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Ninguém pode saber o0 que esta para acontecer:
esta acontecendo, cada vez, pela primeira vez, pela Unica vez.

James Baldwin

O importante é ndo parar de questionar.
A curiosidade tem sua propria razao de existir.
Albert Einstein
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RESUMO

Febre Q € uma zoonose cosmopolita causada por Coxiella burnetii, pequena bactéria
intracelular obrigatéria gram-negativa e pleomorfica da ordem Legionellales. A doenca, que
ocorre COmo pequenos surtos ou como casos isolados, tem amplo espectro de manifestacdes
clinicas, desde uma doenca febril limitada, pneumonia, hepatite a endocardite e
meningoencefalite. Carrapatos, animais de fazenda, domésticos e selvagens sao reservatérios
da infecgdo. A transmissdo para 0 homem ocorre por inalacdo de aerossois provenientes de
urina, fezes, leite e produtos de abortamento ou menos comumente pela ingestdo de leite cru
de animais infectados.

No Brasil, desde a primeira descricdo de febre Q em 1953, em Séo Paulo, todos 0s casos tém
sido identificados com base em teste sorologico e os poucos estudos soroepidemioldgicos em
populacéo de risco apontam para a circulacdo de C. burnetii.

Em 2008 foi possivel confirmar um caso de febre Q em um paciente, a partir de analise
soroldgica e molecular.

Com o objetivo de rastrear um foco de infeccdo por C. burnetii, um estudo epidemioldgico
descritivo foi desenvolvido na area de ocorréncia do primeiro caso no Brasil de febre Q
confirmado, em 2008, por andlise molecular, no Municipio de Itaborai, Rio de Janeiro.
Analises soroldgicas e moleculares foram realizadas em amostras biologicas de familiares e
de cées, gatos, cabras e equinos existentes na area estudada, em 20009.

Amostras de soro foram submetidas ao teste comercial de imunofluorescéncia indireta
(PANBIO™), titulo de corte de 64, para a pesquisa de anticorpo anti-C. burnetii, fases I e II.
Amostras de sangue dos familiares e dos animais, assim como de leite, fezes e de secre¢do
nasal, vaginal, além dos artrépodes, coletados nos animais, foram submetidas a PCR (reacdo
em cadeia da polimerase) para a presenca da bactéria, utilizando oligonucleotideos para o
gene alvo htpAB. Reatividade foi identificada em amostras de soro da esposa, de 2 dos 13
caninos, 05 de 10 caprinos e 02 das 03 ovinos. O genoma foi recuperado em amostra de
sangue e/ou leite ou swab anal de 02 cées e 06 cabras. O sequenciamento dos produtos de
PCR amplificados, do soro dos cdes e do leite das cabras, mostraram identidade de 99% para
as sequéncias depositadas no GenBank.

Embora ndo seja uma doenca de notificacdo, os dados obtidos confirmam a circulacdo deste
agente zoondtico e servem de alerta para a necessidade de vigilancia epidemioldgica da febre
Q, em especial em lItaborai, devido, entre outros fatores, ao crescente desmatamento com
ocupacdo de vastas areas e da criacdo, informal e de carater familiar, de cabras leiteiras por
pequenos proprietarios nas diversas areas do territorio nacional.
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ABSTRACT

Q fever is a zoonosis caused by Coxiella burnetii, a obligate intracellular and pleomorphic,
small gram-negative bacterium of Legionellales order. The disease, which can occur as small
outbreaks or isolated cases, has a broad spectrum of clinical manifestations, from a limited
febrile illness, pneumonia, hepatitis, endocarditis, and meningoencephalitis. Ticks, farm
animals, domestic and wild are reservoirs of infection. Transmission to humans occurs
through inhalation of aerosols from urine, feces, milk and products of abortion or less
commonly by ingestion of raw milk from infected animals.

In Brazil, since the first description of Q fever in 1953, in Sao Paulo, cases have been
identified by serological tests and very few seroepidemiological studies in the population at
risk have been performed showing the circulation of C. burnetii.

In 2008 it was possible to confirm a case of Q fever in a patient, from molecular and
serological analysis.

Aiming to track the source of infection for C. burnetii, a descriptive epidemiologic study was
developed in the area of occurrence of the first case of Q fever in Brazil in 2008, confirmed
by molecular analysis in Itaborai, Rio de Janeiro. Serological and molecular analysis was
performed on biological samples from family and dogs, cats, goats and horses in the area of
studied in 2009.

Serum samples were tested with commercial indirect immunofluorescence (PANBIO™), a
cutoff of 64, for the detection of anti-C. burnetii, phases | and Il. Blood samples from family
members and animals, like milk, feces and nasal discharge, vaginal, and arthropods collected
in animals were subjected to PCR (polymerase chain reaction) for the presence of bacteria,
using primers for htpAB the target gene. Reactivity was detected in serum samples from his
wife, two of the 13 dogs, 05 of 10 goats and 02 of 03 sheeps. The genome was recovered in a
sample of blood and / or milk or anal swabs from 02 dogs and 06 goats. The sequencing of the
PCR products amplified from the serum of dogs and goats' milk, showed 99% identity to the
sequences deposited in GenBank

Although not a notifiable disease, our data confirm the circulation of this zoonotic agent and
serve as a reminder of the need for surveillance of Q fever, especially in Itaborai due, among
other factors, the increasing deforestation and occupation of vast areas and the creation of
informal and familiar character in dairy goats by smallholders in various areas of the country.
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1- INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

Febre Q é uma zoonose cosmopolita causada por Rickettsia burnetii (Derrick 1939),
posteriormente renomeada como Coxiella burnetii Philip. 1948, uma pequena bactéria
intracelular obrigatoria gram-negativa e pleomdrfica da ordem Legionellales. Coxiella
burnetii existe em duas fases antigénicas, chamadas fase | e fase Il. Na natureza, C. burnetii
expressa apenas a fase | do antigeno que é observada em humanos infectados, animais e
artropodes e representa a forma infecciosa da bactéria. A variante fase Il é obtida ap6s varias
passagens em ovos embrionados ou culturas celulares e € menos virulenta. A reversao para
fase | é possivel pela inoculagcdo no hospedeiro animal. (Fournier et al. 1998). A resisténcia
anormalmente elevada contra fatores quimicos e fisicos € um dos atributos mais
impressionantes de C. burnetii. Ela permite a este organismo persistir no ambiente por tempo
prolongado e permanecer infeccioso. A capacidade de esporulacdo deste microorganismo, sua
resisténcia ao calor, a dissecacdo e a muitos desinfetantes justificam a sua alta infectividade,
fato que torna esta proteobactéria uma possivel arma de bioterrorismo classificada como
agente de categoria B. Estudos mostram que apenas um Gnico organismo inalado pode
produzir doenca clinica (Raoult & Marrie 1995, Raoult et al. 1993).

Bovinos, ovinos e caprinos sdo os reservatorios primarios de C. burnetii. A infeccao é
conhecida em uma grande variedade de outros animais, incluindo outras espécies de
ruminantes, animais domesticos e também animais selvagens (Maurin & Raoult 1999, CDC
2011). Os reservatorios de C. burnetii incluem mamiferos, aves e artrépodes, principalmente
os carrapatos (Fenollar et al. 2004). Coxiella burnetii normalmente ndo causa manifestacdo
clinica nestes animais, embora abortos em cabras e ovelhas possam estar relacionados com
infeccdo por este microorganismo que € excretado no leite, urina e fezes dos animais
infectados. Durante 0 momento do nascimento dos animais, C. burnetii estd presente em
grande quantidade nos fluidos amnidticos e na placenta. A transmissao para 0s seres humanos
da-se geralmente através da inalagdo de aerossois contaminados provenientes da urina, fezes,
leite, liquido amnidtico, placenta, produtos de abortamento, 1& ou menos comumente pela
ingestdo de leite cru de animais infectados (CDC 2011). Este amplo espectro de reservatérios
e a resisténcia Unica de C. burnetii a fatores ambientais tornam, conforme mencionado
previamente, o rastreamento da fonte de infec¢do muito dificil (Raoult & Parola 2007).

Roedores silvestres de pequeno porte sdo importante reservatério de C. burnetii e a
infeccdo humana estd principalmente relacionada a animais de fazenda como ovelhas,

carneiros e gado bovino, mas nos surtos urbanos estdo implicados principalmente os gatos,
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caes e coelhos. Carrapatos transmitem C. burnetii a animais, mas ndo ao homem (Raoult &
Marrie 1995).

A infeccdo por C. burnetii é frequentemente adquirida pela exposicdo a animais e,
embora seja considerada de distribuicdo mundial, ndo existem dados sobre esta zoonose no
Brasil, por ndo ser uma doenca de notificacdo obrigatdria, exceto algumas escassas
informagdes sobre a evidéncia soroldgica em humanos e animais nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Borges 1962, Brand&o et al. 1953, Costa et al. 2004,
2006, Lamas et al. 2009, Ribeiro-Valle et al. 1955, Ribeiro-Neto et al. 1964, Riemann et al.
1974, 1975, Siciliano et al. 2006, 2007, 2008, Travassos et al. 1954).

A febre Q é uma doenca com amplo espectro de manifestacfes clinicas, que vdo desde
uma doenca febril limitada, pneumonia, hepatite e outras formas de risco, tais como
endocardite e meningoencefalite (Cunha et al. 2009, Tissot-Dupont & Raoul 2008). A febre Q
aguda é assintomatica em 60% de pessoas infectadas. Nos pacientes sintomaticos, a
apresentacéo clinica é inespecifica e polimorfica. Doenca febril limitada, pneumonia atipica e
hepatite sdo as formas mais comuns na febre Q aguda descrita até 0 momento. A febre Q
aguda é usualmente oligossintomatica, mas pacientes com anormalidades cardiovasculares
apresentam risco maior de desenvolver a infecgcdo cronica. Alguns pacientes, ocasionalmente,
evoluem para a forma cronica da doenca e a endocardite subaguda pode surgir meses ou anos
mais tarde, com comprometimento principalmente da valva aortica. Hepatite granulomatosa
com um curso mais prolongado pode ser observado em alguns pacientes e o diagnostico
somente é possivel mediante bidpsias hepaticas. O comprometimento renal com glomerulonefrite
também tem sido descrito na febre Q (Olson & Mcdade 1994, Brouqui et al. 2003, Raoult &
Parola 2007).

Quanto ao diagndstico laboratorial, a febre Q pode ser detectada por técnicas
soroldgicas, moleculares, além de isolamento e de histopatologia associada com
imunohistoquimica. Nos casos de febre Q aguda, os niveis de anticorpos de fase Il estdo
normalmente mais altos que os de fase I, muitas vezes por varias ordens de magnitude, e,
geralmente, sdo primeiro detectados durante a segunda semana de doenca. Na fase crbnica a
situacdo se reverte, anticorpos de fase | para antigenos de C. burnetii apresentam maiores
titulacBes, requerem longo tempo para aparecer e assim, indicam exposi¢cdo continuada a
bactéria. Neste contexto, altos niveis de anticorpos para a fase I, em amostras mais tardias, em
combinagdo com a constante ou queda dos niveis de anticorpos de fase Il e outros sinais de
doenca inflamatoria podem sugerir febre Q crbnica. Sabe-se que o0s anticorpos contra
antigenos de fase | e Il persistem por meses ou anos apos a infeccéo inicial (Maurin & Raoult
1999, Angelakis & Raoult 2010).
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A primeira descricdo de febre Q em territorio brasileiro foi em 1953, em S&o Paulo.
Embora existam estudos soroepidemiol6gicos que evidenciaram a circulacdo de C. burnetii
em populagdo considerada de risco, so recentemente casos de febre Q tém sido identificados e
todos, até o momento, foram confirmados com base no teste soroldgico, isto é, pela deteccédo
de anticorpos anti-C. burnetii e pela coloracdo de Gimenez em fragmento tecidual de valvula
endocardica (Branddo et al. 1953, Costa et al. 2006, Lamas et al. 2009, Ribeiro do Valle et al.
1955, Riemann et al. 1974, Siciliano et al. 2008, Travassos et al. 1954).

Mais recentemente, no Rio de Janeiro, a analise soroldgica em pacientes, HIV reativos,
atendidos em servico de salde na regido administrativa de Jacarepagua, Municipio do Rio de
Janeiro, identificou quatro pacientes do sexo feminino com anticorpos anti-C. burnetii (Lamas
et al. 2009). Em outubro de 2008, um caso de febre de origem obscura h4 mais de 40 dias
associada com trombocitose, internado no Hospital Universitario Gaffrée Guinle, foi
confirmado como febre Q, ap0ds resposta terapéutica a antibioticoterapia especifica. O teste
sorologico de imunofluorescéncia indireta (IFA) mostrou a presenca de anticorpos anti- C.
burnetii e a analise molecular (PCR) possibilitou a identificacdo do genoma bacteriano,

confirmando, assim, o diagnéstico laboratorial de febre Q.
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2.1- Histdrico

Em 1933, uma doenca de etiologia desconhecida foi pela primeira vez identificada em
trabalhadores de abatedouro em Brisbane, Queensland, Australia. Os pacientes apresentavam
febre, cefaléia e mal-estar e todos os testes laboratoriais para pesquisa de um grande nimero
de patégenos foram negativos. Por se tratar de uma doenca de etiologia desconhecida, ela
passou a ser denominada de febre Q (a partir da palavra “query”), um termo proprosto, em
1937, por Edward Holbrook Derrick, que nesta década era o diretor do Laboratério de
Microbiologia e Patologia do Departamento de Saude de Queensland. Responsavel pela
investigacdo pelo entdo desconhecido agravo febril, Derrick inoculou sangue e urina de
pacientes em cobaias. A consequente resposta febril, assim como, a passagem sucessiva para
outros animais possibilitaram a confirmacdo de que se tratava de um agente infeccioso
trasmissivel. Apesar de todos os esforcos, o agente ndo foi isolado em qualquer meio de
cultura e foi especulado de que se tratava de um agente viral. (Maurin & Raoult 1999,
McDade 1990 apud Angelakis & Raoult 2010).

Posteriormente, MacFarlane Burnet e seu socio Mavis Freeman, a quem Derrick havia
enviado amostra do material infeccioso, isolaram uma bactéria intracelular fastidiosa dos
animais inoculados. Eles reproduziram a doenca em cobaias e também em outros animais,
incluindo camundongos e macacos. Burnet e Freeman examinaram diversas sec¢cdes coradas
pela hematoxilina-eosina do baco de camundongos infectados e, observaram vacuolos
intracelulares preenchidos com material granular. O estudo histopatoldgico utilizando a
coloracdo pelos métodos de Castafieda e/ou Giemsa, permitiu a visualizacdo de varios
pequenos bastonetes que pareciam de natureza rickettsial (Maurin & Raoult 1999, Angelakis
& Raoult 2010). Com estes resultados, Derrick e colaboradores investigaram a epidemiologia
da doenca, especialmente o papel potencial de um vetor artrépode, e concluiram que 0s
animais selvagens eram os reservatorios naturais da febre Q, tendo os animais domésticos o
papel de reservatorios secundarios, e que o agente da doenca podia ser transmitido por
carrapatos ou outros artropodes (Maurin & Raoult 1999).

Em 1935, independente do trabalho de Derrick na Austrdlia, Gordon Davis, no
Laboratério de Rocky Mountain, em Hamilton, Montana, Estados Unidos, estava
investigando a ecologia da febre maculosa. Ele observou que carrapatos coletados na area de
Nine Mile Creek causavam uma resposta febril nas cobaias que se alimentavam. Foi
observada também que a infec¢do podia ser passada de cobaia a cobaia através de inoculacéo

de sangue. A analise das células inflamatorias das cobaias infectadas revelou
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microorganismos “rickettsia-like”, embora a doenca no animal ndo fosse compativel de febre
maculosa. Assim, diferente do que ocorreu em Queensland, embora o agente tivesse sido
comprovadamente infeccioso, a doenga era desconhecida nos Estados Unidos. Entdo em
1936, Herald Rea Cox associando-se a Davis no Laboratorio das Montanhas Rochosas, com o
intuito de caracterizar ainda melhor o "agente Nine Mile", demonstraram como Burnet e
Freeman, que se tratava de um agente filtravel, com propriedades oscilando entre virus e
rickettsias. O maior avango foi obtido em 1938, quando Cox conseguiu propagar 0 agente
infeccioso em ovos embrionados. A ligacdo entre os grupos de Montana e Brisbane, surgiu
qguando uma infeccdo de febre Q adquirida, laboratorialmente, ocorreu no Laboratério de
Rocky Mountain, em 1938. Rolla Eugene Dyer, diretor dos Institutos Nacionais de Saude, foi
para Hamilton para verificar a possibilidade de cultivar o "agente Nine Mile" em ovos,
guando foi infectado no laboratdrio. A doenca febril foi reproduzida em cobaias inoculadas
com sangue de Dyer e rickettsias foram identificadas em amostras de ba¢o dos animais
infectados. Na mesma época foi possivel demonstrar a imunidade cruzada entre cepas isoladas
do sangue de Dyer e do "agente Nine Mile". Dyer, em seguida, estabeleceu uma ligacao
definitiva entre o "agente Nine Mile" e o agente da febre Q australiano. Amostras de baco
removidas de camundongos infectados com o agente da febre Q, enviadas por Burnet foram
inoculadas por Dyer em cobaias e assim foi possivel demonstrar que tais animais estavam
protegidos de um novo desafio com a cepa isolada de seu sangue. Tal imunidade cruzada foi
indicativa de que o agente da febre Q, do isolado do sangue de Dyer e do "agente Mile Nine",
eram de fato isolados de um mesmo microorganismo. Inicialmente o agente etiologico da
febre Q foi denominado como Rickettsia burnetii e Rickettsia diaporica, sendo renomeado
como Coxiella burnetii, homenageando Cox e Burnet, que identificaram o agente da febre Q

como uma nova espécie de rickettsia (Maurin & Raoult 1999).

2.2- Caracterizacao do Agente Etioldgico

2.2.1- Classificacdo do Agente Etioldgico

Coxiella burnetii € uma pequena bactéria intracelular obrigatéria Gram-negativa e
pleomorfica (0,2 a 0,4 um de largura, 0,4 a 1 um de comprimento) (Figura 2.1). Apesar de
possuir uma membrana semelhante a das bactérias Gram-negativas, geralmente ndo € corada
pela técnica de Gram. O método de Gimenez (Gimenez 1964) ¢ indicado na coloracéo de C.
burnetii em amostras clinicas ou culturas de laboratério. Uma vez que C. burnetii ndo pode
ser cultivada em meio axénico e tem sido recuperada de carrapatos, foi inicialmente

classificada na ordem Rickettsiales, na familia Rickettsiaceae, e no grupo Rickettsias, junto
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com o0s géneros Rickettsia e Rochalimaea (Weiss e Moulder 1984 apud Maurin & Raoult
1999). No entanto, investigacdes filogenéticas recentes, baseadas na anélise da sequéncia 16S
rRNA, mostraram que o género Coxiella pertence a subdivisdo gama de Proteobacteria, com
0s géneros Legionella, Francisella e Rickettsiella, como seus parentes mais proximos (Figura
2.2), enquanto que as bactérias do género Rickettsia pertencem ao subgrupo alfa-1 de
Proteobacteria, e as espécies do género Rochalimaea, atualmente reclassificados dentro do
género Bartonella, incluidos no subgrupo alfa-2 de Proteobacterias (Maurin & Raoult 1999,
Angelakis & Raoult 2010).

Figura 2.1: Detalhe de imagem em micrografia eletronica de sec¢Oes finas de células de Coxiella

burnetii, dois LCVs (variante de grandes células) com endosporos (E) (setas). Barra, 0,4 um
(McCaul & Williams 1981).
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Figura 2.2: Arvore filogenética mostrando as relagbes de C. burnetii com outras espécies
pertencentes a Proteobactérias. A arvore foi construida pelo método de agrupamento de

semelhantes com sequéncias de genes 16S rRNA (Maurin & Raoult 1999).

Coxiella burnetii possui um cromossomo pequeno circular de aproximadamente 5 Mbp.
A maioria dos isolados abriga adicionalmente um de quatro plasmideos previamente
descritos, com tamanho de 32 a 51 kb, que transportam cerca de 2% da informacdo do
genoma (Angelakis & Raoult 2010). A andlise do genoma tem revelado a presenga de
numerosos elementos moveis e pseudogenes, indicando que a plasticidade e a reducdo de seu
genoma ainda estdo em curso. Essas observacfes e comparagdes com 0s genomas de outras
bactérias intracelulares obrigatorias sequenciadas, sugerem que C. burnetii pode ter sofrido

uma transi¢do mais recente em seu ciclo de vida atual (Seshadri et al. 2003).

2.2.2- Variagbes Antigénicas

Coxiella burnetii apresenta variagdes antigénicas semelhantes a variacdo lisa-rugosa da
familia Enterobacteriaceae. A variacao de fase esta relacionada principalmente a mutacdo no
lipopolissacarideo (LPS). A fase | é a fase natural encontrada nos animais infectados,
artropodes, ou seres humanos. E altamente contagiosa (uma Unica bactéria pode infectar um
humano) e corresponde ao LPS de variagdo lisa (Maurin & Raoult 1999). LPS fase I, com sua
estrutura de carboidratos estendida, blogueia o acesso de anticorpos para proteinas de
superficie. Isso explicaria pelo menos em parte, porque a bactéria persiste em locais
desconhecidos apds recuperacdo de casos agudos de febre Q, acompanhado por
soropositividade ao longo da vida (Fournier et al. 1998). Em contraste, a fase Il ndo é muito

infecciosa e é obtida somente em laboratorios, apos passagens seriadas em culturas celulares
7
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ou em ovos embrionados. Corresponde ao LPS da variacdo rugosa. Comparado a fase I, a fase
Il exibe uma LPS truncada e, carece de algumas proteinas determinantes da superficie celular
(Maurin & Raoult 1999, Angelakis & Raoult 2010).

Microorganismos, incluindo aqueles intracelulares, usam receptores especificos
eucaridticos, como as integrinas para invadir células hospedeiras. Coxiella burnetii fase II
penetra nos macrofagos humanos, a partir do receptor CR3, enquanto, C. burnetii fase |
infecciosa, ao contrério, blogueia a entrada através do receptor CR3 e se liga a mondcitos
humanos pelo complexo de LRI (leucdcitos resposta integrina, avp3) e IAP (integrina-
associada proteina). Assim, enquanto Coxiella burnetii de fase | é apenas mal internalizada
pelos mondcitos e macrofagos, e sobrevivendo dentro dessas células, a bactéria na fase Il é
interiorizada com facilidade pelos mondcitos e macréfagos e de forma rapida eliminada pela

via fagolisossomial (Maurin & Raoult 1999).

2.2.3- Ciclo de Vida Intracelular

Em infeccbes naturais, Coxiella tem um tropismo por células do sistema mononuclear
fagocitario, como macréfagos alveolares do pulmao, células de Kupffer do figado e mais
raramente observada, em pneumacitos, fibroblastos e células endoteliais. Ja em sistemas de
cultura de células in vitro, Coxiella infecta uma grande variedade de tipos celulares, e muitas
linhagens de células epiteliais e “fibroblastos-like” tém sido usados como modelos para
estudar as interacGes da Coxiella e o hospedeiro (Voth & Heinzen 2007). Esta grande
variedade de tipos celulares e de hospedeiros com capacidade de crescimento de C. burnetii se

encontra disposta, de forma simplificada, na tabela abaixo:

Tabela 2.1: Tipos de células em sistemas de cultura (in vitro) que permitem crescimento de C.

burnetii e seus respectivos hospedeiros.

Tipo de célula Tecido de origem Hospedeiro
Vero célula epitelial de rim macaco verde Africano
BHK-21 fibroblastos de rim hamster
L-929 fibroblastos murino

HEL fibroblastos de pulméo embrides humanos
HelLa células epiteliais cervicais humanos
CHO fibroblastos de ovario hamster chinés
JI74A.1 linhagens de células macrofagos-like murino
P388D1 linhagens de células macrofagos-like murino
THP-1 linhagens de células monadcitos-like humanos
monocitos / macréfagos in vitro humanos
células dendriticas in vitro humanos
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A estrutura e o metabolismo celular peculiar deste organismo sdo a base para sua
estabilidade, com a qual realiza o seu ciclo de desenvolvimento no fagolisossoma de células
eucaridticas. Estudos realizados sobre o ciclo de vida de C. burnetii, utilizando analise
ultraestrutural e microscopia eletrénica de transmissdo, revelaram pleomorfismo extremo,
com a identificacdo de dois tipos celulares morfoldgicos: uma variante de grandes células
(LCVs) e outra de pequenas células (SCVs) (McCaul & Williams 1981). Os resultados
obtidos indicaram que C. burnetii tem certas caracteristicas comparaveis as de bactérias que
sofrem diferenciacdo levando a formacéo de endosporos. O ciclo de desenvolvimento pode
ser iniciado em coincidéncia com a fagocitose do esporo ou SCV por uma célula fagocitica.
Apos a entrada das SCVs no fagolisossoma, o pH &cido do fagolisossoma pode ativar o
metabolismo generalizado de C. burnetii. As SCVs podem ser submetidas a multiplicacéo por
fissdo binaria transversal e como alternativa, podem tambeém se diferenciar em variante de
células vegetativas. Mudancas iniciadas pelo pH, sistemas enzimaticos e / ou estado
nutricional no fagolisossoma s&o admitidos como mecanismos de desencadeamento que
induzem a diferenciacdo vegetativa. Nesta fase, as membranas multicamadas devem tornar-se
menos Vvisiveis, 0 nucledide denso comeca a se dispersar. Como outra diferenciacdo das
LCVs, cita-se 0 estagio de divisdo binaria transversal. De forma alternada, o estagio da
divisdo pode coincidir com a diferenciacdo esporogénica, resultando na divisdo celular
desigual. Mudancas iniciadas durante a infeccdo progressiva das células eucariéticas podem
ser um sinal da LCV para o desencadeamento da esporogénese. Na verdade, a célula
eucaridtica torna-se preenchida com o fagolisossoma contendo grande quantidade de C.
burnetii em diferentes estagios de desenvolvimento. O lancamento do esporo da LCV ocorre
apos a lise da LCV e pode levar a maturacdo do SCV (Figura 2.3). A descoberta de
diferenciacdo esporogénica pela C. burnetii deve facilitar estudos futuros sobre a
patogenicidade da bactéria considerando a contagiosidade e resisténcia, uma vez que 0S
fatores fisiologicos e bioquimicos envolvidos na formacédo e germinacao de endésporos, ainda
estdo sendo investigados (McCaul & Williams 1981).
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(1) O ciclo de desenvolvimento pode ser iniciado coincidente com absor¢do dos
esporos ou SCV por uma célula fagocitica. (2) O SCV pode sofrer multiplicac&o por
fissdo binéria transversal. (3 e 4) Como alternativa, 0 SCV podem se diferenciar para
a variante de células vegetativas. (5) maior diferenciacdo do LCV pode passar a uma
fase de divisdo transversal binaria. (6) Como alternativa, o estagio da divisdo pode
coincidir com a diferenciacdo esporogénica. (7, 8 e 9) Sequéncias durante a
diferenciagdo esporogénica incluindo o desenvolvimento polar dos esporos variando
de 130-170 nm de didmetro. (10) Expulsdo do esporo da LCV pode ocorrer ap6s a
lise da LCV. Langamento do esporo da LCV pode levar a maturacéo do SCV.

Figura 2.3: Esquema do ciclo de desenvolvimento de C. burnetii no fagolisossomo das células
eucaridticas (McCaul & Williams 1981).

2.2.4- Imunidade versus Mecanismos de Sobrevivéncia da Bactéria

Como os fagdcitos mononucleares sdo tipicamente responsaveis pela fagocitose e morte
de patogenos invasores, o fato da bactéria C. burnetii preferencialmente residir em
fagolisossomas dentro dessas células determina a ocorréncia de alguns eventos interessantes
para o sistema imune do hospedeiro que serdo descritos a seguir. Assim, ao contrario de
outros patdgenos intracelulares, tais como Mycobacterium spp. e Legionella pneumophila, C.
burnetii ndo altera a fusdo fagossomo-lisossomo e cria um nicho de replicagdo neste
comportamento onde encontra um pH moderadamente acido (< 5) necessario para seu

metabolismo e subsequente replicacdo (Shannon e Heinzen 2009).
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Pelo fato de poder resistir aos efeitos microbicidas de intermediarios reativos de
oxigénio através da acdo de removedores de oxigénio, tais como, superdxido dismutase e
catalase (Maurin & Raoult 1999), a forma virulenta de C. burnetii, de forma produtiva, infecta
os fagocitos mononucleares in vivo e essas células parecem incapazes de controlar o
crescimento das bactérias em animais “naive”. Curiosamente, LPS de C. burnetii fase | de
comprimento integral (estendida) ndo estimula os macréfagos e pode ser um antagonista do
TLR4, um receptor do tipo Toll para LPS das bactérias Gram-negativas. Estudos conduzidos
por Honstettre e colaboradores (2004) mostraram que TLR4 participa da captacdo bacteriana
ja que a TLR4 controla os eventos iniciais da infeccdo por C. burnetii, como a fagocitose dos
macrdfagos, formacdo de granuloma e produgdo de citocinas. No entanto, camundongos
“knockout” de TLR4 néo parecem ser deficientes em sua capacidade de controlar infeccéo por
C. burnetii. Zamboni e colaboradores (2004) demonstraram que C. burnetii avirulenta
estimula macréfagos através de TLR2. No entanto, devido a baixa dose infecciosa de C.
burnetii (menos de 10 organismos viaveis), o sistema imune inato parece incapaz de conter a
infecgdo priméaria em um grande numero de individuos expostos (Shannon & Heinzen 2009).
Estas observacdes confirmam a necessidade de mais estudos para uma maior compreensdo da
interacdo C. burnetii e o sistema imune do hospedeiro.

A fixacdo de formas virulentas de C. burnetii em mondcitos é mediada apenas por
integrina avp3, enquanto a interacdo de formas avirulentas com mondcitos necessita da
mediagdo de integrinas avP3 e receptor 3 do complemento (CR3). Assim, é provavel que a
variante virulenta iniba a internalizacdo mediada pela CR3 através do comprometimento de
interacdes cruzadas entre as duas integrinas e que C. burnetii escape da fagocitose por
interferir com a distribuicdo espacial do receptor 3 do complemento na superficie dos
fagocitos (Marrie 2006).

A doenca crdnica é caracterizada pela resposta imunoldgica celular e pela atividade
microbicida de mondcitos. Tem sido observado que a interleucina 4 induz a replicacdo de
C. burnetii em mondcitos, mas ndo em macrofagos, levando a uma estimulacdo de
resposta imune Th2 que pode interferir no controle imunoldgico da febre Q com um
potencial de aumento da regulacdo das IL-5, IL-4 e IL-10 e um grau variavel de sintese de
IgE, ou mesmo, de formacédo de fator reumatdide (FR) (Izzo e Marmion 1993, Ghigo et al.
2003, Marrie 2006). Em adicdo, salienta-se que as prostaglandinas podem suprimir a
imunidade mediada por células T contra C. burnetii e que grande quantidade de
prostaglandina E2 é produzida em resposta ao microorganismo por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de pacientes com endocardite. Citocinas, como fator de

crescimento transformador B e IL-10, sd8o produzidas em excesso também pelas PBMC e
11
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monocitos de pacientes com endocardite por febre Q. Além disso, 0 aumento da producéo de
IL-10 esta associado a recidiva da febre Q (Maurin & Raoult 1999).

O controle da infecgdo priméria de febre Q envolve resposta sistémica imune mediada
por células e formacao de granuloma (Angelakis & Raoult 2010). Controle imunolégico de C.
burnetii ¢ dependente de células T, mas ndo leva a erradicacdo da bactéria, e em
consequéncia, uma imunossupressao pode levar a uma recaida. (Honstettre et al. 2004, Marrie
2006). De fato, 0 DNA de C. burnetii persiste anos ap6s uma febre Q aguda em mondcitos e
na medula éssea (Harris et. al. 2000). Autores relatam uma relacéo entre a sindrome da fadiga
pos-febre Q (QFS) com a desregulacédo das citocinas e imunomodulagédo da persisténcia de C.
burnetii. (Penttila et al. 1998, Harris et al. 2000).

Por fim, dados indicam que C. burnetii pode interferir com a via intrinseca de morte
celular durante a infeccdo através da producdo de proteinas que, direta ou indiretamente,
impedem a liberacdo de citocromo C da mitocondria. E provavel que a inibicdo de apoptose
por C. burnetii represente uma importante propriedade de viruléncia que permite que este
patdgeno intracelular obrigatério mantenha a viabilidade da célula hospedeira, apesar dos
indutores de “stress” que normalmente ativam a via intrinseca de morte celular (Lihrmann &
Roy 2007).

Ainda ha a persistente infecgdo celular relatada por Roman e colaboradores (1986),
demonstrando que células infectadas sdo capazes de divisdo e no processo de separar o
vacuolo parasitéforo em uma das células filhas emergentes; a célula filha companheira
emerge livre de parasita. Esta divisdo assimétrica de células infectadas revelada através de
fotomicrografia de células coradas (Figura 2.4) d& uma explicacdo para o aparecimento de
células ndo infectadas dentro de populacdes de células hospedeiras que anteriormente eram
100% infectadas.

12
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Figura 2.4: Células L929 infectadas com C. burnetii fase | em tel6fase com uma célula filha

emergente infectada (seta) e uma célula filha livre de parasita. Ao lado uma célula normal ndo
infectada. A fotomicrografia foi feita de células continuamente infectadas por 465 dias. Barra, 5 pm.
(modificado de Roman et al. 1986).

2.2.5- Mecanismos de Eliminagdo da Bactéria

Surpreendentemente, a virulenta C. burnetii fase | estimula muito a sintese de fator de
necrose tumoral (TNF) por mondcitos humanos. Isso aumenta o potencial microbicida de
monacitos infectados e, portanto, pode restringir o crescimento intracelular de C. burnetii. No
entanto, TNF-o. pode também aumentar a ingestdo da C. burnetii de fase I, que é mal
internalizada pelos mondcitos-macrofagos por alta regulacdo de receptores de adesdo sobre
essas células. A inducgdo de fungdes microbicidas de fibroblastos de rato por interferon gama
(IFN-y) in vitro limita a multiplicacdo intracelular de C. burnetii. Experimentac0es recentes
tém demonstrado que IFN-y promove a morte de C. burnetii em mondcitos THP-1 através de
um mecanismo de apoptose mediado em parte pela TNF.

Linfécitos do sangue periférico (PBL) de pacientes convalescentes ou de doenca ativa de
febre Q aguda manifestam uma resposta proliferativa marcada quando cultivados in vitro com
antigenos de C. burnetii. A resposta linfoproliferativa também é observada em pessoas logo
apos a vacinacdo com C. burnetii inativada com formalina (Maurin & Raoult 1999).

13
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2.3- Patogenia

Os dados atualmente disponiveis para os seres humanos e modelos animais levam a
varias hipdteses sobre a patogénese da febre Q. A febre Q aguda em seres humanos pode
variar de infeccdo assintomatica a doenca fatal e pacientes sintomaticos apresentando varias
manifestacdes clinicas como, pneumonia, hepatite, encefalite, ou miocardite.

Quatro fatores contribuem e podem explicar essa variacdo na apresentacao clinica da
febre Q: (i) a via de infeccdo por C. burnetii, incluindo aerossol ou via digestiva; (ii) a dose de
inoculacdo de C. burnetii, (iii) a variante infectante de C. burnetii, que pode apresentar
potenciais de viruléncia diversos; e (iv) fatores do hospedeiro, incluindo o estado imunoldgico
do paciente infectado (Maurin & Raoult 1999).

Com relagdo as variantes infectantes de C. burnetii e a imunopatogenicidade na febre
Q, lzzo e Marmion (1993) sugerem que as bactérias de fase | que se multiplicam no
fagolisossoma de macrofagos teriam uma vantagem de sobrevivéncia pela baixa regulacéo
da producdo de IFN- vy, ja que de outra forma, a célula hospedeira seria ativada com
geracdo de metabdlitos bactericidas. Evento inverso ocorre com C. burnetii na fase I,
mais facilmente eliminadas pela sua incapacidade de restringir a resposta IFN-y,
consequéncia, talvez, dos seus LPS truncados que se ligam a outros receptores de CD14
no macréfago.

A via de inoculacdo C. burnetii em humanos também pode determinar em parte a
manifestacdo clinica predominante, com pneumonia sendo mais frequente quando ocorre
através de aerossOis contaminados. A hepatite granulomatosa passa a ser a manifestacao
clinica predominante quando a transmisséo ocorre atraves da ingestdo de leite cru. Nos seres
humanos, a gravidade da febre Q aguda também tem sido associada em funcdo da dose do
indculo infectante. Finalmente, fatores do hospedeiro, em especial o estado imunolédgico nos
infectados, sejam decorrentes de um estado de imunodepressdo ou mesmo gravidez, podem
influenciar o curso da infeccéo, incluindo a evolugédo para doenca cronica (Maurin & Raoult
1999).

2.4- Epidemiologia

2.4.1- Vias de exposicao

A via de aerossol é o principal modo de contamina¢do humana com C. burnetii.
Contaminacdo por aerossdis pode ocorrer diretamente a partir de fluidos provenientes da
parturicdo de animais infectados, contaminando animais recém-nascidos, placenta, ou Ia.

Coxiella burnetii € muito resistente a destruicdo em natureza, dispersando-se pelo vento e
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sobrevivendo durante varias semanas em areas onde 0s animais estiveram presentes. Assim,
febre Q pode ocorrer em pacientes sem qualquer contato evidente com os animais, isto é, a
distancia (ad distans).

Ingestdo (principalmente beber leite cru) é um fator menos provavel na transmissao de
C. burnetii e é até hoje um ponto de controvérsia. A transmissdo de pessoa para pessoa é um
evento extremamente raro. Embora infrequentes, casos esporédicos de febre Q humana tém
sido identificados: i) apds o contato com uma parturiente infectada (em um obstetra que
realizou um aborto), ii) via de transmissdo transplacentaria resultando em infeccbes
congeénitas, iii) durante as necropsias, iv) através de inoculacéo intradérmica, ou v) através de
transfuséo de sangue.

Apesar de C. burnetii ter sido isolada de artropodes, principalmente carrapatos, é
improvavel que a transmissdo da febre Q por artropodes em humanos seja significativa,
embora cdes possam ser infectados por picada de carrapato. Salienta-se que 0s vetores
biologicos desempenham um papel significativo na transmissdo de C. burnetii entre 0s
vertebrados silvestres, em particular nos roedores, lagomorfos e aves selvagens (Angelakis &
Raoult 2010). A transmissdo sexual de C. burnetii foi demonstrada experimentalmente em
camundongos infectados, no entanto, este modo de transmissdo ainda nédo foi estabelecido em

seres humanos e animais selvagens (Maurin & Raoult 1999).

2.4.2- Ciclo de vida e manutencdo na natureza

Dois ciclos principais da perpetuacdo da infeccdo por C. burnetii em natureza foram
identificados: o primeiro, em animais domésticos e o segundo, na regido de floresta com a
participacdo de animais silvestres (marsupiais, roedores, lagomorfos, etc.) e alguns
ectoparasitas, principalmente, carrapatos. Carrapatos podem desempenhar um papel
significativo na transmissdo de C. burnetii entre os vertebrados. As relacbes entre os dois
ciclos epidemioldgicos se encontram esquematizadas na figura abaixo com base nas
informacdes obtidas de fontes bibliograficas de diversos autores (Figura 2.5), considerando
gue 0s carrapatos, animais capazes de permanéncia no ambiente por longo periodo, atuam
como elemento de ligagdo dos ciclos, entre animais selvagens e domesticos.

Assim, além dos ruminantes, animais de estimacao, incluindo gatos, coelhos e cées, tém

sido identificados como potenciais fontes de surtos urbanos (Angelakis & Raoult 2010).
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Figura 2.5: Figura esquematica ilustrando a inter-relacdo entre os ciclos da perpetuacdo da

infeccdo na natureza entre animais domésticos e animais silvestres.

2.4.3- Reservatorios

Os reservatorios sdo inumeros, mas parcialmente reconhecidos incluindo-se mamiferos,
aves e vetores bioldgicos (carrapatos). Cerca de 40 espécies ou mais de carrapatos sdo
naturalmente infectados com C. burnetii, mas ndo sdo importantes na manutencdo das
infeccbes em animais domésticos ou em seres humanos (Maurin & Raoult 1999). Coxiella
burnetii se multiplica, nas células do intestino de carrapatos e um grande numero de
organismos viaveis sdo eliminados pelas fezes. Couros e las contaminados sdo veiculos de
transmissdo para as pessoas tanto pelo contato direto como através das fezes secas, inaladas
como particulas de poeira suspensas no ar (Angelakis & Raoult 2010). Embora um importante
reservatorio parecga ser de pequenos roedores silvestres, a fonte mais comumente identificada
de infeccdo humana sdo animais de &rea agricola como bovinos, caprinos e ovinos. Animais
de estimacdo, incluindo gatos, coelhos e cachorros, também podem ser fontes potenciais de
surtos urbanos. Suspeita-se que 0s gatos sejam um importante reservatorio de C. burnetii em
areas urbanas. No Canada, estudos tém demonstrado que 6 a 20% dos gatos apresentam
anticorpos anti-C. burnetii (Fournier et al. 1998). Na América do Norte, surtos de febre Q sédo
relacionados ao contato direto e indireto com gatas parturientes e assim como pela exposicao

as fezes de pombos infectados (Angelakis & Raoult 2010). Suspeita-se que 0s ratos silvestres
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sejam importantes reservatorios na Gra-Bretanha. Todos estes mamiferos, quando infectados,
eliminam organismos resistentes a dessecacdo através de urina, fezes, leite e em especial em
produtos de parturicdo, considerando que C. burnetii se localiza no utero e glandulas
mamarias de animais infectados. A ocorréncia de reativacdo da infeccdo em mamiferos do
sexo feminino durante a gravidez assim como a infeccdo podem resultar nos abortos em
cabras e, em menor escala, em ovinos, aléem de problemas reprodutivos em bovinos.
Concentrages elevadas de C. burnetii (até 10° bactérias / g de tecido) tém sido encontradas
nas placentas de animais infectados, assim como no leite, embora provavelmente esse veiculo
seja menos efetivo na propagacdo de febre Q (Fournier et al. 1998, Maurin & Raoult 1999,
Angelakis & Raoult 2010).

2.4.4- Situacdo Mundial

A febre Q € um importante problema de satde publica em diversos paises em especial na
Franca (Frankel et al. 2011) como também na Espanha (Montes et al. 2006) e na Holanda,
onde, mais de 3,500 casos foram notificados nos Gltimos trés anos (Van der Hoek et al. 2010,
Hilbert et al. 2011, Roest et al. 2011, Sprong et al. 2011, Whelan et al. 2011). Coxiella
burnetii € responsavel por 5 a 8% dos casos de endocardite infecciosa no sul da Franca e
quadros de febre Q ocorrem em 50 por cada 100.000 habitantes nessa area (Bélec et al. 1993,
Fenollar et al. 2004, Houpikian & Raoult 2005, Stein & Raoult 1995, Lamas & Eykyn 2003,
Maurin & Raoult 1999). Dados mais recentes mostram que em todo territério francés, a
incidéncia anual de febre Q aguda e endocardite € de 2.5/100,000 pessoas e 0.1/100,000
pessoas, respectivamente, com aumento expressivo de casos e surtos nos Gltimos anos
(Frankel et al. 2011).

Desde a primeira publicacdo sobre a emergéncia de febre Q na Holanda, milhares de
casos tém sido notificados (Karagiannis et al. 2007, Cilla et al. 2008, Schimmer et al. 2008,
Karagiannis et al. 2009, Delsing et al. 2010, Enserink 2010, Roest et al. 2011, Van den Wijngaard
et al. 2011, Van der Hoek et al. 2011) e estudo realizado em pequenos ruminantes demonstrou
gue, 0 mesmo genotipo de C. burnetii identificado nestes animais tenha sido responsavel pela
epidemia de febre Q na Holanda (Roest et al. 2011). No entanto, outro estudo, conduzido por
Klaassen e colaboradores, identificou cinco genotipos de C. burnetii em seis pacientes e seis
animais provenientes de trés regides diferentes da Holanda (Klaassen et al. 2009). Com base
na epidemia de febre Q ocorrida na Holanda, artigos sobre a aplicacéo e a importancia de um
sistema de vigilancia eficiente, voltado para a identificacdo precoce tem sido enfatizado
(Roest et al 2011, Van den Wijngaard et. al., 2011). Ja em 2005, estudos de soroprevaléncia

sugeriam que a febre Q era endémica, acometendo cabras e ovelhas leiteiras, embora sem
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diagnostico conclusivo. Salienta-se ainda que abortos por febre Q foram registrados em 30
fazendas de cabras e ovelhas leiteiras entre 2005 e 2009. Diante do exposto, foi possivel
estabelecer um elo epidemioldgico da epidemia de febre Q na Holanda respaldado no elevado
numero de pessoas susceptiveis e 0s seus contatos diretos ou indiretos com pequenos
ruminantes com historia clinica de abortos frequentes (Roest et al. 2011).

Na Alemanha, no perido de 2008 a 2009, dois surtos consecutivos de febre Q em seres
humanos foram registrados. Admitiu-se que a origem da infeccdo do primeiro foco tenha sido
um rebanho de 550 ovelhas vivendo entorno das vilas afetadas, entretanto a fonte de infeccao
do surto de 2009, ndo pode ser identificada. Provavelmente, os prados contaminados com
placentas infectadas ou os fluidos dos nascimentos foram incriminados (Hilbert et al. 2011).

Ainda em 2008, em um hospital de campanha britanico em Helmand, no Afeganistéo,
26% de todos os casos inespecificos de febre submetidos a um protocolo padrdo foram
confirmados como febre Q aguda, razdo para instituir um programa de vigilancia (Bailey et al.
2011).

Nos Estados Unidos, a febre Q € uma doenca de notificacdo desde 1999,sendo que 80
casos sdo notificados anualmente, com um pico de 171 casos em 2007 e com uma incidéncia
média anual de 0,28 /100,000 pessoas (Anderson et al. 2009).

No Brasil, descrita pela primeira vez em 1953, a febre Q, apesar de ser uma zoonose
cosmopolita é negligenciada, talvez pelo desconhecimento das historias clinicas humanas e
animais, razdo pela qual ndo é considerada uma doenca de notificacdo obrigatéria. De
incidéncia e epidemiologia desconhecidas, as escassas informacdes sobre a evidéncia
sorol6gica em humanos e animais se restringem aos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e S&o Paulo. Lamas e colaboradores em 2009 ao analisarem amostras de soro de
pacientes HIV reativos, atendidos em servico de salde na regido administrativa de
Jacarepagua, Municipio do Rio de Janeiro, identificaram quatro pacientes do sexo feminino
com anticorpos anti-C. burnetii e uma das pacientes referia contato com material de parto de
uma cadela (Lamas et al. 2009). Mais recentemente a deteccdo de anticorpos anti-C. burnetii
em amostras de casos suspeitos e a analise histopatoldgica, utilizando a coloracdo de Gimenez
em fragmento tecidual de valvula endocéardica permitiram a detecgdo de raros casos de febre
Q (Branddo et al. 1953, Costa et al. 2006, Lamas et al. 2009, Ribeiro do Valle et al. 1955,
Riemann et al. 1974, Siciliano et al. 2008, Travassos et al. 1954).
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2.5- Diagnéstico Laboratorial

2.5.1- Diagnostico Sorologico

Uma vez que o diagndstico clinico é dificil, na maioria dos casos, o diagnostico de febre
Q depende dos testes soroldgicos. Uma variedade de técnicas soroldgicas esta disponivel, mas
0 teste de microimunofluorescéncia indireta tornou-se a técnica de referéncia (Angelakis &
Raoult 2010). O diagnostico soroldgico é facil de ser estabelecido, embora anticorpos sejam
geralmente detectados somente apds 2-3 semanas do inicio da doenca. Assim, 0s testes
soroldgicos devem ser pareados da fase aguda e da fase convalescente. Além disso, o teste
soroldgico permite a diferenciacdo de infeccbes de febre Q agudas e cronicas (Figura 2.6).
Métodos que tém sido usados incluem, além da imunofluorescéncia indireta (IFA), também a
microaglutinacdo, fixacdo de complemento, radioimunoensaio, teste de hemdlise indireta,
ELISA (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”), ELIFA (“Enzyme Linked Immuno Fluorescent
Assay”), “dot imunoblotting”, e “Western blotting”. As técnicas mais comumente usadas incluem
fixacdo de complemento, IFA, ELISA e microaglutinacdo. Apenas os dois primeiros métodos sao
disponiveis comercialmente (Maurin & Raoult 1999, Fournier et al. 1998).

A IFA continua a ser a técnica de referéncia para o diagnostico da febre Q e tem a
vantagem de exigir apenas pequenas quantidades de antigeno - C. burnetii fase | e fase 11 com
a cepa Nine Mile. A fase Il do antigeno é obtida por crescimento de C. burnetii em cultura de
células, enquanto o antigeno de fase | € obtido a partir de baco de camundongos infectados.
Anticorpos IgG, IgM e subclasses de IgA podem ser determinados. A técnica de IFA é
melhorada usando um absorvente de fator reumatdide para remover IgG antes da
determinacdo dos titulos de IgM ou IgA. Durante a febre Q aguda, a soroconversdo é
geralmente detectada 7-15 dias ap6s o inicio dos sintomas clinicos e os anticorpos sdo
detectados pela terceira semana em cerca de 90% dos casos. Um titulo de anticorpos 1gG anti-
fase I1 > 200 e um titulo de anticorpos IgM anti- fase II > 50 sdo considerados significativos,
mas a escolha dos titulos de corte negativos depende da quantidade de estimulacéo antigénica
na populacdo estudada e pode variar de uma area para outra. Febre Q crénica é caracterizada
pela presenca de anticorpos anti-fase I, e um titulo de anticorpos de IgG anti-fase I > 800 ¢é
considerado altamente preditivo de endocardite de febre Q (Maurin & Raoult 1999).

Reacdes cruzadas sdo a maior fonte de confusdo na interpretacdo dos resultados
soroldgicos, e estes podem variar de acordo com a tecnica sorologica. Reacles cruzadas
foram descritas entre C. burnetii e qualquer Legionella pneumophila, Legionella micdadei,
Bartonella quintana ou Bartonella henselae. Tais reagbes cruzadas devem ser consideradas
no diagndstico etioldgico da pneumonia atipica, que pode ser causada tanto por C. burnetii

quanto por Legionella ou da endocardite com hemocultura negativa que pode ser decorrente
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tanto de C. burnetii quanto por diferentes espécies de Bartonella. Um diagndstico diferencial
é facilmente estabelecido quando os titulos de anticorpos quantitativos contra ambos os
antigenos de C. burnetii anti-fase | e anti-fase 11 sdo determinados (Maurin & Raoult 1999).

Cultura

PCR
IgM de fase l el

———————

‘\»\IgG de fase |l

IgG dm

10 dias 3 meses 10 anos

Figura 2.6: Cinética de anticorpos e técnicas de diagndstico da febre Q aguda (Raoult &
Parola 2007).

2.5.2- Diagnostico Molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido usada com sucesso para detectar
DNA C. burnetii em culturas de células e amostras clinicas (Tabela 2.2). Inicialmente, 0s
métodos utilizavam hibridizacdo especifica de sondas de DNA marcadas para acido nucléico
amplificado a partir de amostras clinicas. Estes métodos eram muito sensiveis e especificos,
mas estavam disponiveis apenas em laboratérios de pesquisa especializados. A
disponibilidade de “primers” derivados de genes especificos para C. burnetii tem permitido
um método simples e confidvel para a deteccdo desta bactéria, mesmo em tecidos conservados
em parafina. Além disso, a PCR tem se mostrado mais sensivel do que técnicas de cultura
padrdo para o diagnéstico retrospectivo, com amostras congeladas e para o acompanhamento
dos pacientes tratados para a febre Q cronica. Segundo os autores, as amostras mantidas
congeladas a - 80 ° C sdo adequadas para PCR por varios anos e 0s “primers” derivados do
elemento repetitivo htpAB associado sdo usados rotineiramente com sucesso no laboratério
(Fournier et al. 1998). Este elemento existe em pelo menos 19 copias do genoma Nine Mile |
de C. burnetii e a PCR com base nesse gene é muito sensivel (Willems et al. 1994).

Durante os ultimos anos, varios testes diagnosticos baseados em PCR foram
desenvolvidos para detectar DNA C. burnetii em culturas celulares e em amostras clinicas.
Estes ensaios utilizam PCR convencional, nested PCR ou PCR em tempo real feitos em
Light-Cycler, SYBR Green ou quimica TagMan (Klee et al. 2006). A Light-Cycler Nested

PCR (LCN-PCR), um teste rapido de PCR que usa soro como amostra e como termociclador
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o Light-Cycler, visando uma multicopia 20-copia da sequéncia elemento htpAB associado foi
adaptado para o diagndstico tanto de febre Q aguda como cronica. O ensaio de LCN-PCR
pode ser Gtil no estabelecimento de um diagnostico precoce da febre Q crénica. Devido a sua
alta sensibilidade e especificidade, o elemento repetitivo IS 11-11 é o melhor gene-alvo para a
deteccdo de C. burnetii em pacientes com febre Q ativa. Recentemente, a sequéncia completa
do genoma de C. burnetii se tornou disponivel, permitindo uma grande variedade de alvos de
DNA (Angelakis & Raoult 2010).

Berri e colaboradores (2000) mostraram a que sensibilidade do Trans-PCR foi 100 vezes
maior do que a sensibilidade obtida com PCR usando “primers” CB1-CB2. A sensibilidade
também foi testada em amostras de DNA extraido de esfregacos genitais coletados dos

animais naturalmente infectados.

Tabela 2.2: Alguns genes e “primers” derivados disponiveis para amplificacdo por PCR de C.
burnetii (Fournier et al. 1998).

Gene “primers” (Sequéncias)
16S rRNA 16S1 (5’-CTC CTG GCG GCG AGA GTG GC-37)

16S2N (5’-GTT AGC TTC GCT ACT AAG AAG GGA ACT TCC C-37)
23S rRNA 976F (5°-AGG TCC TGG TGG AAA GGA ACG-3)

1446R (5’-TCT CAT CTG CCG AACCCATTGC-3’)

16S-23S rRNA internal 16SF (5°-TTG TAC ACA CCG CCC GTC A-3%)
transcribed spacer 23SR (5’-GGG TT (CGT) CCC CAT TCG G-37)

16SS (5-GAA GTC GTA ACA AGG TA-3%)

23SS (5’-TCT CGA TGC CAA GGC ATC CAC C-37)

Superoxide dismutase CB1 (5’-ACT CAA CGC ACT GGA ACG GC-37)
CB2 (5’-TAG CTG AAG CCA ATT CGC C-3°)

Plasmid QpRS QpRSO1 (5°-CTC GTA CCC AAA GAC TAT GAA TAT ATC-3)
QpRS02 (5-CAC ATT GGG TAT CGT ACT GTC CCT-3")
Plasmid QpH1 QpH11 (5°-TGA CAA ATA GAA TTT CTT CAT TTT GAT-3")
QpH12 (5°-GCT TAT TTT CTT CCT CGA ATC TAT GAA T-3")
cbbE G4131 (5°-CTG ATG TGT CAA GTA ATG TCG G-3?)
G4132 (5°-CTT CAT GGT TAT GAT TCT GCG-3")
htpAB Transl (5-TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C-3")

Trans2 (5’-CCC AAC AACACCTCCTTATTC-37)

2.5.3- Isolamento Bacteriano

A viruléncia de C. burnetii € alta, razdo pela qual apenas laboratorios com biosseguranca
de nivel 3 e profissional experiente devem ser autorizados a manipular amostras clinicas na
tentativa de isolamento e cultivo do microorganismo.

Varios espécimes humanos sdo adequados para a deteccdo de C. burnetii, mas a sua

disponibilidade depende da apresentacdo clinica. Todas as amostras, excluindo sangue total
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que deve ser mantido a 4 ° C, devem ser armazenadas em - 80 ° C e devem ser encaminhadas
em gelo seco para o laboratorio de diagnostico (Angelakis & Raoult 2010).

Vérias linhagens celulares podem ser usadas para culturas in vitro. Fibroblastos humanos
de pulmdo embrionario (células HEL) cultivadas em frascos de “shell” sdo usados mais
rotineiramente por causa de sua alta susceptibilidade a infeccdo por C. burnetii e féacil
manutencdo. As monocamadas de células em frascos de “shell” sdo inoculadas com 1 ml de
amostra clinica e centrifugado (700 x g em 20 °C) por 1 h para aumentar a fixacdo e
penetracdo de C. burnetii nas células. Monocamadas inoculadas sdo incubadas a 37 ° C em
5% de CO2 de 5 a 7 dias. Coxiella burnetii € geralmente observada pelo exame microscopico
de monocamadas de células apds serem submetidas a coloracdo de Gimenez ou
imunofluorescéncia (Angelakis & Raoult 2010, Maurin & Raoult 1999).

Mais recentemente, com o desenvolvimento das pesquisas no campo da genémica
funcional, Omsland e colaboradores (2009) conseguiram, através de um complexo meio
nutriente construido a partir da reconstru¢do gendmica, expressdo “‘microarrays’ e
fingerprinting metabolico, o crescimento de C. burnetii em meio axénico. Este fato inédito,
além de facilitar os estudos sobre a patogénese e a genética do organismo, possibilitara o

isolamento bacteriano no futuro com menor custo e maior facilidade.

2.5.4- Histopatologia Associada com Imunohistoquimica

A deteccdo de C. burnetii em tecidos € especialmente informativa em pacientes que
estdo em tratamento para a febre Q crénica. Amostras podem ser testadas a fresco ou apds
fixacdo em formol e parafina. Imunodeteccéo é realizada usando técnicas de imunoperoxidase
ou imunofluorescéncia com anticorpos policlonais ou monoclonais Apenas esta Ultima técnica
pode ser usada em amostras em parafina (Angelakis & Raoult 2010, Maurin & Raoult 1999).
Multiplicacdo intracelular de C. burnetii pode explicar porque vegetacdes da valvula cardiaca sao
pequenas ou inexistentes nos pacientes com endocardite de febre Q e, portanto, ndo sdo na
maioria das vezes visualizada pelo ecocardiograma (Maurin & Raoult 1999).

2.6- Infeccéo
A principal caracteristica da febre Q é o seu polimorfismo clinico, de modo que o
diagnostico s6 pode ser realizado por testes sistematicos. E provavel que fatores como a via
de infeccdo e o tamanho do in6culo determinem, no homem, a expresséo da infeccdo por C.
burnetii. Na verdade, a via respiratoria esta associada com pneumonia e a via digestiva com
hepatite (Angelakis & Raoult 2010), enquanto inoculos elevados estdo associados com

miocardite (Maurin & Raoult 1999). Sexo e idade também interferem na expressdo da
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infeccdo por C. burnetii. Homens sdo frequentemente mais sintomaticos do que as mulheres,
apesar da exposicdo e soroprevaléncia comparaveis. Além disso, a prevaléncia de casos
clinicos em criangas aumenta significativamente com a idade e febre Q sintomaética ocorre

mais frequentemente em pessoas com mais de 15 anos (Angelakis & Raoult 2010).

2.6.1- Infeccdo em Humanos

Infeccdo por C. burnetii pode se apresentar com manifestagdes clinicas agudas ou
crénicas. No entanto, quase 60% dos casos de febre Q sdo assintomaticos. Entre os 40% dos
pacientes sintomaticos, a maioria (38% dos 40%) experimentara uma doenca leve, sem a
necessidade de hospitalizagdo. Pacientes hospitalizados representam apenas 2% dos
individuos infectados, e apenas 1 em cada 10 dentre eles (0,2% do total) desenvolve a febre Q
crénica. Essas proporcfes correspondem aos dados obtidos a partir de analise dos casos
confirmados no sul da Franga, as incidéncias de febre Q e a endocardite sdo, respectivamente,
de 50/ 100.000 habitantes e em 1/ milh&o de habitantes (Maurin & Raoult 1999).

A febre Q aguda sintomaética se manifesta principalmente como uma doenga febril
autolimitada, pneumonia atipica, ou uma hepatite granulomatosa, enquanto endocardite é a
apresentacdo mais comum de febre Q cronica. No entanto, porque as manifestacdes clinicas
da febre Q sdo muitas vezes inespecificas, a doenca deve ser sistematicamente considerada
em pacientes febris com contato recente com animais parturientes (Maurin & Raoult 1999).

Gravidez
Aborto, portador
crénico

60% assintomaticos

Incubacao

2.3 semanas Infeccdo primaria Infeccdo cronica

40% sintomaticos

Endocardite,

infeccéo vascular

Sindrome como a gripe, Hepatite,
pneumonia, meningoencefalite

Figura 2.7: Historia natural da febre Q humana, na auséncia de tratamento (Angelakis &
Raoult 2010).
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2.6.1.1- Febre Q Aguda

Apresentacdo clinica comum, apds um periodo de incubagéo da febre Q que pode durar
2-3 semanas, dependendo do indculo de C. burnetii. Em pacientes sintomaticos, o inicio
geralmente é abrupto, com febre alta, cansaco, calafrios e dores de cabeca. A manifestacao
clinica mais frequente da febre Q aguda € provavelmente uma doenca febril autolimitada
associada com intensa cefaléia. Pneumonia atipica é também uma frequente apresentacéo
clinica e os sintomas clinicos podem variar de pneumonia clinicamente assintomatica
diagnosticada na radiografia de torax até insuficiéncia respiratoria aguda, embora esta ultima
continue a ser extremamente rara. A hepatite é outra apresentacédo frequente da febre Q aguda
e é geralmente identificada durante investigacdo laboratorial de pacientes com quadro
hepatico com niveis aumentados de aspartato aminotransferase [AST], alanina
aminotransferase [ALT] e fosfatase alcalina. Hepatomegalia pode ser clinicamente detectavel,
mas a ictericia é rara (Maurin & Raoult 1999).

Assim, sucintamente, a infecgdo por C burnetii pode determinar vérias sindromes clinicas
agudas como, por exemplo, doenga febril autolimitada, pneumonia, hepatite, endocardite,
osteomielite, febre Q na infancia, manifestacbes neuroldgicas, exantema, febre de origem
obscura, trombocitopenia ou trombocitose reativa, além das complicacdes da febre Q aguda
(Marrie 1990, Angelakis & Raoult 2010).

2.6.1.2- Febre Q Cronica

O diagnostico da febre Q cronica pode ser estabelecido a partir da persisténcia da
manifestacdo clinica por mais de 6 meses apds o inicio do quadro clinico. Ocorre em
aproximadamente 5% dos pacientes infectados com C. burnetii e pode se desenvolver
insidiosamente meses a anos apos a doenca aguda. Na forma crénica da febre Q, C. burnetii
se multiplica em macréfagos, evento que resulta em coxielemia permanente e
consequentemente niveis muito elevados de anticorpos persistentes. Normalmente, o coracdo
é 0 6rgdo mais comumente envolvido, seguido por artérias, 0ssos e figado. Endocardite ocorre
geralmente em pacientes com lesdo valvular prévia ou aqueles que estdo
imunocomprometidos (Fournier et al. 1998).

Endocardite, infec¢Bes vasculares, infeccdes osteoarticulares, hepatite cronica, infecgdes
pulmonares croénicas, sindrome da fadiga cronica, cronicidade favorecida pela gravidez e
prematuridade e aborto sdo algumas das apresentac@es clinicas que resultam da infeccéo cronica
(Angelakis & Raoult 2010).
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2.6.2- Infeccdo em Animais

Em contraste com a febre Q aguda humana, a infeccdo animal com C. burnetii é, na
maioria dos casos, de forma surpreendentemente assintomatica. Este fato implica na
observacao de que o termo coxiellose é considerado uma designacdo mais apropriada do que
febre Q animal. Em animais, durante a fase aguda, C. burnetii pode ser encontrada no sangue,
pulmd@es, baco e figado enquanto que durante a fase cronica é apresentado como uma
liberacdo persistente de C. burnetii nas fezes e urina (Angelakis & Raoult 2010).

Coxiella burnetii é capaz de infectar muitas espécies animais, incluindo mamiferos, aves
e artropodes. Em animais, infec¢Bes por C. burnetii sdo geralmente assintomaticas, mas em
mamiferos a infeccdo pode causar abortos e natimortalidade. Nestes animais, 0s sinais
clinicos mais frequentes da infeccdo por C. burnetii podem ser consequentes a pneumonia,
aborto, morte e parto de cordeiros, bezerros ou filhotes debilitados. Na maioria dos casos, 0
aborto ocorre no final da gestacdo, sem sinais clinicos especificos até que o aborto esteja
prestes a acontecer, como observado com brucelose ou clamidiose. Fetos abortados parecem
normais, mas placentas infectadas apresentam espessamento fibroso intercotiledonario e
exsudatos descoloridos, que ndo sdo especificos para febre Q. Uma resposta inflamatdria grave
pode ser observada no miométrio e no estroma adjacente a area placentomal durante a gestacao
em cabras. Os trofoblastos aparecem alterados e espumosos, com inclusdes bem definidas de C.
burnetii, também encontradas em células multinucleares. A taxa de aborto pode variar de 3 a
80%, altas taxas de aborto sdo raramente observadas, exceto em alguns rebanhos caprinos.
Muitas vezes, o numero de fémeas que aborta no rebanho pode ndo ser suficiente para alertar o
fazendeiro e os casos clinicos humanos é que revelam muitas vezes a infec¢do do rebanho. Em
bovinos, metrite é frequentemente a Unica manifestacdo da doenca. Mamiferos infectados
(ruminantes, gatos, cées, coelhos, pequenos roedores silvestres, etc.) liberam C. burnetii em
produtos provenientes do parto, mas também no leite, urina e fezes. Liberacdo C. burnetii no
leite € mais frequente e dura mais tempo em vacas e cabras do que em ovelhas. Ovelhas liberam
mais e por mais tempo em descargas vaginais do que cabras e podem manter as bactérias em
gestacdes subsequentes (Arricau-Bouvery & Rodolakis 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 duragcdo meédia de excrecéo é de 20 dias (Angelakis & Raoult 2010).

2.7- Profilaxia e Medidas de Prevencéo
Um cuidado especial deve ser tomado quando se introduz um novo animal em um
rebanho livre de febre Q. Simplesmente garantir que o novo animal ndo esta infectado néo ¢

suficiente, pois a febre Q €, principalmente, transmitida no ar. Durante surtos de febre Q, a
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contaminacdo de animais e do meio ambiente podem ser evitados ou reduzidos, destruindo
placentas e fetos, de modo a evitar a sua ingestao por carnivoros domésticos ou selvagens, que
consequentemente podem disseminar a bactéria no ambiente. Se possivel, os nascimentos
devem ser confinados a uma localizacdo especifica e desinfetados sem induzir aerossois
(Rodolakis 2009).

Como em todas as doencas zoonoticas, o controle da doenga em animais vai influenciar o
nivel da doenca observada no homem. Estratégias apropriadas de controle de carrapato e boas
praticas de higiene podem diminuir a contaminacdo ambiental. Fluidos e as membranas fetais
infectados, fetos abortados e materiais de cama contaminados devem ser incinerados ou
enterrados, apds desinfeccdo. Além disso, o estrume deve ser tratado com cal ou cianeto de célcio
0,4% antes de ser espalhado sobre os campos, 0 que deve ser feito na auséncia de vento para
evitar a propagacdo do microorganismo a longas distancias. Tratamento com antibi6ticos pode ser
feito para reduzir o nimero de abortos e a quantidade de liberacdo de C. burnetii no parto.
Embora seja muito caro, os animais infectados devem ser retirados dos rebanhos ou colocados em
confinamento separados no momento do parto. Trabalhadores da industria animal devem ser
plenamente informados sobre os fatores de risco de contrair febre Q e os laboratorios devem ser
dotados de dispositivos de seguranca adequados e equipamentos (Angelakis & Raoult 2010).

O tratamento com antibidticos, consistindo de duas injecfes de tetraciclina (20 mg / kg)
durante o ultimo més de gestacdo é frequentemente usado para reduzir o nimero de abortos e
a quantidade de liberacdo de C. burnetii no parto. A eficacia deste tratamento nunca foi
avaliada com precisdo, mas tem demonstrado que ndo previne completamente o aborto ou a
liberacdo de C. burnetii no parto (Rodolakis 2009).

Pasteurizacdo a 72 °C durante 15 segundos ou esterilizagdo do leite de rebanhos
infectados sdo regularmente recomendado mesmo que a via oral ndo seja a principal via de
transmissdo (Arricau-Bouvery & Rodolakis 2005).

Buhariwalla e colaboradores (1996) chamam a atencdo para casos de febre Q
transmitidos por gatos e cdes domésticos e sobre a importancia da infeccdo humana associada
com material de aborto ou parto destes animais de companhia.

Trés tipos de vacina tém sido propostas para fornecer a prote¢cdo humana contra a febre
Q: i) avacina de C. burnetii viva atenuada produzida e testada na Russia, mas posteriormente
abandonada devido a preocupagdo com sua seguranga; ii) vacina de residuo extraido em
cloroférmio-metanol ou outras vacinas extraidas (testadas em animais, mas ndo em seres
humanos), e iii) a vacina inativada por formalina de célula inteira (Q-Vax) considerada
aceitavel e segura para ser utilizada em seres humanos (Angelakis & Raoult 2010). Mas até o

momento ndo temos nenhuma vacina disponivel no Brasil.
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3- JUSTIFICATIVA

A febre Q, uma zoonose cosmopolita e insidiosa causada por C. burnetii, € um
importante problema de salde publica em diversos paises, em especial na Franca e, mais
recentemente, na Holanda, onde, nos ultimos trés anos, mais de 3.500 casos foram
confirmados. Reconhecida no Brasil pela primeira vez em 1953, apesar da evidéncia
soroldgica de sua existéncia no territdrio brasileiro, sejam pelos estudos realizados em
populagdes consideradas de risco, seja pela presenca de anticorpos anti-C. burnetii em
pacientes HIV sororreativos no Rio de Janeiro ou em um paciente com endocardite
hemocultura negativa, pouco se sabe sobre sua incidéncia e epidemiologia em nosso pais. SO
recentemente, apos identificacdo no Brasil do primeiro caso confirmado por analise molecular
em um paciente com febre de origem obscura residente no Municipio de Itaborai, Rio de
Janeiro, outros casos tém sido diagnosticados através da recupera¢do do genoma bacteriano,
ratificando a presenca do agente em nosso territorio. Assim, diante do exposto e do cenario
mundial, este estudo, além de contribuir para o conhecimento da febre Q no Brasil e de
fornecer informac0es inéditas que possam subsidiar a vigilancia desta zoonose no contexto do
diagnostico sindrémico febril, podera servir como ponto de partida para viabilizar a promocao

da febre Q como doenca de notificacdo compulsoria pelo Ministério da Salde.
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4- OBJETIVOS
4.1- Objetivo Geral

Investigar, por estudos soroldgicos e moleculares, a presenca de infeccdo por Coxiella

burnetii em amostras de seres humanos, vertebrados e artropodes, em area de ocorréncia de

caso confirmado de febre Q no Municipio de Itaborai, Estado do Rio de Janeiro

4.2- Objetivos Especificos

Realizar analise soroldgica, utilizando teste de imunofluorescéncia indireta, em
amostras de soro de populacdo humana contatante e de animais;

Realizar analise molecular, através da reacdo em cadeia da polimerase, utilizando
protocolos previamente estabelecidos no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses,
em amostras de sangue de popula¢cdo humana e de animais vertebrados;

Pesquisar 0 genoma de Coxiella burnetii em amostras de leite, secrecdo vaginal, swab
anal e fezes dos pequenos animais ruminantes;

Identificar taxonomicamente os artropodes coletados em animais incluidos no estudo;
Verificar a presenca de infeccdo por C. burnetti em artropodes (carrapatos e pulgas)
coletados de vertebrados incluidos no estudo;

Caracterizar as sequéncias gendmicas identificadas em amostras bioldgicas de animais
incluidos no estudo;

Contribuir na alimentacdo do banco de dados contendo as sequéncias nucleotidicas das
diferentes proteobacterias — “rickettsias lato sensu” — do Laboratorio de Referéncia
Nacional para Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz;

Disponibilizar informacdes obtidas no estudo para a vigilancia epidemioldgica

municipal e estadual visando a instituicdo de medidas de prevencao.
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5 - MATERIAL E METODOS
5.1- Desenho de Estudo
Para este estudo foi proposto um desenho epidemioldgico descritivo seccional, em duas
etapas conforme o local de coleta das amostras, para verificar a presenca de C. burnetii, em
amostras de seres humanos, vertebrados e artropodes, em area de ocorréncia de caso

confirmado.

5.2— Consideragdes Eticas
Este estudo faz parte do projeto sobre vigilancia das rickettsioses com énfase na febre Q
no Municipio de Itaborai e que obteve, para o estudo com populacdo humana, aprovacéo pela
Comisséo de Etica Institucional (CEP/Fiocruz) sob o nimero 552/10. As amostras de animais
domeésticos foram coletadas, apds a assinatura do consentimento livre e esclarecido pelo
proprietario, no contexto da vigilancia em saude pelo Laboratorio de Referéncia Nacional
para Rickettsioses, com o0 apoio das Secretarias Municipal de Itaborai e Estadual do Rio de

Janeiro.

5.3- Estudo da Area e Divisdo de Etapas

Itaborai € um municipio brasileiro do estado do Rio de Janeiro na regido metropolitana
(Figura 5.1). Localiza-se a 22°44'51" de latitude sul e 42°51'21" de longitude oeste, a 17 m em
relacdo ao nivel do mar e dista 40 km da capital (Rio de Janeiro) (Prefeitura Municipal de
Itaborai 2010). A populacdo estimada para 2009 foi de 228.996 habitantes (IBGE 2010). A
vegetacdo do municipio é composta em maior parte por pastagens, mata de encosta, mangues
e brejos. Os remanescentes de matas, observados nos setores mais ingremes e elevados nas
Serras do Barbosdo e do Lagarto, sdo tipicamente secundarias resultantes da regeneracao
natural, pois concentraram muita exploracdo de madeira para a obtencdo de carvdo e lenha no
passado.

No restante do municipio, as matas encontram-se muito fragmentadas e aparecem em
locais isolados. As maiores altitudes da cidade sdo encontradas na Serra do Barbosé&o e a leste
na divisa com Tangua, e nas Serras do Lagarto e Cassorotiba do Sul, na divisa com o
municipio de Marica. Nas demais localidades, no Norte e Oeste do municipio, predominam as
planicies, onde estdo concentrados os rios que convergem para a Baia de Guanabara. Entre as
planicies e as serras, observa-se um relevo suavemente ondulado, com morros que raramente
ultrapassam os 50 metros (Prefeitura Municipal de Itaborai 2010).

O estudo realizado foi uma investigacdo epidemioldgica realizada com o apoio das

secretarias estadual do Rio de Janeiro e municipal de Itaborai. Duas etapas no projeto foram
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estabelecidas: uma primeira etapa na qual as amostras bioldgicas de familiares do paciente e
de animais domésticos residentes na propriedade foram coletadas em 2008 e uma segunda
etapa, em 2009, quando moradores residentes na propriedade para onde foram transferidas as
cabras, provaveis fontes de infeccdo de C. burnetii foram incluidos no estudo.

As caracteristicas fisiograficas das duas localidades incluidas no estudo sé@o semelhantes.
Situam-se em uma regido periurbana de planicies com pastagens e rodeadas por um entorno
similar. Importante salientar que esta &rea situa-se no Municipio de Itaborai, no qual a
implantacdo do Complexo Petroquimico da Petrobras tem determinado o desmatamento e
ocupacdo de vastas areas, assim como, a migracdo de populacdo de diferentes regides do
Brasil. Esta informacdo constitui um importante determinante para a realizacdo e

aprofundamento deste desenho de estudo.

Figura 5.1: Municipio de Itaborai na regido metropolitana do estado do Rio de Janeiro local
onde surgiu o foco da infecgéo.

5.4 - Detalhamento da Coleta de Amostras

5.4.1 - Etapas de Trabalho de Campo

Na primeira etapa, dentro do contexto da vigilancia epidemioldgica das rickettsioses,
coordenada pelo Laboratério de Referéncia Nacional para Rickettsioses, com a colaboragéo
do servico de saude do Municipio de Itaborai, a investigacdo do caso foi realizada na
propriedade do paciente, com equipamento individual de biosseguranca (EPI) cumprindo os
procedimentos preconizados pelo manual de biosseguranca da Fundagdo Oswaldo Cruz, em

03 de dezembro de 2008 (Figura 5.2).
30



5- MATERIAL E METODOS

Interior do aprisco

B

area de
confinamento
e filhotes

animais também
pastavam na
area externa

Figura 5.2: Febre Q no Municipio de Itaborai, Rio de Janeiro. Propriedade do paciente, no

local onde foi indentificado o foco da infecgéo.

Amostras de sangue periférico tanto de humanos como de animais, apos assinatura do
consentimento livre e esclarecido, foram coletadas por membros da equipe do Laboratorio de
Hantaviroses e Rickettsioses. A coleta de sangue de familiares do paciente foi feita por uma
biomédica e a de animais foi realizado pela autora deste projeto de dissertacdo de mestrado, a
médica veterinaria responsavel pelos procedimentos nos animais domesticos. Foi coletada a
terceira amostra de sangue do paciente que ja se encontrava de alta hospitalar em casa, além
de amostras de sua esposa e filha, e da coleta de sangue de 13 caninos sem raca definida e trés

ovelhas.
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Figura 5.3: Febre Q no Municipio de Itaborai, Rio de Janeiro. Coleta de material de animais na

propriedade do paciente, no local onde foi indentificado o foco da infeccgéo.
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O método de coleta das amostras sanguineas dos animais domeésticos (Figura 5.3)
consistiu de veno-puncdo em veia ceféalica ou por veno-puncdo em veia jugular apds assepsia
com solucdo de alcool-iodado. O sangue foi colhido com seringa descartavel 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 coagulo (para sorologia e analise
molecular) mantidas a -20 ° C para posterior analise.

Na segunda etapa, realizada na residéncia para onde foi vendido o lote de cabras em 27
de marco de 2009 (Figura 5.4), o método de coleta foi desenvolvido com a utilizagdo de
equipamentos de protecdo individual, com aparelhos para filtragem de ar com filtros HEPA,
associados a mascara de pressdo positiva além do uso de aventais descartaveis, botas de
borracha, luvas cirurgicas. Antes do inicio das coletas foi feita a limpeza umedecendo piso e
paredes com os desinfetantes recomendados como Lysol a 10% para evitar a formacdo de
aerossois devido a possibilidade de inalacdo dos produtos da esporogénese caracteristica deste
organismo. O mesmo procedimento foi realizado no local onde se encontrava o aprisco com

fezes e urina das cabras.
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Figura 5.4: Febre Q no Municipio de Itaborai, Rio de Janeiro. Local da segunda etapa,
realizada na residéncia para onde foi vendido o lote de cabras no municipio de Itaborai.
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Depois da preparacao da area, os animais foram submetidos a coleta de amostras sanguineas
por veno-puncdo em veia jugular apos assepsia com solucdo de alcool-iodado. Seringas de 5 ml
com agulhas (25 x 0,7mm) descartaveis foram utilizadas e as amostras de sangue coletadas foram
acondicionadas e refrigeradas até centrifugacdo em tubo BD Vacutainer® sem anticoagulante.
Foram divididas em duas amostras soro e codgulo (para sorologia e analise molecular) e mantidas
a -20 ° C para posterior analise. Um c&o, um felino, dois equinos e sete cabras adultas, uma
cabrita, uma cabra prenhe e um bode foram incluidos neste estudo. Adicionalmente, amostras de
leite, além de swab vaginal e anal das cabras adultas foram coletadas e assim como a secrecao
nasal de um bode. Por fim, visando obter o maior nimero de amostras biologicas, foram coletadas
amostras de fezes de dentro do aprisco, embaixo do aprisco, ao lado do aprisco, em uma area
exposta ao sol e de dentro do aprisco onde estava abrigada a cabra prenhe. Das quatro pessoas
residentes no local, as amostras foram coletadas pela médica infectologista orientadora deste
projeto. Todas as amostras bioldgicas humanas e de animais foram acondicionadas e refrigeradas
e as amostras de sangue, apos a centrifugacdo, foram também acondicionadas a -20 ° C para a
analise soroldgica (soro) e codgulo para a analise molecular (Figura 5.5).

Entrega de seringas
e swabs para area
de apoio

Coleta de amostrasidentroldolaprisco

.3
hacondicionamento
. ' -’

Figura 5.5: Febre Q no Municipio de Itaborai, Rio de Janeiro. Método de coleta de material de
animais, com a utilizagdo de equipamentos de protecéo individual para filtragem de ar com

filtros HEPA.
33



5- MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue tanto dos individuos contatantes e de animais, quanto amostras
de leite, secrecéo vaginal, nasal e retal, além das fezes e dos artropodes coletados nos animais,
contabilizando um total de 154 amostras, foram encaminhados e acondicionados no

Laboratorio de Hantaviroses e Rickettsioses.

5.5- Metodologia Laboratorial

5.5.1- Teste soroldgico

A deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-C. burnetii foi realizada pelo teste de
imunofluorescéncia indireta (IFA), seguindo o ponto de corte estabelecido pelo fabricante
PANBIO/MEDVAX®, com os valores de corte de titulagdo superior ou igual a 64. As
laminas de IFA para febre Q contém organismos purificados nas fases | e Il distribuidos em

dois microcirculos dispostos lado a lado dentro do poco da lamina (Figura 5.6).

Figura 5.6: Figura esquemaética da lamina para teste de imunofluorescéncia indireta para febre
Q com dois microciculos dentro do poco contendo antigenos da fase Il (microcirculo do lado

esquerdo) e da fase | (microcirculo do lado direito) na visualizacdo do microscopio.

O procedimento para a deteccdo qualitativa e quantitativa de anticorpos IgG humanos e
de animais contra C. burnetti em amostras de soro, foi feita, preferencialmente, com uma
triagem selecionando amostras reativas com os titulos de 64, a partir da diluicdo inicial de
1:16 com PBS de dilui¢éo de soro (pH 7,2 £ 0.2 ). Adicionou-se 30ul da amostra diluida 1:64
no orificio da lamina onde estdo presentes as células fixadas contendo C. burnetti fase | e fase
Il e os controles positivos e negativos. Apds incubacdo da ldmina em cdmara imida em estufa
a temperatura aproximada de 37 °C por 30 minutos, em um segundo estagio, adicionou-se

sobre os orificios da lamina apos lavagem com PBS de lavagem (pH 9,0 + 0.2 ), anticorpo

34



5- MATERIAL E METODOS

IgG anti-humano (ou de animais) conjugado a FITC. A lamina foi incubada novamente, e
posteriormente, apos lavagem e aplicacdo de glicerina (pH 9,7 £ 0.2) para montagem da
laminula, foi analisada em microscopio de fluorescéncia em um aumento de 400x. Na
presenca de anticorpos 1gG na amostra testada, as reacGes foram consideradas reativas e
apareceram como uma coloracdo verde-macd fluorescente. Os titulos finais foram
estabelecidos com dilui¢Oes seriadas do soro em pesquisa, determinando o aparecimento de
fluorescéncia, chamado de quantificagcdo (“end-point”) e foi definida como a maior titulagéo

na qual ainda se detectou reatividade nas amostras testadas.

5.5.2- Analise molecular

Quanto a anélise molecular, as amostras de sangue e do triturado dos artrépodes foram
testadas para a presenca de DNA bacteriano, utilizando oligonucleotideos descritos por
Hoover e colaboradores (1992) e Willems e colaboradores (1994) (Quadro 5.1) para o gene

alvo htpAB, derivados de uma regido transposon-like repetitiva do genoma C. burnetii.

Quadro 5.1: Oligonucleotideos (“primers ) utilizados para deteccao de Coxiella burnetii.

_ ) . Temperatura Tamanho
Oligonucleotideos Sequéncias (5’ - 3’)
anelamento do fragmento
QBT-1 TATGTATCCACCGTAGCCAGTC 60 °C 687b
QBT-2 CCCAACAACACCTCCTTATTC P

5.5.2.1- Extracéo de DNA

As amostras coletadas de swabs vaginais, leite e as fezes foram submetidas a analise
molecular utilizando kit comercial (QlAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen®) para extracao
de DNA de acordo com as instrugdes do fabricante para purificacdo de tecido e foram
preparados para a extracdo conforme descrito anteriormente (Astobiza et al. 2010, Guatteo et
al. 2007, Rodolakis et al. 2007). Resumidamente, swabs vaginais e anais foram
extensivamente lavados em 1 mL de PBS e 200 pL desta solugdo foi misturada com ATL
(QIAmp kit DNA do sangue, Qiagen) e digerido com proteinase K (8mg/mL) incubado por
56°C em banho-maria overnight e adicionado AL (QIAmp kit DNA do sangue, Qiagen) por
10 min a 70 °C. Cada amostra de leite (200 pL) foi misturada diretamente com o ATL e
proteinase K e incubada a 56 °C em banho-maria overnight, e adicionado AL por 10 min a 70
°C. Para as amostras de fezes foi utilizada metodologia sugerida pela Dra. Eliane Veiga da
Costa (Laboratorio de Enterovirus/IOC) na qual 2g de fezes foram misturadas com 10 ml PBS
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e 1 ml de cloroférmio em tubo falcon de 15 ml com peérolas autoclavadas no fundo. Esta
mistura foi vortexada durante 30 minutos e depois centrifugada a 3.390 x g por 25 minutos. O
sobrenadante foi cuidadosamente retirado para a extracdo com a separacdo de 200 pL que
foram tratados com proteinase K e tampao ATL por 30 min a 70 °C e adicionado AL por 10
min a 70 °C. O processo de extracdo foi mantido usando kit comercial (QlAamp DNA,

Qiagen), conforme informac&o do fabricante.

5.5.2.2- Procedimento de PCR Convencional

Amplificagdo por PCR foi realizada em um volume de 25ul de reagdo que continha 1x
de Tampéo PCR 10 x, 6 pmol de cada “primer” (IDT/Prodimol, Belo Horizonte, MG, Brasil),
1,5 mM MgCly, 200 uM mistura de dNTP (20mM de cada desoxinucleotideo trifosfato), 0,1U
de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 4 uL de DNA da
amostra e agua livre de nuclease (Promega, Madison, WI, EUA).

A amplificagdo foi realizada em um termociclador 9700 (Applied Biosystem, Foster
City, CA, EUA) e consistiu de desnaturacéo inicial por 5 min a 95°C, seguida de 40 ciclos
consecutivos de desnaturacdo a 95°C por 30s, anelamento a 60°C por 30s e extensdo a 72°C
durante 1 min. Foi seguido por uma extensao final de 7 min a 72°C.

Para confirmar a amplificacéo, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% corado com solucdo de GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA). Foi usado
como marcador de peso molecular 100bp-DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 0s
produtos amplificados foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta, foram

registrados em sistema digital para documentacédo de gel (Carestream GelLogic System).

5.5.2.3- Procedimento de sequenciamento e andlise filogenética

O sequenciamento dos produtos de PCR amplificados procedentes de amostras
bioldgicas foi realizado através de purificacdo usando o Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up
System (Promega, Madison, WI, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante, seguido de
reacdo de sequenciamento. As reacBes de sequenciamento foram realizadas utilizando kit
BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e
0s produtos sequenciados foram entdo 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 analise das
sequéncias foi conduzida usando os programas BioEdit (Hall 1999) e a versdo MEGA 5
(Tamura et al. 2011) e, apds o alinhamento de sequéncia, a caracterizacdo de C. burnetii foi

realizada comparando as sequéncias de fragmentos correspondentes depositados no GenBank.
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5.5.2.4- Procedimento de PCR Nested
Com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especifidade da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para pesquisa de C. burnetii, uma segunda reagdo (“nested”) foi realizada
utilizando um segundo par de “primers”, especificamente desenhado pelo Laboratorio de
Hantaviroses e Rickettsioses, a partir dos “primers” utilizados nos protocolos previamente
estabelecidos (QBT-1/QBT-2) (Quadro 5.2).

Quadro 5.2: Oligonucleotideos (“primers” internos) utilizados para deteccdo de Coxiella

burnetii na segunda reacéo de PCR.

) ) Temperatura Tamanho
Oligonucleotideos Sequéncias (5’ - 3°)
anelamento do fragmento
QBT N3+ AAGCGTGTGGAGGAGCGAACC 66 °C 440b
QBT N4- CTCGTAATCACCAATCGCTTCGTC P

Foram utilizados os produtos da primeira PCR de controle positivo, de uma amostra
positiva e de uma segunda amostra cuja amplificacdo do material gendmico culminou em uma
banda muito fraca que, apesar da repeticdo do teste, ndo foi, na ocasido, novamente obtida.
Estes produtos foram submetidos a uma PCR de gradiente para selecionar as condicdes
térmicas Otimas da reagéo.

A amplificacdo por PCR de gradiente foi realizada em um volume de 25ul de reagao,
que continha 1x de Tampdo PCR 10 vezes, 6 pmol de cada “primer” (Invitrogen, Life
Technologies Brazil), 1,5 mM MgCl,, 200 uM mistura de dNTP (20mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato), 0,5 unidade de Platinum Tagq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), 2 uL. de DNA da amostra e agua nuclease livre (Promega, Madison, WI,
EUA).

A amplificacdo foi realizada em um termociclador (Applied Biosystem Veriti 96) e
consistiu de desnaturacdo inicial por 5 min a 95° C, seguida de 30 ciclos consecutivos de
desnaturacdo a 95° C por 30s, anelamento em um gradiente de 65° C / 66° C / 67° C /68° C /
69° C / 70° C por 30s e extensdo a 72° C durante 1 min. Foi seguido por uma extensao final de
5 min a 72° C. Os produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose para selecionar a temperatura de anelamento. Assim, a reacdo selecionada foi a de
desnaturacéo inicial por 5 min a 95° C, seguida de 30 ciclos consecutivos de desnaturagio a
95° C por 30s, anelamento a 66° C por 30s e extensdo a 72° C por 30s, sendo seguida por uma

extensdo final a 72° C por 5 min.
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5.5.3- Anélise dos artropodes

Os artropodes coletados, em especial os carrapatos, durante a manipulagdo dos animais
incluidos no estudo, tanto na primeira quanto a segunda etapa, foram acondicionados em
frascos de plastico sem conservantes em freezer —70 © C. Todos os artrépodes, ap0s terem sido
submetidos a caracterizacdo taxondmica com o apoio do Dr Jairo Dias Barreira, a partir da
utilizacdo da chave para a fauna ixodoldgica brasileira, foram submetidos a limpeza externa e
criopreservacdo, para posterior analise molecular para pesquisa de C. burnetii. A desinfecgdo
da superficie externa das amostras foi feita em microtubos de 1,5 ml colocados em plataforma
agitadora (Termomix em temperatura ambiente) com 500 ul de hipoclorito de so6dio a 10% e
agitados por 5 minutos. Toda a solucéo de hipoclorito de sodio foi retirada com a adigdo de 1
ml de etanol a 70% nas amostras que foram submetidas a agitagdo por 5 min.
Subsequentemente toda a solucdo de etanol foi retirada 1 ml de agua destilada estéril foi
adicionada as amostras que foram novamente agitadas por 5 minutos. Foi retirada toda a agua
destilada e repetida a lavagem com agua por duas vezes. Os tubos contendo as amostras foram
centrifugados rapidamente para retirada de toda a agua e conservados até a preparacdo para
extracdo. Posteriormente as amostras foram separadas individualmente trituradas com auxilio
de um pildo. Adicionou-se ao ectoparasita, depois de triturado, 180ul de tampédo ATL e 20 pl
de proteinase K misturadas no vortex com posterior incubacdo a 56 ° C no banho-maria
overnight. No dia seguinte foram adicionados 200 pl de tamp&o AL seguindo uma etapa de
incubacdo a 70 ° C em termobloco por 10 minutos. O processo de extracdo foi mantido
usando kit comercial (QIAamp DNA, Qiagen), conforme informacéo do fabricante. Depois de

extraido o DNA, as amostras foram divididas em pools para analise molecular.
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A partir da analise de amostras de soro, coagulo, leite, pulgas, carrapatos, fezes,
secrecOes vaginais, anais e nasais coletadas nas duas etapas do projeto, correspondendo a um
total de 154 amostras, foram obtidos os resultados que, sdo apresentados, sequencialmente,

nas tabelas enumeradas a seguir.

Tabela 6.1: Analise soroldgica e molecular em amostras de sangue coletadas de caso suspeito

de febre Q e de familiares no Municipio de Itaborai, RJ.

Registro | Data de Coleta PACIENTE Espécie | Material | Sexo | Idade So(r;l)c;?llg éFA PCR
LR 862/08 03/11/08 Caso confirmado humana SOro M 47a R=1:1024 N
LR 863/08 03/11/08 Caso confirmado humana | codgulo | M 47a P
LR 034/09 03/12/08 Esposa e manipuladora do leite humana S0ro F 48a R=1:128 N
LR 035/09 03/12/08 Esposa e manipuladora do leite humana | coagulo F 48a N
LR 036/09 03/12/08 Filha do paciente humana Soro F 21a NR < 1:64 N
LR 037/09 03/12/08 Filha do paciente humana | coagulo F 21a N

R - reativo; NR — néo reativo; P — positivo; N — negativo.

Tabela 6.2: Anélise soroldgica e molecular em amostras de sangue coletadas de animais da

residéncia do caso confirmado de febre Q no Municipio de Itaborai, RJ.

Registro | Data de Coleta ANIMAL Espécie | Material | Sexo | Idade Sogzl)(;(gllg Cl;FA PCR
LR 096/09 03/12/08 Ovelha 1/ mae do filhote Ovino SOro F R =1:64 N
LR 097/09 03/12/08 Ovelha 1/ mae do filhote Ovino coagulo F N
LR 098/09 03/12/08 Ovelha 2/ filhote Ovino SOro F NR < 1:64 N
LR 099/09 03/12/08 Ovelha 2/ filhote Ovino coagulo F N
LR 100/09 03/12/08 Ovelha 3 / outra sem brinco Ovino S0ro F R =1:64 N
LR 101/09 03/12/08 Ovelha 3 / outra sem brinco Ovino coagulo F N
LR 102/09 03/12/08 cdo 1/ Docinho Canino S0ro F 15a NR < 1:64 N
LR 103/09 03/12/08 cdo 1/ Docinho Canino | coagulo F 15a N
LR 104/09 03/12/08 cédo 2/ Pite Canino SOro F 4a NR < 1:64 NT/SA
LR 105/09 03/12/08 céo 2/ Pite Canino | coagulo F 4a N
LR 106/09 03/12/08 céo 3/ Peter Canino SOro M 4a NR < 1:64 N
LR 107/09 03/12/08 céo 3/ Peter Canino | coagulo | M 4a N
LR 108/09 03/12/08 céo 4 / Princesa Canino SOro F 3a NR < 1:64 NT/SA
LR 109/09 03/12/08 cdo 4 / Princesa Canino | coagulo F 3a N
LR 110/09 03/12/08 cdo 5/ Pitoca Canino S0ro F 7a NR < 1:64 N
LR 111/09 03/12/08 cdo 5/ Pitoca Canino | coagulo F 7a N
LR 112/09 03/12/08 céo 6 / Pitoco Canino S0ro M 8a NR < 1:64 N
LR 113/09 03/12/08 céo 6 / Pitoco Canino | coagulo | M 8a N
LR 114/09 03/12/08 cdo 7 / Pequena Canino Soro F 2a NR < 1:64 N
LR 115/09 03/12/08 céo 7 / Pequena Canino | coagulo F 2a N
LR 116/09 03/12/08 cdo 8/ Chupa cabra Canino Soro F 5a R =1:64 N
LR 117/09 03/12/08 céo 8 / Chupa cabra Canino | coagulo F 5a N
LR 118/09 03/12/08 cédo 9/ Pitica Canino SOro F 5a NR < 1:64 N
LR 119/09 03/12/08 cdo 9/ Pitica Canino | coagulo F 5a N
LR 120/09 03/12/08 cdo 10/ Cocada Canino S0ro F 4a NR < 1:64 P/S
LR 121/09 03/12/08 cdo 10/ Cocada Canino | coagulo F 4a N
LR 122/09 03/12/08 cdo 11/ Nete Canino S0ro F 5a NR < 1:64 N
LR 123/09 03/12/08 cdo 11/ Nete Canino | codgulo F 5a N
LR 124/09 03/12/08 céo 12 / Toquinho Canino S0ro M 10a NR < 1:64 P/S
LR 125/09 03/12/08 céo 12 / Toquinho Canino | codgulo | M 10a N
LR 126/09 03/12/08 cdo 13 / Gustavo Canino S0ro M 9a R =1:64 N
LR 127/09 03/12/08 cdo 13 / Gustavo Canino | codgulo | M 9a N

R - reativo; NR — ndo reativo; P — positivo; N — negativo; NT/SA — n&o testado por ndo ter amostra P/S - positivo e
sequenciado.
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Tabela 6.3: Identificacdo taxondmica e analise molecular de artropodes coletados de animais

da residéncia do caso confirmado de febre Q no Municipio de Itaborai, RJ.

Amostra Data de Coleta Espécie Pool PCR PCR
Amostra C-02 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis NT
Amostra C-02 - 2 03/12/08 Ctenocephalides felis NT
Amostra C-02 -3 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 T
Amostra C-02 - 4 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-02 -5 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-02 -6 03/12/08 Ctenocephalides felis NT
Amostra C-02 -7 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 2 b izelt T
Amostra C-02 -8 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-03 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-03 -2 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 T
Amostra C-03 -3 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-05 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 T
Amostra C-07 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis NT
Amostra C-07 -2 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 T
Amostra C-07 -3 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-07 - 4 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-07 -5 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 2 T
Amostra C-07 -6 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-08 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis Ne 13 -P T
Amostra C-08 - 2 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-08 -3 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 T
Amostra C-08 — 4 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-08 -5 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-08 -6 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 2 T
Amostra C-08 -7 03/12/08 Ctenocephalides felis T
Amostra C-06 — 1 03/12/08 Ctenocephalides felis NT
Amostra C-06 — 2 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 T
Amostra C-11 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 N° 14 - N I
Amostra C-12 -1 03/12/08 Ctenocephalides felis NT
Amostra C-12 - 2 03/12/08 Ctenocephalides felis Tubo 1 I NT
Amostra C-12 - 3 03/12/08 Ctenocephalides felis [ NT

P — positivo; N — negativo; FP — fracamente positivo; NT — n&o testado.

Tabela 6.4: Analise soroldgica e molecular em amostras de sangue coletadas de moradores da

propriedade que mantinha as cabras que foram vendidas pelo caso index de febre Q, no

Municipio de Itaborai, RJ.

Registo | o 0 PACIENTE Espécie Material | Sexo | Idade 805%‘;?@ A peR
LR 583/09 | 27/03/09 | Tratador dos caprinos humana SOro M 59a NR < 1:64 N
LR 584/09 | 27/03/09 | Tratador dos caprinos humana coagulo M 59a N
LR 585/09 | 27/03/09 | Esposa do tratador dos caprinos | humana Soro F 54 a NR < 1:64 N
LR 586/09 | 27/03/09 | Esposa do tratador dos caprinos | humana coagulo F b4a N
LR 587/09 | 27/03/09 | Filha do tratador dos caprinos humana Soro F 14 a NR < 1:64 N
LR 588/09 | 27/03/09 | Filha do tratador dos caprinos humana coagulo F 14 a N
LR 589/09 | 27/03/09 | Filho do tratador dos caprinos humana SOro M 29a NR < 1:64 N
LR 590/09 | 27/03/09 | Filho do tratador dos caprinos humana coagulo M 29a N

R - reativo; NR - n&o reativo; P - positivo; N — negativo.
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Tabela 6.5: Analise sorologica e molecular em amostras de sangue coletadas de animais da

propriedade que mantinha as cabras que foram vendidas pelo caso index de febre Q, no

Municipio de Itaborai, RJ.

Registro Dég;?ae ANIMAL Espécie Material Sexo | Idade Soé%())?:g éFA PCR
LR 591/09 | 27/03/09 | Canino macho SRD Canino Soro M NR < 1:64 N
LR 592/09 | 27/03/09 | Canino macho SRD Canino coagulo M N
LR 593/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 1 Caprino Soro F R =1:64 N
LR 594/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 1 Caprino coagulo F N
LR 595/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 1 Caprino leite F P/S
LR 596/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 1 Caprino swab vaginal F N
LR 59709 | 27/03/09 | Cabra adulta 1 Caprino swab anal F N
LR 598/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 2 Caprino Soro F NR < 1:64 N
LR 599/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 2 Caprino codgulo F N
LR 600/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 2 Caprino leite F P/S
LR 601/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 2 Caprino swab vaginal F N
LR 602/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 2 Caprino swab anal F P
LR 603/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 3 Caprino Soro F R =1:64 N
LR 604/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 3 Caprino coagulo F N
LR 605/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 3 Caprino leite F P/S
LR 606/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 3 Caprino swab vaginal F N
LR 607/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 3 Caprino swab anal F N
LR 608/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 4 Caprino soro F R > 1:64 N
LR 609/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 4 Caprino coagulo F N
LR 610/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 4 Caprino leite F N
LR 611/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 4 Caprino swab vaginal F N
LR 612/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 5 Caprino Soro F R =1:64 N
LR 613/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 5 Caprino coagulo F N
LR 614/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 5 Caprino leite F P/S
LR 615/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 5 Caprino swab vaginal F N
LR 616/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 6 Caprino soro F NR < 1:64 N
LR 617/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 6 Caprino coagulo F N
LR 618/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 6 Caprino leite F P/S
LR 619/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 6 Caprino swab vaginal F N
LR 620/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 7 Caprino Soro F R =1:64 N
LR 621/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 7 Caprino codgulo F N
LR 622/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 7 Caprino leite F P/S
LR 623/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 7 Caprino swab vaginal F N
LR 624/09 | 27/03/09 | Cabra adulta 7 Caprino secrecdo nasal F N
LR 625/09 | 27/03/09 | Cabrita (filhote) Caprino S0ro F NR < 1:64 N
LR 626/09 | 27/03/09 | Cabrita (filhote) Caprino coagulo F N
LR 627/09 | 27/03/09 | Cabra prenhe Caprino Soro F NR < 1:64 N
LR 628/09 | 27/03/09 | Cabra prenhe Caprino codgulo F N
LR 629/09 | 27/03/09 | Cabra prenhe Caprino swab vaginal F N
LR 630/09 | 27/03/09 | Bode Caprino Soro M NR < 1:64 N
LR 631/09 | 27/03/09 | Bode Caprino codgulo M N
LR 632/09 | 27/03/09 | Bode Caprino secrecdo nasal M N
LR 637/09 | 27/03/09 | Gato 1 Felino Soro NR < 1:64 N
LR 638/09 | 27/03/09 | Gato 1 Felino codgulo N
LR 639/09 | 27/03/09 | Equino Pata branca Equino Soro NR < 1:64 N
LR 640/09 | 27/03/09 | Equino Pata branca Equino coagulo N
LR 641/09 | 27/03/09 | Equino Estrela Equino SOro NR < 1:64 N
LR 642/09 | 27/03/09 | Equino Estrela Equino coagulo N

R - reativo; NR - néo reativo; P — positivo; N — negativo; P/S - positivo e sequenciado.

41



6- RESULTADOS

Tabela 6.6: Identificacdo taxonémica e analise molecular em amostras dos artropodes

coletados de animais da propriedade que mantinha as cabras que foram vendidas pelo caso

index de febre Q, no Municipio de Itaborai, RJ.

Registro banco de artrépodes | Data de Coleta Espécie Estagio | Sexo coletado Pool PCR | PCR
EC401.1 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M Angélica No 10N |
EC401.2 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M Angélica
EC402.1 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M Equino Estrela
EC402.2 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M EquinoEstrela | Ne2-N |
EC402.3 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M Equino Estrela T
EC402.4 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M Equino Estrela
EC402.5 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M Equino Estrela Ne3-N o
EC402.6 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M Equino Estrela o
EC402.7 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M Equino Estrela N
EC402.8 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M Equino Estrela N
EC402.9 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M Equino Estrela N°4-FP T
EC402.10 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M Equino Estrela T
EC402.11 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto F Equino Estrela
EC402.12 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | F EquinoEstrela | Ne1-N |
EC402.13 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | F Equino Estrela T
EC403.1 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | M | Equino Pata branca
EC403.2 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M | Equino Patabranca | Ne6-N o
EC403.3 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M | Equino Pata branca -
EC403.4 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M | Equino Pata branca
EC403.5 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M | Equino Patabranca| Ne7-N T
EC403.6 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto M | Equino Pata branca T
EC403.7 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto F | Equino Pata branca
EC403.8 27/03/09 Amblyomma cajennense adulto F | Equino Pata branca N°S-N —
EC403.9 27/03/09 Amblyomma cajennense ninfa ~~ | Equino Pata branca | Nog-N
EC404.1 27/03/09 | Amblyomma cajennense | adulto | F Namir Ne9-N

P — positivo; N — negativo; FP — fracamente positivo.

Tabela 6.7: Analise molecular das amostras de fezes coletadas de caprinos na propriedade que

mantinha as cabras que foram vendidas pelo caso index de febre Q, no Municipio de Itaborai,

RJ.
Registro Data de Coleta Material Condigdes do material Local coletado PCR
LR 633/09 27/03/09 Fezes Umidas capril N
LR 634/09 27/03/09 Fezes Umidas abaixo do capril N
LR 635/09 27/03/09 Fezes ressecadas ao sol N
LR 636/09 27/03/09 Fezes Umidas capril da ovelha prenha N

P — positivo; N - negativo; NT — ndo testado
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Quanto a deteccdo do genoma de C. burnetii, nas cinco das sete amostras de leite
analisadas obteve-se amplicons de 687 bp (Figura 6.1). Das 14 amostras de sangue coletadas
em cdes, em duas foi possivel detectar o genoma da bactéria e os dois animais pertenciam ao
proprietario que desenvolveu a febre Q em 2008 (Figura 6.2 e Figura 6.3). A sexta amostra de
leite de cabra, na qual ndo foi possivel recuperar o genoma bacteriano, apos ter sido

submetida a PCR nested, foi possivel obter amplicon de 440 bp (Figura 6.4).

12 3 45 67 8 9 101
- -

Colunas 1 a 7, produto de DNA de amostras de leite de cabras adultas; coluna
8, marcador de peso molecular (100bp-DNA ladder); coluna 9, controle
positivo; coluna 10, controle negativo da PCR e coluna 11, controle negativo
da extragdo. A seta indica a amplificacdo do fragmento htpAB de 687-bp.

Figura 6.1: Eletroforese em gel de agarose de Coxiella burnetii, produto da reacdo em cadeia
da polimerase amplificado a partir de DNA total de amostras individuais de leite de caprinos
na propriedade que mantinha as cabras que foram vendidas pelo caso index de febre Q, no
Municipio de Itaborai, RJ.
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Colunas 1 e 2, produto de DNA de amostras de soro de cées;

coluna 3, produto de DNA de amostra de leite de cabra; coluna

4, marcador de peso molecular (100bp-DNA ladder); coluna 5,

controle positivo; coluna 6, controle negativo da PCR. A seta

indica a amplificagdo do fragmento htpAB de 687-bp.
Figura 6.2: Eletroforese em gel de agarose de Coxiella burnetii, produto da reacdo em cadeia
da polimerase amplificado para purificacdo a partir de DNA total de amostras de soro de cées
da residéncia do caso confirmado de febre Q no Municipio de Itaborai, RJ e de uma amostra

de leite que apresentou banda fraca.
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Figura 6.3: Figura parcial da analise da sequéncia de PCR-amplificado do DNA gendmico de
amostra de leite de cabra por BioEdit - cromatograma, com 99% de identidade com a

sequéncia homologa do gene transposon C. burnetii depositado no GenBank.
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3 adiaain BN G C-
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Coluna 1, produto de PCR Nested de controle positivo; coluna
2, produto PCR Nested de DNA de amostra de leite de cabra
positiva na PCR 1; coluna 3, produto PCR Nested de DNA de
amostra de leite de cabra que ndo amplificou na PCR 1 (Figura
3.2); colunas 4 e 5; produtos PCR Nested de DNA de amostras
negativas; PM, marcador de peso molecular (100bp-DNA
ladder); C-H,O, controle negativo da PCR Nested; C-PCR,
controle negativo da PCR 1. A seta indica a amplificacdo do
fragmento htpAB de 440-bp (QBT-N3+/QBT-N4-) e a cabega
de seta indica a amplificacdo do fragmento htpAB de 687-bp
(QBT-1/QBT-2).

Figura 6.4: Eletroforese em gel de agarose de C.burnetii, produto da reacdo em cadeia da
polimerase Nested amplificado a partir de produto da PCR de DNA total de amostras
individuais de leite de caprinos na propriedade que mantinha as cabras que foram vendidas

pelo caso index de febre Q, no Municipio de Itaborai, RJ.

O sequenciamento dos produtos de PCR amplificados do gene homologo htpAB de
Coxiella burnetii procedentes de amostras bioldgicas de soro dos cdes e do leite das cabras,
mostraram identidade de 99% para as sequéncias depositadas no GenBank. Os nimeros de
acesso ao GenBank das sequéncias obtidas neste estudo sdo: JF968205, JF972642, JF972643,
JF972644, JF972645, IN966899, IN966900 e IN966901.

45



6- RESULTADOS

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram alinhadas e comparadas entre si e com outras
sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a partir do
gene alvo htpAB. As arvores filogenéticas foram construidas por trés métodos: (i) 0 método
baseado em distancias de nucleotideos - de agrupamento de vizinhos (“Neighbor Joining” -
NJ), (ii) o método probabilistico de “maximum likelihood” (maxima verossimilhan¢a) usando
0 programa MEGA versdo 5 (Tamura et al. 2011) e (iii) o método de inferéncia Bayesiana
usando o programa MrBayes versdo 3 (Ronquist, Huelsenbeck 2003).

Considerando que os resultados foram similares com os trés métodos acima descritos, a
arvore filogenética a partir do método de NJ foi a selecionada para ilustrar a topologia obtida
(Figura 6.5). A anélise de bootstrap (1000 réplicas) foi realizada para gerar maior
confiabilidade aos valores dos grupamentos que foram obtidos. Para comparacdo foram
utilizadas sequéncias amplificadas de amostras bioldgicas analisadas pelo Laboratorio de
Hantaviroses e Rickettsioses depois da identificacdo do caso index em lItaborai: (i) uma
proveniente de paciente de Itaborai em 2009 (nimero de acesso JF970261); (ii) outra de um
paciente do Rio de Janeiro também em 2009 (ndmero de acesso JF970260); (iii) uma de
secrecdo de nasofaringe de um terceiro paciente do Rio de Janeiro em 2010 (nUmero de
acesso JF968204). Adicionalmente, sequéncias que apresentaram 99% a 100% de cobertura e
identidade, como o genoma completo de C. burnetii RSA 493 (Seshadri et al. 2003) e RSA
331 (Seshadri & Samuel 2007) foram também utilizadas. O segmento utilizado do RSA 493
foi o consenso das 20 copias do elemento htpAB encontrado pela ferramenta de busca de
alinhamento BLAST®.

Com o objetivo de ampliar a comparacao foram incluidas também as sequéncias de: (i)
Coxiella encontradas em carrapato de marsupial australiano (nimero de acesso EU430257)
(Vilcins & Deane 2009); (ii) gene I1S1111a (Hoover et al. 1992); (iii) isolado de cabra na ilha
de Taiwan no continente asiatico (nimero de acesso EU000273) (Ting et al. 2007) e (iv)
isolado de carrapato do Egito (nimero de acesso DQ379976) (Loftis et al. 2006).

De acordo com a topologia observada (Figuras 6.5) o agrupamento (“cluster”) das
amostras do projeto com as sequéncias dos genes completos de Coxiella ocorreram em 88%
das replicagdes. Os genes recuperados dos soros dos cdes, embora monofiléticos, formaram
outro agrupamento em 94% das replicacbes. A sequéncia encontrada em carrapato de

marsupial australiano formou outro agrupamento distante das demais sequéncias.
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LR 600/09 (JF968205)
LR 614/09 (JF972643) |leite das cabras do projeto
LR 605/09 (JF972642) |
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Figura 6.5: Arvore filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas obtidas no estudo e nas
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov) a partir do gene alvo htpAB de
Coxiella burnetii. A arvore filogenética foi construida usando software Mega 5 método

“neighbor-joining”. Analise “bootstrap” foi feita com 1000 replicatas.
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Embora a infeccdo por C. burnetii em seres humanos seja geralmente assintomatica ou
possa se manifestar como uma doenca leve com recuperacao espontanea, existem casos, Cujos
sintomas se assemelham aos da gripe, caracterizados por um inicio subito, febre alta,
chegando a 40 °C, cefaléia intensa, perda de peso, mialgia e tosse, em alguns casos
complicacdes graves e até morte pode ocorrer. A febre Q aguda é uma doenca, na maioria das
vezes, similar a gripe, ou pneumonia atipica ou hepatite. Além do quadro infeccioso agudo
podem ser observados casos de infecgdo cronica com desfecho fatal, especialmente aqueles
com meningoencefalite ou miocardite, e mais frequentemente em pacientes cronicamente
infectados com quadro de endocardite. Pacientes com risco de febre Q cronica incluem
pessoas com anormalidades cardiovasculares e, em menor frequéncia, em
imunocomprometidos e gestantes (Maurin, Raoult 1999; Arricau-Bouvery, Rodolakis 2005).

Neste estudo o paciente apresentou uma febre de duracdo de mais de 40 dias associada
com dor abdominal, cefaléia, nduseas, fadiga, mal estar e depressdo. O exame fisico era
normal, exceto pela presenca da dor abdominal a palpacdo, manifestacdo similar ao que se
tem descrito em literatura. O diagndstico foi confirmado diante da soroconverséo no teste de
imunofluorescéncia indireta (IFA), identificada em duas amostras de soro pareadas, e pela
obtencdo, a partir da PCR, de amplicons de 687 bp para C. burnetii. Considerando que até a
presente data, os poucos casos de febre Q diagnosticados no Brasil foram com base em
evidéncia soroldgica, € imprescindivel reforcar que este é o primeiro caso de febre Q no
Brasil confirmado por PCR.

Diante da informacdo do paciente de gque teve contato direto com material proveniente
do aborto de um rebanho de cabras, recém adquirido por ele, a primeira hipotese diagnostica
sugerida foi de brucelose, uma zoonose semelhante a febre Q. O resultado negativo para
brucelose em associacdo com a histéria epidemioldgica de contato com animais foi
imprescindivel para a conclusdo do caso, reforcando, por sua vez, que as fontes mais
comumente identificadas de infeccdo de C. burnetii para a populacdo humana se encontram
nos bovinos, caprinos e ovinos, cujas glandulas mamérias e Gtero apresentam grande
concentracédo bacteriana (Angelakis, Raoult 2010).

Os resultados obtidos demonstraram a circulagdo do agente da febre Q na regido de
estudo, ndo somente pela identificagdo de caso clinico confirmado pelas técnicas soroldgica e
molecular, mas também pela identificacdo de anticorpos anti-C. burnetii na esposa do
paciente que manipulava o leite de cabra para a producéo de queijo artesanal. Além da esposa

do paciente, a infecgdo foi também identificada em cédes que ingeriram o soro do leite ndo
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pasteurizado; nas ovelhas que pastavam em local onde foram enterradas carcacas de cabras
que vieram a Obito e nas cabras adultas que foram transferidas para outro local. A deteccdo de
DNA de C. burnetii no soro de dois cdes do domicilio do paciente, no leite de seis das sete
cabras adultas, além de um swab anal de uma destas mesmas cabras, em dois pools de pulgas
coletadas em caes residentes na propriedade do paciente com febre Q e em pool de carrapatos
coletados dos equinos na segunda propriedade, localidade onde os animais foram mantidos
apos a sua venda, indicam a circulacdo deste agente zoonotico em fontes de infeccdo, vias de
transmissao e vetores bioldgicos, na area estudada.

A identificacdo da participacdo de populacdo humana, animais vertebrados e
invertebrados demonstra o complexo ciclo da vida da espécie C. burnetii, que utiliza também
uma estratégia de sobrevivéncia no meio externo, nas formas fisioldgicas da bactéria
excretadas no leite, fezes, placenta ou em outros materiais bioldgicos, além de artropodes
como carrapatos (Angelakis & Raoult 2010). Esta caracteristica de sobrevivéncia no meio
externo resultou na inclusdo de C. burnetii no grupo de agentes que podem ser utilizados
como arma bioldgica. Assim, como a bactéria estd classificada como organismo de
bioterrorismo de Classe B, passa a ser imprescindivel a inclusdo da febre Q como doenca de
notificacdo compulsoria para um diagndstico de situacdo no territério nacional, a partir da
vigilancia de quadros sindrémicos febris associados com quadro respiratorio, doenca hepatica
e/ou endocardite com hemocultura negativa, entre outras manifestagdes clinicas possiveis.

Diante do exposto este estudo inédito realizado em amostras de sangue de pacientes,
contatantes, de animais domésticos, seus artropodes como também em leite, fezes e swabs
vaginais e anais das cabras coletados dos animais nas duas localidades incluidas no estudo,
possibilitou a identificacdo de um foco de infeccdo e a confirmagao das hipéteses levantadas a
partir das evidéncias epidemioldgicas previamente observadas.

Em relacdo ao resultado obtido com a analise do leite, a recuperacdo do material
genético de C. burnetii, meses ap6s a deteccdo da infeccdo no paciente, estd em concordancia
com as informac@es disponiveis no trabalho de Rodolakis e colaboradores (2007), no qual foi
possivel demonstrar que as vacas e 0s caprinos eliminavam C. burnetii quase exclusivamente
através do leite, enquanto que as ovelhas elimivam principalmente pelas fezes e pelo muco
vaginal.

Quanto ao teste soroldgico, embora a recomendacdo do fabricante seja explicita quanto
ao ponto de corte, no qual uma amostra deve ser considerada sororreativa a partir do titulo de
64 pelo IFA, estudos realizados na Franca preconizam titulos mais altos (256 a 512) em
amostra Unica visando uma maior especificidade do teste, em decorréncia da elevada

prevaléncia de infeccdo e da frequéncia de anticorpos presentes na populacdo (Maurin &
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Raoult 1999). No presente estudo, pela inexisténcia de informacdo sobre a prevaléncia de
infeccdo por C. burnetii no Brasil, todas as recomendacbes do fabricante foram seguidas,
considerando, para uma adequada interpretacdo da evidéncia soroldgica, a correlacdo do
resultado obtido com os dados clinicos e epidemiolégicos, assim como a identificacdo de
doencas que poderiam determinar resultados falso-positivos. Assim, apesar da
impossibilidade de realizar anélise soroldgica para a pesquisa de outros agentes que possam
determinar resultados falso-positivos, a identificacdo de amplificacdo de genoma por PCR em
amostras bioldgicas de diferentes espécies animais bem como o sequenciamento dos produtos
amplificados eliminam qualquer duvida quanto a robustez dos resultados obtidos.

Adicionalmente, estudos tém demonstrado com a utilizacdo de teste imunoenzimatico,
mesmo em animais soronegativos, existe a possibilidade da eliminagdo de C. burnetii no leite.
Tal fato confirma a complexidade da identificacdo da infec¢do e a importante conclusao de
que a deteccdo de anticorpos no leite parece mais sensivel do que no soro. Salienta-se que
mesmo a analise molecular do soro e do coagulo das cabras apresentando-se negativa, a
pesquisa de anticorpos anti-C. burnetii assim como do material gendmico no leite deve ser
realizada, uma vez que C. burnetii é passivel de ser recuperada até 32 meses e que as cabras
eliminam a bactéria através das fezes, antes e ap6s o parto e, a duracdo média de eliminacéo €
de 20 dias (Angelakis & Raoult 2010). Neste estudo verificamos que duas cabras
soronegativas excretavam C. burnetii no leite e uma delas em secrecdo anal, o que alerta para
a exposicdo ambiental deste microorganismo de alta resisténcia e persisténcia, propagando-se
com formacéo de aerosséis, mesmo na presenca de animais soronegativos.

Em relacdo aos artrépodes, os resultados ora encontrados destacam a recuperacdo do
genoma da proteobacteria C. burnetti nesses vetores, ratificando a sua importancia na
perpetuacdo do ciclo da bactéria. Este resultado esta em concordancia com as informacdes
obtidas por Angelakis e Raoult que observaram a multiplicacdo da proteobacteria nas células
intestinais dos carrapatos com sua eliminacdo, em grande quantidade pelas fezes deste
artrépode (Angelakis & Raoult 2010). Por outro lado é importante salientar que os carrapatos
ndo apresentam qualquer importancia na transmissdo direta do agente para a populacdo
humana, mas por via indireta, considerando a eliminacdo através das fezes do carrapato com a
sua propagacdo para outros hospedeiros, como, por exemplo, os vertebrados silvestres,
especialmente roedores, lagomorfos e aves selvagens.

Finalmente, a partir da proposta de utilizacdo, padronizacdo da Nested PCR para
melhorar a sensibilidade e especificidade da amplificacdo de DNA de C. burnetii em amostras
obtidas a partir do “primer” que utiliza como alvo o fragmento htpAB de 687-bp possibilitou a

deteccdo de genoma em amostra que atraves da PCR tinha sido negativa. Este resultado nédo
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apenas é de grande importancia por aumentar a capacidade de deteccdo de material genético
em amostras bioldgicas, mas também pela possibilidade de se poder implantar mais uma
metodologia (variante da PCR convencional) na vigilancia da doenca dentro do Centro de
Referéncia Nacional para Rickettsioses que se encontra alocado no Laboratério de
Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz.

Embora a analise filogenética das sequéncias obtidas neste estudo tenha demonstrado
que se trata de um agrupamento monofilético, as sequéncias recuperadas dos soros dos cédes
formaram outro agrupamento, apontando para a necessidade de dar continuidade a analise
com diferentes sequéncias nucleotidicas a partir de outros genes alvo.

Por fim, dentro do panorama acima apresentado, os resultados obtidos certamente
servirdo de suporte para estudos futuros que possibilitem ndo somente a obtencdo de mais
informac@es, mas também a manutencdo de banco de dados com as sequéncias nucleotidicas
das rickettsias no Laboratério de Hantaviroses e Rickettsioses, uma melhor caracterizacdo
bacteriana e, consequentemente, a inclusdo da febre Q como doenga de notificagdo obrigatoria

em nosso territorio.
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e A presenca de anticorpos da classe IgG anti-C. burnetii em amostras de soros da esposa
do paciente que manipulava o leite das cabras, em dois cdes que se alimentaram do soro
proveniente do producgéo artesanal de queijo de cabra, duas das trés ovelhas e em cinco
das sete cabras adultas transferidas para outro local, caracterizaram o ciclo de transmissao

de C. burnetii entre animais domésticos com a infeccdo humana acidental.

e A identificacdo do genoma de Coxiella burnetii, através da reacdo em cadeia da
polimerase em amostras de soro de dois cées residentes na propriedade do paciente sugere
a instalacdo recente do ciclo de transmissdo com a participacdo dos caes, provavelmente

infectados a partir da ingestdo do leite contaminado.

e A deteccdo do genoma de Coxiella burnetii em amostras de leitedos pequenos ruminantes
além de um swab anal de uma das cabras ratifica a importancia dessas fontes de infeccao

no ciclo de transmisséo.

e A deteccdo do genoma de C. burnetii em pulgas, da espécie Ctenocephalides felis e de
carrapatos da espécie Amblyomma cajennense, recolhidos dos vertebrados analisados,
indica presuntivamente a importancia dos artrépodes na manutencdo da bactéria no

ambiente.

e A andlise filogenética das sequéncias nucleotidicas parciais amplificadas a partir
diferentes amostras bioldgicas demonstrou elevada homologia entre si e com as
sequéncias depositadas no GenBank, confirmando que C. burnetii foi a responsavel pelo

casos de abortamento dos animais domésticos na area de estudo.

e As informacgdes obtidas neste estudo, disponibilizadas para a vigilancia epidemioldgica
municipal e estadual, poderdo auxiliar na instituicdo de medidas de prevencao,
considerando o grande nimero de pequenas propriedades com criacdo informal e de

carater familiar, de cabras de aptiddo leiteira na regido de estudo.

e A partir dos resultados obtidos e diante da certeza de 0s mesmos que servirdo de suporte
para estudos futuros, conclui-se finalmente, que possivelmente a febre Q podera ser
incluida como doenca de notificacdo obrigatéria pelo Ministério da Saude em nosso

territorio.
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Com os resultados inéditos sobre a identificacdo molecular de C. burnetii em animais
domeésticos obtidos, durante o periodo de 2010 -2011 por esta dissertacdo de mestrado, um
projeto de pesquisa foi proposto e aprovado como tema de tese de doutorado no Programa de
Pds-Graduacdo em Medicina Tropical do 10C para ser desenvolvido a partir de 2012, baseado
em vigilancia de febre Q no local investigado.

O projeto de pesquisa tera como objetivo realizar a vigilancia sindrémica de febre Q em
pacientes, com quadro clinico-epidemioldgico compativel com febre Q, atendidos durante o
periodo de 12 meses no Hospital Municipal Desembargador Leal Janior, no municipio de
Itaborai, Estado do Rio de Janeiro. Adicionalmente, além de completar a caracterizacdo
molecular de C. burnetii, um estudo sobre a circulacdo do agente em animais seré realizado
com a captura de animais silvestres na area onde a infec¢cdo humana e de animais como cées e
cabras foi confirmada. Este projeto conta com a colaboracdo da Coordenacdo de Vigilancia
Epidemioldgica do Municipio de Itaborai. Serdo elaborados relatorios para serem entregues as
secretarias municipal de satde de Itaborai e estadual de satde do Rio de Janeiro.

Adicionalmente, os animais e familiares do paciente serdo monitorados através de coleta
de amostras de dois em dois meses para verificacdo do status de contaminacdo ambiental
originada pela aquisicao de caprinos infectados e/ou portadores de C. burnetii.

Diante do exposto, o presente estudo ird colaborar para o esclarecimento de quadros
febris infecciosos que possam ndo estar sendo diagnosticados na populagdo em estudo,
contextualizando essas informacg6es no Municipio de Itaborai, cuja implantacdo do Complexo
Petroquimico da Petrobrds tem determinado o desmatamento e ocupacdo de vastas areas

assim como a migracéo de populacdo de diferentes regides do Brasil.
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ANEXO 2

Ministério da Sadde
Fundagdo Oswakdo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEPR/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 02 de agosto de 2010.

Carta: 039/10
De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dra. Elba Regina Sampaio de Lemos e
- Dra. Helene Santos Barbosa

Prezadas Senhoras,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 552/10 intitulado “Coxiella
burnetii no Municipio de Itaborai, Rio de Janeiro: estudo sorolégico e
molecular em populagao humana e de animais em area de ocorréncia do
primeiro caso confirmado de febre Q" com a deliberagao de APROVADO.

Atenciosamente

Carl s Netto
Secrée Geral
CEP/Fiocruz

Comité de Efica em Pesquisa em Seres Humanos
Fundagio Oswaldo Cruz
Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705
Manguinhos - RJ. - CEP.: 21,040-360
Tels.: {21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815
e-mail: etica@fiocruz.be
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ANEXO 3

SECRETARIA DE SAUDE

TERMO DE COMPROMISS

Como representante legal da Secretaria Municipa! de Salde, declaro que
conheco o inteiro teor do projeto intitulado “Coxiella burnetii no Municipio de
Itaborai, Rio de Janeiro: estudo soroldgico e molecular em populagcao
humana e de animais em area de ocorréncia do primeiro caso confirmado
de febre Q.” sob a coordenag¢ao da Dra Elba Regina Sampaio de Lemos, e que
tenho conhecimente das compromissos assumidos, no referido projetc pela

pesguisadora e pelos demais membros participantes

Rio de Janeiro, 05 de julho de 2010

s j{l}‘i( i
Therezinha Freitas
Secretaria Municipal de Saude

62



11- ANEXOS

ANEXO 4

VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC DISEASES
Volume 11, Number 1, 2011

© Mary Ann Liebert, Inc.

DOI: 10.1089/vbz.2009.0261

Q Fever as a Cause of Fever of Unknown Origin
and Thrombocytosis: First Molecular Evidence
of Coxiella burnetii in Brazil

Elba R.S. Lemos, Tatiana Rozental! Maria Angélica M. Mares-Guia, Daniele N.P. Almeida
Namir Moreira! Raphael G. Silva! Jairo D. Barreira! Cristiane C. Lamas,
Alexsandra R. Favacho! and Paulo V. Damasco?

Abstract

We report a case of Q fever in a man who presented with fever of 40 days duration associated with throm-
bocytosis. Serological and molecular analysis (polymerase chain reaction) confirmed infection with Coxiella
burnetii. A field study was conducted by collecting blood samples from the patient’s family and from the animals
in the patient’s house. The patient’s wife and 2 of 13 dogs showed seroreactivity. Our data indicate that C. burnetii
may be an underrecognized cause of fever in Brazil and emphasize the need for clinicians to consider Q fever in
patients with a febrile illness, particularly those with a history of animal contact.

Key Words: Brazil—Fever of unknown origin—Q fever—Serologic and molecular diagnosis—Thrombocytosis.

FEVER 1S A WORLDWIDE ZoONoOsIs caused by Coxiella

burnetii, a small obligate intracellular Gram-negative
bacterium of the order Legionellales. The disease has a broad
spectrum of clinical manifestations, ranging from a limited
febrile illness, pneumonia, and hepatitis to life-threatening
forms such as endocarditis and meningoencephalitis (Tissot-
Dupont and Raoult 2008, Cunha et al. 2009). Ticks, farm an-
imals, pets, and many wild animals are possible reservoirs of
infection. Transmission to humans is usually via inhalation of
contaminated aerosols from urine, feces, milk, and birth
products or less commonly by ingestion of unpasteurized
milk from infected farm animals. Occupational groups such as
veterinarians, farmers, and slaughterhouse workers are at
highest risk. Although Q fever is distributed throughout the
world, its distribution in Brazil, where it is not a reportable
disease, is poorly defined.

Since the first seroepidemiologic study was published in
1953, little additional information has become available and
only four cases associated with endocarditis have been con-
firmed by serology or Gimenez staining of valves (Brandao
et al. 1953, Travassos et al. 1954, Ribeiro do Valle et al. 1955,

Riemann et al. 1974, Costa et al. 2006, Siciliano et al. 2008,
Lamas et al. 2009).

On October 13, 2008, a 47-year-old man from Itaborai, state
of Rio de Janeiro, in southeastern Brazil, was admitted to the
Gaffrée Guinle University Hospital /UNIRIO with a fever of
>40 days duration, associated with abdominal pain, head-
ache, nausea, fatigue, malaise, and depression. Physical ex-
amination was unremarkable, except for abdominal pain on
palpation.

Laboratory exams revealed a high erythrocyte sedimenta-
tion rate (82 mm in the first hour), leukocytosis (13,100/ mm?)
with neutrophilia (74%), and thrombocytosis (611,000/ mm®).
Bone marrow aspiration showed slight hyperplasia of the
monocyte-macrophage system and granulocytic cells. Echo-
cardiogram and tomographic scans of the abdomen and
thorax were normal. Treatment with a fourth-generation
cephalosporin (cefepime 4 g/day) was begun, but without
improvement.

The patient reported that 3 months before falling ill he had
purchased 12 goats (Saneen breed), some of them for personal
milk supply and some to sell to the community. The goats

1]_.aboratm'y of Hantaviroses and Rickettsioses, Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
2Gaffrée Guinle Hospital, Federal University of Rio de Janeiro—UNIRIO, Rio de Janeiro, Brazil.
Partial data of this study were presented as a poster at the XLV Brazilian Society of Tropical Medicine Meeting, Porto Alegre, Rio Grande

do Sul, Brazil, March 2009.
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were kept together with other animals, 14 dogs and 2 cats.
Additionally, the patient had a history of contact with the
birth products of three goats that had aborted, 3 weeks before
the onset of the symptoms.

Because of a high clinical suspicion of brucellosis, treatment
with doxycycline (200 mg/day) and rifampin (600mg/day)
was begun and the fever disappeared in 4 days.

Serological testing for brucellosis, toxoplasmosis, leishman-
iasis, cytomegalovirus, hepatitis B and C, syphilis, barto-
nellosis, ehrlichiosis, rickettsiosis, and histoplasmosis and
detection of circulating capsular polysaccharide antigen from
Cryptococcus neoformans performed on the first available serum
sample collected on 40th day after onset of illness were nega-
tive. Mycobacteria, leishmania, and fungi cultures were also
negative. Two serum samples collected 40 and 70 days after
onset of the illness were tested for C. burnetii using a com-
mercial indirect immunofluorescence assay for IgG (Panbio).
Titers of specific antibodies to phase II antigen of 256 and 1024
were detected in the first and second serum samples, respec-
tively. After DNA extraction using a commercial kit (QIAamp
DNA; Qiagen), polymerase chain reaction (PCR) was per-
formed and heat shock proteins genes (htpAB) of C. burnetii
(687bp) were amplified from the first serum sample DNA
(Hoover et al. 1992). The PCR was repeated without a positive
control and the result was confirmed, but DNA sequencing of
the amplicon detected was not possible because of insufficient
serum samples (Fig. 1). Rifampin was discontinued and the
patient was treated with doxycycline for 21 days.

S M

N

687-bp

FIG. 1. Agarose gel electrophoresis of Coxiella burnetii
polymerase chain reaction product amplified from total
DNA of serum sample. 5, sample from the patient with Q
fever; M, molecular size markers (100-bp ladder); N, negative
control. The arrow indicates the amplification of a 687-bp
htpAB fragment.

LEMOS ET AL.

In December 2008, a field investigation was carried out in
the patient’s home and blood samples from his family (wife
and daughter) and 13 dogs were collected for analysis. His
wife, who handled and fed them goat milk, told the investi-
gators that one of their dogs (a 7-month-old female) had died,
and another had aborted puppies, while the patient was in
hospital. The wife was seroreactive for C. burnetti (titer of anti-
phase II IgG of 128) and 2 of the 13 dogs showed indirect
immunofluorescence assay (IFA) reactivity (titers of anti-
phase II IgG of 64 and 128) but displayed no clinical mani-
festations. Unfortunately, the goats had been sold to another
farmer so biological samples from these animals were not
available for analysis.

All the symptoms were resolved and the patient was dis-
charged at 4 weeks after admission. A third sample of the
patient’s serum collected at 6 months after the onset of illness
was analyzed and showed an IgG titer of 128 against phase II
antigens of C. burnetii.

Although several classical clinical descriptions of Q fever
have been recognized in different regions of the world, some
atypical and severe forms can be difficult to identify. Fever of
unknown origin, clinical pictures mimicking systemic in-
flammatory disease, or lymphoproliferative disorders have
also been described (Tissot-Dupont and Raoult 2008, Cunha
et al. 2009). This article reports a case of Q fever presenting as
fever of unknown origin and thrombocytosis that recovered
after 3 weeks of treatment with doxycycline. Although
thrombocytopenia occurs in about 25% of patients in the early
phase of the illness, the presence of reactive thrombocytosis
has also been described during its later phase (Tissot-Dupont
and Raoult 2008, Cunha et al. 2009).

Studies of C. burnetii in humans and animals are
frequently based on serologic tests, and the prevalence of
C. burnetii infection varies widely from one country to an-
other (Tissot-Dupont and Raoult 2008). Our findings provide
definitive confirmation of Q fever in Brazil, where there are
no molecular studies documenting C. burnetii infection in
humans or animals. Anti-C. burnetii antibodies were also
detected in the patient’s wife and in two dogs, providing
further evidence of the circulation of C. burnetii in Itaborai,
Rio de Janeiro, Brazil.

Although the PCR results were positive, DNA sequencing
of the detected amplicon was not possible because of lack of
sufficient biological material in the first serum sample.

Further studies including molecular characterization of
C. burnetii are necessary to establish the extent and the im-
portance of Q fever in Brazil.

Disclosure Statement

No competing financial interests exist.
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weight/obesity and stunting) houscholds is increasing. While
intestinal parasites are usually prevalent in these countries, their
role in the dual burden phenomenon of overweight/obesity and
stunting has so far been neglected. We studied the associations
between dual burden households and intestinal parasite infection
in a rural commumity of Venezuela,

MeTmHoDs We examined data of 41 households {142 children and
99 adults) in a low income community with measured data on
heighe, weight and parasitic infections. Dual burden househaolds
were defined as houscholds with an overweight/obese adult

(BMI > 25) rogether with a stunted child (height for age z score <
~2.) Intestinal parasite infection was determined by direct and
ferric haematoxylin stained smears of two faccal samples.
Resucts Sixty-five pescent of the adults in the community were
either overweight (39%) or obese (26%) with almost equally high
prevalences of parasitic infection {38% geohelminth and 15%
Grardia lamblia). In addition, 14% of the children were stunted. In
more than one in four households (26%) we found an overweight
adult together with a stunted child. Members of such a dual
burden household were 2.05 times more likely to have intestinal
parasites, a result that was statistically significant [Confidence
Interval (CI) = 1.03-4.09] and remained true bath for geohelminth
infection OR = 1,90, CI = 1,02-3.53 and G. lamblia: OR = 2.35,
CI « 1.04-5.31.

Concrusions This cross secticaal study shows that parasitic
infection is strongly associated with the dual burden of adult
overweight/obesity and childhood stunting, pointing to a triple
burden of disease in this community in Venezuela, While the
relationship between parasitic infection and stunting has been well
established, the association of intestinal parasite infection with
overweightlobesity in adults needs to be explored further,

1.3-050

Evaluation of cutaneous leishmaniasis in patients referred to
pasteur institute of lran

M. Farahmand, H. A. Shirazi, M. Nahrevanian and S, Naeimi

Pastewr Institute of Tehran, Iran

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a widespread tropical infection
which has a high incidence rate in Iran. Leishmania tropica, the
causative agent of anthroponotic cutancous Jeishmaniasis (ACL),
and L. mafor, which causes zoonotic cutaneous leishmaniasis
(ZCL), are endemic in various parts of Iran with a high incidence
rate. The aim of this study was to evaluate the reappraisal of the
diagnosis and epidemiology of CL in Iran, by different clinical,
parasitological and molecular assays among patients suspected of
CL referred to the Department of Parasitology, at the Pasteur
Institute of Iran during 2006-2009. Two hundred samples from
patients with ulcerative skin lesions were collected, clinical
analyses were applied, data qumionmu're was completed and
samples were examined for CL by using both direct microscopic
and culture methods. Moreover, PCR assay was applied for
detection of Leishmania species in CL isolates resulting from
parasitological assay. OFf 200 patients, Leishmania body was
observed in 77 samples (38.5%) by direce smear and 40% by
cultivation assay. Most patients (21.3%) had a travel history to
Isfaban province, one of the most important endemic areas of CL
located in center of Iran. PCR assay by kDNA indicated 32 and 18
of 50 isolates respectively had similar patterns with standard L.
major and L. tropica. In conclusion, clinical manifestations and an
appropriate diagnostic assay with a parallel molecular character-
ization of CL may lead to a screening evaluation of disease,
prognosis, treatment and control strategies.

Kerwosps parasitological analysis, molecular biology, leishma-
niasis, cutaneous, Iran, epidemiology
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1.3-051

Leishmania Infantum infection induces in its later stage severe

nuclear degeneration of the host cell

X. F. Busquets™*, A. Pujol®, C. Riera®, R. Aisa’, |. Estelrich™ and L. Molina®

\Institute for Bioengineering afWomalleC}andkmhu cmmfw

International Health Research (CRP.S!B), de A wia

-Pmnmlognimtﬁms,fmde dcis, Uni de" i

(UB); 3 Depa t de Fi: ? ftat de Fa , UB; *Institut
ekt | N logia, UB (IN2UBJ; *Hospital Universitari Vall

J'Hebm, Barcelona

InTRopucTion A number of woeks have reported on the
encapsulation in liposomes of drugs against Leishmaria as a
strategy to increase efficacy and decrease unspecific toxicity, but a
few knowledge pps still obscure some of the subcellular processes
underlying ths ef
METHODS AND MA‘I'ERIM.S Peritoneal macrophages were obtained
after stimulation of female Swiss mice with sodium thioglycolate,
seeded in a chamber slide system and incubated for 24 h. The
medium was then removed and a late stationary phase promas-
tigote culture of the L. jnfantum strain MCAN/ES/92/BCNS03
was added in RPMI medium. The culture was incubated for a
further 24 h and then washed to eliminate free promastigotes,
After addirion of liposomes conraining quanmum dots (QDs)
followed by 1-h incubation, confocal microscopy was used to
observe liposomes, lisosomes, nuclei, Leishmania, and phago-
somes.,
Resiats QD fluorescence could be observed inside the cells as
whole internalized liposomes 30 min after the addition of
liposomes to ma ges. Colocalization analysis of QDs and
lisosomes revealed that mtemahud liposomes fuse with lisosomes,
In the early stages of infection single promastigotes can be
observed inside the phagosome, whereas lisosomes are sall
scattered throughout the cell. In those macrophages where
Leishmania has replicated, lisosomes are absent
and their specific fluorescence is strongly Jocalized inside the
phagosome where the parasite has already divided, but not in those
containing only one amastigote. In later stages, when the parasite
has multiplied several times, we have observed strong staining of
the macrophage nucleus with dansyl-cadaverine, a phagosome
marker.
Conciusons Lisosomes can be used to target hposoma] anti-
Leishmania drugs vowards the p mes.
Only after intraphagosomal nplmnon of L. infarntum, phago-
lysosomal fusion proceeds. Lershmania infection induces in its
later stages severe nuclear degeneration and possibly apoptosis of
the host cell.

This research was supported by grants BIO2008-01184,
CSD2006-00012, and 2009SGR-760.
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A serological and molecular study of Coxiella burnetii in
human, vertebrates and arthropods in Rio de Janeiro, Brazil:
preliminary results

M. A M. M. Mares.Gua', T. Rozenal’, A.I\.M. Favacho', A. Gureeres’,

R. Gomes', O.N.P. da Alenida', Nsnm E B. Almeida’, J D. Barreira',
A L. Santana® and E. R S. Lemos'
'Laboratdrio de Hantaviroses e
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil; *Secretaria mwam&
Itaborai, Rio de Janeiro, Brasil

IntropucTioN The study was conducted after the occurrence of the
first Q fever case confirmed by polymerase chain reaction (PCR),
in Itaborai municipality, Rio de Janeiro State, Brazil. An

epidemiological investigation was carried out at two steps: (i) the

Rickhotted [Popy 0. 14,
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samples of patient’s family and pets living at the patient’s house
were collected, (i) the inquiry was made in the property to where
the goats were transferred; animal handler’s family and pets
samples were taken to investigate Coxiella burmetii infection,
Memhons Blood samples from the family and domestic animals as
well as milk, facces, vaginal, nasal and fecal mucus samples of
goats and arthropods were collected. Serum samples collected in
the two stages olPo the study were tested for antibodies and-C,
burnetii phases I and I, using a commercial indirect immuno-
fluorescence assay (IFA) for IgG (PANBIOTM );cut-off titer at 64,
DNA extracted from all samples was tested for the presence of C.
bumetii using a PCR targeting the heat shock progein (htpAB)
gene.
ResuLts anp Concrusions At szep one of the study, the parient’s
wife and two of 13 dogs showed reactivity to phase I at riter 128
and 64, respectively. At step 2, blood samples from patient’s
family and animals, except goats, were tested to IFA and not
showed reactivity. All blood samples were negative 1o PCR. A pool
of arthropods, collected from a horse, identified as Amblyomma
, showed expected amplicon size {687 bp) as also six
milk samples from seven adult goats and onc anal swab. Only two
of the three milk samples were analyzed, and nucleotide sequence
of the amplicon gencrated showed $9% identity to the homo-
logous sequence of the C, burnetti transposon gene deposited at
Genebank. This study revealed the circulation of C. buretif in
lub‘;)mi municipality and the goats are probably involved in this
outhreak.

1.3-053

Help-seeking for pre-ulcer and ulcer conditions of buruli ulcer
disease in Ghana

M. Ackumey' >, M. Gyapong'*®, M. Pippoe’ and M. G, Wein™

'Sehool of Pubic Hn!tb University uf Girara; *Sioiss Tmpdml ond Pubkc
Health Institute, Basel, tand: *University of Basel, Sivi

*Dodown Health Rmmb Unir, Gbmu Hadth Services; Ministry o/
Health, Ghana

Backcrounp Since the mode of Buruli ulcer (BU) transmission is
unknown, public health programmes in affected countries
encourage early medical treatment to alleviate suffering and avoid
disabilities, Studies of affected persons are required to highlight the
influence of social, cultural, economic and behavioural factors on
help-seeking (HS) and delays in medical treatment. This study
examined socio-cultural features of help-seeking for BU-affected
persons with pre-ulcers and ulcers in an endemic arca of Ghana.
MerHoms A sample of 181 respondents, were purposively selected
from three BU treatment centres and 67 endemic communities.
The Fisher's exact test was used to compare HS variables for pre-
ulcers and ulcers, A two-sample test for proportions was used to
compare the perceived effectiveness of treatment from different
providers. Qualitative phenomenological analysis of narratives
clarified the meaning and content ‘?’ulm quantitative HS
variables.

Resurts For pre-vleers, herbal dressings were placed on affected
body parts to expose necrotic tissues and subsequently used as
dressings for ulcers. Analgesics and left-over antibiotics were used
o ease pain and reduce inflammation. Respondents were more
likely to seek medical care for ulcers (62.4%, P » 0.001) than pre-
ulcers (16.6%). Choices for outside-help were influenced by lgc
perceived effectiveness of the treatment, the closeness of the
provider to residences and the influence of family and friends.
Herbal treatment was easily accessible since most herbalists were
itinerant and family members.
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Concuusion Health education is required to emphasise the risk of
self-medication with antibiotics, the importance of medical
treatment for pre-ulcers, and to caution against the use of herbs to
expose necrotic tissues which could lead to co-infections. Access to
medical treatment should be improved to encourage early medical
care. Since herbalists contribute to delay in secking medical care,
their role as health educators and advocates for early medical
trearment should be explored,

1.3-054

An outbreak investigation of visceral leishmaniasis among
urban residents of Dharan wwn. eastern Nepal

S. Uranw!, E Hasker?, Lloy' F. Meheus®. M. Lal Das', N. R. Bhatearai’,

M. Boddaert’ and S. Rijal’

'B.P, Koirala Institute of Health Sciences, Disarar, Nepal; *Department of
Public Mealth, Institute of Tropical Medicine, Antwerp, Belgium

Invropucrion Visceral Leishmaniasis (VL) is a predominantly
rural disease, common in the lowlands of Nepal. Since 1997, VL
has also been reported from the city of Dharan, We investigated
risk factors for VL among residents of Dharan town,

MeTHons We conducted an outbreak investigation including a
case—control study; cases were all urban residents treated for VL
between 2000 and 2008 at BPKIHS. Controls were healthy
persons with no previous history of VL and were selected from a
census list frequency-matched for age. Cases and controls wese
interviewed in their homes with a structured questionnaire. A
multilevel model with ward (neighborhood) as random effect was
used in the data analyss.

Resuts A total of 158 VL cases and 448 controls were ensolled.
The distribution of cases was clustered with 70% of cases vs. 32%
of controls resident in three out of 19 wards. Proximity to other
VL cases was a strong risk factor (OR 4.8, 95% CI 2.6-8.6). Other
associated factors were: ‘Blood transfusion' (OR 3.6, 95% CI 1.4-
9.1}, 'Regular forest visits' (OR 2.9, 95% CI 1,7=5.1), "Daily wage
eamer’ (OR 2.5, 95% CI 1.4-4.4), ‘Earthen floocs” (OR 2.2, 95%
CI 1.1-4.4). Sleeping on a bed {OR 0.31, 95% CI 0.13-0.78),
ownership of cattle (OR 0.11 95% CI 0.01-0.92) and *Socio-
economi status’ (OR 0.01, 95% CI 0.001-0.05, for richest vs.
poorest quartile) were protective factors against VL.

Conciusion The distribution of VL was strongly clustered;
proximity to other VL cases was a strong risk factor as were
housing conditions. All of this suggests local rransmission of VL in
Dharan town, but requires further entomological evidence. The
association between VL and blood teansfusion could be due to
zeverse causality,

1.3-055

Study of the Lelshmania Infantum metacaspase

L Paioque, M, Casanova and N, Azas

Laboratoire de Parasitol Myeologi fe, Hygiéne et Zoologie,
Université de la Méditerrande, Facwlté de Pharmacie, Marseille, France

Leishmania are flagellated protozoan parasites of the Trypanoso-
matidae family. They cause leishmaniasis which are responsible for
approximately 60,000 deaths each year. The WHO considers the
leishmaniasts as one of six priority diseases of the research
program on tropical diseases. The medical importance of theses
parasites and the lack of really satisfactory treatment lead to the
urgent need of new therapeutics and of the discovery of new
therapeutic tasgets. In this purpose, but also 1o better understand
the biology of this parasite, we are interested in a key process:
programmed cell death. Contrary to mammals, Leishmania do not
possess caspases, key enzymes of mammalian apoptosis. However
Leishmania express metacaspases, peptidases related to caspases in
terms of amino acid sequence, structure and characreristic catalytic

A
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\ MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

FIOCRUZ DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA

LABORATORIO DE HANTAVIROSES E RICKETTSIOSES

Laboratério de Referéncia Nacional para Rickettsioses
Laboratério de Referéncia Regional para Hantaviroses

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (pequenos animais)

Com o objetivo de avaliar a circulagdo de Rickettsioses e Hantaviroses no Estado do Rio de

Janeiro, cu

fui convidado a participar de um estudo que ird avaliar a presenga de bactérias ¢ virus que pode
causar doengas em animais domésticos como também no homem. A participagfio no estudo
envolvera uma consulta veterindria e a coleta de cerca de 3 a 5 ml de sangue venoso periférico do

meu animal de estimagio . para estudo das infecgdes por Bartonella,

Rickettsia rickettsii, Coxiella burnetii, Ehrlichia spp e pelos virus transmitidos por roedores como
hantavirus e arenavirus. Minha participagéio no estudo € totalmente voluntéria, podendo ser
interrompida a qualquer momento, ¢ sem nenhuma forma de compensagiio financeira. Fui
informado ainda que receberei os resultados dos exames. Autorizo ainda que amostras de sangue
do meu animal de estimagdo sejam conservadas pelo Laboratdrio de Hantaviroses e Rickettsioses
da Fundagiio Oswaldo Cruz para estudos futuros, desde que estes venham a ser autorizados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéio Oswaldo Cruz.

Caso tenha alguma davida ou necessidade de qualquer esclarecimento sobre

o estudo, vocé pode entrar em contato com os pesquisadores relacionados abaixo:

Dr* Elba Lemos

Laboratdrio de Hantaviroses ¢ Rickettsioses

Pavilhdo Hélio ¢ Peggy Pereira 1° Pavimento, Sala B116 - Av. Brasil 4350- Rio de Janeiro
Fiocruz- Tel. 2562-1897

Rio de Janeiro, de de 20 .

assinatura
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