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Rastreio serologico de Febre Q em ovinos
no concelho de Montemor-o-Novo

RESUMO

Foi realizado um rastreio para determinar a seroprevaléncia do agente da Febre Q, Coxiella
burnetii, nos rebanhos de ovinos do concelho de Montemor-o-Novo, de forma a: i) calcular
prevaléncia de exploragGes positivas; ii) a prevaléncia animal por exploracio.

Foi seleccionada uma amostra aleatéria de 35 exploragdes, num total de 726 animais, aos
quais foram recolhidas amostras de sangue para serem analisadas através de um teste de
ELISA comercial para detec¢fio de anticorpos anti C. burnetii em fase I e fase II. Foram
identificadas 20 explora¢des (57,1%) com pelo menos um animal positivo. A prevaléncia
intra-exploragéo variou entre 3% ¢ 50%.

Os estudos epidemioldgicos e a investigagdo sobre surtos ocorridos nos Gltimos anos em
varios paises da Europa mostram que a Febre Q deve ser considerada um problema de saude
pablica crescente, sendo os ruminantes identificados como a principal fonte de infecgfio
para o Homem.

O conhecimento desta zoonose através de estudos seroepidemioldgicos é um passo inicial
importante para o seu controlo em Portugal, uma vez que a existéncia de casos humanos
indica a presenca do agente no nosso Pais, mas sfo escassos os dados relativos & sua

ocorréncia em espécies animais.

Palavras-chave: Coxiella burnetii, Febre Q, zoonose, ovinos, rastreio serologico,
Montemor-o-Novo



Serological survey of Q fever in sheep

in the Montemor-o-Novo district

ABSTRACT

A survey on seroprevalence of Q fever agent, Coxiella burnetii, in sheep flocks in the
Montemor-o-Novo district was performed in order to: 1) estimate the prevalence of positive
flocks; ii)the animal prevalence within the flock .

Thirty-five flocks were randomly selected, comprising a total of 726 sheep. Blood samples
were collected to be tested by an ELISA commercial kit for the detection of phase I and
phase Il anti-C. burnetii antibodies. Twenty flocks (57.1%) were identified with at least one
positive animal. The prevalence within the flocks ranged between 3% and 50%.

The epidemiological surveys and the investigation of outbreaks that occurred in the last
years in several European countries show that Q fever must be considered an increasing
public health concern, being the ruminants identified as the main source of infection for
Man.

The study of this zoonosis through seroepidemiological survey is an important step for its
control in Portugal because, although human cases indicate that the agent is present in the

country, data on animal disease are scarce.

Key-words: Coxiella burnetii, Q fever, zoonosis, sheep, serological survey, Montemor-o-
Novo
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CAPITULO 11 INTRODUCAO

I.I CARACTERIZACAO DO AGENTE ETIOLOGICO

I.1.1.  IDENTIFICACAO DO AGENTE ETIOLOGICO

A Febre Q ¢ uma zoonose ubiquitdria provocada por Coxiella burnetii (Figura 1), um
cocobacilo Gram negativo, pleomérfico de pequenas dimensdes (0,2 a 0,4 pm de didmetro e
0,4 a 1 um de comprimento), intracelular obrigatério e que se replica dentro do
fagolisossoma das células eucarioticas fagociticas (Hackstadt ¢ Williams, 1981; Fournier ef

al., 1998; Maurin ¢ Raoult, 1999; Zamboni ef al., 2002).

Figura 1: C. burneiii

Fonte: bitp://pathport.vbi vt edw/pathinfo/pathogens/Coxielia_burnetii.html

C. burnetii foi originalmente classificada como Rickettsia burneti, devido as suas relagdes
com as c€lulas do hospedeiro, as caracteristicas patogénicas ¢ ecologicas: tal como as
Rickettsiae, é um organismo intracelular obrigatério e tem como reservatdrio as carragas
(Parker et al., 2006; Cutler er al., 2007). Actualmente, a classificagfo baseia-se nas
caracteristicas microbianas especificas, como a composigfio dos lipopolissacaridios da
parede (LPS), e vias metabdlicas, bem como nas caracteristicas genéticas, nomeadamente na
composi¢io da sequéncia 16S do RNA (Weisburg ef al., 1989; Stein er al., 1993; Fournier
ef al., 1998; Maurin e Raoult, 1999, Seshadri er al., 2003), o que permitiu identificar uma

homologia marcada com Legionella pneumophila (Vogel, 2004).

O genoma completo da estirpe Nine Mile de C. burnetii foi sequenciado em 2003 (Seshadri
et al, 2003). A analise da sequéncia genética permitiu classificar o género Coxiella na
ordem Legionellales, familia Coxiellaceae (Seshadri er af., 2003), no grupo gama das

Proteobacteria (Weisburg ef al., 1989; Stein et al., 1993).

A andlise genética de diferentes estirpes de C. burnetii, com origens geograficas distintas,
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revelou a homogeneidade filogenética do género Coxiella, tendo C. burnetii como Unica
espécie (Stein ef al., 1993; Parker ef al., 2006; Cutler er al., 2007). No entanto, tém sido
detectados novos organismos semelhantes a Coxiella, tal como Rickettsiella grylli, um
microorganismo intracelular patogénico encontrade em gafanhotos (Seshadri e Samuel,
2005), um outro, ainda ndo classificado, encontrado em carragas recolhidas de pelicanos
(Reeves ef al, 2005) e outro no camardo (Cooper er al., 2007). Com base nestas
descobertas, é possivel que as relagdes filogenéticas deste grupo sejam re-equacionadas nos

proximos anos (Cutler et al., 2007).

L.1.2.  VARIACOES ANTIGENICAS

C. burnetii exibe uma variacdo antigénica que tem sido associada & viruléncia da bactéria.
Quando sujeita a cultura em ovos, a fase [ passa a fase II, considerada menos virulenta

(Maurin e Raoult, 1999).

As bactérias na fase I, in vivo, sdo sensiveis & ac¢do do complemento e sdo rapidamente
eliminadas pelos macrdfagos, enquanto que a bactérias em fase I sobrevivem a sua acgéo
bactericida (Kishimoto ¢ Walker, 1976).

O papel desta variag8o de fase no hospedeiro ainda estd por determinar, sendo a transi¢do
entre as duas fases uma possivel estratégia para a Coxiella ultrapassar a resposta imunitaria

do hospedeiro (AFFSA, 2004).

I.1.3. CICLO DE VIDA INTRACELULAR

A multiplicagdo de C. burnetii tem lugar em condi¢des intracelulares (Hackstadt e
Williams, 1981, Zamboni et al., 2002).

C. burnetii tem a capacidade de infectar diferentes tipos de células, incluindo mondcitos e

macrofagos in vivo e in vitro (Baca e Paretsky, 1983; Voth e Heinzen, 2007) —Tabela 1.
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Tabela 1: Tipos de células que podem ser infectadas por C. burnetii

Tipo de Célula Espécie Autor

Vero — epitélio renal Macaco Heinzen ef al., 1996
BHK-21 — fibroblasto renal Hamster Miller ef af., 2004
1.929 — fibroblasto Murino Baca e Paretsky, 1983
HEL - fibroblasto pulmonar Humano {embridnico) Raoult ef al., 1990
HeLa - epitélio cervical Humano Reron ef al., 2002
CHO — fibroblasto ovarico Hamster Chinés Romano et al., 2007
Macréfagos alveolares do pulméo Rato Khavkin e Tabibzadeh, 1988
Células de Kupfer no figado Rato Stein et al., 2005
Pneumocitos, fibroblastos e células Rato Khavkin e Tabibzadeh, 1988
endoteliais

JT74A.1 — tipo macrofago Murino Brennan et af., 2004
P3881 — tipo macrdfago Murino Tujulin e al., 1999
THP-1 — tipo mondcito Humano Ghigo et al., 2002
Monbcitos Humano Ghigo et al., 2004
Células dendriticas Humano Shannon ef al., 2005

Adaptado de Voth e Heinzen, 2007.

Esta capacidade para invadir e subsequentemente se multiplicar nestas células eucarioticas €
um importante factor de viruléncia que permite a propagagio de C. burnetii em diferentes

hospedeiros (Stein er al., 2000; Arricau-Bouvery et al., 2003).

Embora o ciclo de vida completo nfo esteja totalmente elucidado, sabe-se que C. burnetii
pode existir sob duas formas morfologicas diferentes (Nermut ef al., 1968; Canonico ef al.,
1972; Wiebe et al., 1972). McCaul e Williams (1981) propuseram a designago de “Small
Cell Variant” (SCV) e “Large Cell Variant” (L.CV) para diferenciar as duas formas de C.
burnetii observadas nas células persistentemente infectadas, facilmente distinguiveis por

microscopia electronica (Heinzen ef al., 1999; Samuel ef ¢l., 2003).

Enquanto que as LCV se multiplicam nos mondcitos ou macrdéfagos do hospedeiro, as SCV
tém sido associadas a uma estrutura semelhante a esporos, com a capacidade de persistir sob
condi¢des ambientais extremas tais como o calor, pressdo, agentes quimicos e séo
metabolicamente pouco activas. SHo resistentes no meio exterior, sobrevivendo no
ambiente, fora do hospedeiro (Heinzen ef al., 1999; Melnicakova et al., 2003; Cutler et al.,
2007).

Durante a sua multiplicagfo, as LCV parecem ser capazes de apresentar um fendmeno
proximo ao da esporulagdo, uma vez que por vezes é possivel observar-se a formagéo de um

septo que divide o citoplasma da célula em dois compartimentos de tamanho diferente, cada
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um encerrando um material nuclear completo. O compartimento celular mais pequeno daria
lugar a uma estrutura semelhante a um endosporo situado numa das extremidades do LCV
(McCaul e Williams, 1981; Norlander, 2000). Estes pseudo-esporos foram descritos no
interior dos LCV mas também em valvulas cardiacas infectadas por C. burnetii (McCaul et
al., 1994). As amibas (Acanthamoeba castellanii) podem igualmente representar um nicho
intracelular para a formagfo de pseudo-esporos, contribuindo para a sobrevivéncia de C.
burnetii no ambiente (La Scola e Raoult, 2001). No entanto, a esporula¢do no ¢ admitida

por todos os autores (AFSSA, 2004).

Os LCV e os SCV sdo ambos infecciosos (Wiebe ef ¢l., 1972), no entanto, a auséncia de
resisténcia dos LCV aos choques osmdticos sugere que apenas os SCV possam sobreviver

no meio extra-celular e ter um papel relevante na transmisséo.

A internaliza¢dio da bactéria ¢ diferente conforme esta se encontra na fase I ou na fase II
(Capo ef al., 1999, 2003; Honstettre ef al., 2004). A ligacio da bactéria em fase I ¢ mediada
apenas pela integrina avf3, enquanto que na fase II ¢ mediada por esta integrina e pelo
receptor CR3 do complemento, tornando a internalizagdo desta ultima mais eficiente, o que
justifica que se multiplique mais rapidamente que a fase I (Capo et al, 1999). Estas
diferengas de comportamento entre C. burnetii fase 1 e C. burnetii fase 1l permitem
justificar o facto de apenas as bactérias em fase I serem infecciosas. C. burnetii em fase II,
embora penetre mais facilmente na célula, é rapidamente destruida pelo sistema fago-

lisossomal (Mege ef al., 1997; AFSSA, 2004).

Pelo contrario, C. burnetii em fase I bloqueia o receptor CR3 e utiliza receptores
aparentados as integrinas, o complexo LRI (leukocyte responmse integrin, avB3) — IAP
(integrin-associated proteins) (Mege et al., 1997), induzindo a reorganizagéo dos filamentos
de actina e da formagfo de pseudo-esporos, de forma semelhante & Salmonella, para
penetrar nos macrofagos por indugfio da fagocitose (Honstettre ef al., 2004). Os pseudo-
esporos ndo contém CR3, mas apresentam avfB3. A bactéria é, por isso, fracamente
internalizada pela célula, mas é capaz de ai sobreviver e de se multiplicar (Mege et al.,

1997, Capo et al., 2003).

C. burnetii sobrevive ¢ divide-se no ambiente acidificado dos fagolisossomas das células do
hospedeiro (Vogel, 2004), apesar da presenca de factores toxicos tais como hidrolases

acidas e defensinas (Akporiaye et al., 1983).

Howe ¢ Mallavia (2000) demonstraram que, apos a entrada passiva nos fagossomas das
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células do hospedeiro, C. burnetii vidveis tém a capacidade de retardar a formagdo do
fagolisossoma. Segundo estes autores, o pH Optimo para as actividades metabolicas de C.
burnetii encontra-se entre 4,5 e 5,5, respectivamente o pH do fagolisossoma e o endossoma,
sendo optimo a 5,5, o que sugere que C. burnetii prefere um ambiente ligeiramente menos

acido mais préximo do pH do endossoma.

C. burnetii replica-se dentro de vactolos parasitoforos (Figura 2), os quais tém
caracteristicas lisossomais (Burton ef al., 1971; Heinzen ef al., 1996), adaptando-se e tendo
o metabolismo activo no ambiente lisossomal (pH ~ 4,5) (Hackstadt e Williams, 1981). E
neste ambiente normalmente bactericida que C. burnetii se replica, atingindo nimeros
elevados dentro do vacuolo parasitéforo em expansio (Figura 3). A lise das células
hospedeiras liberta os microorganismos que se disseminam para infectar diferentes tecidos

(Maurin e Raoult, 1999).

Figura 2: Vactolos parasitéforos com C. burnetii
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Fonte: http://www3.niaid.nih.gov/labs/aboutlabs/licp/coxiellaPathogenesisSection/

A e B) macréfago contendo um vactolo parasitéforo de C. burnetii, C) C. burnetii (em vermelho) estd envolta
numa membrana de um vacuolo parasitoforo (verde) em células Vero.

Figura 3: Vacuolo parasitéforo contendo formas em desenvolvimento de C. burnetii
(microfotografia por transmissdo de electrdes)
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Fonte: http://www3.niaid.nih.gov/labs/aboutlabs/licp/coxiella

PathogcncsisSecﬁon/
Os ultimos anos tém sido proficuos em publicagdes que tentam clarificar os mecanismos

intracelulares de C. burnetii, o que tem permitido compreender melhor as interac¢des com

as células dos hospedeiros e, principalmente, a sua capacidade de sobrevivéncia nos
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lisossomas, um ambiente hostil para a maioria dos microorganismos, onde ¢€
metabolicamente activa e se diferencia morfologicamente (Voth e Heinzen, 2007). Estas
descobertas recentes vém permitir criar modelos para explicar as interacgdes hospedeiro-
parasita, de forma a compreender melhor os factores de viruléncia expressos pela bactéria

para provocar doenca nos animais € no Homem.

A Figura 4 apresenta um modelo proposto por Voth e Heinzen (2007) para explicar a

biogénese do vactiolo parasitoforo que aloja C. burnetii dentro das células do hospedeiro.

Figura 4: Biogénese do vactolo parasitéforo de C. burnetii.
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A SCV em fase | (estavel no ambiente) liga-se, através de uma adesina desconhecida, & integrina avp3 da
superficie do macrdéfago. Ao mesmo tempo dé-se a fosforilagdo da tirosina das proteinas do hospedeiro que
permite localizar os filamentos de actina nas protusdes da membrana, mediando a internalizagdo de C.
burnetii. A maturagdo do fagossoma recém-formado, através da via endolisossomal, para adquirir os
marcadores lisossomais, é inicialmente paralisada durante aproximadamente 2 horas p6s infec¢do (hpi),
periodo durante o qual o vactolo adquire o marcador LC3 autofagico. Este fagossoma recém-criado € também
enriquecido para a GTPase pequena Rab5 com menor recrutamento de Rab7. A paralisag¢io do fagossoma ¢ a
interac¢do com as vesiculas autofagicas estio dependentes da sintese de proteinas por C. burnetii,
potencialmente manifestadas pela secre¢do de moléculas efectoras tipo IV. 1-2 dias pds infecgdo (dpi), o
vactiolo parasitoforo (VP) recém-formado, alarga drasticamente, tornando-se num vactiolo espagoso que
abriga um pequeno numero de organismos. O vactiolo tem um ambiente 4dcido (~pH 5), retém LC3 e Rab7 e
adquire os marcadores lisossomais LAMP 1,2 e 3, bem como varias hidrolases acidas. A membrana do VP
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recém-formado € rica em colesterol e contém as proteinas flotilina 1 e 2 da jangada lipidica. Ao mesmo tempo,
as SCV sofrem diferenciagdio para LCV que se divide por cissiparidade. A interac¢do continuada entre o VP
recém-formado e as vias metabolicas endociticas € evidenciada pela aquisigdo de marcadores da fase fluida
para o limen do VP. O VP final (~6 dpi) ¢ semelhante ao inicial pois mantém interac¢des com as vias
metabolicas autofagicas e endolisossomais. Porém, nesta fase, o vactolo estd fortemente carregado com a
bactéria que esté no periodo de transigdo de LCV para SCV, produzindo um continuo de formas morfologicas
de C. burnetii. E necessario que ocorra sintese proteica continua (efectores tipo IV) para manter a arquitectura
espagosa quer do VP recém-formado quer do final. (Este modelo ¢ baseado na organizagdo dos dados obtidos
em vdrios estudos que utilizam diferentes sistemas de células de hospedeiro.)

I.1.4. MODULACAO DA RESPOSTA IMUNITARIA

A Febre Q induz uma resposta imunitaria sistémica no hospedeiro infectado, com uma
marcada componente proliferativa e produgdo de INF-y, e que se manifesta pela formagéo
de granuloma (Koster ef al., 1985; 1zzo et al., 1988; Izzo e Marmion, 1993; Mege et al.,
1997). Contudo, esta resposta imunitaria ndo erradica C. burnetii, podendo ocorrer recidivas
(Maurin e Raoult, 1999; Harris ef al., 2000).

Em ratos, os granulomas, detectados nos lobos do figado, espagos portobiliares e no bago,
sdo principalmente compostos por macrdfagos, linfocitos e alguns leucécitos

polimorfonucleares (Figura 5) (Honstettre et al., 2006).

Figura 5: Granulomas, revelados por analise histoquimica de figado (A) e rim (B) de ratos,

apos infec¢do com C. burnetii
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Fonte: Honstettre ez al., 2006

A resposta imunitaria inata ndo € suficiente para proteger o hospedeiro contra a infec¢éo por
C. burnetii (Honstettre et al., 2004). O desenvolvimento de uma resposta imunitria
protectora contra os microorganismos intracelulares, incluindo C. burnetii, requer uma

resposta imunitéria adaptativa.

Os resultados de véarios modelos animais de infec¢do com C. burnetii e de pacientes com
Febre Q demonstraram que a imunidade adaptativa mediada por linfocitos T desempenha

um papel preponderante na protec¢do contra a infeccdo (Koster er al., 1985; Izzo e
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Marmion, 1993; Mege ef al., 1997; Andoh et al., 2003; Honstettre et al., 2003).

A forma aguda da Febre Q induz, aparentemente, uma resposta imunitdria eficiente que
pode eventualmente limitar a replicag@o da bactéria, mas é incapaz, em muitos casos, de a
eliminar completamente. Um estudo de Marmion ef al. (2005) detectou C. burnetii na
medula dssea de 88% dos pacientes 12 anos apds terem sofrido de Febre Q aguda. Em
animais foram também reportadas infecgdes persistentes assintomaticas (Harris er al.,
2000). Foram recolhidas C. burnetii viaveis a partir de tecidos animais até 500 dias apds a
infeccdo e, em cobaios, pode ser reactivada na gestagéo, por irradiagfo ou tratamento com
corticoides (Sidwell er al., 1964a, 1964b, 1966).

Na Febre Q cronica, a imunidade mediada por células é deficiente, estando associada a
auséneia de granulomas, a diminui¢io da linfoprolifera¢do induzida por antigénios, bem
como a disfun¢do na rede de citoquinas (Capo et al., 1996; Ghigo et al., 2001; Honstettre ef
al., 2003).

I.1.4.1. Mecanismos de eliminacio da bactéria

O controlo da infecgdo ¢ mediado por macrofagos e mondcitos que sdo activados pelo
interferdo gama (IFN-y), levando & libertacdo de radicais intermediarios de oxigénio e
nitrogénio (Brennan et al., 2004), conduzindo & morte intracelular do parasita (Waag, 2007).
Efectivamente, diversos estudos in vitro demonstraram que a activagio pelo IFN-y de
mondcitos de cobaios (THP-1) (Dellacasagrande ef al., 1999), de fibroblastos de murino
(1.929) (Turco ef al., 1984; Howe et al., 2002) e de macrofagos primérios de rato (Zamboni

¢ Rabinovitch, 2003) resulta na inibico da replicagio de C. burnetii.

Monécitos THP-1 estimulados com IFN-y conseguem, nfo s6 inibir a replicagdo de C.
burnetii, mas também promover a morte dos mondcitos que alojam a bactéria, através de
um mecanismo de apoptose mediado em parte pelo TNF-a {tumor necrosis factor alpha)

(Dellacasagrande ef al., 1999).

O envolvimento de citoquinas no controlo da infecgfio de mondcitos/macréfagos humanos
por C. burnelii tem sido examinado nos Ultimos anos para tentar explicar os efeitos anti-
microbicidas que permitem o desenvolvimento de infec¢des cronicas em humanos (Capo ef
al., 1999; Dellacasagrande ef al., 1999; Ghigo ef al., 2001; Waag, 2007). A desregulagio da
rede de citoquinas, resultando na diminuigdo das respostas bactericidas, pode permitir a

persisténcia nos casos cronicos (Cutler, 2007).
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1.1.4.2. Mecanismos de sobrevivéncia da bactéria

C. burnetii usa a evasio ¢ a supressdo da resposta imunitaria do hospedeiro para sobreviver,
logo, uma das estratégias de sobrevivéncia sera evitando a activagdo de células hospedeiras,

o que lhe permite persistir nas mesmas (Waag, 2007).

A capacidade de C. burnetii diminuir a resposta imunitaria foi documentada em modelos
murinos para Febre Q (Waag, 2007). A injec¢o intraperitoneal de ratos com C. burnetii em
fase I, associada a Febre Q aguda, suprimiu a resposta linfoproliferativa das células do bago

(Damrow ef al., 1985).

A regulagio do mondxido de azoto podera também desempenhar um papel na manutengfo
das infecgdes latentes, uma vez que in vitro, C. burnetii reside num estado quiescente de
ndo replicagdo quando sujeita a stress provocado por monodxido de azoto e que a replicacdo
¢ retomada quando este ¢é removido, podendo passar-se 0 mesmo in vivo (Howe ef al., 2002,
Waag, 2007).

As infecedes agudas estfo associadas com uma resposta inflamatdria protectora, indicada
pela presenca de granuloma (Pentilla er «l., 1998). A Febre Q cronica resulta de uma
resposta ineficaz a C. burnetii, sem a formacdo de granuloma e pela auséncia de produgdo
de linfoproliferacfo e produgéo de IFN-y, bem como em presenga de anticorpos {Izzo e

Marmion, 1993; Raoult e Marie, 1995).

Recentemente, dois trabalhos (Lithrmann e Roy, 2007; Voth ef al., 2007) sugeriram que C.
burnetii inibe a apoptose das células hospedeiras, providenciando, assim, um nicho onde

pode completar o seu ciclo infeccioso.

L.1.5. PATOGENIA

Com base em estudos com modelos animais, sabe-se que, apos a infecgdo inicial, no local
de entrada (geralmente os pulmdes), o microorganismo ¢ fagocitado pelos macréfagos
residentes e transportado a nivel sistémico, provocando alteragdes histologicas nos pulmdes,
figado e bago (La Scola ef al., 1997; Andoh et al., 2003; Russell-Lodrigue er al., 2006).
Apds a fagocitose, C. burnetii multiplica-se nos fagolisossomas (Hackstadt e Williams,
1981). Esta proliferagfio levara a ruptura da célula hospedeira e a infecgfio de outras células.
Nos modelos animais, o bago, o figado e outros tecidos do sistema reticuloendotelial
parecem ser os mais infectados (Khavkin, 1977). A via de infeccéo e a dose do indculo slo

factores que determinam a manifestacfio clinica da doenga (L.a Scola ef a/., 1997). Os sinais

-10-
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clinicos em cobaios infectados experimentalmente através de aerossol incluiram febre,
perda de peso, dificuldades respiratérias e mortes, em graus e duragéio varidveis conforme a
dose de indculo aplicada (Russell-Lodrigue et al., 2006). A inocula¢io de apenas 10 C.
burnetii em fase 1 em cobaios resulta numa infecgfio auto-limitante, com febre alta (Moos
and Hackstadt, 1987; La Scola et al., 1997; Russell-Lodrigue et al., 2006). Contudo, s&o
necessarias doses mais elevadas (>1x10° organismos) para que estirpes de ratinhos,
resistentes (ex.: C57BL/6) ou sensiveis (ex.: A/l) a C. burnetii, mostrem sinais clinicos de

infecgfo tais como esplenomegéalia (Brennan ef al., 2004; Zhang et al., 2004).

Apos a infecgfo com C. burnetii em caprinos que abortaram, foram encontradas lesdes na
glandula mamadria, no pulmdo e no figado. Os trofoblastos da membrana corioalantdica

foram as principais células-alvo na placenta (Sanchez ef ¢f., 2006).

<11~
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1.2 DOENCA ANIMAL

1.2.1.  SINAIS CLINICOS NOS RUMINANTES DOMESTICOS

A infecglio por C. burnetii ¢ geralmente assintomatica nos animais, embora nos mamiferos
provoque abortos em fim de gestagdo, partos prematuros ou o nascimento de animais fracos

ou nados mortos (Waldham et al., 1978; Palmer ef al., 1983).

Os ruminantes em gestagfo sfo altamente susceptiveis a infeccfio e os abortos ocorrem
preferencialmente na primeira gestagfo apds a infecgfio. As gestagles seguintes terminam

normalmente sem distarbios reprodutivos (AFSSA, 2004).

Estudos experimentais realizados na década de 1950 (Babudieri, 1959} indicaram que os
abortos por Febre Q em ruminantes eram mais comuns em cabras e ovelhas do que em
vacas. Raramente se observam elevadas taxas de aborto, excepto em algumas exploragdes

de caprinos (Palmer et al., 1983).

A andlise da seroprevaléncia de C. burnetii em 9349 soros de ovinos e caprinos, na
Sardenha, entre 1999 e 2002, indicou que, embora a distribuicdo de C. burnetii seja elevada
nestas espécies (47% de explora¢les de ovinos e 38% de caprinos com serologia positiva),
os resultados da analise de PCR (Polimerase Chain Reaction) de 517 amostras de abortos
ocorridas nos mesmos efectivos demonstram que 10% de fetos ovinos abortados ¢ 6% de
caprinos eram positivos 4 andlise de PCR para C. burnetii (Masala ef al.,, 2004). Em
Espanha, num estudo realizado em 148 exploragdes com abortos em ovinos, 9% eram

devidos a C. burnetii, conforme analise de PCR (Oporto ef al., 2006).

Em caprinos infectados experimentalmente, apds inoculagdo de C. burnetii, 100% dos
animais abortaram no ultimo ter¢o da gestacdo (Arricau-Bouvery ef al, 2003; Sanchez ef
al., 2006), acompanhados de multiplicagfo bacteriana massiva na placenta nas semanas que

precederam o aborto.

A infec¢fio nos bovinos pode ser responsavel por metrites (Tainturier, 1987), abortos,
bezerros com baixo peso & nascenga, infertilidade, bem como pelo desenvolvimento de
pneumonias (Ho ef al., 1995; Plommet ef al., 1973; Wittenbrink ef al., 1994). Embora C.
burnetii tenha sido associada a abortos (Cabassi ef al., 2006), ¢ considerada uma causa
esporadica nesta espécie, onde a presenga da bactéria esta ligada sobretudo & ocorréncia de

placentite (Bildfell ef al, 2000). A metrite pode ser, com frequéncia, a unica manifestagio

-12-
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da doenca, sendo a infecgio endémica em vacas leiteiras responsavel por redugio da
fertilidade (To ef al., 1998). Embora nos ruminantes a via respiratéria seja a principal via de
penetragdo de C. burnmetii, apenas raramente sfo descritas infecgdes pulmonares ou

cardiacas (AFSSA, 2004).

1.2.2. TRANSMISSAO DA INFECCAO ENTRE REBANHOS

A difusfio aérea de C. burnetii durante o aborto ou o parto é um dos principais factores de
infec¢fio dos animais e da transmissfio da infeccdo entre rebanhos, podendo esta infec¢o ser
continuada ao longo do tempo, devido ao facto de C. burnetii ser resistente ao calor ¢ a
dessecagdio (Welsh ef al, 1957). Uma placenta infectada abandonada num prado, no
estrume ou nos excrementos espalhados num campo, pode infectar os rebanhos a varios

quilometros de distdncia.

A transmissfo por carragas ¢ igualmente possivel. A infecgo por ingestdo de placenta
contaminada por C. burneiii foi estudada (AFSSA, 2004), mas esta nfo ¢ considerada como

uma via importante (Durand, 1993).

~13-
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1.3 DOENCA HUMANA

A infec¢do por C. burnetii no Homem ¢, na maioria das vezes, assintomatica, ou manifesta-
se de forma pouco evidente, semelhante a uma sindrome gripal, com recuperacgéo
espontinea. Porém, a Febre Q pode ter complicagdes sérias na forma aguda, como
pneumonia, hepatite, meningoencefalite ou miocardite, e nos casos em que assume a forma
cronica, através de endocardite, podendo vir a ser fatal na auséncia de tratamento. Os
individuos em maior risco sfo aqueles com processos valvulares precedentes, os
imunocomprometidos e as mulheres gravidas, em que ocorrem abortos, partos prematuros
recém-nascidos com pouco peso. O quadro clinico da Febre Q em humanos pode, assim,
assumir formas muito diferenciadas, o que dificulta o seu diagndstico, contribuindo para a
sub-notificagdo da doenga (Fournier ez a/., 1998; Maurin ¢ Raoult, 1999; Raoult ef al,,

2000).

1.3.1.  FEBRE Q AGUDA

Os sinais clinicos sfo frequentemente sub clinicos ou extremamente ligeiros, sendo cerca de

60% dos casos de Febre Q assintomaticos (Maurin e Raoult, 1999).

O perfodo de incubagfo é de aproximadamente 20 dias, podendo variar entre 10 e 40 dias.

Os sinais clinicos variam muito de paciente para paciente.
Estéo descritas 3 formas de apresentagfo mais tipicas (Fournier et al., 1998):
1) Sindrome gripal, com febre elevada, fadiga, cefaleias e mialgias;

2} Pneumonia atipica, com tosse nfo produtiva, febre e poucas anomalias & auscultago. A

duragfo dos sintomas varia de 10 a 90 dias, e a mortalidade varia de 0,5 a 1,5%;

3) Hepatite clinicamente assintomatica, hepatite com hepatomegadlia e ictericia, ¢ febre

prolongada de origem desconhecida com granulomas em bidpsia hepatica;

Podem também ocorrer outras manifestagdes atipicas, tais como pericardite e/ou miocardite
que é frequentemente fatal se nfio for tratada, meningite asséptica, anemia hemolitica,

tiroidite, gastroenterite, pancreatite, entre outras.
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1.3.2.  FEBRE Q CRONICA

Ocorre em aproximadamente 5% dos pacientes infectados com C. burnetii e pode
desenvolver-se insidiosamente meses a anos apés doenga aguda. O coragdo é o érgdo mais
frequentemente envolvido, seguido das artérias, ossos e figado (Fournier ef al., 1998). A
endocardite ocorre com frequéncia em pacientes com doenga valvular prévia ou naqueles
que estdo imunocomprometidos. Devido & sintomatologia ndo ser especifica e ao
diagnéstico ndo ser evidente, as taxas de mortalidade podem atingir valores elevados, como
65% em doentes com a forma crénica da doenga (Euzéby, 2001; CDC, 2007). Qutras
manifestagdes de doenga crénica sfo o desenvolvimento de aneurismas, fibrose e cirrose

hepatica, osteoartrite e osteomielite, entre outros (Fournier ef al., 1998).
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I.4 MEIOS DE DIAGNOSTICO EM MEDICINA VETERINARIA

Estfio disponiveis varios métodos para o diagnostico directo e indirecto da Febre Q, sendo
mais frequente o recurso a técnicas seroldgicas. A OIE (2003) refere diferentes tipos de
testes, nomeadamente: imunofluorescéncia indirecta (IFA), ELISA ¢ fixagfo do
complemento (FC). A técnica de ELISA tende a substituir a IFA e a FC por permitir a
realizacdo de rastreios de larga escala ¢ a detecgdio de anticorpos anti C. burnetii em
diferentes espécies animais (OIE, 2004; AFSSA, 2004), Estfio actualmente disponiveis no

mercado varios testes comerciais baseados nestas téenicas, prontos a usar.

1.4.1. TECNICAS SEROLOGICAS
FC e ELISA

Em serologia, a fixag¢do do complemento (Herr ef al., 1985; Peter ef al., 1985) continua a ser
a técnica de referéncia da OIE (2003), embora seja menos sensivel e os antigénios usados
n#o consigam detectar com alguma frequéncia a presenga de anticorpos em alguns animais

(Arricau-Bouvery ¢ Radolakis, 2005).

A ELISA ¢ cada vez mais utilizada (Williams ef al,, 1986, Kovacova ef al., 1987, Peter ef
al., 1988; Uhaa ef al., 1994, Waag ef al., 1995).

Diversos estudos tém vindo a demonstrar que a ELISA ¢ mais sensivel que a FC (Arricau-
Bouvery e Radolakis, 2005; Rousset ef al., 2007) e este aspecto ¢ também referido pela OIE
(2004). A baixa sensibilidade da técnica de FC tem sido também documentada em
avaliagdes seroldgicas no Homem (Peter ef al., 1985; Worswick e Marmion, 1985; Peter et

al, 1987, 1988; Cowley ef al., 1992).

As reacgdes cruzadas podem também estar na origem de dificuldades de interpretagdo dos
testes serologicos, variando segundo a técnica. As principais reacg¢des cruzadas com C.
burnetii ocorrem com Legionella preumophila (Dwyer et al., 1988; Finidori ef al,, 1992),
Legionella micdadei (Dobija-Domaradzki ef al,, 1984; Musso e Raoult, 1997), Bartonella
quintana e Bartonella henselae (La Scola e Raoult, 1996), podendo ter influéncia nos

resultados, sobretudo nos titulos baixos.

Na pratica corrente do diagnéstico da Febre Q, ¢ desejavel que a ELISA, mais sensivel e

mais especifica que a FC, seja utilizada preferencialmente a esta (AFSSA, 2004).

Os testes ELISA permitem avaliar um grande numero de animais e rebanhos. Contudo,
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nenhum destes testes permite a identificagdo dos animais que eliminam a C. burnefii pelas
fezes ou pelo leite, uma vez que ndo existe relacdo entre a resposta serolégica e a excregfo.
Embora a maioria dos animais que excretam C. burnetii pelo muco vaginal, fezes ou leite
sejam seropositivos, existe a possibilidade de, por um lado, alguns animais serem
seropositivos sem excretarem C. burnetii, e, por outro, de alguns animais serem excretores
seronegativos (Berri ef al,, 2001; Berri ef al.,, 2007). Este tltimo aspecto tem consequéncias

importantes a nivel da satde publica.

A semelhanga do que ocorre em medicina humana, seria Gtil dispor de uma téenica
seroldgica que permitisse distinguir, no animal, os titulos de anticorpos anti-fase I e anti-
fase II. A ELISA disponivel na Europa (CHEKIT-Q-Fever enzyme immunoassay Kit;
Bommeli-IDEXX) permite a detecgdio dos anticorpos totais (anti-fase 1 e II) de C. burnefii,

enquanto que a FC ¢ realizada com base num antigénio preparado em fase IL.

IFA e oulras técnicas

O recurso 4 IFA € mais raro (Martinov e/ al., 1989; Meskini ef al., 1995; Muramatsu ef al,
1997, Boni ef al, 1998; To er al, 1998, Hatchette er a/, 2002). Sendo uma técnica
especifica para cada espécie, a IFA nfio ¢ utilizada com frequéncia no diagnostico
veterinario de Febre Q por ndo ser adequada a rastreios de larga escala, nfo ser sistematica e
a sua interpretagdio poder ser subjectiva. N&o estd disponivel nenhum teste de IFA

comercializado para medicina veterinaria (Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005).

Outras técnicas seroldgicas foram abandonadas: a microaglutinacéio (Fiset et al., 1969;
Kazar et al., 1981; Nguyen et al, 1996), o Radio-Imuno-Ensaio (RIA) (Doller ef af., 1984),
a hemolise indirecta (Tokarevich et al, 1990), o Enzyme-Linked-Immunosorbent
Fluorescence Assay (ELIFA) (Schmeer et al., 1988), o Dot Blot e 0 Western Blot (Blondeau
et al., 1990; Willems ef al,, 1992).

1.4.2. EVIDENCIACAO BACTERIANA

Coloracio bacteriana

A técnica mais frequentemente utilizada ¢ a coloragfio de esfregagos efectuados a partir dos
cotilédones da placenta, dos orgéos do feto abortado ou de amostras vaginais. As coloragdes
que permitem evidenciar C. burnetii sdo: Stamp, Zichl-Neelsen modificado, Gimenez,
Giemsa e Koster modificado. A técnica de Stamp € a mais utilizada em Franga (Gimenez,

1964, Quinn ef al., 1994; Russo et al., 1997).

17~



CAPITULQ I INTRODUCAO

Deteccdo de ADN bacteriano

Mais recentemente, a amplificacio gendmica do ADN de C. burnetii por PCR permitiu
evidenciar as bactérias directamente nas amostras, sendo considerado, actualmente, como

uma abordagem promissora.

O PCR pode ser adaptado a uma grande variedade de amostras e ¢ um dos meios mais

sensiveis e rapidos para identificar os animais excretores (Berri ef al., 2000, 2001, 2007).

Técnicas de PCR em tempo real estio em fase de desenvolvimento (Harris ef al, 2000;
Brennan e Samuel, 2003), principalmente para quantificar C. burnefii em amosiras como o

leite (Stemmler ¢ Meyer, 2002).

Isolamento de estirpes

O isolamento da estirpe bacteriana a partir de amostras pode igualmente efectuar-se.
Existem trés modos de cultura para este tipo de bactérias intracelulares: em animal (cobaia,
murganho), em ovo embrionado ou em culturas celulares (Perrin e Bengtson, 1942,
Ormsbee, 1952; Williams ef al,, 1986; Raoult et al, 1990). No entanto, estas técnicas sio
morosas e dispendiosas. SAo necessdrias medidas de seguranga microbiolégica de nivel 3
para proteger o manipulador e o ambiente, aquando do isolamento, da cultura e da
manipulagio de amostras suspeitas, particularmente as placentas que podem ser muito ricas

em C. burnetii.

Tipificacio bacteriana

A tipificago bacteriana ainda estd em fase de pesquisa. Certos anticorpos monoclonais
permitem distinguir isolados (Wen et al, 1991, Sekeyova et al, 1996) ou estados de

desenvolvimento da bactéria (Seshadri et al,, 1999).

Foram feitas vérias tentativas para encontrar marcadores e estratégias moleculares para
diferenciar as estirpes de C. burnetii. A andlise por sequenciagiio ou PCR-RFLP de genes
susceptiveis de apresentar uma forte taxa de variabilidade teve resultados encorajadores

(Zhang ef al., 1997, Sekeyova et al., 1999).

A outra abordagem de genotipificagdo ¢ a andlise da totalidade do cromossoma, utilizando
enzimas de restricdo e separagfo de fragmentos de ADN por electroforese em campo

pulsatil (PFGE) para comparagéo dos perfis obtidos.

Este método possibilitou o estudo de variagbes gendmicas que permitiram caracterizar

isolados proximos originados das mesmas areas geograficas (Vodkin et al, 1986; Jager ef
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al, 1998; Heinzen ef al., 1990; Thiele er al., 1993). Em contrapartida, nenhum gendtipo foi
associado a uma forma aguda ou cronica da doenga, nem a uma forma clinica particular,

nem a uma espécie animal hospedeira especifica.
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1.5 EPIDEMIOLOGIA

Virtualmente todos os animais podem desempenhar o papel de reservatorio de C. burnetii
(Babudieri, 1959; Lang, 1990). De uma forma geral, em todo o mundo, os ruminantes
domésticos representam a fonte mais frequentemente identificada de infecgfio humana ¢ na
origem de epidemias que incluem grandes niimeros de pacientes (Norlander, 2000; Marrie,
1990). A seroprevaléncia é geralmente elevada na populago em contacto directo com estes
animais {Thibon er al., 1996).

Os ruminantes domésticos tém sido, efectivamente, a fonte de infecgfio mais comum para o
Homem. A descriciio e investigagio recente de vérios surtos de Febre Q, em diferentes
paises, permitiram confirmar que esta doenca é transmitida ao Homem principalmente por
exposi¢io directa aos produtos do parto provenientes de animais infectados, através da

inalag@o de aerossodis (Maurin e Raoult, 1999).

QOutras vias de infecgfo tém sido também identificadas com menor frequéncia, destacando-
se a ingestdo de produtos lacteos ndo pasteurizados ¢ o contacto com carragas infectadas
(Maurin ¢ Raoult, 1999; Raoult ef al, 2000; OIE, 2004).

L5.1. VIAS DE EXPOSICZ\O
1.5.1.1. Via aérea

A dose infecciosa minima é muito baixa, bastando uma Unica bactéria para infectar um ser
humano (Maurin e Raoult., 1999). O aparecimento de casos a distdncias consideraveis entre
zonas de excregdo e de origem dos aerossdis confirma que basta um indculo muito reduzido

para infectar um individuo (Tissot-Dupont ef al., 1999).

Em Franca, em 1996, registou-se uma epidemia de mais de 120 casos. Foi realizado um
inquérito caso-testemunha que permitiu por em evidéncia um matadouro com exposigdo ao
ar livre como factor de risco. Este matadouro, local de passagem de pessoas, tinha uma
fossa de dejectos ao ar livre, situado a algumas dezenas de metros de um heliporto muito
activo. O papel dos aerossois de C. burnetti num ambiente muito frequentado foi, neste
caso, evidente, tendo sido identificada maioritariamente uma Unica fonte (Carriert el al.,

2002).
Papel do vento

O papel do vento na disseminag¢fio de acrosséis infectados foi posta em evidéncia na regifo
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de Etang de Berre (Bouches-du-Rhone), em Franca, que apresenta uma incidéncia de casos
de Febre Q aguda 5,4 vezes superior a cidade de Marselha. A planicie de Crau ¢ um local de
exploragdes de ovinos, com cerca de 70 000 animais, com habitos de parto ao ar livre.
Durante a principal época de partos de Outubro, num ambiente humido, o mistral sopra com
pouca intensidade, provocando um pico minimo de casos de Febre Q. Pelo contrério, os
partos de Marco correspondem a um periodo em que o mistral sopra mais frequentemente e
com mais violéncia, num ambiente seco, o que explica a reparti¢fio sazonal de casos, com
um pico em Maio-Junho. Além disso, os casos situam-se geograficamente sob o vento da

Crau (Tissot-Dupont ef al., 1999, 2004).

No Reino Unido, em 1981, a passagem de um veiculo de transporte de ovinos esteve na
origem de 29 casos urbanos, sem contacto directo com animais (Salmon ef al., 1982). Outro
surto importante teve lugar em Birmingham em 1989, com 147 casos urbanos, também sem
contacto directo com animais. Este surto teve origem numa exploragfo de ovinos situada ao
vento da zona atingida, com urna intensidade ndo habitual de vento durante o periodo de

exposicdo (Hawker ef al., 1998).
Rebanhos transumantes ou passagem de ovinos

A propoésito de uma recente epidemia de mais de 100 casos no vale de Chamonix (Franga),
durante o Verfio de 2002, foi efectuado um inquérito de caso-testemunha para pesquisar
factores de exposi¢do. Foi encontrada uma associagfo entre a doenga ¢ o facto de ter havido
contacto proximo com ovinos efou de assistir & transumédncia de ovinos

{http://www.sante.couv. fr/htm/actu/actu ss/).

Na Suiga, no vale de Bagnes (Valais), foram diagnosticados 415 casos em 1983, apos a

passagem de um rebanho de 900 ovinos (Dupuis ef al., 1987).

Em Italia, apds uma epidemia de 53 casos na regiio de Vicenza em 1996, o inquérito caso-
testemunha pds em evidéncia o papel de rebanhos de ovinos que haviam atravessado a zona
da epidemia. A seroprevaléncia destes rebanhos variava entre 45% e 53% (Manfredi et al.,
1996).

1.5.1.2. Contacto directo com mamiferos e em particular com ovinos

Em Dezembro de 1996, face ao aparecimento de varios casos clinicos de Febre Q aguda no
pessoal que trabalhava na estagéio de investigagdo de fisiologia da reproducio do INRA em

Franga, foi efectuado um inquérito sero-epidemiologico a 36 pessoas (Tissot Dupont,
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resultados nfio publicados, citado em AFSSA, 2004). O inquérito demonstrou uma
seroprevaléncia global de 15%, pondo em evidéncia varios gradientes de exposigéio segundo
a intensidade e a frequéncia do contacto com os animais, € de acordo com as espécies

animais.

1.5.1.3. Contacto com outros mamiferos

O papel dos gatos, principalmente durante o parto ¢ a manipula¢do de crias recém-nascidas,
foi posto em evidéncia pela primeira vez durante um epidemia familiar em 1984 no Canada
(Kosatsky, 1984) e descrita posteriormente por outros autores (Langley er al, 1988; Marrie,

1988; Pinsky ef af., 1991; Matthewman ef af., 1997).

A infecgdo de ces por mordedura de carragas é conhecida desde os anos 50 (Mantovani e
Benazzi, 1953). Eles podem também contaminar-se por ingestéio de placentas ou de leite de
ruminantes infectados ou por aerosséis (Maurin e Raoult, 1999). A infecgio de cadelas
gestantes pode estar associada a uma mortalidade neonatal dos cachorros (Burahiwalla ef
al, 1996). O papel dos cdes na transmissdo ao Homem foi reportado varias vezes por
autores canadianos (Marrie ef af., 1985; Laughlin ef al., 1991; Burahiwalla ef /., 1996). Um
inquérito realizado em Franga em cdes que vivem em bases militares mostrou uma

seroprevaléncia de 9,8% (Boni ef al, 1998).

1.5.1.4. Exposicéo alimentar

A via digestiva ¢ frequentemente referida como um fonte possivel de infec¢do humana, mas
a ingestdo de produtos lacteos ndo pasteurizados, ainda que investigada de forma
sistematica em diferentes estudos (Benson e al.,, 1963; Krumbiegel e Wisniewski,, 1970),

continua a ser um modo de transmiss@o menor (AFSSA, 2004).

Estudos conduzidos com voluntérios deram origem a resultados varidveis (Benson ef al,
1963; Krumbiegel e Wisniewski, 1970). Num dos estudos, 34 voluntarios saudaveis
consumiram leite contaminado de forma natural durante cerca de um més. A contaminago
real do leite foi confirmada e quantificada através de um modelo com hamsters e ovos
embrionados (Krumbiegel e Wisniewski, 1970). Nenhum dos individuos desenvolveu
sintomas ou seroconversdo. Num estudo similar (Benson ef al, 1963) os autores puseram
em evidéncia uma seroconversdo assintomatica. Os diferentes resultados podem ser
explicados por diferentes doses e diferentes estirpes utilizados nos varios estudos ou porque

ndo foi totalmente excluida a hipdtese de haver outras fontes de contaminagéo, tals como

2.



CAPITULO It INTRODUCAO

contacto directo com animais ou 4erossols.

L.5.1.5.Fauna selvagem

O papel dos animais selvagens é menos conhecido (Marrte e al, 1993). Estas populagdes
constituem um reservatdrio secundario relativamente aos animais domésticos. As provas
seroldgicas e bacteriolégicas demonstraram a extensdo da Febre Q na maioria dos paises
numa grande diversidade de espécies animais e seus ectoparasitas. Pelo contrario, ndo foi
descrita qualquer situac@io de transmissdio da doenga ao Homem a partir da fauna selvagem,

a excepeiio do caso que envolveu lagomorfos no Canada (Marrie ef al., 1986).

De forma geral, serd de esperar que o risco seja elevado nas populagdes que tém um
contacto proximo com os animais selvagens, tals como os cagadores e os observadores da
natureza. No entanto, um estudo mostrou que o risco de infec¢lo por C. burnetii era
semelhante entre uma populacdo de cagadores ¢ uma populagfo testemunha (Levesque ef

al., 1995).

A implicagdo dos reservatorios selvagens foi considerada suspeita na transmisso para a
populagfio suburbana da Guiana Francesa, mas as investiga¢des ndo foram completadas
(Gardon et al., 2001). No Japio, foi encontrada uma forte prevaléncia entre os passaros que
viviam perto de exploragdes (Hirai e To, 1998). Estes passaros poderiam desempenhar o

papel de transmissores entre as exploragdes e as populagdes urbanas.

Também no Japdo foram encontradas seroprevaléncias elevadas (>50%) em diversas
espécies de animais selvagens, entre os quais ursos, veados, lebres e macacos (Ejercito ef
al., 1993). Estas prevaléncias elevadas nestas espécies podem ser uma potencial fonte de

infecgfio quer para animais domésticos, quer para populagdes humanas.

Os ratos foram identificados como portadores de C. burnetii (Webster ef al., 1995;
Barandika er al., 2007), podendo estes justificar porque os gatos, enquanto predadores, séo

importantes na epidemiologia da doenga.

Em suma, ¢ possivel que a fauna selvagem esteja em causa em alguns casos esporadicos.
Esta forma de exposi¢@o nfo deve ser ignorada ¢ o deslocamento de animais selvagens para
as proximidades de populagdes humanas pode contribuir para o aumento da incidéncia da

Febre Q (AFSSA, 2004).

23



CAPITULO I3 INTRODUGCAQ

152, VIAS DE EMISSAQ

A origem da contaminago, que tem em conta as fontes de matéria virulenta e a prevaléncia
da infec¢do, varia em funcio das espécies animais envolvidas: ruminantes, carnivoros

domésticos ou fauna selvagem.

Para a apreciacfio da origem da contaminagfio, convém igualmente distinguir (AFSSA,

2004):

— o ciclo doméstico, caracterizado por uma infec¢do de bovinos, ovinos, caprinos e
eventualmente de carnivoros domeésticos rurais, uma contaminacfo eventual dos
seus produtos, essencialmente o leite e os produtos ldcteos, e uma circulagéio desta

infecg@o por contactos directos ou aéreos;

—~ o ciclo selvagem, caracterizado por uma infecgdo de ruminantes selvagens, de
roedores, de lagomorfos, de passaros ¢ eventualmente também dos carnivoros
domésticos que vivem em meio rural e uma circulacdo desta infec¢lo por

intervengio de carragas e de contactos directos entre os animais.

Estes dois ciclos sfio relativamente distintos, mesmo que possa haver ocasionalmente
interferéncia entre ambos, por intermédio de interfaces como os carnivoros domésticos, os
roedores ou as espécies selvagens contaminadas por aerosséis provenientes de explorages

contaminadas.
No que diz respeito ao ciclo doméstico, a excre¢do é maxima no periodo de parto.

Os conhecimentos actuais sobre as vias de excregdo da bactéria sdo ainda limitados. Porém,
recentemente, tém sido publicados diversos trabalhos experimentais sobre este tema,
recorrendo, na sua maioria a técnicas de PCR, gue comegam a permitir um maior
conhecimento das vias de excrecdo. De uma forma geral, a carga bacteriana ¢ elevada na
placenta, nos produtos do parto ¢ nas secre¢des vaginais, menos no leite, e pouco conhecida

nas fezes, na urina e no esperma (AFSSA, 2004).
1.5.2.1. Ruminantes domésticos

Placenta

A bactéria pode ser encontrada na placenta, onde se encontra no termo da gestacdo, na vaca
(Luoto e Huebner, 1950; Plommet ef af,, 1973), na ovelha (Zeman ¢f al,, 1989) e na cabra
(Marmion e Watson, 1961).
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Uma placenta de ovelha infectada pode conter mais de 10° bactérias por grama (Babudieri,

1959; Welsh ef af., 1951).

Secrecdes vaginals

Nos bovinos, uma infec¢dio experimental demonstrou a presenga de C. burnelii nas
secregOes vaginais de novilhas nas quais foi inoculada a bactéria (Plommet ef al., 1973). C.
burnelii foi isolada a partir de secregdes vaginais de vacas (13/61, 21,3%) recolhidas num
rebanho com problemas de reprodugio (To er al, 1998) e em 50% recolhidas de rebanhos

infectados (Guatteo ef al., 2007).

Um estudo de Berri ef al. (2002) num rebanho de 34 ovelhas, onde tinham ocorrido abortos,
revelou a presenca de C. burnetii nas secregbes vaginais de 15 animais apos a gestagio
levada a termo. Dez semanas apds o parto, apenas duas ovelhas continuavam a excretar a

bactéria através das secregbes vaginais.

Recentemente, duas infecgdes experimentais foram efectuadas em cabras indemnes de
Febre Q, com um protocolo semelhante ao anterior: inoculagdio com uma dose de 104
bactérias, por via sub-cuténea, apos a primeira metade da gestagfio. A quase totalidade dos
animais abortou (100% no primeiro ensaio, 75% no segundo). A partir do dia do aborto, a
pesquisa de C. burnetii por PCR demonstrou que todos os animais excretavam nas
secregBes vaginais (7/7 no primeiro ensaio, 12/12 no segundo) de maneira continua por um
periodo entre trés semanas ¢ cinco semanas. Fol estimado um nimero de 10° a 10® bactérias
por ml nas amostras positivas ¢ foi demonstrado que estas bactérias eram infecciosas para
murganhos (Arricau-Bouvery et al., 2003; Sanchez ef al, 2006). As cabras continuaram a
excretar durante quatro meses apés o surto e algumas apds a gestagdo seguinte (Berri ef af.,

2007).
Leite
A excregio de C. burnetii pelo leite foi demonstrada em bovinos, ovinos e caprinos.

A presenga de C. burnetii no leite das vacas foi comprovada nalguns trabalhos mais antigos

e outros recentes (Schaal, 1977; Durand e Limouzin, 1983; Lorenz ef al., 1998; Arricau-
Bouvery ef al.,, 2001). O isolamento a partir do leite foi obtido em 16,8% (36/214) de vacas
com problemas de fertilidade (To ef al., 1998), em 40% de amostras recolhidas de rebanhos
infectados com C. burnetii (Guatteo ef al., 2007) e em 4,7% (17/349) de amostras de leite

de tanque recolhidas de queijarias (Fretz ef al., 2007).
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A excregéo ¢ descrita como intermitente, de duragio varidvel, mas podendo persistir durante

longos periodos até dois anos no rebanho (Becht ¢ Hess, 1964; Guatteo et al., 2007).

Néo existe uma relacdo especifica entre o aparecimento dos sinais clinicos e a excregio
(Schaal, 1982; Guatteo et al, 2006). Assim, uma vaca que abortou ndo se torna
necessariamente excretora, e, se for este o caso, esta excre¢do pode ser de curta duragio. No
caso do desenvolvimento de metrites, esta excre¢fio parece ser mais estdvel no tempo, mas

esta observagfio necessita ser confirmada (Arricau-Bouvery ef ¢l., 2001).

No interior de um rebanho com serologia positiva, nfo ha relacdo clara entre a
seropositividade individual de uma vaca e a excre¢fio de C. burnetii no leite (Guatteo ef al.,

2006; 2007).

As publicagtes que relatam a presenca de C. burnefii no leite de ovetha sfo mais limitadas.
Schaal (1977), apoiando-se nos trabalhos baseados na infeccfio experimental de 31 ovelhas,
mostrou que C. burnetii, mesmo que presenie no Utero, ndo ¢ detectada na glandula
mamaria ou no leite. Pelo contrario, a sua presenga no leite foi demonstrada em ovelhas 1, 2
¢ 8 dias apds o parto, sendo evidenciada uma boa correlagdo entre a excrec@o fecal e

mamaria (Berri ef al., 2001).

Trabalhos realizados em Franga confirmaram igualmente a presenca de C. burnetii nas
excregdes vaginais de ovelhas (AFSSA, 2004). Dois estudos de infecgfio experimental
conduzidos em cabras mostraram a possibilidade da excrecdo de C. burnetii durante 56 dias
através do leite, ou seja, até ao fim do primeiro periodo experimental (Arricau-Bouvery ef
al., 2003). O segundo estudo reforga estes primeiros resultados, tendo a duragfo da excregéo
variado entre irés dias, em certos animais, e nove semanas, de forma descontinua, noutros.
Outros trabalhos mostraram que a persisténcia € possivel durante, pelo menos, quatro a

cinco meses, em infecgdo natural (Berri ef al., 2007).

Néo se encontra descrita qualquer relacio significativa entre a presenga de C. burnetii nos

esfregacos vaginais e no leite.

Em conclusdo, a excre¢do de C. burnefii no leite foi demonstrada em diferentes estudos,
tendo uma duragfo extremamente varidvel, dependendo da espécie, do local de infeccéo e

da cronicidade da infecgo.
Fezes

Apés infecgfo experimental em cabras (Arricau-Bouvery et al, 2003), apenas algumas
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excretavam a bactéria nas fezes antes do aborto, mas todas excretavam apos o aborto. A
excregdo de bactérias teve lugar nos 20 dias que se seguiram & infecgfio e durou 40 dias em
média.

C. burnetii foi enconirada de forma esporadica nas fezes de vacas infectadas (Guatteo ef al.,

2007).
Isperma

Apenas um trabalho reportou o isolamento de bactérias vidveis obtidas a partir de esperma

de touros seropositivos (Kruszewska e Tylewska-Wierzbanowska, 1997).

1.5.2.2. Animais de companhia

Os ces e gatos sfo também reservatorios de C. burnetii. Os cdes podem ser infectados por
mordedura de carraga (Mantovani e Benazzi, 1953), por ingestdo de produtos contaminados,
como a placenta, ou por aerosséis. Os cies ¢ gatos que vivem em meios rurais t€m, assim,
numerosas ocasides de contacto e, consequentemente, de infecgdo com ruminantes das
exploragdes, sendo possivel que a infecgfo destes animais acompanhe a dos rebanhos

infectados.

A excepgio de trabalhos que reportam contaminagdes humanas, provavelmente com origem
em carnivoros domésticos (Boni ef al., 1998, Marrie ef al., 1985), existem poucos dados que

permitam conhecer a prevaléncia desta infecgfio nessas espécies.

Bacellar er al. (1995) testaram 104 cles do canil de Settbal, dos quais 4,8% tinham
anticorpos anti — C. burnetii. A zona amostrada corresponde a uma zona urbana. Boni ef al.
(1998) testaram por imunofluorescéncia, com antigénios fase 1 e fase II, 429 cées
pertencentes a bases militares em diferentes paises, dos quais 9,8% (Franga), 11,6%

(Senegal), 8,3% (Costa do Marfim) ¢ 5,2% (Guiana Francesa) eram seropositivos.

Um estudo efectuado no Japdo (Komiya et al, 2003) revelou que 14,3% dos gatos
domésticos (44/310) eram seropositivos para C. burnefii, enquanto que entre 0s gatos
errantes, a seroprevaléncia era de 41,7% (15/36), sublinhando o papel deste ultimos na

transmissio da doenga.

A infec¢do de cadelas gestantes foil associada a mortalidade de cachorros a nascen¢a
(Buhariwalla et al., 1996). Diversos autores reportaram a ocorréncia de infecgdo humana a
partir de contacto com ces (Marrie ef al.,, 1985; 1988, Laughlin ef a/,, 1991; Buhariwalla es

al., 1996), tendo sido isolada C. burnetii a partir de utero de cadelas no Canadé (Maurin e
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Raoult, 1999).

1.5.2.3. Aves

C. burnetii foi isolada a partir de pombos, galinhas, patos, gansos e perus (Babudieri, 1959).
Em Franca, a infecgfio foi observada pela primeira vez em corvos nos Alpes em 1968

(Seigneurin e Seigneurin, 1968).

Galinhas infectadas experimentalmente excretaram C. burnetii nas fezes durante 40 dias a

partir do sétimo dia apds a infeccdo (Raska e Syrucek, 1956).

A contamina¢do humana pode fazer-se por inalagfo de particulas infectadas provenientes de
excrementos secos, o que explica a microepidemia familiar reportada apés limpeza de um

velho pombal desocupado (Stein € Raoult, 1999).

1.5.2.4. Qutros vertebrados

C. burnetii pode também ser isolada, de forma ocasional, em numerosos outros mamiferos,
selvagens ou domésticos, como cavalos, coelhos selvagens, porcos, dromedarios, bufalos e
ratos (Babudieri, 1959). Foram detectados anticorpos em diversas espécies de serpentes e de
tartarugas na India, mas C. burnetii nfio foi isolada nestes animais (Babudieri, 1959). Foi
descrita uma placentite devida a C. burnetii numa foca (Lapointe ef al., 1999). Os coelhos

foram também ja implicados na transmissfo C. burnetii no Homem (Marrie et al,, 1986).

Um estudo seroepidemiologico inglés, efectuado em ratos, mostrou uma prevaléncia de
anticorpos anti-fase IT que variou entre 7 e 53% (Webster ef al.,, 1995). Os autores avangam
a hipdtese de os ratos poderem representar um reservatério principal de C. burnetii a partir

do qual os animais domésticos, e em particular os gatos, se infectariam.

I.5.2.8. Artropodes

A maioria dos mamiferos ¢ aves desenvolve uma bacteriémia transitoria rapidamente apds a
infecgdio por C. burnetii. As carragas podem, assim, ingerir a bactéria quando se alimentam.
Mais de 40 espécies de carracas sdo naturalmente infectadas por C. burnetii, entre as quais
Rhipicephalus sanguineus (Mantovani e Benazzi, 1953; Spyridaki ef al., 2002), onde ocorre
multiplicagdo bacteriana. A infecgfo experimental de cobaios por picada de carraga
infectada foi demonstrada com Ixodes holocyclus, Haemaphysalis bispinosa e
Rhipicephalus sanguineus (Smith, 1940; 1941), assim como com Dermacentor andersoni

(Parker e Davis, 1938).
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C. burnetii fol também encontrada nos ovarios da carraga, o que sugere uma transmissfo
vertical e a persisténcia de infec¢fio na descendéncia (Babudieri, 1959). Apesar disto, as
carragas ndo sfo consideradas como uma fonte importante de infecgfio para animais

(Babudieri, 1959).

Pelo contrério, as carragas tém provavelmente um papel importante na transmisséo de C.
burnetii entre vertebrados selvagens, principalmente roedores, lagomorfos e aves
(Babudieri, 1959; Marrie et al, 1986; Lang, 1990). C. burnetii foi igualmente isolada a
partir de outros artropodes, tais como os trombiculideos (Babudieri,1959), os piolhos

(Giroud e Jardin, 1954) ¢ as moscas (Philip, 1948; Nelder ef al., 2008).

O seu papel na infec¢fio humana permanece controverso, ndo sendo muito valorizado em
Franga (AFSSA, 2004), mas considerado noutros paises como a Alemanha (Parecer do
«Bundesinstitut fiir Risikobewertung de 17 Junho de 2003, sobre «a opinido dos peritos
sobre a importdncia da Febre Q para a saude dos consumidores», disponivel em
www.bfr.bund.de), a Suica (Eklund er al, 1947; Janbon ef al, 1989) e o Brasil (Nelder ef
al., 2008).

1.5.3. AMBIENTE

O ambiente ¢ considerado como origem de contaminagfio devido aos aerossdis formados a
partir das secre¢Ses dos animais infectados. Estes foram encontrados no ar até duas semanas
apos o parto, e por um periodo de 150 dias no solo (Welsh er al, 1957), podendo ser
transportadas pelo ar a longas distdncias (Tissot-Dupont ef al., 1999). O vento, o tempo seco
e vegetagfo arida sfo também factores que favorecem a disseminagéio de C. burnetii (Tissot-
Dupont et al., 2004). Mais recentemente, C. burnetii foi isolada a partir de feno (Rustscheff
el al., 2000) e foi detectada por técnica de PCR em amostras de poeiras colhidas num

estabulo (Yanase ef al., 1998).

A estagio e o maneio da exploragio, ou seja, se o partos ocorrem no exterior ou no interior,
a deslocagdes de rebanhos ou a fertilizagdio do solo com estrume podem ter uma grande

influéncia sobre o grau de contaminagio do ambiente.

1.5.4. PRODUTOS ALIMENTARES DE ORIGEM ANIMAL

Devido a presenca de C. burnetii em diversos orglos, foi colocada a hipédtese de infecgéo

humana através do consumo de carne, Porém, contrariamente aos numerosos elementos
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publicados sobre a excregdo no leite, nfo foram encontradas referéncias bibliograficas

disponiveis sobre o risco ligado & carne (AFSSA, 2004).
Leite como matéria prima

A presenca de C. burnetii no leite pode ser devida a excregdo mamaéria ou a contaminagio
fecal ou ambiental. Ainda que a excreclo mamaria esteja confirmada, nfio existem estudos

suficientes sobre a quantificacfio da contaminacio fecal ou ambiental (AFSSA, 2004).

Durand (1993) estima que a excregfo no leite de vaca seja na ordem das 10-20 bactérias/ml,

mas outros trabalhos citam cifras como 10° células/ml (Bell, 1949).

Os resultados obtidos nos modelos animais permitem estabelecer “doses infecciosas” para

um determinado modelo ¢ por uma via de inoculagéio precisa.
Sobrevivéncia nos produtos licteos

Foi observada sobrevivéncia de C. burnetii durante varias semanas em queijos de pasta
mole (Sipka, 1959), durante 41 dias na manteiga (Lerche, 1965) e for demonstrada a sua
dispersfio durante a fase de acabamento de certos tipos de queijo de pasta dura «Hartkidse»
(Kaestli, 1965). No entanto, estes resultados carecem de confirmagdo por métodos de

quantificagfo validados.

A implicagfo dos produtos lacteos pasteurizados como fonte possivel de infec¢es humanas
foi sugerida numa publicacio baseada num estudo epidemioldgico (Hatchette ef al, 2001).
Os mesmos autores afirmam, contudo, que a pasteurizagéio ¢ suficiente para eliminar C.
burnetii no leite (Enright ef al, 1957), referindo que o consumo de leite cru nfo foi
associado a um risco acrescido neste inquérito epidemioldgico e que C. burnetii ndo foi

encontrada no queijo em causa.
Termoresisténcia

A questdo da termoresisténcia foi estudada utilizando um modelo animal (Enright er al.,
1957; Lenette er al, 1951) e reexaminada por outros autores. Schaal (1977) estima que
temperaturas de 72 a 74° C durante 30 a 40 segundos serfo suficientes para eliminar as
bactérias. O mesmo autor analisou entre 1958 e 1967, 4997 amostras de leite pasteurizado
tratados por UHT, néo tendo encontrado amostras positivas. A analise do mesmo nimero de
amostras de leite cru, demonstrou a existéneia de 0,94% de casos positivos (Schaal e

Schaaf, 1969).
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Ovos

C. burnetii foi detectada por PCR em ovos (4,2%) ¢ em maionese (17,6%) no Japdo
(Tatsumi ef al., 2006). O nimero de bactérias foi estimado em 10° e 10° por ovo. Num outro
rastreio em ovos comerciais realizado na Suiga, pelo contrario, todos os ovos testados eram

negativos para C. burnetii (Fretz et al., 2007).

1.5.5. PREVALENCIA DA FEBRE Q NOS ANIMAIS

Portugal
Néo existerm dados sobre a prevaléncia da Febre Q em ruminantes em Portugal.

Os Unicos dados disponiveis sdio os casos de Febre Q em ruminantes, sobretudo em bovinos,
publicados pela Direcg¢fio Geral de Veterindria (DGV) entre 1998 ¢ 2002 (DGV, 2004)
(Tabela 3} e reportados a OIE (Office Internacional des Epizoties) (Tabela 3) entre 1998 ¢
2004, ndo estando disponivel a origem geogréafica dos mesmos, nem dados relativos aos

anos 2005-2007.

Tabela 2: Numero de casos em animais em Portugal, declarados & DGV, entre 1998 e 2002

RN TR TN, DE ANIMAILS POSITIVOS _ i
ANO CUBOVINOS ] U OVINOS - ] 7 CCAPRINGS
TIeeg 33 3 0
999 3 7 1
2000 ' 1] ] 0
2001 T by G a
2002 34 i) Q

Fonte: DGV, 2004

Tabela 3: Numero de casos em animais em Portugal, declarados & OIE, entre 1996 e 2004

Espécie 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004

bovinos - - 53 3 11 24 34 10 17
Ovinos 5 0 (]
caprinos 0 1 0

Fonte: HandiStatus, OIE {2004)

Outros paises
Alguns estudos recentes foram realizados com animais (Tabela 4) e indicam que a doenga é

endémica em todo o mundo.
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Tabela 4: Seroprevaléncia da Febre Q em animais obtida nos principais rastreios mais
recentes em todo o mundo.

N° de Teste Seropx:eva.léncia '
Pais Ano | N°de animais testados exploracdes | utilizado ((i:le amlmals é% Referéncia
¢ exploracdes)
Bovinos
Chade ;%%% 195 19 ELISA 4(37) SZ*;_‘“:’%O%;’
Turquia | 1998 416 48 IF 6 C?;‘:’;%%zef
Alemanha | 1998 21 191 ND ELISA 8 ‘:fgf“glﬂaé‘f
i e 2 1: 13 Capuano ef
ialia | 1998 486 26 IF 20 apuno.
155 6 5 :
Albania | 120 571 ND ELISA 79 Cekant e o
Ovinos
tlia | D00 7194 675 ELISA 9(38) Masala et al
Chade | 142 28 ELISA 11(43) e sy
Alemanh | 150 00 v ELISA 5 et 2001
Turquia | 1998 411 47 IP 10,5 C?;i“;%%%e’
Albania | (22 1085 ND ELISA 9,8 Cekent et al,
Caprinos
e | ooy 2155 104 | ELISA an | MR
Chade | D)0 134 28 ELISA 14(46) Scheling
Alemanha | 1998 278 ND ELISA 2,5 }:fgf“ggagf
Albania | 1% 1085* ND ELISA 9,8 Gelani et .
Outros
i 2o | Sommdms [y [y [ B[ e
Coreia 2003 116 gatos domésticos ND IF 9 i(zr’ngi)(/)%?
Chade | D200 142 camelos 14 ELISA 80(100) !
Indonésia | 1999 327 ratos 2 IF 0 IS}:?hlig;;”

* Bovinos mantidos em instalagdes fechadas todo o ano
® Bovinos mantidos em instalagdes fechadas durante o Inverno e em pastorcio na Primavera
° Bovinos mantidos ao ar livre todo o anc

4 ovinos e captinos
NI ndo determinado

Adaptado de Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005
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L6 MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA

Uma vez que a Febre Q é uma doenga transmitida principalmente por via aerdgena, as
medidas de prevencio e controlo da doenca visam impedir a exposi¢do do Homem a

infecgéo de origem animal e ambiental.

1.6.1. PROFILAXIA SANITARIA
1.6.1.1. Medidas de higiene gerais

De forma a reduzir a contaminacdo ambiental e animal, véarias medidas de ordem
profilactica podem ser postas em préatica, tais como desinfecgfio, isolamento de animais
doentes, destruicdo de placentas e produtos resultantes do aborto, luta contra carragas,
vigildncia dos canideos, controlo das trocas de animais, higiene do pessoal, entre outras

medidas genéricas de higiene e de boas praticas (AFSSA, 2004).

1.6.1.2, Desinfectantes

A exposi¢io prolongada, durante 24 a 48 horas, ao formol concentrado (> 10%), a éter, a
cloroférmio a 5%, a dcido cloridrico a 5%, a cloramina a 3% e a etanol a 70% ¢ bactericida
(Scott ¢ Williams, 1990). Os excrementos podem ser decontaminados com cianamida
calcica a a uma concentragio final de 0,4% durante uma semana (Arricau-Bouvery ef af.,

2001).

1.6.2. MEIOS DE PROFILAXIA MEDICA
1.6.2.1. Antibidticos

C. burnetii & sensivel in vitro ¢ in vive a diversos antibiéticos, tais como tetraciclinas,
macrolides, fluoroquinolonas ¢ oxazolidinonas (AFSSA, 2004). Um tratamento adaptado

pode, assim, permitir limitar a excre¢fo das bactérias para o ambiente.

Diferentes ensaios in vifro mostram que os antibidticos testados sfo bacteriostaticos, mas
que apenas a associacfio da doxicilina com agentes com tropismo para os lisosomas, tais
como a cloroquina a amantadina ou o cloreto de aménio, permitem obter uma actividade
bactericida através da alcalinizacfio do ambiente de C. burretii, 0 que potencializa a acgdo

das tetraciclinas (Maurin ef al., 1992).

Em medicina veterindria apenas se encontra preconizada a utilizagfio das tetraciclinas

233



CAPITULO I INTROPUCAQ

(Arricau-Bouvery ¢ Rodolakis, 2005).

O tratamento oral com tetraciclina na dose de 8 mg/kg/dia durante 30 dias (Behymer ef al,
1977) em duas vacas infectadas naturalmente com C. burnetii ndo impediu por completo a
excregdo nas secregdes mamarias, nem impediu o nascimento de um nado-morto 31 dias
apds o inicio do tratamento. Nio foi possivel isolar C. burnetii a partir de placenta, de
colostro e dos drglos do vitelo morto, embora este fosse seropositivo. Os autores
conclufram que este vitelo estava infectado antes do inicio do tratamento, que este
tratamento era eficaz e deve ser recomendado para as vacas leiteiras, cujo leite ¢

comercializado, ou nas regides onde a incidéncia da Febre Q € elevada.

O tratamento de 300 ovelhas com 20 mg/kg de oxitetraciclina aos 105 e 120 dias (Berri et
al., 2002) num rebanho de ovinos naturalmente infectados, nfio impediu a excregfio durante
o parto. A auséncia de lote controlo nfio tratado ndo permitiu, contudo, retirar quaisquer

conclusdes.

A oxitefraciclina injectdvel em formulagfio de longa acgio ¢ considerada como o antibiotico
de escolha, ainda que a sua eficacia sobre a excregfo de C. burnetii ndo seja significativa
(AFSSA, 2004). Por razbes econdmicas, os tratamentos sfo, geralmente, limitados a uma ou
duas injecgBes no final da gestac@io, o que € insuficiente para suprimir a excre¢lo quer
através placenta (Woernle er al., 1985), quer as secre¢des vaginais (Berri er al,, 2002) e leite

(Arricau-Bouvery, resultados nfo publicados, citada em AFSSA, 2004).

1.6.2.2. Vacinas para animais

Nos ruminantes, a tinica forma eficiente de prevenir os abortos provocados por Febre Q e a
excrecio de C. burnetii é através da vacinacfo dos animais nos rebanhos infectados e

naqueles que, ndo estando infectados, se encontrem proximos destes (Rodolakis, 2006).

Foram desenvolvidas varias vacinas para este efeito que podem variar relativamente 4 sua
composi¢do, no que diz respeito a estirpe ¢ a fase de C. burnetii utilizadas. As vacinas
preparadas a partir da fase I das bactérias mostraram ser mais protectoras do que as de fase
T (Arricau-Bouvery ef al., 2005). Foi encontrada protecgdo cruzada entre as varias estirpes
de C. burnetii em cobaios vacinados (Ormsbee ef al., 1964). Quando testadas em bovinos e
ovinos, estas vacinas apresentaram efeitos de proteccio diferentes em caso de infecglio
experimental ou infecgdo natural por C. burnetii em animais seronegativos (Aitken, 1989,

Behymer ef al., 1976; Brooks ef al., 1986; Schmeer et al., 1987; Williams ef al., 1993).
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Nos bovinos, a maior parte dos ensaios de vacinagfo foram realizados em animais repostos
em meio naturalmente infectado. A vacinagfo com um vacina em fase I demonstrou ser
eficaz contra abortos, excre¢do pelo leite e contaminago das placentas em vacas vacinadas
e recolocadas nos rebanhos naturalmente infectados, embora algumas continuassemn a
excretar teores muito reduzidos de bactérias no leite apos a vacinagdo (Behymer et al. 1976,
Biberstein ef al, 1977; Sadecky et al., 1975 a; Sadecky ef al., 1975 b; Sadecky e Brezina,
1977). A vacinagfio de rebanhos em anos seguidos com uma vacina em fase 1 ou II
associada a eliminac@o das vacas excretoras conduziu a climinagfo da excregdo no leite por
estas vacas, enquanto que a vacinagfio com vacinas em fase I, ou a sua utilizacdo em
associacfo com tetraciclinas, apenas diminuiu essa excregfo (Durand, 1993; Schmeer e/ al,

1987).

Estes resultados permanecem, no entanto, como meramente indicativos, uma vez que certos
estudos sfo limitados no tempo e nem sempre foi devidamente provado o contacto com o
agente infeccioso. Por outro lado, a inibi¢do da excrecdo pelo leite poderia ter estado ligada
a evolugdo normal da doenga nos animais. Behymer er al. (1976) testaram, em trés vacas, a
eficicia de uma vacina constituida pela estirpe Nine Miles em fase I, face a desafio
experimental com uma estirpe virulenta, demonsirando que a excre¢do no leite diminuiu

fortemente apds a vacinag#o.

Até 2004, a dnica vacina disponivel para caprinos era uma combinagdo inactivada de
Chiamydophila abortus e C. burnetii fase II que, no entanto, se revelou pouco eficaz contra
a excreglo bacteriana pelo leite (Fishbein e Raoult, 1992). Um estudo mais recente
(Arricau-Bouvery ef al., 2005) comparou a eficacia de uma vacina com C. burnetii fase I e
de uma com C. burnetii fase Il contra o aborto e a excregéo de C. burnetii pelas fezes, leite,
secregdes vaginais e placentas de cabras infectadas experimentalmente. Nestas condigdes
experimentais, a vacina de fase I demonstrou maior prevengfo que a de fase II. A primeira
inibiu também a contaminagfo do leite ¢ reduziu drasticamente a duragfio, intensidade e
frequéncia da excregdio vaginal e fecal (diminuigio do niimero de bactérias de um factor de

10* para 10° nas secreges vaginais ¢ nenhuma amostra de leite positiva para estas cabras).

Virios estudos foram realizados em ovinos, mas apenas a resposta seroldgica foi avaliada.
O estudo de Brooks e/ @l (1986) demonstrou que duas vacinas em fase I reduziam a
excrecdo através do colostro apds inoculagiio de 10° C. burnetii da estirpe Nine Mile aos
100 dias de gestagdo. Um outro estudo realizado em seis ovelhas demonstrou que a

vacinag@o com uma vacina em fase I administrada as sete semanas de gestagdo prevenia a

35.



CAPITULO 17 INTRODUCAQ

excregdo no leite das ovelhas provenientes de um rebanho naturalmente infectado (Sadeky e
Brezing, 1977).

De uma forma geral, com base nos trabalhos apresentados, pode concluir-se que a vacinagio
com uma vacina com C. burnetii em fase I ¢ uma medida eficaz para controlar a Febre Q e
para reduzir a contaminagfo ambiental, diminuindo, desta forma, o risco de transmisséo ao
Homem. O uso alargado de uma vacina deste tipo em bovinos na Eslovaquia nos anos 1970
e 1980 diminuiu significativamente a ocorréncia de Febre Q naquele pais (Kovacova e

Kazar, 2002).

Até agora a eficacia da vacina nfio foi festada em condigdes experimentais em ovinos
gestantes, mas os resultados obtidos com a vacinagio de caprinos abrem perspectivas

promissoras (Rodolakis, 2006).
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II. RASTREIO SEROLOGICO
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1.1 INTRODUCAO

A Febre Q, sendo uma zoonose reconhecida internacionalmente e de declara¢o obrigatoria,
continua a ser uma doenga pouco conhecida em Portugal. Os casos Humanos reportados a
Direc¢do Geral de Saude (DGS) indicam a existéncia do agente no pais, mas sdo €scassos 0s
dados relativos & sua presenca nas espécies animais. Sabendo que sfo 0s animais
domésticos, particularmente os ruminantes, a fonte de contaminagfio para os Humanos, ¢
fundamental o conhecimento da prevaléncia de C. burnetii nestas espécies. Neste sentido,
foi planeado um estudo epidemioldgico da Febre Q em ovinos, sob a forma de um rastreio

serologico.

IL2 OBJECTIVOS

O rastreio seroldgico efectuado visou determinar a circulagdo do agente da Febre Q, C.

burnetii, nos rebanhos de ovinos do concelho em estudo, de forma a:

— estimar a prevaléncia de rebanhos com animais que apresentem serologia positiva a C.

burnetii, no concelho em estudo,
- estimar a seroprevaléncia dentro dos rebanhos positivos,

— comparar os resultados obtidos com dados bibliograficos relativos a outros paises

europeus.
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I3 MATERIAL E METODOS

I1.3.1. ESTUDO EPIDEMIOLOGICO

Foi realizado um estudo observacional transversal e descritivo sob a forma de rastreio

seroepidemiologico.

I1.3.1.1. Selecciio e caracterizagio das areas de estudo

A érea geografica em estudo corresponde aos concelhos abrangidos pela Organizagdo de
Produtores Pecudrios (OPP) de Montemor-o-Novo, na sua maioria pertencentes ao distrito
de Evora. A selecgdio deste concelho deveu-se ao seu elevado efectivo ovino e ao facto de
terem sido notificados casos de Febre Q em Humanos em anos anteriores na regido do

Alentejo.

Figura 6: Regido abrangida pela OPP de Montemor-o-Novo

11.3.1.2. Caracterizag¢iio da populagiio da area em em estudo: niimero de
exploragdes, nimero de animais, e suas localizagdes geograficas

Em Novembro de 2006 foi feito o levantamento das exploragdes de ovinos pertencentes a
OPP de Montemor-o-Novo. De acordo com a listagem fornecida pela Cooperativa Agricola
de Compra e Venda de Montemor-o-Novo (COPRAPEC), foi identificado um total de 1458
exploragdes, distribuidas por 8 concelhos, 7 dos quais pertencentes ao Distrito de Evorae 1

(Alcacer do Sal) ao Distrito de Setubal.
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Tabela 5: Exploragdes abrangidas pela OPP de Montemor-o-Novo.

Concelho N° exploragdes
Alcéacer do Sal 184
Arraiolos 165
Evora 424
Montemor 436
Portel 9
Redondo 1
Vendas Novas 90
Viana Alentejo 149
Total 1458

Apos este levantamento, foi tragado um plano de amostragem em que foi definido o nimero

de amostras recolhidas em cada uma das etapas do estudo.

Por condicionantes econdmicas e de disponibilidade de testes, optou-se por limitar o estudo

ao concelho de Montemor-o-Novo.

Figura 7: Mapa do concelho de Montemor-o-Novo
IL3.1.3. Populag¢des animais estudadas e amostragem

A populagdo em estudo corresponde aos ovinos abrangidos pelo plano nacional de
erradicagdo da Brucelose, pertencentes ao concelho de Montemor-o-Novo, cujas andlises

sdo enviadas para o Laboratério da COPRAPEC.

Foi efectuada uma amostra probabilistica aleatoria a diferentes niveis: foram seleccionadas
as exploragdes (unidades de amostragem primaria) e, dentro de cada exploragdo foi

seleccionado o numero de animais (unidades de amostragem secundaria).
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1L3.1.3.1.  Selecgiio do nimero de exploragdes

Das 436 explorago existentes no concelho de Montemor-0-Novo em Novembro 2006,
foram seleccionadas 79. O tamanho da amostra foi calculado para um nivel de confianga
(o) de 95% e aceitando um erro absoluto (L) de 10%. O valor de prevaléncia esperada (P)
foi definido em 50%, uma vez que ndo existem dados concretos sobre esta doenga tendo
como unidade de amostragem a exploragio. O calculo do tamanho da amostra foi efectuado
através do Win episcope 2.0, no programa de célculo de amostras para estimar a

percentagem de doenca.
Este cdlculo tem por base os seguintes fundamentos estatisticos:
1) o valor do erro padrio (SE) para a prevaléncia de exploragdes positivas € calculado

mediante a formula SE = /P(1 - P)

o numero minimo da amostra (n) € calculado pela formula » = (r x SE/ L)2 ,emquei’éo

valor de Student t que, neste caso é de 1,96, para um nivel de confianca de 95%
dos célculos anteriores obtém-se n=96

como a fragio da amostra (F), calculada segundo a formula F=n/N, em que N € o numero de
unidades em estudo da populagfio (N= 436) tem um valor superior a 5% (22%), o valor de »

¢ corrigido através da férmula n(c) = n/(1+ F), obtendo-se um valor »n(¢)=79, o niimero

minimo de amostra corrigido.

Com base na lista das exploragdes pertencentes & populagdo do concelho em estudo, foi

realizada uma amostragem aleatdria simples, através do programa Microsoft Excel.

11.3.1.3.2.  Seleccéio do nimero de animais em cada exploracio

Para a determinagfio do nimero de animais a seleccionar dentro de cada exploragfio foram
seguidas duas abordagens em paralelo, aplicadas individualmente a cada uma das
exploragdes seleccionadas, uma vez que nfo era conhecido o seu estatuto relativamente a

seroconversdo para a doenga:
— célculo da amostra necessaria para a detecgéio de doenga,
- cdlculo da amostra para o célculo de seroprevaléncia intra-exploragéo.

Para determinagio do numero minimo da amostra necessdrio para determinagfio de
seroprevaléncia intra-exploragfo foi utilizada a metodologia descrita para o calcuio do

numero de exploragdes (secgfio [1.3.1.3.1), a partir do total de animais dessa mesma
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exploragdo, para L=10%, 0=95% e P=10%. O valor de prevaléncia esperada (P) foi
extrapolado a partir de prevaléncias descritas para ovinos em estudos efectuados em outros
paises da Europa (Cetinkaya et a/., 2000; Schelling ef al., 2003; Masala ef al., 2004;
Manteca, 2005).

A determinago do nimero minimo da amostra necessaria para detec¢fo de doenca foi
também efectuada através do Win episcope 2.0, no programa de célculo de amostras para a

detecgdo de doenga, para 0=95% e P=10%.

Neste caso, o calculo do nimero minimo da amostra baseia-se na seguinte formula:
n= ll ~11-a)? ]x[N ~d]+1, em que o ¢ a probabilidade de encontrar pelo menos um

caso positivo na amostra, ¢ o numero minimo esperado de animais infectados na
exploragdio, N o tamanho da exploragio e » o tamanho da amostra minima (Thrusfield,

2007).

O namero final de animais seleccionado dentro de cada exploragfio correspondeu, em cada
caso, ao maior dos valores obtidos em cada uma das abordagens, de modo a ser possivel, em
cada exploracdio, determinar a presenca de doenga de forma a poder classificar as
exploragdes como positivas ou negativas & Febre Q e, nas exploragdes positivas, determinar

as seroprevaléncias.

IL.3.1.4. Preparacio e recolha de amostras

Foi efectuada a recolha das amostras de sangue dos animais de 35 das exploragles
seleccionadas, pois algumas das explora¢des constantes da base de dados tinham entretanto

sido extintas.

A recolha foi efectuada pelos Médicos Veterinarios da OPP em visitas as exploragdes
seleccionadas, no &mbito do programa sanitirio de erradicagdo da Brucelose, entre
Dezembro de 2006 e Outubro de 2007. As amostras foram depois entregues no Laboratorio
da COPRAPEC em Montemor-o-Novo, onde foram centrifugadas. Os soros, separados para
microtubos de 1,5 ml, foram congelados a -20 °C até serem processados por ELISA no

laboratério de bacteriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria de Lisboa.

I1.3.1.5. Recolha de dados relativos as exploragdes

As amostras individuais de soro foram acompanhadas por uma listagem das exploragdes de
origem, onde constava a identificagéo da exploragio, a freguesia a que pertence, a data de

recoltha e 0 nimero das amostras de sangue recolhidas em cada exploracgio.
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Posteriormente foi contactada a OPP, no sentido de obter os dados actualizados relativos ao
tamanho do efectivo no momento da colheita, isto €, numero fotal de exploragdes registadas
no concetho de Montemor-o-Nove durante ¢ ano de 2007 e o nimero total de animais em

cada exploragdo.

Estes dados foram inseridos numa base de dados em Microsoft EXCEL.

1L3.2. TECNICA LABORATORIAL

Os soros foram testados para a presenca de anticorpos especificos para C. burnetii com o
teste ELISA comercial (CHEKIT-Q-Fever enzyme immunoassay kit; Bommeli-IDEXX). Este
teste, referido pela OIE (OIE, 2004), permite detectar anticorpos especificos anti C. burnetii
em fase | e I, em amostras de soro, plasma e leite de ruminantes, conforme indicado pelo

fabricante, No entanto, apenas o soro € referido pela OIE.

I1.3.2.1. Principios e descri¢io da técnica

As placas de microtitulagdo sfo revestidas por antigénios purificados de C. burnetii fase I e
fase I, sendo disponibilizados soros controlo negativo e positivo, o tampdo de diluigéo e de
lavagem, bem como o substrato enzimatico TMB. O calculo do titulo dos soros problema ¢
efectuado por comparacio da sua Densidade Optica (DO) com a dos controlos positivos, A
DO da amostra é expressa como percentagem do valor da DO do controlo positivo, o qual
se considera como 100%. Segundo indicagfo do fabricante, os soros sfo considerados
positivos quando t8m uma percentagem de DO de 40% ou mais, duvidosos se a

percentagem estiver entre 30% e 40% e negativos, se a percentagem for inferior a 30%.

11.3.2.2. Especificidade e sensibilidade do teste

O teste utilizado tem uma elevada sensibilidade e especificidade. O fabricante apresenta
uma correlagdo do Kit CHEKIT Q Fever ELISA com o teste de fixacfio do complemento

num ensaio realizado com 81 amostras provenientes de exploragdes de caprinos (Tabela 6).
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Tabela 6: CHEKIT Q Fever ELISA e Teste da Fixacéio do Complemento: comparagdo

Sensibilidade

{Explorag8o infectada. Total de 16 animais):

CHEKIT Q Fever 16/16 ~>100%
FC 15/16 —93%

{Exploragfo infectada. Total de 21 animais):

CHEKIT Q Fever 21721 —100%
FC 21/21 —100%
Especificidade

(Trés exploragbes negativas. Total de 44 animais):

CHEKIT Q Fever 44/44 —100%
FC 44/44 —100%

Adaptade de Schalch L, Russo P, De Sa C, Reynaud A, Bommeli W. Combined testing of ruminant serum samples for Chiamydia psittaci
and Coxiella burnetii specific antibodies by ELISA. Proceedings from: VIth Congress FeMeSPRum; May 14-16, 1998, Posiojna,
Slovenia; 514-18.

I1.3.2.3, Processamento de amostras — protocolo experimental
Em cada placa ELISA foram testadas, em duplicado, 46 amostras de soro pré-diluidas.
Foram processadas e analisadas 726 amostras de soros sanguineos individuais.

Diluicio e distribui¢io das amostras:

As amostras, bem como 0s soros teste positivo e negativo, sdo diluidas a 1:400 em solugéo
de lavagem diluida previamente a 1:10 em agua destilada. Sfo posteriormente distribuidos
100u] de cada um dos soros diluidos em cada um dos pocilhos. Quer as amostras, quer os
soros teste, foram testados em duplicado. Apds leve agita¢fio, a placa ¢ incubada na estufa

durante 60 minutos (£ 5 minutos)a 37° C (£ 2° C).

Apéds a incubagdo, efectuam-se trés lavagens com solugdo de lavagem diluida a 1:10, no

aparelho de lavagem de placas de ELISA (Labsystems Wellwash 4 MK2).

Incubacéio com o conjugado:
Os anticorpos sfo detectados pela adi¢io de 100ul do soro de anti-lgG de ruminante,

marcado com peroxidase.

Apos leve agitacfio, a placa vai novamente a incubar, durante 60 minutos (£ 5 minutos) a
37° C (£ 2° C), em cdmara humida, seguindo-se um novo passo de trés lavagens com a

solugdo de lavagem.

Incubacgéio com o substrato:

Sdo distribuidos 100u! do substrato TMB e depois ¢ feita mais uma incubagfio da placa,
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durante 15 minutos, & temperatura ambiente (18° C — 25° C). Esta reacgéo ¢, entdo, parada

pela adi¢do de 100ul de uma solugdo de acido sulfirico a cada pocilho.

Leitura do teste:

Apbs a paragem do desenvolvimento da cor, pela adi¢do da solugdo de paragem da reacgéo
(Figura 8), ¢ determinada a densidade Optica a um comprimento de onda de 450 nm, num
espectofotometro. Os resultados das leituras Opticas s#o registados através do software

Ascent, sob a forma de um esquema da placa, contendo os valores das densidades 6pticas de

cada pocilho correspondente.

As placas foram lidas nas duas horas seguintes a adi¢@io da solugdo de paragem da reacg¢do.

A Figura 8 mostra o aspecto de uma placa nestas circunstancias.

Figura 8: Aspecto de uma placa do teste ELISA CHEKIT-Q-Fever
Apds adigdo da solugdo stop, pronta para leitura de densidade optica

11.3.2.4. Calculo dos resultados

A partir dos valores de leitura dptica obtidos, foram realizados os célculos para a validagéo

dos resultados de ELISA.

Foram calculadas as médias das DO do soro positivo e do soro negativo. Foram calculadas
as médias da DO de cada amostra de soro, uma vez que estas foram testadas em duplicado.
As médias da DO do controlo positivo (DOpos) e as médias de DO de cada um dos soros

teste (DOteste) foram corrigidas através da subtrac¢io da média da DO do controlo negativo

(DOneg):
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Controlo positivo: DOpos - DOneg
Soros teste: DOteste - DOneg

A percentagem de positividade (PP) dos soros teste, € calculada de acordo com a seguinte

formula:

PP (%)=DO corrigida dos soros teste/DO corrigida do controlo positve 100

ou seja:

PP (%)=(DOteste - DOneg) / (DOpos - DOneg) <100

Os valores de PP das amostras foram calculados com auxilio de uma base de dados em

Microsoft EXCEL, de acordo com esta formula.

Critérios de validacgéo:
Os resultados obtidos apenas foram considerados validos quando observados os seguintes
critérios:

- a DO do controlo positivo ndo excedeu 2,0;

- a DO do controlo negativo nédo excedeu 0,5;

- adiferen¢a entre os controlos positivo e negativo foi superior ou igual a 0,3.
Classificacio dos soros-problema:
Os resultados individuais de cada amostra foram classificados em positivo, negativo ou
duvidoso, de acordo com os critérios definidos pelo fabricante do teste e referidos pela OIE

(OIE, 2004):

Valor de PP (%) | Resultado

<30 negativo
> 30 até <40 duvidoso
> 40 positivo

Para efeitos de deteccdo de seroconversdo ¢ estimativa da seroprevaléncia, 0s animais cujos

soros foram classificados como duvidosos foram considerados negativos.

11.3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos testes ELISA foram inseridos na base de dados em Microsoft
EXCEL, onde ja constavam os dados de cada exploragio. A base de dados foi exportada

para o programa SPSS for Windows 16.0, sobre a qual foi feito um tratamento estatistico,
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descritivo e analitico.

Foi efectuada uma analise descritiva dos dados, de forma a caracterizar as exploragdes da
amostra em relagfio as scguintes variaveis: tamanho da exploragdo (nimero total de

animais), data de recolha das amostras ¢ localizacdo por freguesia.

I1.3.3.1. Estimativa da propor¢iio de exploragdes com serologia positiva

Com base nos resultados dos soros individuais obtidos pela ELISA, foram identificadas as
exploragfes positivas e as negativas. Uma exploracfo é considerada positiva se nela tiver

sido detectado pelo menos um animal seropositivo.

Foi calculada a proporgdo aparente de exploragdes afectadas, através da razdo entre o
numero de exploragdes consideradas positivas ¢ o total de exploracdes na amostra. Uma vez
que a sensibilidade e especificidade do teste estdo proximas dos 100%, a prevaléncia
aparente de exploragdes positivas foi considerada como sendo igual & prevaléncia real na
amostra. A partir desta, foi calculado o erro absoluto, de forma a estimar o intervalo de

prevaléncia para a populagdo do concelho em estudo, através da seguinte formula:

1= px| JPAZP) g6
H

em que p € a prevaléncia na amostra {propor¢éo aparente).

I11.3.3.2. Exploracdes fortemente positivas

De forma a obviar eventuais diferengas nos niveis de seropositividade, foi adoptada uma
classificagfio proposta pelo fabricante, validada apenas para Franga, segundo a qual os soros
individuais positivos foram classificados como positivos (DO 2= 40% e <80%) e fortemente
positivos (DO 280%). De acordo com esta classificacio, as exploragles positivas onde
foram detectados um ou mais animais com soros fortemente positivos foram classificados

como fortemente positivas.
11.3.3.3. Estimativa de seroprevaléncias intra-explorac¢iio nas exploragdes
positivas

A partir do nimero de animais positivos foi efectuado o célculo da seroprevaléncia intra-
exploragdo na amostra obtida a partir de cada exploragdo positiva. Mais uma vez,
assumindo que a sensibilidade e especificidade do teste ¢ de 100%, a prevaléncia real foi

considerada igual a seroprevaléncia aparente.
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Para estimar os intervalos das seroprevaléncias para o total da populagio de cada
explorago, foram calculados os erros padrdo em cada uma delas, através do Winepiscope
2.0.

Os valores de seroprevaléncia intra-exploragio foram adicionados as bases de dados e foi

feito um tratamento estatistico descritivo.

11.3.3.4. Estatistica analitica

Uma vez identificadas as exploragdes positivas, procedeu-se a uma anélise comparativa do
grupo das exploragdes positivas e negativas, relativamente a variaveis como: localizagfo por
freguesia, tamanho de exploragdo e data de recolha das amostras de sangue. Foram
determinadas as medidas de forga de associacfio estatistica para averiguar possiveis

relagSes de causalidade (y°, Fischer’s exact test).

Fot ainda feita uma andlise no grupo das explora¢Ses positivas, de forma a comparar as
exploragdes onde foram encontrados soros fortemente positivos (DO> 80%) com aquelas
onde ndo foram encontrados estes soros. Esta andlise incidiu sobre as variaveis freguesia,

data da colheita da amostra de sangue e tamanho da exploragéo.

Dentro do grupo das exploragdes positivas foi feita uma analise comparativa das médias das
seroprevaléncias obtidas, relativamente as mesmas varidveis, de forma a avaliar a sua
variabilidade. Fol utilizado teste Mann-Whitney, em alternativa ao teste ¢ de student para
duas amostras independentes, uma vez que os dois grupos tém varidncias muito diferentes.
Esta andlise das seroprevaléncias foi também feita de forma a comparar as médias de

seroprevaléncias no grupo de exploragdes fortemente positivas com o grupo das positivas.
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I1.4 RESULTADOS

IL4.1. CARACTERIZACAO DAS EXPLORACOES

A partir das informagdes veiculadas pela listagem que acompanhava os soros,
conjuntamente com os dados recolhidos posteriormente na OPP, foi possivel fazer uma

caracterizag¢do sumaria das exploragdes incluidas no estudo.

Grafico 1: Tamanho do efectivo das exploragdes pertencentes a amostra
— distribuigéo de frequéncias

Histograma
257 Mean =115,89
Std. Dev. =152 657
207
8
Q 15+
s
«@
=
o
Q
w
101
5_. “_..-———-.‘\
h\ﬁ_\
0 T I
0 100 200 300 400 500 600

Total de animais da exploragio

Esta distribui¢do tem um desvio em relagfo a distribui¢do normal (Coeficiente de assimetria

>1).

Das exploragdes em estudo, 60% das exploragdes (n=21) tem menos de 50 animais. Os
restantes 40% (n=9) distribuem-se pelas outras classes, até um valor maximo de 534
animais (exploragdo #169). As explorag¢des foram, por isso, incluidas em 3 classes, de forma

a agrupa-las em classes mais abrangentes (Tabela 7).
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Tabela 7: Tamanho do efectivo das exploragdes pertencentes a amostra
~ andlise descritiva

A A A s Frequéncia
Frequéncia Frequéncia Frequéncia .
Classe ! relativa
absoluta relativa (%) acumulada 0
acumulada (%)
<50 21 60,0 21 60,0
>50; <300 9 25,7 30 65,7
>300 5 14,3 35 91,4
Total 35 100 35 100

Qs valores obtidos por uma andlise estatistica descritiva efectuada sobre os dados agrupados

por freguesia estfio representados na Tabela 8 ¢ na Tabela 9.

Tabela 8: Distribuicdo das explora¢des periencentes 4 amostra — freguesia

Freguesia

Frequéncia absoluta

Bispo
Ciborro
Corticadas
Escoural
Lavre
S. Cristovio
N? S¢* da Vila

6

O L L —

[
| FS]

Tabela 9: Distribuig&o das exploragdes da amostra em fungfio do seu tamanho e da freguesia

. Tamanho da exploracio
Freguesia
<50 >50; <300 >300 Total

Bispo 5 ] 0 6
Ciborro 1 0 0 1
Cortigadas 1 0 0 1
Escoural I 1 I 3
Lavre 2 2 I 5
S. Cristovio 6 0 0 6
Vila 5 5 3 13
Total] 21 9 5 35
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I1.4.2. RASTREIO SEROEPIDEMIOLOGICO - DETECCAO DE DOENCA

Os resultados obtidos nos testes ELISA efectuados as amostras de soro individuais
permitiram identificar 20 exploragbes positivas e 15 negativas. N&o houve nenhuma

exploragdo com resultado inconclusivo.

Tabela 10: Classificagdo das exploragdes de acordo com os resultados de ELISA

Classificagdo ~ Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa (%)

Negativa 15 (35) 42,9
Positiva 20 (35) 571
Duvidosa 0(35) 0

A percentagem de exploragdes em que foram detectados anticorpos anti-C. burnetii, no

universo de explora¢des amostradas foi de 57,1%.

Grafico 2: Propor¢do de exploragdes positivas e negativas na amostra de acordo com os
resultados de ELISA aplicado aos soros individuais

Negativas
42,9%

O erro absoluto para o calculo da prevaléncia foi de 16,4. Deste modo, a prevaléncia
estimada de exploragdes com serologia positiva para a populagdo do concelho de
Montemor-o-Novo pode variar entre 40,7% e 73,5%, para um nivel de confianga de 95% e

assumindo que o teste de diagnéstico tem sensibilidade e especificidade de 100%.

11.4.2.1. Distribui¢do por freguesia

Embora nfo fizesse parte dos objectivos iniciais a analise da distribuigdo de exploragdes
positivas por freguesia, ndo tendo sido feita uma amostragem proporcional com este fim,
apresenta-se, de seguida, a localizagdo das exploragdes classificadas como positivas e

negativas (Figura 9).
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Figura 9: Distribuigdo das exploragdes testadas por freguesia
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Legenda: A - n° de exploragdes testadas; % - n° de exploragdes positivas

Em 3 freguesias (Foros de Vale de Figueira, Cabrela e Silveiras) ndo foi seleccionada

nenhuma exploragdo ¢ em 2 (Cortigadas e Ciborro) apenas foi seleccionada uma.

A Tabela 11 apresenta as frequéncias absolutas das exploragdes positivas em cada freguesia
e as propor¢des de exploragdes positivas por freguesia. O Grafico 3 mostra também estas

mesmas proporg¢des.
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Tabela 11: Distribui¢do das exploragdes por freguesia

Freguesia n ) (+)/n
Bispo 6 2 33%
Cabrela 0 - -
Ciborro 1 0 0%
Corticada 1 0 0%
Escoural 3 2 67%
Lavre 5 4 80%
Foros de Vale de Figueira 0 - -
S. Cristovéo 6 4 67%
Silveiras 0 -
N® Sr® Vila 13 8 62%
Total: 35 20 -

Legenda:

n—n° de exploragdes seleccionadas das quais foram recolhidas amostras;

(+) — frequéncia absoluta de exploragdes classificadas como positivas em cada freguesia;
(+)/n — proporgéo de exploragdes positivas em cada freguesia.

Grafico 3: Proporgéo de exploragGes positivas e negativas na amostra em cada freguesia
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Nio se observou qualquer relagfo estatisticamente significativa entre a positividade o facto

de uma exploragdo pertencer a uma determinada freguesia.

I1.4.2.2. Distribui¢io por tamanho da exploracio

Como se pode ver através do Grafico 1, a amostra € constituida por exploragdes com um

namero muito variavel de animais.

De forma a poder avaliar a eventual influéncia do tamanho da exploragdo nos resultados
finais, apresenta-se, no Grafico 4, a distribui¢do das exploragdes classificadas como
positivas e negativas no universo da amostra em fung¢do do seu tamanho. Todas as

exploragdes com um nimero de animais superior a 60 (n=10) sé@o positivas.
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Observamos uma relagio estatisticamente significativa entre o tamanho de exploragéo ¢ a
classificagdo como positiva ou negativa (p<0,05; teste de %7), ou seja, as exploragdes com

mais de 50 animais tém maior probabilidade de serem positivas.

Tabela 12: Distribuigdo das exploragdes em fungdo do tamanho da exploragéo

Tamanho da Classificac¢io das exploragoes
exploracéo ) +) Total
<50 12 9 21
>50; <300 3 6 9
>300 0 5
Total 15 20 35

Grafico 4: Distribuigfo das explora¢des da amostra em fung@o do seu tamanho
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Para avaliar uma hipotética influéncia de falsos resultados positivos na classifica¢do das
exploragdes como positivas, foi feito o levantamento do nimero de exploragdes nas quais
foi detectado apenas um soro positivo, em funcfio do seu tamanho (Tabela 13). Foram
identificadas sete exploragdes nestas condi¢des, tendo trés delas menos de 50 animais, duas

entre 50 e 300 e duas mais de 300.
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Tabela 13: Exploragdes com apenas um soro positivo

N°id N° de soros positivos Total de animais
explorac¢io na amostra na exploracao

#60 1/32 336

#17 1/30 189

#149 1/9 9

#164 1/17 19

#168 1/29 167

#210 1/14 14

11.4.2.3. Distribuic¢io por més de colheita das amostras de sangue

As recolhas das amostras de sangue em cada exploragdo foram distribuidas ao longo de um
periodo de 10 meses, entre Dezembro de 2006 e Outubro de 2007. A distribui¢do das
exploragdes classificadas como positivas e negativas relativamente ao més de colheita da

amostra de sangue ¢é apresentada na Tabela 14.

Tabela 14: Distribui¢fio das exploragdes da amostra em fungfio da data de recolha das
amostras de sangue

Més de recolha Exploragdes

das amostras Negativas Positivas Total
Dezembro 06 3 2 5
Fevereiro 07 0 1 1
Margo 07 3 0 3
Abril 07 1 1 2
Maio 07 0 2 2
Junho 07 3 5 8
Julho 07 2 6 8
Agosto 07 2 i 3
Setembro 07 1 0 1
Qutubro 07 0 2 2
Total 15 20 35

O Gréfico 5 mostra também a distribuigfo das explorag¢fes positivas e negativas, pondo em
evidéncia a propor¢do de exploragdes positivas relativamente ao més em que foram
recolhidas as amostras de sangue. As recolhas das amostras de sangue néo foram uniformes
a0 longo do ano. Ha um maior nimero de colheitas nos meses de Junho e Julho e nenhuma

feita em Janeiro.
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Grafico 5: Distribuigdo das explorag¢des em fungfo da data de recolha das amostras de
sangue
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O facto de uma exploragdo ser classificada como positiva ou negativa ndo esta relacionado

com o més de colheita (p>0,05; teste do 7).

11.4.2.4. Exploracgdes fortemente positivas

As frequéncias relativas e absolutas apds reclassificagdo das exploragdes positivas em
exploragdes fortemente positivas e positivas, segundo o critério de % de DO (positivas: DO =

40% e <80%; fortemente positivas: DO > 80%), sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Reclassificagdo das exploragdes

Classificacio Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa (%)
Negativa 15(35) 42,9
Positiva 10 (35) 28,55
Fortemente positiva 10 (35) 28,55

Metade (n=10) das 20 exploragdes anteriormente classificadas como positivas tém, pelo

menos 1 animal fortemente positivo.

Seguidamente apresenta-se a distribui¢do das exploragdes reclassificadas como positivas e
fortemente positivas de acordo com a freguesia a que pertencem (Tabela 16), o tamanho da

exploragdo (Tabela 17) e 0 més de recolha das amostras de sangue (Tabela 18).

Estes dados dizem respeito apenas ao universo das explora¢des positivas, tendo sido omitidas

as negativas.
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Tabela 16: Distribui¢fio das exploragdes positivas em fungfo da freguesia

Classificacio das exploragoes positivas

Freguesia
(+) (++) Total

Bispo 0 2 2
Ciborro 0 0 0
Cortigadas 0 0 0
Escoural 1 1 2
Lavre 3 I 4
S. Cristévéo 2 2 4
Vila 4 4 8
Total 10 10 20

Tabela 17: Distribui¢do das exploragdes positivas em fungio do tamanho da exploragéo

Tabela 18: Distribuic@io das exploragdes positivas em fun¢fio do més de recolha

Tamanho da | Classificacdo das exploragdes positivas
exploracio (+) (++) Total
<50 5 9
>50; <300 2 4 6
>300 1 5
Total 10 10 20

Classificacio Més de recolha das amostras
das exploracdes Total
positivas Dez06 | Fev07 | Abr 07 |[Mai07| Jun 07 | Jul 07 | Ago 07 | Out 07

) 20% 10% 10% 0% 20% | 20% 10% 10%
(2/10) | (1/10) (1/10) 0 (2710} | (2710) | (1/10) | (1/10) 10

+) 0% 0% 0% 20% | 30% | 40% 0% 10%
0 0 0 QoY ¢noy @iyl o || 10

Total 10% 10% 5% 20% | 25% | 30% 5% 20%
1720y | (2720) (1/20) (2/20) | (5/20) | (6/20) | (1/20) | (2/20) 20

Como as recolhas ndo foram efectuadas de modo uniforme ao longo dos meses, as

proporg¢des de exploragdes positivas e fortemente positivas amostradas em cada més sdo

apresentadas no Grafico 6. Verifica-se que as explora¢des com animais fortemente positivos
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foram recolhidas nos meses de Maio (2/2), Junho (2/5), Julho (4/6) e Outubro (1/2), ou seja,
100% das exploragbes positivas recolhidas em Maio correspondem a exploragdes com
serologia elevada, 40% das recolhidas em Junho, 67% das recolhidas em Julho e 50% das

recolhidas em Outubro.

Grafico 6: Distribui¢do das exploragdes positivas por més de recolha das amostras
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Analisando os dados agrupadamente, vemos que, das 13 recolhas efectuadas entre os meses
de Maio e Julho, 69% (n=9) correspondem a exploragdes com animais com respostas
serologicas elevadas. Nos restantes meses de recolha (Dezembro, Fevereiro, Agosto e
Outubro) foram efectuadas 7 recolhas em exploragdes positivas, das quais apenas 1 (14%)

foi classificada como fortemente positiva.

No Gréfico 7 podemos ver a distribuigdo de exploragdes positivas e fortemente positivas de
acordo com o més de colheita das amostras de sangue, expressas em termos de percentagem

do total de exploragdes positivas e fortemente positivas, respectivamente.

Grafico 7: Distribuigdo das exploracdes positivas por més de recolha das amostras
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Foi encontrada uma relacdo entre a existéncia destas exploragdes com animais fortemente
positivos e o facto de as amostras de sangue terem sido recolhidas nos meses de Maio,

Junho e Julho (p<0,05, Fisher Exact Test).

I1.4.3. ESTUDO DESCRITIVO - ESTIMATIVA DE DOENCA

As seroprevaléncias intra-exploragdo, no grupo de animais seleccionados em cada

explorago, variaram entre 3,1% e 50,0% (Graéfico 8).

Grafico 8: Estimativa das seroprevaléncias por exploragéo
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A Tabela 19 mostra as frequéncias absolutas (nimero de animais positivos) e relativas
(proporgdo de seropositividade) na amostra recolhida em cada exploragdo, bem como os

valores corrigidos para o universo da explorag#o, tendo em conta o erro absoluto.
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Tabela 19: Seropositividade nas exploragdes positivas

Nid N de soros Pm"‘)f"%ﬁf’ de T.otal. de Intervalo de confian¢a
exploragio positivos na  seropositividade animais na (%)
amostra na amostra (%) exploracio
#32 2121 9.5 48 {0,1-18,9]
#44 2/19 10,5 37 [0,9 - 20,2}
#60 1/32 3,1 336 10 - 8,9]
#77 1/30 3,3 189 j0-9,2]
#89 2/31 6.5 259 j0 - 14,6]
#117 12/35 34,3 298 [19,5 - 49,1]
#127 1/25 4,0 35 [0 - 8,1}
#129 529 17,2 162 [4,8 -29,7]
#138 3/34 8,8 533 10 - 18,0]
#149 1/9 11,1 9 -
#150 4/12 33,3 12 -
#158 5/12 41,7 12 -
#163 2/29 6,9 150 10 - 15,2}
#164 1/17 59 19 [2,3-9,5]
#168 1729 3.4 167 10 - 9,5]
#169 9/33 273 534 [12,6 - 42,0]
#180 5/10 50,0 11 [40,7 - 59,3]
#184 3/32 9.4 399 10 - 19,1]
#209 3/38 7,9 320 10 - 15,9]
#210 1/14 7,1 14 -
Total 64/726 8,8 3530 [6,9 - 10,7]

A prevaléncia de soros individuais positivos no total das exploragdes seleccionadas no
concelho de Montemor-o-Novo foi de 8,8% (IC: 6,9% - 10,7%), para um nivel de confian¢a
de 95%.

11.4.3.1. Caracterizaciio da distribui¢fio de seroprevaléncias intra-
exploracio

A andlise estatistica dos resultados de seroprevaléncia obtidos nas exploragdes positivas
revela uma variabilidade elevada. A distribui¢fio de frequéncias esté apresentada no Gréfico

9.
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Grafico 9: Seroprevaléncias por exploragdo — distribui¢do de frequéncias
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Esta distribuigdo tem um desvio em relagdo a distribui¢do normal (Coeficiente de assimetria
=iy,
Os valores da andlise estatistica estdo apresentados na Tabela 20 e no Grafico 10.

Grafico 10: Seroprevaléncias por exploragdo — anélise estatistica descritiva
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Tabela 20: Seroprevaléncias por exploragio — andlise estatistica descritiva

Média 15,1
Mediana 9,1

Desvio padréo 14,2
Minimo 3,1

Miaximo 50,0

A média de seroprevaléncias intra-exploragio ¢ de 15,1%, mas o desvio padrdo ¢ de 14,2.

A analise estatistica dos dados agrupados de acordo com as variaveis tamanho da

exploragio (Grafico 11), més de colheita (Grafico 12) e grau de seropositividade (Gréfico

14) também seguem esta tendéncia de variabilidade.

Tamanho de exploracao

Gréfico 11: Seroprevaléncias por exploragdo — anélise estatistica descritiva agrupada em

fun¢do do tamanho de exploragéo
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A seroprevaléncia ndio varia com o tamanho de exploragfo, mesmo quando se consideram

dois grupos: exploragdes até 50 animais e exploragdes com mais de 50 animais (p>0,05; teste

Mann-Whitney).
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Més de recolha das amostras

Grafico 12: Seroprevaléncias por exploragfo — andlise estatistica descritiva agrupada em
fungdo do més de colheita das amostras
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Més de colheita dos soros

A seroprevaléncia varia com o més de recolha das amostras de sangue nas exploragoes. Ha
significancia estatistica quando se consideram dois grupos: os meses de Maio, Junho e Julho

agrupados, comparativamente aos outros meses (p<0,05; teste Mann-Whitney).

Grafico 13: Estimativa das seroprevaléncias por exploragéo positiva e fortemente positiva
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Legenda: (+) exploragdo com soros positivos; (++) exploragdo com pelo menos 1 soro fortemente positivo
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Grau de seropositividade

Gréfico 14: Seroprevaléncias por exploragdo — analise estatistica descritiva agrupada em
fungdo do grau de seropositividade
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As exploragdes fortemente positivas tém maior seroprevaléncia (p<0,05; teste Mann-
Whitney).

Nem todas as exploragdes que tém animais fortemente positivos apresentam valores de
seroprevaléncias elevados, enquanto que todas as que tem seroprevaléncias elevadas sdo

fortemente positivas (Grafico 15).

Grafico 15: Estimativa das seroprevaléncias por exploragdo positiva e fortemente positiva
O exploragdes(+) @ exploragdes (++)
50,0 -

Eﬁﬁ%%ﬁiﬁiﬁﬂllaﬁ$ilﬁﬁl

#32 #44 #60 #TT #B9 #1117 #127 #129 #138 #149 #150 #158 #163 #164 #168 #1690 #180 #184 #209 #210

Seroprevaléncia (%)
3
o

Exploragéo (identificagdo da exploracdo na amostra)

-64-



CAPITULO I1: RASTREIO SEROLOGICO

Legenda: (+) exploragdo com soros positivos; (++) exploragéio com pelo menos 1 soro fortemente positivo

Todas as exploragdes com seroprevaléncias superiores a 10% (n=6) tém animais com
serologia elevada. Destas, aquelas que tém prevaléncias mais altas, tém maior propor¢do de

soros fortemente positivos (Grafico 16).

Grafico 16: Estimativa da proporg&o de soros positivos e fortemente positivos em cada

exploragdo
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IL5 DISCUSSAO

A Febre Q, sendo uma zoonose presente em quase todo o Mundo (Maurin e Raoult, 1999), €
ainda pouco conhecida em Portugal. Os estudos epidemiolégicos ¢ a investigagio de surtos
publicados nos ultimos anos em varios pafses mostram que a doenga deve ser considerada

um problema de satide publica crescente (Arricau-Bouvery e Rodolakis, 2005).

Em Portugal, os casos Humanos reportados a Direcglio Geral de Satde (DGS, 2006)
indicam a existéncia de C. burnetii, mas s80 escassos os dados relativos a sua presenga nas
espécies animais. Sabendo que s3o os animais domésticos, particularmente os ruminantes, a
fonte de infec¢do para o Homem (Maurin e Raoult, 1999), é fundamental o conhecimento da
prevaiéncia do agente nestas espécies. Por este motivo foi realizado um rastreio serolégico
em amostras individuais de soros de ovinos, na regifo do Alentejo, onde esta relatada a
existéncia de casos humanos de Febre Q (DGS, 2006). A seroprevaléncia foi determinada
por ELISA, um método facil e rapido de executar ¢ que ¢ uma das principais técnicas
aplicadas na monitorizago de explora¢Ses, em larga escala e numa base de rotina (Arricau-

Bouvery ef al., 2003; Masala ef al., 2004; Manteca, 2005; Cekani ef al., 2008).

Foi escolhida a espécie ovina por existirem evidéncias de ser esta a fonte de infec¢do mais
provével para o Homem, tendo sido responsavel pela ocorréneia de surtos da doenga, nos
ultimos anos, em alguns paises da Europa (Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005; Manteca,
2005). Os ovinos sfio também importantes nos paises da bacia mediterrdnica,
nomeadamente em Portugal, no que se refere ao tamanho do efectivo. Os resultados obtidos
no estudo efectuado revelaram a presenca de animais com serologia positiva para C.
burnetii, 0 que permite concluir que estiveram, em algum periodo da sua vida, em contacto
com o agente etioldégico da Febre Q, apontando para uma possivel circulagdo deste no
concelho de Montemor-o-Novo. Estes dados confirmam as expectativas iniciais e so

corroborados pela existéncia de casos de Febre Q no Homem nesta regio.

Este é, de acordo com a pesquisa bibliografica efectuada, o primeiro estudo epidemiolégico
realizado em Portugal para detec¢do de anticorpos anti-C. burnetii em ovinos.
Anteriormente, o estudo de Bacellar ef al. (1995) realizado em cées do concelho de Setibal

tinha também indicado a circulag@o de C. burnetii em Portugal, na regido Sul.

Nas 35 exploragGes amostradas, foi observada uma proporg¢éo de 57.1% (IC: 40,7% -
73,5%) com pelo menos um animal positivo {(n=20), para um nivel de confian¢a de 95%.

Este foi considerado como o valor de prevaléncia real, assumindo valores de especificidade
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e sensibilidade de 100%, conforme indicado pelo fabricante do teste ELISA utilizado. Para
calcular de forma precisa a prevaléncia real na amostra, serd necessdrio determinar os
valores de sensibilidade e especificidade individuais do teste, para extrapolar os valores
agregados para a exploragdo e, assim, reduzir o impacto de possiveis exploragdes

falsamente classificadas como positivas.

Nas 20 exploracdes positivas, foi feita uma estimativa de doenga através do célculo da
seroprevaléncia intra-exploragfio, a qual variou entre 3% e 50%. A seroprevaléncia

individual, no total das 726 amostras, foi de 8,8%.

Na auséncia de dados relativos & situagfio epidemioldgica em Portugal, analisam-se as
prevaléncias encontradas em varios estudos efectuados em outros paises, onde a situagio

epidemioldgica da doenga € mais bem conhecida.

A analise da seroprevaléncia de 9349 soros de ovinos e caprinos, na Sardenha, entre 1999 ¢
2002 (Masala ef al., 2004), indicou uma distribuicio de C. burnetii elevada nestas espécies
(47% de exploragbes de ovinos e 38% de caprinos com serologia positiva). Foram
consideradas como positivas as exploragdes com mais do que um animal seropositivo,
Aplicando 0s mesmos critérios ao estudo efectuado em Montemor-o-Novo, ou seja, quando
sdo consideradas como positivas as explora¢des com pelo menos dois soros positivos,

obtém-se 37% de exploracBes positivas na amostra (13/35).

Este estudo (Masala ef al., 2004) foi feito em exploracdes nas quais ocorreram abortos e as
amostras foram recolhidas na época de parto, enquanto que o estudo efectuado em
Montemor-0-Novo foi feito em animais cujo perfil sanitario relativamente & ocorréncia de
problemas de fertilidade ¢ desconhecido, o que pode justificar a existéncia de
seroprevaléncia mais elevada na Sardenha. No entanto, ndo foi apresentado um grupo
controlo, cujas amostras tenham sido recolhidas fora da época de partos, o que seria
interessante para comparar com os resultados obtidos em Montemor-o-Novo, onde que se
observa uma diferenga significativa no mimero de exploragdes fortemente positivas nas
quais as amostras foram recolhidas nos meses posteriores as épocas de parto mais comuns

no Alentejo.

Na Turquia (Cetinkaya et al., 2000), em 1998, foram recolhidos soros de 411 ovinos
pertencentes a 47 exploragdes e analisadas pelo teste de IFA. Foi observada seroconversido
(existéncia de pelo menos um animal positivo) em 44,7% das exploragdes, correspondendo

a uma percentagem de 10,5 % das amostras individuais. Um estudo realizado no Chade,
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entre 1999 e 2000 (Schelling er al., 2003), também revelou valores semelhantes (43% de
exploragdes positivas e 11% de soros individuais positivos). Na Albénia, a prevaléncia de
anticorpos anti-C. burnetii em soros de 1085 ovinos ¢ caprinos, analisados pela técnica

ELISA, foi de 9,8% (Cekani et al., 2008).

Num estudo realizado por Manteca (2005), em Franca, usando o mesmo teste ELISA que
foi utilizado no estudo efectuado em Montemor-o-Novo, em 260 adultos ovinos,
pertencentes a 26 exploragles, foram encontradas 10 exploragdes com resultados positivos
(38%), 3 duvidosas e 13 negativas (50%). A prevaléncia individual foi de 4%. Nas

exploracdes positivas a seroprevaléncia atinge 16%.

Estes estudos apresentam resultados semelhantes na espécie ovina, em diferentes paises. Em
Franga, por outro lado, os diferentes trabalhos publicados indicam uma grande variabilidade
nos resultados de seroprevaléncia no efectivo ovino nacional, a qual varia entre 0 a 20%,
enquanto que a prevaléncia de rebanhos pode variar entre ¢ a 89 % (AFSSA, 2004). Esta
grande variabilidade de seroprevaléncia entre diferentes estudos conduzidos num mesmo

pais foi igualmente reportada no Japdo (Harai e To, 1998).

Segundo o painel de peritos da Agence Frangaise de Securité Sanilaire dés Aliments
(AFSSA) para a avaliagdo do risco de Febre Q para a Saude Publica (AFSSA, 2004), entre
as diversas razdes que explicam esta variabilidade, destacam-se a falta de técnicas
serologicas padronizadas, a qualidade da amostragem, a sua representatividade ou a

interpretacio que dela é feita.

Por outro lado, o facto de as amostras serem recolhidas nos casos de declaragfio de abortos,
como no estudo de Masala ef al. (2004) pode conduzir a sobre-estimativa da seroprevaléncia

guando esta é extrapolada a totalidade do efectivo.

Os resultados podem também variar com a distribuigfo geografica das exploragdes onde séo
recolhidas as amostras. Um inquérito conduzido em Franga entre 1982 e 1984, por uma
mesma equipa, mostra uma percentagem de exploragdes de ovinos com pelo menos um
animal com serologia positiva que varia entre 0 ¢ 80 % em diferentes regides ao longo de

um mesmo ano (citado em AFSSA, 2004).

Quando analisamos os resultados obtidos relativamente & distribui¢do geografica no estudo
efectuado em Montemor-o-Novo, nfo se observa qualquer diferenca estatisticamente
significativa que correlacione a distribuigéio de exploragdes positivas por freguesia, como no

caso de um estudo efectuado no Canada (Lang ef al., 1991), em que as exploragdes positivas
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se encontravam muito proximas umas das outras e agrupadas por regides. Teria sido
interessante incluir animais de outros concelhos ou regides para verificar se hé diferengas
geograficas significativas e assim identificar o seu papel na epidemiologia da doenga em
Portugal. Teria também sido til georeferenciar as exploragdes amostradas, de forma a
avaliar se existe alguma correlagéio entre a presenga de exploragdes com animais positivos e

caracteristicas geograficas.

QOutro factor a considerar é o sistema de produgfo praticado em cada exploragdo,
nomeadamente no que se refere ao pastoreio ao ar livre. Os resultados obtidos por Capuano
el al. (2001) em bovinos em [talia indicam maiores seroprevaléncias nos casos em que 0s
animais estdo em confinamento, o que pode ser justificado pelo facto de haver maior
contacto entre os animais, potenciando a transmisséo de aerosséis infectados provenientes
dos materiais de parto. Pelo contrario, Lang ef al. (1991) associaram a presenca de
exploragdes fortemente positivas a técnicas de maneio sem confinamento na época de parto,
assumindo que a exposi¢io dos ovinos a C. burnetii ocorre preferencialmente em meio
exterior € que a presenga de animais seropositivos ocorre preferencialmente em exploragdes

com semi-confinamento ou sem confinamento.

Estes dados indicam que, nos casos em que os animais estdo em confinamento, serio de
esperar seroprevaléncias mais elevadas intra-exploragdo devido ao contacto mais proximo
entre animais, mas que nos ¢asos em que os animais estfio em sistemas de extensivo, serfio
de esperar propor¢des mais elevadas de exploragles positivas. Assim, pode atribuir-se um
maior tisco de uma exploragdo ser positiva nos casos em que os animais estejam ao ar livre,
uma vez que os aerossois podem ser transportados pelo vento entre exploragdes vizinhas
(Tissot-Dupont ef al., 1999; 2004).

No estudo efectuado em Montemor-o-Novo nfo existem dados relativos a esta varidvel, mas
seria interessante estuda-la como factor de risco. Apesar disso, nesta regifo, o sistema
extensivo ¢ o mais praticado, o que pode explicar a propor¢do de exploragdes positivas

encontradas.

No estudo de Lang ef al. (1991), em que foi utilizada a técnica ELISA, apenas 20% das
exploragfes tiveram resultados positivos. Cerca de 50% das exploragdes da amostra
estavam em conflnamento ou semi-confinamento, o que pode justificar este valores mais
baixos comparativamente ao estudo de Montemor-o-Novo, onde se supde que ndo existe
confinamento. Também os resultados de Masala ef al (2004) poderfio confirmar este

aspecto, uma vez que a populagdo de ovinos deste estudo efectuado na Sardenha
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corresponde a sistemas de maneio extensivo.

No estudo de Cekani e al. (2008) na Albdnia, foram encontradas seroprevaléncias
individuais de 9,8% em ovinos e caprinos. Também neste caso se pratica o sistema de
maneio extensivo. Neste estudo nfo foram indicadas as propor¢des de exploracGes
positivas. Contudo, o valor de seroprevaléncia individual ¢ semelhante ao que foi obtido em

ovinos em Montemor-o-Novo (8,8%) e na Sardenha (9%) (Masala et al., 2004).

0O estudo realizado no Chade, entre 1999 e 2000 (Schelling et al., 2003), também revelou
valores semelhantes, ou seja, 43% de exploracGes positivas e 11% de soros individuais
positivos, onde, apesar das diferengas geograficas, o maneio também se pratica em
extensivo. Neste caso também ndo sdo indicadas as datas de recolha, o que seria interessante
para avaliar o impacto das épocas de parto nos resultados de serologia, uma vez que os
diferentes resultados podem corresponder a variagdes de incidéncia da doenca ou da
intensidade da resposta imunitaria que podem, por exemplo, ser em fungfio da estagio do
ano. Yanase ef al. (1997) mostraram, em vacas seguidas por um periodo de dois anos, que o

titulo de anticorpos e o nimero de bovinos seropositivos era mais elevado no Inverno.

O més de recolha das amostras parece ter influéncia nos resultados do rastreio serologico
levado a cabo em Montemor-o-Novo, uma vez que fol encontrada uma relagéo
estatisticamente significativa entre a existéncia de exploragdes com animais com serologia
fortemente positiva e o facto de a recolha das amostras de sangue ter sido realizada nos
meses de Maio, Junho e Julho. Esta relagdo com a data de recolha apenas se observa quando
se comparam as exploragdes fortemente positivas com as positivas, nfo sendo significativa

quando se comparam as exploragdes positivas com as negativas.

A seroprevaléncia também varia com o més de recolha das amostras de sangue nas
exploragdes, existindo uma maior seropositividade intra-exploragfio na época de final de
Primavera e inicio do Verfio, o que revela o caracter sazonal da doenga, sugerindo a
existéncia de animais com infec¢des crénicas ao longo de todo o ano, os quais podem ser
portadores e excretar a bactéria. Uma vez que a excregiio € mais elevada nas épocas de parto
(To ef al., 1995, Hatchette ef al.,, 2001; Arricau-Bouvery ef al., 2003; Masala ef al., 2004), a
probabilidade de um animal ficar infectado € proporcionalmente maior nos meses que se lhe
seguem, devido a uma maior concentragdo no meio ambiente. Desta forma, a ocorréncia de
infecgdes agudas pode estar relacionada com uma possivel concentragfio de partos na
Primavera. No entanto, esta conclusfio sera apenas presumptiva, uma vez que nfo foram

recothidos dados detalhados dos meses de parto em cada exploragfio da amostra, pelo que
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sera necessdrio investigar quais sfio as épocas de parto nas exploragdes amostradas.

A eventual relagfio com a maior circulagdo de carragas nesta época do ano deve ser
averiguada nas exploragbes em estudo, podendo também justificar a sazonalidade
observada, uma vez que estas sfio reservatdrios e vectores de C. burnetii. O seu potencial
impacto na transmissfo deste agente aos ovinos foi sugerido por Cetinkaya er al. (2000),
tendo registado uma seroprevaléncia ligeiramente mais elevada nas exploragdes em que nfo

havia controlo de carragas, embora esta diferenga nfo fosse estatisticamente significativa.

No geral, ndo existem dados relativos a inquéritos nacionais com métodos suficientemente
rigorosos, no que diz respeito a amostragem e técnica, para poder estimar correctamente as
prevaléncias de Febre Q em animais. Existem apenas dados dispersos para os ruminantes
domésticos, os quais traduzem, nfio sé diferencas geogréaficas e cronolégicas, mas também
metodoldgicas. Seria, portanto falacioso tentar estabelecer comparagdes ou agregar os

resultados obtidos nestas condi¢cdes t8o diferentes.

A seroprevaléncia da Febre Q em ovinos ndo pode, por isso, ser avaliada com preciséo a
partir da literatura. Esta avaliagio, ja sujeita a varias imprecisdes ao nivel individual para
um dado rebanho, sé-lo-4 muito mais para um efectivo nacional, tendo em conta a
distribuicdo geografica e temporal muito irregular da doenca. Ainda assim, € razodvel
afirmar que a Febre Q é uma infecgfio bastante disseminada nos ovinos em diferentes paises

€ que existe uma percentagem elevada de rebanhos que estfo ou estiveram infectados.

Um outro aspecto a ter em conta na avaliago dos resultados obtidos ¢ o facto de a resposta
serologica a C. burnetii a nivel individual nem sempre ser significativa, pelo que a serologia
positiva ndo ¢ totalmente representativa da manifestago da doenga nas exploragdes, nem do

estatuto de portador/excretor dos animais.

Globalmente, as dificuldades de interpretagio da serologia estfo ligadas sobretudo a falta de
conhecimento dos perfis serologicos, periode de incubagdo, cinética e persisténcia de
anticorpos dos ruminantes. Por outro lado, um animal seropositivo nfo é forgosamente
excretor e certos animais sdo excretores mesmo quando o nivel de anticorpos anti-C.
burnetii no seu soro ¢ baixo (Adesiyun et al., 1985; Muramatsu et al.,, 1997; Berri et al.,
2001). Num estudo recente, em que foi utilizado o mesmo teste ELISA que no presente
estudo, em duas exploragdes de ovinos fortemente infectadas, apenas 10% das fémeas que
excretavam o agente ¢ que eram PCR positivas apresentavam serologia positiva e, huma

terceira, este valor atingiu os 50% (Rodolakis et al., 2007).
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Assim, os resultados serologicos positivos obtidos no estudo apenas permitem concluir que
estes animais estiveram em contacto com o agente da Febre Q, uma vez que a técnica
seroldgica isoladamente nfo permite concluir se uma infecgio € recente ou antiga, latente ou
clinica, ou ainda distinguir os anticorpos vacinais dos anticorpos infecciosos. O teste ELISA
utilizado detecta anticorpos anti-fase I e anti-fase II, mas ndo faz a discriminacdo entre
ambos. Em caprinos foi demonstrado que apos um surto de Febre Q os anticorpos anti-fase 1
se mantiveram em niveis elevados, enquanto que os anti-fase Il diminuiram (Hatchette ef a/,
2002), pelo que a presenga de anticorpos anti-fase 1l poderia ser indicadora de uma infecgo

recente.

Outro aspecto que merece reflexfo é a existéncia de animais com niveis elevados de
anticorpos anti-C.burnetii, classificados como fortemente positivos, em 50% das
exploragfes positivas (10 em 20), nas quais se observa também seroprevaléncia intra-
exploracéo significativamente mais elevada. Este aspecto pode indicar que o agente estd em
circulagfio nestas exploragdes, podendo mesmo existir manifesta¢des clinicas, uma vez que,
a escala do rebanho, uma seroprevaléncia elevada e uma forte propor¢io de titulos elevados
foram associados a rebanhos onde ocorrem abortos por Febre Q (Sanford et al, 1994;
Rousset er al, 2007). A correlagdo entre prevaléncia da infec¢do por C. burwetii ¢ a
ocorréncia de abortos na exploragfo foi também referida por Cetinkaya er af., (2000), tendo
sido observada seroprevaléncia significativamente mais elevada nas exploragdes com

histérico de abortos.

Estes dados devem, contudo, ser analisados com precaugfio enquanto néo forem feitos
estudos clinicos nas exploragdes e aplicadas técnicas de detecgfio do agente, tais como o
PCR. Por isso, em futuros estudos, um aspecto a abordar sera a existéncia de potenciais
problemas de fertilidade, principalmente abortos e, nos casos em que estes sejam
observados, proceder a diagnostico diferencial para determinar o possivel papel de C
burnetii como agente etioldgico. Seria interessante também averiguar se os soros fortemente
positivos pertencem a fémeas que abortam e comparar taxas de aborto nas exploragdes

fortemente positivas e nas positivas com titulos de anticorpos normais.

Da mesma forma, assumindo que existem infecgdes agudas nas exploragdes onde sdo
observadas seroprevaléncias elevadas, seria igualmente relevante conhecer a proporgfo de
animais jovens, ou recentemente introduzidos no rebanho, para poder estimar importincia
destes possiveis factores de risco para a ocorréncia de Febre Q, 4 semelhanga do que foi

feito por outros autores. Num primeiro estudo (Lang et al., 1991), foi associada uma taxa
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II.1 OBJECTIVOS

Este ultimo capitulo tem como objectivo principal discutir a importdncia da Febre Q em salde
publica, com recurso aos dados disponiveis sobre a doenga no Homem em Portugal e através

de uma revisdo bibliografica de casos documentados em outros paises.

L2 METODOLOGIA

Foi feita uma recotha de dados disponiveis relativos a ocorréncia da doenga no Homem, com

recurso aos dados reportados a DGS (DGS, 2006).

Uma vez que, também nesta area, os dados sfo limitados e a origem da doenga ou as possiveis
vias de contacto com o agente sfio dificeis de determinar em Portugal, como estudo
complementar, foi feito um levantamento bibliografico exaustivo sobre as principais fontes de
contdgio de Humanos com o agente da Febre Q, através da andlise de surtos ocorridos em

diversos paises.
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reduzida de reposicio de ovelhas na exploragdo a uma probabilidade diminuida de os
animais serem seropositivos e, no segundo {Capuano e al., 2004), explora¢des com vacas e
ovelhas com idades compreendidas maioritariamente entre trés e cinco anos apresentavam
maior prevaléncia do que em exploragdes onde a média de idades era mais baixa. Em ambos
os estudos ndo sfo referidos os niveis de seropositividade individuais, pelo que ndo ¢
possivel concluir sobre o impacto da idade e taxa de reposi¢do na ocorréncia de infecgdes

recentes.

Nio € possivel identificar animais portadores/excretores e avaliar o risco de excregéo ou de
transmissdo a um outro rebanho ou a0 Homem apenas com o método serologico. Para
identificar a presenga do agente no animal e pdr em evidéncia a excreclio de C. burnetii
deverdo ser utilizadas técnicas bacterioldgicas. As téenicas de amplificagfio gendmica por
PCR podem confirmar um diagndstico directo. Sfo mais rdpidas e mais sensiveis que o
isolamento e sdo, também, mais precoces que a resposta serologica na fase aguda da

infeccdo (To et al., 1996).

Os valores de seroprevaléncia intra-exploragdo, pelos motivos apresentados anteriormente,
ndo devem ser lidos de uma forma estrita, como descrevendo o nimero de animais
verdadeiramente infectados ou que possam manifestar sintomas da doenca. Mais uma vez
estes valores reflectem a circulagio do agente em maior ou menor grau dentro da exploragéo
e poderdio, nos casos em que as seroprevaléncias sfo mais significativas, apontar para a
suspeita da presenga de animais excretores. Nestes casos deverda ser feita uma analise

através de PCR a pelo menos 10% dos animais da exploragio (Rodolakis et al., 2007).

Devido ao desconhecimento da doenga em Portugal e por se tratar do primeiro estudo
sistematizado realizado em ovinos, o objectivo principal era identificar se os animais em
estudo apresentavam serologia positiva a C. burnetii. Com este de estudo e com a técnica de
diagndstico utilizada, foi possivel concluir que os animais identificados como positivos
estiveram em contacto com o agente em alguma fase da sua vida. Embora néo tenha sido
possivel identificar e caracterizar a circulagdo do mesmo nos animais, os resultados obtidos

apontam para a sua existéncia na regido de Montemor-o-Novo,
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III. IMPACTO NA SAUDE PUBLICA
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Estes dados alertam para a necessidade do planeamento e divulgagdo de medidas de
biosseguranga adequadas, particularmente quando em contacto com animais parturientes,
para reduzir a prevaléncia nos reservatorios de C. burnetii e, por consequéncia, reduzir a

prevaléncia de casos de Febre Q no Homem.

Nesta fase precoce do conhecimento da epidemiologia da doenga em Portugal, o estudo
seroepidemioldgico para averiguar a presenga do agente no efectivo ovino do concelho em
estudo € um passo inicial importante neste dominio, sendo necessérios mais estudos para
caracterizar a epidemiologia da doenga, bem como a sua distribuigdo no territorio

Portugués.

Um futuro estudo mais aprofundado para rastreio da infecglo animal deverd abranjer
regiGes mais alargadas e um maior nimero de exploragdes, de forma a avaliar a verdadeira
dimensdo e distribuigdo do agente, bem como um estudo analitico para identificar de
factores de risco associados a transmissdo da doenga/manutengdo nos reservatorios animais

e que permita a aplicagfio de medidas preventivas.

A técnica a privilegiar devera ser a ELISA, por ser a mais especifica e permitir tratar
rapidamente um grande ntimero de soros, aplicada a amostras de soro ou em amostras de
leite de tanque, associada, em caso de resultados positivos, a uma pesquisa por PCR nos

esfregacos vaginais, no leite ou fezes para identificar animais excretores.
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HL3 RESULTADOS

111.3.1. PORTUGAL

Em Portugal a Febre Q ¢ de notificagdio obrigatéria, sendo a forma crénica reconhecida
como doenga profissional pelo Decreto Regulamentar n°6/2001 de 5 de Maio (Didrio da
Republica I Série B, N°104 de 5 de Maio de 2001, 2613-2638) que lista alguns dos trabalhos
susceptiveis de provocar doenga, como trabalhos que impliquem o contacto com animais
(principalmente bovinos, caninos, felinos, leporideos, caprinos, ovinos e cobras), seus
despojos ou excreta; (rabalhos efectuados em florestas; a prética da medicina veterindria e
trabalhos de laboratério que impliquem contacto com o agente, designadamente a

preparacio de culturas e a produgéio de vacinas.

Embora exista contexto legal referente a esta doenga, sdo escassos os estudos disponiveis

que permitam inferir a real percentagem de pessoas e animais infectados.

As primeiras referéncias & doenga em Portugal datam do final da década de 40, tendo sido
identificados e seguidos clinicamente alguns pacientes humanos (Fonseca ef al., 1949). Em
1951 foi identificado um foco de Febre Q em bovinos (Figueiredo, 1951), subsequente a
identificagfio de um caso clinico em Humanos. J4 nessa época foi sublinhada a importancia
do estudo da Febre Q e da identificagdo dos focos endémicos em animais como forma de
agir ao nivel da saide publica. Fonseca ef al. (1949) conclulam que “se os médicos e
subdelegados de satide, ao enconfrarem um doente de Febre O, procurarem o foco da
infecgdio, investigando a sua origem no gado vacum, no gado caprino e ovino, muilo
ganharia a saide publica, pois teriamos assim a possibilidade de melhor dominar esta

doenga gue (...) parece existiv em todo o Pais.”

Um estudo realizado em Portugal em 1990 (Filipe ef af, 1990), em que se estudou uma
amostra da populacio habitando em varios concelhos da regifio sul de Portugal, observou-se
2,2% (N=487) de seroprevaléncia do agente, variando segundo os concelhos amostrados
(6,4% no distrito de Portalegre, 1,7% no distrito de Beja, 2,8% no distrito de Setubal e nfo

foi detectada no distrito de Evora),

Embora nunca tenham sido detectados surtos epidémicos da doenga no nosso pais, a sua
notificacdio passou a ser obrigatoria em 1999, registando-se, desde entfio, uma incidéncia
aproximada de 0,14/ 10° habitantes (1999-2003) (DGS, 2006).

Defende-se, contudo, que a situaclo da febre Q possa estar subavaliada (Santos et al.,
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2007). Num estudo recentemente realizado no Centro de Estudos de Vectores e Doengas
Infecciosas, Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) (citade em
Santos e/ al., 2007), foi possivel apurar que o nimero de casos de febre Q confirmados
serologicamente naquele Centro em 2004 e 2005, num total de 32, ultrapassam as
notifica¢des registadas pela DGS em igual periodo, contabilizadas em 11 notificagdes
(DGS, 2006), apontando claramente para a necessidade de uma real avaliagio da

importancia desta doenga no nosso pais.

Os casos de Febre Q em Humanos reportados anualmente a4 DGS registam-se
maioritariamente nas regides Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Alentejo (Tabela 21} € o
grupo etdrio mais afectado € entre os 25 e 0s 65 anos, sendo os homens s8o mais atingidos

que as mulheres (Tabela 22).

Tabela 21: Casos de Febre ) em Humanos em Portugal reportados a DGS, por regifio

Ano N total Norte Centro Lisboa ¢ V ale do Alentejo Alarve Re'glées
Tejo Autdnomas
2000 11 2 4 4 1
2001 19 1 3 13 2
2002 15 3 9 3
2003 10 4 5 1
2004 6 1 1 4
2005 1
2006% 3 2 1

Fonte: DGS (2606)
* dados do 1° e 2° trimestre

Tabela 22: Casos de Febre Q em Humanos em Portugal reportados & DGS, por grupo etdrio.

Ano | Sexo | =4 | 5-14 | 1524 | 25-34 | 35-44 | 45-54 | 55-64 | 6574 | =75 | Total

e e e

2001 ; ? ? ; 2 : 145

2003 ;1 Z ! 2 ? } 2

2004 rlle 1 ! 2 1 5 g
Tol: |1 3 T 7 0 10 3 3

Fonte: DGS (2006)
H: Homem; M: Muther

_78-




CAPITULO HI: IMPACTO NA SAUDE PUBLICA

111.3.2. OUTROS PAISES

A Tabela 23 mostra resultados de seroprevaléncia obtidos em Humanos em surtos recentes
ocorridos em paises de todo o mundo e a Tabela 24 relata os principais surtos ocorridos em

Humanos e publicados desde 1999.

Tabela 23: Seroprevaléncia de Febre Q em Humanos obtida nos principais surtos ocotridos
entre 1995 2003

o N° de Testes Seroprevaléncia .
Pais Anc | N°de individuos expostos . s nos Humanos Referéncia
cidades utilizados (%)
Polonia | 2003 90 (rural) 11 (aldeias) I¥ 18 Cisak ef al,
30 (urbano) 1 (cidades) 0 2003
Canérias | 2003 662 ND IF 36 Bolanos ef
al., 2003
Japdo 2001 267 (veterindrios) ND IF 13,5 Abe et al ,
352 {pessoal médico) 5 2001
2003 (dadores de sangue) 4
Japdo 2000 200 (gravidas) 1 IF 4 Numazaki er
al., 2000
Taiwan | 2000 616 ND IF 4 Ko et al,
2000
Chade 1999- 362 32 ELISA 1 Schelling ef
2000 al.,, 2003
Turquia | 1998 102 ND IF 8 Cetinkaya et
al., 2000
Canada | 1997- 7658 (gravidas) ND I¥ 4 Langley ef
1998 al., 2003
Espanha | 1996- 1654 ND IF 5 Lepe et al.,
1997 1999
Franga 1996 12716 3 IF 0,15 Rey et al.,
2000
Franga 1995 790 (dadores de sangue) 1 IF 0,4 Carrieri et
1996 | 620 (dadores de sangue) 3 al., 2002
785 (populacéo geral) 5

ND: Néo Determinado
Adaptado de Arricau-Bouvery ¢ Radolakis, 2005
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Tabela 24: Principais surtos de Febre Q publicados desde 1999

Ne de

Principais sinais

Ano® Pais Origem . Diagnéstico Ref
€asos clinicos
2003 Italia Ovinos 133 Febre, tosse IF Santoro et al.,
2004
- . Febre, cefaleia, ¢
2002 Franca Ovinos 28 ANT® IF
2000 Franca Estrur}]e de 10 Febre, mlalglg, IF d
caprinos suores, cefaleia
. Estrume de Febre, cefaleia, . Berri et al.,
2000 Franga ovinos > ANT IF 2003
2000 Australia Desconhecida 16 N#o descritos FC Cho;gocg ak,
Indisposigio, .
1997 Bésnia Ovinos 26 fadiga, cefaleia, Serologia Splino et al.,
2003
febre
ND Japdo CHes e gatos 2 Assintomético IF & PCR Komzi;g%g tal,
. Febre, mialgia, Carrieri ef al.,
1996 Franca Ovinos 29 ANT IF1 2002
N Viagem & . Kawamoto ef
ND Japio Austrélia 3 Febre, fadiga, ANT IF & PCR al., 2002
? Febre, cefaleia, Steiner ef al.
1999 Israel Trabalhadores 16 hepatite, ELISA 2001 ?
de cozinha pneumoenia
Trabalhadores . .
1998 Austrélia | de matadouro | 33 ? Serologia & | Gilroy et al.,
. PCR 2001
de Ovinos
1996- Guiana Reservatdrio 112 Preumopatia IF Gardon ef al.,
2000 Francesa selvagem p 2001
Newfoundland . ITL, cefaleia, Hatchette er af,
1999 Canada Caprinos 60 indisposicdo, febre IF 2001
Férias em Pneumonia, . Stevens ef al.,
ND Holanda Franca 4 hepatite Serologia 2000
Ovinos Reintjes ef al.
s L) 9 2 ’
1999 Alemanha estrume 7 ? ’ 2000
. . Febre, cefaleia Potasman ef al.
f) ] el H
? Quénia Caprinos 4 preumonia IF 2000
1990- - . Febre, cefaleia, Tissot-Dupont ef
1995 Franga Ovinos 289 ANT IF al, 1999
1987~ - . , . Boschini ef af.,
1988 ltalia Ovinos 235 Sindrome gripal ? 1999

 ano em que ocorreu ¢ surto
® ANT = aumentc dos niveis de transaminase

© www.sante.geuv. fr/htm/actu/actu_ss/

4 www.invs.sante. fi/publications/2003/fievre_g/
ND: Nio descrito

Adaptado de Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005
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Manteca (2005) fizeram uma recolha sistematica para identificar todos os resultados de
estudos sistematicos provenientes de ensaios pontuais para determinagio de prevaléncias de
Febre Q em todo o mundo (Tabela 25).

Tabela 25: Dados de meta-anélise, em % de seropositividade para C. burretii em diferentes
espécies e paises

Pais Espécie % Pais Espécie %
Alemanha Bovinos 7.6 Zambia Humanos 8,2
Alemanha Bovinos 0,5 Niger Humanos 9.6
Alemanha Ovinos 5,6 N, Zeldndia Bovinos 0
Alemanha Ovinos 1,2 N, Zeldndia CHes 0

Bdsnia Humanos 19 Portugal Cées 4,8
Canada Gatos 5 Roménia Humanos 10,1
Canada Humanos 14,6 Romeénia Humanos 2,8
Canada Ovinos (expl.) 30 S. Salvador Humanos 27
Espanha Humanos 48.6 Senegal Cies 11,6
Espanha Humanos 46 Eslovaquia Cies 11,7
Espanha Humanos 40,6 Sri Lanka Bovinos 15
Espanha Humanos 20,8 Sri Lanka Caprinos 25
Espanha Humanos 10 Suiga Caprinos 0
Espanha Humanos 5,1 Suiga Humanos 20
Franga Caes 9.8 Taiwan Humanos 472
Franga Humanos 4 Tanzénia Humanos 4,7
Franga Humanos 0,2 R. Checa Bovinos 12
Marrocos  Bovinos (expl.) 9 R. Checa Humanos 1,1
Marrocos Humanos 18,3 Guiana F. Cles 5,2
Marrocos Humanos 1 Irfo Humanos 27
Tunisia Humanos 26 Italia CHes 0,9
Turquia Bovinos 5,8 Italia Humanos 3,6
Turquia Humanos 12 Japdo Bovinos 30
Turquia Ovinos 10,5 Malawi Bovinos 1,5
Zimbabué Bovinos 41 Etidpia Humanos 6,5
Zimbabué Bovinos 39 C. Marfim Cies 8,3
Zimbabué Caprinos 10 Zimbabué Cées 15
Zimbabué Gatos 13 Zimbabué Humanos 37

Adaptade de Manteca, 2005

Estes resultados mostram, de uma forma muito simples, que existe seroprevaléncia

significativa, em muitos pafses, um pouco por todo o Mundo.
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L4 DISCUSSAO

A prevaléncia da Febre Q em Humanos, tal como nos animais, ndo € conhecida com
precisdio, e é provavelmente subestimada, uma vez que as multiplas formas da doenga
dificultam o diagnostico clinico. Estudos de seroprevaléncia realizados em dadores de
sangue sugerem que a exposiclo a C. burnetii ¢ comum nos paises onde 0s testes sdo

realizados (Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005).

Os resultados de meta-andlise apresentados por Manteca (2005) demonsiram que quase
todas as regides do Mundo, espécies animais e tipos de maneio zootécnico estéio envolvidos
na problematica da Febre Q. Os autores denotam, no entanto, que a metodologia nfo esta
padronizada e que, por isso, ndo é possivel extrapolar qualquer tipo de comparagio. Os
mesmos aludem ainda para o facto de os valores reais da doenga em animais e humanos
serem, na maioria dos casos, subestimados pelos veterindrios, autoridades de saude e

produtores.

O numero de publicagbes sobre surtos e o estudo retrospectivo dos casos isolados ou
manifestagdes clinicas pouco comuns tem crescido desde 1999 (Arricau-Bouvery e

Radolakis, 2005).

Os casos mais recentes de Febre  foram descritos na Australia (Speelman, 1982; Garner ef
al., 1997, Yohannes et al., 2004), Canada (Marie, 1988, Langley ef al., 2003), Alemanha
(Hellenbrand ef al., 2001), Japfo (Takahashi er al., 2004), Espanha (de Alarcon, ef al.,
2003; Sampere ef al., 2003), Suica ¢ Reino Unido (Pebody ef af., 1996).

A Febre Q é uma doenca de origem aérea. As infecgdes podem ocorrer apos inalagdo de
aerossdis gerados a partir de placentas, fluidos corporais ou poeiras contaminadas
resultantes de estrume contaminado e dessecagfio de placentas e fluidos corporais
infectados. A transmissfio de C. burnetii esta, na maioria das vezes associada ao aborto dos

ruminantes domeésticos, particularmente os ovinos.

Varios autores descreveram uma variagdo sazonal na incidéncia da doenga em humanos
durante a Primavera e o inicio do Verfo, o que tem sido atribuido ao periodo de partos
durante a Primavera e a fosquia, conduzindo & contaminagfo ambiental (Tissot-Dupont er
al., 1999; Hellenbrand er al., 2001). Nio é portanto necessario o contacto directo com os

materiais abortados ou com as fémeas que abortam,

As pessoas podem contaminar-se pela manipulagdo de 13 contaminada (Abinanti es al,
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1955), estrume (Berri ef al., 2003) ou roupas contaminadas com fezes (Babudieri, 1959) ou

transuméncia de rebanhos infectados através de um vale (Dupuis et al., 1987).

Entre Novembro e Junho de 2002, no Vale de Chamonix em Franga, foram identificados 88
casos de Febre Q em Humanos, 71 dos quais com sinais clinicos e 10 que necessitaram de
hospitalizagiio. Os estudos conduzidos indicam que o surto teve origem na transmissdo
aérea a partir de rebanhos infectados presentes no Vale desde Junho.

(http://www .sante.gouv.fr/him/actu/actu ss/)

Na Bulgaria o aumento do nimero de casos de Febre Q foi associado ao aumento do
namero de cabras que diariamente se deslocam &s aldeias e pequenas cidades para pastagem

(Serbezov ef al., 1999).

A sobrevivéncia ambiental de C. burnetii permite que seja transportada pelo vento para
locais distantes dos seus pontos de origem (Lyytikainen et al., 1997; Hellenbrand ef al,,
2001; Carrieri et al, 2002). Isto pode contribuir para o aparecimento de casos de Febre Q em
dreas urbanas, onde uma percentagem importante de individuos afectados nfo tem contacto

directo com animais (Sampere ef al., 2003).

Na Alemanha, uma publicagio de 2001 fez o ponto de situacdo de 40 epidemias entre 1947
e 1999 (Hellenbrand er al, 2001). Os autores observaram que as epidemias sdo cada vez
mais registadas em zonas urbanas. 24 epidemias estavam ligadas a ovinos, dos quais 11 se
deveram a manipulagdo de produtos do parto, uma a manipulagio de camas de palha, trés &
manipulagdo da 18, 12 a passagem de rebanhos nas proximidades e 14 ao vento e a seca.
Seis das epidemias tiveram origem em bovinos, das quais quatro foram comunitdrias
(manipulagd@o de abortos, feiras de gado) e duas em matadouros. Duas epidemias, as mais
antigas, surgiram em laboratdrios de pesquisa, enquanto que, para oito das epidemias, ndo

foi identificada nenhuma origem.

As aves domésticas e selvagens podem também transmitir a Febre Q através das fezes ou
dos seus ectoparasitas, podendo ser responsaveis por casos humanos em areas urbanas ou

sem contacto aparente com animais (Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005).

As carragas sfo consideradas como um reservatorio principal e vector de C. burnetii em
varios paises. C. burnetii tem capacidade de infectar mais de 40 espécies de carragas, mas o
seu papel na transmissfo da doenga parece variar consoante o pais (McDiarmid ef al., 2000;
Kovacova e Kazar, 2002; Spyridaki er al., 2002; Lee ef al., 2004). Em Franga, a transmissdo

por carragas parece afectar principalmente os animais selvagens e menos os animais
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domésticos (Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005). As carragas transmitem o agente através
de mordedura ou pelas fezes aos passaros, roedores ¢ ruminantes (Lang, 1990). A infecgdo
dos ovdrios de certos tipos de carragas foi relatada e pode levar a transmissdo a
descendéncia, permitindo que C. burretii permaneca na populagio de carragas (Lang,

1990).

A ingestfio de leite contaminado induziu a seroconversdo em humanos voluntarios, sem,
contudo, manifestar sinais clinicos da doenca (Benson ef al, 1963; Krumbiegel ef al., 1970).
Embora alguns estudos tenham relatado a existéncia de doenga clinica relacionada com a
ingestdo de queijo (Fishbein e Raoult, 1992; Hatchette ef /., 2001), os resultados obtidos
tém sido contestados, uma vez que é dificil garantir que os pacientes nfio tiveram contacto
com poeiras ou aerossois. Por outro lado, nfo sio conhecidos estudos sobre a ingestdo de
doses massivas de C. burnetii ou de doses moderadas por pessoas em risco, fals como
mulheres gravidas, individuos imunocomprometidos ou com valvulopatias (Arricau-

Bouvery e Radolakis, 2005).

Nos animais domésticos, a contaminagfio por via oral de bovinos, ovinos e caprinos através
da ingestdo de placentas infectadas ¢ também considerada como menor, embora nfio tenha
sido estudada (Arricau-Bouvery e Radolakis, 2005). No entanto, admite-se que cies e gatos
possam ser infectados pela ingestdo de placentas altamente infectadas (cerca de 10°

bactérias por grama) (Babudieri, 1959).

Apreciaciio do risco de exposiciio

A exposigdo tem em conta as diferentes vias de exposigdo e as populagdes expostas ao risco.
Existemn varias vias de exposigto a C. burnetii:

- o contacto directo com ruminantes domeésticos excretores;

- avia aérea que pode existir a distdncia;

- avia alimentar;

a contaminagdo pelo ciclo selvagem: contaminago essencialmente por carragas.

Diferentes populacoes expostas

Todas a pessoas que sdo expostas, nfo o s&o da mesma maneira.
Em termos de exposigdo, a AFSSA (2004) distingue diversas populagdes:

Os individuos em contacto directo, estreito ¢ habitual (mais frequentemente

profissional) com os ruminantes (criadores, veterinarios, trabathadores dos matadouros).
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Um estudo inglés fez a observagio de uma cohorte de 404 individuos que trabalhavam em
exploragdes animais, comparados com 395 testemunhas {(Thomas er al. 1994; 1995). A
seroprevaléncia era cerca de trés vezes mais elevada nos criadores (27,3%) que nas
testemunhas (10,9%). A presenga de anticorpos anti-C. burnetii estava significativamente

associada ao contacto com os animais gestantes e com os produtos da gestacéo.

Esta populagio apresenta, segundo a AFSSA (2004) o risco mais elevado de exposigho a C.

burnetii. A exposicio é, portanto, qualificada como moderada a elevada por via aérea.

As populagdes com exposi¢io rural, directa ou indirecta: vizinhos das exploragdes,
adeptos do turismo rural, visitantes de quintas pedagdgicas. Os cagadores e outros adeptos
de caminhadas na natureza, além da exposi¢io aos rebanhos, podem também estar expostos
a fauna selvagem (para a qual o conhecimento é muito limitado) e de uma sobre-exposi¢io
as carragas (ainda que a sua importincia na transmissfio da doenga possa ser discutivel,

sendo muito raramente confirmada).

Como as epidemias demonstram regularmente, esta populagio, embora menos exposta que a
precedente, possui na mesma um risco de contacto com a bactéria, sendo considerada como

de risco fraco a moderado.

A populac¢io geral, principalmente urbana, mais raramente em contacto com 0s ruminantes
domésticos e que ndo vive numa zona de possivel contaminagfio aérea. Pode estar exposta
a0s aerossois transportados & distdncia, ou devido a passagens de rebanhos. Esta populagiio

estd globalmente pouco exposta.

A Febre Q, sob a forma clinica ligada ao consumo de alimentos crus néio deve ser excluida,
mas nunca foi demonstrada com certeza, por esta razfio, a apreciagio qualitativa da
exposicdo foi considerada como “nula a negligencidvel” para as trés categorias da

populagdo (AFSSA, 2004).
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A revisfo bibliografica efectuada revelou a existéncia de um inferesse crescente pela Febre
Q, a nivel mundial, manifestado pelo grande nimero de publicagdes recentes sobre a
matéria, particularmente revisdes bibliograficas e documentagfio de surtos ocorridos em
animais e no Homem. Esta atengfio por parte da comunidade cientifica internacional podera
estar relacionada com a classificagdo do agente da Febre Q como arma de terrorismo

bioldgico ou com um eventual cardcter emergente desta zoonose.

Muito ainda hd para descobrir no que se refere ao ciclo de vida de C. burnetii ¢
fisiopatogenia da doenga nos hospedeiros. Os mecanismos pelos quais se rege a modulagdo
da resposta imunitaria a infecgfio por C. burnelii e, sobretudo as estratégias usadas pela
bactéria para persistir nas células dos hospedeiros infectados, nfio estdo completamente
elucidados. Na tltima década, porém, tém surgido numerosas publicagdes que contribuem
para o conhecimento da patogenia da Febre Q crénica, sendo este um aspecto primordial

para o avanco no combate & doenga no Homem.

Contudo, apesar das diversas publicagdes e do aumento da divulgagdo da doenga, a
prevaléncia da Febre Q continua a ser conhecida com pouca precisio, quer no Homem, quer
em animais., Varios factores podem estar implicados. O facto de a infecgfo ser muitas vezes
quase inaparente nos animais, de se manifestar através de um quadro clinico ambiguo ¢
pouco especifico nos casos agudos no Homem e de ser de dificil diagnodstico, também nos
casos cronicos, faz com que seja frequentemente sub-diagnosticada. Logo, a verdadeira

incidéncia estard sub-notificada.

Em Portugal, a doenga é quase totalmente desconhecida, sobretudo no que diz respeito aos
animais. Nfo existem, por um lado, estudos que indiquem a presenc¢a do agente no pais e
ndo existe, por outro, uma consciéncia plena, por parte dos profissionais de saude, sobre a

real prevaléncia da Febre Q.

Consideramos que a revisdo bibliografica aqui apresentada pode constituir um instrumento
relevante para futuros trabalhos nesta drea. Acreditamos dar também, desta forma, um
contributo para o aumento da divulgacio e conhecimento da doenca para os agentes na area

da satde animal nacional.

Os dados obtidos no estudo seroepidemiolégico da Febre Q em ovinos no concelho de
Montemor-o-Novo, com a técnica ELISA, permitiram obter uma proporgdo de 57% de
exploragdes com pelo menos um animal positivo, numa amostra de 35. Estes resultados

indicam que os animais testados como positivos estiveram em contacto com C. burnefii.
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Embora a dimensio da amostra seja limitada, os resultados obtidos apontam para que o
agente da Febre Q se encontre em circulagfio na regido de Montemor-o-Novo, o que implica
um risco de infecgfio para o Homem, comprovado pela existéncia de casos de Febre Q em

Humanos na referida regido.

S#o necessarios mais estudos, nomeadamente através da téenica de PCR, para confirmar a
presenca do agente e determinar se este estd em circulagéo nos rebanhos. Para tal, deverdio
ser postos em pratica protocolos que multipliquem a amostra por um namero suficiente de
animais ¢ que sejam aplicados de forma continuada no tempo, para determinar o estddio da
infecciio. Desta forma poderd prever-se o cendrio entre rebanhos que serd predominante,
relativamente 4 existéncia de animais portadores/excretores & escala do rebanho e daf inferix

0s riscos para a saude publica.

A exposicio humana a C. burnetii ¢ multifactorial, pelo que os estudos epidemiolégicos
nem sempre permitem diferenciar a exposicdio directa por contacto com os animais da
exposi¢do indirecta, ambiental, por inalagdio de poeiras infectadas, ou por mordedura de
carragas. A nogdo de exposigiio alimentar raramente ¢ posta em evidéncia. Em alguns paises
da Europa, na maioria dos inquéritos epidemiologicos, chegou-se & conclusdo que houve

contacto, indirecto na maior parte das vezes, com rebanhos.

A cinética de excrecdo bacteriana pelas diferentes vias tem, recentemente, vindo a ser
estudada com alguma frequéncia nos ruminantes. C. burnetii pode estar potencialmente
presente nas diferentes secregdes e excregdes de todos os animais infectados, e alguns
trabalhos disponiveis recentemente comecaram a fornecer informagdes, em termos de
intensidade, de duracio ou de frequéncia. Estes padrdes sfo, no entanto, muito variaveis de

espécie para espécie e mesmo entre animais.

A excrecio é maxima nas épocas de parto, estando correlacionada com a carga bacteriana
das placentas. Estima-se que estd presente uma grande concentragdio de bactérias nas
secregdes vaginais, leite e fezes apds o parto e que, depois, este nimero entra em queda,
podendo, porém, nalguns casos, manter-se. Deste modo, a dispersdo no ambiente pode
surgir repentinamente, principalmente nas épocas de parto. Apesar disso, infecglo do
Homem por poeiras pode ser distribuida ao longo do tempo, em virtude das caracteristicas

de sobrevivéncia do agente no meio externo.

C. burnetii € muito resistente na natureza ¢ pode sobreviver durante virias semanas nas
areas onde os animais estiveram presentes, sendo disseminado pelo vento. Assim se justifica

que sejam descritos surtos de Febre Q e casos esporadicos em pacientes sem contacto prévio
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COm animais.

O conjunto destes estudos sublinha que a presenga de rebanhos, mais frequentemente de
ovinos, estd na origem da maior parte das epidemias cuja origem foi identificada. Deste
modo, a existénecia de vacinas em fase 1 que reduzem consideravelmente a duragéio da
excrecdo fecal e vaginal de C. burnetii e a quantidade de bactérias excretadas pelos
ruminantes infectados abre novas perspectivas futuras para o controlo da doenga ¢

prevencio da infecgfio do Homem.
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