivos para R.
rickettsii.

Estudando gambas, gatos, cdes, equinos e hu-
manos, Horta et al. (2007) verificaram a preva-
léncia de anticorpos contra R. rickettsii, R. parkeri,
Rickettsia felis e Rickettsia belli em cinco areas do Es-
tado de Sao Paulo, sendo quatro areas endémicas
e uma drea considerada ndo-endémica para FMB.
Avaliando os resultados, Horta et al. (2007) obser-
varam uma prevaléncia geral para Rickettsia spp.
de 72,9%. Os equinos estudados nessas cinco are-
as serviram como excelentes sentinelas, principal-
mente, em areas onde o principal vetor para FMB
era A. cajennense, quando encontraram uma frequ-
éncia de anticorpos anti-R. rickettsii de 85 a 90% em
algumas areas.

Dentre as espécies de carrapatos encontradas
parasitando equinos no campus da UFRR], A. cajen-
nense é a espécie que possui menor especificidade
em estdgios imaturos e que tem como hospedeiros
primérios equinos, antas e capivaras (Aragao 1936).
Amblyomma cajennense é considerado um dos prin-
cipais vetores da FMB (Lemos et al. 1997, Guedes
et al. 2005). O carrapato D. nitens, conhecido vul-
garmente como “carrapato da orelha dos equinos”,
é frequentemente encontrado no meio rural e em
areas endémicas para FMB, porém a importancia
desta espécie na epidemiologia desta enfermidade
no Brasil ainda ndo foi esclarecida (Cardoso et al.
2006, Oliveira et al. 2008, Tamekuni et al. 2010).

O municipio de Seropédica bem como o campus
da UFRR] tém registrado casos esporadicos e sus-
peitos de Febre Maculosa Brasileira. A preocupa-
¢do vai além da Satide Publica, ja que no municipio
localiza-se um dos maiores campus universitarios
da América Latina. Por ela, transitam um grande
namero de pessoas, incluindo, estudantes de gra-
duacdo de dezenas de cursos, professores, pes-
quisadores de vérias regides do Brasil e de outros
paises. O campus universitario da UFRR] possui
caracteristicas de area rural, apresentando uma
vegetacdo tipica de Mata Atlantica com fragmen-
tos florestais no interior onde grande parte estd

caracterizada por vegetagdo secundaria com gran-
des areas campestres e dreas de pastagem para
bovinos, caprinos, ovinos e equinos (Ferreira et al.
2010). Esse ambiente propicia o nicho epidemiolé-
gico ideal para a circulacdo das bactérias do género
Rickettsia, pois estdo presentes diversas espécies de
animais silvestres, tais como gambas e capivaras,
em contato direto com animais domésticos, como
equinos e caninos, associando-se ainda a baixa es-
pecificidade do A. cajennense, vetor implicado em
sua transmissao.

CONCLUSOES

A alta soroprevaléncia encontrada para anticor-
pos anti-rickettsia demonstra que a area estudada
deve ser considerada como de risco para a ocorrén-
cia de casos da FMB.
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