5

e

Pos-Graduagao em
Doengas Infecciosas e Parasitdrias

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS INFECCIOSAS E
PARASITARIAS

MARIANA RAMOS SANTOS

PESQUISA DE COXIELLA BURNETTI E RICKETTSIA SPP. EM
REBANHOS DE OVINOS PANTANEIROS DOS MUNICIiPIOS DE
CAMPO GRANDE E TERENOS, MATO GROSSO DO SUL

DISSERTACAO DE MESTRADO

Campo Grande - MS
2024



MARIANA RAMOS SANTOS

PESQUISA DE COXIELLA BURNETTI E RICKETTSIA SPP. EM
REBANHOS DE OVINOS PANTANEIROS DOS MUNICIiPIOS DE
CAMPO GRANDE E TERENOS, MATO GROSSO DO SUL

Dissertacdo apresentada como requisito
para a obtencéao do titulo de Mestre no
Programa de Pés-Graduacdo em
Doencas Infecciosas e Parasitarias
pela Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul.

Orientadora: Dra. Alexsandra
Rodrigues de Mendonc¢a Favacho.

Campo Grande - MS
2024



DEDICATORIA

A memoria das minhas queridas avés, Dilma e Ramona,

Suas vidas foram os pilares sobre 0s quais construi ndo apenas minha
educacao, mas também meu carater. Suas historias, sua sabedoria e seu amor
incondicional moldaram cada passo do meu caminho, incluindo esta jornada

académica que hoje culmina nesta dissertacéo.

Dilma, com sua determinacéao inabalavel e sua gentileza compassiva,

sempre me ensinou a importancia da perseveranca e da empatia.

Ramona, com sua sabedoria tranquila e seu amor incondicional, sempre

me lembrou a importancia de abracar cada momento com gratiddo e humildade.

Ambas, com suas palavras de encorajamento e apoio, me incentivaram
sempre a ir em busca dos meus sonhos, mesmo quando o caminho parecia

dificil ou incerto.

Embora ndo estejam mais fisicamente presentes, sinto suas presencas
em cada pagina deste trabalho. Esta dissertacdo é dedicada a vocés, como uma
expressdo modesta da minha gratiddo eterna por tudo que vocés fizeram por

mim e pelo exemplo inspirador que continuam sendo em minha vida.

Que seus espiritos continuem a guiar-me conforme eu avancgo neste

caminho da aprendizagem e do crescimento.

Com amor e saudade eterna,

Mariana Ramos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, em primeiro lugar, por Sua graca e orientacdo ao
longo desta jornada académica. Sua infinita sabedoria iluminou cada passo, e
Sua constante presenca fortaleceu meu espirito. Que Sua infinita bondade
continue a inspirar cada passo do meu caminho, sustentando-me com forca e
sabedoria para enfrentar os desafios que estédo por vir.

A minha familia - minha mae, Patricia Ramos, minha irma, Izabelly
Ramos, e meu noivo, Gabriel Carlos, verdadeiros alicerces que sustentaram
cada passo desta jornada, nunca deixando faltar o amor incondicional e o apoio
constante que foram essenciais para minha realizacéo.

A minha orientadora, Dra. Alexsandra Favacho, foi uma peca fundamental
ao longo desses anos de estudo. Agradeco profundamente por compartilhar seus
preciosos conhecimentos e por me inspirar a buscar a exceléncia académica,
sempre com dedicacdo e amor pelo que faz. Dra. Alexsandra, sua orientacao foi
exemplar em cada etapa desta jornada. Seu apoio incansavel, paciéncia e
sabedoria foram indispensaveis para o desenvolvimento desta dissertacdo. Sou
profundamente grata por sua dedicacdo e comprometimento, os quais foram
fundamentais para minha realizagéo.

Ao Dr. Marcos Barbosa Ferreira e ao Me. Fernando Alvarenga Reis,
pela parceria e ajuda fundamental na coleta de amostras dos ovinos para esta
pesquisa. Sua colaboracéo foi crucial para o desenvolvimento deste trabalho.

Ao Dr. Marcelo Bahia Labruna e ao Igor Silva Silito, do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, expresso minha sincera
gratiddo por terem aceitado a parceria para realizacdo da parte sorologica desta
pesquisa. Agradeco de coracdo pela colaboracdo indispensavel para os
resultados alcancados

Agradeco as alunas de iniciacao cientifica, Rafaela Lopes Alves, Kelly
Melissa Figueiredo e Julia de Mendoncga Favacho, cujo auxilio foi imprescindivel
durante todo o processo de pesquisa. Suas contribuicdes foram inestiméveis, e
espero sinceramente que esta experiéncia enriqueca muito suas vidas

académicas e profissionais.



Aos mestrandos Alanys Rafaela Bononi da Silva, Guilherme
Augusto Henrique da Silva e Judson Matias de Arruda dos Santos, expresso
minha profunda gratiddo por serem companheiros de jornada que se tornaram
verdadeiros parceiros de pesquisa. Suas contribuicdes superaram todas as
expectativas, oferecendo ndo apenas assisténcia técnica, mas também uma
amizade sincera e palavras de incentivo nos momentos mais desafiadores. E
uma honra contar com vocés ao meu lado.

Aos estimados colegas do Laboratério de Parasitologia e Biologia
Molecular da Unidep, que se tornaram uma segunda familia ao longo desses
anos, expresso minha profunda gratiddo. O acolhimento caloroso e a troca de
conhecimentos que compartilhamos foram cruciais para 0 meu crescimento
académico e profissional. Sinto-me verdadeiramente privilegiada por fazer parte
deste grupo excepcional.

Aos coordenadores e professores do programa de pés-graduacao em
Doencas Infecciosas e Parasitarias, pelos ensinamentos enriquecedores e
pela oportunidade de aprofundar meu conhecimento na area da saude Unica.
Cada aula, contribuiu para minha formacéo e para a construgao de um olhar
critico sobre os desafios enfrentados em nossa sociedade.

Agradeco também a parceria entre as instituicbes Fiocruz Mato Grosso
do Sul, Embrapa Gado de Corte do Mato Grosso do Sul e Centro Tecnholdgico
de Ovinocultura (CTO) da Uniderp, por terem aberto suas portas para a
realizacdo desta pesquisa. Essa colaboracdo foi essencial para enriquecer o
estudo e ampliar seu impacto.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPEYS), pela generosa concesséao da bolsa de estudos, que viabilizou minha
dedicacao integral a pesquisa e a producao deste trabalho.

Atodos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagéo deste projeto,
expresso meu mais profundo e sincero agradecimento. Que este trabalho possa
representar ndo apenas o resultado de esforco individual, mas também o fruto

de colaboracéo, aprendizado e dedicacao coletiva.



“Talvez nao tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para melhor fosse feito.
N&o sou o que deveria ser, mas Gracas
a Deus, ndo sou o que era antes”
(Marthin Luther King).



RESUMO
Febre Q e febre maculosa brasileira sdo zoonoses conhecidas mundialmente,
causadas por bactérias dos géneros Coxiella e Rickettsia, respectivamente, que
apresentam ameaca global e tém impactos substanciais na saude humana e
animal, bem como na economia da criagcdo de animais. Com o objetivo de
analisar a participacdo dos ovinos na epidemiologia das doencas causadas
por C. burnetii e Rickettsia spp., um estudo epidemioldgico descritivo foi
desenvolvido em duas propriedades: Centro Tecnologico de Ovinocultura
(CTO) da UNIDERP em Campo Grande e Fazenda Modelo da Embrapa
Gado de Corte, em Terenos, ambas no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.
Amostras de sangue total e sangue-EDTA de 287 ovinos foram coletadas em
setembro de 2021, nas duas areas, seguidas por breve anamnese e coleta
de dados dos rebanhos. As amostras de soro foram submetidas a Reacgéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos IgG anti-C.
burnetii e anti-R. rickettsii. Das 287 amostras testadas, 4 (1,4%) foram
reagentes para C. burnetii, com titulos iguais a 64. Para R. rickettsii, nenhuma
amostra foi reagente. Para a investigacdo de C. burnetii, foi realizada PCR
nested, utilizando-se oligonucleotideos htpAB, apresentando tamanhos de
687pb e 440pb, na primeira e segunda PCR, respectivamente. Para a deteccéo
de DNA de Rickettsia sp., foram utilizados oligonucleotideos CS-78/CS-323,
amplificando um fragmento de 401pb do gene citrato sintase (gltA). A
presenca de inibidores de PCR foi verificada para amplificacdo do IRBP.
Ectoparasitas ndo foram encontrados no momento da anamnese. Na PCR,
0s DNAs de C. burnetii e de Rickettsia sp., ndo foram amplificados em
nenhuma das amostras testadas. O estudo mostrou a presenca de anticorpos anti-
C. burnetii em ovinos pantaneiros nos rebanhos testados, confirmando pela primeira vez
gue este agente esta circulando entre os rebanhos e auséncia de Rickettsia spp.
nas duas areas estudadas. A compreensdo aprofundada da presenca
desses patdgenos em populacdes animais € crucial para a promocédo da
saude publica e da saude unica, integrando aspectos da saude animal,

humana e ambiental.

Palavras-chave: Febre Q. Febre Maculosa. Vigilancia. Zoonoses. Saude Unica.



ABSTRACT
Q fever and Brazilian spotted fever are zoonoses known worldwide, caused
by bacteria of the genera Coxiella and Rickettsia, respectively, which present
a global threat and have substantial impacts on human and animal health, as
well as on the economy of animal breeding. With the objective of analyzing
the participation of sheep in the epidemiology of diseases caused by C.
burnetii and Rickettsia spp., a descriptive epidemiological study was
developed on two properties: Sheep Farming Technological Center (CTO) of
UNIDERP in Campo Grande and Fazenda Modelo of Embrapa Beef Cattle,
in Terenos, both in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. Whole blood and
blood-EDTA samples from 287 sheep were collected in September 2021, in
both areas, followed by brief anamnesis and data collection from the herds.
The serum samples were subjected to the Indirect Immunofluorescence
Reaction (IFAT) to detect anti-C IgG antibodies. burnetii and anti-R. rickettsii.
Of the 287 samples tested, 4 (1.4%) were reactive for C. burnetii, with titers
equal to 64. For R. rickettsii, no sample was reactive. To investigate C.
burnetii, nested PCR was performed using htpAB oligonucleotides,
measuring 687bp and 440bp, in the first and second PCR, respectively. For
the detection of Rickettsia sp. DNA, CS-78/CS-323 oligonucleotides were
used, amplifying a 401bp fragment of the citrate synthase gene (gltA). The
presence of PCR inhibitors was checked for IRBP amplification.
Ectoparasites were not found at the time of the anamnesis. In PCR, the DNAs
of C. burnetii and Rickettsia sp. were not amplified in any of the samples
tested. The study showed the presence of anti-C. burnetii in Pantanal sheep
in the tested herds, confirming for the first time that this agent is circulating
among the herds and the absence of Rickettsia spp. in the two areas studied.
An in-depth understanding of the presence of these pathogens in animal
populations is crucial for promoting public health and single health, integrating

aspects of animal, human and environmental health.

Keywords: Q fever. Spotted fever. Surveillance. Zoonoses. One Health.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragdes Gerais

As doencas zoonoéticas, ou zoonoses, representam um desafio
significativo para a saude publica, sendo infec¢des transmitidas dos animais
para os seres humanos e causadas por diversos agentes patogénicos, como
virus, parasitas, fungos e bactérias (ELSOHABY; VILLA, 2023).

A transmissdo dessas enfermidades ao ser humano ocorre por
diferentes vias, incluindo contato direto com animais infectados, vetores
artropodes, consumo de 4gua ou alimentos contaminados, fémites (objetos ou
superficies que podem carregar patdégenos), ambientes contaminados e
transmisséo aérea por meio de goticulas (LOH et al., 2015; RAHMAN et al.,
2020).

Essa complexa interagdo entre humanos, animais e meio ambiente
desempenha um papel crucial na disseminacdo e emergéncia de novas
doencas infecciosas de origem zoondtica (LOTTA et al., 2019).

Cerca de 75% das doencas infecciosas emergentes em humanos
estao relacionadas a transmisséao de animais vertebrados para humanos, e
60% dos patdgenos causadores de doencas em humanos sao de origem
animal (BIDAISEE; MACPHERSON, 2014).

A abordagem “One Health” (satde Unica) surge como uma necessidade
imperativapara o controle eficaz dessas enfermidades. Essa abordagem
multidisciplinar, envolvendo a colaboracéo entre profissionais da saude publica,
medicina veterinaria, gestdo animal e ecologia, é essencial para enfrentar os
desafios complexos apresentados pelas zoonoses (CUNNINGHAM; DASZAK;
WOOQOD, 2017).

Além disso, as bactérias desempenham um papel preponderante na
inducdo de zoonoses, tanto bactérias gram-negativas quanto gram-positivas
sendo responsaveis pela maioria dessas doencas. Animais domeésticos e de
companhia como céaes, gatos e animais de producdo como bovinos, ovinos,
caprinos, cavalos e porcos, atuam como reservatorios desses patdégenos
zoonoticos (RAHMAN et al., 2020).

O Brasil possui um importante papel na produ¢cédo mundial de ovinos,



26
sendo um dos principais produtores da América do Sul e do mundo. Em
2020, o Brasil contava com um rebanho ovino de aproximadamente 21,5
milhdes de cabecas, distribuidas por todo o territério nacional com
predominancia nas regioes Nordeste, Sul e Centro-Oeste (IBGE, 2022).

As ovelhas desempenham um papel significativo na transmissao de
zoonoses como febre maculosa e febre Q devido a sua proximidade com
0s seres humanos e a sua participacdo na cadeia alimentar (SILVA et al.,
2021). Sendo assim a infeccao por agentes zoonéticos gera um impacto
substancial na saude e na produtividade dos rebanhos ovinos, resultando em
perdas econémicas significativas, que podem afetar diretamente a rentabilidade
da atividade pecuaria (AZEVEDO et al., 2018).

Dentre as zoonoses mais frequentes associadas a esses animais,
destacam-se a Febre Q, causada pela bactéria C. burnetii, e a Febre
Maculosa, provocada pela Rickettsia do grupo da Febre Maculosa (ABDEL-
MOEIN; HAMZA, 2017; BARON, 1996).

Essas enfermidades, além de exemplificar a diversidade das
zoonoses, ilustram a necessidade urgente de compreensao e gestao eficaz
dessas interacdes complexas para garantir a saude publica. Essas zoonoses
representam, portanto, um desafio significativo para a pecuéaria ovina no
Brasil, afetando ndo apenas a saude e o bem-estar dos animais, mas também
asustentabilidade econdmica dos produtores e a seguranca alimentar da
populacao (SANTOS et al., 2019; FRANCO et al., 2020).

Uma compreenséao aprofundada da prevaléncia, distribuicdo e impacto
dessas doencas € essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes
de prevencdao, controle e manejo, visando proteger tanto a saude dos rebanhos
ovinos quanto a saude publica em geral (AZEVEDO et al., 2018).

Diante do exposto, esta dissertacdo busca, assim, detectar a possivel
presenca da circulacéo, e o impacto da C. burnetii e Rickettsia spp. em ovinos
pantaneiros oriundos de dois rebanhos distintos. A abordagem integrada da
saude Unica torna-se imperativa, envolvendo ndo apenas aspectos veterinarios,
mas também considerando a ecologia e a saude publica. O conhecimento
gerado a partir deste estudo contribuirq para a gestdo da saude dos rebanhos
ovinos e para o desenvolvimento de estratégias preventivas e de controle,

visando proteger a comunidade humana que compartilha o mesmo ambiente.
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2 CONTEXTUALIZACAO

2.1 Coxiella burnetii

2.1.1 Agente Etiologico

C. burnetii € uma bactéria Gram-negativa intracelular obrigatéria e
pleomorfica, com dimensdes de 0,4-1,0 yum de comprimento e 0,2 a 0,5 um de
largura. Ela pertence ao dominio Bactéria, filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Legionellales, familia Coxiellaceae, género
Coxiella e espécie C. burnetii (Figura 1) (ULLAH et al., 2022).

Figura 1 — Classificacdo taxonémica do género C. burnetti.

Dominio: Bacteria ]

Filo: Proteobactérias

_»( Ordem: Legionellales
Coxiella burnetti i\ 9

Classe: Gammaproteobactérias]
Familia: Coxiellceae ]

Género: Coxiella ]

Espécie: C. burnetti ]

Fonte: Autoria propria, adaptado de (ULLAH et al., 2022).

A bactéria apresenta tropismo por fagocitos mononucleares,
principalmente macréfagos alveolares, em humanos e animais, onde realiza sua
replicacdo apoés a internalizacéo na célula hospedeira (ULLAH et al., 2022).

O periodo de incubacdo em humanos ocorre de duas a quatro semanas,
estando fortemente relacionado a dose e forma de inoculagédo do patdgeno e a
fase antigénica (ANDERSON et al., 2013; ULLAH et al., 2022). E importante
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destacar que existem duas formas antigénicas, Fase | e Fase Il, ambas
associadas a presenca da molécula de lipopolissacarideo (LPS). A Fase |,
caracterizada como a forma virulenta da C. burnetii, apresenta o LPS completo
e € isolada em hospedeiros infectados. A Fase Il é também virulenta, mas com
LPS incompleto, ocorrendo apds passagens repetidas da Fase | em culturas
celulares (SOUZA et al., 2022).

C. burnetii possui duas formas relacionadas ao crescimento,
correspondendo a um ciclo de desenvolvimento bifasico. Na fase de replicacao
exponencial, h4 a presenca de células grandes (LCV), enquanto na fase
estacionaria (ndo replicativa), ocorre a presenca de células pequenas (SCV). Os
SCVs sao pequenos bastonetes com aproximadamente 0,5 pm de
comprimento, possuindo um envelope espesso e uma membrana interna
incomum (ELDIN et al., 2017).

Eles s@o estaveis no ambiente e resistentes a métodos quimicos e
térmicos, acredita-se que essa resisténcia ambiental esteja ligada a mdltiplas
ligacbes cruzadas em seu peptidoglicano. As LCVs sdo maiores que 0,5 ym e
morfologicamente semelhantes a outras bactérias gram-negativas (ELDIN et al.,
2017).

C. burnetii possui uma série de hospedeiros, incluindo aves, mamiferos
selvagens, humanos e artropodes (MAURIN; RAOULT, 1999). No entanto, sdo os
ruminantes como ovinos e caprinos 0s principais reservatorios desse
microrganismo e sdo considerados como potencial risco de transmissao para
humanos, resultando na ocorréncia de Febre Q, uma zoonose presente em
quase todo o mundo (PEXARA; SOLOMAKOS; GOVARIS, 2018).

2.1.2 Transmissao de C. burnetii

A principal via de aquisicdo de C. burnetii é a inalacdo de aerossois
contaminados (TISSOT-DUPONT et al., 2004). Os aerossois contendo o
patdgeno se dispersdo pelo vento em uma distancia de 30 km, contribuindo
assim para disseminagao da bactéria e ocorréncia da doenca para locais longes
das areas de contaminacéo inicial. Em decorréncia disso, a febre Q pode ser
diagnosticada em pessoas que nao tiveram contato recente com animais
(MEURER, 2020).
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C. burnetii pode ser eliminada em diversos fluidos corporais, como
leite, fezes, restos placentarios, membranas fetais e secrecfes vaginais de
ruminantes. Estas substancias contém grande quantidade da bactéria, o que
justifica a alta taxa de contaminacgao por essa via (ULLAH et al., 2022).

Ha grande quantidade de bactérias, principalmente em fluidos abortivos
pos falha reprodutiva, chegando a 1 bilhdo por grama de restos placentarios
eliminados juntamente com os restos abortivos (HADUSH et al., 2016).

Ainfeccdo do animal por C. burnetii €, na maioria dos casos, assintomética
e o termo coxiellose € considerado uma designacao mais apropriada, em
comparacdo com a Febre Q aguda humana (LANG, 1988).

Ovelhas assintomaticas podem conter até mais de 10° doses. A bactéria
€ eliminada nos fluidos corporais por um periodo variavel, dependente da
espécie hospedeira. Bovinos assintomaticos infectados por C. burnetii eliminam
0 patdgeno no leite por longos periodos, tendo essa rota como principal meio de
excrecdo bacteriana, enquanto a eliminacdo pelo muco vaginal e/ou fezes é
esporadica (ULLAH et al., 2022). J& em ovinos, a principal via de eliminacao
ocorre pelas secrecdes vaginais e fecais (RODOLAKIS et al., 2007).

A ingestdo de alimentos contaminados é considerada uma forma menos
comum de transmisséao, e a infeccdo ocorre por consumo de produtos lacteos
provenientes de animais contaminados n&o pasteurizados (MILLER;
PRIESTLEY; KERSH, 2021).

A ocorréncia de infeccdo em humanos via picada de pequenos
artropodes, como carrapatos, nao esta bem definida, no entanto, a transmisséo
de Coxiella de forma transovariana e de geracdo em geracao ocorre de maneira
efetiva, tornando os carrapatos um potencial reservatorio desses patdogenos
(CELINA; CERNY, 2022).

Além disso, carrapatos infectados excretam grande quantidade de
bactérias em suas fezes, chegando a 10'° g por fezes em decorréncia da
multiplicagéo bacteriana nesse vetor ocorrer em seus intestinos (PHILIP, 1948).

Em decorréncia do exposto, 0 ectoparasitismo contribui para
contaminacgao dos pelos, couros e las dos animais (FERREIRA, 2016). Humanos
podem se contaminarem ao terem contato direto com esses animais ou apos as
fezes dos carrapatos secarem e se difundirem ao ar, podendo ser inaladas

contribuindo assim para a disseminacao da bactéria (ULLAH et al., 2022).
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2.1.3 Reservatorios de C. burnetii

A bactéria C. burnetii pode infectar uma gama de hospedeiros sendo
esses vertebrados e invertebrados. Além disso, C. burnetii também permanece
por longos periodos no ambiente em decorréncia de sua esporulacao
(ANGELAKIS; RAOULT, 2010).

Mamiferos como ovinos, caprinos e bovinos sdo 0s animais com risco
elevado de transmissao, seja por contato direto, por goticulas existentes no
ambiente ou por ingestao de produtos lacteos provenientes desses animais
uma vez que sao utilizados como animais de producdo. A problemética em
torno desse grande reservatério da bactéria esta na identificagéo e controle
da infeccdo nos ruminantes, pois transmitem a C. burnetii mesmo
assintomaticos (ELDIN et al., 2017; GALE et al., 2015).

Vacas assintomaticas eliminam em sua maioria a bactéria no leite e
acredita-se que a bactéria esteja dentro do vacuolo parasitario de
macrofagos presentes no leite em sua forma SVC tornando sua
sobrevivéncia no liquido longa e altamente perigosa a saude humana devido
a sua capacidade também de sobreviver a mecanismos de defesa presente
no trato gastrointestinal humano. No entanto, ndo ocorre multiplicacdo do
patdégeno no leite (RODOLAKIS et al., 2007).

Um estudo comparativo realizado por Rodolakis et al., (2007),
demonstrou que entre os ruminantes (ovinos, caprinos e bovinos), 0s ovinos
apresentaram a maior taxa de infeccéo e eliminacdo da bactéria no leite, fezes
e muco vaginal. Essa disparidade nas vias de eliminagcdo da bactéria sugere
que os surtos da infeccdo estdo mais associados aos ruminantes de pequeno
porte do que aos rebanhos bovinos.

C. burnetii tem a capacidade de infectar células de carrapatos,
demonstrando uma notavel longevidade com um tempo de sobrevivéncia de até
200 dias, podendo estender-se até 10 anos, dependendo da espécie especifica
do carrapato hospedeiro. A bacteria é encontrada abundantemente parasitando
células epiteliais e o [limen do intestino dos carrapatos (ELDIN et al., 2017).

A transmissdo transovariana e transestadial da bactéria entre os
carrapatos sugere que esses artropodes podem ser reservatorios do

patégeno, contribuindo também para a disseminacdo de C. burnetii e
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infectando mamiferos parasitados (Figura 2). Ha também relatos de
mamiferos marinhos, domeésticos, aves e répteis como possiveis reservatorios
da bactéria (ELDIN et al., 2017).

Figura 2 — Ciclo de transmisséo da C. burnetti.
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Legenda: Fase 1 - transmissao transovariana (da fémea para ovos e larvas) e transestadial
(do patégeno, a partir das larvas, para ninfas e destas para os adultos). Fase 2 - transmissao
do patégeno durante o repasto sanguineo no animal. Fase 3 - transmissdo do patégeno por
aerossois, fluidos corporais e ingestdo de alimentos para humano. Fonte: Autoria propria,
adaptado de (ULLAH et al., 2022).

2.1.4 Situacao Epidemioldgica da C. burnetii

A Febre Q trata-se de uma zoonose de distribuicdo mundial, cuja
prevaléncia varia geograficamente e em decorréncia da subnotificacdo dos
casos (SARAIVA, 2022).

Nos Estados Unidos, apenas em 1999 a Febre Q tornou-se uma doenca
de notificacdo compulsoéria, com aumento consideravel de casos entre 2000 e
2007 (CDC, 2021).

Na Australia, onde a zoonose foi inicialmente descrita, ela é
considerada doenca notificavel, embora subnotificada devido a problemas de
diagnéstico. No Brasil, a doenca nao € de notificacdo compulsoria devido a
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problemas no diagndstico e devido a sintomatologia inespecifica
(DAMASCENO; GUERRA, 2018; ELDIN et al., 2017).

Endemias ou surtos de Febre Q sdo mais frequentes em regides com
populacdes envolvidas em atividades de risco, como agricultores,
trabalhadores de frigorificos e praticantes de turismo rural
(LAUTENSCHLAGER et al., 2000).

Franca, Estados Unidos e Espanha experimentaram epidemias
relacionadas a essas atividades. No Sudeste da Franca, ha focos
hiperendémicos da doenca, com incidéncia de 34,5 casos para cada 100.000
habitantes, devido a inalacdo de esporos provenientes de rebanhos locais de
ovinos (ELDIN et al., 2017).

Entre 2007 e 2010, houve surtos de Febre Q envolvendo cabras
leiteiras nos Paises Baixos, com pouco mais de 4.000 casos notificados e
estimativa de 40.000 casos totais (ELDIN et al., 2017).

No Brasil, a verdadeira prevaléncia da Febre Q em seus principais
reservatorios, os ruminantes, ainda é desconhecida. Em 1955, foi encontrada
soropositividade em 14% de vacas leiteiras em Sao Paulo (MARES-GUIA,
2011; SANTOS; BACELLAR; FRANCA, 2007).

A verdadeira prevaléncia da Febre Q no pais em seus principais
reservatorios, os ruminantes, ainda é desconhecida. Em 1955, foi encontrada
soropositividade em 14% de vacas leiteiras em S&o Paulo (VALLE et al.,
1955). Em 1975, pesquisadores relataram prevaléncia de 29% de C. burnetii
em bovinos de frigorificos brasileiros (RIEMANN et al., 1975).

Em 2018, um estudo realizado em rebanhos de caprinos com
distarbios reprodutivos relatou soropositividade em 55,1% (DE OLIVEIRA et al.,
2018). Também em 2018, no nordeste brasileiro, no estado de Pernambuco, 403
ovinos e 412 caprinos foram testados, apresentando anticorpos anti-C. burnetii
em 2,1% e 2,2%, respectivamente (SOUZA et al., 2018).

Em 2020, no estado de Goias, foi identificado o DNA gendémico de C.
burnetii em amostras de bovinos leiteiros e em fetos provenientes do mesmo
rebanho (MIONI et al., 2020).

Além do impacto na reproducdo dos animais contaminados pela
bactéria, associado ao aumento de casos de abortos e baixa fertilidade no

rebanho, ha também o risco ocupacional para trabalhadores que lidam
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diariamente com esses animais de producdo (DAMASCENO; GUERRA,
2018).

Em 2015, ocorreu um surto de Febre Q em trabalhadores de um
frigorifico de bovinos em S&o Paulo, no municipio de Barbosa (FAGUNDES;
LABRUNA; UENO, 2018).

Em 2018, houve contaminacdo por C. burnetii de cinco cadetes do
programa de treinamento na Academia de Bombeiros Militares Pedro Il
(MFAPRJ) no Rio de Janeiro, apés treinamento envolvendo caprinos. S&o
Paulo e Rio de Janeiro sdo os estados com maior prevaléncia de infeccao
por C. Burnetii (DE LEMOS et al., 2018; MIONI et al., 2020). No estado de Mato
Grosso do Sul, rico em atividades agropecuarias, com producao e exportacao
de carnes e produtos lacteos, ha escassez de informag¢des quanto a
prevaléncia do patbgeno em rebanhos de ruminantes provenientes dessa

regido do Brasil.

2.1.5 Diagnéstico

O diagnostico da Febre Q baseado nos sinais e sintomas da infeccao é
praticamente impossivel devido aos casos assintoméaticos ou com
manifestacdes clinicas inespecificas que podem ser confundidas com outras
doencas (ANDERSON et al., 2013).

Portanto, torna-se necessaria a realizacdo de testes laboratoriais para
conclusao diagnostica definitiva da presenca ou auséncia da infeccao por C.
burnetii (ULLAH et al., 2022).

Os métodos diagnaosticos para o rastreamento da Febre Q incluem a
propagacdo do microrganismo utilizando cultura de células por tempo
prolongado de incubacédo exigindo um laboratério NB-3 para a realizacéo dos
procedimentos, testes soroldgicos, e moleculares como Reacédo em Cadeia
da Polimerase (PCR) (KODORI et al., 2023).

As técnicas soroldgicas sao consideradas “padrdao-ouro” no
diagndstico da Febre Q e séo preferiveis para estimar a soroprevaléncia em
animais de rebanho. No entanto, estas técnicas, sdo questionaveis quanto a
prevaléncia em animais portadores devido a janela imunoldgica. Assim, a

combinacéo de varios métodos soroldgicos e moleculares, como a PCR, é
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necessaria para confirmar a infeccao (ULLAH et al., 2022).

A Imunofluorescéncia Indireta (IFI), técnica sorologica recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o diagnostico da Febre Q, é til para
identificar anticorpos das classes IgM, IgG e raramente também a classe IgA
durante as fases | e Il , permitindo assim a identificacdo das fases aguda e
cronica da Febre Q (FOURNIER; MARRIE; RAOULT, 1998).

O método baseia-se em laminas revestidas com C. burnetii (Fase | e/ou
Fase Il), nas quais é depositado o soro do paciente com o Cut-off (titulo de
positividade inicial) previamente definido. Esse Cut-off € determinado com base
na populacdo testada. Uma Unica amostra negativa na IFI ndo exclui a
positividade da doenca, pois € um método soroldgico que depende da conversao
do soro do paciente para resultados positivos. Amostras coletadas antes da
conversdo sorolégica possuem altas chances de resultar em falsos negativos
(SANTOS; BACELLAR; FRANCA, 2007).

A Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) é altamente especifica no
diagnostico molecular de C. burnetii, além de ser um método mais rapido e
sensivel em comparacdo com outros (STEIN; RAOULT, 1992). Deve ser
realizada juntamente com a IFI para confirmacgéo diagndstica. A técnica pode ser
aplicada a uma variedade de amostras biolégicas, como fluidos fetais, amostras
de tecidos abortivos, sangue, leite, soro, entre outros (ULLAH et al., 2022).



2.2 Rickettsia spp.

2.2.1 Agente Etiologico

Rickettsias sdo bactérias Gram-negativas, cocobacilos curtos (0,3 a 0,5
por 0,8 a 2,0 um), intracelulares obrigatdrias, encontradas tanto no citoplasma
quanto no nucleo celular. Elas pertencem a Ordem Eubacteria, Filo
Proteobactérias, Classe Alphaproteobactérias, Ordem Rickettsiales, Familia
Rickettsiaceae e Género Rickettsia (Figura 3) (DUARTE, 2019).

Figura 3 — Ordem taxonémica de Rickettsia spp.

Dominio: Eubacteria

Filo: Proteobactérias

Classe: Alphaproteobactérias

Rickettsia spp

Familia: Rickettsiaceae

Género: Rickettsia

)
)
)
Ordem: Rickettsiales ]
]
)

Fonte: Autoria propria, adaptado de (DUARTE, 2019).

Esses microrganismos tém preferéncia por colonizar glandulas
salivares e ovarios de artropodes hematéfagos, como carrapatos, acaros,
pulgas e piolhos, além de mamiferos, que servem como hospedeiros (KIM,
2022).

Sua parede microbiana apresenta composi¢coes semelhantes a outras
bactérias gram-negativas, incluindo lipopolissacarideo, peptidoglicano,

lipoproteina de 17kb, proteina de membrana externa de 135 kDa e proteinas de
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membrana especificas, como OmpA e OmpB, que conferem caracteristicas
sorologicas e antigénicas especificas para identificacdo (GAVA; BRAGA,;
LANGONI, 2022).

Até a década de 1980, o termo “Rickettsia“ era utilizado para descrever
pequenas bactérias com caracteristicas intracelulares. No entanto, com o
avanco das técnicas moleculares e do conhecimento genémico, definiu-se que o
termo se aplica apenas as bactérias do género Rickettsia transmitidas por
artropodes (FERREIRA, 2016).

O género Rickettsia é dividido em quatro grupos de acordo com seus
hospedeiros artropodes, bem como caracteristicas moleculares e antigénicas
do patdégeno. Esses grupos incluem o Grupo do Tifo (GT), o Grupo da Febre
Maculosa (GMF), o Grupo Transicional (GTR) e o Grupo Ancestral (GA),
compostos por Rickettsias que ndo se enquadram nos grupos anteriores
(GAVA; BRAGA; LANGONI, 2022; MONTEIRO, 2019).

2.2.2 Grupo da Febre Maculosa (GMF)

Considerado o grupo mais numeroso, incluindo mais de 20 espécies de
Rickettsias,das quais 16 sdo descritas como patégenos humanos, incluindo
R. rickettsii, R. parkeri, R.rhipicephali, R. amblyommii e R. amblyommatis. Esse
grupo, muitas vezes negligenciado, € responsavel por emergéncias de
doencas zoondticas em todo o mundo. Seus principais vetores sdo pulgas,
carrapatos e acaros, parasitando animais silvestres como hospedeiros
definitivos e, ocasionalmente, humanos e animais domeésticos (COHEN et al.,
2021; ROBINSON et al., 2019).

R. rickettsii é a espécie de maior importancia do grupo, relatada pela
primeira vez em 1899 nas regides montanhosas dos Estados Unidos da
América (EUA), sendo responsavel pela doenca conhecida como Febre
Maculosa das Montanhas Rochosas (PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005).

Em 1909, Howard Taylor Ricketts fez o primeiro isolamento da bactéria no
carrapato Dermacentor andersoni, estabelecendo o papel crucial desse
artropode na transmissdo de R. Rickettsii, que recebeu o nome em sua
homenagem (RICKETTS, 1906).

No Brasil, R. rickettsii € responsavel por causar a Febre Maculosa
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Brasileira (FMB), sendo a principal espécie do grupo a infectar seres
humanos a partir de seus vetores e reservatorios zoonoticos (MONTEIRO,
2019).

2.2.3 Febre Maculosa Brasileira

A FMB é uma doenca infecciosa febril aguda grave causada pela
bactéria R. rickettsii, transmitida aos humanos por meio da picada de
carrapatos Amblyomma sculptum contaminados (SALVIANO et al., 2023).

Os principais hospedeiros amplificadores dessa bactéria sdo as
capivaras da espécie Hydrochoerus hydrochaeris (ROCHA et al., 2017). No
Brasil, ha relatos desta doenca desde 1920, e ela apresenta caracteristicas
vetoriais e geneéticas distintas da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas,
que ocorre na América do Norte (SZABO; PINTER; LABRUNA, 2013).

A FMB é endémica na maior parte do sudeste brasileiro, com casos
registrados nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Paran& e especialmente em S&o Paulo. Entre os anos de 2001 e 2018, o
estado de Sao Paulo registrou aproximadamente 978 casos confirmados, dos
quais 50% (489) resultaram em obito (LUZ et al., 2019; SZABO; PINTER;
LABRUNA, 2013).

2.2.4 Transmissao

A transmissdo da Rickettsia rickettsii esta associada a carrapatos
ixodideos do género Amblyomma, que tém como principal reservatorio
mamiferos, principalmente capivaras da espécie Hydrochoerus hydrochaeris
(FERREIRA, 2016; LUZ et al., 2019).

Esses carrapatos atuam como hospedeiros naturais e vetores de R.
rickettsii, sendo responsaveis pela manutencdo do patégeno na natureza ao
contaminar animais vertebrados (DE OLIVEIRA et al., 2016).

No ciclo de R. rickettsii nos carrapatos, inicia-se no trato digestivo, onde a
bactéria realiza sua replicacdo parasitando diversas estruturas, como glandulas
salivares, intestinos, hemolinfa, ovarios e tubulos de Malpighi (DUARTE, 2019).

A transmisséo entre as espécies pode ocorrer de forma transovariana,
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transestadial e através do acasalamento, onde o macho transfere a bactéria
para a fémea por meio do espermatozoide (FERREIRA, 2016; MONTEIRO,
2019). O ciclo biolégico do patdgeno continua quando esses carrapatos
infectados realizam o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero na
natureza (GAVA; BRAGA; LANGONI, 2022).

Rickettsias estdo presentes na saliva do carrapato e sdo inoculadas na
derme no momento da picada, disseminando-se através da circulacao linfatica e
capilares sanguineos. A bactéria atinge varios 6rgédos, incluindo pele, trato
gastrointestinal, figado, pancreas, baco, cérebro, pulmdes e coracdo. Uma vez
nos tecidos, a bactéria acomete o endotélio vascular, ligando-se aos receptores
de colesterol e fixando-se por meio de suas proteinas especificas, OmpA e
OmpB, induzindo a fagocitose para dentro do interior da célula, onde realiza
sua replicacdo, que dura cerca de 10 minutos e ocorre por fissdo binaria (KIM,
2022; MONTEIRO, 2019).

Os seres humanos se infectam ao terem contato com carrapatos
contaminados durante atividades recreativas ou ocupacionais por um periodo
minimo de parasitismo de 10 minutos (GAVA; BRAGA; LANGONI, 2022;
SARAIVA, 2022).

Os humanos atuam como hospedeiros ocasionais e se infectam de
maneira acidental em decorréncia da bactéria ndo se multiplicar corretamente no
endotélio humano, ndo desempenhando assim papel na transmissao ou
manutencdo de Rickettsia na natureza (FERREIRA, 2016; WALKER, 1989),

conforme figura 4.
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Figura 4 — Ciclo de transmisséo da R. Rickettsii.

Legenda: Fase 1 - transmisséo transovariana (da fémea para ovos e larvas) e transestadial
(do patdégeno, a partir das larvas, para ninfas e destas para os adultos, através do
acasalamento). Fase 2 — Transmissao do patdégeno durante o repasto sanguineo no animal.
Fase 3 — Transmissdo do patégeno durante o repasto sanguineo no humano. Fonte: Autoria
propria, adaptado de (ULLAH et al., 2022).

2.2.5 Vetores

Os vetores da FMB sao os carrapatos Ixodidae do género
Amblyomma, com a espécie A.sculptum sendo considerada durante muito
tempo o vetor primario de R. Rickettsii, bactéria causadora da FMB
(LABRUNA, 2009).

No entanto, estudos bioldgicos, morfoldgicos e moleculares revelaram
gque A. cajennense é na verdade um complexo de seis espécies com
distribuicdo geografica distinta, incluindo Amblyomma sculptum, Amblyomma
tonelliae, Amblyomma patinoi, Amblyomma mixtum, Amblyomma
interandinum e A. cajennense sensu stricto (s.s.) (NAVA et al., 2014). No
Brasil, trés espécies sao responsaveis pela transmissdo da FBM: A.
sculptum, A. aureolatum e A. ovale (DE OLIVEIRA et al., 2016).

A. sculptum € considerado o principal vetor da FMB com ampla
distribuicdo geogréafica na América do Sul, é encontrado preferencialmente
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em florestas tropicais e subtropicais Umidas. Seus principais hospedeiros
incluem cavalos, antas e capivaras, mas também parasita uma variedade de
animais e seres humanos (CARDOSO et al., 2023).

Suas larvas e ninfas, devido ao tamanho pequeno, séo especialmente
preocupantes, pois podem passar despercebidas ficando aderido por tempo
suficiente contribuindo assim para a transmissao da bactéria (MONTEIRO,
2019).

A. ovale esta predominantemente presente na América Central e do
Sul, parasitando mamiferos e aves na fase larval e canideos na fase adulta.
Associado a R. parkeri cepa Mata Atlantica, € uma das espécies envolvidas
na transmissdo da FBM, especialmente nas regides do Sul, Sudeste,
Nordeste e Norte no Brasil (SANCHEZ-MONTES et al., 2019; SZABO; PINTER;
LABRUNA, 2013)

Ja o A. aureolatum, conhecido como "carrapato amarelo do cao", é
encontrado em areas Umidas com temperaturas frias na América do Sul.
Alimenta-se de espécies carnivoras selvagens, roedores e parasita diversos
animais, incluindo humanos. Apresenta maior suscetibilidade a infec¢cao por
R. rickettsii, especialmente quando cdes domeésticos sdo picados em areas
de florestas tropicais (SANCHEZ-MONTES et al., 2019; SZABO; PINTER;
LABRUNA, 2013).

No estado de Mato Grosso do Sul, hd presenca de carrapatos das
espécies Rhipicephalus (Boophilus) microplus, R. sanguineus, Demacentor
nitens e A.cajennense sendo a mais prevalente parasitando animais silvestres e
domeésticos presentes no cerrado sul mato-grossense (GARCIA et al., 2013). Ha
também relatos de A.cajennense, A.parvum e Ornithodoros rostratus

parasitando porcos selvagens no estado (CANCADO et al., 2013).

2.1.6 Diagndéstico

O diagnostico FMB é frequentemente desafiador devido aos sintomas
inespecificos da doenca que podem ser confundidos com outras doencas
como dengue, hepatite e maléria, por exemplo (GAVA; BRAGA; LANGONI,
2022).

Geralmente, o diagndstico € iniciado com a coleta de informacdes
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sobre a sintomatologia do paciente e possiveis exposi¢cfes aos fatores de
risco para o contagio da FMB. Em seguida, sdo realizados exames
laboratoriais, como a Imunofluorescéncia Indireta (IFl), considerada o padrao
ouro para o diagnéstico de rickettsioses, e um exame molecular
complementar, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (ABDEL-
MOEIN; HAMZA, 2017; MONTEIRO, 2019).

Além disso, outros exames laboratoriais podem ser Uteis na deteccéao
do patégeno, incluindo a imuno-histoquimica realizada com materiais
provenientes de biopsias ou de necropsia, bem como técnicas
microbioldgicas de cultura e isolamento da bactéria, que exigem profissionais
gualificados e laboratérios de biosseguranca nivel 3 (FERREIRA, 2016;
MONTEIRO, 2019; MUCHON et al., 2021).

Definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como o “padréo-
ouro” no diagnoéstico de doencas causadas por Rickettsias e preconizada
pelo Ministério da Saude Brasileiro, a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) € uma
técnica na qual amostras de soro sdo utilizadas para detectar anticorpos das
classes IgM e IgG, sendo Uutil para diagnosticar a doenca em suas fases
aguda e crénica (MONTEIRO, 2019).

O principio da técnica consiste em laminas contendo antigenos de
Rickettsia spp., onde a amostra do paciente é depositada, seguida pela
adicao de um conjugado marcado com fluoresceina para deteccao da ligacao
antigeno-anticorpo, quando presente. A visualizacdo da ligacdo é realizada
através de microscopio de imunofluorescéncia (BLANTON, 2019).

A IFI possui sensibilidade de 84,6 a 100% e especificidade de 99,8%
a 100% (ARAUJO et al., 2016). A presenca de IgM na IFlI é uma forte
evidéncia da doenca, porém o método pode apresentar reacdes cruzadas
com outras bactérias ndo patogénicas pertencentes ao grupo (GALVAO et
al., 2005). Portanto, para concluir o diagnoéstico de FMB com IFI, &€ necessario
analisar amostras pareadas, observando um aumento de pelo menos quatro
vezes na titulacdo das imunoglobulinas (MUCHON et al., 2021).

A amplificacdo de &cidos nucleicos que ocorre na técnica de Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma 6tima alternativa para o diagnéstico
da FMB, devido a descricdo detalhada de seus genomas, o que permite a

deteccdo de genes como a citrato sintase (gltA), proteina de membrana
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externa A (ompA) e proteina de membrana externa B (ompB) (GUEDES et
al., 2011).

Além disso, a PCR pode ser realizada no inicio dos sintomas da
doenca, sem depender da soroconversdo, sendo assim complementar a IFl
no diagnodstico definitivo, especialmente Gtil em casos graves que podem
evoluir para obito (ABDAD et al., 2018; FERREIRA, 2016).

A PCR é um teste rapido, empregado no diagnéstico de animais,
vetores e humanos, porém possui especificidade varidvel e sensibilidade
dependente da amostra utilizada para testagem (Muchon et al., 2021; CRUZ,
2016). Para realizar a técnica de PCR, seja convencional ou gPCR, podem
ser utilizadas amostras de sangue total, material de escarro ou amostras de

bidépsia e camada leucocitaria (ABDAD et al., 2018).

2.2.7 Situacdo Epidemiolégica da Febre Maculosa Brasileira

R. rickettsii, foi descrita no Brasil pela primeira vez em 1900 pelo Dr. Adolfo
Lutz. No entanto, somente em 1932, foram registrados relatos da incidéncia da
bactéria em humanos, no estado de S&o Paulo, sendo denominada “tifo
exantematico” (MONTEIRO, 2019). J4 entre 1957 e 1974, os casos de FMB
aumentaram apresentando 53 casos e 10 casos entre os anos de 1976 e 1982,
ambos localizados no estado de S&o Paulo (NASCIMENTO, 2010).

Em 2001, a Portaria N° 1.943 definiu a FMB como uma doenca de
notificacdo compulséria em todo o territério nacional, resultando em uma
expansédo dos casos notificados pelo Brasil, incluindo estados como Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia e Santa Catarina (BARCI, 2005).
Em 2005, foram notificados casos nos estados do Parana, Rio Grande do
Sul e Distrito Federal. JA em 2018, os estados de Mato Grosso do Sul, Piaui,
Ceara e Goias também registraram casos da doenca (MONTEIRO, 2019)

Entre os anos de 2007 e 2024, foram notificados mais de trés mil
(3.000) casos de FMB no pais, sendo 1.963 deles registrados apenas na
regido Sudeste. Essa concentracdo de casos na regido ocorre devido a
segregacdo dos vetores e reservatorios da bactéria (BRASIL, 2024).

No mesmo periodo, a regido Sul notificou 709 casos, o Nordeste

notificou 70 casos e o0 Norte 21 casos da doenca. No Centro-Oeste do pais, entre
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2007 e 2024, foram 36 casos confirmados e o estado Mato Grosso do Sul
relatou 07, seguido de 17 em Goias e 12 em Mato Grosso (BRASIL, 2024).

A mortalidade por FMB €& de 40% (Figura 5), decorrente da
sintomatologia inespecifica da doenca, diagnostico tardio e tratamento
inadequado. Entre os anos de 2007 e 2024, foram confirmados cerca de 1.002
Obitos. A regido Sudeste registrou 0 maior numero de mortes pela doenca,

totalizando 874, seguida de 07 na regido Sul (BRASIL, 2024).

Figura 5 - Casos confirmados, 6bito e letalidade de febre maculosa por ano de inicio de sintomas,
Brasil, 2007 - 2023.
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Casos de FMB podem ocorrer em qualquer época do ano; no entanto,
0 aumento dos casos ocorre entre maio e outubro (Figura 6), estando
diretamente ligado ao aumento da atividade reprodutiva dos carrapatos, a
maior circulagédo das ninfas e fases larvais e ao maior contato com o ser humano
desse vetor, responsavel pela manutencdo da bactéria na natureza (BRASIL,
2024; 2022).
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Figura 6 — Casos de febre maculosa por regido e més de inicio de sintomas, Brasil, 2007 - 2023.
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Na figura 7 € apresentado os casos confirmados de febre maculosa por
idade e sexo no Brasil entre 2007 e 2023. E possivel observar que a doenca
afeta ambos 0s sexos e todas as faixas etarias, mas ha uma concentracéo
significativa entre os homens nas faixas etarias de 20 a 39 anos e de 40 a 59
anos. Essa tendéncia pode estar relacionada as atividades desempenhadas
pelos homens nesses grupos etarios, como trabalho no campo, pecudria,
ecoturismo e atividades de lazer, principalemente nas areas habitadas por
capivaras (BRASIL, 2024).
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Figura 7 — Casos confirmados febre maculosa por idade e sexo, Brasil, 2007- 2023.
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Fonte: (BRASIL, 2024).
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2.3 Ovinos Pantaneiros

O Brasil abriga uma diversidade de animais domeésticos que evoluiram a
partir de racas trazidas pelos portugueses durante o periodo do descobrimento,
como 0s ovinos, que eram utilizados como fonte de alimentacdo e para a
producédo de 1& (MARIANTE et al., 1999; COSTA et al., 2013).

Os ovinos pantaneiros foram introduzidos na regido ha trés séculos,
originarios da Bacia do Rio da Prata e do Paraguai (FERNANDES et al., 2013).
Trata-se de uma raca resultante de anos de selecao natural, vivendo sob minima
influéncia humana, sem controle sanitario ou reprodutivo, adquirindo assim
caracteristicas Unicas para a sobrevivéncia no bioma pantaneiro (JUNIOR et al.,
2011). Compartilham o ambiente com animais de vida livre, incluindo seus
predadores, como a onca parda, onca pintada, jaguatiricas, caes domesticos,
sucuris e jacarés (JUNIOR et al., 2011).

Esses animais adquiriram importantes caracteristicas adaptativas e de
producdo devido ao clima alagado do Pantanal Sul, como tolerancia ao calor e
resisténcia parasitaria que justificam a sua conservacdo (FRAZILIO, 2005). Esta
raca se reproduz em qualquer época do ano, ndo apresentando estacionalidade
reprodutiva (MARTINS et al., 2008). Além disso, 0s ovinos pantaneiros sdo
animais que exibem uma variedade de caracteristicas, produzindo carne, leite e
I&, com resultados superiores quando comparados com racas de ovinos exoticas
(REIS et al., 2019; COSTA et al., 2013).

Pouco se sabe sobre a sanidade desses animais. As infec¢cdes por
nematddeos parasitas de ovinos, é considerada o principal problema sanitéario,
determinando importantes perdas econémicas pela reducdo na produtividade e
aumento da mortalidade dos animais (COSTA et al., 2013).

No estado de Mato Grosso do Sul, até o momento, ndo ha relatos

especificos sobre ovinos pantaneiros associados as bacterias dos géneros

Coxiella e Rickettsia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia da infeccao por C. burnetii e Rickettsia spp. em
dois rebanhos de ovinos pantaneiros dos municipios de Campo Grande e

Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

e Detectar a possivel presenca de anticorpos anti-C. burnetii., e anti-
R. Rickettsii, em amostras de soro de ovinos da raga Pantaneira, utilizando o
teste de imunofluorescéncia indireta;

e Investigar a possivel presenca do DNA de C. burnetii e R. rickettsii em
amostras de sangue de ovinos da raca Pantaneira, utilizando a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR);

¢ Fornecer informacdes sobre a circulacéo de C. burnetii em ovinos para
vigilancia epidemioldgica desta zoonose.

e Realizar avaliacdo clinica dos ovinos presentes nos rebanhos de

estudo.
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48
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

O presente estudo adota uma abordagem epidemioldgica transversal e
descritiva, com o objetivo de investigar a presenca de bactérias pertencentes
aos géneros Coxiella e Rickettsia em amostras biolégicas de ovinos
pantaneiros. As amostras foram coletadas em duas localidades: no Centro
Tecnoldgico de Ovinos (CTO) da Universidade Anhanguera - UNIDERP e na
EMBRAPA Gado de Corte no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

4.2 Consideracdes Eticas

Este estudo foi conduzido em conformidade com as normas éticas
estabelecidas e recebeu aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Anhanguera-UNIDERP, sob o protocolo n.
3119/2020. O respeito aos principios éticos foi uma prioridade durante todas

as fases deste projeto de pesquisa (Anexo A).

4.2.1 Consentimento Informado

Dado que este estudo envolveu a coleta de amostras de ovinos, foi
garantido o respeito aos principios de consentimento informado, conforme
estabelecido pelo CEUA. Todos os procedimentos foram realizados
considerando o bem-estar dos animais, e as amostras foram coletadas de

acordo com praticas éticas de manejo animal.

4.2.2 Confidencialidade

As informacfes relacionadas as amostras e resultados obtidos foram
tratadas com a devida confidencialidade. A identificagdo das amostras e dados
dos animais foi mantida em sigilo para preservar a privacidade dos envolvidos e

garantir a integridade ética da pesquisa.
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4.3 Manipulagdo de Amostras

A manipulacdo das amostras para analise de técnicas moleculares foi
conduzida em instalagcdes de biosseguranca localizadas na Universidade
Anhanguera-UNIDERP, Mato Grosso do Sul. Essas instalagdes s&o
equipadas de acordo com os padrdes de seguranca necessarios para lidar
com material biolégico potencialmente infeccioso, assegurando a seguranca

dos pesquisadores e a integridade dos resultados.

4.4 Local de Estudo

As amostras para o estudo foram coletadas em dois criatorios distintos em
Mato Grosso do Sul, sendo Campo Grande com 158 amostras e Terenos 129

amostras (figura 8).

Figura 8 — Mapa do estado de Mato Grosso do Sul, Cidades, Campo Grande e Terenos.
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Fonte: Autoria prépria, QGIS e IBGE, (2024).
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O Centro Tecnoldgico de Ovinocultura (CTO) da Fundagdo Manoel de
Barros, mantidos na Fazenda Escola Trés Barras da Universidade Anhanguera
— UNIDERP (coordenadas 20°33'33,77” S e 54°32°25,04”W), localizado em
Campo Grande, desempenha um papel crucial neste estudo. Reconhecido por
seu compromisso com a exceléncia na pesquisa e desenvolvimento na area de
ovinocultura, o CTO possui uma infraestrutura moderna, incluindo instalacfes de
manejo de animais e laboratdrios especializados, proporcionando condi¢cdes
ideais para a realizacao de estudos epidemiologicos de alta qualidade.
A presenca da EMBRAPA Gado de Corte de Mato Grosso do Sul também
é fundamental para o estudo. Com sede em Campo Grande, a instituicdo
concentra especialistas, laboratorios e recursos essenciais para a pesquisa
agropecuéria, promovendo uma abordagem integrada na busca por solucfes
inovadoras. Além disso, a Fazenda Modelo em Terenos (coordenadas
20°33'10.9"S 54°48'48.8"W), onde as amostras foram coletadas, representa um
importante campo experimental da EMBRAPA, oferecendo condi¢cdes
controladas e realistas para a conducdo de pesquisas aplicadas a pecuaria na
regiao (Figura 9).

Figura 9 — Representacéo do estado de Mato Grosso do Sul e CTO e EMBRAPA.
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Em ambos locais, CTO e EMBRAPA, as amostras foram realizadas

em centros de manejo especialmente designados para garantir condicdes
seguras e adequadas durante o processo de coleta. Esses ambientes foram
cuidadosamente planejados para minimizar o estresse nos animais e

preservar a qualidade das amostras.

4 5Justificativa da Escolha dos Locais

A escolha estratégica dos locais de estudo baseou-se na expertise técnica
disponivel nessas instituicdes, assim como na representatividade dos ovinos
pantaneiros na regido.O CTO, com seu foco especifico em ovinocultura,
proporciona uma perspectiva valiosa para a pesquisa, enquanto a EMBRAPA
Gado de Corte, com sua abordagem abrangente a pesquisa agropecuaria,

oferece uma visdo mais ampla do contexto regional.

4.6 Populacéo de estudo

A populacdo de estudo consistiu em todos 0s ovinos pantaneiros
presentes nas instalacdes designadas para pesquisa devido a coleta ser

realizada por demanda espontanéa. (Figura 10).
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Figura 10 — Rebanho de ovinos da raca pantaneira.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

4.6.1 Critérios de Selecéo

Todos os animais presentes em cada localizacdo foram incluidos na
amostragem, garantindo uma representacdo abrangente da populagao. Os
critérios de selecado foram baseados na disponibilidade dos ovinos e néo
envolveram exclusdes especificas. Todos os ovinos foram submetidos a
coleta de amostras de soro e sangue EDTA, além de uma avaliacdo
detalhada através do preenchimento de um guestionario.

Para a realizagcdo da pesquisa, foram coletados dados de todos os
individuos, filhotes e adultos, pertencentes aos rebanhos do CTO e da
EMBRAPA. Esta abordagem foi selecionada devido a singularidade desses
rebanhos, compostos por ovinos pantaneiros criados no municipio de Campo
Grande.

Esses animais representam rebanhos provenientes de diversas regides

do Pantanal do Mato Grosso do Sul, incluindo os municipios de Sédo Gabriel
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D'Oeste, Coxim, Rio Verde, Aquidauana, Rio Negro, Miranda e Corumba.
Dessa forma, a amostra é caracterizada por uma ampla diversidade de
animais oriundos de diferentes localidades pantaneiras, proporcionando uma

representacdo abrangente das condi¢cfes e caracteristicas da regiéo.

4.7 Técnica de Amostragem

A coleta de amostras foi realizada pela autora deste projeto de
dissertacao de mestrado, juntamente com veterinarios de ambas as instituicoes.
Esse cuidado assegurou uma execucao precisa dos procedimentos e a
integridade das amostras. A amostragem incluiu ovinos pantaneiros, e as
amostras bioldgicas foram obtidas a partir de soro e sangue EDTA.
Simultaneamente, cada animal foi submetido a avaliagdo através do
preenchimento de um questionario que incluiu dados como sexo, escore
corporal, método Famacha®, peso e observacgdes clinicas relevantes. Foram
coletadas 287 amostras (129 do CTO e 158 da EMBRAPA) no més de
Setembro de 2021 por amostragem por conveniéncia ndo probabilistica.

4.8 Registro e Identificacdo das Amostras

Cada amostra foi devidamente identificada no tubo de coleta e registrada
na planilha de dados, garantindo a rastreabilidade ao longo do processo
(Figura 11). Essas precaucfes visaram a integridade dos dados e a

confiabilidade das analises subsequentes.
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Figura 11 — Identificacéo de amostras de soro para armazenamento

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

4.9 Procedimentos de Coleta

A coleta de amostras foi conduzida meticulosamente para garantir a
gualidade e representatividade dos dados. Os procedimentos foram realizados
de acordo com protocolos padronizados estabelecidos para a investigacao

epidemioldgica de ovinos pantaneiros.

4.9.1 Equipe de Coleta

A equipe responsavel pelos procedimentos de coleta incluiu a autora
deste projeto de dissertacdo de mestrado e veterinarios das instituicbes
participantes. A experiéncia combinada da equipe assegurou uma execucao
precisa e cuidadosa de todas as fases da coleta (Figura 12 e 13).
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Figura 12 — Equipe na Embrapa envolvida na coleta, separando amostras para transporte e

armazenamento.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

Figura 13 — Equipe no Centro Tecnoldgico de Ovinos (CTO) apés preenchimento de questionario

e coleta de amostras.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.
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4.9.2 Preparacdo Prévia

Antes da coleta, a equipe revisou e familiarizou-se com os protocolos de
manejo de ovinos, garantindo o bem-estar dos animais durante o processo.
A preparacgao envolveu a utilizagao de tubos de coleta de sangue, seringas
e agulhas estéreis, devidamente preparadas e identificadas para minimizar
gualquer risco de contaminacao, assegurando uma coleta eficiente e segura
(Figura 14).

Figura 14 — Amostras de ovinos, identificadas e separadas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

Os tubos de coleta de sangue foram escolhidos especificamente para
preservara integridade celular durante o processo, enquanto seringas e
agulhas estéreis foram utilizadas para garantir a pureza das amostras. Todos
os materiais foram devidamente identificados, contribuindo para uma
rastreabilidade eficaz das amostras coletadas.

Essa fase de preparacdo prévia foi crucial para estabelecer as
condicles ideais para a coleta de amostras, respeitando os padrdes éticos e
cientificos necessarios para o sucesso do estudo.

4.9.3 Coleta de Amostras Biologicas

A coleta de amostras bioldgicas consistiu na obtencao de sangue e soro
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dos ovinos. A puncéo venosa foi realizada por profissionais treinados, garantindo
a obtencdo de amostrasde alta qualidade. O sangue foi coletado em tubos
contendo EDTA para preservacédo da integridade celular, enquanto o soro foi

obtido em tubos livres de anticoagulantes (Figura 15 e 16).

Figura 15 — Coleta de sangue da veia jugular de cordeiro, em centro de manejo, com contencao
fisica na EMBRAPA.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

Figura 16 — Coleta de sangue da veia jugular de ovino, no brete com auxilio de contencao fisica
no CTO.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.
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5 Avaliacédo Clinica

E importante ressaltar que essas informacées n&o estavam originalmente
incluidas no planejamento da pesquisa. A decisdo de coletar esses dados
adicionais foi tomada posteriormente, visando aprimorar a rastreabilidade e

compreensao mais abrangente dos resultados obtidos.

5.1 Avaliagéo Individual

Simultaneamente a coleta de amostras bioldgicas, cada animal foi

submetido a uma avaliacao clinica detalhada. Essa avaliacdo abrangente incluiu:

5.1.1 Escore Corporal

Foi realizada uma andlise minuciosa do estado corporal de cada animal
para avaliar sua condicéo fisica geral. Utilizando a escala de 1 a 5, atribuindo 1
para animal muito magro e 5 para muito gordo.

A avaliacdo do escore de condi¢do corporal deve ser feita através da
palpacdo, nunca apenas olhando o animal. Deve-se localizar as costelas e
apés o ultimo par de costelas, palpar 0 processo transverso e 0 processo
espinhoso das vértebras, graduando de acordo com a quantidade de

musculos e gordura ali depositados, como mostra a figura 17.
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Figura 17 — Escore de Condicao Corporal.

Auséncia de gorduras na regiio, podendo-se sentir Pontos a serem avaliados e

faciimente os processcs esp&nht;;os & transversos local para palpagao nos animais.
das vértebras lombares. pal
Os musculos estdo diminuidos.

Escore 1

Osp pi estao pl

Os processos transversos estio lisos o
arredondados, pedendo-se sentir com facillidade
sua presenca e oS espagos entre as vértebras,

apos leve pressdo com os dedos. O olho do lombo
esta cheio, porém com minima cobertura de gordura.

Escore 2

Os processos espinhosos estio lisos e arredondados,
podendo ser sentidos apenas através de pressio,
Os processos transversos esto liscs e bem
cobertos por gordura, sendo sentido apenas com
firme pressao. O olho do lombo esta cheio e
coberto por gordura,

Escore 3

p pinh séo idos apenas com
pressdo firme na forma de uma linha dura.
Os processos transversos ndo podem ser sentidos
© 0s masculos lombares estdo cheios e cobertos
por uma grossa camada de gordura,

Escore 4

Animal muito gordo. Os processos espinhosos 8
transversos ndo podem ser sentidos e a musculatura
est4 coberta por uma densa camada de gordura,
Observa-se uma depressdo na linha do lombo, entre
cada lado da camada gordurosa.

Escore 5

D3>

Fonte: Capril virtual, (2009).

5.1.2 Obtencdo do Peso Corporal

O peso corporal de cada animal foi obtido como parte integrante da
avaliacdo clinica (Figura 18).
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Figura 18 — Pesagem de ovino

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

5.1.3 Determinacdo do Sexo

O sexo de cada animal foi determinado apds uma observacdo visual
cuidadosa, que incluiu a identificacdo de caracteristicas sexuais externas
distintas, tais como a presenca ou auséncia de 0Orgdos genitais externos
especificos de machos e fémeas.

5.1.4 Método Famacha©
Foi aplicado o método Famacha© como uma ferramenta para

avaliacdo visual damucosa ocular, auxiliando na deteccdo de possiveis
verminoses (Figura 19).
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Figura 19 — Cartéo de avaliagdo do Método Famacha®© no controle integrado de verminose.

FAMACHA®

Anaemia guide

5002

Guide sur 'anémie
Guia de anemia
adll 8 A& ja
vfafder dafay &der
& MER R

Fonte: Carvalho; Molento, (2015).

5.1.4 Avaliacdo Geral por Pesquisa de Ectoparasitas

Uma avaliacdo geral foi conduzida para detectar qualquer alteracdo
evidente na saude dos animais, com foco na pesquisa de ectoparasitas.

5.1.5 Observagdes Clinicas Relevantes

O Espaco foi destinado para registrar quaisquer observacgdes clinicas
relevantes identificadas durante a coleta. Todos esses dados foram
cuidadosamente registrados no questionario individual de cada animal,
proporcionando uma visdo abrangente de seu estado de saude e permitindo
correlacdes posteriores com os resultados laboratoriais.

Essa avaliacdo clinica multifacetada contribuiu para a obtencao de
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informacdes detalhadas sobre a saude e condi¢cdo fisica dos ovinos,

fortalecendo a integridade dos dados coletados durante o estudo.
5.2 Questionario
Cada animal foi adicionado ao questionario, que foi preenchido durante a
coleta dasamostras (Apéndice A). O questionario continha informacdes
detalhadas sobre sexo, escore corporal, método Famacha®©, peso e

guaisquer observacdes clinicas relevantes (Figura 20).

Figura 20 — Preenchimento de questionario.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

5.3 Banco de dados

Apds a coleta, cada amostra e questionario foram devidamente
registrados e identificados. Os animais foram individualmente identificados
conforme o codigo do brinco de identificacdo especifico de cada um. Esse
registro de identificacéo incluiu:
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5.3.1 Data de Coleta

No dia 09/09/2021 ocorreu a coleta na EMBRAPA e no dia 17/09/2021
foi realizadaa coleta no CTO. N&o ha especificacdo de horario, uma vez que as
coletas foram realizadas ao longo de todo o dia em cada local.

5.3.2 Cadigo do Brinco

Atribuicdo e registro do cadigo Unico associado ao brinco de identificacao

de cada animal (Figura 21).

Figura 21 — Verificacdo dos codigos dos brincos de ovinos para preenchimento do questionario.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.
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5.3.3 Local de Coleta

Os animais aguardavam a coleta no curral de manejo, passavam pela
seringa e entao a coleta ocorria no brete, com excec¢ao dos filhotes, para os
guais as coletas foram realizadas fora do brete, com auxilio de contengéo fisica.

Essas atividades ocorreram tanto no CTO quanto na EMBRAPA (Figura 22).

Figura 22 — Ovinos do CTO posicionados no brete avaliagdo fisica, preenchimento de

guestionario e coleta de amostra.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

Essas medidas nao apenas garantiram a identificacdo individual
precisa de cada amostra, mas também estabeleceram uma trilha de auditoria
detalhada, permitindo uma andlise eficiente e confiavel dos resultados obtidos
durante o estudo.
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5.4 Transporte e Armazenamento

As amostras foram transportadas em condi¢cdes adequadas, respeitando
0s padrdes de temperatura e tempo para garantir a preservagao da integridade
das amostras. O transporte foi realizado seguindo as normativas de
seguranca, minimizando qualgquer impacto nos resultados. As amostras foram
transportadas no mesmo dia da coleta e armazenadas em freezer -20°C até

a realizacao de andlises posteriores.
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6. Identificacdo de Coxiella e Rickettsia

As amostras coletadas foram submetidas a rigorosos procedimentos de
identificacdo visando a presenca de bactérias do género Coxiella e Rickettsia.
Os seguintes métodos foram empregados:

e IFI (Técnica de Imunofluorescéncia Indireta): Foi empregada para
identificar e confirmar a presenca de antigenos especificos de Coxiella e
Rickettsia nas amostras.

¢PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase): Técnicas moleculares
sensiveis e especificas foram utilizadas para a amplificacdo e identificacao de

material genético das bactérias presente na amostra biologica (sangue EDTA).

6.1 Metodologia Laboratorial

A metodologia laboratorial desempenhou um papel crucial na
realizacdo deste estudo, visando a identificacdo precisa de bactérias do
género Coxiella e Rickettsia. As principais etapas da metodologia laboratorial

incluiram:

6.1.1 Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

e Preparacdo de Amostras para IFIl: As amostras foram preparadas para
analise por IFl, incluindo a fixacdo em laminas e a marcagdo com anticorpos
fluorescentes especificos para Coxiella e Rickettsia.

e Leitura e Interpretagdo: A leitura das laminas foi realizada por meio de
microscopia de fluorescéncia, permitindo a identificacéo visual das bactérias com

base na fluorescéncia emitida pelos anticorpos marcados.

6.1.2 Procedimento para Avaliacdo de Anticorpos Anti-C. burnetii e Anti-

Rickettsia em Soros Ovinos por Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Amostras de sangue dos ovinos foram centrifugadas (3.000rpm, 10
minutos) no local da coleta, os soros resultantes foram divididos em aliquotas,

identificados, armazenados e transportadas para o laboratério, onde
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permaneceu -20°C, até o momento do teste por imunofluorescéncia indireta
(RIFI).

As laminas para RIFI foram produzidas pelo Prof Dr Marcelo B.
Labruna do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo. O protocolo seguiu as diretrizes especificas de Pacheco et al., (2013)
para C. burnetii e Labruna et al., (2007) para Rickettsia. Essa abordagem
integrada possibilitou a avaliagédo simultanea da presenca de anticorpos anti-
C. burnetii e anti-Rickettsia em ovinos, fornecendo uma compreensao mais
abrangente da exposicdo a esses agentes infecciosos.

A avaliacdo da presenca de anticorpos IgG anti-C. burnetii e anticorpos
anti- Rickettsia nos soros ovinos foi conduzida pelo Teste de Anticorpo
Fluorescente Indireto (RIFI). O método empregou antigenos brutos obtidos
da cepa Atl2 para a deteccdo de anticorpos anti-C. burnetii, conforme
protocolo delineado por Pacheco et al. (2013). Para a deteccao de anticorpos
anti-Rickettsia, utilizou-se antigenos brutos derivados da cepa R. rickettsii
Taiagu. Esse procedimento visa fornecer uma compreenséo abrangente da
resposta imunolégica dos ovinos a esses agentes patogénicos, utilizando
uma técnica reconhecida pela sua sensibilidade e especificidade.

As cepas foram cultivadas em células Vero e a colheita ocorreu quando
aproximadamente 100% das células estavam infectadas. As células
infectadas foram submetidas a uma centrifugacéo a 12.000 g por 10 minutos. O
sedimento resultante foi lavado em solugcéo salina tamponada com fosfato
(PBS, pH 7.4), centrifugado novamente e ressuspenso em PBS contendo
azida de sodio a 0.1%. As laminas de antigeno foram preparadas, sendo
gue cada uma continha 10 uL de células infectadas. Essas laminas foram
armazenadas a -20 °C até o momento de sua utilizacéo.

Os soros dos animais foram diluidos em PBS em incrementos de duas
vezes, iniciando com uma diluicdo de 1:64. Para a incubacéo e marcacéo, 10
ML de soro diluido foram adicionados a cada poc¢o das laminas de antigeno,
seguidos por incubacédo a 37°C por 30 minutos em camara Umida. Apés a
incubacéo, as laminas foram enxaguadas uma vez e lavadas duas vezes por
10 minutos em PBS. Posteriormente, as laminas foram incubadas com anti-cabra

de coelho marcado com isotiocianato de fluoresceina (diluicdo 1:1.000 para
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Coxiella, 1:600 para Rickettsia) e IgG de coelho anti-ovelha, sendo novamente
lavadas conforme descrito anteriormente. Para a leitura e interpretacdo, as
laminas foram montadas com glicerina tamponada e examinadas em um
microscoépio ultravioleta (Olympus, Toquio, Japdo) com ampliacdo de 400x.

As amostras foram executadas em duplicatas, sendo considerado que o
soro continha anticorpos contra C. burnetii e R. rickettsii se apresentasse
reatividade na diluicdo de 1:64. Controles positivos (soro sabidamente reativo) e
negativos (soro ndo reativo) foram incluidos em cada lamina, garantindo a

validade dos resultados.

6.2 Preparacao do DNA gendémico

e Extracdo de Acido Nucleico: A extracdo de &cido nucleico foi
realizada a partir da amostra biolégica (sangue EDTA) das ovelhas
pantaneiras utilizando o kit Blood-Animal-Plant DNA Preparation, marca
Cellco Biotec (Figura 23).

Figura 23 — Representacao da extracao do DNA gendmico

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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As etapas especificas para apreparacdo do DNA a partir do sangue
foram conduzidas da seguinte maneira:
6.2.1 Extracdo de DNA

Na etapa de preparacdo da amostra, foram misturados 200 yL (1 volume)
de sangue com 1 mL (5 volumes) de Blood Lysis Buffer. A mistura foi
incubada por 10 minutos no gelo, realizando breves misturas vortex de
aproximadamente 10 segundos de 2-3 vezes durante a incubac&o. Em
seguida, procedeu-se com a centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos e 20
segundos para peletizar os globulos brancos, seguido pela remocdo completa
do sobrenadante. Para a etapa de lise celular, foram adicionados 300 uL de Lysis
Buffer e 2 yL de RNase A ao pellet celular. Foram realizados vigorosos
vortices por 30-60 segundos, adicionados 8 pL de Proteinase K e misturados
por pipetagem. A incubacdo ocorreu a 60 °C por 10 minutos, seguida por
resfriamento por 5 minutos. Adicionalmente, foram acrescentados 300 L de
Binding buffer, realizado um breve vértice de 10 segundos, incubado no
gelo por 5 minutos. Em seguida, realizou-se a centrifugagao por 5 minutos e
20 segundos a 10.000 g. Na etapa de ativacéo da coluna, o sobrenadante foi
pipetado diretamente na coluna de rotacdo. A centrifugacéo foi realizada por 1
minuto e 20 segundos a 10.000 g, seguida da descartada do liquido do tubo
coletor. Para a primeira lavagem, adicionou-se 500 uL de Washing Buffer na
coluna de rotacao e realizou-se a centrifugacéo por 50 segundos a 10.000 g,
seguida do descarte do liquido do tubo coletor. Na etapa de segunda
lavagem, adicionou-se 500 uL de Washing Buffer na coluna de rotacédo. A
centrifugacéo foi realizada por 50 segundos a 10.000 g. O liquido do tubo
coletor foi descartado, e a coluna foi retornada. Em seguida, realizou-se nova
centrifugacéo a 10.00 g por 1 minuto e 20 segundos para remover residuos do
tampao de lavagem. O tubo coletor de 2 mL foi descartado, e a coluna foi
colocada no tubo final de 1,5 mL, devidamente identificado para a elui¢éo do
DNA. Na fase de eluicdo do DNA, adicionou-se 50 uL de Elution Buffer no
centro da coluna. Houve uma incubagcdo a temperatura ambiente por 1
minuto, seguida de centrifugacdo a 10.000 g por 2 minutos e 20 segundos.

O DNA eluido foi armazenado a -20 °C para analises futuras.
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6.2.2 Dosagem de DNA pelo Kit de ensaio Qubit™ dsDNA BR

A quantificacdo do DNA foi conduzida por meio do método Qubit, um
sistema de mensuracdo de acidos nucleicos baseado em fluorometria. Esse
método utiliza a afinidade especifica entre corantes fluorescentes e éacidos
nucleicos para determinar a concentracdo precisa de DNA em uma amostra. O
procedimento teve inicio com a cuidadosa preparacdo das amostras de DNA,
garantindo a integridade e pureza do material genético. Os reagentes do kit Qubit
foram meticulosamente preparados de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
A solucao de trabalho (Qubit buffer + Qubit reagente) foi preparada de acordo
com a quantidade de amostras a serem dosadas. As amostras foram
combinadas com o reagente Qubit, que inclui um corante fluorescente altamente
seletivo para &cidos nucleicos. A interacdo especifica entre o corante e as
moléculas de DNA possibilitou a eficaz marcacdo das amostras. Em cada tubo,
198 uL de solugao foram combinados com 2 yL de DNA, agitados vigorosamente
em voértice por 3 a 5 segundos, com precaucdo para evitar bolhas. Os tubos
foram incubados a temperatura ambiente por 2 minutos, seguido pela leitura
dos padrbes e amostras. Antes da analise, o0 equipamento Qubit foi devidamente
calibrado utilizando padrdes fornecidos pelo kit, estabelecendo uma relagéo
linear entre a concentracdo de DNA e a intensidade de fluorescéncia. A leitura
no equipamento Qubit permitiu a quantificagéo precisa da concentracdo de DNA,
comparando a com os padrbes previamente calibrados. Essa analise da
concentracdo de DNA € fundamental para assegurar a confiabilidade das
analises moleculares subsequentes, fornecendo uma base solida para a
interpretacdo dos dados genéticos obtidos. Essa etapa foi concluida com éxito

durante a realizag&o do estudo.

6.3 Técnicas Moleculares

¢ PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase): Técnicas de PCR foram

empregadas para amplificar regides especificas do DNA das bactérias alvo,

permitindo sua identificacdo genética (Figura 24).
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Figura 24 - Representacao da preparacao do Mix para PCR

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

6.3.1 PCR Convencional para o Gene Endogeno da Proteina de Ligacdo aos

Retinoides Inter-Fotorreceptores (IRBP)

A reacédo de PCR foi conduzida conforme o protocolo estabelecido por
Ferreira et al., (2010). O mix de reacao foi meticulosamente preparado para
alcancar um volume final de 25 uL, composto por 15,11 yL de &gua livre de
nucleases, 2,5 yL de tampéao, 0,75 pL de cloreto de magnésio (50mM), 0,5
ML de uma mistura de desoxinucleotideos (10mM), 0,6 yL de cada
oligonucleotideo iniciador (10mM), direcionado a um fragmento especifico de
227 pb. Além disso, foram adicionados 0,14 pL de Platinum Taq DNA
polimerase (5U/pLInvitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 5uL de DNA da amostra.

Para a amplificacdo do gene IRBP, as seguintes condi¢cdes foram
aplicadas no termociclador: uma desnaturacao inicial a 95 °C por 4 minutos,
seguida por 35 ciclos compostos por desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 57 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. A etapa
final consistiu em uma extensao a 72 °C por 5 minutos, conforme descrito no
Quadro 1.
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Quadro 1 — Protocolos de PCR, oligonucleotideos “primers” utilizados para detec¢do de gene
IRBP.

Primers Sequéncias Tamanho | Condigoes do | Referéncia
(5" -3) do ciclo
fragmento

95°C por 4
TCCAACACCACCACTGAGATCTGGAC min.
35 ciclos de:
IRBP S47C por 30 Ferreira ef al.
227 pb seq., 57°C por (2010).
GTGAGGAAGAAATCGGACTGGCC 30 seq., 72°C '
por 1 min.
72°C por Smin
4% C infinito

Fonte: (FERREIRA et al., 2010).

Controles de qualidade foram incorporados no experimento, utilizando
agua livre denucleases como controle negativo. Como controle positivo, foi
empregado DNA da amostra 27 de figado de morcego (Cynomops planirostris),
previamente testado e confirmado como positivo na PCR IRBP. Este controle
positivo proporcionou uma referéncia confiavel para a valida¢do dos resultados
obtidos.

6.3.2 Procedimento de PCR Convencional para C. burnetii

As amostras de DNA foram submetidas a avaliacdo de sua
concentracdo bruta paradeteccdo de DNA de C. burnetii, empregando
primers especificos para o gene em investigacao.

A amplificacéo foi realizada por meio da preparacdo de uma mistura,
totalizando um volume final de 25 uL. Essa mistura consistiu em 15,1 yL de
agua livre de nucleases, 2,5 pyL de tampéo, 0,75 uL de Cloreto de Magnésio
(50mM), 0,25 uL de uma mistura de desoxinucleotideos (20mM), 0,6 pL de
cada oligonucleotideo iniciador (10mM), direcionado a amplificacdo de um
fragmento de 687 pb, 0,2 yL de Platinum Tag DNA polimerase (5U/pLInvitrogen,

Carlsbad, CA, EUA) e 5uL de amostra de DNA.
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Todas as reagdes de PCR foram conduzidas com agua livre de

nucleases como controle negativo. Como controle positivo, utilizou-se uma

amostra previamente confirmada como positiva para C. burnetii, proporcionando

uma referéncia confiavel para a validacéo dos resultados obtidos. As condi¢cfes
térmicas empregadas estdo detalhadamente descritas no Quadro 2.

Quadro 2 — Protocolos de PCR, oligonucleotideos “primers” utilizados para deteccéo de C.

burnetii na primeira reacdo de PCR.

Primers Sequéncias Tamanho | CondigGes do Referéncia
(5'=3) do ciclo
fragmento
95°C por 5
TAT GTATCC ACC GTAGCCAGTC min.
. Hoover e
TRANS-1 (F) 40 ciclos de:
colaboradores
e 95°C por 30
(1992) e
TRANS-2 (R) | CCC AAC AAC ACC TCC TTATTC 6687 pb | seg., 60°C por Willems e
citrato 30seg., 72°C
) _ colaboradores
sintase por 1 min.
(1994).
e T72°C por
Smin.

Fonte: (HOOVER; VODKIN; WILLIAMS, 1992; WILLEMS et al., 1994).

6.3.3 Procedimento de PCR Nested para C. burnetii

As amostras de DNA foram submetidas a testes de concentragcéo bruta
para detectar a presenca de DNA de C. burnetii, utilizando primers especificos
para 0 gene em investigagao.

A reacédo de amplificacdo foi conduzida preparando um mix com um
volume total final de 25 pL, composto por 18,1 yL de agua livre de nucleases,
2,5 pL de tampao, 0,75 pL de Cloreto de Magnésio (50mM), 0,25 uL de uma
mistura de desoxinucleotideos (20mM), 0,6 yL de cada oligonucleotideo
iniciador (10mM) destinado a amplificar um fragmento de 440 pb, 0,2 yL de
Platinum Taqg DNA polimerase (5U/pL Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e2 yL
do DNA amostra proveniente da PCR anterior.

Todas as PCRs foram realizadas com agua livre de nucleases como
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controle negativo, enquanto um controle positivo consistindo em uma amostra
previamente confirmada como positiva para C. burnetii foi incluido. As condi¢des
térmicas utilizadas e o tamanho do amplicon para o gene alvo estdo

detalhadamente descritos no Quadro 3.

Quadro 3 — Protocolos de PCR, oligonucleotideos “primers” utilizados para deteccéo de C.

burnetii na segunda reacéo de PCR.

Primers Sequéncias Tamanho Condigdes do Referéncia
(5" =37) do ciclo
fragmento

95°C por 5 min.
AAGCGTGTGGAGGAGCGAACC 30 ciclos de:
93°C por 30
QBT +3 _
seq., 66°C por Mares-guia
e 440 pb .
QBT +4 CTCGTAATCACCAATCGCTTCGTC 30 seg., 72°C (2018).
por 30 seg.
e 72°C por
amin.

Fonte: (MARES-GUIA et al., 2016).

6.3.4 Procedimento de PCR convencional para Rickettsia spp.

As amostras de DNA foram submetidas a testes de concentracdo bruta
para detectar a presenca de DNA de Rickettsia spp., utilizando primers
especificos para 0 gene em investigagao.

A reacdo de amplificacdo foi conduzida preparando um mix com um
volume total final de 25 pL, composto por 16,3 uL de agua livre de nucleases, 2,5
puL de tampéo, 0,75 pyL de Cloreto de Magnésio (50mM), 0,25 yL de uma
mistura de desoxinucleotideos (20mM), 0,5 pyL de cada oligonucleotideo
iniciador (10mM) destinado a amplificar um fragmento de 401 pb, 0,2 yL de
Platinum Taq DNA polimerase (5U/uL Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 4 pL
do DNA.

Todas as PCRs foram realizadas com agua livre de nucleases como
controle negativo, enquanto um controle positivo consistindo em uma cultura

de Rickettsia spp. foi incluido. As condi¢des térmicas utilizadas e o tamanho do
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amplicon para o gene alvo estdo detalhadamente descritos no Quadro 4.

Quadro 4 — Protocolos de PCR, oligonucleotideos “primers” utilizados para deteccdo de Rickettsia

spp. na primeira reacéo de PCR.

Primers Sequéncias Tamanho Condigdes do Referéncia
(5" =37) do ciclo
fragmento

95°C por 3 min.

GCAAGTATCGGTGAGGATGTAA 40 ciclos de:
T 953°C por 15
CS 78 (F)
seg., 55°C por | Labruna et al.
e 401 pb . ]
Cs 323 (R) | GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCA 30seg., 72°C (2004),
GCAT por 30 seg.
72°C por 7 min.
4° C infinito

Fonte: (LABRUNA et al., 2004).

6.3.5 Procedimento de PCR convencional para Rickettsia spp.

As amostras de DNA foram submetidas a testes de concentracdo bruta
para detectar a presenca de DNA de Rickettsia spp., utilizando primers
especificos para o gene em investigacao.

A reacdo de amplificacdo foi conduzida preparando um mix com um
volume total final de 25 pL, composto por 16,3 pL de agua livre de nucleases, 2,5
pML de tampéo, 0,75 pyL de Cloreto de Magnésio (50mM), 0,25 yL de uma
mistura de desoxinucleotideos (20mM), 0,5 pL de cada oligonucleotideo
iniciador (10mM) destinado a amplificar um fragmento de 631 pb, 0,2 uL de
Platinum Taq DNA polimerase (5U/uL Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 4 uL
do DNA.

Todas as PCRs foram realizadas com agua livre de nucleases como
controle negativo, enquanto um controle positivo consistindo em uma cultura
de Rickettsia spp. foi incluido. As condicfes térmicas utilizadas e o tamanho do

amplicon para o gene alvo estdo detalhadamente descritos no Quadro 5.
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Quadro 5 — Protocolos de PCR, oligonucleotideos “primers” utilizados para deteccédo de

Rickettsia spp. na segunda reagéo de PCR.

Primers Sequéncias Tamanho Condigdes do ciclo Referéncia
(5' -3 do
fragmento
95°C por 5 min.
ompA 190- _
70 (F ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 35 ciclos de: 95°C por
(F) 20seg., 58°C por 30 | Labruna ef al.
e 631 pb
seg., 65°C por 45seq. (2004).
ompA 190- . _
701(R) | GTTCCGTTAATGGCAGCATCT 72°C por 10 min.
4° Cinfinito

Fonte: (LABRUNA et al., 2004).

6.3.6 Procedimento de PCR Semi-nested para Rickettsia spp.

As amostras de DNA foram submetidas a analise em sua
concentracdo bruta para detectar a presenca de DNA de Rickettsia spp.,
utilizando primers especificos para o gene alvo.

A reacao de amplificacdo foi realizada preparando um mix com volume
total final de 25 pL. Este mix consistiu em 16,3 uL de agua livre de nucleases,
2,5 yL de tampéo, 0,75 uL de Cloreto de Magnésio (50mM), 0,25 uL de uma
mistura de desoxinucleotideos (20mM), 0,5 pL de cada oligonucleotideo
iniciador (10mM) destinado a amplificar um fragmento de 532 pb, 0,2 pL de
Platinum Taq DNA polimerase (5U/uL Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 1 uL do
DNA da amostra proveniente da PCR anterior.

Todas as PCRs foram conduzidas com agua livre de nucleases como
controle negativo, enquanto um controle positivo, composto por uma amostra
sabidamente positiva para Rickettsia spp., foi incluido para validar os resultados.
As condi¢Bes térmicas utilizadas e o tamanho do amplicon para o gene alvo

estdo detalhadamente descritos no Quadro 6.
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Quadro 6 — Protocolos de PCR, oligonucleotideos “primers” utilizados para deteccédo de
Rickettsia spp. na terceira reacdo de PCR.

Primers Sequéncias Tamanho Condigdes do ciclo Referéncia
(5" -3 do
fragmento
95°C por 5 min.

ompA 190- ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
35 ciclos de: 95°C por

70 (F
) 20 seg., 58°C por 30 Labruna et al.
e 532 pb . ~
seg., 65°C por 45s3eqg. (2004).
ompA 180- | AGTGCAGCATTCGCTCCCCC 72°C por 10 min
602 (R '
® T 4° C infinito

Fonte: (LABRUNA et al., 2004).

6.4 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados por PCR convencional foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel
(Invitrogen), em tampé&o de corrida TBE 1x. O processo foi conduzido sob as
condi¢cdes de 50V durante 10 minutos e100V durante 60 minutos. Para a
determinacdo dos produtos amplificados, utilizou-se um marcador de peso
molecular de 100 pb DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os
resultados foram visualizados e analisados em um fotodocumentador para

captura de geis de eletroforese — L-PIX TOUCH (Loccus).

6.5 Controle de Qualidade

O controle de reacdes e resultados foram realizados a partir de
procedimentos de controle de qualidade foram rigorosamente aplicados em
todas as etapas, incluindo reacdes de controle negativo e positivo, assegurando
a validade e confiabilidade dos resultados laboratoriais. A metodologia
laboratorial adotada foi cuidadosamente planejada e executada para garantir a
consisténcia e a confiabilidade dos dados obtidos durante o estudo.
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7 RESULTADOS

7.1 Obtencdo das amostras

Foram coletadas um total de 287 amostras de ovinos em dois
municipios do estado do Mato Grosso do Sul: Campo Grande (129 amostras
do CTO) e Terenos (158 amostras da EMBRAPA).
7.2 Identificacdo morfologica

Os ovinos, classificados como mamiferos ruminantes bovideos,
pertencem ao género Ovis, a familia Bovidae e a subfamilia Caprinae,
especificamente a espécie Ovis aries. A identificacdo morfolégica dos
espécimes foi realizada com base em caracteristicas anatdémicas distintivas,
semelhancas de pelagem e caracteristicas fisicas especificas dessa espécie.
7.3 Avaliacéo clinica

7.3.1 Sexo dos Ovinos

Analisando os 287 ovinos, observamos que 36 sao machos (12,54%)

e 251 sao fémeas (87,46%), conforme ilustrado no Grafico 1.
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Gréfico 1 - Distribuicdo de sexo nos Ovinos Analisados.

SEXO

= Fémea m Macho

Legenda: Azul Machos: 36 (12,54%) e Laranja - Fémeas: 251 (87,46%). Fonte: Autoria propria,
(2024).

Essa distribuicdo destaca uma predominancia significativa de fémeas
na amostra, representando a maioria da populacdo estudada. A relevancia
do sexo na epidemiologia dessas doencas pode estar relacionada a diversos
fatores, como diferengas comportamentais, resposta imunologica, praticas de

manejo distintas e variagdes hormonais entre machos e fémeas.
7.3.2 Distribuicdo Populacional por Categoria
A composicdo da nossa populacdo ovina € diversificada, incluindo: 38

cordeiros (13,24%), 221 ovelhas (77,00%) e 28 carneiros (9,75%) conforme
representado no Gréfico 2.
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Grafico 2 — A representacéo visual ilustra a distribuicdo demogréfica da nossa populagao
ovina.

POPULACAO - IDADE
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Fonte: Autoria propria, (2024).

Essa divisdo entre cordeiros, ovelhas e carneiros é essencial para
compreender a dindmica demografica do rebanho. Os cordeiros representam
a nova geracao, enquanto as ovelhas formam a maioria da populacao,
desempenhando um papel vital na reproducao e na sustentabilidade do rebanho.
Por fim, os carneiros, embora em menor numero, contribuem para a diversidade

genética e influenciam as dindmicas reprodutivas.
7.3.3 Avaliagéo do Escore Corporal (ECC) dos Ovinos

Dos 287 ovinos analisados: 129 ovinos (44,98%) nao tiveram ECC
avaliada devido a serem filhotes e/ou outros motivos, 58 ovinos (20,21%)
foram classificados com ECC 1, indicando uma condig&o corporal extremamente
magra, 69 ovinos (24,04%) receberam a classificacao de ECC 2,
demonstrando uma condigcao corporal magra, mas com algumas evidéncias
de gordura, 25 ovinos (8,71%) foram avaliados como ECC 3, indicando uma
condicdo corporal moderada, com uma quantidade adequada de gordura, 3

ovinos (1,05%) foram classificados como ECC 4, revelando uma condig&o
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corporal gorda, com uma quantidade substancial de gordura, 3 ovinos
(1,05%) foram avaliados como ECC 5, indicando uma condi¢cdo corporal
excessivamente gorda, com uma quantidade exagerada de gordura (Grafico
3).

Gréafico 3 — Representacdo visual da avaliacdo do Escore Corporal (ECC) dos ovinos,

evidenciando adversidade nas condi¢des corporais.
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Fonte: Autoria prépria, (2024).

Essa avaliagdo do ECC fornece uma visdo detalhada da condigao
corporal da populacao ovina. A consideracdo desses dados é crucial para a
implementacéo de estratégias de manejo e nutricdo, visando manter a saude

e o0 bem-estar do rebanho.
7.3.4 Peso Corporal

O estudo revelou que, dos 287 animais avaliados, a média de peso foi
de 33,16 kg. Esta média € representativa da massa corporal observada na
amostra, oferecendo uma perspectiva central do perfil ponderal dos ovinos

analisados. A distribuicdo de peso na amostra varia entre 4,1 kg, 0 menor peso
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registrado, e 97,5 kg, o maior peso registrado.

Essa amplitude consideravel destaca a diversidade no tamanho
corporal dos ovinos estudados. A variagcdo de peso € crucial para uma
compreensao mais abrangente do estado fisico do rebanho. Além da média,
0s extremos de peso fornecem entendimentos valiosos sobre a variabilidade
e a heterogeneidade da populacdo ovina, o que pode ter implicacdes

significativas em termos de manejo, nutricdo e saude geral do rebanho.

7.3.5 Método Famacha©

O Método Famacha®© foi empregado para avaliar condi¢cdo parasitaria
(verminoses) e diferentes graus de anemias em 287 animais. Os resultados
indicaram uma distribuicdo variada nas categorias Famacha©, com escore 1
sendo a mais comum, representando 38,32% do total (110 animais). Por
outro lado, o escore 5 foi observada em apenas 0,35% dos animais (1
animal). Notavelmente, 78 animais (27,17%) n&o tiveram a condicdo de
Famacha®© registrada na planilha (Grafico 4).
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Grafico 4 — Representagao visual da distribuicdo das categorias Famacha© nos 287 animais

analisados.

METODO FAMACHA®

B Sem avaliagdo Grau 1l Grau 2 Grau3 MEGraud Graus M Total deanimais

110

QUANTIDADE DE ANIMAIS

SEM 1 2 3 4 5 TOTAL DE
AVALIACAO ANIMAIS

GRAU DO METODO FAMACHA

Legenda: Famacha®© 1 (38,32%): Menor infestacdo parasitaria; Famacha®© 2, 3, 4:
Distribuicdo variada nas categorias; Famacha®© 5 (0,35%): Casos mais graves de infestagao;

Sem Registro (27,17%): Condicdo Famacha®© nao registrada. Fonte: Autoria prépria, (2024).

Esses resultados destacam a diversidade na suscetibilidade
parasitaria dentro da populacéo estudada. A alta prevaléncia de animais com
Famacha®© escore 1 pode indicar casos mais brandos de parasitismo, enquanto
a presenca de um numero limitado de animais com Famacha®© escore 5 sugere

casos mais graves de infestacéao.

7.3.6 Avaliacdo Geral por Pesquisa de Ectoparasitas

Durante o processo de coleta de amostras e dados para esta pesquisa,
observou-se uma auséncia de ectoparasitas nos ovinos analisados. N&o
foram identificados sinais ou evidéncias de infestacdo por ectoparasitas ao
longo do periodo de estudo. Essa constatacdo é crucial para compreender a
condicdo sanitaria do rebanho, pois a auséncia de ectoparasitas contribui

positivamente para a saude e bem-estar dos ovinos, reduzindo o risco de
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transmisséo de patdégenos associados a esses parasitas.

8.3.7 Observacoes Clinicas Relevantes

Das 287 ovelhas analisadas, 30 (10,45%) apresentaram observacoes
clinicas dignas de nota. Essas observacdes incluiram:

o1 Ovino com Abscesso Dentario: Representando
aproximadamente 0,34% dapopulacao.

e 25 Ovinos com Secrecao Nasal: Equivalente a cerca de 8,71% do
total.

e 4 Ovinos com Linfadenite: Correspondendo a aproximadamente
1,4% da populacgéao.

Essas observacfes clinicas destacam a importancia de monitorar de
perto a saude do rebanho. A identificacdo precoce de alteracdes clinicas
permite a implementacdo de medidas corretivas e preventivas, contribuindo

para a saude global e o bem-estar dos ovinosao longo do estudo.

7.4 Dosagem de DNA pelo Método Qubit

Para avaliar a concentracdo de DNA extraido das amostras de sangue
EDTA de ovinos, utilizamos o método Qubit, que emprega fluorometria para
quantificar com precisdo a quantidade de DNA presente. Das 287 amostras
analisadas, a concentracdo média de DNA foi de 61,5 ng/uL. Essa avaliagao
da concentracdo de DNA é crucial para garantir a qualidade das amostras e
a eficacia das analises moleculares realizadas. A variagdo na concentracao
de DNA entre as amostras pode fornecer informacgfes valiosas sobre a
integridade do material genético coletado. Esses resultados sao
fundamentais para assegurar a confiabilidade das analises moleculares
subsequentes, proporcionando umabase soélida para a interpretacédo dos

dados genéticos obtidos.
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7.5 Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFl) para C. burnetii e R.

rickettsii

Ao analisar as 287 amostras por Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), identificamos que aproximadamente 4 amostras, apresentaram
reatividade na diluicdo 1:64 para C. burnetii, 0 que representa 1,4% do total
analisado. Ressaltando que nenhuma das amostras demonstrou reatividade
para R. Rickettsii (Grafico 5).

Grafico 5 - Distribuicdo de amostras reativas a C. burnetii na diluigdo 1:64.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
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Fonte: Autoria propria, (2024).

Dessas amostras reativas, 3 eram provenientes da EMBRAPA, no
municipio de Terenos, e 1 era do CTO, no municipio de Campo Grande
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Perfil de reatividade na RIFIpara C. burnetii (diluigdo 1:64).

N* da Local de Id. Sexo Famacha Peso ECC Sorologia
amostra coleta animal
09/09/2021 EMBRAPA 1000 Fémea 1 44 4 kg 3 R=164
-MS
09/09/2021 EMBRAPA 1952  Fémea 1 395kg 2 R =164
-MS5
67 09/09/2021 EMBRAPA 1955  Fémea 1 27 8 kg 2 R=164
-MS
I 17/09/2021 CTO 2548  Fémea 3 327kg 2 R =164

Legenda: R — Reativo. Fonte: Autoria prépria, (2024).

Apé6s uma analise minuciosa das amostras reativas (4), identificou-se
gue tanto na propriedade da Embrapa quanto no CTO, ha a presenca de
outros animais além dos ovinos, como bovinos, equinos e animais de vida
livre, nas proximidades dos rebanhos. Durante o periodo de coleta, ndo foram
relatados casos de abortos recentes em nenhum dos locais. No entanto,
observou-se a pratica de venda de animais para outras localidades, como
o Paraguai. Essas informacbes destacam a diversidade de animais nas

propriedades e as atividades comerciais envolvendo a venda de animais.

7.6 PCR convencional parao IRBP

Para garantir a qualidade da extragcao de DNA nas amostras de ovinos,
realizamos testes de PCR direcionados ao gene IRBP (Interphotoreceptor
Retinoid-Binding Protein) como um controle endégeno. A concentragao bruta
de DNA escolhida para a PCR foi criteriosamente selecionada e confirmada
apos o processo de extracdo. E relevante destacar que todas as 287 amostras
analisadas exibiram positividade para o gene IRBP, atingindo uma taxa de
100% de deteccao (Figura 25).
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Figura 25 — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe, para protocolo PCR

dirigidaao gene IRBP 227 pb. Produto amplificado de PCR a partir de DNA de sangue de ovino.

12 3 4 5 6 7 8 9 111121314 15 16 17 18 19 20

Legenda: 1 - Controle negativo (C-), 2 - Controle positivo (C+), 3 - Peso molecular100pb (PM),

4 - 20 amostras analisadas. F onte: Autoria propria, (2024).

Esse resultado robusto sugere a eficacia da extracdo de DNA e a

preservacao da integridade genética nas amostras coletadas.

7.7 PCR e nested para C. burnetii

No ensaio de PCR destinado aos genes TRANS e QBT (Figura 26),
foram analisadas as 287 amostras coletadas. O DNA de C. burnetii ndo
foi amplificado em nenhuma das amostras de ovinos examinadas. Esses
resultados sugerem a auséncia de infec¢do por C. burnetii nas amostras de

ovinos obtidas nos dois municipios estudados (Campo Grande e Terenos).
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Figura 26 — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe, para protocolo PCR
dirigida ao gene TRANS 687 pb e QBT 440 pb para C. burnetti. Produto amplificado de PCR a

partir de DNA de sangue de ovino.

1 203 485 RE6R SRl 08NS2:13 1415161718 19 20

1 2 3 4 5 60788980 {1213 1415161718 1920

Legenda: 1 - Controle negativo (C+), 2 - Peso molecular 100pb (PM), 3 a 19 - amostras
testadas, 20 - Controle positivo (C+). Fonte: Autoria propria, (2024).

7.8 PCR e Semi-nested para Rickettsia spp.

No ensaio de PCR direcionado aos genes CS e ompA (Figura 27),
todas as 287 amostras foram minuciosamente analisadas. Foi observado que
o DNA de Rickettsia spp. ndo foi amplificado em nenhuma das amostras de
ovino examinadas.

Esses resultados indicam a auséncia de infec¢ao por Rickettsia spp. nas
populacdes de ovinos estudadas nos municipios de Campo Grande e

Terenos.
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Figura 27 — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe, para protocolo PCR
dirigida ao gene CS 401 pb para Rickettsia spp. Produto amplificado de PCR a partir de DNA de

sangue de ovino.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Legenda: 1 - Controle positivo (C+), 2 - Peso molecular 100pb (PM), 3 a 19 - amostrasanalisadas,

20 - Controle negativo (C-). Fonte: Autoria propria, (2024).

Essas informacgdes s&o cruciais para a compreensao da prevaléncia e
distribuicdo de C. burnetii e Rickettsia spp., fornecendo uma base importante
para investigacfes futuras sobre a epidemiologia e a gestdo de doencas

associadas a esses agentes patogénicos em populacdes ovinas.

7. 9 Atividades realizadas em respostas aos resultados obtidos

7.9.1 Material de apoio a Vigilancia Epidemiologica

Material didatico em forma de cards virtuais foi elaborado para auxiliar na
divulgacéo e educacdo em saude. O material com informacdes sucintas mais
importantes ndo somente da doenga mais também sobre seu ciclo e como se
proteger foram disponibilizados assim como 0s contatos para orientacdes
futuras, caso necessario (Apéndice B).

Além disso foram ministradas palestras e dadas orientacfes presenciais
para sensibilizacdo de profissionais de saude e durante as atividades de campo,
visando a obtencdo de um conhecimento melhor sobre a doenca, a forma de

manutenc¢ao do agente no ambiente e as medidas de prevencéo.
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8 DISCUSSAO

Esta pesquisa representa um avanco pioneiro no estudo das bactérias
C. burnetii e Rickettsia sp. em ovinos pantaneiros no estado de Mato
Grosso do Sul (MS). O conhecimento obtido € de grande importancia nao
somente para saude humana mas também para saude animal, considerando
a magnitude dessas zoonoses cuja similaridade clinica com outras doencas
como dengue e influenza, associada com a falta de conhecimento por parte
dos profissionais de saude, permitem nédo realizar o diagnéstico adequado e
classificar a febre Q como doenca negligenciada no territorio brasileiro.

E amplamente reconhecido o papel das ovelhas na transmisséo de
zoonoses, dada sua estreita convivéncia com seres humanos e sua posi¢cao
na cadeia alimentar. No Brasil, a criacdo de ovinos desempenha um papel
econbmico importante, especialmente em regides como o Pantanal, onde é
uma pratica tradicional e essencial para a sustentabilidade socioeconémica das
comunidades locais (SILVA et al.,, 2021). A proximidade entre humanos e
ovelhas aumenta substancialmente o risco de transmissdo de doencas
zoonGticas, tornando este estudo de suma importancia para a saude Unica.
Além disso, os resultados desta pesquisa podem servir como base para
estudos futuros, especialmente em areas afetadas pela febre Q e febre
maculosa brasileira, contribuindo para aspectos epidemiolégicos e
fornecendo uma base soélida para medidas preventivas e estratégias de

controle mais eficazes.

8.1 Ovinos Pantaneiros e C. burnetii

A andlise soroldgica, realizada pelo método de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), revelou uma taxa de reatividade de 1,4%
(4/287) indicando a primeira evidéncia do C. burnetti em ovinos pantaneiros
no estado de Mato Grosso do Sul. Isso demonstra que 4 ovinos ja foram
expostos ao patdégeno causador da coxielose.

Esses resultados estdo em consonancia com estudos prévios que
também observaram uma baixa prevaléncia dessa bactéria em rebanhos
ovinos.

Segundo Magouras et al. (2017) demonstraram uma soroprevaléncia de



91
1,8% (n:100) em ovinos na Suica. No Brasil, Guimardes et al, (2017) avaliou
sorologicamente 153 ovinos no estado do Piaui, por RIFI, encontrando
reatividade de 2% (3/153). De forma semelhante, em um estudo conduzido por
Souza et al.,, (2018) em uma regido semiarida do nordeste brasileiro, foi
constatada uma prevaléncia de 2,1% (9/403) de C. burnetii em ovinos.

No entanto, Mares-Guia et al., (2014), encontraram uma reatividade
significativamente mais alta, de 66,66% (2/3) pela RIFI em ovelhas no Rio de
Janeiro, Brasil. Assim como Abbass et al., (2020), relataram de 56%, em ovinos
no Egito, pareando também com o estudo de Dajaba et al, (2019), onde houve
soropositividade em 46,88% (n:384) dos ovinos testados em fazendas do Libano.
No Paraguai foi relatada a primeira evidéncia da circulacao do patégeno no pais
apresentando 45% (135/300) de anticorpos anti- C. burnetii em ovinos (FRANCA
et al., 2024). Os resultados encontrados no Paraguai suscitam uma
preocupacao significativa, especialmente devido a proximidade geografica com
o estado de Mato Grosso do Sul e ao intenso comércio de ovinos e produtos
lacteos dessa espécie entre 0s dois paises.

Diante desse contexto, torna-se fundamental obter informacdes adicionais
para rastrear a origem da infeccdo. Essa abordagem ndo apenas possibilitara a
implementacdo de medidas preventivas na esfera da saldde publica, mas
também contribuird para preservara saude dos animais.

Essa disparidade na prevaléncia pode sugerir uma variacao geografica
na distribuicdo desse agente patogénico, influenciada por fatores ambientais,
climaticos e praticas de manejo especificas da regido. No entanto é importante
ressaltar, que a sensibilidade nas técnicas sorologicas como RIFI pode variar
de acordo com diversos fatores, incluindo a fase da infeccéao, a qualidade da
amostra e até mesmo a cepa do microrganismo (DORKO et al., 2020).

Os resultados soroldgicos encontrados podem indicar a hipotese de
gue a C. burnetti seja mantida no ambiente por animais silvestres. Apesar de
poucos estudos sobre a prevaléncia da bactéria em animais silvestres, roedores
silvestres de pequeno porte, sdo considerados reservatorio desse
microrganismo podendo estar envolvidos na transmissdo do patdégeno aos
animais (ANGELAKIS; RAOULT, 2010; RAOULT; MARRIE, 1995).

Neste estudo, nenhum DNA de C. burnetii foi amplificado das 287

amostras de sangue total na técnica de Reacdo em cadeia da Polimerase
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(PCR). Assim, pode-se concluir que, no momento da coleta do sangue,
apesar de alguns ovinos apresentarem os sintomas inespecificos, sugestivo de
doencas infecciosas, como coxiella e Febre maculosa, eles ndo estavam
infectados por nenhum dos patdgenos causadores dessas doencgas.

Gangoliya et al., (2019), realizaram a primeira evidéncia molecular de
infecc&o por C.burnetti na india, no qual identificou 7,3% (9/123) de positividade
em esfregacos vaginais. Cumbassa et al., (2015) encontraram em amostras de
tecidos 10,53% (8/76) positividade em ovinos em Portugal. Resultado esse
compativel estudo de Masala et al., (2004), que detectou 10% em 40 fetos
ovinos na lItalia. No sul do Ir&4, Borhani et al., (2023), avaliaram abomaso de
fetos abortados e descobriu-se 23,9% (11/46) de positividade nas amostras de
ovinos.

De acordo com Rodolakis et al., (2007), a principal via de eliminacao
de C. burnetii em ovinos é através das fezes e das secrecfes vaginais. Esta
constatacdo destaca que as diferencas nos resultados encontrados na
literatura, em comparacao com os de nosso estudo, sugerem que nao apenas
guestbes relacionadas a distribuicdo geografica eao comportamento dos
vetores e do patégeno no ambiente, impactam na deteccdo, mas também o
tipo de amostra utilizadas nos testes afim de garantir uma maior sensibilidade.

No nosso estudo, optamos pela coleta de amostras de sangue total,
porém € importante ressaltar que amostras provenientes de fezes,
secrecdes vaginais ou restos de abortopodem proporcionar uma maior
probabilidade de deteccado nos testes diagndsticos utilizado. Sendo assim, a fim
de aumentar a sensibilidade de deteccdo e conduzir para o aumento dos
produtos encontrados na PCR convencional, foi realizada uma PCR Nested.
Mares-Guia (2011) constata que a PCR Nested aumenta a sensibilidade e
especificidade da PCR para pesquisa de C. burnetii. Assim, realizamos o
teste seguindo o protocolo de Mares-Guia, confirmando com a PCR Nested,
o resultado negativo da primeira PCR convencional.

E essencial registrar que um resultado positivo, especialmente no contexto
da andlise molecular, acarretaria prejuizos incalculaveis. I1sso se deve ao fato de
gue, alinhado com as medidas adotadas em diversos surtos identificados em
rebanhos no mundo, o desfecho recomendado seria a eutanasia dos animais

infectados. Por serem animais utilizados na producao (Forneas, 2021).
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A divergéncia nos resultados entre os métodos de diagnostico utilizados
(RIFI e PCR) reflete a fase da infeccdo nos animais, com a RIFI detectando
uma resposta imunoldgica tardia e quando aguda dependente de
soroconversdo, jA a PCR é mais sensivel para detectar a presenca ativa do
agente (PORTER et al., 2011). E importante ressaltar que a falta de positividade
nos testes moleculares realizado nesta populacdo de ovinos estudadas, nao
exclui a exposicdo ao patdbgeno em decorréncia presenca da reatividade na
RIFI, mesmo que baixa para imunoglobulinas de fase tardia (IgG), indicando
exposicdo a bactéria em algum momento. Contudo esse fato ndo confirma a
infeccdo dos animais (GUIMARAES et al., 2017).

8.2 Ovinos Pantaneiros e Rickettsia spp.

No presente estudo, observou-se que nenhuma das 287 amostras
testadas demonstrou reatividade pelo método RIFI e ndo houve deteccdo de
DNA de Rickettsia sp. por PCR. Esta constatacao é significativa, especialmente
por ser o primeiro estudo sobre Rickettsia spp. na populacdo de ovinos
pantaneiros no Mato Grosso do Sul, Brasil.

Sabe-se que o DNA bacteriano pode ser detectado no sangue
usando PCR duas semanas apo0s a infeccdo (WEGDAM-BLANS et al., 2012).

E preciso ter cautela na interpretacdo dos resultados obtidos pela
técnica PCR, pois pode ocorrer a diminuicdo da sensibilidade rapidamente e
levar a falsos negativos por apresentarem em quantidades abaixo do limite de
deteccdo (MILLER; PRIESTLEY; KERSH, 2021).

Um estudo conduzido por Guimarées e colaboradores (2017) durante
um inquérito sorolégico realizado em ovinos no Piaui apresentou resultados
similares aos nossos achados. Nesse estudo, nenhum dos 153 ovinos
testados pela RIFI demonstrou reatividade para Rickettsia. Além disso, 9,8%
(15/153) dos ovinos estavam parasitados por carrapatos Rhipicephalus
microplus, embora essa espécie de carrapato ndo esteja associada a
transmisséo do patégeno. No entanto, € importante observar que os carrapatos
podem adquirir ainfeccdo pela bactéria, como observado por Sato et al.,
(2020).

Essa congruéncia entre os resultados dos estudos reforca a hipotese
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de que a auséncia de anticorpos contra R. rickettsii nas amostras do nosso
estudo pode estar relacionada a falta de infestacdo por carrapatos.
Especificamente, nenhum dos animais analisados nesse estudo estava
parasitado com carrapatos de qualquer espécie, especialmente do género
Amblyomma, conhecidos como importantes reservatérios da bactéria na
natureza.

Em contrapartida, estudos realizados em diferentes partes do mundo
sobre a prevaléncia de Rickettsia spp. em ovinos relatam variacoes
significativas. Segundo Nnabuifeet al., (2021) relataram uma soroprevaléncia
de 28,8% para Rickettsias do grupo da febremaculosa em ovelhas na Nigéria,
engquanto Ortufio et al., (2012), na Espanha, determinaram uma reatividade de
15,7% para Rickettsia slovaca, uma espécie transmitida por carrapatos
Dermacentor spp. No Quénia, Maina e colaboradores (2014) encontraram
uma soroprevaléncia de 23% em ovinos e 92,6% de deteccdo do DNA
gendbmico de Rickettsia africae em carrapatos A. variegatum, que estavam
parasitando os ovinos.

Essa diversidade epidemioldégica na prevaléncia de Rickettsias na
populacdo de ovinos refletem que diferencas geogréficas, praticas de manejo
animal e, principalmente, variacées climaticas, contribuem para a diversidade e
distribuicdo dos carrapatos encontrados em diferentes regides (NNABUIFE et al.,
2021).

A presenca do ectoparasitas em animais levanta preocupacfes quanto
a exposicdo a bactérias transmitidas por esses vetores, como a Rickettsia.
Embora a epidemiologia das rickettsioses em pequenos ruminantes seja
escassa ha literatura brasileira, estudos realizados com animais silvestres
possibilitam compreender a prevaléncia de Rickettsia na fauna e a possivel
transmiss&o aos seres humanos e outros animais, como 0s ovinos. Farias et
al. (2021) identificou anticorpos contra R. Rickettsii em 5,7% em cavalos
analisados e registrou um indice de ectoparasitismo de carrapatos do género
A. sculptum e Dermacentor nitens nos mesmos em uma area ndo endémica
no centro-norte da Bahia. Entre os carrapatos encontrados nestes cavalos,
apenas o A. sculptum foi relatado como vetor da Febre Maculosa Brasileira.
No ciclo de transmissdo do patdégeno, os cavalos séo considerados sentinelas,

pois desenvolvem uma resposta imunologica eficaz e persistente, contribuindo
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positivamente com a vigilancia epidemioldgica do patégeno.

Em um estudo realizado por Luz et al., (2019), foram avaliadas as
capivaras, que sao consideradas o maior reservatorio de R. rickettsii na
natureza e seus carrapatos em duas areas naturais do bioma Pantanal.
Sendo essas, Poconé, Mato Grosso e Corumbéa, Mato Grosso do Sul, onde
foram encontradas 47% de soropositividade para Rickettsias em Corumba e
100% em Poconé. A espécie do carrapato A. scuptum foi abundante parasitando
as capivaras em ambas as cidades.

No estudo realizado no Campus Luiz de Queiroz em Sao Paulo por
Ortiz et al., (2018), observou-se uma soroprevaléncia de 3,22% (1/31) em
bovinos, e 6,45% desses bovinos (2/31) estava parasitado por carrapatos,
sendo esses A. sculptum e R Microplus ambos ja esperados por estarem no
mesmo ambiente que capivaras e pela especificidade parasitaria do R,
microplus aos bovinos. No mesmo estudo, Ortiz et al., (2018) demonstrou que
1,66% (1/60) dos ovinos apresentaram anticorpos anti-rickettisia e 5% (3/60)
dos ovinos estavam parasitados por A. sculptum (1) e R. Microplus (2). A
presenca destas espécies em ovinos pode ser explicada pelo parasitismo de
forma acidental ao compartilharem ambiente com bovinos e capivaras, no
entanto isso nao ocorreu no estudo. O fato surpreendente pode ser explicado
pelo comportamento de emboscada do A. sculptum e pela capacidade do
deslocamento horizontal do carrapato, visto que capivaras residiam de forma
adjacente.

R. microplus € conhecido no Brasil pelo parasitismo acidental em ovinos.
No entanto, as ovelhas ndo sdo consideradas hospedeiros ideais para
manutencdo desse carrapato na hatureza, pois quando parasitando
exclusivamente ovinos, 0s niveis populacionais de R. microplus tendem a
diminuir a cada geracdo. A presenca desse carrapato nos animais avaliados
pode ter ocorrido devido a presenca de animais silvestres também parasitados
pela espécie, que transitam pelo mesmo ambiente. Apesar de nao termos
encontrado carrapatos parasitando 0s ovinos pantaneiros em nosso estudo, ha
uma problematica relacionada a ampla diversidade de Rickettsia na natureza.
Como os ovinos sao animais de vida livre e compartilham ambientes com outros
animais silvestres, que sao potenciais hospedeiros da bactéria, e pela

capacidade do carrapato-estrela Amblyomma de parasitar essa espécie, eles
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podem vir a ser expostos a Rickettsia spp. Assim, mesmo sem evidéncias diretas
de infestacdo por carrapatos em nossos resultados, ainda existe o risco de
exposicao desses ovinos a patdgenos transmitidos por esses vetores, 0 que
destaca a importancia da vigilancia continua e do entendimento dos fatores que
influenciam a dinadmica das doencas transmitidas por carrapatos em populacdes
animais (ORTIZ, 2018).
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9 CONCLUSOES

No presente estudo foi confirmada a circulacdo de C. burnetii, pela
detecgéo de anticorpos anti-C. burnetii em ovinos pantaneiros e, possibilitou
o primeiro inquérito sorolégico e molecular no estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil, em ovinos pantaneiros contribuindo com a vigilancia epidemioldgica
dessas bactérias causadoras de zoonoses, potencialmente fatais.

Diante do exposto, concluimos que 0s ovinos pantaneiros testados no
estudo ja foram expostos a bactéria C. Burnetti pela detec¢éo de anticorpos por
meio do método RIFI ,reforcando a necessidade de maior divulgacdo e
conscientizacdo sobre a ocorréncia desta zoonose no estado por parte dos
orgdos competentes, dos profissionais de salude e da populacdo em geral
para que juntos possam colaborar com medidas de controle e prevencéo a
essa doenca.

A auséncia de amplificacdo de DNA de C. burnetii e Rickettsia sp na
técnica molecular utilizada para ambas as bactérias testadas apontam para
a necessidade de mais estudo sobre estas zoonoses e outras doencas
infecciosas e parasitarias ainda ndo estudadas nos rebanhos de ovinos
pantaneiros.

Pode-se concluir que até o momento da coleta de sangue dos ovinos, a
maioria apresentava escore corporal ECC 2 representando condi¢cédo corporal
magra com evidéncias de gordura e baixa infestacdo parasitaria. Todos 0s
animais testados eram ausentes de infeccdo pelos patdgenos investigados, no
entanto ha necessidades de novos estudos para compreender melhor a
participacdo dessas bactérias e dos ovinos no ambito epidemiolégico da Febre

Q e Febre Maculosa Brasileira.
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10 PERSPECTIVAS

e Publicar esses dados em forma de artigo para divulgacdo do
conhecimento para a populacéo.

e Disponibilizar, aos gestores locais, informac¢des sobre a circulagao
de C. burnetii, com énfase na vigilancia epidemioldgica e nas medidas de
prevencéo.

e Dar prosseguimento ao inquérito epidemiolégico realizado entre os
ovinos nas regides estudadas e em outras areas nao incluidas neste estudo.

e Enfatizar a necessidade de realizar vigilancia continua do rebanho a fim

de prevenir a ocorréncia desses patdgenos de grande impacto para economia.
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12 APENDICE

A - QUESTIONARIO

Modelo da tabela utilizada para preenchimento dos dados ho momento da

coleta de amostras.

DATA LOCAL IDENT. SEXO FAMACHA PESO SCORE OBS.
DA DE ANIMAL
COLETA COLETA
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B - Divulgacdo em Midias Sociais Sobre C. burnetii

VOCE CONHECE "e
=
AFEBRE Q?

ARRASTE PARA O LADD
ESAIRA MALS >>>

Ny
TRANSMISSAO ‘=«
-

CONTATO DIRETO/ INDIRETO

PLACENTA CONTAMINADA

& LAS CONTAMINADOS, URINA LEITE € PRODUTOS LACTEODS

[‘;TRJV{[SE(QE((’)ES CONTAMINADOS, E

CORPORAIS CONTAMINADAS CARNES CONTAMINADAS

VETORES
ENTRE OS ANIMAIS POR INALACAD
CARRAPATOS AEROSSOIS &
SOLO CONTAMINADOS

!
AFEBREQ %

E UMA DOENGA QUE COMUMENTE AFETA
ANIMAIS DE PRODUGCAO COMO OVELHAS,
CABRAS E GADO CAUSADA PELA BACTERIA
COXIELLA BURNETH

SINTOMAS |/,

&

Humano ANIMAL

« PARTO PREMATURO

« PNEUMONIA

« HEPATITE




Tratamento

2\

',
3‘.F|QUE LIGADO! 2

- e

TRABALHADORES DE PROCESSAMENTO DE
CARNE, TRABALHADORES DE LATICINIOS,
VETERINARIOS, CRIADORES DE GADO E
PESQUISADORES

Y/

DEVEM TOMAR PR[CAUCéES EXTRAS
AO TRABALHAR COM CABRAS,
OVELHAS ECADO
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Previna=se!l

+ EDUCAR INDIVIDUOS DE ALTO RISCO:

« EVITAR CONTATO COM ANIMAIS INFECTADOS
« NAO CONSUMIR LEITE CRU



13 ANEXO

A - Aprovacdo do Comité de Etica para Uso de Animais — CEUA

\ 7
m({f COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS - CEUA
uniderp

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Investigagiio de agentes zoonoticos com
énfase nas Coxiella burnetii, Bartonella spp., Rickettsia spp., e Ehrlichia spp em ovelhas
pantanciras no estado de Mato Grosso do Sul”, registrada com o n® 3119/2020, sob a
responsabilidade da pesquisadora Alexsandra Rodrigues de Mendonga Favacho - que envolve a
produgio, manutengdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrada,
para fins de ensino ou desenvolvimento de recurso os didaticos — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Universidade Anhanguera-Uniderp, em reunido de 21/10/2020.

Finalidade () Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio 01/11/2020 a 30/12/2025
Espécie/Linhagem/Raga Ovinos / Pantaneira
N° de animais 110
Peso/idade 25-30kg
Sexo Fémeas e Machos
Origem Centro Tecnolégico de Ovinocultura da Fundagio Manoel de
Barros, Fazenda Escola da Universidade Anhanguera-Uniderp

Campo Grande-MS, 21 de outubro de 2020.
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Prof* Dr* Luciana Pacs de Andrade Prof® Dr. Marcos Barbosa Fermreira

Coordenadorada CEUA Vice Coordenador da CEUA
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