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RESUMO 

Febre Q é uma zoonose cosmopolita causada por Coxiella burnetii, uma bactéria 

intracelular obrigatória gram-negativa da ordem Legionellales. A doença, que ocorre 

como pequenos surtos ou casos isolados, tem amplo espectro clínico, desde doença 

febril limitada, pneumonia, hepatite à endocardite e meningoencefalite. Pequenos 

roedores silvestres são importantes reservatórios, mas a infecção humana está 

principalmente relacionada a ovelhas, cabras e gado bovino, embora gatos, cães e 

coelhos estejam implicados em surtos urbanos. Na população humana a transmissão 

ocorre por aerossóis provenientes de líquido amniótico, placenta e lã, além da urina, 

fezes, leite e outras secreções animais contendo o agente. No Brasil, a primeira 

descrição de febre Q ocorreu em 1953. Embora casos esporádicos confirmados por teste 

sorológico e estudos sorológicos tenham apontado para a presença de C. burnetii no 

Brasil, somente em 2008 o agente foi identificado por análise molecular em paciente no 

município de Itaboraí/RJ. Com a consequente caracterização da infecção também nos 

animais domésticos de propriedade do paciente, durante o período de 2010-2011, o 

presente estudo foi proposto com o objetivo de: (i) realizar a vigilância de febre Q em 

pacientes com suspeita de dengue internados no Hospital Municipal Desembargador 

Leal Júnior, em Itaboraí, durante o período de 24 meses; (ii) verificar a presença de 

infecção nos familiares dos casos de febre Q; (iii) analisar os animais de propriedade 

dos casos de febre Q; (iv) investigar a presença de C. burnetii em animais silvestres 

capturados nas áreas de onde procederam os casos de febre Q e (v) pesquisar C. burnetii 

nos artrópodes coletados nos animais.  Neste estudo foram utilizados o teste de 

imunofluorescência indireta e a análise molecular (PCR) visando os elementos IS1111 

transposase no genoma de C. burnetii. Dos 272 pacientes atendidos no período de 2013 

a 2014, 26 (10%) apresentaram anticorpos anti-C. burnetii e nove (3,3%) foram PCR 

positivos. Um dos pacientes apresentou também infecção por dengue. A análise das 

sequências genômicas obtidas demonstrou a elevada similaridade entre si (99-100%) e 

com as sequências de C. burnetii depositadas no GenBank. Dos 35 animais domésticos 

estudados, seis foram sororreativos: 1/13 cães, 3/13 gatos, 2/9 ovelhas. A análise 

molecular foi positiva em swab anal de um filhote de gato e em amostra de tecido do 

úbere da ovelha sororreativa com história de aborto. Todos os 59 animais silvestres dos 

gêneros Didelphis, Philander, Micoureus, Akodon, Oligoryzomys e Nectomys foram 

negativos na análise molecular. Dos 283 artrópodes analisados, DNA de C. burnetii foi 

amplificado em oito dos 266 exemplares de Rhipicephalus sanguineus e em um 

exemplar de oito Amblyomma sculptum e nenhum dos sete Dermacentor nitens e duas 

pulgas Ctenocephalides canis identificados.  Os resultados comprovam a presença de C 

burnetii em Itaboraí, confirmam a necessidade da inclusão da febre Q no diagnóstico 

diferencial da dengue e alertam para a necessidade da sensibilização dos profissionais 

de saúde sobre a ocorrência desta zoonose no Brasil. 
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ABSTRACT 

 

Q fever is a worldwide zoonosis disease caused by Coxiella burnetii, a gram-negative 

obligate intracellular bacterium of the legionellales order. The disease, which occurs as 

individual cases or small outbreaks have broad-spectrum clinical manifestation from 

limited febrile disease, pneumonia, endocarditis, hepatitis and meningoencephalitis. 

Small wild rodents are important reservoirs, but human infection is mainly related to 

sheep, goats and cattle, although cats, dogs and rabbits are involved in urban outbreaks. 

In human population, transmission occurs by aerosol from amniotic fluid, placenta and 

wool, as well as urine, feces, milk and other animal secretions, containing the agent. In 

Brazil, the first Q fever description occurred in 1953. Although sporadic cases 

confirmed by serological testing and sero-epidemiological studies have pointed to the 

presence of C. burnetii in Brazil, only in 2008 it was possible identify the agent in a 

patient's municipality of Itaboraí/RJ by molecular assay. With the consequent 

characterization of the infection also in domestic animals owned by the patient during 

the period 2010-2011, this study was proposed with the aim of: (i) conduct surveillance 

of Q fever in hospitalized patients with suspected dengue in Itaboraí at the Hospital 

Municipal Desembargador Leal Junior, during the period of 24 months; (ii) to verify the 

presence of Q fever infection in family cases ; (iii) analyzing, animals the property Q 

fever cases; (iv) investigate the presence of C. burnetii in wild animals captured in areas 

from which proceeded cases of Q fever and (v) search C burnetii in arthropods collected 

from animals. This study used the indirect immunofluorescence assay and molecular 

analysis (PCR) targeting the IS1111 transposase elements in the genome of C. burnetii. 

Of the 272 patients assisted from 2013 to 2014, 26 (10%) had anti-C. burnetii 

antibodies, and nine (3.3%) were PCR positive. One of these patients had also dengue 

infection. The analysis of the genomic sequences obtained showed high similarity to 

each other (99-100%) and the sequences of C. burnetii in GenBank. Of the 35 domestic 

animals studied, six were seroreactive: 1/13 dogs, cats 3/13, 2/9 sheep. Molecular 

analysis was positive in anal swab of a young kitten and tissue sample from the udder of 

sororreativa sheep with abortion history. All 59 wild animals Didelphis, Philander, 

Micoureus, Akodon, Oligoryzomys and Nectomys were negative by molecular analysis. 

Of the 283 arthropods analyzed, C. burnetii DNA was amplified in eight of 266 

Rhipicephalus sanguineus and a specimen of 8 Amblyomma sculptum and none of 7 

Dermacentor nitens and 2 fleas Ctenocephalides canis identified. The results show the 

presence of C. burnetii in Itaboraí, confirm the need for inclusion of Q fever in dengue 

differential diagnosis and point to the need of awareness among health professionals 

about the occurrence of this zoonosis in Brazil. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações Gerais 

Febre Q é uma zoonose cosmopolita causada por Coxiella burnetii (Derrick, 1939; 

Philip. 1948). Descrita pela primeira vez em trabalhadores de abatedouro em Queensland, 

Austrália, a febre Q, cujo nome faz referência ao termo “query” (febre query), é um 

importante problema de saúde pública na Europa, especialmente na Holanda e França, na 

Austrália e, mais recentemente, no continente norte americano com o crescente número de 

casos notificados nos últimos cinco anos e, onde em torno de 3% da população adulta geral é 

sororreativa (Georgiev et al, 2013; Anderson et al, 2009; Maurin & Raoult, 1999). 

Com vários surtos epidêmicos e relatos de casos em diversas regiões do mundo, com 

exceção da Nova Zelândia, a infecção por C. burnetii tem sido predominante identificada 

como doença ocupacional, associada com ruminantes, embora mais recentemente venha 

sendo observado o aumento de casos em área urbana, cuja transmissão tem sido relacionada 

com animais de companhia como gatos e cães (Fournier et al, 1998).   

Com base nos artigos de revisão disponíveis na literatura, considerando que na maioria 

dos países a febre Q não está incluída na lista das doenças de notificação compulsória, se 

constata o escasso conhecimento sobre esta zoonose em muitos países africanos e latino 

americanos (Figura 1.1) (Georgiev et al, 2013; Anderson et al, 2009; Maurin & Raoult, 1999).   

 

Figura 1.1. Distribuição da febre Q humana, com bases em revisões bibliográficas e relatos de 

casos. 
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Neste cenário, a epidemiologia da febre Q tem sido caracterizada, a partir de 

investigações de surtos definidos e de inquéritos sorológicos realizados na população humana 

ou em animais, predominantemente nos países do hemisfério norte e Austrália (Angelakis & 

Raoult, 2011; Maurin & Raoult, 1999).   

 

1.2. Etiologia 

1.2.1 Caracterização do Agente Etiológico 

Coxiella burnetii é uma pequena bactéria intracelular obrigatória gram-negativa e 

pleomórfica (0,2 a 0,4 µm de largura, 0,4 a 1 µm de comprimento). Apesar de possuir uma 

membrana semelhante à de uma bactéria Gram-negativa, geralmente não é capaz de ser 

corada pela técnica de Gram. O método de Gimenez (Gimenez, 1964) é geralmente usado 

para corar C. burnetii em amostras clínicas ou culturas de laboratório. Uma vez que C. 

burnetii não pode ser cultivada em meio axênico e tem sido recuperada de carrapatos, foi 

inicialmente classificada na ordem Rickettsiales, na família Rickettsiaceae, e no grupo 

rickettsias juntamente com os gêneros Rickettsia e Rochalimaea. No entanto, análises 

filogenéticas, baseadas principalmente na sequência 16S rRNA, mostraram que o gênero 

Coxiella pertence à subdivisão gama de Proteobactéria, com os gêneros Legionella, 

Francisella e Rickettsiella (Raoult et al, 2005; Stein et al, 1993). 

O genoma do primeiro isolado americano de C. burnetii, que foi identificado a partir de 

um carrapato e denominado cepa Nine Mile, apresenta 1.995.275 pb. A análise mostrou que o 

genoma de C. burnetii possui mais genes envolvidos em processos metabólicos do que outras 

bactérias intracelulares, tais como Chlamydia, Rickettsia e Anaplasma. C. burnetii tem um 

cromossoma circular e um plasmídeo facultativo. Quatro tipos de plasmídeo foram 

identificados, embora nem todas as cepas apresentem plasmídeos. Curiosamente, em estudo 

realizado em modelo murino, autores identificaram uma provável correlação entre a fase de 

lipopolissacarídeo (LPS) e o tipo de plasmídeo com as manifestações clínicas de febre aguda 

(Angelakis & Raoult, 2011). 

Estas observações e comparações com os genomas de outras bactérias intracelulares 

obrigatórias sequenciadas sugerem que C. burnetii pode ter uma transição relativamente 

recente em seu ciclo de vida atual (Seshadri
 
et al, 2003).  

Coxiella burnetii é considerado um agente de classe de risco 3 e sendo classificada um 

agente classe B de ameaça bioterrorista pelos Centros dos EUA em atividades para Controle e 

Prevenção de Doenças e tem atraído muita atenção da comunidade científica desde 2009 

(CDC, 2007). Esta ɣ-proteobactéria, embora não tenha elevada taxa de letalidade, se utilizada 
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como arma biológica em forma de aerossol tem a capacidade de se dispersar numa linha de 2 

km e provocar doença incapacitante aguda (Madariaga et al, 2009). 

 

1.2.2 Variações Antigênicas e Ciclo de Vida Intracelular 

Coxiella burnetii apresenta variações antigênicas semelhantes à variação lisa-rugosa da 

família Enterobacteriaceae. A variação de fase está relacionada principalmente à mutação no 

lipopolissacarídeo (LPS). A fase I, a fase natural encontrada nos animais infectados, 

artrópodes ou seres humanos, correspondente ao LPS de variação lisa, é altamente contagiosa, 

pois uma única bactéria é suficiente para infectar o homem (Angelakis & Raoult, 2011).  LPS 

fase I, com sua estrutura de carboidratos estendida, bloqueia o acesso de anticorpos para 

proteínas de superfície, evento que explica, em parte, a persistência da bactéria em locais 

protegidos da resposta imune, após recuperação de casos agudos de febre Q, na presença da 

soropositividade ao longo da vida (Fournier et al, 1998). 

Em contraste, a fase II, de menor infectividade e obtida somente em laboratórios, após 

passagens seriadas em culturas celulares ou em ovos embrionados, corresponde ao LPS da 

variação rugosa. A fase II, ao contrário da fase I, exibe um LPS truncado na qual se identifica 

a ausência de algumas proteínas determinantes da superfície celular (Angelakis & Raoult, 

2011; Angelakis & Raoult, 2010).   

Como microrganismo intracelular que utiliza receptores específicos eucarióticos como 

as integrinas para invadir células hospedeiras, C. burnetii fase II penetra nos macrófagos 

humanos, a partir do receptor CR3, enquanto que C. burnetii fase I infecciosa, ao contrário, 

bloqueia a entrada através do receptor CR3, além de se ligar a monócitos humanos pelo 

complexo de LRI (leucócitos resposta integrina, αvβ3) e IAP (integrina-associada proteína). 

Assim, curiosamente, enquanto C. burnetii de fase I apesar de ser mal internalizada pelos 

monócitos e macrófagos, sobrevive dentro dessas células, a bactéria na fase II é interiorizada 

com facilidade pelos monócitos e macrófagos, mas rapidamente eliminada pela via 

fagolisossomial (Maurin & Raoult, 1999).   

A resposta sorológica em infecções agudas é principalmente contra a bactéria de fase II, 

enquanto na infecção crônica há resposta sorológica para a fase I e II. Antígenos de fase I são 

menos imunogênicos que antígenos de fase II (Madariaga et al, 2009). 

Como bactéria intracelular obrigatória que completa o seu ciclo de desenvolvimento no 

fagolisossomo, C. burnetii pode existir em duas formas morfológicas distintas: (i) a variante 

de grandes células (LCV), a forma metabolicamente ativa e menos eletro-densa que se 

desenvolve para persistir no fagolisossomo acidificado de monócitos ou macrófagos, (ii) a 
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variante de pequenas células (SCV) e ainda (iii) 'esporos-like' partículas, que podem persistir 

tanto no fagolisossoma quanto em condições ambientais extremas (Voth et al, 2009). 

O ciclo de desenvolvimento de C burnetii é composto por divisão binária transversal e 

esporulação. As formas de 'esporos-like' são resistentes ao calor e desinfecção e sobrevivem 

por um longo tempo no ambiente. Estas formas 'esporos-like', por não possuírem ácido 

dipicolínico e um revestimento rico em cisteína, são diferentes dos esporos clássicos 

encontrados em organismos Gram-positivos (Madariaga et al, 2009). A manutenção da 

infecção por C. burnetii depende da sua multiplicação no interior de um vacúolo ácido e da 

capacidade de evitar atividade microbicida nos macrófagos do hospedeiro. Em contraste com 

outras bactérias intracelulares, como Legionella ou Mycobacterium, a adaptação de C. 

burnetii para o ambiente intracelular é um pré-requisito para a sua sobrevivência e sua 

multiplicação (Baca & Paretsky, 1983). O meio ácido não somente permite a penetração de 

nutrientes necessários para o metabolismo de C. burnetii (Hackstadt & Williams, 1981) como 

também protege a bactéria do tratamento antimicrobiano, uma vez que a atividade dos 

antibióticos é alterada pelo pH ácido, fato que explica as recaídas de febre Q apesar do 

tratamento antibacteriano. Neste contexto, agentes lisossomotrópicos, como a cloroquina, que 

alcalinizam o fagolisossomo, combinados com doxiciclina, possibilitam estimular o 

“maquinário” microbicida dos macrófagos contra C. burnetii (Maurin et al, 1982).  

 

1.2.3 Ciclo de vida e manutenção na natureza 

Na natureza têm sido identificados dois ciclos distintos que possibilitam a perpetuação 

da infecção por C. burnetii; o ciclo urbano/rural com a participação dos animais domésticos e 

um segundo, caracteristicamente silvestre, com a participação de animais como marsupiais, 

roedores, lagomorfos, entre outros, além de alguns ectoparasitas, principalmente, carrapatos. 

Embora não tenham importância na transmissão para o homem, carrapatos podem 

desempenhar um papel significativo na transmissão de C. burnetii entre os vertebrados. As 

relações entre os dois ciclos epidemiológicos se encontram esquematizadas na figura abaixo 

com base nas informações obtidas de fontes bibliográficas de diversos autores (Figura 1.2) 

(Maurin & Raoult, 1999; Fournier et al, 1998; Angelakis & Raoult, 2010), considerando que 

os carrapatos, são capazes de permanência no ambiente por longo período, atuam como 

elemento de ligação dos ciclos, entre animais silvestres e domésticos (Angelakis & Raoult, 

2011). Assim, além dos ruminantes, animais de estimação, incluindo gatos, coelhos e cães, 

têm sido também identificados como potenciais fontes de surtos urbanos (Angelakis & 

Raoult, 2010).  
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                      Ciclo entre animais domésticos                  Ciclo entre animais silvestres 

Figura 1.2. Figura esquemática ilustrando a inter-relação entre os ciclos da perpetuação da 

infecção na natureza entre animais domésticos e animais silvestres (Maurin & Raoult, 1999; 

Fournier et al, 1998; Angelakis & Raoult, 2010). 

 

1.3. Patogenia 

 A infecção por C. burnetii no homem pode variar de infecção assintomática até uma doença 

fatal e pacientes sintomáticos podem apresentar um amplo espectro clínico como pneumonia, 

hepatite, encefalite, ou miocardite, entre outras manifestações (Maurin & Raoult, 1999).  

Quatro fatores contribuem e podem explicar essa variação na apresentação clínica da 

febre Q: (i) a via de infecção por C. burnetii, incluindo aerossol ou via digestiva; (ii) a dose de 

inoculação de C. burnetii, (iii) a variante infectante de C. burnetii, que pode apresentar 

potenciais de virulência diversos; e (iv) fatores do hospedeiro, incluindo o estado imunológico 

do paciente infectado (Maurin & Raoult, 1999). 

Com relação às variantes infectantes de C. burnetii e à imunopatogenicidade na febre 

Q, Izzo e Marmion (1993) sugerem que as bactérias de fase I, que se multiplicam no 

fagolisossoma de macrófagos, teriam uma vantagem de sobrevivência pela baixa 

regulação da produção de IFN- , já que de outra forma, a célula hospedeira seria ativada 

com geração de metabólitos bactericidas. Evento inverso ocorre com C. burnetii na fase 

II, mais facilmente eliminadas pela sua incapacidade de restringir a resposta IFN-, 

consequência, talvez, dos seus LPS truncados que se ligam a outros receptores de CD14 

no macrófago (Maurin & Raoult, 1999).   
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A via de inoculação C. burnetii em humanos também pode determinar, em parte, a 

manifestação clínica predominante. A pneumonia é a forma mais frequente quando a fonte de 

transmissão ocorre através de aerossóis contaminados. A hepatite granulomatosa passa a ser a 

manifestação clínica predominante quando a transmissão ocorre através da ingestão de leite 

cru. No homem, a gravidade da febre Q aguda também tem sido associada em função da dose 

do inóculo infectante. Finalmente, fatores do hospedeiro, em especial o estado imunológico 

do paciente, decorrentes de um estado de imunodepressão, gravidez, da presença de 

valvopatia ou de prótese de válvula cardíaca podem influenciar o curso da infecção, incluindo 

a evolução para doença crônica (Maurin & Raoult, 1999, Angelakis & Raoult, 2010). 

 

1.4. Modo de transmissão 

A via de aerossol é o principal modo de transmissão de C. burnetii para o homem A 

transmissão por aerossóis pode ocorrer diretamente a partir de fluidos provenientes do parto 

de animais infectados, contaminando animais recém-nascidos, placenta, ou lã. Coxiella 

burnetii é muito resistente à destruição na natureza, dispersando-se pelo vento e sobrevivendo 

durante várias semanas em áreas onde os animais estiveram presentes. Assim, a febre Q pode 

ocorrer em pacientes cuja história epidemiológica não se identifica qualquer contato evidente 

com os animais (Angelakis & Raoult, 2011).  

Ingestão, em especial a ingestão de leite cru, é um fator menos provável na transmissão 

de C. burnetii e que, até a presente data, ainda é um ponto de controvérsia. Assim como a 

transmissão de pessoa para pessoa, que é um evento extremamente raro, casos esporádicos de 

febre Q humana têm sido identificados: i) após o contato com uma parturiente infectada (em 

um obstetra que realizou um aborto), ii) via de transmissão transplacentária resultando em 

infecções congênitas, iii) durante as necropsias, iv) através de inoculação intradérmica, ou v) 

através de transfusão de sangue (Maurin & Raoult, 1999).  

Apesar de C. burnetii ter sido isolada de artrópodes, principalmente carrapatos, é 

improvável que a transmissão da febre Q por artrópodes em humanos seja significativa, 

embora cães possam ser infectados por picada de carrapato. Salienta-se que os vetores 

biológicos desempenham um papel significativo na transmissão de C. burnetii entre os 

vertebrados silvestres, em particular nos roedores, lagomorfos e aves selvagens (Angelakis & 

Raoult, 2010). A transmissão sexual de C. burnetii foi demonstrada experimentalmente em 

camundongos infectados, e alguns estudos revelam que este tipo de transmissão foi 

estabelecido também entre humanos (Miceli et al, 2010; Milazzo et al, 2001; Kruszewska et 

al, 1996).  
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1.5. Estudos Soro-epidemiológicos 

O número de estudos soro-epidemiológicos tem crescido significativamente nos últimos 

15 anos, predominantemente nos países do hemisfério norte, demonstrando, assim, a 

necessidade de mais pesquisas, principalmente no Brasil, país cuja circulação de C. burnetii 

tem sido confirmada desde a década de 1950. No quadro 1.1 é apresentada uma série dos 

principais estudos de soroprevalência realizados em diferentes regiões do mundo, devendo ser 

considerado, no entanto, que as prevalências estimadas foram baseadas em testes sorológicos 

e cut-offs diferentes, fatores que limitam a comparação dos resultados apresentados.  

  

Quadro 1.1. Principais Estudos de Soroprevalência de Anticorpos anti-C. burnetii em 

Diferentes Populações (1999 a 2015).  

País População  Soroprevalência (%) Referência 

Australia População geral  5,2; 7,0 ; 6,5 (Tozer et al, 2011; Islam et 

al, 2011; Parker et al, 2010) 
Bosnia and 

Herzegovina 

População saudável 35,2 (Hamzić et al, 2005) 

Brasil Pacientes positivos HIV  3,2 (Lamas et al, 2009) 

Bulgaria Doadores de sangue 38,0 (Serbezov et al.,1999) 

Canada Pastores 28,4 (Dolcé et al, 2003) 

China Fazendeiros 6,4 (Zhang et al, 2008) 

Croacia Pacientes febris 27,5 (Vilibic-Cavlek et al, 2012) 

Dinamarca Trabalhadores expostos a animais 11,0 (Bosnjak et al, 2010) 

Inglaterra Mulheres grávidas 4,6 (Baud et al, 2009) 

Egito Pessoas saudáveis expostas a 

animais 

5,0 (Mazyad & Hafez,  2007) 

França Centro educacional agrícola  

Mulheres grávidas  

Mulheres grávidas /Grupo de 

risco/em área de surto 

14,7  

0,15 

2,6; 5,5; 14,7 

(King et al, 2011)  

(Rey et al, 2000) 

(Tissot-Dupont et al, 2007) 

Alemanha Veterinarios 

Os agricultores cujos animais 

tiveram abortos 

38,0 

22,0 

(Bernard et al, 2012) 

(Georgiev et al, 2013) 

Grecia População geral  7,5 (Pape et al., 2009)  

Italia Trabalhadores expostos a animais 

Guardas florestais  

73,4 

2,8 

(Monno et al, 2009) 

(Cinco et al, 2006) 

Japão Veterinarios, trabalhadores da área 

médica, Doadores de sangue 

13,5 ; 5,1 ; 3.6 (Abe et al, 2001) 

Kenya Soros arquivados de pacientes que 

visitaram uma clínica rural 

30,9 (Knobel et al, 2013) 

Holanda  

 

 

 

Pacientes  

Seres humanos em fazendas de 

gado leiteiro 

Moradores de fazendas de ovelhas 

leiteiras e não leiteiras 

Veterinarios 

Veterinarios e pacientes 

Agricultores, visitantes e contatos 

domiciliares 

Pacientes com história de cirurgia 

cardíaca valvar 

Grupo de alto risco 

Estudantes de medicina veterinária 

16,9 

72,1 

 

66,7 ;  51,3 

 

65,1 

100; 84,7 

 

92; 56; 50 

 

20,4  

 

10,7 

(Hagenaars et al, 2014) 

(Schimmer et al, 2014) 

 

(De Lange et al, 2014) 

 

(Van den Brom et al, 2013) 

(Wielders et al, 2015) 

 

(Hackert et al, 2012) 

 

(Kampschreur et al, 2012) 

 

(Kampschreur et al, 2013) 
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Mulheres grávidas que vivem em 

uma área de alto risco 

Doadoes de sangue 

18,7 

9,0 

4.4% 

(de Rooij et al, 2012) 

(van der Hoek et al, 2011) 

(Slot et al., 2014)
 

Escócia Trabalhadores, juntamente com 

amostras ambientais 

41,9 (Wilson et al, 2010) 

Senegal População rural 24,5 (Mediannikov et al, 2010) 

Slovakia Estudantes de veterinária 

Funcionários de unversidade 

16,9 (PI*); 58,4 (PII*) 

38,0 (PI) ; 63,0 (PII) 

(Dorko et al, 2011) 

(Dorko et al, 2008) 

Espanha Doadores de sangue 

Estudantes de medicina veterinária  

Pessoas saudáveis 

23,1 

11,2 

15,3 

(Bartolomé et al, 2007)  

(Valencia et al, 2000) 

(Cardeñosa et al, 2006) 

Tailandia Trabalhadores expostos a animais 

Pacientes  

População geral 

26,3 

4,2 

4,2
 

(Chang et al, 2010) 

(Ko et al, 2000) 

(Ko et al, 2000) 

Turquia População geral 

Doadores de sangue 

Veterinarios 

Pessoas saudáveis  

População geral 

13,5 

32,3 

8,0 

7,1 

7,8 

(Gozalan et al, 2010) 

(Kilic et al, 2008) 

(Ergönül et al, 2006) 

(Berberoğlu et al, 2004) 

(Cetinkaya et al, 2000) 

USA Técnico laboratório de animais  

Veterinários militares 

Militares 

População geral  

Veterinarios 

6,0 

17,0 

10,0 

3,1 

22,.2 

(Whitney et al, 2013) 

(Vest & Clark, 2014)  

(Anderson et al, 2011) 

(Anderson et al, 2009) 

(Whitney et al, 2009) 

*Anticorpos de fase I e anticorpos de fase II  

 

1.6. Situação no Brasil  

      No Brasil, descrita pela primeira vez em 1953, a febre Q, apesar de ser uma zoonose 

amplamente distribuída, em discordância com diversas regiões do mundo, se resume a um 

completo desconhecimento. De incidência e epidemiologia desconhecidas, as escassas 

informações sobre a evidência sorológica em humanos e animais se restringem aos estados da 

Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e São Paulo (Lamas et al, 2009; Siciliano, 2008; 

Siciliano et al, 2007; Siciliano et al, 2006; Costa et al, 2006; Costa et al, 2005; Riemann, 

1975; Riemann, 1974; Ribeiro-Netto et al, 1964; Borges, 1962; Valle, 1955; Travassos et al 

1954; Brandão et al, 1953). Em um trabalho realizado no Rio de Janeiro com pacientes HIV 

reativos, atendidos em serviço de saúde na região administrativa de Jacarepaguá, foram 

identificados quatro pacientes do sexo feminino com anticorpos anti-C. burnetii e uma das 

pacientes referia contato com material de parto de uma cadela (Lamas, 2009).  Estas 

informações se encontram compiladas no quadro 1.2. 
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Quadro 1.2. Publicações baseadas em sorologia relativas à febre Q no Brasil. 

Ano de 

publicação  

Tema da publicação Referência 

1953 Estudo sorológico em operários de um frigorífico. Brandão et al. 1953 

1954 Febre Q no Rio de Janeiro. Travassos et al. 1954 

1955 Investigação sobre a febre Q em São Paulo: estudo 

em tratadores de gado e em bovinos 

Valle, 1955 

1962 Evidência sorológica da febre Q em criadores no 

Brasil 

Borges, 1962 

1964 Prevalência entre ordenhadores e trabalhadores de 

gado leiteiro. 

Ribeiro-Netto et al, 

1964 

1974 Anticorpos para o Toxoplasma gondii e Coxiella 

burnetii. 

Riemann, 1974 

1975 Toxoplasma gondii e Coxiella burnetii entre os 

trabalhadores de matadouros brasileiros. 

Riemann, 1975 

2005 Evidências sorológicas em indivíduos sadios da 

região de Juiz de Fora.   

Costa et al, 2005 

2006 Relato 16 casos de febre Q em Minas Gerais. Costa et al, 2006 

2006 Endocardite infecciosa, experiência em um hospital 

de cardiologia em São Paulo. 

Siciliano et al, 2006 

2007 Inquérito sorológico de Coxiella burnetii e 

Bartonella spp. 

Siciliano et al, 2007 

2008 Endocardite por Coxiella burnetii Relato de caso. Siciliano, 2008 

2009 Soroprevalência Coxiella burnetii em pacientes 

HIV positivos em Jacarepaguá. 

Lamas et al, 2009 

  

Em 2008 foi possível detectar pela primeira vez no Brasil um caso de febre Q, a partir da 

análise molecular, um caso de febre de origem obscura associada com trombocitose, cuja 

amostra de sangue foi PCR-positiva (Lemos et al, 2011). Investigação realizada 

subsequentemente em animais na propriedade do paciente possibilitou a identificação de 

amostras de leite, swab das células da região perianal e soro de animais da propriedade PCR-

positivas (Mares-Guia et al, 2014). Estes resultados confirmam que a necessidade de 

investigação da provável fonte de infecção é de extrema importância principalmente na 

interação saúde pública e saúde animal. 
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Na última década, dois estudos em pacientes com endocardite hemocultura-negativa 

(EHN) foram publicados no Brasil. Um caso, em 2008, cuja análise histopatológica associada 

à coloração de Giménez do fragmento valvar reforçou o diagnóstico de febre Q com base na 

detecção de anticorpos anti-C. burnetii. O segundo estudo retrospectivo, realizado em um 

hospital de cirurgia cardíaca no Rio de Janeiro, com base em análise molecular (PCR), 

identificou DNA C.burnetii em uma das 51 amostras de fragmento de válvulas cardíacas de 

pacientes com EHN analisadas (Lamas et al, 2013; Siciliano, 2008).  

Em concordância com a literatura internacional na última década, que comprovam o 

crescente número de casos de febre Q, mais de 10 casos foram confirmados nos últimos seis 

anos no estado fluminense, considerando, no entanto, que somente em junho de 2014 esta 

zoonose passou a ser de notificação compulsória (portaria no 1.271, de 6 de junho de 2014). 

Há que se registrar um caso de febre Q, diagnosticado previamente como osteoartopatia 

soronegativa em uma área urbana do município do Rio de Janeiro, cuja história 

epidemiológica apontou para um petshop como provável fonte de infecção (Rozental  et al, 

2012).  

 

1.7.  Infecção em Humanos – febre Q 

A infecção por C. burnetii pode se apresentar com manifestações clínicas agudas ou 

crônicas. No entanto, quase 60% dos casos de febre Q são assintomáticos. Entre os 40% dos 

pacientes sintomáticos, a maioria (38% dos 40%) desenvolve uma doença leve, sem a 

necessidade de hospitalização. Pacientes hospitalizados representam apenas 2% dos 

indivíduos infectados e apenas um em cada 10 (0,2%) desenvolve a febre Q crônica. Essas 

proporções correspondem aos dados obtidos a partir de análise dos casos confirmados no sul 

da França, onde as incidências de febre Q e a endocardite são, respectivamente, de 50/ 

100.000 habitantes e em 1/ milhão de habitantes (Angelakis & Raoult, 2011; Maurin & 

Raoult, 1999). 

A febre Q aguda sintomática se manifesta principalmente como uma doença febril 

autolimitada, pneumonia atípica, ou como uma hepatite granulomatosa, enquanto a 

endocardite é a apresentação mais comum da febre Q crônica. No entanto, considerando o 

amplo e inespecífico espectro clínico da febre Q, a doença deve ser sistematicamente 

considerada em pacientes febris com contato recente com animais parturientes (Quadro 1.3) 

(Angelakis & Raoult, 2011; Maurin & Raoult, 1999). 
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Quadro 1.3: Manifestações clínicas e complicações agudas em pacientes sintomáticos de 

febre Q aguda e os achados laboratoriais mais frequentes em pacientes com febre Q. 

 

Achados clínicos 
% dos pacientes com 
resultados indicados 

Achados biológicos 
% dos pacientes com 
resultados indicados 

Febre 88-100 Contagem normal de leucócitos 90 
Fadiga 97-100 Trombocitopenia 25 
Calafrios  68-88 Aumento dos níveis de transaminases  45-85 
Dor de cabeça  68-98 Aumento dos níveis de bilirrubina  9-14,3 
Mialgia  47-69 Aumento dos níveis de fosfatase alcalina  27,7-57 
Suores  31-98 Aumento dos níveis de ɣ-glutamil transferase  25-75 
Tosse  24-90 Aumento dos níveis de creatina fosfoquinase  29 
Náusea  22-49 Aumento dos níveis de lactato desidrogenase  33,3-40 
Vômitos  13-42 Aumento dos níveis de creatinina  29-40 
Dor no peito  10-45 Taxa de sedimentação de eritrócitos elevada  43-87,5 
Diarréia  5-22 Anticorpos de músculo liso  65 
erupção cutânea  5-21 Anticorpos Antiphospholipase  50 
Miocardite  0,5-1   
Pericardite  1   
Meningoencefalite  1   
Morte  1-2   

 

Fonte: Maurin e Raoult, 1999.  

 

1.7.1.  Febre Q Aguda 

Após um período de incubação de 2 a 3 semanas, dependendo do inóculo de C. burnetii, 

o paciente desenvolve um quadro infeccioso agudo caracterizado por febre alta, cansaço, 

calafrios, mialgia e cefaleia. A manifestação clínica mais frequente da forma aguda é uma 

doença febril autolimitada associada com intensa cefaleia. Pneumonia atípica é também uma 

frequente apresentação clínica e o quadro clínico pode variar de pneumonia clinicamente 

assintomática diagnosticada na radiografia de tórax até insuficiência respiratória aguda, 

embora esta última continue a ser extremamente rara (Angelakis & Raoult, 2011).  

A hepatite é outra apresentação frequente da febre Q aguda, geralmente identificada 

durante investigação laboratorial de pacientes com quadro hepático com níveis aumentados de 

aspartato aminotransferase [AST], alanina aminotransferase [ALT] e fosfatase alcalina. 

Hepatomegalia pode ser clinicamente detectável, mas a icterícia é rara (Angelakis & Raoult, 

2011; Maurin & Raoult, 1999). 

Além dos quadros descritos acima, sucintamente, a infecção por C burnetii pode determinar 

também endocardite, osteomielite, febre Q na infância, manifestações neurológicas, exantema, 

febre prolongada sem causa aparente, trombocitopenia ou trombocitose reativa, além das 

complicações da febre Q aguda (Angelakis & Raoult, 2011; Angelakis & Raoult, 2010; 

Marrie, 1990).  
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1.7.2. Febre Q Crônica  

O diagnóstico da febre Q crônica pode ser estabelecido a partir da persistência da 

manifestação clínica por mais de seis meses, após o início do quadro clínico. Ocorre em 

aproximadamente 5% dos pacientes infectados com C. burnetii e pode se desenvolver 

insidiosamente meses a anos após a doença aguda. Na forma crônica da febre Q, C. burnetii 

se multiplica em macrófagos, evento que resulta em coxielemia permanente e 

consequentemente na persistência dos elevados níveis de anticorpos séricos. Normalmente, o 

coração é o órgão mais comumente envolvido, seguido por artérias, ossos e fígado. 

Endocardite ocorre geralmente em pacientes com lesão valvular prévia ou aqueles que estão 

imunocomprometidos (Fournier et al, 1998).  

Endocardite, infecções vasculares, infecções osteoarticulares, hepatite crônica, infecções 

pulmonares crônicas, síndrome da fadiga crônica, cronicidade favorecida pela gravidez e 

prematuridade e aborto são algumas das apresentações clínicas que resultam da infecção crônica 

(Angelakis & Raoult, 2010). 

 

1.8. Infecção em Animais - coxielose  

Em contraste com a febre Q aguda humana, a infecção animal com C. burnetii é, na 

maioria dos casos, de forma surpreendentemente assintomática. Este fato implica na 

observação de que o termo coxielose é considerado uma designação mais apropriada da 

infecção do animal por C. burnetii.  

Nos animais, durante a fase aguda, C. burnetii pode ser encontrada no sangue, pulmões, 

baço e fígado enquanto que durante a fase não ativa é apresentado como uma liberação 

persistente de C. burnetii nas fezes e urina (Angelakis & Raoult, 2010).   

Capaz de infectar muitas espécies animais, incluindo mamíferos, aves e artrópodes, as 

infecções por C. burnetii são geralmente assintomáticas, embora nos mamíferos a infecção 

possa causar abortos e natimortalidade. Nestes animais, os sinais clínicos mais frequentes da 

infecção por C. burnetii podem ser consequentes à pneumonia, aborto, morte e parto de 

cordeiros, bezerros ou filhotes debilitados. Na maioria dos casos, o aborto ocorre no final da 

gestação, sem sinais clínicos específicos até que o aborto esteja prestes a acontecer, como 

observado com brucelose ou clamidiose. Fetos abortados parecem normais, mas placentas 

infectadas apresentam espessamento fibroso intercotiledonário e exsudatos descoloridos, que 

não são específicos para febre Q. Uma resposta inflamatória grave pode ser observada no 

miométrio e no estroma adjacente à área placentomal durante a gestação em cabras. Os 

trofoblastos aparecem alterados e espumosos, com inclusões bem definidas de C. burnetii, 

também encontradas em células multinucleares. A taxa de aborto pode variar de 3 a 80%, 
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embora altas taxas de aborto sejam raramente observadas, exceto em alguns rebanhos caprinos. 

Muitas vezes, o número de fêmeas que aborta no rebanho pode não ser suficiente para alertar o 

fazendeiro e os casos clínicos humanos geralmente que possibilitam identificar, muitas vezes, a 

infecção do rebanho (Maurin & Raoult, 1999).  

Em bovinos, metrite é frequentemente a única manifestação da doença. Mamíferos 

infectados (ruminantes, gatos, cães, coelhos, pequenos roedores silvestres, etc.) liberam C. 

burnetii em produtos provenientes do parto, mas também no leite, urina e fezes. Curiosamente a 

liberação de C. burnetii no leite é mais frequente e dura mais tempo em vacas e cabras do que em 

ovelhas, mas, no entanto, estudos têm demonstrado que as ovelhas liberam mais e por mais tempo 

em descargas vaginais do que cabras e podem manter as bactérias em gestações subsequentes 

(Arricau-Bouvery et al 2005).
 
Coxiella burnetii também pode ser recuperada a partir do leite por 

até 32 meses. Cabras liberam C. burnetii nas fezes antes e depois do parto e a duração média de 

excreção é de 20 dias (Angelakis & Raoult, 2010), tornando o ciclo de manutenção da bactéria 

mais complexo. 

 

1.9. Coxiella burnetii em artrópodes 

Em muitos animais, uma bacteremia transitória com C. burnetii ocorre logo após a infecção. 

Assim, carrapatos têm a oportunidade de se tornarem infectados com C. burnetii durante o repasto 

sanguíneo. Mais de 40 espécies de carrapatos são naturalmente infectadas com C. burnetii, 

incluindo Rhipicephalus sanguineus encontrado em cães, Haemaphysalis humerosa em 

marsupiais, Amblyomma triguttatum em cangurus. Várias outras espécies têm sido identificadas 

naturalmente infectadas em diferentes partes dos Estados Unidos, como Dermacentor 

occidentalis, Amblyomma americanum, Haemaphysalis leporis-palustris, Ixodes dentatus, e 

Otobius Magnini. A transmissão experimental de C. burnetii de cobaias infectadas para cobaias 

não infectadas através de picada de carrapato foi realizada com Ixodes holocyclus, Haemaphysalis 

bispinosa, e Rhipicephalus sanguineus. Infecção experimental com C. burnetii também foi 

realizada em Dermacentor andersoni. C. burnetii se multiplica nas células do intestino ou do 

estômago de carrapatos infectados. Estes artrópodes expelem cargas pesadas de C. burnetii com 

as suas fezes sobre a pele do animal hospedeiro no momento da alimentação. A infecção dos 

ovários do carrapato foi demonstrada e pode levar à infecção germinativa da descendência, 

permitindo que a infecção por C. burnetii persista na população de carrapatos. Coxiella burnetii 

em carrapatos como nos mamíferos, se encontram na fase I e, portanto, são altamente infecciosos 

(Kumsa et al, 2015; Maurin & Raoult, 1999). 

No entanto, os carrapatos não são considerados essenciais no ciclo natural da infecção por C. 

burnetii em animais de pecuária, embora animais com frequente e estreito contato com artrópodes 
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possam estar submetidos a outras condições que possibilitem a infecção por C. burnetii. Em 

contraste, em relação aos vertebrados silvestres, especialmente roedores, lagomorfos, e aves 

selvagens, os carrapatos podem desempenhar um papel importante na transmissão da coxielose. 

Quanto à participação de outros artrópodes, como ácaros, mosquitos, moscas, pulgas e piolhos, no 

ciclo e na manutenção do agente na natureza, os poucos estudos existentes são inconclusivos.  

Estudos realizados em outros artrópodes coletados de vacas, ovelhas e roedores não resultaram 

em isolamento de C. burnetii demonstrando que o papel desses artrópodes no ciclo natural de C. 

burnetii ainda continua desconhecido (Maurin & Raoult, 1999). 

 

1.9.1. Coxiella, endosimbiontes e carrapatos 

Embora C. burnetii pertença à ordem Legionellales, até a presente data não está clara a sua 

origem evolutiva assim como não se tem informações sobre o seu ancestral e seu estilo de vida 

primário. A ordem Legionellales inclui muitas outras bactérias intracelulares que infectam 

espécies não vertebradas como, por exemplo, as espécies do gênero Rickettsiella em artrópodes.  

Considerando que todas as cepas de C. burnetii identificadas foram coletadas de pacientes e 

animais durante surtos de febre Q, somente com o advento de sequenciação do gene de rRNA 16S 

como um marcador de código de barras universal de DNA em bactérias, foi possível identificar 

novos organismos “Coxiella-like”em espécies não vertebrados e em particular nos carrapatos. 

Curiosamente, todos estes organismos “Coxiella-like” estão intimamente relacionados, mas 

geneticamente distintos de C. burnetii, sugerindo que existe uma diversidade dentro do gênero 

Coxiella. No entanto, a natureza altamente conservada das sequências de genes 16S rRNA tem 

dificultado a análise para se estabelecer a exata relação entre C. burnetii e estes organismos 

“Coxiella-like”,  e uma relação de clade monofilética é comumente assumida (Duron et al., 

2015). 

Até a presente data as bactérias “Coxiella-like” parecem ser restritas a carrapatos, sem relato 

de infecção em vertebrado.  Duron e colaboradores demonstraram a redução genômica e a falta de 

quase todos os genes associados à patogenicidade do organismo “Coxiella-like” isolado de 

exemplar de A. americanum (Duron et al., 2015). Segundo estes autores, as bactérias “Coxiella-

like” seriam endosimbiontes altamente prevalentes na população de carrapatos e que estariam 

envolvidas com interações mutualísticas em seus hospedeiros artrópodes.  A análise da presença 

de IS1111 nos endosimbiontes “Coxiella-like” e nas bactérias do gênero Rickettsiella revelou que 

uma vasta gama de cópias IS1111 estava presente nos endosimbiontes “Coxiella-like” de 

carrapatos. Estes resultados mostram que IS1111 não é específica para C. burnetii, sugerindo que 

os ensaios de detecção de febre Q com base apenas neste elemento pode conduzir a erros de 

identificação com endosimbiontes “Coxiella-like”, fato que reforça a necessidade de 
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sequenciamento e da inclusão de oligonucleotídeos para outros genes bacterianos (Duron et al., 

2015). 

 

1.10. Diagnóstico Laboratorial  

1.10.1. Diagnóstico Sorológico 

Uma vez que o diagnóstico clínico é difícil, devido à similaridade com uma série de 

doenças infecciosas ou não infecciosas, na maioria dos casos o diagnóstico de febre Q é 

confirmado a partir dos testes sorológicos. Uma variedade de técnicas sorológicas está 

disponível, mas o teste de microimunofluorescência indireta tornou-se a técnica de referência 

(Angelakis & Raoult, 2010). O diagnóstico sorológico é fácil de ser estabelecido, embora 

anticorpos sejam geralmente detectados somente após 2-3 semanas do início da doença. 

Assim, os testes sorológicos devem ser realizados em amostras pareadas de sangue coletadas 

na fase aguda e de convalescência. Além disso, o teste sorológico permite a diferenciação de 

infecções de febre Q agudas e crônicas.  

Outros métodos, além da imunofluorescência indireta (IFI), que têm sido usados incluem 

a microaglutinação, fixação de complemento, radioimunoensaio, teste de hemólise indireta, 

ELISA (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”), ELIFA (“Enzyme Linked Immuno Fluorescent 

Assay”), “dot imunoblotting”, e “Western blotting”. As técnicas mais comumente usadas são os 

testes de fixação de complemento, IFI, ELISA e microaglutinação. Apenas os dois primeiros 

métodos são disponíveis comercialmente (Maurin & Raoult, 1999; Fournier et al, 1998).   

A IFI continua a ser a técnica de referência para o diagnóstico da febre Q e tem a 

vantagem de exigir apenas pequenas quantidades de antígeno - C. burnetii fase I e fase II com 

a cepa Nine Mile. A fase II do antígeno é obtida por crescimento de C. burnetii em cultura de 

células, enquanto o antígeno de fase I é obtido a partir de baço de camundongos infectados. A 

técnica de IFI é melhorada usando um absorvente de fator reumatóide para remover IgG antes 

da determinação dos títulos de IgM ou IgA. Durante a febre Q aguda, a soroconversão é 

geralmente detectada 7-15 dias após o início do quadro clínico e os anticorpos pela terceira 

semana em cerca de 90% dos casos. Um título de anticorpos IgG anti-fase II ≥ 200 e um título 

de anticorpos IgM anti- fase II ≥ 50 são considerados significativos, mas a escolha dos títulos 

de corte negativos depende da quantidade de estimulação antigênica na população estudada e 

pode variar de uma área para outra. Títulos de corte de exames comerciais são de 64. Febre Q 

crônica é caracterizada pela presença de anticorpos anti-fase I, e um título de anticorpos de 

IgG anti-fase I ≥ 800 é considerado altamente preditivo de endocardite de febre Q (Maurin & 

Raoult, 1999).  
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Reação cruzada é a maior fonte de confusão na interpretação dos resultados sorológicos, 

e estes podem variar de acordo com a técnica sorológica. Reações cruzadas têm sido descritas 

entre C. burnetii e Legionella pneumophila, Legionella micdadei, Bartonella quintana ou 

Bartonella henselae. Tais reações cruzadas devem ser consideradas no diagnóstico etiológico 

da pneumonia atípica, que pode ser causada tanto por C. burnetii quanto por Legionella ou da 

endocardite com hemocultura negativa que pode ser decorrente tanto de C. burnetii quanto 

por diferentes espécies de Bartonella. Um diagnóstico diferencial é facilmente estabelecido 

quando os títulos de anticorpos quantitativos contra ambos os antígenos de C. burnetii anti-

fase I e anti-fase II são determinados (Maurin & Raoult, 1999). O teste de IFI em comparação 

com o ELISA mostrou as sensibilidades de 97,7% e 87,2% para IgG e 66,7% e 60,0% para 

anticorpos IgM de fase II e I, respectivamente e as especificidades de 100% e 90,0% para IgG 

e 75,9% e 64,7% para anticorpos IgM de fase II e I, respectivamente. IFI é adequado para o 

diagnóstico da febre Q e seu acompanhamento terapêutico e é um bom candidato para o 

rastreio de soros em grandes números (Slabá et al., 2005).  

 

1.10.2 Diagnóstico Molecular  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem sido usada com sucesso para detectar 

DNA de C. burnetii em culturas de células e amostras clínicas. Inicialmente, os métodos 

utilizavam hibridização específica de sondas de DNA marcadas para ácido nucléico 

amplificado a partir de amostras clínicas. Estes métodos são muito sensíveis e específicos, 

mas se encontram disponíveis apenas em laboratórios de pesquisa especializados. A 

disponibilidade de primers derivados de genes específicos para C. burnetii tem permitido um 

método simples e confiável para a detecção desta bactéria, mesmo em tecidos conservados em 

parafina. Além disso, a PCR tem se mostrado mais sensível do que técnicas de cultura padrão 

para o diagnóstico retrospectivo, com amostras congeladas e para o acompanhamento dos 

pacientes tratados para a febre Q crônica. Segundo Fournier e colaboradores, as amostras 

mantidas congeladas a - 80°C são adequadas para PCR por vários anos e os primers derivados 

do elemento repetitivo htpAB associado (Trans-PCR) são usados rotineiramente com sucesso 

no laboratório (Fournier et al, 1998). Este elemento existe em, pelo menos, 19 cópias do 

genoma Nine Mile I de C. burnetii, possibilitando, assim, que a PCR com base nesse gene 

apresente elevada sensibilidade (Willems et al, 1994).  

Durante os últimos anos, vários testes diagnósticos baseados em PCR foram 

desenvolvidos para detectar DNA de C. burnetii em culturas celulares e em amostras clínicas. 

Estes ensaios utilizam PCR convencional, Nested PCR ou PCR em tempo real feitos em 

Light-Cycler, SYBR Green ou química TaqMan (Klee  et al, 2006). A Light-Cycler Nested 
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PCR (LCN-PCR), um teste rápido de PCR que utiliza soro como amostra no Light-Cycler, 

visando uma multicópia 20-cópia da sequência elemento htpAB associado, foi adaptado para o 

diagnóstico tanto da febre Q aguda quanto da crônica. O ensaio de LCN-PCR pode ser útil no 

estabelecimento de um diagnóstico precoce da febre Q crônica. Devido à sua alta 

sensibilidade e especificidade, o elemento repetitivo IS 1111 é o melhor alvo para a detecção 

de C. burnetii em pacientes com febre Q ativa. O teste Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) demonstra uma nova possível alternativa para exame de soro fora de 

grandes laboratórios (Chen et al, 2014). Recentemente, a sequência completa do genoma de 

C. burnetii se tornou disponível, permitindo uma grande variedade de alvos de DNA 

(Angelakis & Raoult, 2010). 

Berri e colaboradores mostraram que sensibilidade do Trans-PCR foi 100 vezes maior 

do que a sensibilidade obtida com PCR usando primers CB1-CB2. Este primer (CB1-CB2) 

foi desenhado com base na sequência de DNA do gene que codifica a superóxido-dismutase, 

enzima de C. burnetii. O comprimento do gene alvo é previsto para ser de 257 pb. A 

sensibilidade também foi testada em amostras de DNA extraído de esfregaços genitais 

coletados dos animais naturalmente infectados (Berri et al, 2000).  

 

1.10.3. Isolamento Bacteriano 

A virulência de C. burnetii é alta, razão pela qual apenas laboratórios com biossegurança 

de nível 3 e profissional experiente devem ser autorizados a manipular amostras clínicas na 

tentativa de isolamento e cultivo do microrganismo. 

 Vários espécimes humanos são adequados para a detecção de C. burnetii, mas a sua 

disponibilidade depende da apresentação clínica. Todas as amostras, excluindo sangue total 

que deve ser mantido a 4
o
C, devem ser armazenadas em - 80 

o 
C e encaminhadas em gelo seco 

para o laboratório de diagnóstico (Angelakis & Raoult, 2010). 

Várias linhagens celulares podem ser usadas para culturas in vitro. Fibroblastos humanos 

de pulmão embrionário (células HEL) cultivadas em frascos de “shell” são usados mais 

rotineiramente por causa de sua alta susceptibilidade à infecção por C. burnetii e por ser de 

fácil manutenção (Angelakis & Raoult, 2010; Maurin & Raoult, 1999). Mais recentemente, 

com o desenvolvimento das pesquisas no campo da genômica funcional, Omsland e 

colaboradores (2009) conseguiram, através de um complexo meio nutriente construído a partir 

da reconstrução genômica, expressão “microarrays” e fingerprinting metabólico, o 

crescimento de C. burnetii em meio axênico. Este fato inédito, além de facilitar os estudos 

sobre a patogênese e a genética do organismo, possibilitará o isolamento bacteriano no futuro 

com menor custo e maior facilidade. 
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1.10.4. Histopatologia Associada com Imunohistoquímica  

A detecção de C. burnetii em tecidos é especialmente indicada em pacientes que estão 

em tratamento para a febre Q crônica, principalmente nos casos de endocardite hemocultura 

negativa, na qual as vegetações da válvula cardíaca geralmente não são detectadas pelo 

ecocardiograma. A multiplicação intracelular de C. burnetii pode explicar porque estas 

vegetações são pequenas ou inexistentes nos pacientes com endocardite de febre Q. Neste 

cenário, as amostras podem ser testadas a fresco ou após fixação em formol e parafina. 

Imunodetecção é realizada usando técnicas de imunoperoxidase ou imunofluorescência com 

anticorpos policlonais ou monoclonais. Apenas esta última técnica pode ser usada em 

amostras em parafina (Angelakis & Raoult, 2010; Maurin & Raoult, 1999).  

 

1.11. Tratamento e Medidas de Prevenção 

1.11.1. Tratamento e monitoramento de pacientes com febre Q 

A doxiciclina tem a maior eficácia terapêutica contra C. burnetii e é o tratamento de 

escolha para a febre Q aguda em adultos, crianças com mais de 8 anos de idade, e em crianças 

de todas as idades com doença grave. Doxiciclina oral deve ser administrada durante 14 a 21 

dias na dosagem de 100 mg duas vezes por dia para adultos e 2,2 mg / kg de peso corporal 

duas vezes por dia para crianças com menos de 45 kg. Quando as tetraciclinas são contra-

indicadas, podem ser utilizados outros antibióticos, tais como trimetoprim / sulfametoxazol, 

fluoroquinolonas ou macrolideos (Quadro 1.4). Os benefícios do uso de doxiciclina superam o 

risco potencial de coloração dos dentes permanentes em crianças abaixo de 8 anos de idade 

gravemente doentes ou internados com febre Q aguda. O tratamento deve ser dado nos 

primeiros três dias de doença para o máximo de eficácia e não deve ser adiada enquanto se 

aguardam os resultados de exames laboratoriais ou por causa do resultado laboratorial inicial 

negativo na primeira semana de doença (Angelakis & Raoult, 2010). 

O tratamento profilático após uma exposição suspeita de C. burnetti não é recomendada, 

pois pode prolongar o período de incubação, e não impede que a infecção ocorra. Da mesma 

forma, o tratamento de infecções assintomáticas ou resolvidas não é recomendação de rotina, 

embora possa ser considerada em pacientes com fatores de risco para o desenvolvimento de 

infecções crônicas de febre Q (National Association of State Public Health Veterinarians and 

National Assembly of State Animal Health Officials. 2013). 

Pacientes saudáveis, sem fator de risco identificado para o desenvolvimento de febre Q 

crônica, devem ser clinicamente avaliados e submetidos a testes serológicos por IFI seis 

meses após a infecção aguda. Pacientes com fatores de risco cardíaco ou outros para o 

desenvolvimento de doença crônica devem ser clinicamente avaliados e submetidos a testes 



19 
 

serológicos por IFI em 3, 6, 12, 18 e 24 meses após infecção aguda. As mulheres grávidas 

devem ser avaliadas clinica e sorologicamente, utilizando a IFI aos 3, 6, 12, 18 e 24 meses 

após o parto (National Association of State Public Health Veterinarians and National 

Assembly of State Animal Health Officials. 2013). 

Pacientes com febre Q crônica devem ser encaminhados para um especialista em 

doenças infecciosas para acompanhamento, já que necessitam de terapia com antibióticos em 

longo prazo, utilizando uma combinação de doxiciclina e hidroxicloroquina, diagnósticos 

periódicos e, em longo prazo, de monitorização (National Association of State Public Health 

Veterinarians and National Assembly of State Animal Health Officials. 2013).  

 

Quadro 1.4. Orientações para o tratamento da febre Q (Angelakis & Raoult, 2010). 

Manifestação 

clínica 

coorte de 

pacientes 
Tratamento Duração Referencia 

Febre Q 

aguda 

Adultos 

Doxiciclina (100 mg 2 x dia) 14 dias CDC, 2015 

Fluoroquinolonas (200 mg 3 x 

dia ou pefloxacin (400 mg) 

14 a 21 

dias 

Angelakis & 

Raoult, 2010 

Rifampin (1200 mg/dia) 21 dias 
Angelakis & 

Raoult, 2010 

Grávidas 
Trimetoprim (320 mg) e 

Sulfametoxazol (1600 mg/dia) 

>5 

semanas 

Carcopino, 

2007. 

Crianças 

(menos de 

45kg) 

Doxiciclina (2.2 mg/kg 2 x dia) 

max. 100mg 

10 a 14 

dias 
CDC, 2015 

Febre Q 

crônica 

Adultos 

Doxiciclina (100 mg 2 x dia) e 

hidroxicloroquina (200 mg 3 x 

dia) 

>18 

meses 

CDC, 2015; 

Carcopino, 

2007. 

Crianças 

Trimetoprim (4-6 mg/kg) e 

Sulfametoxazol (20-30 mg/kg) 2 

x dia 

>18 

meses 

CDC, 2015; 

Lazzerini, 

Tickell, 2011. 

 

 

1.11.2. Tratamento de animais 

Mais pesquisas são necessárias para determinar a eficácia do tratamento de rebanhos 

inteiros ou animais individuais para prevenir ou controlar a liberação de C. burnetii e na 

prevenção de eventos adversos associados à gravidez com coxielose. O uso de tetraciclina na 

alimentação durante a gravidez não pode ser recomendado como medida de controle em 

rebanhos, devido à baixa biodisponibilidade do fármaco com a administração oral (National 

Association of State Public Health Veterinarians and National Assembly of State Animal 

Health Officials. 2013).  

Com base em dados atuais, o uso de antibióticos na ausência de abortos em curso não se 

justifica. Quando os abortos são tratados em animais individualmentes para prevenir eventos 
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adversos da gravidez, a via parenteral (duas injeções de oxitetraciclina a 20 mg / kg 

administrada com 20 dias de intervalo) no final da gestaçãopode ser útil, apesar dos dados 

escassos e inconclusivos. Além do mais, embora possa evitar abortos, o tratamento parenteral 

de cada animal não parece diminuir a disseminação do organismo em fluidos de nascimento 

ou mudar o status sorológico (National Association of State Public Health Veterinarians and 

National Assembly of State Animal Health Officials. 2013).  

 

1.12. Profilaxia e Medidas de Prevenção 

Um cuidado especial deve ser tomado quando se introduz um novo animal em um 

rebanho livre de coxielose, considerando, no entanto, que o agente da febre Q é transmitido 

principalmente pelo ar. Durante surtos de febre Q, a contaminação de animais e do meio 

ambiente podem ser evitados ou reduzidos, destruindo placentas e fetos, de modo a evitar a 

sua ingestão por carnívoros domésticos ou silvestres que, consequentemente, podem 

disseminar a bactéria no ambiente. Se possível, os nascimentos devem ser confinados a uma 

localização específica e desinfetados sem induzir aerossóis (Rodolakis, 2009).  

Como em todas as doenças zoonóticas, o controle da doença em animais vai influenciar o 

nível da doença observada no homem. Estratégias apropriadas de controle de carrapato e boas 

práticas de higiene podem diminuir a contaminação ambiental. Fluidos e as membranas fetais 

infectados, fetos abortados e materiais de cama contaminados devem ser incinerados ou 

enterrados, após desinfecção (Quadro 1.5). Além disso, o estrume deve ser tratado com cal ou 

cianeto de cálcio 0,4% antes de ser espalhado sobre os campos, o que deve ser feito na ausência 

de vento para evitar a propagação do microrganismo a longas distâncias. Embora seja muito caro, 

os animais infectados devem ser retirados dos rebanhos ou colocados em confinamento separados 

no momento do parto. Trabalhadores da indústria animal devem ser plenamente informados sobre 

os fatores de risco de contrair febre Q e os laboratórios devem ser dotados de dispositivos de 

segurança adequados e equipamentos (Angelakis & Raoult, 2010). 

Vazamentos de materiais potencialmente infecciosos devem ser descontaminados 

imediatamente pelo uso de 0,5% hipoclorito, 5% de peróxido, ou soluções à base de fenol. 

Resíduos com risco biológico devem ser descontaminados por autoclavagem e os equipamentos/ 

instrumentos contaminados por desinfetantes, autoclavados  ou submetidos à fervura por 10 min. 

A forma esporo-like de C. burnetii pode, no entanto, ser resistentes à desinfecção normal, ao 

hipoclorito de sódio, à radiação ultravioleta, assim como ao calor, dessecação, pressão, e stress 

oxidativo e osmótico (Madariaga et al., 2003). 

Pasteurização a 72 °C durante 15 segundos e esterilização do leite de rebanhos 

infectados são regularmente recomendados mesmo que a via oral não seja a principal via de 
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transmissão (Arricau-Bouvery & Rodolakis 2005). A suspensão de C. burnetii em soluções 

aquosas de 0,5% de hipoclorito, 5% Lysol ou formalina a 5%, não inativam completamente o 

agente depois de 24 h a 24 ° C (Scott & Williams, 1990). 

 

Quadro 1.5. Inativação de C. burnetii em relação a vários agentes físico-químicos (Scott 

& Williams, 1990; Madariaga et al., 2003). 

 Agentes inativação 

Agentes Físicos Temperatura de 65ºC 30 minutos 

Radiações ultravioletas Resistente 

Agentes Químicos 

Formol a 5 % Resistente 

Lysol (5%) Resistente 

Álcool etílico 70% 30 minutos 

Clorofórmio a 5% 30 minutos 

Hipoclorito de Sódio a 0,5% Resistente 

 

Buhariwalla e colaboradores (1996) chamam a atenção para casos de febre Q 

transmitidos por gatos e cães domésticos e sobre a importância da infecção humana associada 

com material de aborto ou parto destes animais de companhia.  

Três tipos de vacina têm sido propostas para fornecer a proteção humana contra a febre 

Q: i) a vacina de C. burnetii viva atenuada produzida e testada na Rússia, mas posteriormente 

abandonada devido à preocupação com sua segurança; ii) vacina de resíduo extraído em 

clorofórmio-metanol ou outras vacinas extraídas (testadas em animais, mas não em seres 

humanos) e iii) a vacina inativada por formalina de célula inteira (Q-Vax) considerada 

aceitável e segura para ser utilizada em seres humanos (Angelakis & Raoult, 2010). A Q-vax 

tem sido amplamente utilizada na Austrália e estudos realizados durante o período de 1981 a 

1989 em 4000 indivíduos concluíram que a vacina fornece uma proteção completa e 

duradoura, evitando casos graves de febre Q. A vacina provoca apenas reações menores, 

incluindo edema e hiperemia e, mais raramente edema, no local de inoculação (Madariaga et 

al., 2003), mas até o momento não está disponível no Brasil. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Na última década frequentes surtos de febre Q vêm sendo identificados em diferentes 

regiões do mundo, chamando a atenção para esta zoonose de difícil controle. Estudos 

sorológicos e moleculares têm demonstrado que a febre Q é muito mais prevalente e dispersa 

do que se pensava (Hagenaars et al., 2014; Georgiev et al., 2013; Whitney et al., 2013 

Anderson et al., 2009).  

No Brasil, apesar da sua identificação na década de 1950, poucos estudos têm sido 

realizados, caracterizando uma ausência de informações sobre esta zoonose negligenciada 

cujo quadro clínico se assemelha a várias outras doenças, especialmente com a dengue e a 

influenza. Neste cenário, no qual os profissionais de saúde não têm qualquer conhecimento 

sobre a febre Q, os escassos relatos de casos registrados desta zoonose reforçam a hipótese de 

que o número deve ser muito maior do que vem sendo notificado mais recentemente no 

Brasil.  

No município de Itaboraí foi identificado em 2008 o primeiro caso da febre Q 

confirmado por PCR no território brasileiro (Lemos et al, 2011).  Durante o processo de 

investigação epidemiológica realizado na residência do paciente foi possível identificar não 

somente a presença de familiar infectado, mas também animais domésticos (Mares-Guia et al, 

2014).  

Diante do exposto, o presente estudo se justifica considerando a possibilidade de que a 

infecção por C. burnetii possa estar sendo confundida com outras doenças infecciosas, em 

especial com a dengue em áreas onde C. burnetii tem sido identificada, principalmente 

durante a ocorrência de epidemias de dengue como é o caso do estado do Rio de Janeiro.  

Assim, com a hipótese de que a febre Q possa estar ocorrendo na região de Itaboraí sem ser 

identificada, este estudo além de aumentar a capacidade de detectar casos desta zoonose no 

município, tem como atribuição contribuir com a vigilância das doenças infecciosas febris 

agudas.  

Quanto ao estudo com animais, a identificação de cães, gatos, ovelhas e cabras 

infectados (Mares-Guia et al, 2014) associada com a informação de que os animais tinham 

sido transferidos para outras áreas do município aumenta a relevância de se investigar a 

presença de animais infectados por C. burnetii, levando em conta a complexidade do ciclo de 

manutenção da bactéria, no qual participam muitas espécies de animais domésticos e 

silvestres como verificado nos diversos estudos realizados no mundo (Angelakis & Raoult, 

2011, Angelakis & Raoult, 2010). 

Por fim, como no Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses, onde o estudo foi 

desenvolvido, se encontra alocado o Laboratório de Referência Nacional para Rickettsioses, 
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que tem como atribuições realizar diagnóstico laboratorial de rotina, estudos eco-

epidemiológicos e de desenvolver pesquisas, todas as propostas apresentadas neste estudo 

objetivaram também auxiliar na identificação de áreas de risco para febre Q para aplicação de 

medidas de controle adequadas, além de aumentar o nosso conhecimento sobre esta zoonose 

de amplo espectro clínico totalmente negligenciada no Brasil. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo Geral 

Investigar a presença de infecção por Coxiella burnetii em amostras de humanos, 

vertebrados e artrópodes, em área de ocorrência de caso confirmado de febre Q no Município 

de Itaboraí, estado do Rio de Janeiro.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

 Pesquisar anticorpos anti-Coxiella burnetii pelo teste de imunofluorescência indireta em 

amostras de soro de população humana e de animais no município de Itaboraí. 

 Pesquisar anticorpos anti-C. burnetii pelo teste de imunofluorescência indireta em 

amostras de soro de casos humanos suspeitos de dengue internados no Hospital 

Municipal Desembargador Leal Junior (HMDJ), durante o período de 24 meses (2013-

2014). 

 Implantar a reação em cadeia da polimerase (PCR) Nested para pesquisa C. burnetii, 

utilizando primers desenhados pelo Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses  

 Detectar e amplificar o genoma bacteriano pela técnica de Nested-PCR em amostras de 

pacientes com suspeita de dengue atendidos no Hospital Municipal Desembargador 

Leal Junior (HMDJ), durante o período de 24 meses (2013-2014). 

 Realizar o sequenciamento nucleotídico de C. burnetii em amostras procedentes de 

casos humanos confirmados de febre Q no Hospital Municipal Desembargador Leal 

Junior (HMDJ), durante o período de 24 meses (2013-2014). 

  Correlacionar os resultados laboratoriais obtidos com os dados clínico-epidemiológicos 

dos casos confirmados de febre Q no Hospital Municipal Desembargador Leal Junior 

(HMDJ), durante o período de 24 meses (2013-2014). 

 Investigar a presença de infecção por C. burnetii pelos testes moleculares em amostras 

de vertebrados domésticos e silvestres oriundos das áreas de estudo no município de 

Itaboraí 

 Verificar a presença de infecção por C. burnetti em artrópodes (carrapatos, pulgas e 

piolhos) coletados de vertebrados incluídos no estudo; 
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 Disponibilizar informações sobre a circulação de C. burnetii, com ênfase na vigilância 

epidemiológica e nas medidas de prevenção. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

Este estudo faz parte do projeto sobre vigilância das rickettsioses com ênfase na febre Q 

no Município de Itaboraí e que obteve, para o estudo com população humana, aprovação pela 

Comissão de Ética Institucional (CEP/Fiocruz) sob o número 552/10 (ANEXO 1) e a 

colaboração do município de Itaboraí (ANEXO 2). As expedições de coleta de animais foram 

realizadas sob a Licença Permanente para coleta de material zoológico n° 13373 

ICMBIO/IBAMA/SISBIO e Registro de Expedição n° 7262-1 ICMBIO/IBAMA/SISBIO.  

É pertinente informar que o presente estudo foi desenvolvido no contexto da vigilância 

epidemiológica, considerando que os casos e surtos são rotineiramente investigados de acordo 

com diretrizes éticas dos serviços públicos de saúde que fazem parte da rede de assistência.  

Em relação ao teste diagnóstico, apenas uma alíquota das amostras de sangue, foi coletada 

pelos próprios técnicos de laboratório do hospital municipal. 

 

4.2. LOCAL DE ESTUDO 

       O estudo foi desenvolvido no município de Itaboraí (22
o
44'40"S, 42

o
51'34"O) (Figura 

4.1), que se encontra localizado na região metropolitana do estado do Rio de Janeiro a 46 

metros de altitude. A sua população estimada em 2013 foi de 225 263 habitantes (IBGE, 

2013).  Apresenta a extensão territorial de 430,374 km
2
 (IBGE, 2015) distante 45 km da 

capital fluminense, com acesso pela rodovia federal BR101.  No município observam-se áreas 

de vegetação composta em maior parte por pastagens, mata de encosta, mangues e brejos. Os 

remanescentes de matas são observados nos setores mais íngremes e elevados nas serras do 

Barbosão e do Lagarto. São matas tipicamente secundárias resultantes da regeneração natural, 

pois concentraram muita exploração de madeira para a obtenção de carvão e lenha no 

passado. No restante do município, as matas encontram-se muito fragmentadas e aparecem 

em locais isolados. O clima é tropical, chuvoso no verão e seco no inverno. Sua temperatura 

média anual é de 25°C. A economia se baseia em manufatura cerâmica (decorativa e 

utilitária), fruticultura, agricultura de subsistência, apicultura, pecuária extensiva, extrativismo 

mineral, indústria e setor terciário (comércio e serviços) (Portal oficial da prefeitura municipal 

de Itaboraí, 2015). 
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Figura 4.1: Mapa do Município de Itaboraí.  

 

4.3. DESENHO DO ESTUDO 

Para este estudo foi proposto um desenho epidemiológico descritivo seccional, dividido 

em quatro subprojetos que foram desenvolvidos três anos após a identificação do foco de 

infecção, durante o período de 2011 a 2015: 

(i) O primeiro subprojeto foi desenvolvido no Hospital Municipal Desembargador Leal 

Junior (HMDJ), durante o período de março de 2013 a outubro de 2014.  Todos os pacientes 

admitidos no HMDJ com suspeita de dengue, independente de sexo, idade, entre outras 

variáveis, e que moravam no município de Itaboraí e arredores, foram incluídos no estudo e 

amostras de sangue foram analisadas para pesquisa de infecção por C. burnetii. Os dados 

clínicos e epidemiológicos foram recuperados pelo serviço de vigilância do HMDJ utilizando 

a ficha epidemiológica para dengue do sistema de vigilância (SINAN).  



28 
 

(ii) No segundo estudo foi realizado, após a confirmação de febre Q em casos suspeitos 

de dengue, um estudo seccional com coleta de amostra de sangue de familiares, de animais 

domésticos e de artrópodes nas áreas de ocorrência de casos de febre Q em 2015.  

(iii) No terceiro subprojeto, considerando os resultados do estudo desenvolvido em 

2009, foram realizadas duas coletas, uma, em 2011 e outra, sete meses depois, em 2012, com 

o objetivo de monitorar os animais na residência do paciente.  

(iv) No quarto subprojeto foi realizado o estudo de prevalência da presença do genoma 

de C. burnetti em animais silvestres na área de ocorrência de caso confirmado e em outras 

duas trilhas próximas.  Com base nas diferentes situações eco-epidemiológicas e graus de 

conservação distintos foram selecionadas três áreas do município de Itaboraí (Figura 4.2): (i) 

área 1, uma área rural/peridoméstica, onde ocorreu a identificação do foco), (ii) área 2, uma 

área com fragmento de Mata Atlântica remanescente e (iii) área 3, área rural sob influência 

direta do empreendimento Complexo Petroquímico da Petrobrás (COMPERJ) de 2011 a 2012 

(Figura 4.2).  

 

 

Figura 4.2: Mapa do Município de Itaboraí e áreas de coleta de animais silvestres, para 

pesquisa de infecção por Coxiella burnetii, com situações eco-epidemiológicas e graus de 

conservação distintos. 
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Na figura 4.3 é apresentado um sumário esquemático da metodologia utilizada no presente 

estudo, considerando os resultados obtidos nas pesquisas previamente realizadas no município 

de Itaboraí/RJ (Lemos et al 2011, Mares-Guia et al 2014). 

 

 

 Figura 4.3: Sumário esquemático da metodologia utilizada na pesquisa de febre Q no 

município de Itaboraí/RJ durante o período de 2011 a 2015. As etapas com a população de 

estudo relacionadas à pesquisa se encontram no quadro retangular. 

 

4.4. ESTUDO EM HUMANOS  

4.4.1. Casos Suspeitos de Dengue 

Com a colaboração e participação integrada dos profissionais da Secretaria Municipal de 

Saúde de Itaboraí, foi estabelecido que durante o período de estudo uma alíquota de amostras 

de sangue de todos os pacientes com suspeita de dengue atendidos por demanda espontânea 

no Hospital Municipal Desembargador Leal Junior, fossem acondicionadas, junto com a ficha 

do SINAN, para análise de C. burnetii. As amostras foram trazidas semanalmente para o 
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Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses, registradas e incluídas em um banco de dados 

para acondicionamento até a realização dos testes. 

 

4.4.2. Testes Utilizados para Dengue e Febre Q 

Os testes utilizados para detecção de dengue foram os preconizados pelo Ministério da Saúde. 

Detecção de anticorpos anti-IgM por ensaio de captura (Panbio®) e NS1 (Plateleia- BIORAD®). 

Para detecção de febre Q foram utilizados teste de imunofluorescência indireta (IFI) no soro e a 

análise molecular tanto em soro como coágulo como será devidamente apresentado no item 4.8. 

 

4.5. ESTUDO SECCIONAL COM COLETA DE AMOSTRA DE SANGUE DE 

FAMILIARES, DE ANIMAIS DOMÉSTICOS E DE ARTRÓPODES NAS 

ÁREAS DE OCORRÊNCIA DE CASOS DE FEBRE Q 

Diante dos resultados, com o apoio de profissionais da SMS de Itaboraí, visitas 

domiciliares foram, posteriormente, realizadas com o objetivo de avaliar a possibilidade de 

infecção por C. burnetii em familiares e nos animais eventualmente presentes em cada 

domicílio incluído neste estudo seccional, além de utilizar a identificação de artrópodes 

infectados como um determinante da contaminação do ambiente, já que ocorreram casos a 

mais de 5 km da área índex de foco. 

Visitas domiciliares aos pacientes que criavam gatos foram realizadas com o objetivo 

de: a) avaliar clinicamente todos os gatos e cães presentes no domicílio e peridomincílio 

durante a visita, b) coletar sangue destes animais e c) coletar manualmente sem 

padronização, ectoparasitas dos animais domésticos incluídos no estudo. 

Além das áreas de residência dos casos positivos que foram numeradas considerando 

cada paciente com o diagnóstidco confirmado de febre Q, mais duas áreas foram incluídas, as 

áreas 10 e 11, onde se situava um revendedor de animais (cabras e ovelhas) e um local no 

Engenho Velho, onde residia um profissional da vigilância sanitária participante do trabalho 

de campo, respectivamente.  

Após a primeira coleta, em janeiro de 2015, novas coletas foram subsequentemente 

realizadas nas áreas consideradas de risco visando à obtenção de informações sobre a 

ocorrência de quadro infeccioso compatível com febre Q entre os contantantes e familiares 

assim como a presença de animais infectados. Com o apoio do Serviço de Vigilância 

Epidemiológica da Secretaria Municipal de Saúde de Itaboraí, considerando a febre Q como 

doença de notificação compulsória, amostras de sangue de familiares e de animais domésticos 

foram coletadas em três trabalhos de campo realizados nos meses de março, agosto e 

setembro do mesmo ano. 
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4.6. POPULAÇÃO DE ANIMAIS DOMÉSTICOS  

Amostras de sangue periférico de animais, após assinatura do consentimento livre e 

esclarecido dos proprietários, foram coletadas na propriedade de onde foi identificado o caso 

índex (Lemos et al 2011) por membros da equipe do Laboratório de Hantaviroses e 

Rickettsioses. A coleta de sangue foi realizada pela autora deste projeto de tese, a médica 

veterinária responsável pelos procedimentos nos animais domésticos.  

Em 2011 foram coletadas amostras de sangue de nove ovelhas introduzidas depois da 

primeira investigação em 2009, de mais seis felinos adultos e 13 caninos.  

Em 2012, sete meses depois, foi realizada uma nova coleta, na qual foram obtidas 

amostras de sangue de seis ovinos e de sete filhotes de gatos. Dos filhotes foram coletados 

também swab de células perianais e pulgas. Adicionalmente, por solicitação do proprietário, 

material de tecido de uma ovelha com história de aborto repetido foi coletado também depois 

de ter sido submetida à eutanásia com pentobarbital sódico em super-dosagem. 

O método de coleta das amostras sanguíneas dos animais domésticos consistiu de veno-

punção em veia cefálica ou por veno-punção em veia jugular após assepsia com solução de 

álcool-iodado. O sangue foi colhido com seringa descartável de 5 ml com agulha (25 x 

0,7mm) e acondicionado e refrigerado até ser centrifugado em tubo BD Vacutainer® sem 

anticoagulante. Foi dividido em duas amostras, soro e coágulo (para sorologia e análise 

molecular), que foram mantidas a -20
o
C para posterior análise. As amostras de swabs de 

células perianais assim como artrópodes coletados foram acondicionados a -20
o
C para 

posterior análise molecular. 

 

4.7. POPULAÇÃO DE ANIMAIS SILVESTRES  

A coleta das amostras foi realizada com a cooperação do Dr. Paulo Sérgio D’ Andrea, do 

Instituto Oswaldo Cruz e da Dra. Cibele Bonvicino, do Instituto Nacional do Câncer, 

responsáveis pelos estudos taxonômicos e de sistemática de animais silvestres. Os animais 

foram coletados por meio de armadilhas, nos meses de outubro de 2011, maio de 2012, e 

setembro de 2012, nas três áreas do município de Itaboraí, com situações eco-epidemiológicas 

e graus de conservação distintos: (i) Área 1, uma área rural/peridoméstica, onde ocorreu a 

identificação do foco), (ii) área 2, uma área com fragmento de Mata Atlântica remanescente e 

(iii) área 3, área rural sob influência direta do empreendimento Complexo Petroquímico da 

Petrobrás (COMPERJ). Considerando que esta etapa do trabalho fez parte do projeto de 

mestrado em Biodiversidade e Saúde da aluna Caroline S. Fonseca, sob a orientação do Dr. 

Paulo D’Andrea e da Dr
a
. Elba Lemos, amostras de baço dos animais foram disponibilizadas 

para a pesquisa de infecção por C. burnetii a partir da análise molecular.  
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A captura de animais silvestres foi realizada exclusivamente na área de onde se originou 

o caso índex de febre Q (Lemos et al 2011), seguindo o protocolo previamente estabelecido 

pelo Ministério da Saúde assim como as normas de biossegurança preconizados, incluindo a 

utilização de equipamentos de proteção individual e de proteção respiratória (Lemos e 

D'Andrea, 2006). A primeira expedição foi realizada em outubro de 2011, a segunda, em 

maio/junho de 2012 e a última, em setembro de 2012. Os animais foram anestesiados com 

cloridato de ketamina, conforme orientação veterinária, e tiveram seus dados bionômicos 

coletados (peso corpóreo e medidas de corpo e cauda) e amostras de tecido coletadas para o 

diagnóstico molecular de infecção por C. burnetii. A eutanásia dos animais foi realizada, 

preferencialmente, por exanguinação (sangria total) dos animais submetidos à anestesia 

profunda. No caso de impossibilidade de sua realização, foi realizada inoculação intracardíaca 

de Cloridrato de Ketamina, numa super-dosagem acima de 50 mg/Kg de peso, conforme 

descrito em Rivera (2006). 

 

4.8. ANÁLISE LABORATORIAL 

Todas as amostras de sangue, tanto dos pacientes como de animais, além das amostras 

de secreção vaginal e retal e os artrópodes coletados nos animais, foram submetidas aos testes 

diagnósticos no Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses, conforme descrição abaixo. 

 

 4.8.1. Teste Sorológico 

A detecção de anticorpos da classe IgG anti-C. burnetii foi realizada pelo teste de 

imunofluorescência indireta (IFI), seguindo o ponto de corte estabelecido pelo fabricante 

PANBIO/MEDVAX®, com os valores de corte de titulação superior ou igual a 64. As 

lâminas de IFI para febre Q contém organismos purificados nas fases I e II distribuídos em 

dois microcírculos dispostos lado a lado dentro do poço da lâmina (Figura 4.4). 

O procedimento para a detecção qualitativa e quantitativa de anticorpos IgG humanos e 

de animais contra C. burnetti em amostras de soro, foi realizada, inicialmente com uma 

triagem na qual foram selecionadas amostras reativas com os títulos de 64, a partir da diluição 

inicial de 1:16 com PBS de diluição de soro (pH 7,2 ± 0.2 ). Adicionou-se 30µl da amostra 

diluída a 1:64 no orifício da lâmina contendo antígeno C. burnetti fase I e fase II fixado, além 

dos controles positivos e negativos. Após sua incubação em câmara úmida à temperatura 

aproximada de 37
o
C por 30 minutos, a lâmina foi lavada com PBS de lavagem (pH 9,0 ± 0.2), 

com subsequente adição do anticorpo IgG anti-humano (ou de animais) conjugado a 

Isotiocianato de fluoresceína (FITC). A lâmina foi incubada novamente, e subsequentemente, 

após lavagem e aplicação de glicerina (pH 9,7 ± 0.2) para montagem da lamínula, foi 
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analisada em microscópio de fluorescência em um aumento de 400x. Na presença de 

reatividade no teste de triagem, as amostras foram submetidas a crescentes diluições para a 

detecção da maior titulação com a quantificação do título final de reatividade das amostras 

(“end-point”).  

 

Figura 4.4: Figura esquemática da lâmina para teste de imunofluorescência indireta para febre 

Q com dois microcírculos dentro do poço contendo antígenos da fase II (microcírculo do lado 

esquerdo) e da fase I (microcírculo do lado direito). Teste comercial PANBIO/MEDVAX® 

 

4.8.2. Análise Molecular 

Quanto à análise molecular, as amostras de sangue e do triturado dos artrópodes foram 

testadas para a presença de DNA bacteriano, utilizando oligonucleotídeos para o alvo IS1111 

(Hoover et al 1992; Willems et al 1994) (Quadro 4.1.).  Os produtos de amplificação da PCR 

das amostras positivas foram purificados usando Kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega, Corp., Madison,WI, USA). As reações de sequenciamento foram 

realizadas utilizando um kit BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) com um ABI Prism® 3130x Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, USA). As sequências obtidas foram analisadas correlacionando-as com as 

sequências disponíveis na literatura, seguindo os protocolos previamente estabelecidos no 

laboratório com a utilização do software BioEdit e BLAST© ( Altschul et al. 1990).   
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Quadro 4.1: Oligonucleotídeos (primers) utilizados para detecção de Coxiella burnetii nas 

amostras humanas, de animais vertebrados e ectoparasitas, município de Itaboraí/RJ 

Oligonucleotídeos Sequências (5’ – 3’) 
Temperatura 

anelamento 

Tamanho  

do fragmento 

QBT-1 TATGTATCCACCGTAGCCAGC 
60 ºC 687bp 

QBT-2 CCCAACAACACCTCCTTATTC 

Fonte: Hoover et al 1992; Willems et al 1994 

 

As amostras coletadas de swabs anais e vaginais foram submetidas à análise molecular 

utilizando protocolo para extração de DNA descrito por Astobiza e colaboradores (2010) e 

Rodolakis e colaboradores (2007). Resumidamente, swabs vaginais e anais foram 

extensivamente lavados em 1 mL de PBS e 200 µL desta solução foi misturada com ATL 

(QIAmp kit DNA do sangue, Qiagen). Subsequentemente as amostras foram digeridas com 

proteinase K (8mg/mL) overnight a 56
o
C com adição de AL (QIAmp kit DNA do sangue, 

Qiagen) por 10 min a 70 
o
C, de acordo com o protocolo do fabricante para extração.  

A amplificação por PCR foi realizada em um volume de 25μl de reação, que continha 1x 

de Tampão PCR 10 vezes, 0.2 μM
 
de cada primer (Invitrogen, Life Technologies Brazil), 1,5 

mM MgCl2, 200 μM mistura de dNTP (20mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato), 0,5 

unidade de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 4 μL de DNA 

da amostra e água nuclease livre (Promega, Madison, WI, EUA). 

A amplificação foi realizada em um termociclador (Applied Biosystem Veriti 96) e 

consistiu de desnaturação inicial por 5 min a 95
o 

C, seguida de 40 ciclos consecutivos de 

desnaturação a 95
o 

C por 30s, anelamento de 60º C por 30s e extensão a 72
o 

C durante 1 min. 

Foi seguido por uma extensão final de 5 min a 72
o 

C. 

Para confirmar a amplificação, os produtos gerados foram separados em gel de agarose 

1% corado com solução de Gel RED, visualizados e registrados em foto documentador.  

O sequenciamento dos produtos de PCR procedentes de amostras biológicas foi 

realizado com análise das sequências genômicas obtidas correlacionando-as com as 

sequências de C. burnetii previamente descritas, seguindo os protocolos estabelecidos no 

laboratório. 

 

4.8.2.1. Procedimento de implantação de PCR Nested 

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especifidade da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para pesquisa de C. burnetii, uma segunda reação (“Nested”) foi realizada 

utilizando um segundo par de primers, especificamente desenhado pelo Laboratório de 
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Hantaviroses e Rickettsioses, a partir dos primers utilizados nos protocolos previamente 

estabelecidos (QBT-1/QBT-2) (Quadro 4.2.). 

 

Quadro 4.2: Oligonucleotídeos (primers internos) utilizados para detecção de Coxiella 

burnetii na segunda reação de PCR. Laboratório de Hantaviroses e Rickettsioses, 

IOC, FIOCRUZ. 

Oligonucleotídeos Sequências (5’ – 3’) 
Temperatura 

anelamento 

Tamanho  

do fragmento 

QBT N3+ AAGCGTGTGGAGGAGCGAACC 
66 ºC 440bp 

QBT N4- CTCGTAATCACCAATCGCTTCGTC 

 

Células Vero infectadas com C. burnetii adquiridas comercialmente 

(PANBIO/MEDVAX®) foram solubilizadas com tampões de PBS dos quais foram extraídos 

o DNA de 200 μl utilizando QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA)
 
 

seguindo as instruções do fabricante. Depois da extração, o DNA total foi quantificado no 

fluorômetro Qubit© (Invitrogen) 0,034 µg/ml. Posteriormente, soluções de DNA purificadas 

foram submetidas a crescentes diluições - de 1  até 10
7
 diluições - a partir de 2 μL da solução 

extraída com 18 μl de água nuclease-free. Um volume de 4 μl de solução de DNA foi usado 

na PCR e nos ensaios de Nested PCR, com o objetivo de comparar a sensibilidade destes dois 

protocolos na detecção de DNA de C. burnetii.  

A amplificação por PCR de gradiente foi realizada em um volume de 25μl de reação, 

que continha 1x de Tampão PCR 10 vezes, 0.2 μM
 
de cada primer (Invitrogen, Life 

Technologies Brazil), 1,5 mM MgCl2, 200 μM mistura de dNTP (20mM de cada 

desoxinucleotídeo trifosfato), 0,5 unidade de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA), 2 μL de DNA da amostra e água nuclease livre (Promega, Madison, WI, 

EUA).  

A amplificação foi realizada em um termociclador (Applied Biosystem Veriti 96) e 

consistiu de desnaturação inicial por 5 min a 95
o 

C, seguida de 30 ciclos consecutivos de 

desnaturação a 95
o 

C por 30s, anelamento em um gradiente de 65º C / 66º C / 67º C / 68º C / 

69º C / 70º C por 30s e extensão a 72
o 

C durante 1 min. Foi seguido por uma extensão final de 

5 min a 72
o 

C. Os produtos da amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose para selecionar a temperatura de anelamento. Assim, a reação selecionada foi a de 

desnaturação inicial por 5 min a 95
o 

C, seguida de 30 ciclos consecutivos de desnaturação a 

95
o 

C por 30s, anelamento a 66º C por 30s e extensão a 72
o 

C por 30s, sendo seguida por uma 

extensão final a 72
o 
C por 5 min. 
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4.8.2.2. Procedimento de avaliação de especificidade da Nested PCR 

Com o objetvo de avaliar a especificidade da Nested PCR, amostras de DNA de 15 

outras bactérias foram usadas no PCR1 e nos ensaios de Nested. Algumas cepas de DNA 

bacteriano foram gentilmente cedidas pelo Dr. Ivano de Filippis, Coleção de Microrganismos 

de Referência em Vigilância Sanitária-CRMVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ. As 

bactérias utilizadas nos experimentos foram Rickettsia rickettsii, Rickettsia typhi, Ehrlichia 

chaffeensis, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Bartonella henselae, Borrelia 

burgdorferi (Laboratório de Hantaviroses e Rickettsiose, FIOCRUZ), Pseudomonas 

aeruginosa INCQS 00025 (ATCC 15442), Brucella abortus INCQS 00242 (ATCC 7705), 

Legionella pneumophila subsp pneumophila INCQS 00451 (NCTC 11232 ATCC 33155), 

Staphylococcus aureus CCBH 3853 (ATCC 25923), Streptococcus pneumonia, Haemophilus 

influenzae, Neisseria meningitidis (Laboratório de Epidemiologia e Sistemática Molecular) e 

Listeria monocytogenes (Laboratório de Zoonoses Bacterianas). 

 

4.8.2.3. Análise molecular com alvo com1 (gene que codifica proteína da 

membrana externa de 27 kDa de Coxiella burnetii) 

Com o objetivo de confirmar os resultados da reação em cadeia da polimerase (PCR) para 

pesquisa de C. burnetii do alvo IS1111, uma reação com outro alvo foi realizada em todas as 

amostras positivas de carrapatos. Estes primers foram desenhados a partir de uma região conservada 

do gene de C. burnetii, o alvo com1, a partir das sequências de genes de 21 amostras (Quadro 4.3). 

As especificidades de sequências destes iniciadores foram verificadas, pelo programa BLAST, 

utilizando as sequências na base de dados GenBank, não apresentando nenhuma homologia com as 

sequências de outros organismos bacterianos ou vírus (Zhang et al 1998). 

 

Quadro 4.3: Oligonucleotídeos (primers) utilizados para detecção de Coxiella burnetii na 

reação de PCR com alvo com1.  

Oligonucleotídeos Sequências (5’ – 3’) 
Temperatura 

anelamento 

Tamanho  

do fragmento 

OMP1 AGTAGAAGCATCCCAAGCATTG 
54 ºC 501bp 

OMP2
 

TGCCTGCTAGCTGTAACGATTG 

OMP3
 

GAAGCGCAACAAGAAGAACAC 57 ºC 438bp 
OMP4

 
TTGGAAGTTATCACGCAGTTG 

Fonte: Zhang et al 1998. 

 

Na primeira amplificação por PCR foi realizada em um volume de 25μl de reação, que 

continha 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 1.5 mM MgCl2, 200 μM mistura de dNTP 
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(20mM de cada desoxinucleotídeo trifosfato), 0.5 μM primer OMP1, 0.5 μM primer OMP2, 

(Invitrogen, Life Technologies Brazil), 2 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA), 4 μL de DNA da amostra e água nuclease livre (Promega, Madison, WI, 

EUA). Na segunda amplificação a mistura da reação e as condições foram as mesmas, exceto 

pelos primers utilizados e pela quantidade de DNA da amostra de 1 μL. 

A reação foi realizada com a temperatura de desnaturação inicial de 94
o 

C por 3 min, 

seguida de 36 ciclos consecutivos de desnaturação a 94
o 

C por 1 min, anelamento a 54º C por 

1min e extensão a 72
o 

C por 1min, seguida posteriormente por uma extensão final a 72
o 

C por 

5 min. As temperaturas da segunda reação seguiram as mesmas descritas previamente exceto 

pela temperatura de anelamento que foi de 57
o 
C (Zhang et al 1998). 

 

4.8.2.4. Procedimento de sequenciamento e análise filogenética 

O sequenciamento dos produtos de PCR amplificados procedentes de amostras 

biológicas foi realizado através de purificação usando o Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up 

System (Promega, Madison, WI, USA) de acordo com as instruções do fabricante. As reações 

de sequenciamento foram realizadas utilizando kit BigDye® Terminator V3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e os produtos sequenciados foram 

então purificados com kit BigDye® X-Terminator Purification (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) e executados em ABI PRISM 3100 Nucleic Acid Sequence Analyser 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A análise das sequências foi conduzida usando 

os programas BioEdit (Hall 1999) e a versão MEGA 5 (Tamura et al. 2011) e, após o 

alinhamento de sequência, a caracterização de C. burnetii foi realizada comparando as 

sequências de fragmentos correspondentes depositados no GenBank. 

 

4.8.2.5. Análise dos artrópodes 

Os artrópodes coletados foram acondicionados em frascos de plástico sem conservantes 

em freezer –70ºC. Todos os artrópodes, após terem sido submetidos à caracterização 

taxonômica a partir da utilização da chave para a fauna ixodológica brasileira, foram 

submetidos à limpeza externa e à criopreservação, para posterior análise molecular para 

pesquisa de C. burnetii. A desinfecção da superfície externa das amostras foi realizada em 

microtubos de 1,5 ml colocados em plataforma agitadora (Termomix em temperatura 

ambiente) com 500 µl de hipoclorito de sódio a 10% e agitados por 5 minutos. Toda a solução 

de hipoclorito de sódio foi retirada com a adição de 1 ml de etanol a 70% nas amostras que 

foram submetidas à agitação por 5 min. Subsequentemente toda a solução de etanol foi 
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retirada e 1 ml de água destilada estéril foi adicionada às amostras que foram novamente 

agitadas por 5 minutos. Foi retirada toda a água destilada e repetida a lavagem com água por 

mais duas vezes. Os tubos contendo as amostras foram centrifugados rapidamente para 

retirada de toda a água e conservados até a preparação para extração. Posteriormente aos 

artrópodes triturados em nitrogênio liquido foram adicionadoss 180µl de tampão ATL e 20 µl 

de proteinase K que foram misturados no vortex com posterior incubação a 56 °C no banho-

maria overnight. No dia seguinte foram adicionados 200 µl de tampão AL seguindo uma 

etapa de incubação a 70°C em termobloco por 10 minutos. O processo de extração foi 

mantido usando kit comercial (QIAamp DNA, Qiagen), conforme informação do fabricante. 

Depois de extraído o DNA, as amostras foram submetidas à análise molecular. 
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5. RESULTADOS 

      Considerando que as amostras foram submetidas à análise molecular, antes de apresentar 

os resultados obtidos nas diferentes populações que compõem o presente estudo, serão 

descritas as informações referentes à implantação da Nested PCR. 

  

5.1. Procedimento de Implantação de Nested PCR 

5.1.1. Sensibilidade da PCR e Nested PCR  

O ensaio de PCR com os iniciadores de PCR para Trans-PCR detectou amplificação na 

primeira PCR até a diluição de 10
4
 (Figura 5.1).  

 

 

 

Figura 5.1: Ensaio de PCR com Coxiella burnetii realizadas com primers de trans-PCR como 

descrito no item Materiais e Métodos. Linhas; 1- o controle negativo; 2- C. burnetii suspensão 

1x [0,034 µg/ml]; 3- 100 bp DNA ladder; 4- C. burnetii suspensão 10x; 5- C. burnetii 

suspensão 10
2
x; 6- C. burnetii suspensão 10

3
x; 7- C. burnetii suspensão 10

4
x; 8- C. burnetii 

suspensão 10
5
x; 9- C. burnetii suspensão 10

6
x; 10- C. burnetii suspensão 10

7
x. 
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Depois destes resultados, as diluições não amplificadas (de 10
5
x a 10

7
x) foram 

submetidas a uma PCR de gradiente para selecionar as condições térmicas ótimas da reação e 

foi possível verificar a amplificação na diluição de 10
5
x. Os resultados obtidos que 

comprovam a maior sensibilidade dos primers de Nested PCR em relação ao Trans-PCR são 

apresentados na figura 5.2, na qual a amplificação dos produtos por electroforese em gel de 

agarose 1% corado com solução GelRed ™ pode ser observada (Figura 5.2). 

 

 

Figura 5.2: Ensaio de PCR com gradientes de Coxiella burnetii nas temperaturas de 

anelamento.  Linhas; 1, o controle negativo; de 2 -4, suspensão C.burnetii 10
5
x a 10

7
x na 

temperatura de 65°C; de 5-7, suspensão C. burnetii 10
5
x a 10

7
x na temperatura de 66°C; de 8-

10, suspensão C. burnetii 10
5
x a 10

7
x na temperatura de 67°C; de 11-13, suspensão C. 

burnetii 10
5
x a 10

7
x na temperatura de 68°C; de 14-16, suspensão C. burnetii 10

5
x a 10

7
x na 

temperatura de 69°C; 17-19, suspensão C. burnetii 10
5
x a 10

7
x na temperatura de 70

o
C; 20, 

100 bp DNA ladder. 

 

Com a definição destes parâmetros foi realizada a Nested PCR utilizando sempre 

controles negativos de reação com a temperatura de anelamento escolhida de 66
o
C. Com a 

inclusão deste procedimento foi possível aumentar a sensibilidade em 10x da reação com 

cosnequente melhoria na detecção do genoma parcial de C. burnetii (Figura 5.3) 
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Figura 5.3: Ensaio de PCR com Coxiella burnetii realizadas com primers de Nested como descrito 

no item 4. Linhas; 1-, controle negativo da PCR1; 2 - controle negativo da PCR2; 3 - 100 bp DNA 

ladder; 4 - suspensão C. burnetii 1x; 5 -suspensão C. burnetii 10x; 6 - suspensão C. burnetii 10
2
x; 7 

- suspensão C. burnetii 10
3
x; 8 -  suspensão C. burnetii 10

4
x; 9 - suspensão C. burnetii 10

5
x; 10 - 

suspensão C. burnetii 10
6
x; 11 - suspensão C. burnetii 10

7
x. 

 

5.1.2. Especificidade dos ensaios da PCR e Nested PCR  

As amostras de DNA de 15 outras bactérias que foram usadas no PCR1 e nos ensaios de 

Nested PCR a fim de avaliar a especificidade não apresentaram nenhuma amplificação para 

estes microorganismos.  

 

5.2. Casos de Febre Q e o Diagnóstico Diferencial com Dengue 

 

5.2.1. Pacientes suspeitos de dengue atendidos no Hospital Municipal 

Desembargador Leal Junior em Itaboraí 

Durante o período de março de 2013 a agosto de 2014, foram avaliados 272 pacientes 

com suspeita de dengue e que foram atendidos no HMDJ, em um total de 521 amostras, 

considerando tanto amostra de soro quanto de coágulo sanguíneo. Dos 272 pacientes com 

suspeita de dengue 167 (61,3%) foram confirmados.  Na Tabela 5.1 se encontram os dados 

clínicos e epidemiológicos de 156 pacientes dengue-positivos e 102 dengue-negativos. Como 



42 
 

nem todos os pacientes tinham ficha epidemiológica completa somente 156 pacientes foram 

analizados. Observamos uma prevalência de febre, cefaleia e mialgia entre os confirmados 

para dengue. Porém a mialgia foi prevalente também nos dengue negativos. 

 

Tabela 5.1.  Distribuição e comparação dos dados clínicos e epidemiológicos entre 156  

pacientes dengue-positivos e 102 dengue negativos diagnósticados no município de Itaboraí, 

Rio de Janeiro (2013-2014). 

 

Variável 
Dengue-positivo 

N=156, n(%) 

Dengue-negativo 

N=102, n(%) 
P* 

Gênero   

0.73 Masculino 64 (41) 44 (33,1) 

Feminino 92 (58,9) 58 (56,8) 

Idade (anos)   

0.02 

≤ 10 5 (3,2) 8 (7,8) 

11-20 33 (21,1) 30 (29,4) 

21-30 25 (16) 21 (20,5) 

31-40 36 (23) 9 (8,8) 

41-50 24 (15,3) 12 (11,7) 

≥51 33 (32,6) 20 (19,6) 

Febre  152 (97.4) 89 (87.2) <0.01 

Dor de cabeça 146 (93.5) 82 (80.3) <0.01 

Mialgia 134 (85.9) 81 (79.4) 0.17 

Prostração 86 (55.1) 69 (67.6) 0.04 

Nausea/vomito 98 (62.8) 55 (53.9) 0.15 

Dor Retro-orbital  98 (62.8) 51 (50.0) 0.04 

Artralgia 60 (38.4) 43 (42.1) 0.55 

Diarreia 51 (32.6) 28 (27.4) 0.37 

Petequias 47 (30.1) 19 (18.6) 0.03 

Rash 36 (23.0) 14 (13.7) 0.06 

Manifestações 

Hemorrágicas 
2 (1.28) 1 (0.9) 1.00 

Desordens Respiratórias  1 (0.64) 1 (0.9) 1.00 

*Estatisticamente-significancia valores de  p estão em negrito. 
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5.2.2. Casos de Febre Q e Prevalência de Anticorpos anti-Coxiella burnetii 

Considerando que as amostras de soro foram coletadas, dentro do contexto da vigilância 

da dengue, com menos de 5-7 dias do início das manifestações clínicas, a análise sorológica 

realizada teve como objetivo obter informações exclusivamente sobre a prevalência de 

anticorpos anti-C. burnetii. Assim, diante da impossibilidade de se obter uma segunda 

amostra de sangue que pudesse viabilizar o diagnóstco sorológico confirmatório de febre Q, 

no qual é necessária a análise de duas amostras pareadas de soro coletadas em um período 

médio de 10-14 dias entre elas, os resultados obtidos mostram que 10% (26/272) dos 

pacientes atendidos no período foram reativos para C. burnetii (Tabela 5.2). 

Em relação à análise molecular, em nove pacientes foi detectado o genoma da 

proteobactéria representando, aproximadamente, 3.3% dos casos febris suspeitos de dengue 

que foram atendidos no hospital durante o período de estudo. O sequenciamento dos produtos 

de PCR procedentes das amostras biológicas foi realizado com análise das sequências 

genômicas obtidas, correlacionando-as com as sequências de C. burnetii previamente 

descritas. Os resultados da análise confirmaram a elevada similaridade entre as nove amostras 

(99-100%) e com as sequências de C. burnetii depositadas no GenBank (Tabela 5.3). 

Nenhuma amostra com anticorpos anti-C. burnetii foi PCR positiva para febre Q e somente 

um paciente com febre Q apresentou, concomitantemente, anticorpos anti-IgM por ensaio de 

captura (Panbio®) e NS1 (Plateleia- BIORAD®), indicando co-infeção com virus da dengue 

(Tabela 5.3). 

 

Tabela 5.2. Resultados sorológicos através de imunofluorescência indireta (IFI) e moleculares 

das amostras de soro e coágulo dos pacientes atendidos no Hospital Municipal 

Desembargador Leal Junior (HMDLJ) de 2013-2014.  

 IFI PCR 

Ano 
2013 

N
o
  reativos (total) 

2014 

N
o 
 reativos (total) 

2013 

N
o
 positivos (total) 

2014 

N
o
 positivos (total) 

Pacientes atendidos no HMDLJ 

soro 23(246) 3(26) 6*(246) - (26) 

coágulo ------ ------ 3**(233) - (13) 

IFI foi realizado no soro. 

*PCR realizada em soro;** PCR realizada em coágulo. 
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Com relação às manifestações clínicas mais comuns apresentadas, a tríade - febre, 

cefaleia e mialgia -, foi igualmente prevalente tanto nos casos da dengue quanto da febre Q. É 

pertinente observar que esta tríade também foi referida nos pacientes dengue-negativos 

(Tabela 5.1). 

 

Tabela 5.3. Distribuição das idades e manifestações clínicas de nove pacientes com 

diagnósticode febre Q - confirmados pela PCR, em Itaboraí e em áreas do entorno, Rio de 

Janeiro, Brasil (2013-2014). 

Paciente Idade/Gênero 

Data de coleta 

da amostra 

(mês/ano) 

Manifestações Clínicas ** 

Numero de 

acesso ao 

GenBank  

Paciente 1* 78/M Abril/13 F, DC, M, P, N/V, A  KP645185 

Paciente 2 15/F  Abril/13 F, DC, M, P, N/V, OM KP645186 

Paciente 3 28/F Maio/13 F, DC, M, R, N/V, OM KP645187 

Paciente 4 16/M Maio/13 F, DC, M, P, OM KR091975 

Paciente 5 13/F Setembro/13 F, RO, A, OM KP645188 

Paciente 6 8/M Setembro/13 F, P, OM KP645189 

Paciente 7 67/M Outubro/13 F, DC, M, P, N/V, RO, A KP645190 

Paciente 8 62/F Outubro/13 F, DC, M, N/V, RO, A, OM KP645191 

Paciente 9 25/F Novembro/13 F, DC, M, P, N/V, A KR091976 

*Paciente 1 teve confirmada a presença de dengue por anticorpos anti-IgM por ensaio de 

captura (Panbio®) e NS1 (Plateleia- BIORAD®), indicando co-infeção com virus da dengue. 

**Febre (F); Dor de cabeça (DC); Mialgia (M); Prostração (P); Nausea/Vômito (N/V); Dor 

Retro-orbital (RO); Artralgia (A); Outras manifestações clínicas (OM): Diarréia; Petequias; 

Rash; Dor Abdominal.  

 

Na figura 5.4 é apresentada a distribuição dos casos confirmados de febre Q. Além do 

município de Itaboraí, onde sete casos foram confirmados e o estudo foi realizado, os 

municípios vizinhos, São Gonçalo e Tanguá foram incluídos, considerando a procedência dos 

outros dois casos de febre Q. 
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Figura 5.4: Mapa demonstrando a localização dos casos de febre Q identificados em 2013 no 

município de Itaboraí e nos municípios limítrofes, assim como as distâncias entre os pontos 

mais próximos e os mais distantes do caso index confirmado em 2008. 

 

5.3. Estudo Seccional com Coleta de Amostra de Sangue de Familiares, de Animais 

Domésticos e de Artrópodes nas Áreas de Ocorrência de Casos de Febre Q  

 

O trabalho de campo no município de Itaboraí foi realizado, no contexto do Laboratório 

de Referência Nacional para Rickettsisoes, sempre com a presença do coordenador da 

vigilância epidemiológica para a realização das visitas domiciliares.  As áreas foram definidas 

de acordo com os casos dos pacientes e estes foram numerados na ordem de identificação.  As 

localidades dos casos 4 e 9 não puderam ser visitadas, pois se encontravam fora do município. 
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Em relação às áreas 2, 6 e 7, também não foram visitadas devido à ausência de 

informações das fichas epidemiológicas. Na área 1, o paciente não tinha animais e não foram 

encontrados artrópodes. No entanto, diante da presença de um cão sem raça definida errante 

que se encontrava a 1 km aproximadamente da residência do caso confirmado na área 1, 

ectoparasitas foram coletados deste animal, com a inclusão,  assim, de mais uma área,  

denominada área 10.  

As investigações foram conduzidas principalmente nas áreas que se encontravam a uma 

distância máxima de 12 km da área do caso index onde foi detectado o foco inicial. Como as 

áreas mais distantes apresentavam características perirurais, com presença de sítios e animais 

(Figura 5.5), foram selecionadas outras áreas do entorno das áreas onde ocorreram os casos 

positivos para coleta com distância adicional de 1 a 2 km das mesmas. As distâncias entre as 

áreas que foram selecionadas para esta etapa do estudo se encontram descritas na Tabela 5.4. 

 

Tabela 5.4: Distâncias em quilômetros entre as áreas onde foram realizadas as coletas de 

artrópodes, no município de Itaboraí/RJ no período de 2015. A numeração 

corresponde às áreas com casos de febre Q e as letras, significam a inclusão de áreas 

do entorno. 

 

 Área 
1 

Área 
2 

Área 
3 

Área 
5 

Área 
5A 

Área 
5B 

Área 
5C 

Área 
8 

Área 
10 

Área 
Indice 

Área 1 0.00 3.25 11.44 10.00 10.03 09.80 7.87 6.81 1.27 2.89 

Área 2 3.25 0.00 8.77 6.99 6.97 6.78 4.80 3.74 2.07 4.99 

Área 3 11.44 8.77 0.00 8.38 8.25 8.64 7.43 5.24 10.11 11.05 

Área 5 10.00 6.99 8.38 0.00 0.18 0.40 2.31 5.25 8.92 11.81 

Área 5A 10.03 6.97 8.25 0.18 0.00 0.45 2.19 5.14 8.92 11.70 

Área 5B 09.80 6.78 8.64 0.40 0.45 0.00 2.23 5.29 8.70 11.83 

Área 5C 7.87 4.80 7.43 2.31 2.19 2.23 0.00 3.24 6.75 9.56 

Área 8 6.81 3.74 5.24 5.25 5.14 5.29 3.24 0.00 5.49 7.56 

Área 10 1.27 2.07 10.11 8.92 8.92 8.70 6.75 5.49 0.00 3.24 

Área 
Indice 

2.89 4.99 11.05 11.81 11.70 11.83 9.56 7.56 3.24 0.00 

 



47 
 

 

Figura 5.5: Características dos ambientes onde foram feitas as coletas de artrópodes no 

município de Itaboraí para pesquisa de infecção por Coxiella burnetii, em 2015, A numeração 

das fotos corresponde às áreas, além de áreas em seu entorno, onde casos de febre Q foram 

confirmados.  
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Após a coleta de forma seccional em janeiro de 2015, outras coletas foram realizadas 

nos meses de maio, agosto e setembro do mesmo ano. Na figura 5.6.  é apresentada, em um 

mapa georreferenciado, a distribuição dos casos de febre Q,  no qual é possível verificar a 

densidade populacional assim como a distribuição da vegetação em relação às áreas incluídas 

no estudo..  

 

Figura 5.6: Mapa de georreferenciamento das áreas de coletas de artrópodes no município de 

Itaboraí/RJ, onde casos de febre Q foram confirmados durante o período de vigilância de 

febre Q nos casos suspeitos de dengue que foram atendidos no Hospital Municipal 

Desembargador Leal Júnior no período de 2013 e 2014 e as áreas do entorno.   

 

Na tabela 5.5 são apresentados os resultados da análise dos 283 artrópodes que foram 

coletados em áreas mais distantes do local de ocorrência dos casos de febre Q em 2008 e 

2013, além das localidades no entorno cuja distância considerada foi de, no máximo, 2 km do 

provável local do foco. 
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Tabela 5.5: Coleta de artrópodes nas áreas de residência dos casos confirmados de febre Q e 

em áreas no entorno, em 2015, no município de Itaboraí/Rio de Janeiro. 

JANEIRO – data de coleta 30/01/15 

Local Hospedeiro Identificação 
No de 

artrópodes 
Taxonomia 

PCR/ Nested 

Área 3 
Gebara 
Paciente 3 
positiva febre Q 

Canino Cão 1 
Pretinha 

18♀ R.sanguineus N 

13 ♂ R.sanguineus N 

Cão 2 
Kira 

16♀ R.sanguineus N 

8 ♂ R.sanguineus 50 P 

Cão 3 
Polêmico 

7 ♂   R.sanguineus 56 e 59  P 

4♀ R.sanguineus N 

Cão 4 
Xuxa 

20♀ R.sanguineus 79 e 83 P 

5 ♂ R.sanguineus 89 P 

Cão 5 
Preta mãe 

8♀ R.sanguineus N 

4 ♂  R.sanguineus N 

1 ninfa R.sanguineus N 

Ambiente Ambiente 3 ♀ R.sanguineus N 

Pesquisador Pesquisador 1 ninfa R.sanguineus N 

Área 5 
Cabuçu 
Paciente 5 
positiva febre Q 

Canino 
Cão 1 

4♀ R.sanguineus N 

3 ♂ R.sanguineus N 

Cão 2 
4♀  R.sanguineus N 

3 ninfas R.sanguineus N 

Área 5A 
Cabuçu (Entorno)  

Equino 
Equi 1 7♀ 

Dermacentor 
nitens 

N 

Área 5C 
Cabuçu 
Entorno Sitio 

Canino  Cão 1 13 ♂  R.sanguineus 133 P 

Cão 2 
2 pulgas 

Ctenocephalides 
canis N 

3 ninfas R.sanguineus N 

Equino 
Equi 2 

5♀ A. sculptum 154 P 

3 ♂ A. sculptum N 

Área 8 
 
Bela Vista 
Paciente positiva 
febre Q 

Canino 
Cão 1 

2♀ R.sanguineus N 

4 ♂ R.sanguineus N 

Cão 2 
2♀ R.sanguineus N 

1 ♂ R.sanguineus 
N 

Área 10 
Fazenda São 
Marcos  

Canino Cão 1 1 ninfa R.sanguineus N 

Área 11 
Engenho Velho 
entorno 

Canino 

Cão 1 
2♀ R.sanguineus N 

1 ♂ R.sanguineus N 

Cão 2 
8♀ R.sanguineus N 

4 ♂ R.sanguineus N 

Artrópodes Total 180  

P – positivo; N – negativo 

MARÇO – data de coleta 25/03/15 

Local Hospedeiro Identificação 
No de 

artrópodes 
Taxonomia 

PCR/ Nested 

Área 3 
 
Gebara 

Canino Cão  
Preta mãe  

7♀ R.sanguineus N 

6 ♂ R.sanguineus N 

Cão 21♀ R.sanguineus N 
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Paciente positiva 
febre Q 

Kira 10 ♂ R.sanguineus N 

Cão 5 
Pretinha 

4♀ R.sanguineus N 

2 ♂  R.sanguineus N 

Artrópodes Total 50  
P – positivo; N – negativo 

AGOSTO – data de coleta 10/08/15 

Local Hospedeiro Identificação 
No de 

artrópodes 
Taxonomia 

PCR/ Nested 

Área 3 
Gebara 
Paciente positiva 
febre Q 

Canino 
Cão  

Pôlemico  

1♀ R.sanguineus N 

1 ♂ 
R.sanguineus 

N 

Área 5 
Cabuçu 
Paciente positiva 
febre Q 

Canino 
Cão 

Rebeca 

1 ♂ R.sanguineus N 

1 ninfa 
R.sanguineus N 

Artrópodes Total 4  
P – positivo; N – negativo 

SETEMBRO – data de coleta 25/09/15 

Local Hospedeiro Identificação 
No de 

artrópode
s 

Taxonomia 
PCR/ Nested 

Área 3 
 
Gebara 
Paciente positiva 
febre Q 

Canino 

Cão xery 

10♀ R.sanguineus N 

16 ♂ R.sanguineus N 

6 ninfas R.sanguineus 414 P 

Cão Pôlemico 18 ninfas R.sanguineus N 

Artrópodes Total 49  

TOTAL DE CARRAPATOS 283 
P – positivo; N – negativo 

 

Nesta etapa do projeto, foram coletadas, além de carrapatos, amostras de sangue de 

contactantes, amostras de sangue, swab anal e vaginal dos animais das áreas de onde casos de 

febre Q foram confirmados. As amostras positivas foram sequenciadas.  Os resultados obtidos 

na análise das amostras dos contactantes e dos animais se encontram nas tabelas abaixo 

(Tabela 5.6 a 5.9). Os números de acesso do GenBank se encontram na tabela 5.10.  

 

Tabela 5.6: Resultados sorológicos obtidos pelo teste de imunofluorescência indireta (IFI) e 

moleculares (PCR) em amostras de sangue de contactantes dos casos de febre Q no 

município de Itaboraí, maio de 2015. 

Registro 
Data de 
Coleta 

Área Nome sexo Idade Material 
Sorologia IFI PCR 

COX  IgG PCR1 Nested 

LRP0041/15 25/03/15 3
 

Contactante 1 F 11a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0042/15 25/03/15 3
 

Contactante 1
 

F 11a coágulo --- --- --- 

LRP0043/15 25/03/15 3
 

Contactante 1
 

F 11a sangue EDTA --- N N 

LRP0044/15 25/03/15 3
 

Contactante 2 F 26a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0045/15 25/03/15 3
 

Contactante 2
 

F 26a coágulo --- --- --- 
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LRP0046/15 25/03/15 3
 

Contactante 2
 

F 26a sangue EDTA --- N N 

LRP0047/15 25/03/15 3
 

Contactante 3 M 55a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0048/15 25/03/15 3
 

Contactante 3
 

M 55a coágulo --- --- --- 

LRP0049/15 25/03/15 3
 

Contactante 3
 

M 55a sangue EDTA --- N N 

LRP0050/15 25/03/15 3
 

Contactante 4 F 47a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0051/15 25/03/15 3
 

Contactante 4
 

F 47a coágulo --- --- --- 

LRP0052/15 25/03/15 3
 

Contactante 4
 

F 47a sangue EDTA --- N N 

LRP0053/15 25/03/15 3
 

Contactante 5 M 59a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0054/15 25/03/15 3
 

Contactante 5
 

M 59a coágulo --- --- --- 

LRP0055/15 25/03/15 3
 

Contactante 5
 

M 59a sangue EDTA --- N N 

LRP0056/15 25/03/15 3
 

Contactante 6 F 34a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0057/15 25/03/15 3
 

Contactante 6
 

F 34a coágulo --- --- --- 

LRP0058/15 25/03/15 3
 

Contactante 6
 

F 34a sangue EDTA --- N N 

LRP0059/15 25/03/15 3
 

Contactante 7 M 32a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0060/15 25/03/15 3
 

Contactante 7
 

M 32a coágulo --- --- --- 

LRP0061/15 25/03/15 3
 

Contactante 7
 

M 32a sangue EDTA ---   
R – reativo; NR – não reativo; P – positivo; N – negativo; P/S – positivo e sequenciado. 

 

Tabela 5.7. Resultados sorológicos obtidos pelo teste de imunofluorescência indireta (IFI) e 

moleculares (PCR) em amostras de sangue de animais nas propriedades de 

ocorrência de casos de febre Q no município de Itaboraí, março de 2015. 

Registro 
Data de 
Coleta 

Área ANIMAL Material 
Sorologia IFA PCR 

COX  IgG PCR1 Nested 

LRP0062/15 25/03/15 3
 

Canino Kira soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0063/15 25/03/15 3
 

Canino Kira coágulo --- --- --- 

LRP0064/15 25/03/15 3
 

Canino Kira sangue EDTA --- N N 

LRP0065/15 25/03/15 3
 

Canino Kira swab vaginal --- N N 

LRP0066/15 25/03/15 3
 

Canino Kira swab anal --- N N 

LRP0067/15 25/03/15 3
 

Canino Pretinha soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0068/15 25/03/15 3
 

Canino Pretinha coágulo --- --- --- 

LRP0069/15 25/03/15 3
 

Canino Pretinha sangue EDTA --- N N 

LRP0070/15 25/03/15 3
 

Canino Pretinha swab vaginal --- N N 

LRP0071/15 25/03/15 3
 

Canino Pretinha swab anal --- N N 

LRP0072/15 25/03/15 3
 

Canino Polêmico soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0073/15 25/03/15 3
 

Canino Polêmico coágulo --- --- --- 

LRP0074/15 25/03/15 3
 

Canino Polêmico sangue EDTA --- P P/S 

LRP0075/15 25/03/15 3
 

Canino Polêmico swab anal --- N N 

LRP0076/15 25/03/15 3
 

Canino Xuxa sangue EDTA(plasma) NR < 1:64 N N 

LRP0077/15 25/03/15 3
 

Canino Preta mae sangue EDTA(plasma) NR < 1:64 N N 

LRP0078/15 25/03/15 3
 

Canino Preta mae swab vaginal --- N N 

LRP0079/15 25/03/15 3
 

Canino Preta mae swab anal --- N N 
R – reativo; NR – não reativo; P – positivo; N – negativo; P/S – positivo e sequenciado. 

 

Tabela 5.8: Resultados sorológicos obtidos pelo teste de imunofluorescência indireta (IFI) e 

moleculares (PCR) em amostras de sangue de casos de febre Q e de contactantes  

no município de Itaboraí, agosto de 2015. 

 

Registro 
Data de 
Coleta 

Área Nome sexo Idade Material 
Sorologia IFA PCR 

COX  IgG PCR1 Nested 

LRP0100/15 10/08/15 5
 

Contactante 1 F 39 soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0101/15 10/08/15
 

5
 

Contactante 1
 

F 39 coágulo --- --- --- 

LRP0102/15 10/08/15
 

5
 

Contactante 1
 

F 39 sg --- N N 
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EDTA 

LRP0103/15 10/08/15
 

5
 

Paciente 5 F 15 soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0104/15 10/08/15
 

5
 

Paciente 5
 

F 15 coágulo --- --- --- 

LRP0105/15 10/08/15
 

5
 

Paciente 5
 

F 15 
sg 

EDTA 
--- N N 

LRP0106/15 10/08/15
 

5
 

Contactante 2
 

F 16 soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0107/15 10/08/15
 

5
 

Contactante 2
 

F 16 coágulo --- --- --- 

LRP0108/15 10/08/15
 

5
 

Contactante 2
 

F 16 
sg 

EDTA 
--- N N 

LRP0122/15 17/08/15
 

3
 

Paciente 3 F 31a soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0123/15 17/08/15
 

3
 

Paciente 3
 

F 31a coágulo --- --- --- 

LRP0124/15 17/08/15
 

3
 

Paciente 3
 

F 31a 
sangue 
EDTA 

--- N N 

R – reativo; NR – não reativo; P – positivo; N – negativo; P/S – positivo e sequenciado. 
 
 

Tabela 5.9: Resultados sorológicos obtidos pelo teste de imunofluorescência indireta (IFI) e 

moleculares (PCR) em amostras de sangue de animais das propriedades de 

ocorrência de casos de febre Q no município de Itaboraí,em agosto e setembro de 

2015. 

Registro 
Data de 
Coleta 

Área ANIMAL Material 
Sorologia IFA PCR 

COX  IgG PCR1 Nested 

LRP0109/15 10/08/15
 

5
 

canino Rebeca soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0110/15 10/08/15
 

5
 

canino Rebeca coágulo --- --- --- 

LRP0111/15 10/08/15
 

5
 

canino Rebeca sg EDTA --- N N 

LRP0112/15 10/08/15
 

5
 

canino Rebeca Swab vaginal --- N N 

LRP0113/15 10/08/15
 

5
 

canino Rebeca swab anal --- N N 

LRP0114/15 10/08/15
 

5
 

Canino Spike soro NR < 1:64 N N 

LRP0115/15 10/08/15
 

5
 

Canino Spike coágulo --- --- --- 

LRP0116/15 10/08/15
 

5
 

Canino Spike sab anal --- N N 

LRP0117/15 10/08/15
 

3
 

Canina Xuxa soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0118/15 10/08/15
 

3
 

Canina Xuxa coágulo --- --- --- 

LRP0119/15 10/08/15
 

3
 

Canina Xuxa sg EDTA --- N N 

LRP0120/15 10/08/15
 

3
 

Canina Xuxa Swab vaginal --- N N 

LRP0121/15 10/08/15
 

3
 

Canina Xuxa swab anal --- N N 

LRP0125/15 25/09/15 3
 

Canino Xery soro NR < 1:64 --- --- 

LRP0126/15 25/09/15
 

3
 

Canino Xery coágulo ---
 

---
 

---
 

LRP0127/15 25/09/15
 

3
 

Canino Xery sangue EDTA --- N N 

LRP0128/15 25/09/15
 

3
 

Canino Xery plasma --- --- --- 

LRP0129/15 25/09/15
 

3
 

Canino Xery swab vaginal --- N
 

N
 

LRP0130/15 25/09/15
 

3
 

Canino Xery swab anal --- N
 

N
 

LRP0131/15 25/09/15
 

3
 

Canino Polêmico soro R=128 --- --- 

LRP0132/15 25/09/15
 

3
 

Canino Polêmico coágulo ---
 

---
 

---
 

LRP0133/15 25/09/15
 

3
 

Canino Polêmico sangue EDTA --- N N 

LRP0134/15 25/09/15
 

3
 

Canino Polêmico plasma --- --- --- 

LRP0135/15 25/09/15
 

3
 

Canino Polêmico swab anal --- N
 

N
 

LRP0136/15 25/09/15
 

3
 

Canino Peterson soro R=64 --- --- 

LRP0137/15 25/09/15
 

3
 

Canino Peterson coágulo ---
 

---
 

---
 

LRP0138/15 25/09/15
 

3
 

Canino Peterson sangue EDTA --- N N 

LRP0139/15 25/09/15
 

3
 

Canino Peterson plasma --- --- --- 

LRP0140/15 25/09/15
 

3
 

Canino Peterson swab anal --- N
 

N
 

R – reativo; NR – não reativo; P – positivo; N – negativo; P/S – positivo e sequenciado. 
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Tabela 5.10: Amostras PCR positivas para Coxiella burnetii e as sequenciadas com os 

respectivos números de acesso ao GenBank, procedentes de animais e dos 

respectivos artrópodes do município de Itaboraí/RJ   

Numero de 
registro 

Área 
Animal/ 

taxonomia 
carrapato 

Hospedeiro 
Data de 
coleta 

Gênero Material 
Numero de 
acesso ao 
GenBank  

C50 3 R.sanguineus Cão Kira 30/01/15 ♂ carrapato NS 

C56 3 R.sanguineus Cão Polêmico 30/01/15 ♂ carrapato NS 

C59 3 R.sanguineus Cão Polêmico 30/01/15 ♂ carrapato KT867378 

C79 3 R.sanguineus Cão 4 Xuxa 30/01/15 ♀ carrapato NS 

C83 3 R.sanguineus Cão 4 Xuxa 30/01/15 ♀ carrapato NS 

C89 3 R.sanguineus Cão 4 Xuxa 30/01/15 
♂ carrapato NS 

C133 5C R.sanguineus Cão 1 30/01/15 
♂ carrapato NS 

C154 5C A. sculptum Equino 2 30/01/15 
♀ carrapato KT970067 

C414 3 R.sanguineus Cão Xery 25/09/15 ninfa carrapato KU058956 

LRP0074/15 3 Cão polêmico ---- 25/03/15 ♂ sang. EDTA KT867377 

NS: Positiva, mas não sequenciada. 

 

As amostras positivas de carrapatos foram submetidas subsequentemente à detecção de 

outro gene que codifica uma proteína da membrana externa de 27 kDa da C. burnetii, 

comprovando que  os resultados eram positivos para C. burnetii (Figura 5.7). 

 

5.4. População de Animais Domésticos 

 Nesta etapa do projeto, realizado na propriedade do caso índex ocorrido em 2008, os 

resultados sorológicos da primeira coleta, realizada em 2011, mostraram que três dos seis 

felinos e um dos três cães tinham anticorpos anti-C. burnetii. Todas as nove ovelhas foram 

não reativas.  

Em relação ao estudo realizado em 2012, dois dos seis ovinos submetidos a nova coleta 

foram reativos e nenhum dos sete filhotes de gatos apresentou anticorpos anti-C. burnetii. 

Quanto aos resultados da análise molecular, foi possível recuperar o genoma da proteobactéria 

em um swab anal de um filhote de gato e em uma amostra de tecido do úbere da ovelha 

reativa que apresentou um aborto na ocasião (Tabela 5.11) (Figura 5.8.). Dos artrópodes, 

nenhuma dos 21 pulgas coletadas dos filhotes felinos apresentou o genoma da proteobactéria. 
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Figura 5.7: Gel de eletroforese de resultado da Nested PCR de gene que codifica uma proteína da 

membrana externa de 27 kDa da C. burnetii com1 para DNA de artrópodes positivos. Linhas: 1 - 

DNA de carrapato 50; 2 - DNA de carrapato 56; 3 - DNA de carrapato 59; 4 - 100 bp DNA 

ladder; 5 - controle positivo; 6 - controle negativo da PCR1; 7 -  controle negativo da PCR2.  

 

A sequência obtida do swab anal do felino foi depositada no GenBank (GenBank No. 

KC854155) como também a do tecido do úbere da ovelha (GenBank No. KC854154) 

exibindo alta similaridade (99%) com outras sequências de C. burnetii no GenBank.  

 

Tabela 5.11. Resultados obtidos pelos testes de imunofluorescência indireta (IFI) e 

moleculares (PCR) dos animais domésticos, na área do caso index de febre Q, no município 

de Itaboraí/RJ, em 2011 e 2012. 

 IFA* PCR No de acesso 

GenBank 

 2011 
No de reativos 

(total) 

2012  
No de reativos 

(total) 

2011  
No de positivos 

(total) 

2012  
No de positivos 

(total) 

 

Ovelhas 0(9) 2(6) 0(9)** 1****(6)** KC854154 

Felinos adultos 3(6) ----- 0(6)** -----  

Cães 1(13) ----- ----- -----  

Felinos filhotes ----- 0(7) ----- 1***(7)** KC854155 

Pulgas ----- ----- ----- 0(21)  

* IFI realizado no soro **PCR realizada em soro ou coágulo; ***PCR realizada em 

swabs,**** PCR realizada em tecido. 
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Figura 5.8: Coleta de amostras de ovelha e gato positivos na propriedade de ocorrência do 

caso índex de febre Q: A - coleta de sangue de ovelha PCR positiva; B - coleta de swab anal 

de felino PCR positivo; C - coleta de pulgas; D - coleta de sangue de felino; E, gatil feito 

pelos proprietários depois de serem informados sobre os riscos de infecção de animais 

errantes. 
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5.5. População de Animais Silvestres 

 

Em três expedições realizadas entre outubro de 2011 a setembro de 2012, nas três áreas 

do município de Itaboraí (Figura 4.2), foram capturados 59 pequenos mamíferos não 

voadores, animais de pequeno porte com até 5 kg (Rodentia e Didelphimorphia), com 

predomínio dos marsupiais (48 Didelphimorpha) e 11 pequenos roedores (Rodentia) (Tabela 

5.12). Todos os animais foram testados para PCR, utilizando fragmento de tecido do baço e 

todas as amostras resultaram negativas.  

Tabela 5.12. Pequenos mamíferos capturados no Município de Itaboraí, Rio de Janeiro, em 

três expedições realizadas entre outubro de 2011 a setembro de 2012. 

Expedição* Localidade** Espécies (n)   Fêmea Macho 

I* 

 

Área 1  Didelphis aurita (3) 2 (1 **) 1 (1**) 

Área 2 Philander frenatus (4) 

Micoureus paraguayanus (2) 

- 

1 

4 

1 

Área 3 Philander frenatus (2) 

Akodon cursor (4) 

Oligoryzomys nigripes (1) 

Didelphis aurita (1) 

- 

2 

1 

1 

2 

2 

- 

- 

II* Área 1 Didelphis aurita (4) 4 - 

Área 2 Philander frenatus (10) 

Micoureus paraguayanus (3) 

2 

1 

8 (4*) 

2 

Área 3 Philander frenatus (2) 

Akodon cursor (1) 

2 (1 *) 

1 

- 

- 

III* Área 1  Didelphis aurita (1) 1 - 

Área 2 Akodon cursor (1) 

Micoureus paraguayanus (5) 

Philander frenatus (5) 

1 

2 

3 

- 

3 

2 

Área 3 Akodon cursor (4) 

Micoureus paraguayanus (2) 

Philander frenatus (4) 

Nectomys squamipes (1) 

2 

1 

3 

- 

2 

1 

1 

1 

* Expedição I de 10 a 14 de outubro de 2011; Expedição II,de 28 de maio a 01 de junho de 

2012 e Expedição III, ,de 10 a 14 de setembro de 2012 

 **Número de animais jovens 

 

5.6. Atividades Realizadas em Resposta aos Resultados Obtidos 

 

5.6.1. Tratamento e Medidas de Prevenção 

      Além de orientação quanto ao tratamento dos casos de febre Q, com a identificação de carrapato 

positivo em um cão com coxielose apresentando manifestação clínica foi instituída a 

antibioticoterapia neste animal com doxiciclina (100mg) BID por 15 dias na dosagem de 10mg/kg. 

Concomitantemente com a identificação de uma fêmea canina prenha do animal confirmadamente 
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infectado por C. burnetii, considerando que este agente pode ser transmitido pelo sêmen, amostras 

de sangue, swab vaginal e anal foram coletadas para prevenção de um possível aborto e 

manutenção da bactéria no ambiente. Os resultados das amostras da fêmea foram negativos e ela 

teve a ninhada sem problemas. 

 

5.6.2. Material de Apoio tanto Epidemiológico como de Informação Epidemiológica 

Diante do contexto, foi elaborada uma ficha epidemiológica com o objetivo de auxiliar 

na vigilância realizada pelo profissional de saúde ao seu paciente no município de Itaboraí, 

considerando o diagnóstico diferencial da febre Q com outras doenças febris geralmente de maior 

frequência como a dengue (ANEXO 3).  

Em adição, foi elaborado também um folder para auxiliar na divulgação e educação 

principalmente durante as visitas domiciliares e trabalho de campo. O material com informações 

sucintas mais importantes para o conhecimento tanto da doença como seu ciclo além das orientações 

básicas de como se proteger foram disponibilizadas assim como os telefones de contato para 

aconselhamento futuro, caso necessário (ANEXO 4). 
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6. DISCUSSÃO 

Neste estudo pioneiro foi possível obter informações de grande importância tanto para a 

saúde pública quanto para a saúde animal, considerando a complexidade do ciclo desta 

zoonose cuja similaridade clínica com diversas doenças, em especial, influenza e dengue, 

associada com o desconhecimento por parte dos profissionais de saúde e da escassez de 

insumos para o seu diagnóstico permitem classificar a febre Q como doença negligenciada no 

território brasileiro. 

De uma forma geral, a pesquisa teve como objetivo identificar a presença de febre Q e 

coxielose, nas amostras humanas e nas amostras dos animais vertebrados e seus ectoparasitas 

no município de Itaboraí, onde o primeiro caso de febre Q confirmado, por métodos 

moleculares, foi identificado no Brasil. Contando com a colaboração de profissionais para o 

estudo taxonômico dos animais vertebrados e dos ectoparasitas, a presente pesquisa fornece 

informações inéditas que serão apresentadas por tópicos, visando maior compreensão do 

leitor. Dados parciais, especialmente os relativos à vigilância de febre Q em amostras de casos 

suspeitos de dengue, também se encontram em artigo intitulado “Molecular identification of 

Q fever in Patients with a Suspected Diagnosis of Dengue in Brazil in 2013-2014” 

recentemente aceito para publicação, na revista American Journal Tropical Medicine 

Hygiene.  

 

6.1. FEBRE Q E O DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL COM DENGUE 

Embora a infecção por C. burnetii em seres humanos seja geralmente assintomática ou 

possa se manifestar como uma doença leve com recuperação espontânea, casos clínicos 

semelhantes aos da gripe caracterizada por um início súbito, febre alta, chegando a 40 °C, 

cefaleia intensa, perda de peso, mialgia e tosse, além de hepatite, em alguns casos com 

complicações graves e até morte podem ocorrer (Angelakis & Raoult, 2010). Além do quadro 

infeccioso agudo podem ser observados também casos de infecção crônica com desfecho 

fatal, especialmente em pacientes com meningoencefalite ou miocardite e, mais 

frequentemente, em pacientes cronicamente infectados com endocardite. Pacientes com risco 

de febre Q crônica incluem pessoas com anormalidades cardiovasculares e, em menor 

frequência, em imunocomprometidos e gestantes (Maurin, Raoult, 1999; Arricau-Bouvery, 

Rodolakis, 2005).  

Este estudo teve como objetivo principal fazer vigilância de casos febris agudos 

causados por C. burnetii que pudessem estar sendo confundidos com dengue, considerando 

não somente a ocorrência de surto desta arbovirose durante o período de estudo, mas também 
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a informação de que os animais da propriedade do caso índex de febre Q tinham sido 

vendidos e transferidos aleatoriamente para outras regiões do município de Itaboraí. 

No Brasil, aproximadamente 2 milhões e 587,800  casos de dengue foram registrados em 

2013 e em 2014, respectivamente. Uma das áreas mais afetadas foi a do estado do Rio de 

Janeiro, onde foram registrados mais de 220.000 casos de dengue durante este período, 

resultante do vírus da dengue (DENV 1) (Secretaria de Vigilância em Saúde − Ministério da 

Saúde - Brasil. 2014.).  

No município de Itaboraí, onde foi realizada a vigilância, 5.881 e 376 casos de dengue 

foram registrados em 2013 e 2014 respectivamente. O número relativamente baixo de casos 

de dengue registrados em 2014 explica o número pequeno de casos incluídos no ano de 2014.  

 Quanto à análise laboratorial, somente pacientes cujas amostras de sangue foram PCR-

positivas, tiveram diagnóstico definitivo de febre Q devido à impossibilidade de se realizar o 

diagnóstico sorológico confirmatório baseado na seroconversão com duas amostras coletadas, 

uma na fase inicial e outra, na fase de convalescência (Angelakis & Raoult, 2010). Assim, 

embora o teste sorológico seja a abordagem mais frequentemente utilizada para confirmar 

febre Q, como as análises laboratoriais dos casos suspeitos de dengue rotineiramente ocorrem 

nos primeiros cinco dias de doença, não foi possível obter uma segunda amostra de sangue 

(Martins et al, 2014).  

Neste contexto, considerando que o teste sorológico como instrumento diagnóstico da 

febre Q não seria viável, os pacientes atendidos no hospital foram submetidos a um inquérito 

sorológico visando à detecção de anticorpos anti-C. burnetii da classe IgG. A análise 

demonstrou que 26 (10%) dos pacientes foram reativos para C. burnetii.  Estudos realizados 

na Croácia com pacientes febris mostrou uma prevalência de 27,5% para C. burnetii  (Vilibic-

Cavlek et al, 2012). Resultados similares foram encontrados na França, onde um total de 

179.794 amostras de sangue de pacientes com suspeita de febre Q foram testadas, entre o 

período de janeiro de 1985 a dezembro de 2009, e 39.472 (30%) apresentaram anticorpos 

anti-C.burnetii em uma triagem com titulação de 100. No entanto, é preciso considerar que o 

diagnóstico da forma aguda em 732 pacientes foi com base em uma titulação maior do que 

200 (IgG antígeno fase II) e  na forma crônica, em 1675 pacientes, com título de anticorpos da 

classe IgG anti-C. burnetii fase I maior que 800.  Justifica-se este ponto de corte mais elevado 

por ser a França um país com áreas sabidamente endêmicas para febre Q (Frankel et al, 2011). 

Estudos realizados nos EUA, Turquia, Tailandia, Espanha, Grecia mostraram 

respectivamente 3,1%, 7,8%, 4,2%, 15,3%, 7,5% de prevalência na população geral 

(Anderson et al, 2009; Cetinkaya et al, 2000; Ko et al, 2000; Cardeñosa et al, 2006; Pape et 

al., 2009). No Brasil, um estudo desenvolvido em indivíduos HIV-sororreativos, no município 
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do Rio de Janeiro, os autores identificaram presença de anticorpos anti-C. burnetii em 3,2%  e 

somente um participante do estudo revelava história de contato com material de parto de 

animais (Lamas et al., 2009). 

 Quanto aos resultados obtidos pela análise molecular, foi possível confirmar nove 

(3,3%) casos de febre Q. Embora com base na análise sorológica, resultados semelhantes 

foram obtidos em estudos, conduzidos na Tanzânia, onde 5% dos patientes hospitalizados 

apresentaram anticorpos séricos contra C. burnetii (Prabhu et al., 2011). Na Georgia, num 

estudo sobre diagnóstico diferencial em casos febris, 2% dos casos foram confirmados 

sorologicamente como febre Q (Kuchuloria et al, 2015). Poucos estudos de vigilância febril 

aguda de desenho prospectivo com base em análise molecular têm sido realizados (Vincent et 

al., 2015; Alonso et al., 2015). Recentemente, no Brasil, foi publicado uma série de casos de 

endocardite hemocultura-negativa cuja análise molecular e imunohistoquímica confirmaram 

quatro casos de febre Q (Siciliano et al 2015) reforçando a necessidade de inclusão da febre Q 

no diagnóstico diferencial de doenças infecciosas febris, não somente aguda como a dengue e 

as pneumonias, mas também nas doenças subagudas e crônicas. 

Dos 272 pacientes avaliados, 61,3% foram confirmados infectados com o vírus da 

dengue. A faixa etária mais comum com a infecção foi a de 31-40 anos de idade. Febre, dor 

de cabeça, prostração, petéquias e dor retro-orbital foram frequentemente observadas em 

pacientes com infecção por dengue, consistente com estudos anteriores (Daumas et al, 2013; 

Martins et al, 2014).  

Sete dos nove pacientes com febre Q tiveram febre e cefaléia, manifestações mais 

comuns tanto nos casos de dengue quanto nos da febre Q (Anderson et al, 2013). A mialgia 

apareceu comum tanto nos casos de dengue, como de febre Q e de dengue negativos.  Assim, 

considerando que as manifestações clínicas destas doenças infecciosas possam ser 

semelhantes, o diagnóstico clínico preciso se torna difícil, sem a confirmação laboratorial, 

especialmente durante a epidemia de dengue, fato que pode confundir muito o profissional de 

saúde que não conheça e não inclua a febre Q no diagnóstico diferencial.     

Evidência de coinfecção entre o vírus da dengue e C. burnetii foi observado em apenas 

um dos 272 pacientes. Este resultado é inédito, nunca descrito na literatura, embora exista 

relato de infecção concomitante de microorganismos típicos (Streptococcus e Entercoccus) 

com C. burnetii em pacientes com endocardite infecciosa (Rovery et al, 2009), assim como  

evidência sorológica de co-infecção de C. burnetii  com agentes transmitidos por carrapatos, 

como Rickettsia conorii, Rickettsia slovaca e Francisella tularensis (Rolain et al, 2005).  É 

possível que, durante epidemias de dengue, considerando o grande número de pessoas 

potencialmente expostas ao risco de infecção por C.burnetii, que esta coinfecção possa ser 
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muito maior do que o esperado em especial em áreas onde a presença de C. burnetii já tenha 

sido confirmada.  

Considerando as informações disponíveis na literatura, é pertinente considerar a 

capacidade de dispersão dos aerossóis de C. burnetii que podem chegar a uma distância de 2 

km a partir do foco (Nusinovici et al., 2015), fato que reforça os resultados obtidos neste 

estudo, no qual a maioria dos casos de febre Q ocorreu dentro de uma distância entre 2 a 5 km 

em relação à propriedade do caso índex relatado em 2008 (Lemos et al., 2011). 

Por fim, estes resultados ilustram também a grande dificuldade de abordagem de 

pacientes em uma área endêmcia de dengue ou de qualquer outra doença infecciosa febril com 

sinais e sintomas inespecíficos e semelhanes aos da febre Q. Os nove pacientes foram 

atendidos no hospital como dengue e, embora a ocorrência de febre Q tenha sido previamente 

alertada no município, os profissionais médicos não consideraram esta zoonose no 

diagnóstico diferencial, confirmando o conceito de febre Q como doença negligenciada e 

reforçando a necessidade de sensibilização dos profissionais de saúde sobre a sua ocorrência 

não somente no estado do Rio de Janeiro, mas em todo território brasileiro.  

 

6.2. ESTUDO NAS ÁREAS DE OCORRÊNCIA DE CASOS DE FEBRE Q 

 Neste estudo foram analisadas amostras de soro de dois dos nove casos confirmados de 

febre Q, dois anos depois, e o resultado foi compatível com a cinética de anticorpos observada 

na febre Q aguda autolimitada, na ausência de reexposição, considerando que a persistência 

de anticorpos anti-C. burnetii, em elevados títulos, que pode ocorrer em 1 a 5% dos casos, 

aponta para a possibilidade de febre Q crônica (Maurin e Raoult, 1999).   

Segundo Fournier e colaboradores, em uma extensa revisão sobre febre Q publicada em 

1998, os maiores títulos de anticorpos anti-C. burnetii, utilizando o teste de 

imunofluorescência, são detectados na quarta a oitava semana do início do quadro clínico na 

febre Q aguda, com queda gradativa, na ausência de reexposição, no prazo de 12 meses 

(Fournier et al 1998).  

Embora não tivessem discutido a presença ou não de exposição frequente, Dupuis e 

colaboradores acompanharam 191 pacientes com febre Q e observaram que, um ano após o 

início da doença, os títulos variaram de 20 a 640 (Dupuis et al., 1985). É pertinente registrar 

que o título de corte utilizado no presente estudo foi considerado a partir da diluição de 1:64 e 

que os pacientes, dois anos depois do início da doença, não apresentavam qualquer 

manifestação clínica.  

Os fatores que justiquem a falta ou a detecção continuada de anticorpos anti-C. burnetii 

(título > 64) ainda não muito claros, mas a exposição continuada e os fatores relacionados ao 
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hospedeiro precisam ser considerados. Marmion e colaboradores sugerem que a persistência 

de anticorpos poderia também ser decorrente da manutenção de organismos na medula óssea 

(Marmion et al., 2005).   

Embora o enfoque tenha sido o risco de se desenvolver a forma crônica, um estudo com 

pacientes com febre Q aguda com alto risco de desenvolvimento da forma crônica foi 

realizado, durante o surto de febre Q na Holanda, e níveis de anticorpos foram identificados 

por 4 anos, após a infecção aguda. Possívelmente esta persistência de anticorpos séricos seja 

decorrente de reexposição continuada (Jajou et al., 2014). 

Em adição, considerando a análise sorológica utilizando a técnica ELISA, Waag e 

colaboradores (1995) conseguiram detectar anticorpos específicos por mais de 5 anos após o 

episódio agudo. No entanto, é preciso considerar que, embora muitas técnicas sorológicas 

venham sendo utilizadas, a imunofluorescência indireta é o método de referência por sua 

sensibilidade e especificidade.  Em outra publicação, também na década de 1990, os autores 

tentaram correlacionar a evolução da febre Q aguda com a razão IgG/IgM, mas os resultados 

foram imprecisos para serem considerados (Guigno et al, 1992).  

Mais recentemente, Wielders e colaboradores (2012), em um estudo conduzido na 

Holanda, identificaram casos de febre Q aguda cujos anticorpos IgG de fase I foram 

produzidos apenas por um curto período de tempo e, portanto, não foram detectados nas 3, 6 e 

12 meses de segmento. Em adição, neste mesmo estudo, em dois destes pacientes com febre 

Q aguda PCR-comprovada, foi possível identificar a ausência de anticorpos IgG de fase I 

durante todo acompanhamento ambulatorial. 

Neste cenário, considerando também que nenhum contactante apresentou evidência 

sorológica de infecção por C. burnetii, fica clara a necessidade do desenvolvimento de 

estudos de soroprevalência assim como pesquisas sobre a cinética de anticorpos dos casos 

confirmados, com adequada interpretação devido à possibilidade de reexposição.  

Com relação à investigação de artrópodes nas áreas onde pacientes com febre Q foram 

confirmados, foi possível identificar outros focos de infecção no município.  Os resultados 

obtidos da análise dos 283 artrópodes, coletados nas áreas mais distantes do foco inicial, 

permitem sugerir a existência de novos focos, não podendo, no entanto, descartar a 

possibilidade da propagação do foco inicial para outras localidades, considerando que cabras 

positivas da propriedade do caso index foram vendidas e transferidas para outras áreas do 

município.  Infelizmente, apesar de todos os esforços, tanto da equipe do Laboratório de 

Hantaviroses e Rickettsioses quanto da Secretaria Municipal de Saúde de Itaboraí, não foi 

possível rastrear e recuperar os animais assim como as áreas para as quais estes animais foram 

vendidos. É preciso registrar que cabras da raça Saanen (aptidão leiteira), similares às que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC104936/#B191


63 
 

existiam na propriedade do caso index, circulavam livremente nas ruas da área 3. Como as 

cabras infectadas, foram posteriormente vendidas, a hipótese de que novos focos tenham sido 

estabelecidos a partir destes animais não pode ser descartada.    

Ainda na área 3, a detecção de um cão PCR-positivo e não reativo que, três meses depois 

soroconverteu, reforça a hipótese acima que associada com identificação de carrapatos PCR 

positivos que também foram coletados no mesmo cão, servem mais uma vez de alerta para o 

papel destes ectoparasitas na manutenção da infecção nos animais.  

Não obstante a presença de carrapatos infectados perpetuando o ciclo do agente, a 

possibilidade de excreção de C. burnetii no ambiente, podendo contaminar seres humanos, é 

outra possibilidade de manutenção bacteriana no ambiente que não deve ser desconsiderada. É 

imprescindível comentar que, embora carrapatos infectados com C. burnetii já tenham sido 

identificados em vários trabalhos no exterior (Kumsa et al, 2015; Cooper et al, 2013; Sprong 

et al, 2012; Toledo et al, 2009), este o primeiro relato da  presença de C. burnetii em artrópodes 

no Brasil.  

Na propriedade de um dos pacientes com febre Q, identificados em 2013, a partir da 

identificação de carrapato positivo coletado em um cão PCR positivo que soroconverteu, foi 

instituída antibioticoterapia neste animal com doxiciclina na dosagem de 10mg/kg durante 15 

dias. Diante da informação de que uma fêmea estava prenhe do canino positivo e levando em 

consideração também que C. burnetii pode ser transmitida pelo sêmen, amostras de sangue, 

além de swab anal e vaginal foram coletadas e os resultados dos testes não identificaram infecção 

e o animal teve seus filhotes sem problemas.  

  

6.3. POPULAÇÃO DE ANIMAIS DOMÉSTICOS 

Nesta etapa do estudo, realizada na propriedade do caso de febre Q confirmado em 2008 

(Lemos et al 2011), foi possível detectar o DNA de C. burnetii em animais domésticos, 

confirmando  uma das características mais relevantes deste microorganismo, que é a sua 

capacidade de persistência no meio ambiente com a manutenção de sua capacidade infectante 

(Maurin, Raoult, 1999; Angelakis & Raoult, 2010; Kersh et al, 2013). Neste estudo a 

capacidade de persistência bacteriana no ambiente foi comprovada a partir da detecção do 

genoma parcial da C. burnetii não somente nas ovelhas introduzidas no local, mas também em 

um felino de companhia dos proprietários. 

Embora a infecção por C. burnetii não tenha sido identificada em nenhuma pulga 

coletada dos felinos da propriedade do paciente, faz-se necessário verificar a participação de 

outros invertebrados no complexo ciclo da vida desta bactéria, que utiliza diversas estratégias 

de sobrevivência no meio externo. O agente da febre Q tem a capacidade de ser excretado no 
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leite, nas fezes, de se encontrar em grande concentração nas placentas ou em outros materiais 

biológicos e de se perpetuar no ambiente com a participação de diversas espécies de 

vertebrados e de artrópodes, especialmente, dos carrapatos (Angelakis & Raoult, 2010). 

Com a resolução das autoridades de, finalmente, tornar a febre Q uma doença de 

notificação obrigatória no Brasil desde 2014, os resultados obtidos neste estudo inédito 

poderão auxiliar a vigilância do sistema de saúde local e quiçá no Brasil, onde escassas 

informações sobre esta zoonose se encontram disponíveis. Com o recente desmatamento e 

ocupação de vastas áreas do município de Itaboraí para a implantação do Complexo 

Petroquímico da Petrobrás associados com a migração de população de diferentes regiões do 

Brasil, a necessidade de dar continuidade ao desenvolvimento desse estudo precisa ser 

enfatizada. 

 

6.4. POPULAÇÃO DE ANIMAIS SILVESTRES  

Diante da hipótese de que a infecção por C. burnetii estivesse sendo mantida no 

ambiente com a participação também de animais silvestres, foi realizado um estudo no qual, 

apesar do pequeno número de animais analisados, os resultados obtidos demonstram que, pelo 

menos até a data da coleta, não há evidência de circulação do agente da febre Q em animais 

silvestres na região de estudo.  

Existem poucos estudos sobre animais silvestres e infecção por C. burnetii, embora estes 

animais tenham um papel importante como reservatórios para animais de produção 

(Angelakis & Raoult, 2010). Neste contexto, roedores silvestres de pequeno porte têm sido 

considerados importantes reservatórios de C. burnetii, podendo estar implicados na 

transmissão de C. burnetii a animais, mas não ao homem (Raoult & Marrie, 1995, Angelakis 

& Raoult, 2010).  

Neste estudo, diante da ausência de animais silvestres infectados com C. burnetii, em 

associação com a informação de cães, ovelhas e cabras comprovadamente infectados, tanto 

por técnica sorológica quanto molecular, é possível especular que a presença da bactéria na 

propriedade foi consequente à introdução do lote de cabras comprado pelo proprietário.  A 

partir desta observação, considerando, assim, que a bactéria foi introduzida, faz-se necessário 

obter mais informações para que se possa rastrear a procedência, visando não apenas às 

medidas de prevenção no contexto da saúde pública, mas também em relação à saúde animal, 

já que, não raramente, casos de abortos repetidos em animais ruminantes são frequentemente 

diagnosticados, apenas com base clínica, como brucelose. Apesar de todos os esforços da 

equipe, com apoio da secretaria municipal de saúde de Itaboraí, não foi possível identificar o 
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destino dos animais, pois no momento da investigação a febre Q não se encontrava na lista 

das doenças de notificação compulsória.  

 

6.5. A IMPLANTAÇÃO DA NESTED PCR  

Por fim, alguns comentários são apresentados sobre o processo de implantação da 

Nested PCR, considerando que algumas amostras só foram positivas e sequenciadas com esta 

variante da PCR.  

A PCR tem sido amplamente utilizada para o diagnóstico de doenças infecciosas, 

incluindo as causadas por C. burnetti. Sabe-se que o hemi-Nested e o Nested PCR, que 

utilizam iniciadores internos, aumentam a sensibilidade e conduz, pelo menos, a um aumento 

de 10.000 vezes o número de produto de PCR. Com a expectativa de se obter um teste 

diagnóstico mais robusto, reduzindo a possibilidade de resultado falso negativo, todas as 

amostras foram testadas com iniciadores internos, independentemente do primeiro resultado 

da PCR ter sido negativo. Estudos têm demonstrado que os resultados falsos negativos, depois 

da primeira PCR, podem ocorrer devido a um número muito pequeno de cópias presentes na 

amostra (Watzinger et al., 2006; Klein, 2002). Assim, uma Nested PCR foi desenvolvida pela 

equipe do LHR, utilizando novos primers internos, referentes aos primers Trans-PCR (Berri 

et al., 2000, Willems et al.,1994; Houver et al., 1992), processo que aumentou a sensibilidade 

em 10x gerando uma sequência parcial com excelente tamanho de 440bp.  

Embora várias técnicas de PCR em tempo real sejam comprovadamente sensíveis para o 

diagnóstico imediato e esta técnica vem cada vez mais sendo utilizada (Angelakis & Raoult, 

2010; Klee et al., 2006), este estudo teve como objetivo encontrar uma alternativa para PCR 

convencional, visando à detecção de C. burnetii não somente em amostras de soro, conforme 

proposta de  Chen et al (2014), mas também em amostras de leite, swabs e tecidos. Desta 

forma, diante dos resultados obtidos, considerando além do tamanho de 440bp, a 

possibilidade de amplificar e sequenciar segmentos parciais que certamente não se alinham 

com outros microorganismos, fez deste par de primers uma ótima alternativa para o qPCR. 

Em nossos experimentos, foi possível a amplificação do genoma bacteriano em diferentes 

amostras, procedentes de variados hospedeiros em diversos materiais biológicos.  

Considerando que atualmente o padrão ouro para definição de caso confirmado de febre 

Q é com base na soroconversão utilizando o teste de imunofluorescência, os resultados 

obtidos neste estudo demonstram que a detecção de amostras positivas com a 

consequentemente confirmação do diagnóstico de febre Q deve ser utilizada a técnica de 

PCR, com aumento da detecção com a Nested PCR.  
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Por fim, considerando que IS1111 não seja considerada específica para C. burnetii e que os 

ensaios de detecção de febre Q com base apenas neste elemento pode conduzir a erros de 

identificação com endosimbiontes Coxiella-like presentes em carrapatos (Duron, 2015), as 

amostras destes artrópodes que foram IS1111 positivos também foram submetidas 

subsequentemente à detecção de outro gene que codifica uma proteína da membrana externa de 

27 kDa da bactéria, comprovando que  os resultados, de forma inquestionável, eram específicos  

para C. burnetii. 

 

6.6. ATIVIDADES REALIZADAS EM RESPOSTA AOS RESULTADOS OBTIDOS 

A partir dos resultados sequencial e gradativamente obtidos, foram desenvolvidas 

atividades que, não somente auxiliaram no desenvolvimento do presente trabalho, mas que 

também contribuiram para a sensibilização dos profissionais de saúde e para a inclusão da 

febre Q como doença de notificação no Brasil. Assim, além de palestras e orientações 

presenciais, durante as atividades de campo, foram desenvolvidos materiais como uma ficha 

epidemiológica estruturada especificamente para febre Q (ANEXO 3), incluindo agravos 

outros no contexto do diagnóstico diferencial e um folder explicativo (ANEXO 4) visando à 

obtenção de um conhecimento melhor sobre a doença, possibilitando a divulgação sobre a 

forma de manutenção do agente no ambiente e as medidas de prevenção. 
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7. CONCLUSÕES  

 

7.1. A presença de infecção por C. burnetti em pacientes com suspeita de dengue atendidos no 

Hospital Municipal Desembargador Leal Junior reforça a importância de se levar em 

consideração a existência de disseminação do agente na região e da necessidade da inclusão 

da febre Q no diagnóstico diferencial de doenças febris agudas. 

 

7.2. Com a implantação da Nested PCR, utilizando primers, especificamente desenhados pela 

equipe do LHR a partir do primer utilizado nos protocolos previamente estabelecidos, foi 

possível identificar um maior número de casos de febre Q. 

 

7.3. A análise filogenética das sequências nucleotídicas parciais amplificadas a partir 

diferentes amostras biológicas demonstrou elevada similaridade entre si e com as sequências 

depositadas no GenBank, confirmando que C. burnetii foi a responsável por nove casos 

inicialmente suspeitos de dengue e pelo abortamento dos animais domésticos na área de 

estudo. 

 

7.4. Os dados clínicos e epidemiológicos dos casos confirmados de febre Q foram 

semelhantes aos observados nos casos de dengue e aos sem etiologia definida, apontando para 

a dificuldade diagnóstica e para a necessidade de testes laboratoriais específicos com objetivo 

de esclarecer os casos febris agudos, especialmente durante o período de surto de dengue, 

quando casos são confirmados apenas com base clínica-epidemiológica. 

 

7.5. A sororreatividade identificada nas amostras de soro de casos humanos suspeitos de 

dengue internados no Hospital Municipal Desembargador Leal Junior sugerem a presença de 

C. burnetii no município e indicam a necessidade de mais estudos. 

 

7.6. Embora o teste sorológico seja considerado a técnica mais frequentemente utilizada na 

rotina, não foi um instrumento laboratorial adequado para o diagnóstico precoce da febre Q e 

que há necessidade de mais estudos que possam dar informação sobre a prevalência de 

anticorpos anti-C. burnetii na população brasileira, visando, entre outros pontos, a verificação 

do ponto de corte ideal. 
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7.7. A presença de ovelhas introduzidas no local e em três dos felinos sororreativos confirma 

a presença de C. burnetii entre animais domésticos com a sua persistência no ambiente da 

propriedade do caso índex. 

 

7.8. A identificação do genoma de C. burnetii, através da PCR em amostras de tecido do 

úbere de uma ovelha e em swab anal de um felino na propriedade do paciente comprova a 

persistência bacteriana no ambiente. 

 

7.9. A identificação de artrópodes infectados em diferentes focos na região, assim como de 

animais domésticos comprovadamente infectados, demonstra a complexidade do ciclo e a 

necessidade de maior atenção por parte dos profissionais da saúde pública e da saúde animal 

quanto à capacidade de identificação e de instituição de medidas de prevenção desta doença. 

  

7.10 É possível que o número de casos de febre Q nesta casuística possa ser maior devido à 

inviabilidade do diagnóstico sorológico confirmatório. 

 

7.11. A partir dos resultados obtidos e de sua disponibilização para os serviços de saúde 

municipal, estadual e federal, é possível concluir também que, especialmente agora, que a 

doença passou a ser de notificação obrigatória pelo Ministério da Saúde, estes precisam ser 

alertados quanto à possibildade de casos de febre Q equivocadamente diagnosticados como 

dengue ou como outra doença febril aguda no Brasil.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

8.1 A partir das informações obtidas neste estudo, a perspectiva é que a vigilância 

epidemiológica municipal e estadual, com o apoio do LHR, mantenham na vigilância da febre 

Q na região, considerando o grande número de pequenas propriedades com criação informal e 

de caráter familiar, de cabras de aptidão leiteira na região de estudo;  

 

8.2. Revisar o artigo científico intitulado “Clinical and epidemiological use of Nested PCR 

targeting the repetitive element IS1111 associated with the transposase gene from Coxiella 

burnetii“ para que possa ser encaminhado para publicação no prazo de 60 dias; 

  

8.3. Finalizar o artigo científico intitulado “Molecular and serological Coxiella burnetii 

identification in animals from an area of Q fever occurrence in Brazil” em fase de elaboração 

para que possa ser encaminhado para publicação no prazo de quatro meses; 

 

8.4. Por fim, diante da impossibilidade de identificar o genótipo do agente bacteriano neste 

estudo, a proposta de implantar a técnica de análise genotípica através de MST (Multispacer 

Sequence Typing) possibilitará, com a detecção de polimorfismos em várias regiões do 

genoma (Drancourt et al., 2004),  a caracterização dos isolados procedentes de diferentes 

fontes (humana, vertebrado e invertebrado) permitindo não somente a comparação dos 

resultado obtidos em laboratórios e regiões diferentes, mas também a identificação de 

diferentes cepas, assim como a sua associação com as diversas manifestações clínicas da febre 

Q e os diferentes hospedeiros envolvidos na manutenção do ciclo.  
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ARTIGO 10.1: Molecular identification of Q fever in Patients with a Suspected Diagnosis of 

Dengue in Brazil in 2013-2014 

 

 SITUAÇÃO DO MANUSCRITO: Aceito para publicação na revista American Journal of 

Tropical Medicine and Hygiene 

 

FATOR DE IMPACTO REVISTA: 2.699 

 

REFERÊNCIA: Maria Angélica M.M. Mares-Guia, Tatiana Rozental, Alexandro Guterres, 

Michelle dos Santos Ferreira, Renato De Gasperis Botticini, Ana Kely Carolina Terra, 

Sandro Marraschi, Rosany Bochner, Elba R.S. Lemos. 

  

RESUMO: A febre Q é uma importante causa de febre indiferenciada que raramente é 

reconhecida ou registrada no Brasil. O objetivo deste estudo foi o de verificar a presença 

de Coxiella burnetii durante um surto de dengue no município de Itaboraí, Rio de Janeiro, 

onde esta bactéria tinha previamente infectado seres humanos e animais domesticos. 

Amostras de sangue de pacientes clinicamente suspeitos de dengue foram testadas por 

PCR para C. burnetii; o DNA foi detectado em nove (3,3%) de 272 pacientes. Um deles 

estava coinfectado com o vírus da dengue, que também foi detectado em outros 166 

(61,3%) pacientes. A sequência de nucleotídeos da amplificação por PCR e 

sequenciamento de DNA dos elementos IS1111 transposase no genoma de C. burnetii, 

exibiu 99% de identidade com as sequências no GenBank. A detecção de C. burnetii em 

pacientes com suspeita de dengue indica que a conscientização e o conhecimento da febre 

Q precisa ser reforçada e que esta bactéria está presente no Brasil. Finalmente, 

considerando que um resultado molecular negativo não exclui completamente o 

diagnóstico da febre Q e o ensaio sorológico baseado em soroconversão não foi 

disponível, o número real da presença desta zoonose –pode ser provávelmente muito 

maior do que o relatado no presente estudo. 
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ARTIGO 10.2: Molecular identification of the agent of Q fever – Coxiella burnetii – in 

domestic animals in State of Rio de Janeiro, Brazil. 

 

 SITUAÇÃO DO MANUSCRITO: Publicado na revista da Sociedade Brasileira de Medicina 

Tropical 

 

FATOR DE IMPACTO REVISTA: 0.977 

 

REFERÊNCIA: Maria Angélica Monteiro de Mello Mares-Guia, Tatiana Rozental, Alexandro 

Guterres, Raphael Gomes, Daniele Nunes de Almeida, Namir Santos Moreira, Jairo Dias 

Barreira, Alexsandra Rodrigues Favacho, Andrea Lopes Santana, Elba Regina Sampaio 

de Lemos 

  

RESUMO: Ao longo dos últimos anos, o número de casos de febre Q tem aumentado em todo 

o mundo. Uma investigação epidemiológica foi realizada na área em que foi feito o 

primeiro relato molecular de febre Q no Brasil. Imunofluorescência indireta (IFI) e PCR 

de Coxiella burnetii visando o gene htpAB foram realizados em amostras de 14 cães 

(sangue); 1 gato (sangue); 10 cabras (sangue, leite, swab vaginal e swab anal); 3 ovelhas 

(sangue); e 2 cavalos (sangue). Dois cães, duas ovelhas e cinco cabras apresentaram 

sororreatividade. O DNA foi amplificado a partir de 6 amostras de leite de cabras e 2 

amostras sangue de cães, respectivamente. A sequência dos produtos de amplificação 

exibiu 99% de semelhança com a sequência de C. burnetii RSA 331 (GenBank - 

CP000890). Os resultados confirmam a infecção por C. burnetii em animais no Rio de 

Janeiro e reforçam a necessidade de vigilância da febre Q no Brasil. 
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ARTIGO 10.3: Febre Q: uma zoonose esquecida. 

 

 SITUAÇÃO DO MANUSCRITO: Publicado na revista do Conselho Federal de Medicina 

Veterinária 

 

FATOR DE IMPACTO REVISTA: revista de distribuição em todo o território nacional para 

médicos veterinários e zootecnistas. 

 

REFERÊNCIA: Maria Angélica Monteiro de Mello Mares-Guia, Elba Regina Sampaio de 

Lemos 

  

RESUMO: A zoonose causada por Coxiella burnetii é amplamente distribuída no mundo e 

pode ocorrer como surtos ou casos isolados. O amplo espectro de suas manifestações 

clínicas que podem ir de uma doença febril limitada até uma pneumonia ou endocardite 

faz do diagnóstico clínico desta doença um grande desafio 
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ARTIGO 10.4:
 
Clinical and epidemiological use of Nested PCR targeting the repetitive 

element IS1111 associated with the transposase gene from Coxiella burnetii.   

 

 SITUAÇÃO DO MANUSCRITO: Artigo preparado para submissão para a revista Journal of 

Microbiological Methods 

 

FATOR DE IMPACTO REVISTA: 2.096 

 

REFERÊNCIA: Maria Angélica Monteiro de Mello Mares-Guia, Tatiana Rozental, Alexandro 

Guterres, Michelle dos Santos Ferreira, Elba Regina Sampaio de Lemos 

  

RESUMO: Febre Q é uma zoonose mundial causada por Coxiella burnetii, uma pequena 

bactéria gram-negativa intracelular obrigatória encontrada numa variedade de animais. É 

transmitida ao ser humano por inalação de aerossóis contaminados de urina, fezes, leite, 

líquido amniótico, placenta, produtos de aborto, lã e raramente pela ingestão de leite cru 

de animais infectados. O diagnóstico definitivo da febre Q é baseado principalmente na 

sorologia e, menos comumente por reação em cadeia da polimerase (PCR). Este trabalho 

apresenta a aplicação de ensaio Nested PCR, utilizando como alvo gene os elementos 

IS1111 transposase no genoma de C. burnetii em comparação com pesquisa de anticorpos 

e de PCR convencional para a detecção de infecção de C. burnetii em amostras humanas 

e veterinárias. Os anticorpos contra C. burnetii foram investigados em amostras de soro 

de 24 pacientes e 71 animais domésticos usando imunofluorescência indireta técnica de 

ensaio com valor de corte de 64. PCR convencional e Nested foram usadas para testar 

amostras biológicas de casos suspeitos de febre Q em coágulo, tecido, amostras de leite e 

swab anal e vaginal dos animais. Infecção de C. burnetii foi confirmada por Nested PCR 

em 2 pacientes seronegativos e outras amostras de 5 animais seronegativos. O ensaio de 

Nested PCR possibilitou a detecção de infecção por C. burnetii em um maior número de 

amostras do que a PCR convencional e com níveis extremamente baixos de DNA..  
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