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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacgdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-Rickettsia spp. EM GALINHAS DE CRIACAO
EXTENSIVA DE UMA REGIAO ENDEMICA DO ESTADO DO RIO GRANDE DO

SUL E INFECCAO EXPERIMENTAL POR Rickettsia parkeri.

AUTOR: JONAS FERNANDES MACIEL

ORIENTADOR: LUIS ANTONIO SANGIONI
Santa Maria, 27 de fevereiro de 2013.

Este estudo teve como objetivo avaliar a infeccdo natural de galinhas de criacéo
extensiva de uma area considerada endémica para a febre maculosa no estado do Rio Grande
do Sul através de pesquisa sorologica, bem como realizar a infeccdo experimental por
Rickettsia parkeri nessas aves. No primeiro estudo, foram coletadas 300 amostras de sangue e
os soros foram testados pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para identificar a
presenca de anticorpos anti-Rickettsia spp. A ocorréncia de anticorpos anti-Rickettsia spp.
observada foi de 1,33% (4/300), com titulos variando de 64 a 256 para R. parkeri, Rickettsia
rickettsii e/ou Rickettsia bellii. Na segunda etapa, foi realizada a infec¢do experimental por R.
parkeri, o qual foram utilizadas 64 galinhas caipiras divididas em oito grupos, onde foram
inoculadas diferentes quantidades do agente por diversas vias de administracdo. Grupo 1 (G1)
- inoculado com 2,5 x 10° células Vero infectadas por R. parkeri (1 ml) via intramuscular
(IM); G2 — 5,0 x 10° células Vero infectadas por R. parkeri (2 ml) via IM; G3 - 1 ml do
indculo via subcutanea (SC); G4 - 2 ml de indculo via SC; G5 - 1 ml do indculo via
intraperitoneal (IP); G6 - 2 ml de in6culo via IP, e 0 G7 € G8 - 1 e 2 ml de meio de cultivo de
células Vero via IM respectivamente (grupos controles negativos). Os soros das aves foram
avaliados aos 3, 7, 14 e 21 dias pés infeccdo (PI) por meio de RIFI, para avaliar a dinamica de
anticorpos em infeccdo aguda e cronica. Para identificar a multiplicacdo de R. parkeri nos
tecidos, no mesmo periodo PI, foi realizado o PCR a partir de fragmentos de bago e pulmao
colhidos das galinhas eutanasiadas. As aves do G4 e G3, em ordem de importancia,
apresentaram as maiores médias de anticorpos apresentando 0s niveis mais elevados aos sete
e 14 dias Pl. Os grupos G2, G4 e G6 apresentaram médias de anticorpos superiores
comparado ao G1, G3 e G5 respectivamente, sendo considerada a infeccdo dose-dependente.
Né&o foi detectado DNA rickettsial nos tecidos avaliados. Os resultados de ambos os estudos
sugerem que as galinhas de criacdo extensiva da area endémica pesquisada ndo participaram
como reservatorio e/ou hospedeiro amplificador na epidemiologia da febre maculosa na
regido e baseado na infeccdo experimental, verificou-se que as aves soroconverteram



mediante o desafio por R. parkeri, porém ndo houve a multiplicacdo do agente nos tecidos
analisados, bem como a presenca de rickettsemia.

Palavras-chave: aves, R. parkeri, anticorpos, febre maculosa, reacdo de imunofluorescéncia
indireta, reacdo em cadeia da polimerase.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

DETECTION OF ANTI-Rickettsia spp. ANTIBODIES IN CHICKENS OF
EXTENSIVE BREEDING FROM A ENDEMIC REGION OF THE STATE OF RIO

GRANDE DO SUL AND EXPERIMENTAL INFECTION BY Rickettsia parkeri.

AUTHOR: JONAS FERNANDES MACIEL
ADVISER: LUIS ANTONIO SANGIONI
Santa Maria, February, 27", 2013.

The aim of this study was to evaluate the natural infection of chickens of extensive
breeding of an area considered endemic for spotted fever in the state of Rio Grande do Sul
through serological survey, as well as to perform the experimental infection by Rickettsia
parkeri these birds. In the first study, 300 blood samples were collected and the sera were
tested by indirect immunofluorescence assay (IFA) to identify the presence of anti-Rickettsia
spp. antibodies. The occurrence of anti-Rickettsia spp. antibodies observed was 1.33%
(4/300), with titers ranging from 64 to 256 for R. parkeri, Rickettsia rickettsii and/or
Rickettsia bellii. In the second step, was performed the experimental infection by R. parkeri.
64 chickens were used divided into eight groups which were inoculated with different
amounts of the agent by several routes of administration. Group 1 (G1) - inoculated with 2,5 x
10° Vero cells infected with R. parkeri (1 ml) intramuscular (IM); G2 — 5,0 x 10° Vero cells
infected with R. parkeri (2 ml) IM, G3 - 1 ml of inoculum subcutaneously (SC); G4 - 2 ml of
inoculum SC; G5 - 1 ml of the inoculum intraperitoneally (IP); G6 - 2 ml of inoculum IP, and
G7 and G8 — 1 ml and 2 ml of culture medium Vero cells IM respectively (negative control
groups). The sera of chickens were evaluated at 3, 7, 14 and 21 days post infection (PI) by
IFA, to verify the dynamics of antibodies in acute and chronic infection. To identify the
multiplication of R. parkeri in tissues during the same period PI, PCR was performed from
fragments of spleen and lung of chickens euthanized. Birds of G4 and G3, in order of
importance, had the highest average antibody showing the highest levels at seven and 14 days
Pl. G2, G4 and G6 showed higher mean antibody compared to G1, G3 and G5 respectively,
considering the infection dose-dependent. Rickettsial DNA was not detected in the tissues
evaluated. The results of both studies suggest that chickens of extensive breeding from



endemic area searched do not participate as a reservoir and/or amplifier host in the
epidemiology of spotted fever of region and based in the experimental infection, it was
verified that birds seroconverted by the challenge by R. parkeri, but no replication of the
agent in the tissues analyzed, nor the presence of rickettsemia.

Keywords: birds, R. parkeri, antibodies, spotted fever, indirect immunofluorescence assay,
polymerase chain reaction.
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1. INTRODUCAO

O género Rickettsia é constituido por bactérias intracelulares obrigatorias, causadoras
de doencas exantematicas, transmitida por artropodes vetores ao homem e a outros
vertebrados (PAROLA et al., 2005). Esse género é composto basicamente por trés grupos: o
Grupo do Tifo (GT) que inclui duas espécies, Rickettsia prowazekii e R. typhi, cujos vetores
sdo piolhos e pulgas respectivamente e o Grupo da Febre Maculosa (GFM) com grande
namero de espécies tendo o carrapato como o principal vetor. As exce¢des desse ultimo grupo
sdo R. felis que tem como vetores as pulgas e R. akari os acaros. R. bellii, R. canadensis e R.
monteiroi apresentam particularidades geneticas e antigénicas que ndo permitiram serem
incluidas em nenhum dos grupos anteriores, sendo cosntituintes do Grupo de Transi¢cdo ou
Ancestral (AZAD & BEARD, 1998; PAROLA et al., 2005).

O GFM séo as espécies que compdem 0s agentes etiologicos de zoonoses classificadas
como Febre Maculosa. As espécies que tradicionalmente fazem parte desse grupo sao
microorganismos cosmopolitas, na qual a doenga ocasionada recebe nomes diferentes em
virtude da sua localizacdo geografica. Nas Américas, Rickettsia rickettsii € o agente etiologico
da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (Rocky Mountain Spotted Fever),
especificamente nos Estados Unidos da América (EUA) e, da Febre Maculosa Brasileira
(FMB) no Brasil. No continente europeu, R. conorii é conhecida como o agente causador da
Febre Botonosa ou Febre Maculosa do Mediterraneo, enquanto que as espécies R.
mongolotimonae, R. slovaca e R. helvetica estdo envolvidas na etiologia da Rickettsiose
européia. Na Africa, R. africae é a espécie implicada na causa da Febre da Picada do
Carrapato, enquanto que na Oceania, R. australis e R. honei sdo agentes do Tifo do Carrapato

de Queensland e do Tifo da Ilha de Flinders respectivamente. Ja no continente asiatico, as
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espécies incriminadas como causadoras de rickettsioses sdo R. sibirica, agente do Tifo
Siberiano ou do Norte da Asia e R. japonica agente da Febre Maculosa Oriental. (BEATI &
RAQULT, 1998; FOURNIER et al., 2000; LABRUNA et al., 2001; SANGIONI, 2003).

R. rickettsii € o principal agente etioldégico da Febre Maculosa, sendo a espécie mais
estudada dentre as do GFM, considerada a espécie mais patogénica para seres humanos e
alguns animais. No Brasil, outras espécies com capacidade de causar a doenca foram
descritas: R. parkeri (SILVEIRA et al., 2007) e R. felis (RAOULT et al., 2001; HORTA et al.,
2006). Existem ainda outras espécies circulantes no pais como R. amblyommii, R.
rhipicephali, R. bellii, e R. monteiroi com patogenicidade desconhecida para humanos
(LABRUNA et al., 2004a; 2005; PAROLA et al., 2005; LABRUNA et al., 2006; PINTER &
LABRUNA, 2006; LABRUNA et al., 2007, LABRUNA et al., 2011).

Os reservatorios naturais de R. rickettsii incluem os carrapatos da familia Ixodidae de
varios géneros e especies (AZAD & BEARD, 1998). No Brasil, os carrapatos do género
Amblyomma spp. sdo 0s principais vetores que transmitem a FMB ao homem e a muitos
outros mamiferos e aves (BALASHOV, 1972; GALVAO & RIBEIRO, 1993; MCDADE &
NEWHOUSE, 1986; ESTRADA et al., 2006). Amblyomma cajennense apresenta alta
afinidade por seres humanos (PAROLA & RAOULT, 2001), onde equinos e capivaras
(Hydrochoerus hydrochaeris) estdo entre os hospedeiros primarios mais importantes de todos
0s estagios parasitarios do carrapato (VIEIRA et al., 2004; GUEDES et al., 2005).

Além do A. cajennense, outras espécies de carrapatos relatados no Brasil foram
apontados sendo infectados por rickettsias, como A. aureolatum, A. dubitatum, A. nodosum,
A. coelebs, A. longirostre, A. geayi, A. triste, A. ovale, A. oblongoguttatum, A. scalpturatum,
A. humerale, A. rotundatum, A. incisum, Rhipicephalus sanguineus, Haemaphysalis

juxtakochi e Ixodes loricatus (LABRUNA et al., 2011). Desses, A. aureolatum, comumente



14

conhecido no Brasil como “carrapato amarelo-do-c3o”, tem sido implicado também como
vetor de R. rickettsii no Brasil (PINTER & LABRUNA, 2006).

A FMB tem sido relatada principalmente na regido sudeste do Brasil, que inclui os
estados de Minas Gerais, S80 Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Nesses estados, a
ocorréncia da doenca tem sido sempre acompanhada por muitos casos clinicos em seres
humanos que culminaram em morte, devido a auséncia ou demora no tratamento com terapia
anti-rickettsial efetiva, como as tetraciclinas e o cloranfenicol (GUEDES et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2005; PINTER & LABRUNA, 2006). O estado de Minas Gerais
apresenta 0 maior nimero de casos registrados da doenca sendo que, em algumas areas, 0
numero de 6bitos € elevado (VRANJAC, 2003).

A situagdo das rickettsioses no estado do Rio Grande do Sul concentra-se na regido
noroeste (regido das Missdes), na cidade de Cerro Largo. No ano de 2005 foi relatado o
primeiro caso humano provavel de rickettsiose associado ao GFM, seguido de outro caso
confirmado no ano de 2007, ambos ndo fatais. Estudos na regido através de amostras de soro
provenientes de equinos, caninos e humanos de propriedades rurais locais testadas por
imunofluorescéncia indireta, apresentaram sororeatividade com titulos variando de 64 a 2048
contra pelo menos um dos cinco antigenos rickettsiais testados que circulam no pais (R.
rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii, R. bellii e R. rhipicephali). Amostras de cées
apresentaram titulos finais para R. parkeri pelo menos quatro vezes superior aos titulos das
demais espécies de Rickettsia testadas, sugerindo R. parkeri como o possivel agente
etiologico que infectam seres humanos e animais na regido (SANGIONI et al., 2011).

R. parkeri foi considerada ndo patogénica por mais de 60 anos, sendo recentemente
documentada causando infec¢bes em seres humanos nos Estados Unidos (PADDOCK et al.,
2004), Uruguai (CONTI-DIAZ et al., 2009), Argentina (ROMER et al., 2012) e no momento,

associada a transmissdo por carrapatos (A. longirostre e A. ovale) e casos da doenca clinica
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em seres humanos no Brasil (SILVEIRA et al., 2007; SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et
al., 2011, MEDEIROS et al., 2011).

Os equinos e caninos sdo considerados animais sentinelas na epidemiologia da FM
ocasionada por R. rickettsii (SANGIONI et a., 2011), entretanto o papel de muitos animais
como reservatorios ainda nao esta bem definido (WOLBACH, 1919; BOZEMAN et al., 1967;
AZAD & BEARD, 1998;). Atualmente, as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e 0s
gambés (Didelphis aurita) sdo considerados hospedeiros amplificadores da espécie R.
rickettsii para carrapatos Amblyomma spp. em condicGes experimentais, sendo apontados
como fonte de infec¢do para varias espécies de carrapatos da fauna brasileira (SOUZA et al.,
2009; HORTA et al., 2009).

As aves sdo hospedeiros essenciais de varios ectoparasitas, dentre eles os carrapatos
do género Amblyomma, que infectam e transmitem doencas ao homem (CLIFFORD et al.,
1969; OGRZEWALSKA et al., 2010). Os carrapatos, principalmente as formas imaturas,
espoliam as aves e difundem-se geograficamente em virtude da mobilidade destas. Esta
difusdo se constitui em um problema sério se os carrapatos transportados albergam e sédo
vetores de agentes infecciosos (ARZUA et al.,, 2003, EVANS et al.,, 2000, BARROS-
BATTESTI, 2006, OGRZEWALSKA et al., 2010).

Poucos relatos a respeito da infeccdo de agentes transmitidos por carrapatos em aves
tém disponivel em literatura. As rickettsias tém sido detectadas em carrapatos de vida
parasitaria, no velho continente, desde 1969 (CLIFFORD et al., 1969), porém os papeéis de
muitas aves como reservatorios da FMB ainda permanecem desconhecidos. No Brasil ja
foram identificados carrapatos, parasitando aves silvestres, infectados com rickettsias do
GFM (OGRZEWALSKA et al., 2010; 2011; 2012). Carrapatos dos géneros Ixodes spp.,
Hyalomma spp., Rhipicephalus spp., Argas spp., oriundos de aves migratérias, infectados com

rickettsias, detectados através de PCR, foram identificados na Alemanha, Inglaterra, Portugal
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e EUA (REEVES et al., 2006; SANTOS SILVA et al., 2006; HILDEBRANDT et al., 2010;
GRAHAM, et al., 2010).

O diagnostico de rickettsioses em vertebrados (humanos e animais) pode ser realizado
por testes imunoldgicos como o ELISA e a imunofluorescéncia indireta, considerado o padréo
ouro dos testes sorolégicos para rickettsioses; e também por métodos microbiol6gicos
(isolamento), imunohistoquimicos e moleculares (PCR). Artrépodes potencialmente
infectados podem ser confirmados principalmente pela presenca de DNA rickettsial através de
PCR e também no caso de carrapatos, pelo teste de hemolinfa baseado na coloracdo de
Gimenez, normalmente empregado para triagem dos vetores infectados (BURGDORFER et
al., 1962; CHAPMAN et al., 2006).

A deteccdo molecular de DNA rickettsial tanto em vertebrados quanto em artropodes
vetores baseia-se na amplificacdo de um fragmento especifico do gene gltA, conservado em
todas as espécies do género Rickettsia spp. e da amplificacdo de fragmentos dos genes ompA e
ompB que codificam proteinas externas de membrana de 190 kDa e 120 kDa respectivamente
(LABRUNA et al., 2004b; REGNERY et al., 1991, EREMEEVA et al., 1994).

Considerando a problematica de ndo existir relatos demonstrando o papel das aves
como reservatorio e hospedeiro amplificador de rickettsias, sendo apenas incriminadas como
transportadoras de carrapatos infectados por rickettsias do GFM, justifica-se este estudo com
o intuito de elucidar o papel destas aves no ciclo desta rickettsiose.

Dessa forma, esta pesquisa visa contribuir para o estudo da participacdo das aves,
representadas por galinhas, na epidemiologia da FMB, sendo constituido por dois capitulos. O
primeiro, através de uma pesquisa sorolégica em galinhas domésticas (Gallus gallus
domesticus) de criacdo extensiva, em area considerada endémica para a FMB no estado do
Rio Grande do Sul e dessa forma avaliar a situacdo da infeccdo natural nesta espécie e sua

importancia no local estudado. O segundo capitulo tem como objetivo estabelecer como R.
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parkeri se comporta em infeccdo experimental em galinhas domésticas, verificando a
dindmica de anticorpos e a deteccdo de DNA rickettsial tecidual em diferentes periodos de

tempo, doses de indculo e vias de administracdo, bem como quaisquer alteragdes clinicas.
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2. CAPITULO I
Deteccdo de anticorpos anti-Rickettsia spp. em galinhas domésticas de
criacdo extensiva numa area endémica para febre maculosa no estado do
Rio Grande do Sul, Brasil
Detection of antibodies anti- Rickettsia spp. in domestic chickens of
extensive breeding in an endemic area for spotted fever in the state of Rio

Grande do Sul, Brazil

Jonas Fernandes Maciel'”, Felipe S. Krawczak'', Caroline Sobotyk de Oliveira', Jonas
Moraes-Filho'", Marcelo B. Labruna', Sénia de Avila Botton', Fernanda Silveira Flores
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RESUMO
Este estudo teve como objetivo pesquisar anticorpos anti-Rickettsia spp. em soros de
galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus) de criacdo extensiva provenientes de area

considerada endémica para febre maculosa no estado do Rio Grande do Sul. Foram coletadas
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300 amostras de sangue e os soros obtidos foram testados para anticorpos anti-Rickettsia spp.
pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). A ocorréncia de anticorpos anti-
Rickettsia spp. observada foi de 1,33% (4/300), com titulos variando de 64 a 256 para
Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri e/ou Rickettsia bellii. Os resultados sugerem que estas
galinhas de criacdo extensiva ndo participam como reservatério e/ou hospedeiro amplificador
na epidemiologia da febre maculosa na area endémica. O presente estudo consiste na primeira
pesquisa sorologica em Gallus gallus domesticus para rickettsia do grupo da febre maculosa
no Brasil.

Palavras-chave: Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, carrapatos, rickettsioses, aves.

ABSTRACT

The goal of this study was to investigate anti-Rickettsia spp. antibodies in sera of
domestic chickens (Gallus gallus domesticus) of extensive breeding in Cerro Largo county,
considered an endemic area for spotted fever in the State of Rio Grande do Sul, Brazil. Three
hundred blood samples were collected and anti-Rickettsia spp. antibodies were evaluated by
indirect immunofluorescence assay (IFA) in the sera obtained. The occurrence of anti-
Rickettsia spp. antibodies detected in this study was 1.33% (4/300), with endpoint titers
ranging from 64 to 256 for Rickettsia rickettsii, R. parkeri and/or R. bellii. The results
suggest these chickens of extensive breeding do not participate has a reservoir and/or
amplifying host in the epidemiology of spotted fever in that endemic area. The present study
consists in the first serological survey in Gallus gallus domesticus to rickettsiae-spotted fever
group in Brazil.

Key words: indirect immunofluorescence assay, ticks, rickettsiosis, birds.
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INTRODUCAO

O género Rickettsia, pertencente a ordem Rickettsiales, € composto por diferentes
espécies de bactérias intracelulares obrigatorias, dentre elas, 0s agentes etiol6gicos de doencas
exantematicas agudas transmitidas por carrapatos, globalmente chamadas de febre maculosa
(PAROLA et al.,, 2005). No Brasil, o principal agente causador de febre Maculosa é
Rickettsia rickettsii, considerada a espécie mais patogénica do género para humanos e alguns
animais, transmitida no pais pelos carrapatos Amblyomma cajennense e Amblyomma
aureolatum (PINTER & LABRUNA 2009; SOARES et al., 2012). A doenga causada por R.
rickettsii tem recebido o nome de febre maculosa brasileira, com ocorréncia confirmada
apenas nos estados da Regido Sudeste, onde R. rickettsii foi isolada ou detectada por métodos
moleculares em humanos, animais e carrapatos (LABRUNA et al., 2011).

Outros registros de rickettsias patogénicas transmitidas por carrapatos no Brasil
referem-se a Rickettsia parkeri, agente etioldgico de uma febre maculosa cutaneo ganglionar,
associada a carrapatos da espécie Amblyomma triste no Brasil, Uruguai e Argentina
(VENZAL et al., 2004; SILVEIRA et al., 2007; NAVA et al., 2008), mas com casos humanos
confirmados apenas nos ultimos dois paises (CONTI-DIAZ et al., 2009; ROMER et al.,
2011). Recentemente, casos humanos de uma nova cepa de Rickettsia, geneticamente
associada a R. parkeri, foram diagnosticados nos estados de Séo Paulo e Bahia
(SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al., 2011). Esta nova cepa, inicialmente designada
como cepa Mata Atlantica, esta associada primariamente a carrapatos da espécie Amblyomma
ovale, e secundariamente a Amblyomma aureolatum e Rhipicephalus sanguineus
(SABATINI et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011). Em outras partes do pais, casos humanos
de febre maculosa foram diagnosticados principalmente por métodos soroldgicos indiretos, o
que ndo permitiu a identificacdo da espécie de Rickettsia, uma vez que ha reacbes cruzadas

entre praticamente todas as espécies causadoras de febre maculosa. Por outro lado, o encontro
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de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica em carrapatos de areas endémicas para febre maculosa
no estado de Santa Catarina, onde dezenas de casos humanos tém sido confirmados apenas
por sorologia, sugerem que a cepa Mata Atlantica seja o principal agente etioldgico de febre
maculosa neste estado (MEDEIROS et al., 2011).

Outras espécies de Rickettsia, consideradas ndo patogénicas ou de patogenicidade
desconhecida, foram relatadas infectando carrapatos dos géneros Amblyomma,
Haemaphysalis e Ixodes no Brasil, dentre elas, Rickettsia bellii, Rickettsia amblyommii,
Rickettsia rhipicephali e Rickettsia monteiroi (LABRUNA et al., 2011). Destas, apenas as
espécies R. bellii e R. monteiroi ndo estdo geneticamente e sorologicamente relacionadas as
espécies pertencentes ao grupo das febres maculosas (PAROLA et al., 2005).

As aves estdo entre os hospedeiros preferenciais das formas imaturas de muitas
espécies de carrapatos do género Amblyomma no Brasil (ARZUA et al., 2003;
OGRZEWALSKA et al., 2010; 2011; 2012; LUZ et al., 2012). Os carrapatos parasitam estes
hospedeiros e aproveitam a sua mobilidade para a difusdo geografica. Esta propagacdo se
torna ainda mais importante se 0s carrapatos transportados pelas aves sao vetores e albergam
agentes infecciosos (MOVILA et al., 2012). Estudos de prevaléncia de Rickettsia spp. em
carrapatos de vida parasitaria de aves tém sido realizados em diversos locais no mundo,
inclusive no Brasil (LABRUNA et al., 2007; OGRZEWALSKA et al., 2010; 2011; LUZ et
al., 2012). Todos esses estudos foram realizados em aves silvestres, especialmente da ordem
Passeriformes. Por outro lado, ha escassez nos estudos sorologicos das rickettsioses em aves,
sejam silvestres ou domésticas, havendo ainda lacunas quanto a demonstracdo do seu papel
como reservatorio ou hospedeiro amplificador na epidemiologia de doencas como a febre
maculosa (OGRZEWALSKA et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi detectar anticorpos anti-Rickettsia spp. em galinhas de

domésticas (Gallus gallus domesticus) de criacdo extensiva provenientes de propriedades
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rurais de uma area considerada endémica para febre maculosa no estado do Rio Grande do

Sul.

MATERIAIS E METODOS
Local do estudo

A pesquisa foi realizada em 29 propriedades rurais do municipio de Cerro Largo,
noroeste do Rio Grande do Sul (28°08°49”’S, 54°44°17”W), no periodo de maio a novembro
de 2011. Casos humanos de febre maculosa foram recentemente relatados na area rural deste
municipio, porém a espécie de Rickettsia ndo foi determinada (SANGIONI et al., 2011). As
propriedades amostradas eram de pequeno porte, caracterizadas por médo-de-obra familiar,
criacdo de diversas espécies animais, incluindo galinhas domésticas de forma extensiva, e
eram localizadas adjacentes a fragmentos de mata nativa.
Amostragem

Das propriedades rurais amostras, foi coletado um total de 300 amostras de sangue de
galinhas (Gallus gallus domesticus), de criacdo extensiva, potencialmente expostas ao
parasitismo por carrapatos. A coleta do sangue foi realizada por puncdo da veia ulnar e as
amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio e mantidas refrigeradas. As amostras
foram encaminhadas ao laboratdrio para a extracdo do soro sanguineo, o qual foi mantido
congelado a -20°C até o momento do teste sorologico.
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

Os soros das galinhas foram testados pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) frente a antigenos brutos de diferentes espécies de Rickettsia, conforme descrito
previamente (HORTA et al., 2004). Para tal, cada soro foi inicialmente testado na diluicéo
1:64 em PBS para os antigenos de R. rickettsii (cepa Taiacu) e R. parkeri (cepa At24),

espécies comprovadamente patogénicas e de transmissdo por carrapatos no Brasil. Caso
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alguma amostra de soro desse reatividade a pelo menos um desses dois antigenos, na dilui¢do
1:64, as titulacdes eram feitas para os dois antigenos e também para outras espécies de
ocorréncia no Brasil, tais como R. amblyommii (cepa Ac37), R. rhipicephali (cepa HJ5), R.
felis (cepa Pedreira) e R. bellii (cepa Mogi), com a finalidade de inferir, pela diferenca de
titulos finais, o possivel antigeno envolvido nos casos soropositivos, conforme previamente
estabelecido (HORTA et al., 2004; 2010; PIRANDA et al., 2008). Em todas as reagdes, foram
utilizados soros controle positivo e controle negativo. O soro controle negativo foi obtido de
uma galinha SPF. Para obtencdo do controle positivo, essa mesma galinha foi inoculada pela
via intramuscular com um indculo constituido de aproximadamente 500.000 células Vero
infectadas com R. rickettsii, e observada quanto a alteracdes clinicas e temperatura retal até o
vigésimo primeiro dia apos inoculacdo, quando a galinha foi sangrada para obtencdo do soro
que serviu como controle positivo. Em todas as reagdes, o conjugado utilizado foi anticorpo
secundario anti-lgY de galinha, produzido em coelho e marcado com isotiocianato de
fluoresceina (Sigma Diagnostics, St. Luis, Mo) na diluicdo de 1:3000, previamente

determinada na titulacdo do soro controle positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A galinha SPF inoculada com R. rickettsii apresentou-se clinicamente normal, sem
aumento da temperatura retal durante os 21 dias de observacao. O titulo de anticorpos do soro
controle positivo, obtido 21 dias ap06s inoculacdo desta galinha, foi de 4096 tanto para R.
rickettsii como para R. parkeri. Esse soro foi utilizado na diluicdo 1:64 como controle
positivo em todas as rea¢fes com soros de aves de campo. O soro desta mesma galinha SPF,
colhido antes de sua inoculacdo com Rickettsia, ndo apresentou qualquer reacdo aos antigenos

de Rickettsia testados, e foi usado como controle negativo nas reacdes.
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Das 300 amostras de galinhas, testadas inicialmente para as espécies R. rickettsii e R.
parkeri através da RIFI, apenas quatro aves (1,3%) foram reativas para R. rickettsii e/ou R.
parkeri. Quando essas quatro amostras foram tituladas para as diferentes espécies de
Rickettsia, os titulos finais para R. rickettsii e R. parkeri foram 64 a 128; nenhuma amostra
foi sororeativa a R. amblyommii, R. rhipicephali ou R. felis, ao passo que uma Gnica amostra
apresentou titulo final de 256 para R. bellii (Tabela 1).

O municipio de Cerro Largo-RS foi escolhido como é&rea-alvo para a presente
pesquisa, pois neste local foi confirmado um caso humano de febre maculosa em 2007,
precedido de um caso provavel em 2005 (SANGIONI et al., 2011). Subsequentemente, um
estudo epidemioldgico demonstrou que 16 (51.6%) de 31 equinos, seis de 27 (22.3%) cées e
oito de 27 (29.6%) humanos, todos saudaveis, mostraram anticorpos reagentes (titulo >64)
para R. rickettsii e para R. parkeri, com titulos finais de até 512, 1024, e 2048 para equinos,
caes e humanos, respectivamente. Dois dos caes sororeativos mostraram titulos finais para R.
parkeri no minimo quatro vezes maior que os titulos para as demais espécies de Rickettsia
testadas, sugerindo que R. parkeri ou um gendtipo proximo estava circulando na regido
(SANGIONI et al., 2011). Este estudo prévio indicou a area rural de Cerro Largo como
endémica para febre maculosa, motivando o presente estudo.

Galinhas criadas extensivamente apresentam livre circulacdo na area rural. Por esta
razdo, estdo potencialmente expostas a carrapatos, e consequentemente, a infeccdo por
rickettsias do grupo da febre maculosa. Amblyomma ovale € espécie de carrapato
predominante na regido de Cerro Largo, com relatos de parasitismo inclusive em humanos
(SANGIONI et al., 2011). Essa espécie, principalmente larvas e ninfas, tem como hospedeiros
principais as aves e pequenos mamiferos (SZABO et al., 2012). SZABO et al. (2013)
identificaram este acaro infectado por R. parkeri e R. belli em regides da mata atlantica. As

galinhas da presente pesquisa apresentaram sororreatividade para ambas as espécies de
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rickettsias associadas a A. ovale, sugerindo que essas aves poderiam ter sido parasitas por essa
espécie de carrapato.

Além disso, as galinhas neste sistema de criacdo apresentam uma alimentagdo
diversificada, incluindo diversos invertebrados como artropodes e anelideos, dos quais
diversas espécies ja foram relatadas infectadas por rickettsias geneticamente proximas a R.
bellii (KIKUCHI & FUKATSU, 2005; WEINERT et al., 2009). No entanto, no presente
estudo, apenas 1,3% das galinhas foram sororeativas a rickettsias do grupo da febre maculosa,
com titulos finais (méaximo 128) bem abaixo dos titulos previamente encontrados em equinos,
cdes e humanos na mesma regido (SANGIONI et al., 2011). Esses achados sugerem que as
galinhas ndo apresentam importancia epidemiologica na historia natural da febre maculosa em
Cerro Largo, seja por uma possivel refratariedade a infec¢do, ou simplesmente porque néo séo
parasitadas por carrapatos vetores de febre maculosa. Essas duas possibilidades precisam ser
testadas em futuros estudos. Embora a galinha inoculada com R. rickettsii no presente estudo
ndo apresentou alteracdes clinicas, ela soroconverteu com altos titulos, sugerindo
susceptibilidade a infeccdo. LUNDGREN et al. (1966) inocularam R. rickettsii em diferentes
espécies de aves, incluindo galinhas. Os autores ndo detectaram titulos de anticorpos pelo
teste de fixacdo do complemento em galinhas, no entanto, foi demonstrado rickettsemia
nessas aves.

No presente trabalho, uma unica galinha de campo apresentou titulo final de 256 a R.
bellii, espécie ndo pertencente ao grupo da febre maculosa. Embora R. bellii tenha sido
relatada infectando uma grande variedade de carrapatos no Brasil (LABRUNA et al., 2011),
espécies geneticamente proximas de R. bellii tém sido reportadas infectando uma variedade
de invertebrados de vida livre no solo (KIKUCHI & FUKATSU, 2005; WEINERT et al.,
2009). Desta forma, o presente achado de uma galinha com titulo (256) para R. bellii, pelo

menos quatro vezes mais alto que os titulos para rickettsias do grupo da febre maculosa
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(méximo 64; Tabela 1), sugere que esta galinha possa ter se infectado através de contatos com
outras fontes diferentes de carrapatos, como por exemplo, através da ingestdo de algum

invertebrado infectado por uma gendtipo préximo de R. bellii.

CONCLUSAO

O presente trabalho consiste no primeiro inquérito soroldgico de galinhas domésticas
de criacdo extensiva para rickettsias do grupo da febre maculosa. Os resultados sugerem que
estas galinhas ndo apresentam importancia epidemioldgica como reservatério e/ou hospedeiro

amplificador do agente etioldgico da febre maculosa em Cerro Largo.
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TABELA 1. Titulos de anticorpos anti-Rickettsia em quatro galinhas de criacdo extensiva

soropositivas para R. rickettsii e/ou R. parkeri.

Espécie Amostra A Amostra B

Amostra C

Amostra D

R. rickettsii 128 64

R. parkeri 64 --

R. felis -- --

R. bellii -- 256

R. amblyommii -- ~=

R. rhipicephali

128

64

--1 soro nao reagente a um titulo > 64
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3. CAPITULO I
Avaliacao da infec¢do experimental por Rickettsia parkeri em galinhas
domésticas (Gallus gallus domesticus)
Evaluation of experimental infection by Rickettsia parkeri in domestic

chickens (Gallus gallus domesticus)

Jonas Fernandes Maciel'”, Joice Magali Brustolin', Felipe Krawczak'', Marta Elena
Machado Alves', Felipe Lamberti Pivoto', Jonas Moraes-Filho', Marcelo Bahia
Labruna'', Maristela Lovato', Sonia de Avila Botton', Fernanda Silveira Flores Vogel',

Luis Antonio Sangioni'

(Artigo a ser submetido na revista cientifica Vector-Borne and Zoonotic Diseases, 2013)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a infeccdo experimental por Rickettsia parkeri em
galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus) e investigar a dinamica de anticorpos nessas
aves. Para tanto, foram utilizadas 64 galinhas caipiras divididas em oito grupos, constituidos
por: Grupo 1 (G1) - inoculado com 2,5 x 10° células Vero (1 ml) infectadas por R. parkeri via
intramuscular (IM); G2 — 5,0 x 10° células Vero (2 ml) infectadas por R. parkeri via IM; G3 -

1 ml do indculo via subcutanea (SC); G4 - 2 ml de indculo via SC; G5 - 1 ml do in6culo via
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intraperitoneal (IP); G6 - 2 ml de indculo via IP, e G7 e G8 - 1 e 2 ml de meio de cultivo de
celulas Vero via IM respectivamente (grupos controles negativos). Os soros das aves foram
coletados aos 3, 7, 14 e 21 dias p6s infeccdo (PI) e testadas por reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para avaliar a dindmica de anticorpos na infeccdo aguda e crbnica. A
identificacdo da multiplicacdo de R. parkeri nos tecidos, no mesmo periodo Pl, foi realizada
por PCR, para o gene gltA, em fragmentos de baco e pulméo provenientes das galinhas
eutanasiadas. As aves do G4 e G3 apresentaram respectivamente as maiores médias de
anticorpos obtendo os niveis mais elevados aos sete e 14 dias Pl. Os grupos G2, G4 e G6
apresentaram médias de anticorpos superiores comparado ao G1, G3 e G5 respectivamente,
sendo considerada a infeccdo dose-dependente. N&o foi detectado DNA rickettsial nos tecidos
avaliados. No presente trabalho foi possivel demonstrar que as aves soroconverteram
mediante o desafio da inoculagdo por R. parkeri, todavia ndo houve a identificacdo do agente
nos tecidos analisados, bem como a presenca de rickettsemia.

Palavras-chave: Reacdo de imunofluorescéncia indireta, reacdo em cadeia da polimerase,

aves, inoculacéo, pés infeccao, febre maculosa.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the experimental infection by R. parkeri in
domestic chickens (Gallus gallus domesticus) and investigate the dynamics of antibodies in
acute and chronic infection in these birds. It was used 64 chickens divided into eight groups
including: Group 1 (G1) - inoculated with 2,5 x 10° Vero cells (1 ml) infected with R. parkeri
intramuscularly (IM); G2 — 5,0 x 10° Vero cells (2 ml) infected with R. parkeri IM, G3 - 1 ml
of inoculum subcutaneously (SC); G4 - 2 ml of inoculum SC; G5 - 1 ml of the inoculum
intraperitoneally (IP); G6 - 2 ml of inoculum IP, G7 and G8 - 1 and 2 ml of culture medium

VERO cells IM respectively (both were the negative control groups). Sera of chickens were
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collected at 3, 7, 14 and 21 days post infection (PI) by immunofluorescence assay (IFA) in
order to assess the dynamics of antibodies in acute and chronic infection. To identify the
replication of R. parkeri in tissues, during the same period PI, PCR was performed for the
gltA gene of spleen and lung fragments from chickens euthanized. Birds from G4 and G3
showed the highest average antibodies with the maximum levels at seven and 14 days PI. The
groups G2, G4 and G6 showed higher mean antibody compared to G1, G3 and G5
respectively, being the infection considered dose-dependent. Rickettsial DNA not detected in
both tissues evaluated. In this study it was possible to demonstrate that the birds
seroconverted after the challenge inoculation with R. parkeri, however there was no
replication of the agent in the tissues analyzed, nor the presence of rickettsemia.

Keywords: Indirect immunofluorescence assay, polymerase chain reaction, birds,

inoculation, post infection, spotted fever.

INTRODUCAO

Rickettsia parkeri € uma bactéria intracelular obrigatdria que pertence ao Grupo da
Febre Maculosa (GFM). Desde 2004 foi reconhecida nos Estados Unidos como causadora de
doenca clinica em seres humanos (PADDOCK et al., 2004). Na América do Sul, apenas no
Uruguai e na Argentina foi confirmada essa espécie de bactéria como causa de rickettsiose em
humanos (CONTI-DIAZ et al., 2009; ROMER et al., 2011). No Brasil, casos suspeitos de
doenca rickettsial associada as escaras, possivelmente com envolvimento de R. parkeri, foram
relatados; porém, ainda nao foi realizado o isolamento da bactéria (SANGIONI, et al., 2011;
SILVA et al., 2011).

Rickettsia rickettsii é considerada a espécie mais patogénica do GFM de ocorréncia em
varios estados brasileiros; entretanto, em muitas areas onde a febre maculosa é endémica,

outras espécies de rickettsias também foram identificadas em carrapatos transmissores da
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doenca (PHILIP & CASPER, 1981). R. parkeri tem sido identificada em carrapatos
Amblyomma triste em paises do Mercosul como: Brasil, Uruguai e Argentina (VENZAL et
al., 2004; SILVEIRA et al., 2007; NAVA et al., 2008).

Muitas pesquisas envolvendo aves e sua participacdo na epidemiologia das
rickettsioses vem sendo desenvolvidas ao redor do mundo. Entretanto, estes estudos tém
como foco principal a deteccdo de rickettsias do GFM, em carrapatos de vida parasitéria,
capturados de diversas espécies de aves na natureza, nos mais diferentes nichos ecoldgicos
(ELFVING et al, 2010; GRAHAM et al, 2010; HILDEBRANDT et al., 2010;
OGRZEWALSKA et al., 2010).

R. rickettsii € a Unica espécie na qual ha relatos envolvendo estudos de infeccéo
experimental em diversas espécies de aves, incluindo galinhas domésticas (LUNDGREN et
al., 1966). No Brasil, foram realizados estudos de infeccdo experimental com R. parkeri em
gambas (Didelphis aurita) (HORTA et al., 2010); no entanto, ndo ha informacéo sobre esta
infeccdo em galinhas domésticas.

Diante disso, procedeu-se a infeccdo experimental em galinhas domésticas com R.
parkeri, a fim de verificar a infeccdo nessa espécie e avaliar a sua participacdo no ciclo das

rickettsioses.

MATERIAIS E METODOS
In6culo bacteriano

A cepa AT24 de R. parkeri, originalmente isolada a partir de um carrapato A. triste no
municipio de Paulicéia, Sdo Paulo (SILVEIRA et al., 2007); foi utilizada para preparar o
indculo do agente usado neste estudo. Com o propdsito de isolamento do agente, 0s autores
realizaram a inoculacdo de tecidos de carrapatos infectados com R. parkeri em monocamadas

de células Vero, mantidas em garrafas de cultivo celular e incubadas em estufa
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microbioldgica a 28°C, sendo realizadas trés passagens em monocamadas celulares. O nivel
de infeccdo celular foi monitorado por identificacdo do agente, através da coloracdo de
Gimenez nas células desprendidas de cada monocamada inoculada.

A partir da dltima passagem em monocamadas de células Vero infectadas, o tapete
celular foi desprendido através de um scraper e, juntamente com o meio de cultivo
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium® - DMEM, Life Technologies Corporation, Carlsbad,
Ca), foi transferido para tubos Falcon® estéreis com capacidade para 50 ml, na concentragéo
final de 2,5 x 10° células Vero infectadas/ml.

Infeccdo experimental em galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus)

Foram utilizadas 64 galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus) com 45 dias de
idade provenientes de um criatorio comercial da cidade de Carazinho, Rio Grande do Sul. As
aves foram identificadas individualmente e mantidas no biotério do Laboratorio Central de
Diagnostico e Patologias Aviarias (LCDPA), localizado no Hospital Veterinario Universitario
(HVU) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As aves foram recebidas aos 21
dias de idade, onde foram alimentadas com racdo isenta de antibiéticos, fornecido dgua ad
libitum e mantidas em ambiente em condi¢fes controladas de ventilacdo e temperatura até o
inicio do experimento.

Os soros de todas as aves foram coletados e submetidos a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) previamente a realizacdo do experimento para verificacdo
de anticorpos reagentes a bactéria do género Rickettsia spp., sendo caracterizadas como livres
de infeccédo pelo patégeno.

As 64 galinhas foram divididas em oito grupos com um total de oito aves em cada
grupo. Para a inoculacdo experimental de cada ave utilizou-se seringas e agulhas descartaveis.
O in6culo, mantido na temperatura de 28°C, foi agitado constantemente em volrtex para

garantir a homogeneidade da suspensao, imediatamente antes da inoculagéo.
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O grupo 1 (G1) e o grupo 2 (G2) foram constituidos por galinhas que receberam 2,5 x
10° e 5,0 x 10° células Vero infectadas por R. parkeri (1 ml e 2 ml) pela via intramuscular
(IM) respectivamente. As galinhas do G3 e G4 foram submetidas a inoculacdo com 1 ml e 2
ml do inéculo por via subcutéanea (SC) respectivamente. O G5 e o G6 receberam por via
intraperitoneal (IP) 1 ml e 2 ml de in6culo respectivamente. Os grupos controles, G7 e G8
receberam 1 ml e 2 ml, apenas do meio de cultivo (DMEM®) livre de R. parkeri, por via IM,
respectivamente.

As aves foram monitoradas clinicamente durante o experimento, sendo avaliados
principalmente os seguintes parametros: temperatura, grau de desidratacdo, frequéncia
respiratOria, apetite e prostracéo.

Soro sanguineo

Amostras de sangue das aves dos oito grupos experimentais foram obtidas
assepticamente por puncdo da veia ulnar nos dias 3, 7, 14 e 21 pos infeccdo (PI).
Posteriormente, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Doencas Parasitarias
(LADOPAR) da UFSM e centrifugadas para obtencdo do soro sanguineo. As amostras de
soro foram estocadas a -20°C ateé a realizacdo dos testes soroldgicos.

Amostras de tecidos

A fim de verificar a multiplicacdo da R. parkeri nos tecidos, duas aves de cada grupo
experimental foram eutanasiadas nos dias 3, 7, 14 e 21 PI, por meio de deslocamento cervical,
seguindo as normas preconizadas pelos comités de bioética e bem-estar animal. Em seguida
as aves foram necropsiadas para coleta de amostras de tecidos, sendo eleitos os pulmd@es e o
baco para a pesquisa de DNA rickettsial, por serem 6rgdos altamente vascularizados. Um total
de 128 amostras foi obtido, sendo 64 provenientes de pulmdes e 64 de bacos. As amostras dos
tecidos foram submetidas a extracdo de DNA e a técnica de reacdo em cadeia da polimerase

(PCR).
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Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Os soros sanguineos obtidos das galinhas inoculadas foram submetidos & RIFI no
LADOPAR, a partir de laminas sensibilizadas com antigenos brutos de R. parkeri (cepa At24)
conforme a descricdo de HORTA et al. (2004). Os soros foram diluidos a partir de 1:64 em
PBS. Em seguida 15uL dos soros diluidos foram depositados sobre cada pogo das laminas de
RIFI e incubados em cdmara Umida a 37°C por 30 minutos. As laminas foram lavadas com
solucédo de lavagem (washing buffer - WB) e mantidas em cuba com a mesma solucéo durante
10 minutos, por duas vezes. Apds a secagem, foram incubadas a 37°C por 30 minutos com
imunoglobulina Y anti-galinha conjugada com isotiocianato de fluoresceina (Sigma
Diagnostics, St. Luis, Mo) na dilui¢io de 1:400. Posteriormente, as laminas foram novamente
lavadas em WB, adicionado o corante azul de Evans a 0,2% e mantidas em camara escura por
10 minutos, por duas vezes . Controles positivo e negativo foram utilizados em cada lamina.
Apos as laminas estarem secas, foram cobertas com glicerina tamponada e inserida a laminula
para realizar a leitura em microscopio com luz ultravioleta (Olympus BX60, Japan) com
objetiva de 40X.

As amostras de soros reagentes foram submetidas a titulacdo a fim de estabelecer os
niveis de anticorpos produzidos em cada periodo PlI.

Extracdo de DNA

Amostras de tecido esplénico e pulmonar das 64 aves inoculadas foram submetidas a
extracdo de DNA utilizando Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega, Fitchburg,
Wi, USA) conforme as recomendac6es do fabricante. As amostras de DNA foram estocadas a
-20°C até a realizacdo da técnica de PCR.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
As amostras de DNA extraidas foram submetidas a PCR, utilizando-se um par de

oligonucleotideos iniciadores denominados CS-78 senso (5°-
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GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3’) e CS-323 anti-senso (5°-
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT’-3%), que amplificam um fragmento de 401
pares de bases (pb) do gene citrato sintase (gltA) localizado na matriz mitocondrial, que
expressa uma enzima que participa da primeira etapa do ciclo do &cido citrico e esta presente
em todas as espécies do género Rickettsia spp. Caso apresentasse resultado positivo, a
amostra de DNA seria submetida & outra técnica de PCR para caracterizar bactérias
pertencentes ao GFM, utilizando-se os oligonucleotideos Rr190.70 senso (5°-
ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3%) e Rr190.602 anti-Senso (5°-
AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-3’), que amplificam um fragmento de 530 pb do gene de
uma proteina externa de membrana de 190 kDa (ompA) (LABRUNA et al., 2004; REGNERY
etal., 1991).

As reacdes foram efetuadas no termociclador (T100™ Thermal Cycler, Bio-Rad), nas
seguintes condicdes: 1 ciclo inicial a 95°C por 3 min; 40 ciclos de 15 s a 95°C, 30 s a 48°C,
30 s a 72°C; e 1 ciclo final a 72°C por 7 min. Para cada reacdo, controle negativo (agua) e
controle positivo (células Vero infectadas por R. parkeri) foram incluidos. Apds, 10 ul dos
produtos amplificados na PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%
previamente corado por SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Ca, USA), sob 120 volts por 30 minutos e, posteriormente visualizados em
transluminador na presenca de luz ultravioleta.

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com comparacao entre
grupos pelo teste Tukey com significancia de 95%, onde os valores da titulacdo foram
submetidos a formula “Logio (X + 10)” no intuito de normalizar os resultados, sendo “X” a
titulacdo de anticorpos anti-R. parkeri. Para isso fez-se uso do programa estatistico

GraphPadPrism 5°.
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RESULTADOS
Avaliacdo da resposta soroldgica anti-R parkeri na infeccdo experimental de galinhas
domesticas

Ap6s a inoculacdo experimental das galinhas domésticas com R. parkeri (2,5 x 10° e
50 x 10° células infectadas, 1 ml e 2 ml respectivamente) nas diferentes vias de
administracdo, observou-se uma variacdo nos titulos de anticorpos tanto entre 0s grupos
experimentais bem como entre os individuos dos mesmos grupos.

As médias dos titulos obtidos entre os grupos experimentais bem como a dindmica de
anticorpos estdo demonstradas nas figuras 1 e 2, respectivamente.

O G1 (2,5 x 10° células infectadas por R. parkeri via IM) ndo apresentou
sororreatividade nos primeiros 3 dias PI. A soroconversdo ocorreu a partir do dia 7 PI, com
variagdo nos titulos de anticorpos de até 512 em uma das aves. Aos 14 dias PI, os titulos
obtiveram queda (titulo maximo observado de 64), seguido de um aumento aos 21 dias PI
(256). No G2 (5,0 x 10° células infectadas por R. parkeri via IM), foi detectado anticorpos no
dia 3 PI com titulo de até 512, sendo verificado titulos de até 1024 aos 7 e 14 dias Pl, com
diminuicdo nos niveis de anticorpos aos 21 dias P1 (256).

O G3 (2,5 x 10° células infectadas por R. parkeri via SC) apresentou producéo de
anticorpos a partir dos 3 dias Pl com titulos baixos (64) em duas aves. Aos 7 dias PI
observou-se titulos variaveis de 256 a 8192, sendo este ultimo o maior titulo encontrado entre
as aves. Nos 14 dias PI, verificou-se um decréscimo nos niveis de anticorpos, variando de 256
a 4096. Aos 21 dias PI, os titulos declinaram para 512. No G4 (5,0 x 10° células infectadas
por R. parkeri via SC) verificou-se soroconversdo aos 3 dias PI (titulos de 64). No periodo
subsequente, 7 dias Pl, observou-se maiores niveis de anticorpos, obtendo-se titulos de 512 a
8192. Aos 14 dias PI os titulos de anticorpos permaneceram elevados atingindo 8192, com

diminuicdo aos 21 dias PI (titulo de 1024).
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O G5 (2,5 x 10° células infectadas por R. parkeri via IP) obteve uma pequena
variacdo, no dia 3 PI, com titulos de 64 a 128. Aos 7 dias PI, houve elevagdo nos niveis de
anticorpos até o titulo de 1024. No periodo de 14 dias PI, os niveis diminuiram variando entre
128 e 256 com uma posterior soronegatividade aos 21 dias PI. O G6 (5,0 x 10° células
infectadas por R. parkeri via IP) apresentou reatividade sorolégica em todos os periodos. No
dia 3 PI, titulos de 64 a 128 foram detectados. Aos 7 e 14 dias Pl verificou-se titulos de até
2048. Os titulos apresentaram diminuicdo aos 21 dias Pl (128 a 256). As aves dos grupos G7
e G8 (1L ml e 2 ml de meio de cultivo isento de R. parkeri via IM, respectivamente) nao
apresentaram titulos de anticorpos detectaveis.

Né&o foram observadas alteragdes clinicas nas aves ao longo do experimento.
Avaliacio da multiplicagdo da R. parkeri em tecidos de galinhas domésticas

Dos tecidos testados pela PCR ndo houve amplificacdo do fragmento de 401 pb para o
gene gltA em nenhuma das amostras analisadas. N&o foi realizada a PCR dos tecidos para a
presenca do gene ompA, uma vez que este gene esta presente apenas em rickettsias do Grupo

da Febre Maculosa (GFM) (REGNERY et al., 1991).

DISCUSSAO
Avaliacdo da resposta sorologica anti-R parkeri na infeccdo experimental de galinhas
domeésticas

Neste experimento foi possivel verificar sororreatividade de todas as aves em todos 0s
grupos inoculados experimentalmente com R. parkeri. Ao analisar as diferencas entre o0s
grupos experimentais observa-se que as médias de anticorpos durante todo o periodo do
experimento foram mais elevadas entre os grupos infectados com uma maior quantidade de
indculo, na comparacdo com 0s grupos que receberam menor quantidade, considerando a via

de administracdo em comum (G1 e G2: IM; G3 e G4: SC; G5 e G6: IP) (Tabela 1 e Figura 2).
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LI & WALKER (1992) através de estudos in vitro demonstraram a teoria dose dependente da
relacdo rickettsia-célula hospedeira pela técnica de citometria de fluxo. Cultivos celulares
apresentaram uma taxa de infecgdo rickettsial superior quando as células foram expostas a
uma maior quantidade de antigeno em comparacao as demais avaliadas. Apesar das diferencas
observadas quanto a resposta imune, favorecendo a relacéo dose-resposta entre 0s grupos com
vias de administracdo em comum, observou-se significancia estatistica somente entre G5 e G6
no dia 21 PI (1 ml e 2 ml de indculo respectivamente) (Figura 1d). Sendo assim, neste estudo
in vivo constatou-se a comprovacdo da teoria dose-dependente, uma vez que houve um
estimulo ao sistema imune mais intenso, quando desafiado a uma maior quantidade de
antigeno inoculada.

Os grupos inoculados por via SC (G3 e G4) apresentaram meédia de anticorpos
superiores aos demais (Tabela 1 e Figura 2). Esses resultados apontam para a via SC como
sendo a de maior estimulo ao sistema imunoldgico das aves do presente experimento. O G3
apresentou valores significativos em relacdo ao G1 (via IM) e também ao G5 e G6 (ambos via
IP) aos 21 dias PI (Figura 1d). O G4 foi o que apresentou maior superioridade nos niveis de
anticorpos anti-R. parkeri em relacdo aos demais grupos, com diferenca estatistica
significativa em relacdo ao G1 (via IM), G5 e G6 (ambos via IP) aos 7 dias Pl (Figura 1b). No
periodo de 14 PI houve diferenca estatistica do G4 quando comparado ao G1 (via IM) e G5
(via IP) (Figura 1c). Aos 21 dias PI a diferenca estatistica foi evidenciada com relacdo ao G1
e G2 (ambos via IM) e G5 e G6 (ambos via IP) (Figura 1d). VALBUENA et al. (2002)
associaram o local inicial da infeccdo como importante fator para determinar o destino e a
severidade da infeccdo rickettsial. Em seu ciclo natural, as rickettsias do GFM sao inoculadas
através da saliva de artrépodes na hipoderme e tecido subcutaneo do hospedeiro vertebrado.
Além disso, as rickettsias consideradas de baixa patogenicidade, incluindo R. parkeri, tém

como sitio de multiplicacdo preferencial o préprio local de inoculacdo do vetor e podendo
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gerar lesGes de escaras cutaneas. Este fato poderia justificar nossos resultados, onde as aves
inoculadas pela via subcutanea demonstraram maiores titulos de anticorpos anti-R. parkeri,
quando a inoculacao foi realizada mimetizando um sitio natural de infeccéo.

A via de infecgdo rickettsial pode exercer um papel importante na resposta
imunoldgica precoce ou tardia. VALBUENA et al. (2002) afirmaram que se a infeccéo seguir
o caminho do endotélio linfatico, levaria a uma infeccdo de células dendriticas, seguida de
uma apresentacdo de antigeno mais eficiente e uma contencédo da infeccdo através da resposta
imune adaptativa mais precoce, fato que o periodo de 7 dias Pl como um dos que
apresentaram maior magnitude da resposta imunolégica em algumas aves.

A queda da imunidade humoral na maioria dos grupos apos os sete e/ou 14 dias Pl
(Figura 2) pode indicar a auséncia ou inibicdo da replicacdo de R. parkeri nas galinhas
experimentalmente infectadas. Para a manutencdo dos niveis de anticorpos elevados aos 21
dias Pl e também posterior a este periodo, ha a necessidade do aumento de antigeno
circulante. Este fato foi verificado por PIRANDA et al, 2008 em caes infectados
experimentalmente com Rickettsia rickettsii, com o qual permaneceram com titulos elevados
até os 180 dias PI.

O sistema de apresentacdo de antigeno em aves ndo esta totalmente elucidado como
em mamiferos (ZHIGUANG & KAISER, 2011), porém sabe-se que essas espécies contam
com a participacdo de células dendriticas na participacdo da montagem da resposta imune,
apesar de dificuldades no isolamento desses tipos celulares (CACHO et al., 2009). Em
galinhas, células dendriticas ja foram isoladas de tonsilas cecais, tecidos linfoides secundéarios
e regides linfoides difusas (HOSHI & MORI, 1973; OLAH & GLICK, 1979; BEFUS et al.,
1980). Nesse estudo, a participacdo provavel de células dendriticas foi compativel com os
resultados (principalmente aos 7 dias PI), bem como a possibilidade da participacdo de outras

células com atividade fagocitica (ZHIGUANG & KAISER, 2011). No G1 a resposta
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imunolégica foi mais tardia, provavelmente pelo menor periodo de exposi¢cdo as células
dendriticas.
Avaliagdo da multiplicacdo da R. parkeri em tecidos de galinhas domesticas

Neste estudo, ndo foi possivel detectar a presenca de R. parkeri nos tecidos avaliados.
Este dado pode ser justificado pelo fato da bactéria inoculada, provavelmente, ndo ser capaz
de multiplicar nos pulmdes e bacos de galinhas. Além disso, a quantidade de rickettsias
presentes nesses 6rgdos poderia estar em niveis ndo detectaveis pela PCR como constatado
em estudos relacionados por ORMSBEE et al. (1978) e KATO et al. (2013).

O modelo animal experimental deste estudo apresenta temperatura corporal ao redor
de 42 °C o que pode ter resultado na limitacdo da multiplicacdo de R. parkeri e consequente
disseminagdo bacteriana tecidual. LI & WALKER (1992), comprovaram que Rickettsia
conorii teria alterada a sua habilidade de infectar células hospedeiras mediante aumento de
temperatura em cultivo celular. Esse achado podera ser um indicio de que a infecgdo em aves
por R. parkeri seja afetada negativamente pelo aumento de temperatura corporal, havendo a

necessidade de comprovacao experimental em outros estudos.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse experimento, pode-se observar que as galinhas
desafiadas pela infeccéo por R. parkeri soroconverteram, em altos titulos de anticorpos anti-R.
parkeri, aos sete e 14 dias Pl. A resposta imunologica de maior magnitude foi dose-
dependente, bem como quando o inoculo foi administrado via SC, mimetizando a via de
transmissdo natural da bactéria por artropodes. Nao foi possivel detectar a rickettsemia e a
multiplicacdo das bactérias em baco e pulmdes das aves. Novos estudos deverdo ser
conduzidos a fim de verificar o papel das galinhas domésticas como reservatorio da R.

parkeri.
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TABELA 1. Niveis médios e desvio padrdo de anticorpos anti-R. parkeri de cada grupo

experimental em diferentes periodos Pos Infec¢do (PI), pela Reacdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI).

Grupo 3 dias PI 7 dias PI 14 dias PI 21 dias Pl
Gl 00 *=00,00 160 £193,06 48 =32,00 192 +=90,51
G2 88 £177,55 309,33 391,22 448 £424,53 256 +0,00
G3 16 =29,62  1834,67 =3207,33 1408 £1828,21 512 *=0,00
G4 24 = 33,12 3072 +=3020,37 3328 £3278,40 1024 +=0,00
G5 56 £41,02 362,67 513,07 160 =122,55 00 £00,00
G6 40 £47,62 448 +=807,52 704 920,06 192 90,51
G7 00 +=00,00 00 +=00,00 00 £=00,00 00 £00,00
G8 00 +=00,00 00 +=00,00 00 +=00,00 00 £00,00
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Figura 1. Andalise comparativa dos niveis de Anticorpos anti-R. parkeri obtidas na infeccéo
experimental de R. parkeri de galinhas de criagdo extensiva, nos dias 3, 7, 14 e 21 PI. Letras
distintas entre grupos representa diferenga estatistica (P<0,05). (a) 3 dias PI, (b) 7 dias PI, (¢)
14 dias Pl e (d) 21 dias PI. Dados normalizados através da formula Log (X + 10), onde X é o

valor da titulacdo obtida para cada individuo.
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Figura 2. Dindmica de anticorpos anti-R. parkeri em galinhas domeésticas de acordo com as
médias de titulos detectados entre as aves dos oito grupos experimentais. G1: 2,5 x 10° células
infectadas por R. parkeri (1 ml de inéculo) via intramuscular (IM). G2: 5,0 x 10° células
infectadas por R. parkeri (2 ml de in6culo) via IM. G3: 1 ml de inéculo via subcutanea (SC).
G4: 2ml de inéculo via SC. G5: 1ml de indculo via intraperitoneal (IP). G6: 2 ml de inoculo

via IP. G7 e G8: 1ml e 2 ml de meio via IM respectivamente (grupos controle negativos).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos referentes a participacdo das aves no ciclo das rickettsioses em quase todos
0s continentes estdo, hoje, voltados principalmente para a deteccdo de carrapatos infectados
com rickettsias do GFM e o consequente risco da sua dispersdo propiciado pelo seu
parasitismo, levando a disseminacdo de rickettsias de areas consideradas endémicas para areas
indenes (CLIFFORD et al., 1969; REEVES et al., 2006; SANTOS SILVA et al., 2006;
GRAHAM, et al., 2010; HILDEBRANDT et al., 2010; OGRZEWALSKA et al., 2010; 2011,
2012). Dessa forma, as pesquisas com o intuito de elucidar o potencial das aves como
reservatorio e/ou hospedeiro amplificador de rickettsias e ndo somente como carreador de
vetores potencialmente infectados apresentam poucos registros em literatura (LUDGREN et
al., 1966).

O presente trabalho demonstrou em duas etapas a correlacdo da infeccdo natural e
experimental em galinhas domésticas. Observou-se que na natureza, o desafio de galinhas de
criacdo extensiva por bactérias do género Rickettsia, pesquisadas em regido endémica do
estado do Rio Grande do Sul, seja pelo parasitismo por carrapatos ou por outra forma de
infeccdo (KIKUCHI & FUKATSU, 2005; WEINERT et al., 2009), pode estar associado a
uma carga bacteriana mais baixa, como observado neste estudo, com uma consequente
resposta sorolégica menos pronunciada em comparacdo a infeccdo experimental, na qual
verificou-se altos titulos de anticorpos em algumas aves.

Apesar de uma ocorréncia baixa de infeccdo por rickettsias, a verificacdo de quatro
galinhas de criacdo extensiva soropositivas para Rickettsia rickettsii, R. parkeri e/ou R. bellii

de um total de 300 aves pesquisadas na natureza (1,33%), sugere que essas aves nao apenas
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tém a capacidade de albergar carrapatos infectados, ja que estdo entre os hospedeiros
preferenciais de formas imaturas de Amblyomma spp. (ARZUA et al., 2003;
OGRZEWALSKA et al., 2010; 2011; 2012; LUZ et al., 2012), mas também de serem
infectadas, o que pode comprovar a competéncia vetorial desses carrapatos em transmitir o
agente a essas aves; fato este que deve ainda ser melhor pesquisado.

Ao relacionar a infeccdo natural de galinhas de criacdo extensiva pesquisadas na
regidao endémica de Cerro Largo-RS e a infeccdo experimental com Rickettsia parkeri,
observou-se claramente o fator dose dependente. Aves expostas ao parasitismo na natureza
recebem uma dose inoculante de seus vetores menor que em infec¢des induzidas, explicando
a ocorréncia de titulos baixos de até 256 na primeira pesquisa e titulos mais elevados de até
8192 na pesquisa posterior.

Um fator contribuinte a baixa ocorréncia de galinhas soropositivas e com titulos
baixos na populacdo pesquisada no primeiro estudo pode ser a temperatura elevada das aves,
que gira em torno de 42°C. Nesse caso, em decorréncia dessa temperatura mais elevada, a
infeccdo celular e multiplicacdo de bactérias do género Rickettsia se tornaria prejudicada,
diminuindo a exposi¢do do sistema imune desses animais a esses microorganismos (LI &
WALKER, 1992). Esse fato também pdde ser verificado na infeccdo experimental, onde
observou-se uma queda da imunidade humoral ja aos 21 dias PI, pela diminuicdo da
multiplicacdo bacteriana nas aves, com uma menor quantidade de antigeno circulante, ndo
proporcionando a manutencéo de titulos elevados.

O presente trabalho proporcionou avaliar a dindmica de anticorpos em resposta a
infeccdo experimental por R. parkeri. Os periodos que acarretaram uma maior resposta do
sistema imune das aves foram aos sete e 14 dias PI, onde os grupos gque receberam maior
quantidade de in6culo foram os que manifestaram maior resposta humoral concordando com

estudos in vitro realizados por LI & WALKER (1992). A via SC apresentou maior magnitude
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na resposta imune, por ser o sitio de multiplicacdo preferencial de R. parkeri e a mais préxima
da infeccdo natural (VALBUENA et al., 2002).
Existe a necessidade da realizagdo de outros estudos com a finalidade de elucidar a

participacdo das galinhas domésticas na epidemiologia das rickettsioses.
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5. CONCLUSOES

Com a realizagéo deste trabalho podemos concluir que:

1. Os resultados sugerem que as galinhas de criagdo extensiva ndo participaram como
reservatdrio e/ou hospedeiro amplificador na epidemiologia da febre maculosa na area

endémica pesquisada.

2. As galinhas desafiadas experimentalmente por R. parkeri soroconverteram, apresentando

titulos elevados principalmente aos sete e 14 dias PI.

3. A via SC ¢ a que suscita uma resposta imunolégica de maior magnitude, mimetizando a

via de transmisséo natural da bactéria por artropodes.

4. A resposta dose-dependente também ocorreu na infeccdo experimental destas aves,

verificada pela sorologia.

5. Nao foi possivel detectar a replicacdo das bactérias nos tecidos pesquisados por PCR, bem

como a rickettsemia.

6. Outros estudos devem ser conduzidos para elucidar a contribuicdo das aves na

epidemiologia da febre maculosa.
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