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RESUMO

O surgimento de doencas transmitidas por carrapatos tem sido relatado como
um sério problema de saude publica em todo o mundo. Este trabalho foi dividido
em dois capitulos com o objetivo de realizar um estudo epidemiolégico de
bactérias zoonoticas transmitidas por carrapatos em equinos criados em
diferentes regides de Mato Grosso do Sul, bem como avaliar se Borrelia spp. e
agentes Anaplasmataceae podem estar associadas a alteracfes hematologicas
nos animais amostrados. No primeiro capitulo, animais de Campo Grande-MS
foram avaliados clinicamente e amostras de sangue total, soro e carrapatos
foram coletadas de 262 cavalos para posterior realizacdo de andlises
hematoldgicas testes sorologicos e moleculares. Observou-se taxas de
soropositividade de 20,6% para Borrelia burgdorferi (s.l.), 25,6% para Rickettsia
spp. e 31,6% para Anaplasma phagocytophilum. Considerando os testes
moleculares e sorolégicos para Borrelia spp., a taxa de infec¢édo foi de 48,0%
(126/262). Nenhum dos cavalos testados apresentaram positividade molecular
para A. phagocytophilum. Os cavalos amostrados apresentaram 7,2% de
parasitismo por carrapatos ixodideos em infestacbes simples e coinfestacdes
com Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. N&o encontramos DNA de nenhuma bactéria estudada nos
carrapatos amostrados. Cavalos positivos para Borrelia spp. e agentes
Anaplasmataceae exibiram leucopenia, monocitopenia e linfopenia. A regiao de
Campo Grande-MS pode ser considerada enzoadtica para bactérias transmitidas
por carrapatos, visto que encontramos uma soropositividade geral de 59,9% dos
cavalos amostrados, em uma Unica soroexposi¢do (n= 112) e co-exposi¢ao (n=
45). No segundo capitulo objetivamos investigar a ocorréncia de Borrelia spp.
em equinos amostrados na regido do Pantanal Sul Mato-grossense.
Encontramos 46,2% (31/67) de soropositividade para B. burgdorferi (s.l.). Na
deteccdo molecular foi observada positividade para Borrelia spp. em 60% (40/67)
dos animais. Foi observado parasitismo por carrapatos em 64,2% (43/67) dos

animais amostrados. Destes, 51,2% apresentaram infestacdes simples por D.



nitens, 9,3% por A. sculptum, 9,3% para R. (B.) microplus e 30,2% apresentaram
infestacBes multipas. Os resultados encontrados mostram que cavalos podem
atuar como hospedeiros-sentinelas para agentes bacterianos zoonoticos nas
areas estudadas. Além disso, as infec¢des simples e multiplas por Borrelia spp.
e 0s agentes Anaplasmataceae podem causar alteragcbes em parametros

hematolégicos de cavalos em Mato Grosso do Sul.

Palavras-chave: Agentes Anaplasmataceae; Borrelia spp.; cavalos; infeccao;

Rickettsia spp.



ABSTRACT

The emergence of tick-borne diseases has been reported as a serious public
health problem worldwide. This work was divided into two chapters, with the
objective of carrying out an epidemiological study of zoonotic bacteria transmitted
by ticks in horses raised in different areas of Mato Grosso do Sul, as well as to
evaluate if Borrelia spp. and Anaplasmataceae agents may be associated with
hematological changes in the sampled animals. In the first chapter, animals from
Campo Grande-MS were clinically evaluated and samples of whole blood, serum
and ticks were collected from 262 horses for further hematological analysis,
serological and molecular tests. Seropositivity rates of 20.6% were observed
for Borrelia burgdorferi (s.1.), 25.6% for Rickettsia spp. and 31.6% for Anaplasma
phagocytophilum. Considering the molecular and serological tests
for Borrelia spp., the infection rate was 48.0% (126/262). None of the tested
horses showed molecular positivity for A. phagocytophilum. The sampled horses
showed 7.2% parasitism by ixodid ticks in simple and co-infestations
with Amblyomma sculptum, Dermacentor
nitens and Rhipicephalus (Boophilus) microplus. We did not find DNA from any
bacteria studied in the sampled ticks. Positive horses for Borrelia spp. and
Anaplasmataceae agents exhibited leukopenia, monocytopenia and
lymphopenia. We conclude that Campo Grande-MS can be considered enzootic
for tick-borne bacteria, since we found a general seropositivity of 59.9% of the
sampled horses, in a single (n= 112) and co-exposure (n= 45). In the second
chapter, we aim to investigate the occurrence of Borrelia spp. in horses borne at
Pantanal Sul Mato-grossense region. We found 46.2% (31/67) of seropositivity
for B. burgdorferi (s.l.). Molecular detection was positive for Borrelia spp. in 60%
(40/67) of the animals. Tick parasitism was observed in 64.2% (43/67) of the
sampled animals. Of these, 51.2% had simple infestations with D. nitens, 9.3%
with A. sculptum, 9.3% with R. (B.) microplus and 30.2% with multiple
infestations. Horses can act as sentinel hosts for zoonotic bacterial agents in the

studied areas. In addition, single and multiple infections by Borrelia spp. and



Anaplasmataceae agents can cause changes in hematological parameters of
horses in Mato Grosso do Sul.

Keywords: Anaplasmataceae agents; Borrelia spp.; horses; infection; Rickettsia
spp.



1. INTRODUCAO

A utilizagdo dos equinos como animais de esporte, trabalho e lazer é
inquestionavel. Em algumas regifes do estado de Mato Grosso do Sul (MS),
0 uso desses animais ndo € sO necessario, mas insubstituivel (CEPEA,
2006). Aléem disso, esses animais sdo de fundamental importancia no
agronegocio do estado, com participacdo expressiva na economia. Ainda, as
provas esportivas e comércio de equinos com elevado valor zootécnico,
também contribuem com o recolhimento de impostos para o0 estado.
Entretanto, a movimentacdo dos animais para diferentes provas equestres e
feiras agropecuarias entre os municipios, pode provocar a disseminacao de
diversos agentes infecciosos (CEPEA, 2006).

Nesse rol, pode-se destacar Rickettsia spp. do grupo Febre Maculosa,
Anaplasma phagocytophilum (Rickettsiales) e Borrelia burgdorferi (s.l.)
(Spirochaetales), como importantes agentes infecciosos multihospedeiros
transmitidos por carrapatos que infectam cavalos (SANGIONI et al., 2005;
MORSHED et al., 2006; BERRADA; TELFORD, 2009; EISEN et al., 2009;
HORTA et al., 2009; SCHARF et al., 2011; MACHADO et al., 2012). E
importante ressaltar que esses agentes infecciosos sdo mundialmente
conhecidos por também causarem doencas nos seres humanos, como a
Febre Maculosa, a Sindrome de Baggio-Yoshinari e a Anaplasmose
Granulocitica Humana. Nesse sentido, 0s equinos parasitados podem ser
considerados como hospedeiros sentinelas das infec¢gdes por Rickettsia spp.,
B. burgdorferi (s.l.) e A. phagocytophilum para os seres humanos (FONSECA
et al., 1996; SKARDA, 2005; SANGIONI et al., 2005; HORTA et al., 2007,
PINTER et al.,, 2008; PASSAMONTI et al., 2010; BARBIERI et al., 2014;
CAMPOS et al., 2015; PRADO et al., 2017).

Embora os equinos sejam considerados refratarios a infeccdo por
Rickettsia spp. (UENO et al., 2016), o parasitismo por B. burgdorferi (s.l.) e A.
phagocytophilum nos equinos resulta em doencas cronicas e assintomaticas

influenciando negativamente em alguns parametros hematolégicos,



resultando em queda do rendimento no trabalho e esporte (GEORGE et al.,
1993; EGENVALL et al., 2001; SALLES et al., 2002; FRANZEN et al., 2005;
2007; PASSAMONTI et al., 2010; CAMPOS et al., 2015).

Nesse sentido, devido a importancia dos cavalos como animais de
trabalho, esporte e lazer, estudos que objetivam conhecer, tanto as
ocorréncias regionais de Borrelia spp., agentes Anaplasmataceae e
Rickettsia spp., nos equinos, como também a resultante das infeccbes
simples e co-infeccdes por Borrelia spp. e agentes Anaplasmataceae podem
servir de subsidio para a formulacdo ou melhoramento de programas de

controle e sanidade equina.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Detectar a infec¢ao por Borrelia spp., Anaplasma spp. e Rickettsia spp.,
em equinos localizados em Mato Grosso do Sul, bem como a resultante das
infeccbes simples e multiplas nas variaveis hematoldgicas dos animais

parasitados.
2.2 Objetivos Especificos

v Identificar as espécies de carrapatos nos animais amostrados;

v Verificar a ocorréncia de Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilum e
Rickettsia spp. nos carrapatos coletados;

v Avaliar a exposicdo a Borrelia burgdorferi (s.l.), Anaplasma
phagocytophilum, Rickettsia rickettsii, R. parkeri e R. amblyommatis nos
equinos amostrados;

v Detectar a presenca de Borrelia spp. e A. phagocytophilum nos
equinos amostrados;

v Avaliar a influéncia das infecgbes simples e mdaltiplas por Borrelia spp.
e agentes Anaplasmataceae nas variaveis hematologicas dos animais

amostrados.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Equino

O cavalo (Equus caballus) possui uma posicdo de destaque tanto em
paises desenvolvidos como aqueles em desenvolvimento, desempenhando
um importante papel na formacao econémica, social e politica. No Brasil, uma
de suas principais funcdes esta relacionada com as atividades agropecudrias,
com um nuamero superior a cinco milhdes de animais utilizados,
principalmente, para o manejo do gado bovino (Almeida, 2001). O aspecto
social do equino no Brasil também €& importante quando relacionado a
atividades de esporte e lazer (CEPEA, 2006; LAGE, 2007; BAPTISTA, 2010)
(Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo de tropas de cavalos por categorias entre 0s anos
2004 a 2013, no Brasil.

Classificacao Cabecas

Animais para esporte, lazer e criacao: 1.100.00
Animais para lida (trabalho): 3.900.00
Total de animais: 5.000.00

Fonte: MAPA, (2016).

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
2016, o Brasil possui o maior rebanho (8.000.000) de equideos na América
Latina, e, € o terceiro no mundo, atras apenas da China e México. De acordo
com o IBGE (2010), o rebanho de equinos permaneceu, entre 2009 e 2010,
na faixa dos 5,5 milhdes de cabecas, sendo 20,4% dos animais registrados
no Centro-Oeste. O estado com o maior efetivo de equinos € Minas Gerais
(MG), enquanto Mato Grosso do Sul (MS) ocupa a sexta posicéao. Além disso,
dos 20 municipios brasileiros com os maiores efetivos, seis pertencem ao MS
(Corumba, Trés Lagoas, Campo Grande, Ribas do Rio Pardo, Paranaiba e
Aquidauana) (CEPEA, 2006).

As criacbes de equinos no Brasil envolvem diretamente 607.329

pessoas com a estimativa de 2.429.316 empregos indiretos (Tabela 2).



Ainda, estima-se que o valor total que envolve o complexo do agronegdcio do
cavalo no Brasil esteja em torno de 16 milhdes anualmente (MAPA, 2016).

Tabela 2. Renda e estimativa de pessoas ocupadas no complexo do

agronegocio do cavalo no Brasil por categorias.

Segmento Valor (RS bilhdes) Pessoas Ocupadas
Lida 8,58 433.333
Esporte e Lazer 584 125.700

PSI e Turfe 0,79 5.452
Outros 0,94 47.844

Total 16,15 607.329

Fonte: MAPA, (2016).

E importante ressaltar que, desde a introducdo do cavalo no Brasil, a
forte associacdo com a pecuaria bovina vem resultando em uma alta
correlacdo entre os dois rebanhos (CEPEA, 2006; MAPA, 2016). Assim,
estudos com relacdo a agentes infecciosos que podem causar algum
transtorno na saude dos animais, devem ser investigados.

De uma forma geral, os equinos sdo conhecidos por serem hospedeiros
para importantes agentes infecciosos que comprometem sua saude como,
Tripanosomiase, Anemia Infecciosa Equina (AIE) (HERRERA et al., 2004;
PARREIRA et al, 2016), Herpesvirus Equino (FIELDING et al.,
2015 ; GIANNITTI et al., 2015), Estomatite Vesicular (MACLACHLAN et al.,
2011) e Piroplasmose (CAMPOS et al., 2019). Devemos ainda considerar
que o0s equinos podem ser acometidos por agentes causadores de
importantes zoonoses como, Raiva (PEIXOTO et al., 2000; LIMA et al.,
2005), Mormo (CSASP, 2007; SLATER, 2013), Febre Maculosa (SANGIONI
et al., 2005; BARBIERI et al., 2014), Sindrome de Baggio-Yoshinari
(MATHER et al., 1994; CAMPOS et al., 2015) e Anaplasmose Granulocitica
Humana (DUMLER; WALKER, 2001a; De La FUENTE et al., 2005; STUEN et
al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4635498/#vir000199-Fielding1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4635498/#vir000199-Fielding1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4635498/#vir000199-Giannitti1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4635498/#vir000199-Maclachlan1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4635498/#vir000199-Maclachlan1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4635498/#vir000199-Slater1

3.2 Borreliose de Lyme Equina

3.2.1 Agente etiolégico

O médico reumatologista do Departamento de Medicina Interna da
Universidade de Yale em New Haven, na comunidade de Lyme, Connecticut,
EUA, acompanhou criangas com historico de contato com carrapatos e com
sinais de eritema e Artrite Reumatdide Juvenil, que mais tarde foi
denominada como Artrite de Lyme (STEERE et al., 1977a; 1977hb).
Espiroquetas foram encontradas em carrapatos da espécie Ixodes dammini
nas éareas consideradas endémicas (BURGDORFER et al., 1982). Uma
década apos, B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) foi descrito como o agente
causador da doenca de Lyme por Johnson et al. (1984).

A Borreliose de Lyme € uma enfermidade infecciosa zoondtica,
ocasionada por espécies de Borrelia transmitidas por carrapatos que infectam
animais domeésticos, silvestres e humanos. Espécies de Borrelia pertencem
ao filo Spirochaetes, agrupados no complexo B. burgdorferi sensu lato (s.l.),
com pelo menos 11 diferentes espécies associadas a Eurasia (B. afzelii, B.
bavariensis, B. garinii, B. japonica, B. lusitaniae, B. sinica, B. spielmanii, B.
tanukii, B. turdi, B. valaisiana e B. yangtze), enquanto cinco estdo restritas
aos Estados Unidos (EUA) (B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B.
carolinensis e B. kurtenbachii), além de outras trés espécies de distribuicédo
mundial [B. burgdorferi (s.s.), B. bissettii e B. carolinensis] (SOARES et al.,
2000; STEERE et al.,, 2004; TILLY et al.,, 2008; RUDENKO et al., 2011).
Outras espécies de Borrelia descritas mundialmente em uma diversidade de
animais vertebrados e invertebrados estdo incluidas no grupo Febre
Recorrente (WOUDA et al., 1975, MATTON; VAN MELCKEBEKE, 1990; LEE
et al., 2014; NIETO et al., 2014; MUNOZ-LEAL et al., 2019), incluindo B.
theileri, caracterizada em Rhipicephalus (Boophilus) microplus no Brasil
(CORDEIRO et al., 2018).

As espécies associadas a casos de borreliose nos seres humanos,
(Doenca de Lyme), sao: B. afzelii, B. bavariensis, B. bissetti, B. burgdorferi
(s.s.), B. garinii, B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B. spielmanii e B. valaisiana.
Enquanto nos EUA a espécie B. burgdorferi (s.s.) € considerada a principal

causadora da doenca em humanos, e na Europa a Doenca de Lyme é



causada por B. burgdorferi (s.s.), B. garinii e B. afzelii (SAMUELS; RADOLF,
2010; RUDENKO et al., 2011; BASILE, 2017).

Recentemente nos EUA, apos analises filogenéticas, uma nova espécie
de Borrelia foi identificada, denominada Candidatus Borrelia mayonii, no qual
também foi incluida no complexo B. burgdorferi (s.l.). Essa nova espécie foi
observada apresentando uma alta espiroquetemia, nao observada
comumente nas infeccdes classicas de doenca de Lyme (PRITT et al., 2016).

Morfologicamente, as espécies de Borrelia sdo finas e alongadas,
moveis e espiraladas variando de 3 a 500uM (Figura 1), e com uma
membrana celular externa fragil que contém muitos polipeptidios, incluindo as
proteinas de superficie exteriores (OSP’s) (BUTLER et al., 2005). Borrelia
burgdorferi possui 0 maior nimero de plasmideos conhecidos em qualquer
espécie de bactéria bem como de genes relacionados com patogenicidade,
incluindo genes da proteina de superficie externa, localizados principalmente
nestes plasmideos (CASJENS et al., 2000; STEWART et al., 2005).
Distinguem-se  morfologicamente dos demais géneros da familia
Spirochaetaceae por serem maiores, possuirem maior nimero de flagelos
periplasmaticos (15 a 20) e menor numero de espiras (PFISTER et al., 1994;
QUINN et al., 1994).



Figura 1. Espiroqueta em sangue periférico de equino. Esfregaco de sangue corado com
Giemsa, aumento de 1.000x (MADUREIRA, 2007).

Filgueira et al. (1989), observaram pela primeira vez no Brasil, Borrelia
spp. em um paciente com eritema crénico migratorio, cuja bidpsia revelou
organismos com morfologia compativel com espécies de Borrelia. A primeira
publicacdo alertando para a possibilidade da existéncia da infecgdo por
Borrelia spp. em seres humanos no Brasil, foi realizada por Yoshinari et al.
em 1989. Posteriormente, foi observada a presenca de possiveis vetores e
da espiroqueta em pacientes no estado de Sao Paulo, sendo descritas as
primeiras observacbes da doenca em humanos, porém com algumas
diferencas em relacdo a doenca de Lyme classica norte americana
(YOSHINARI et al.,, 1992). Embora haja evidéncias da ocorréncia de B.
burgdorferi no Brasil por meio de testes de diagndsticos como sorologia,
imuno-histoquimica e molecular (MANTOVANI et al., 2010; TALHARI et al.,
2010; LOPES et al., 2017), a etiologia nao é totalmente esclarecida, visto que
no Brasil ainda nao foi possivel o isolamento do agente causador da doenca
em humanos (MANTOVANI et al., 2012). De fato, a auséncia de crescimento

em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK), e a auséncia de carrapatos do



complexo Ixodes ricinus (conhecidos vetores da doenca de Lyme classica)
em areas de risco (BARROS-BATTESTI et al., 2000, ABEL et al., 2000),
deixam em duvida a infeccdo por Borrelia spp. em seres humanos no Brasil
(YOSHINARI et al., 2010).

As diferengas encontradas entre ambas as enfermidades conduziram a
diferentes nomenclaturas para doenca em humanos no Brasil, a qual ja foi
chamada de Doenca de Lyme-simile, Sindrome infecto-reacional Lyme simile
(SIRLS) e Doenca de Lyme simile brasileira. Na década passada, recebeu
nova denominacdo - Sindrome de Baggio-Yoshinari (SBY), definida como
uma enfermidade de origem infecciosa, transmitida por carrapatos dos
géneros Amblyomma e/ou Rhipicephalus, causada por espiroquetas do
complexo Borrelia burgdorferi (s.l.), capazes de causar complicacdes
sistémicas e recorrentes, incluindo desordens imunoldgicas, ao longo da
evolucao clinica (MANTOVANI et al., 2007; YOSHINARI et al., 2010).

Estruturas similares a espiroquetas, foram encontradas em amostras de
sangue periférico de pacientes com SBY no Brasil. Esses organismos
apresentaram morfologia compativel a bacteroides longos nédo flagelados na
microscopia eletronica, cistos e corpos densos. Foi entdo sugerido variagdes
na morfologia de espiroquetas patogénicas adaptadas aos hospedeiros
vertebrados e invertebrados. Diante dessas caracteristicas, foi sugerido a
descricdo de espiroquetas de morfologia incompleta, ndo espiraladas e
latentes, semelhantes a Mycoplasma spp. e Chlamydia spp. (MANTOVANI et
al., 2007). Entretanto, por meio de analises microscépicas, soroldgicas e
moleculares, foi confirmado que esses agentes pertencem ao complexo B.
burgdorferi (s.l.) com morfologia atipica e intracelular, com persisténcia e
episodios de recorréncia clinica nos seres humanos (MANTOVANI, 2010).

Embora ndo se tenha isolado Borrelia spp. de carrapatos no Brasil,
espiroquetas morfologicamente similares as do género Borrelia foram
observadas em Amblyomma cajennense, A. aureolatum, Ixodes didelphidis, I.
loricatus, no Brasil (BARROS-BATTESTI, 1998; 2000; ABEL et al., 2000).
Além destes, o carrapato R. (B.) microplus pode ser considerado um
potencial vetor devido a observacédo de espiroquetas em cultivo de células

embrionarias dessa espécie, que foram geneticamente semelhantes a



10

Borrelia spp. para um determinado gene (YOSHINARI, et al., 2003;
MADUREIRA, 2007; RESENDE et al., 2008).

3.2.2 Hospedeiros

Os principais hospedeiros invertebrados de B. burgdorferi (s.l.), sdo os
carrapatos: |. scapularis e |. pacificus nos EUA; I. ricinus na Europa e Asia, .
persulcatus na Asia, |. ovatus, |. turdus e I. tanuki no Jap&o e |. ovatus na
China e Nepal (MASUZAWA, 2004). No entanto os géneros Ornithodoros e
Amblyomma tém sido considerados potenciais vetores na Ameérica do Sul
(ABEL et al., 2000). Os carrapatos da espécie R. (B.) microplus tem sido
relatados como possiveis vetores de B. theileri na Africa do Sul, Australia,
Brasil e México (CALLOW, 1967; MARTINS et al., 1996; VIVAS et al., 1996).
Outras espécies também tém sido descritas como: I. ricinus, Haemaphysalis
cinnabarina punctata, R. (B.) annulatus, R. (B.) decoloratus e R. evertsi no
México (VIVAS et al., 1996).

O camundongo-de-patas-brancas (Peromyscus leucopus) no Leste e o
esquilo cinzento (Sciurus carolinensis) no Oeste dos EUA, sdo os principais
hospedeiros reservatérios para B. burgdorferi, servindo como fonte de
infeccdo para todos os estadios de carrapatos. Enquanto que os cervos e
outros grandes mamiferos selvagens mantém as formas adultas do género
Ixodes na América do Norte (EISEN et al., 2009; RADOLF et al., 2012).

A espécie B. theileri, tem sido descrita como espiroquetas de bovinos,
ovinos, equinos, cervideos, impalas e outros ruminantes silvestres (IRVIN et
al., 1973, WOUDA et al.,, 1975, MATTON; VAN MELCKEBEKE, 1990).
Relatos mostram que o carrapato da espécie R. (B.) microplus esta envolvido
na transmissdo desse agente (MARTINS et al., 1996; CORDEIRO et al.,
2018).

Importante ressaltar que no Brasil, os vetores de B. burgdorferi (s.l.)
ainda ndo estéo totalmente definidos, no entanto relatos mostram carrapatos
do género Ixodes spp. e Amblyomma sculptum (A. cajennense), infestando
pequenos mamiferos no estado de Sdo Paulo, e equinos na regido norte do
Parana, sugerindo como potenciais vetores para o organismo (ABEL et al.,
2000; GONCALVES et al., 2013).
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3.2.3 Transmisséo

A transmissao ocorre por meio da alimentagdo das larvas, ninfas ou
adultos infectados. As ninfas por sua vez, desempenham um papel
fundamental na epidemiologia da doenca por conta da alimentacdo por um
periodo relativamente curto (ROLLEND et al., 2013). Ainda, tém sido
relatados como modo de transmissdo em humanos o contato com a urina de
roedores, transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos e congénita
(BURGESS et al.,, 1986, HYDE et al., 1989, DORWARD et al., 1991,
BURGDORFER, 1993, GUSTAFSON et al., 1993, KARCH et al., 1994).

O DNA de B. burgdorferi (s.l.) é detectado com maior frequéncia em
carrapatos fémeas, com menos frequéncia em ninfas e larvas, e raramente
em carrapatos adultos machos (WODECKA, 2003; De MEEUS et al., 2004).
Os machos da espécie I. ricinus, por exemplo, raramente se alimentam, e,
portanto, o risco da infeccdo por B. burgdorferi se deve principalmente ao
contato com os carrapatos fémeas (De MEEUS et al., 2004). Os trés estadios
de carrapatos podem ser infectados através do repasto sanguineo.
Entretanto, como a transmissao transovariana das fémeas adultas séo raras,
as larvas e as ninfas podem desempenhar um importante papel por manter
as espiroquetas por transmissao transestadial (GERN; RAIS, 1996; HUMAIR;
GERN, 2000). Cordeiro et al. (2018), relataram a ocorréncia de transmissao
transovariana de B. theileri em carrapatos da espécie R. (B.) microplus,
sugerindo a necessidade de mais investigacbes sobre o envolvimento de B.
theileri na etiologia da doenca no Brasil.

O sucesso da transmissdo de borrelias estd fortemente relacionado a
temperatura do ambiente no qual os vetores estdo inseridos. Temperaturas
elevadas acima de 27°C resultam em prejuizo no metabolismo das
espiroquetas e nos processos digestivos dos carrapatos (HOOGSTRAAL,
1985; SHIH et al.,, 1995), podendo causar a morte ou diapausa do vetor
(NAKAYAMA; SPIELMAN, 1989, ZUNG et al., 1989, FINGERLE et al., 1995,
SHIH et al., 1995).

Ainda, tem sido descrita a importancia de aves migratérias na
disseminacgao de Borrelia spp. (STAFFORD Il et al., 1995) como carreadoras
de espécies de carrapatos que estejam infectados (TELFORD Il et al., 1989;
DURDEN et al., 2001; PACHECO et al., 2019). Da mesma forma, os animais
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domésticos também podem servir como importantes reservatérios de
espécies de Borrelia, podendo atuar como fontes de infeccdo no ambiente
domiciliar (MATHER et al., 1994; CORREA, 2007). Como o0s equinos
apresentam soroprevaléncias para B. burgdorferi, eles sdo considerados
como hospedeiros sentinelas da infeccéo para os seres humanos (SOARES,
2013; PRADO et al., 2017; SOCOLOSKI et al., 2018).

3.2.4 Ciclo bioldgico

Borrelia burgdorferi possui ciclo heteroxénico parasitando mamiferos e
carrapatos (METCALF et al., 2008). Os vetores s&o infectados devido a
invasdo das espiroquetas nas glandulas salivares durante o repasto
sanguineo. As bactérias migram pela hemocele e sdo encontrados em
hemdcitos, ovarios, ganglio central e principalmente no intestino do carrapato,
e, logo apéds, retornardo as glandulas salivares, inoculando-as aos animais
durante o repasto sanguineo (MARTINS et al., 1996; COOK, 2014). Nas
mudancas de estadios, muitas espiroquetas podem acabar morrendo ou,
guando em grande numero, podem matar os carrapatos (PIESMAN et al.,
1990; SCHWAN, 1996).

Apos a fixacdo do carrapato € necessario um periodo superior a 48
horas para o sucesso da transferéncia das borrelias para o novo hospedeiro
mamifero (PIESMAN et al., 1987; FALCO et al., 1996; PIESMAN et al., 2001;
COOK, 2014). O tempo de fixacdo é importante, porque além de transferir a
espiroqueta ao hospedeiro, 0 mesmo regula as lipoproteinas de membrana
externa A (OspA), que sdo necessarias a sobrevivéncia da espirogueta nos
intestinos do vetor (PAL et al., 2001).

3.2.5 Patogenia da Borrelia burgdorferi (s.l.)

Os mecanismos de desenvolvimento da borreliose de Lyme em equinos
apos a infeccdo por B. burgdorferi, ndo esta totalmente claro. Algumas
lipoproteinas de superficie externa C (OspC) de B. burgdorferi sao
necessarias no estabelecimento de infeccbes agudas, enquanto que a
proteina variavel expressa (VLSE) é encontrada nas infeccBes crbnicas
(TILLY et al., 2008; CAINE; COBURN, 2016). A VLSE €& geneticamente

variavel proporcionando um mecanismo de escape contra acdes do sistema
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imune do hospedeiro, persistindo a infeccdo (TILLY et al., 2013). Apés a
infeccéo inicial, B. burgdorferi tende a se espalhar pelo tecido conjuntivo e
circulacdo sanguinea, podendo disseminar localmente e sistemicamente
resultando em reacgdes linfo-plasmociticas em varios tecidos (CAINE et al.,
2015; STEERE et al., 2016).

3.2.6 Sinais Clinicos

As manifestacdes clinicas apresentadas na borrreliose de Lyme em
equinos, coincidem com algumas observadas nos seres humanos, como:
artrite (BURGESS et al., 1986; HAHN et al., 1996), claudicagdo (BROWING
et al., 1993), sensibilidade muscular (DIVERS et al., 2003), uveite anterior
(BURGESS et al., 1986; HAHN et al.,, 1996), encefalite (BURGESS;
MATTISON, 1987), aborto (SORENSEN et al.,, 1990), morte (BURGESS,;
MATTISON, 1987), febre e letargia (MAGNARELLI et al., 1988), perda de
peso, aumento articular, enrijecimento muscular, depressdo, mudanca de
comportamento, disfagia, balanco de cabeca e encefalite (BURGESS et al.,
1986; COHEN; COHEN, 1990; PARKER; WHITE, 1992). Contudo, essas
manifestagbes podem variar devido a associacdo de outros agentes
transmitidos por carrapatos (MAGNARELLI et al., 2000).

Nas areas consideradas endémicas para a borreliose de Lyme nos
EUA, animais positivos podem apresentar alergia na pele, queda de pelo com
descamacdes nos locais onde os carrapatos se fazem presentes. Ainda,
existe a possibilidade de haver animais assintomaticos (BOSLER et al., 1988;
PARKER; WHITE, 1992). Em pbneis expostos a carrapatos infectados com
B. burgdorferi, ndo foram observados sinais clinicos comuns associados a
infecgdo. Nas analises microscopicas, foram observadas lesdes restritas a
pele e aos linfonodos periféricos proximos aos locais de fixacdo do carrapato,
e em alguns animais observou-se sinovite leve e ndo supurativa, perineurite
ou meningite (CHANG et al., 1999; 2000).

Em seres humanos, a fase aguda da doenca é caracterizada pelo
surgimento ou ndo do Eritema Migratorio (EM) no local da fixacdo do vetor.
Normalmente o EM se apresenta em um periodo de 10 dias (YOSHINARI et
al., 1997; YOSHINARI et al., 1999a; COSTA et al., 2001), entretanto podera

surgir sinais inespecificos que possam ser confundidos com outras afec¢des,
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como febre baixa, calafrios, mialgia, artralgia, cefaleia, adenomegalia e
elevacao transitdria de enzimas hepéticas. Ainda, nesse mesmo estégio,
podem aparecer novas lesbes, mas menos expansivas e disseminadas,
como eritema anular secundario (ASCH et al., 1994).

No Brasil, a fase cronica da SBY, pelo desconhecimento da comunidade
médica e consequente ndo inicio do tratamento convencional com
antibidticos, evolui para complicacdes secundarias persistentes como artrite,
artralgia, mialgia, dor radicular, fadiga intensa, Sindrome da Fadiga Crbnica
(SFC) (YOSHINARI et al., 1992; YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al.,
1999a), sinais neurologicos (meningite linfomonocitaria; neurite de nervos
cranianos, paralisia facial, diplopia, surdez, disfagia, dislalia, nevralgia do
trigémeo, radiculopatias periféricas sensitivo-motoras; sindrome de Guillain-
Barré; mononeurite multiplex, convulsdes, encefalomielite, encefalopatia,
disfuncdo esfincteriana) (SHINJO et al.,, 2009) e cardiacos (arritmia,
insuficiéncia cardiaca por cardiomegalia) (YOSHINARI et al.,, 1997b;
YOSHINARI et al., 1999a; YOSHINARI et al., 1999b).

No territério brasileiro, tem sido observado uma prevaléncia de apenas
5% de casos com complicacbes cardiacas, entretanto nas complicacfes
articulares e neurologicas ocorrem em aproximadamente 35% dos casos
(YOSHINARI et al.,, 1992; YOSHINARI et al.,, 1997; YOSHINARI et al.,
1999a). Estes aspectos clinicos da SBY se ddo devido ao aumento da
frequéncia de recidivas, especialmente quando as pessoas nao Sao
diagnosticadas e tratadas precocemente durante a fase aguda. Vale ressaltar
gue as recorréncias ocorridas, normalmente ndo sao diagnosticadas pelos
meédicos, pois dados epidemioldgicos que ocorreram ndo estdo associados
aos sinais recentes (YOSHINARI et al., 1999a; 2010).

3.2.7 Epidemiologia
Trabalhos no territério nacional vém reportando a ocorréncia de
borreliose de Lyme em animais silvestres e domésticos, como também
relatos isolados da SBY. Dentre esses estados, destaca-se: Rio Grande do
Sul (CAMPOS et al, 2015), Parana (GONCALVES et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2016), Sdo Paulo (SHINJO et al., 2009; BROOKS et al.,
2012), Rio de Janeiro (MADUREIRA et al., 2007; CORREA, 2011;
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CORDEIRO et al., 2012; SILVA et al., 2013; PRADO et al.,, 2014), Minas
Gerais (MONTANDON et al., 2014), Mato Grosso do Sul (Naka et al., 2008;
RESENDE et al., 2016), Mato grosso (SOARES, 2013), Pard (RODRIGUES
et al., 2007; GALO et al., 2009), Amazonas (SANTOS et al., 2010; Santos et
al., 2011), Santa Catarina e Rio Grande do Norte (BRASIL, 2010).

No estado do Mato Grosso do Sul, Borrelia spp. vém sendo relatada
infectando seres humanos, destacando a primeira ocorréncia de Meningite de
Lyme no Brasil (COSTA et al., 1996; NAKA et al., 2008; RESENDE et al.,
2016; LOPES et al.,, 2017), e carrapatos da espécie R. (B.) microplus
(RESENDE et al., 2008; 2016).

Estudos soroepidemioldgicos mostram que os equinos podem participar
dos ciclos enzodticos de transmissédo de Borrelia spp. causadoras da SBY,
em algumas regifes do Brasil, atuando como hospedeiros reservatorios e
como dispersores de carrapatos que possam estar infectados pelas
espiroquetas (CAMPOS et al., 2015). Goncalves et al. (2014), detectaram
pela primeira vez no Brasil a presenca de B. burgdorferi (s.s.) em carrapatos

da espécie D. nitens infestando cavalos no estado do Parana.

3.2.8 Métodos de diagndstico

O diagnéstico da borreliose de Lyme em animais, ou SBY em humanos,
torna-se completo quando antes da realizacdo de exames laboratoriais,
sejam associadas analises clinicas dos pacientes e dados epidemioldgicos a
respeito da doenca (MADUREIRA, 2004), apesar da enfermidade
normalmente se apresentar de forma inespecifica, tanto em animais como
nos seres humanos (CORREA, 2007; MANTOVANI et al., 2007). Apenas 0
uso de ferramentas laboratoriais pode implicar em resultados falsos positivo e
negativo, uma vez que o periodo de espiroquetemia desses agentes, podem
ou néo se encontrar suficientemente circulantes para a deteccdo (MATTON,;
VAN MELCKEBEKE, 1990).

Algumas formas de diagnodsticos laboratoriais estdo disponiveis na

tentativa de minimizar a ocorréncia de diagndstico erréneo:
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3.2.8.1 Diagnéstico soroldgico

Os ensaios imunologicos para deteccdo de Borrelia spp., tém sido
optados por muitos centros de referéncias (MAGNARELLI et al., 2004), e no
Brasil, Yoshinari et al. (2003), relataram que técnicas soroldgicas para
detectar anticorpos anti-IgG e anti- IgM, sejam em animais ou em seres
humanos sao muito utilizadas principalmente para confirmar casos suspeitos
em areas de risco para borreliose de Lyme e para o entendimento da
situacao epidemioldgica no pais.

O ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica Indireto (ELISA), tem sido
considerada a principal ferramenta mais utilizada para diagnostico e
levantamentos epidemiolégicos de borreliose nas regibes descritas
(STEERE, 1989). No Brasil, este método foi padronizado utilizando antigenos
sonicados totais de B. burgdorferi (s.s.) cepa G39/40 para deteccdo em
humanos (COSTA, 1998; BARROS, 2000), bovinos (ISHIKAWA et al., 1997)
caes (SOARES et al., 1999) e equinos (SALLES et al., 2002).

Outro método soroldgico utilizado, mas em triagens e com menor
frequéncia, é a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Entretanto, o
uso deste método tem sido bastante escasso, jA que sua sensibilidade e
especificidade séo inferiores ao teste de ELISA (GOLIGHTLY, 1993), além
dos resultados serem subjetivos e apenas utilizado quando casos clinicos
suspeitos, ou informacdes epidemioldgicas fortalecerem o diagndstico
(BENNETT, 1995; MAGNARELLI et al., 2004).

A imuno-deteccdo de proteinas pela técnica de Western Blot (WB) tém
sido utilizada como método confirmatdrio de borreliose de Lyme utilizando-se
OspC (SOARES et al., 2000; MAGNARELLI et al., 2000, 2004; DIVERS et al.,
2012; FUNK et al.,, 2016). Entretanto, essa lipo-proteina € detectavel
somente entre trés a cinco semanas e desaparece ap0s quatro a cinco
meses (WAGNER et al,, 2011; FUNK et al., 2016). Este método de
diagnostico é pouco utilizado devido a demora na execugdo e custos
elevados (CORREA, 2011).

Embora os testes de ELISA e WB, sejam 0s mais utilizados e confiaveis
guando se trata de diagndéstico da SBY ou Borreliose de Lyme em animais,
deve-se levar em consideracao fatores como ocorréncias de resultados falsos

positivos e negativos (MANTOVANI, 2010), pois os titulos dos ensaios
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apresentados em trabalhos realizados no pais sdo considerados baixos e as
metodologias soroldgicas realizadas no Brasil sdo diferentes das utilizadas
nos EUA e Eurasia (YOSHINARI et al., 2010).

Animais que recebem tratamentos para infeccdo por B. burgdorferi
continuam a apresentar IgG detectaveis aos testes sorologicos por meses a
anos (DIVERS et al., 2012; FUNK et al.,, 2016). Com isso, & possivel
confirmar a presenca de infec¢des cronicas em cavalos (CHANG et al., 2005;
JOHNSON et al., 2008; DIVERS et al., 2012; FUNK et al., 2016).

A deteccdo de espécies de Borrelia em tecidos de pacientes esbarra na
falta de anticorpos policlonais (OWEN, 2006; EISENDLE et al.,, 2007;
TALHARI et al., 2010). Nesse sentido, 0 ensaio Imunohistoquimico associado
a Microscopia de Focagem Flutuante (MFF) vem sendo aplicado como
alternativa de sucesso para o diagnéstico de espiroquetas de Borrelia spp. no
Brasil (EISENDLE et al., 2007; TALHARI et al., 2010). Eisendle et al. (2007),
demonstraram eficicia destes métodos em relacéo a testes moleculares para
deteccdo de espiroquetas de Borrelia em cortes histolégicos de tecidos de
pacientes suspeitos. Ainda, Talhari et al. (2010), detectaram 22,7% de
espiroquetas em bidpsias de pele de pacientes na regido Amazébnica,

utilizando a associacao da técnica de Imunohistoquimica e MFF.

3.2.9.2 Diagnéstico direto

Algumas espécies de Borrelia podem ser detectadas de forma direta,
como a impregnacao de tecidos na prata (técnica de Warthin-Starry) (MELO
et al.,, 2003; De ALMEIDA et al., 2005). Esta técnica também considerada
como um meétodo de coloracdo ndo verdadeiro, auxilia na visualizagdo de
algumas espécies de bactérias de forma espiralada e fina e que nao se
coram suficientes pela coloracdo de Gram, se apresentando na cor marrom-
escura ou negra em um fundo amarelo-castanho ou marrom claro (QUIN et
al., 2002; MORENO et al., 2003; De ALMEIDA et al., 2005). Os esfregacos
sanguineos corados com Giemsa, também podem ser utilizados para a
visualizacdo das espiroquetas por meio da microscopia optica (MADUREIRA,
2004). No entanto, a sensibilidade de ambos os testes € baixa, variando de
10% a 40%, quando comparadas com observacdes diretas em microscopia

de campo escuro ou contraste de fase, além de ser necessario que o
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paciente apresente espiroquetemias suficientes para deteccdo no momento
da execucdo do teste, o que comumente ndo ocorre (MATTON; VAN
MALCKEBEKE, 1990; MORENO et al., 2003).

Outro método utilizado de deteccado direta das espiroquetas de Borrelia
spp., € o isolamento em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) em temperatura
entre 30°C a 35°C por até 12 semanas sob condigbes micro-arerofilicas
(DICKINSON; BATTLE, 2000; LIVERIS et al., 2012). Materiais a partir de
hemolinfa, saliva, tecidos de carrapatos, soros, fluidos articulares e tecidos
de animais e seres humanos podem ser utilizados (EWING et al., 1994;
DICKINSON; BATTLE, 2000; RUDENKO et al., 2009; ZHAN et al., 2009).
Entretanto, algumas espécies de Borrelia sédo de dificil cultivo ou até mesmo
incultivaveis ao meio BSK, além de demandar um longo periodo de
crescimento (SMITH; ROGERS, 1998; OLIVEIRA et al., 2004).

No Brasil, até o0 momento néo foi possivel o isolamento de B. burgdorferi
(s..) ao meio BSK, mesmo utilizando amostras de seres humanos
diagnosticados com SBY e fluidos e tecidos de animais (YOSHINARI et al.,
2010). Trabalhos mais recentes, tentam outra forma de isolar B. burgdorferi
por meio do cultivo in vitro utilizando linhagens de células de carrapatos, na
tentativa de esclarecer caracteristicas da biologia das espiroquetas
encontradas no nosso pais dentro do vetor (TEIXEIRA, 2014).

Relatos mostram o sucesso de deteccéo de Borrelia spp. com o0 uso da
ferramenta de Microscopia de Focagem Flutuante (MFF), onde consiste em
analisar laminas em diversos planos simultaneamente, ou seja, na horizontal
e vertical, com movimento de aproximacao e distanciamento da objetiva do
microscopio, em aumento de até 400x, sob iluminacédo forte (EISENDLE et
al., 2007; TALHARI et al., 2010).

3.2.9.3 Diagnéstico molecular
A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido a técnica molecular
mais utilizada por alguns centros de referéncias, pois possui uma alta
sensibilidade e especificidade, principalmente quando se trata de infecgOes
agudas (WALLICH et al., 1992; LIENBLING et al., 1993; CHANG et al., 2000;
ALBY; CAPRARO, 2015). Materiais como biépsias de pele de pacientes

humanos com eritema migrans classico, membrana sinovial, tecidos de
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animais, saliva, hemolinfa ou tecidos de carrapatos sdo mais sensiveis do
gue amostras de sangue (ANDERSON et al.,, 1989; EWING et al., 1994;
LANE et al., 1994; DICKINSON; BATTLE, 2000; CERAR et al., 2008;
RUDENKO et al., 2009; ZHAN et al., 2009; LIVERIS et al., 2012).

Diversas pesquisas realizadas nos ultimos anos, tém tentado amplificar
amostras utilizando genes de superficie de proteinas (Osp) e flagelares de B.
burgdorferi. Porém, nédo tem sido observado sucesso na amplificacdo destes
genes com amostras brasileiras, ja que essas bactérias possuem
caracteristicas distintas das encontradas na Ameérica do Norte e Eurésia
como, morfologia atipica, sem flagelos e desprovida de inumeros
constituintes da membrana externa (BUTLER et al., 2005; MANTOVANI et
al., 2007; 2010).

No Brasil foram desenhados primers para amplificar o gene flgE (SAL et
al., 2008), demonstrando positividade molecular para B. burgdorferi em
amostras de animais, carrapatos e seres humanos diagnosticados com SBY
(MANTOVANI, 2010). Vale lembrar que este método ndo tem sido
empregado na rotina clinica, pois trata-se de uma técnica de elevado custo e
dificil deteccdo, uma vez que o periodo de espiroquetemia de B. burgdorferi é
baixo (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005; MANTOVANI, 2010).

No entanto, alguns marcadores moleculares em regibes bem
conservadas estdo disponiveis e sdo bem utilizados na identificacdo de
Borrelia spp. no mundo, como os genes 16SrRNA, flaB (RICH et al., 2001)
rpoB (ALEKSHUN et al., 1997) e 23SrRNA (BRETTSCHNEIDER et al., 1998;
RANKA et al., 2004).

3.2.9 Anaplasmose Granulocitica Equina

3.2.10 Agente etiolégico
Atualmente Anaplasma phagocytophilum retne Ehrlichia phagocytophila
(agente da febre do carrapato em bovinos, ovinos e caprinos), E. equi
(agente da Erliquiose Granulocitica Equina) e E. chaffeensis (causadora da
Erliguiose monocitica Humana) (DUMLER et al., 2001b). S&do bactérias gram
negativas intracitoplasmaticas obrigatorias, pertencentes a familia
Anaplasmataceae (FOGGIE, 1949; GRIBBLE, 1969; CHEN et al., 1994;
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DUMLER et al., 2001b), que compreende os géneros: Ehrlichia, Anaplasma,
Neorickettsia e Wolbachia (DUMLER et al., 2001b; ANDRE, 2018). Se
reproduzem formando colénias, dando origem a morulas (DUMLER et al.,
2001b; RAR; GOLOVLJOVA, 2011). A anaplasmose € uma zoonose
multisistémica, associada principalmente ao quadro de trombocitopenia
(CHEN et al., 1994; ISMAIL et al., 2010; WOLDEHIWET, 2010).

As morulas citoplasmaticas e os vacuolos sdo de tamanhos variaveis; o
altimo varia entre 1,5 mm e 6 mm de diametro (FOGGIE, 1951; POPOV et al.,
1998). Essas bactérias sdo pleomorficas, mas geralmente possuem uma
forma de cocéide a elipsoidal. Algumas aparecem como pequenas e densas
estruturas, outras sao corpos reticulados grandes e menos densos (TUOMI;
VON BONSDORFF, 1966; WOLDEHIWET; SCOTT, 1982) (Figura 2).

| i

Figura 2. Mérula de Anaplasma phagocytophilum em neutréfilos (seta) (LASCOLA et al.,
20009).

3.2.11  Vetores
Os vetores principais de A. phagocytophilum sdo pertencentes ao
complexo Ixodes persulcatus que incluem |. scapularis e I. pacificus nos EUA,
. ricinus na Europa Ocidental e |. persulcatus na Europa Oriental e Asia (De
LA FUENTE et al.,, 2004; ALLEMAN; WAMSLEY, 2008). Carrapatos dos
géneros Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus, Hyalomma e Haemaphysalis
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vem sendo reportados mundialmente como vetores de A. phagocytophilum
(MADIGAN; GRIBBLE, 1987; BOWN et al.,, 2003; STUEN, 2007). De La
Fuente et al. (2004), observaram a presenca de A. phagocytophilum
infectando diferentes espécies de carrapatos em mamiferos na regiao central
da Espanha. Dentre essas espécies incluem: Hyalomma m. marginatum,
Rhipicephalus bursa e Dermacentor marginatum, e nenhum carrapato do
género Ixodes.

O Brasil ocupa a maior parte da regido neotropical do hemisfério sul, no
entanto os carrapatos pertencentes ao género Ixodes sdo escassos, pois das
240 espécies conhecidas em todo o mundo, apenas oito sdo encontradas no
Brasil, mas nenhuma pertencente ao complexo I. ricinus (DANTAS-TORRES
et al., 2009; ONOFRIO et al., 2009). Desse modo, ndo se conhece o vetor
responsavel pela transmisséo de A. phagocytophilum no Brasil (SALVAGNI et
al., 2010; GAVIAO PRADO et al., 2011).

3.2.12 Hospedeiros

Anaplasma phagocytophilum possui uma grande variedade de
hospedeiros silvestres e domésticos incluindo ruminantes, roedores,
equideos, canideos, aves migratorias e carnivoras e seres humanos
(DUMLER; WALKER, 2001a; De LA FUENTE et al., 2005; MASSUNG et al.,
2005; DUGAN et al., 2006; MACHADO et al., 2012). Segundo Swanson et al.
(2006), podemos encontrar diferentes tipos de hospedeiros vertebrados para
A. phagocytophilum. Os hospedeiros susceptiveis desenvolvem a doenca e
apresentam altas bacteremias durante todo o curso da infeccdo; os
hospedeiros reservatérios ndo desenvolvem a doenga clinica, no entanto
apresentam bacteremia significante; e o0s hospedeiros finais, que né&o
apresentam quantidades significantes do agente na circulagdo com
capacidade para infectar o vetor (SWANSON et al., 2006).

As principais espécies de hospedeiros reservatorio nos EUA para A.
phagocytophilum, € o pequeno roedor Peromyscus leucopus e o veado da
cauda branca (Odocoileus virginianus). Em ambas as espécies, individuos
infectados por A. phagocytophilum ndo demonstram sintomatologia clinica.
Ainda, P. leucopus e O. virginianus sdo encontrados naturalmente
parasitados por carrapatos do género Ixodes (BAKKEN; DUMLER, 2000;
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MASSUNG et al.,, 2005; DUGAN et al.,, 2006). Na Europa, as principais
espécies consideradas reservatério do agente sdo os cervideos (Cervus
elaphus hispanicus e Capreolus capreolus), bovinos (Bos taurus taurus),
pequenos roedores (Myodes glareolus e Apodemus flavicollis), suinos
selvagens (Sus scrofa) e aves (Turdus merula, Fringilla coelebs e Passer
domesticus) (De LA FUENTE et al., 2005; SILAGHI et al., 2012).

Os animais domeésticos podem desenvolver doencas clinicas definidas,
como a febre transmitida por carrapatos em bovinos e ovinos e Anaplasmose
Granulocitica Canina (AGC) (STUEN et al., 2013). Ainda, a bactéria pode
infectar os seres humanos causando a Anaplasmose Granulocitica Humana
(AGH), podendo se apresentar de forma leve a grave (BAKKEN; DUMLER,
2015).

Ap6s o primeiro relato por Gribble em 1969 da ocorréncia de A.
phagocytophilum em equinos no estado da Califérnia (EUA), alguns relatos
mostraram que 0s equinos podem ser encontrados parasitados, entretando
pouco se conhece acerca da epidemiologia, patogenia e transmissado de A.
phagocytophilum a essa espécie (SALVAGNI et al., 2010; WOLDEHIWET,
2010). E no Brasil, evidéncias soroldgicas tém sido descritas a respeito dessa
infeccdo (SALVAGNI et al., 2010).

3.2.13 Transmissao

As bactérias sao transmitidas durante o repasto sanguineo e mantidas
apenas por transmissdo transestadial nos carrapatos, sendo necessario a
presenca de hospedeiros vertebrados para a manutencdo (BOWN et al.,
2003; DUNNING HOTOPP et al., 2006; NIETO; FOLEY, 2008). O sucesso na
transmissdo dessas bactérias esta relacionado diretamente a densidade de
carrapatos e da alimentacdo das ninfas e adultos em hospedeiros mamiferos
com elevadas bacteremias (OGDEN et al., 2002a; RIKIHISA, 2011).
Entretanto, a competéncia vetorial de algumas espécies de carrapatos por A.
phagocytophilum, ainda esta obscura.

Fatores abidticos podem interferir na quantidade de carrapatos
disponiveis para manter o ciclo e em qual ciclo de vida tais vetores se
encontram. Os carrapatos Ixodideos podem passar por um processo

conhecido como diapausa, onde individuos que acabaram de sofrer ecdise
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para o estagio adulto ndo se alimentaram e adiam a busca por hospedeiros,
até que as condi¢cdes climaticas estejam favoraveis. Comumente, essa
diapausa pode ser influenciada pelo fotoperiodo negativo, onde na estacéo
de inverno os dias sdo mais curtos e as noites longas. Assim, 0s estagios que
emergem da fase de ninfa nos meses de julho a setembro, nos paises do
hemisfério sul, tendem a adiar a busca por hospedeiros até os meses de
chuva, de novembro a fevereiro (MADDER et al., 1999; RANDOLPH, 2008).

3.2.14 Ciclo Biologico

Pouco se sabe sobre os locais de replicacao de A. phagocytophilum antes da
infeccdo dos granul6citos do hospedeiro (WOLDEHIWET, 2010). Apds a
penetracdo na célula do hospedeiro, as bactérias desviam-se dos
endossomos e se replicam em compartimentos da membrana citoplasmatica.
Esses compartimentos possuem caracteristicas de autofagossomos, pois
possuem bi-camada lipidica, onde os lisossomos ndo se fundem,
favorecendo a infeccdo e replicacdo do agente no interior das células do
hospedeiro, consequentemente, ha formacao de inclusdes
intracitoplasmaticas ou morulas, observadas em microscopia 6ptica. Com
isso, pode ser explicada a sobrevivéncia do agente no interior de neutrofilos,
ja que € uma célula de primeira linha de defesa contra patégenos (NIU et al.,
2008).

Os neutrdfilos sdo células que sobrevivem na corrente sanguinea de
seis a 12 horas, no entanto com a presenca de inflamacdo, sua meia vida
aumenta (CARLYON; FIKRIG, 2003). Scaife et al. (2003), analisaram
amostras de neutrofilos de ovelhas que estavam ou ndo infectadas e
observaram que as células foram cultivadas por 22 horas. Os autores
associaram esse fato a taxa de apoptose dos neutrdfilos infectados
significativamente menor que a dos neutréfilos ndo infectados. Esse
retrocesso € fundamental para a replicacédo do agente, pois a bactéria possui
uma baixa taxa de crescimento (CARLYON; FIKRIG, 2003).

Alguns trabalhos tém demonstrado o envolvimento de tecidos e 6rgaos
como pulmdo, baco e medula 6ssea no processo de replicagdo priméria do
agente e também durante o processo da doenca (WALKER; DUMLER, 1996;
LEPIDI et al., 2000). Munderloh et al. (2004), demonstraram a capacidade da
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bactéria infectar células endoteliais de Macaca mulatta e bovinos in vitro.
Com isso, levantou-se a hipdtese de que essas células podem estar
envolvidas no estabelecimento da infeccdo, tanto aquelas infectadas quanto
as células apresentadoras de antigeno.

Por ocorrer apenas transmissao transestadial, os carrapatos se infectam
durante o repasto sanguineo nos hospedeiros mamiferos infectados. Esses
organismos sdo disseminados pela hemolinfa dos vetores e mantidos pelos
trés estadios dos carrapatos (TELFORD et al., 1996; OGDEN et al., 1998;
ZHI et al., 2002). Como ndo hé registros de transmisséo transovariana, as
larvas ndo transmitem as bactérias aos hospedeiros vertebrados (ZHlI et al.,
2002; RIKIHISA, 2011).

3.2.15 Patogenia da infeccdo por A. phagocytophilum nos
equinos
Com base de que o equilibrio das respostas imunes pré e anti-
inflamatorias dos hospedeiros sdo responsaveis pelos sinais clinicos e por
alterac6es hematoldgicas observadas na Anaplasmose Granulocitica Equina
(AGE), Davies et al. (2011), realizaram um estudo em equinos
experimentalmente infectados divididos em dois grupos: tratados com
Dexametasona 40 mg entre os dias 4 e 8 apds a infeccdo e ndo tratados. Os
animais de ambos o0s grupos, se apresentaram positivos para A.
phagocytophilum pelos testes RT-PCR e microscopia Optica, a partir do
qguarto dia de infeccdo, permanecendo até o 12° dia. Apesar de nao ter sido
observadas diferencas nas contagens de células infectadas durante o pico de
bacteremia entre os grupos, a carga bacteriana ao longo de todo o curso da
doenca foi maior para o grupo dos animais tratados. Foi observado que todos
0S animais apresentaram 0S mesmos sinais clinicos como: anorexia
moderada, letargia, relutdncia em mover e ictericia, entretanto os animais que
foram tratados apresentaram edema dos membros menos pronunciado e
mais tardiamente.
E de conhecimento que a producédo de citocinas pré-inflamatorias tém
total participagdo no mecanismo de desenvolvimento de algumas alteracoes
como hipertermia, neutropenia, trombocitopenia e lesédo tecidual de animais e

seres humanos infectados, devido a resposta pro-inflamatéria modulada por
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linfécitos Thl, com grande producdo de interferon gama (INF-y), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 18 (IL-1B) e interleucina 8 (IL-8)
(LEPIDI et al., 2000; KIM et al., 2002; CHOI et al., 2007; DAVIES et al.,
2011). Entretanto, Davies et al. (2011), n&o observaram alteractes
significativas das citocinas pro-inflamatorias em animais tratados. Ja nos
animais nao tratados, observou-se reducdo das citocinas anti-inflamatérias
apenas no sétimo dia pos-infeccdo. Levando em conta as citocinas (IL-10 e
INF-y), os animais que foram tratados apresentaram uma diminuicdo da
resposta pro-inflamatoria entre os dias quatro e nove. Esses achados
mostram que a modulacdo da resposta inflamatéria pelo uso de
dexametasona nédo foi capaz de promover uma diminuicao significativa das
alteracdes hematoldgicas encontradas durante o curso da doenca.

Um estudo realizado com 45 equinos soropositivos para Ehlichia equi
(=A. phagocytophilum), durante aproximadamente um ano, demonstrou que
na fase aguda da doenca, uma primeira sorologia apresentou 20 animais
negativos e 19 positivos. Apos oito meses da fase aguda, os testes foram
repetidos apresentando apenas seis soronegativos. Os animais foram
monitorados até 15 meses apés a fase aguda, onde verificou-se que todos
apresentaram uma titulacdo mais elevada um més apdés do pico de
bacteremia, tornando-se soronegativos oito meses apdés a infeccao,
independente da duracdo dos sinais clinicos. Os animais que tiveram
resultados soropositivos apresentaram infeccdo subclinica ou estado de
covalescéncia (ARTURSSON et al., 1999).

J4& em um estudo conduzido nos EUA, inoculou-se em um cavalo
saudavel, uma cepa que estava infectando um roedor silvestre, e observou-
se que esta cepa ndo teve a capacidade de provocar doenca clinica no
animal. Pois, ndo foram encontradas morulas nas células, o animal nao
apresentou sororeatividade e néo foi detectado DNA de A. phagocytophilum
no sangue (FOLEY et al., 2008).

3.2.16 Sinais clinicos
A infeccdo por A. phagocytophilum nos equinos geralmente se
apresenta de forma aguda e raramente subclinica. Quando a doenca se

apresenta de forma aguda, o periodo de incubacdo € de aproximadamente
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10 dias, sendo que os primeiros sinais clinicos observados, sédo inespecificos,
como apatia, febre alta ou diminuicdo da temperatura corporal (GRIBBLE,
1969; MADIGAN, 1993; BARLOUGH et al., 1995). Logo ap0s esse periodo,
tem sido observado sinais voltados com a locomoc¢ao, como o andar rigido,
claudicagéo, edema doloroso da articulagdo metacarpo e edema do tecido
subcutdneo persistindo por 2 semanas apds a regressdo completa dos
demais sinais (MADIGAN; GRIBBLE, 1987; ADASZEK et al., 2009; SILAGHI
et al., 2011a).

Outros sinais comumente observados com a evolugédo da doenca séo:
hemorragia de mucosas, perda de peso, taquicardia, taquipneia, diarreia,
vomitos, artrite, e sinais neuroldgicos, como convulsdes e paralisia. No
entanto, a trompocitopenia € o distarbio mais especifico, que resulta no
aparecimento de petéquias nas mucosas. Nao se sabe ao certo, que
mecanismo proporciona essa diminuicdo de plaquetas, mas sugere-se que
seja por destruicdo imunomediada, fagocitose por macréfagos e diminuicédo
da producdo na medula Ossea (LEPIDI et al, 2000; ADASZEX;
WINIARCZYK, 2011).

Além disso, os valores hematolégicos podem revelar leucocitose ou
leucopenia com neutropenia e diminuicdo do volume globular, podendo
acarretar em possiveis infec¢cdes secundarias (DUMLER et al., 2001a;
DAVIES et al., 2011). Nas analises bioquimicas, o aumento da concentragédo
de bilirrubina total, ureia e creatinina também foram observados (REUBEL et
al., 1998; LEPIDI et al., 2000; ADASZEK et al., 2009; SILAGHI et al., 2011a).

Em equinos acima de trés anos de idade tem sido observado sinais de
febre por 6-12 dias e inchago dos membros. Em animais jovens, a doencga se
apresenta com sinais inespecificos, como falta de apetite e dificuldade em se
mover. O desenvolvimento dos sinais clinicos, depende da idade dos animais
gue se infectam e das condigbes corporais que 0S animais se encontram
(MADIGAN; GRIBBLE, 1987).

Os sinais clinicos nos seres humanos sdo similares aos equinos,
caracterizado por um subito inicio de hipertermia, cefaleia, mialgia e artralgia.
Alguns pacientes apresentam tosses, nauseas, vomitos, diarreia, dores
abdominais e anorexia. A infec¢cdo pode proporcionar maiores complicacoes

como: coagulacdo intravascular disseminada (CID), dificuldade respiratoria,
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neuropatia periférica, pancreatite, rabdomidlise, além de choque séptico pela
infeccéo (OTEO; BROUQUI, 2005; MEZERVILLE; PADILLA-CUADRA, 2007).

3.2.17 Epidemiologia

O entendimento da dindmica da AGE € bem complexa, e deve ser
compreendida devido a duas condi¢fes: (a) a presenca de uma espécie de
hospedeiro vertebrado susceptivel ao agente, e que o0 mesmo tenha a
capacidade de promover altas bacteremias suficientes para o vetor infectar-
se durante o seu repasto sanguineo; (b) capacidade do carrapato de se
infectar e manter a infeccdo por longos periodos, mesmo em situacdes
climaticas adversas, podendo disseminar o agente a novos hospedeiros
vertebrados (SWANSON et al., 2006).

A intensa presenga do homem ao meio natural em favor do crescimento
populacional, pode levar a importantes alteracfes nos ciclos biolégicos por
afetar diretamente as comunidades de hospedeiros invertebrados e
vertebrados silvestres (De LA FUENTE et al., 2004; SWANSON et al., 2006).

Interacbes  entre  vetores-patdgenos-hospedeiros  podem  ser
consideradas fatores de riscos para o desenvolvimento de doengas em
determinadas localidades (De LA FUENTE et al., 2005; SWANSON et al.,
2006). De fato, as alteracdes de origem antropica podem modificar as
relacbes parasita-hospedeiro resultando em variagbes antigénicas e no
aumento da viruléncia de A. phagocytophilum (SWANSON et al., 2006;
FOLEY et al.,, 2008). Essa variagdo antigénica, € considerada um dos
principais mecanismos de evasao da resposta imunolégica do hospedeiro
(SWANSON et al., 2006; FOLEY et al., 2008). Ainda, considera-se como fator
de risco a introducdo de animais que ja estejam infectados ou que ja se
encontram doentes, em grupos de animais saudaveis (ALMEIDA FILHO;
ROUQUAYROL, 2006).

Esses fatores em conjunto, favorecem a emergéncia de doencas nos
animais e seres humanos, como a anaplasmose granulocitica, podendo
desencadear um problema de saude publica nas diversas regides onde o
agente esta presente (De LA FUENTE et al.,, 2004; TELFORD Il &
GOETHERT, 2004; FOLEY et al., 2008; GRANQUIST et al., 2010a).
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Existem poucos trabalhos que relatam a prevaléncia de A.
phagocytophilum em animais no Brasil. Santos et al. (2011), detectaram por
meio de métodos moleculares, uma prevaléncia de 7,1% em cées no estado
do Rio de Janeiro. Em equinos do centro-oeste, foi encontrada uma
soroprevaléncia de 65% dos animais amostrados (SALVAGNI et al., 2010).
Em ovinos, no estado do Rio de Janeiro, por meio da PCR, foi detectada a
prevaléncia de 6,7% de animais infectados (VELHO, 2013), enquanto em
Pernambuco, foi encontrada uma soroprevaléncia de 12,8% em pequenos
ruminantes (RAMOS et al., 2008). De acordo com Santos et al. (2013), ndo
se pode considerar o Brasil como um pais endémico para A.
phagocytophilum, uma vez que os estudos realizados sdo isolados e a
amostragem nao é representativa.

Alguns levantamentos por deteccdo sorolégica e molecular da
ocorréncia de A. phagocytophilum em equinos, podem ser observados na
Tabela 3:

Tabela 3. Levantamento de ocorréncia sorolégica e molecular de Anaplasma

phagocytophilum em equinos no mundo.

Paises Diagndstico Sortl)lc')gi.co Diagnostico Mo!eculfalr Referéncias
Anaplasma phagocitophilum  Anaplasma phagocitophilum

Polonia - 2,63% Slivinska et al. (2015)
Eslovaquia - 2,56% Slivinska et al. (2015)
Centro da ltalia 89% 14,76% Veronesi et al. (2014)
Portugal 13% - Ribeiro et al. (2013)
ltalia 13,7% 6,7% Laus et al. (2013)
Sicilia (ltalia) 9,0% 4,7% Giudice etal. (2012)
Republica Tcheca 73% - Praskova et al. (2011)
Centro da ltalia 17,03% 8,14% Passamonti et al. (2010)
Dinamarca 22,3% - Hansen et al. (2010)
Coréia 2,9% 0% Lee etal. (2015)
Tunisia 16,3% Ben Said et al. (2014)
Japéo 3,4% Ybafiez et al. (2012)
Ihas Jeju (Coréia) 2,2% Chae etal. (2009)
Parana (Brasil) 2,1% - Vieira etal. (2016)
Goias (Brasil) 65% 0% Salvagni et al. (2010)




29

3.2.18 Métodos de diagnoéstico
O diagnostico normalmente se da pela analise do histérico clinico.
Entretanto, os sinais clinicos apresentados pelos animais, nem sempre séo
especificos podendo ser confundidos com outras doencas. Portanto, faz-se
necessaria a associagdo com o0s testes laboratoriais de diagnosticos
(AGUERO-ROSENFELD, 2002; AMUSATEGUI et al., 2006).

3.3.9.1 Diagnéstico direto

Os esfregacos sanguineos corados com Diff-Quick, Wright ou Giemsa
detectam a presenca de mérulas de A. phagocytophilum (corpos de inclusao
de coloracdo azul escuro ou violeta) no segundo ao quarto dia apds a
infeccdo no citoplasma dos neutrofilos, e, as vezes, em eosindfilos
(GRIBBLE, 1969; SELLS et al., 1976; BARLOUGH et al., 1995; PUSTERLA
et al.,, 1998; DZIEGIEL et al., 2013). No entanto, tem sido descrito que
morulas em neutréfilos pode variar de 1 a 6%, podendo atingir até 16%,
caracterizando desvantagem com o0 uso de esfregacos sanguineos
(BERRINGTON et al., 1996; tUKASZEWSKA et al., 2008; UEHLINGER et
al., 2011). Além de também ocorrer o desenvolvimento de mdrulas de outros
patégenos nos neutrdfilos como Ehrlichia ewingii e E. ruminantum
(LUKASZEWSKA et al., 2008; O'NION et al., 2015).

Stuen et al. (2011), relataram a confeccdo de laminas com capa
leucocitaria, coradas pela técnica de Romanovsky, Giemsa ou May-
Grumwald-Giemsa, sendo lidas em aumento de 1.000 vezes. No entanto,
Aguero-Rosenfeld (2002), afirma que o teste utilizando capa leucocitaria pode

apresentar baixa sensibilidade (~60%), apesar de possuir alta especificidade.

3.3.9.2 Diagndstico molecular

O método de diagndéstico molecular, por ser um teste mais sensivel e
gue pode diferenciar A. phagocytophilum de outros possiveis patdégenos,
também permite que a doenca seja diagnosticada na fase aguda
(BARLOUGH et al., 1995; ADASZEK; WINIARCZYK, 2011). O material a ser
utilizado no teste compreende o sangue total, capa leucocitaria, medula
O0ssea e fragmentos de baco, tecidos vasculares, hepaticos e pulmonares
(GRANQUIST et al., 2010b; SEN et al., 2011; DZIEGIEL et al., 2013).
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Os primers mais utilizados na detecgao de A. phagocytophilum em
equinos sao aqueles direcionados ao gene 16S rRNA (mais conservado
devido a infrequéncia de mutacdes) (ADASZEK et al.,, 2009; ADASZEK;
WINIARCZYK, 2011). Entretanto, diversos autores tém ressaltado, que,
assim como em outros genes (por exemplo, groEL, msp2, msp4 e Anka), o
gene 16S rRNA apresenta variacoes, tanto entre as espécies de animais
como também entre os carrapatos ixodideos (VON LOEWENICH et al., 2003;
ALBERTI et al., 2005; De LA FUENTE et al., 2005; SILAGHI et al., 2008;
SCHAREF et al., 2011; SILAGHI et al., 2011b).

3.3.9.3 Diagnoéstico sorolégico

Uma terceira alternativa para o diagndstico sdo os métodos soroldgicos,
considerados menos significativos do que os outros dois métodos citados,
mas que serve como um excelente suporte ao diagnéstico clinico (AGUERO-
ROSENFELD et al., 2000). Tratando-se da deteccdo sorologica de
anaplasmose granulocitica podem ser utilizados o ensaio de ELISA e a RIFI
(ZIMMERMAN; CRISMAN, 2008).

O método que tem sido mais utilizado por médicos veterinarios, é o
ELISA, entretanto possui como desvantagem a incapacidade de detectar o
estagio agudo da infeccdo (MAGNARELLI et al., 2001). E o teste imunolégico
mais sensivel e versatil que utiliza anticorpos conjugados a enzimas e
antigenos ou anticorpos ligados a um suporte sélido. Sao observadas
mudancas na atividade enzimética durante a reacdo que estdo diretamente
relacionadas a ligagdo e ao tipo de ligagdo dos anticorpos conjugados aos
antigenos ou anticorpos em uma base solida (PAULIE et al., 2005).

A RIFI € uma técnica que possui alta sensibilidade e especificidade,
além de rapida execucdo. O teste se baseia na detec¢do de anticorpos contra
epitopos dos agentes, podendo ser utilizadas culturas celulares de A.
phagocytophilum  oriundos de animais infectados natural ou
experimentalmente (FERREIRA; CARVALHO, 1973; JONGEJAN et al., 1989;
ARTURSSON et al.,, 1999; ZIMMERMAN; CRISMAN, 2008). Trabalhos
soroepidemioldgicos realizados para A. phagocytophilum, normalmente séo

utilizadas esta técnica, devido sua praticidade, rapidez e baixo custo
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(ZIMMERMAN; CRISMAN, 2008; HANSEN et al., 2010; SALVAGNI et al.,
2010; PRASKOVA et al., 2011).

3.2.19 Rickettsias do grupo Febre Maculosa em equinos

3.2.20 Agente etiolégico

As doencas acometidas por organismos do género Rickettsia estdo bem
distribuidas por todo o mundo, seja em regidbes endémicas como n&o
endémicas (AZAD; BEARD, 1998). No continente americano, as principais
espécies causadoras da Febre Maculosa (FM) em humanos, sao: Rickettsia
rickettsii, R. africae (espécie exotica), R. akari e R. felis (LABRUNA, 2006). A
espécie Rickettsia rickettsii foi descrita pela primeira vez nos EUA, sendo
conhecida como Rocky Mountain spotted fever (RMSF), e isolada no inicio do
século XX pelo pesquisador Howard Taylor Ricketts, onde estabeleceu a
importancia do carrapato da espécie Dermacentor andersoni ha transmissao
(RICKETTS, 1909).

As riquétsias sdo bactérias intracelulares obrigatérias que se
multiplicam no citoplasma das células de seus hospedeiros e, em se tratando
do grupo da FM, podem ser encontradas no nucleo da célula. Sdo pequenos
cocobacilos Gram negativos de aproximadamente 0,3 x 1ym. Sua parede
celular é semelhante a de outras bactérias, sendo constituida por
lipopolissacarideos. O genoma é extremamente conservado e formado por
um danico cromossomo circular e pequeno. Esses organismos possuem duas
principais proteinas de superficie, OmpA, relacionada apenas ao grupo FM e
OmpB, presente em todas as riquétsias. (WALKER, 2007; CHEN; SEXTON,
2008).

Até a década de 2004, apenas a espécie R. rickettsii foi incriminada
como o agente etiolégico da Febre Macula Brasileira (FMB) transmitida por
carrapato no Brasil (LABRUNA, 2009), com ocorréncias confirmadas de
letalidade em alguns estados, especialmente na cidade de Campinas
(ANGERAMI et al., 2006). Entretanto, nos ultimos 15 anos, oito novas
espécies transmitidas por carrapatos foram relatadas no Brasil (ALMEIDA et
al., 2011; LABRUNA et al.,, 2011b; NIERI-BASTOS et al.,, 2014; 2018;
KARPATHY et al., 2016; MURRAY et al., 2016; LUZ et al., 2018).
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As espécies de Rickettsia (Rickettsiaceae) estdo classificadas em
qguatro grupos: (i) grupo da Febre Maculosa (FM), associados a carrapatos e
compostos pelas espécies: R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, R.
rhipicephali, 'Candidatus R. andeanae’, Rickettsia sp. cepa Colombianensi,
Rickettsia sp. cepa Pampulha; (ii) grupo Tifo, composto por R. prowazekii e
R. typhi, associado a piolhos e pulgas, respectivamente; (ii) o grupo de
Transi¢cdo, composto por agentes associados principalmente a pulgas, acaros
e carrapatos; e (iv) o grupo Basal, formado por organismos associados a uma
variedade de hospedeiros, como carrapatos, sanguessugas, insetos,
protozodrios e plantas, e sendo representadas pelas espécies: R. bellii e R.
monteiroi (ALMEIDA et al., 2011; LABRUNA et al., 2011b; NIERI-BASTOS et
al.,, 2014; 2018; KARPATHY et al., 2016; MURRAY et al., 2016; LUZ et al.,
2018).

A espécie R. rickettsii é considerada o agente mais patogénico
causador da RMSF nos EUA e FMB no Brasil (PAROLA et al., 2013) (Figura
3). No Brasil, a ocorréncia de FM nos seres humanos, tém sido confirmadas
nas regides Sul e Sudeste e sendo transmitida por carrapatos da espécie A.
sculptum (A. cajennense) (SZABO et al., 2013). No entanto, relatos recentes
mostram que a espécie R. parkeri € outro agente patogénico associado a
FMB, e esta representado pelas cepas R. parkeri sensu stricto, associada
aos carrapatos A. triste e A. tigrinum, e R. parkeri cepa da Mata Atlantica,
associada ao A. ovale (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; NIERI-BASTOS et
al., 2018). A ultima cepa é considerada um agente emergente de FMB, sendo
gue trés casos tém sido confirmados nos estados de S&o Paulo
(SPOLIDORIO et al., 2010), Bahia (SILVA et al., 2011) e Santa Catarina
(KRAWCZAK et al., 2016). Ainda, Faccini-Martinez et al. (2018), sugere que
outros casos ocorridos em seres humanos por R. parkeri, possam estar
sendo diagnosticados, pois tem sido observado essa espécie infectando

carrapatos A. ovale em outras regides do pais.
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Figura 3. Lamina de cultivo celular positivo para Rickettsia rickettsii, corada com Giemsa
(aumento de 1.000x) - isolamento a partir de carrapatos A. sculptum (A. cajennense)
infectado (UENO, 2014).

3.2.21 Vetores

No Brasil, o carrapato Amblyomma sculptum (Amblyomma cajennense)
€ a principal espécie responsavel pela transmissdo de R. rickettsii aos
animais domésticos e aos seres humanos (SZABO et al., 2013). No entanto,
as espécies A. aureolatum e Rhipicephalus sanguineus também tém sido
descritos como importantes vetores dos agentes na regido metropolitana de
Sé&o Paulo (LABRUNA, 2006; LABRUNA, 2009; PAROLA et al., 2013).

A espécie A. sculptum (A. cajennense) esta distribuida apenas no
continente americano. E um carrapato trioxeno que pode parasitar uma
ampla diversidade de mamiferos domésticos e silvestres (ARAGAO, 1936;
ESTRADA-PENA et al., 2004). Possui uma predilecdo maior por equinos,
capivaras, antas e eventualmente suideos silvestres onde sédo considerados
hospedeiros primarios para os estagios dos carrapatos (LABRUNA et al.,
2001; VERONEZ et al.,, 2010), aléem de ser uma espécie que mais tém
infestado os seres humanos no Brasil (ARAGAO, 1936; GUGLIELMONE et
al., 2006).
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Essa espécie realiza apenas uma geragdo por ano na regidao Sudeste
do Brasil, sendo que larvas normalmente predominam entre a estagéo outono
e inverno, as ninfas no inverno e primavera e os adultos se mantém na
primavera e verdo (LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et al.,, 2003). Essa
sincronizagdo dos estagios é regulada pelo comportamento de diapausa que
as larvas realizam, ou seja, mesmo se a ecloséo ocorra antes do previsto,
elas esperam até o periodo de abril ou maio para a busca por hospedeiros.
Pois na regido sudeste ha mudancas na temperatura e no fotoperiodo entre o
primeiro e o segundo semestre (LABRUNA et al., 2002; CABRERA,
LABRUNA, 2009).

Alguns fatores de risco relacionados as pastagens e a sanidade de
equinos, podem contribuir favoravelmente a um aumento do parasitismo de
A. sculptum, pois relatos mostram a presenca de mais de 10.000 carrapatos
infestando naturalmente apenas um animal (LABRUNA et al., 2001; 2002;
PIRES et al., 2013).

Outras espécies de carrapatos estdo associadas a transmissao das
riquetsias em alguns paises do continente americano, como: D. andersoni, D.
variabilis, A. americanum nos EUA, R. sanguineus no Canada, D. andersoni e
A. imitator no México, Haemaphysalis leporispalustris na Costa Rica, D.
nitens no Panama, R. sanguineus e A. sculptum (A. cajennense) no Panama,
Colémbia, Argentina e Brasil (LABRUNA et al., 2011a; PAROLA et al., 2013).

3.2.22 Hospedeiros

Nas areas rurais do Brasil, os cdes e os cavalos tém sido considerados
como hospedeiros sentinelas para infeccbes por R. rickettsii, que s&o
transmitidos por A. sculptum e R. parkeri, por A. ovale (SANGIONI et al.,
2005; BARBIERI et al., 2014). Os equinos séo os principais hospedeiros para
todos os estagios do carrapato A. sculptum, ja que essa espécie tem
preferéncia maior por cavalos (LABRUNA et al., 2002). Especialmente os
equinos sao considerados refratarios da infeccdo por R. rickettsii, por néo
apresentaram alteracdes clinicas, hematolégicas ou bioquimicas, nem a
bacteremia investigada por PCR em tempo real ou por inoculagcédo de sangue
de cavalo infectado em cobaias (UENO et al.,, 2016). Ainda, UENO et al.

(2016), mostraram que 0s equinos experimentalmente infectados com R.
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rickettsii apresentaram anticorpos anti-R. rickettsii até 2 anos ap0s a infeccgéo.
Os autores concluiram que cavalos infectados por R. rickettsii, além de nao
manifestarem doenca, ndo sdo hospedeiros amplificadores competentes de
R. rickettsii para carrapatos da espécie A. sculptum.

J4 os cdes podem atuar como hospedeiros amplificadores de R.
rickettsii para carrapatos da espécie R. sanguineus, pois em condi¢des
experimentais alguns cées ricketsémicos apresentaram febre alta em um
periodo de 6 a 11 dias, além de apresentarem titulagcbes elevadas de R.
rickettsii (32.768 a 65.536) (PIRANDA et al.,, 2008; 2011). Esses achados
mostram que maiores concentracdes de riquetsias no sangue dessa espécie,
resulta em maiores taxas de infeccdo por carrapatos vetores (PIRANDA et
al., 2011).

Quando se trata de animais silvestres, as capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) e gambas (Didelphis aurita) vem sendo reportados como
hospedeiros amplificadores de R. rickettsii para os carrapatos vetores da
espécie A. sculptum, encontrado frequentemente parasitando esses animais,
em especial as capivaras (HORTA et al., 2009; SOUZA et al., 2009;
LABRUNA, 2009). Entretanto, o papel dessas espécies de hospedeiros
silvestres na epidemiologia dependera de uma alta taxa de reproducdo das
mesmas garantindo uma disponibilidade constante de novas capivaras

susceptiveis que desenvolverao ricketsemias (POLO et al., 2017; 2018).

3.2.23 Transmissao

Os reservatorios naturais para R. rickettsii, sdo o0s carrapatos da
espécie A. sculptum, pois conseguem manter oS agentes por sucessivas
geracbes em transmissdo transestadial e transovariana (MCDADE;
NEWHOUSE, 1986; SOARES et al., 2012). Entretanto, tem sido observado
gque o mecanismo de transmissao transovariana ocorre em menos de 50%
das fémeas ingurgitadas, além de ser ineficiente para a manutencdo das
bactérias na natureza (PIRANDA et al., 2011; SOARES et al., 2012; COSTA
et al., 2020). Ainda, ha evidéncias de que R. rickettsii € patogénica para o
vetor, 0 que consequentemente diminui sua capacidade reprodutiva
(SOARES et al., 2012). Essas caracteristicas sao evidenciadas pela

diminuicdo de carrapatos infectados naturalmente, ndo atingindo 2% mesmo
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presente nas regides endémicas (GUEDES et al., 2005; 2011; SANGIONI et
al., 2005; PACHECO et al., 2009; KRAWCZAK et al., 2014; LABRUNA et al.,
2017).

Alguns autores relatam que A. sculptum, é uma espécie refrataria as
infecgBes, pois parte dos vetores conseguem adquirir as bactérias quando se
alimentam de animais que estejam riquetsémicos, diferente do A. aureolatum,
gue sua taxa de infeccdo atinge 100% (LABRUNA et al., 2008; SOARES et
al.,, 2012; GERARDI et al., 2019). Portanto, o sucesso na circulacdo dos
agentes em algumas regides, se da devido a presenca de algum hospedeiro
vertebrado que apresente bacteremias satisfatorias para infectar outros
carrapatos (MCDADE; NEWHOUSE, 1986; LABRUNA, 2009; SOUZA et al.,
2009; SOARES et al., 2012; BARBIERI et al., 2014; POLO et al., 2017).

Apesar das causas serem desconhecidas, o periodo de maior incidéncia
de casos de FMB ocorre no periodo de predominancia das ninfas (DIAS;
MARTINS, 1939; ANGERAMI et al., 2012; BRITES-NETO et al., 2013), e tem
sido constatado que ninfas e adultos possuem uma capacidade maior de
transmitir R. rickettsii do que as larvas (SOARES et al., 2012).

Ainda, tem sido relatados dois métodos de obtencdo de riquétsias pelos
carrapatos: Transmissdo sexual dos machos as fémeas que néo estiverem
infectadas. No entanto, este método ndo tem se propagado, uma vez que
fémeas infectadas de forma venérea ndo tém a capacidade de transmitir
riquétsias de forma transovariana (SCHRIEFER et al., 1994; PAROLA et al.,
2005). Um segundo método de obtengdo de riquétsias pelos carrapatos,
consiste na co-alimentacdo, ou seja, quando um alto nimero de carrapatos
se alimenta em locais muito préximos em um mesmo hospedeiro, conforme
demonstrado na espécie R. rickettsii pelo carrapato D. andersoni (PHILIP,
1959).

3.2.24  Ciclo Biolbgico
Apés 0 repasto sanguineo, 0s organismos seguem até o lumen do
intestino do carrapato e invadem suas células epiteliais, onde ocorre as
primeiras replicacdes. Entretanto, os intestinos s&o as primeiras barreiras
para a aquisicao dos patogenos (NUTTALL; LABUDA, 2004), pois apesar de

ser considerado um ambiente desfavoravel aos agentes, ndo sofrem ataques
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de enzimas digestivas, porque sédo organismos intracelulares (BELMONTE et
al., 2012; FOGACA et al., 1999; NAKAJIMA et al., 2002; SONENSHINE et al.,
2005). De fato, o intestino é considerado o 6rgdo mais importante para a
sobrevivéncia dos organismos, pois necessitam persistir ainda que seja um
ambiente hostil (HAJDUSEK et al., 2013; SONENSHINE et al., 2005). Os
agentes seguem invadindo a hemocele e por meio da hemolinfa, atinge todos
orgdos do carrapato (BURGDORFER; BRINTON, 1975; MCDADE;
NEWHOUSE, 1986; MACALUSO et al.,, 2001). Logo apds, invadem as
glandulas salivares e novamente se replicam pela ultima vez até a posterior
transmissao dos patégenos pela saliva durante o repasto sanguineo (FUTSE
et al., 2003; LOHR et al., 2002; PAROLA et al., 2005; SANTOS et al., 2002).

No hospedeiro vertebrado, os agentes infectam as células do endotélio
e as paredes dos vasos sanguineos (FLICEK, 2007; BLANTON, 2013) e
invadem o citoplasma, secretando enzimas para que a membrana
fagossomal seja rompida, e assim deixando-a livremente no citoplasma. A
multiplicacdo das bactérias ocorre lentamente pelo mecanismo de fissdo
binaria. O sucesso da disseminacao dos agentes as células, ocorre por um
mecanismo de inducao da célula hospedeira a polimerizar actina, onde sera
utilizada pelas riquétsias para se deslocarem em direcdo ao nucleo ou as
células proximas (WALKER, 2007; CHEN; SEXTON, 2008).

3.2.25 Patogenia das riquetsioses

As bactérias causadoras da FMB, possui um tropismo por células
endoteliais de pequenos ou médios vasos sanguineos, e um baixo nuamero
dessas células podem ser livremente encontradas na circulacdo sanguinea,
principalmente quando se trata de doenca leve (GEORGE et al., 1993). Com
a multiplicacdo desses organismos nas ceélulas, ocorrera vasculites ou até
mesmo a formacdo de trombos e necrose (WOLBACH, 1919),
consequentemente dando inicio a possiveis alteragdes clinicas e laboratoriais
(CHEN; SEXTON, 2008).

Comumente, tem sido observado o aparecimento de edemas e pontos
hemorragicos nos seres humanos e animais infectados (SAMMONS et al.,
1976; CHEN; SEXTON, 2008). Entretanto, um dos principais sinais

observados provocados pelas bactérias sdo, aumento da permeabilidade dos
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vasos, provocada pela ruptura da juncdo entre as células do endotélio,
formagdo de lacunas entre as células, formacdo de fibras de estresse e
mudanca do formato poligonal das células endoteliais para fusiforme. Os
mecanismos de lesdo, ainda ndo estdo totalmente compreendidos, pois
estima-se que pode estar relacionado com a liberacdo de citocinas, espécies
reativas de oxigénio ou agdes citotoxicas das células T (WALKER, 2007).

3.2.26 Sinais clinicos

Os sinais clinicos observados na RMSF e na FMB sé&o similares, no
entanto a doenga de ocorréncia nos seres humanos no Brasil, apresenta-se
de maneira mais severa e com maiores chances de letalidade (ANGERAMI et
al, 2006). Mas com o desenvolvimento e uso de antibiéticos contra o agente,
a taxa de letalidade caiu de aproximadamente 80% para 40% em Sao Paulo
e Minas Gerais (DIAS; MARTINS, 1939; MINISTERIO DA SAUDE, 2014b).
Angerami et al. (2012), observou uma maior taxa de letalidade em uma
regido onde ha, a presenca do carrapato A. aureolatum em relacdo a outra
regido onde o A. sculptum (A. cajennense), é o vetor, entretanto essas
diferencas ainda n&o foram detectadas.

Os principais sinais clinicos observados nos seres humanos com FMB,
sdo: vomito, dor de cabeca e abdominal, febre, mialgia, hemorragias,
exantema, ictericia, dificuldade respiratéria, alteracdes do sistema nervoso
central e insuficiéncia renal aguda. Quando realizado hemograma completo e
bioquimico, os sinais mais observados sdo: trombocitopenia e aumento das
enzimas hepdéticas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
(ANGERAMI et al., 2006).

Cavalos infectados experimentalmente por via intraperitoneal e através
de infestagbes com carrapatos infectados com R. rickettsii ndo apresentaram
alteraces clinicas, hematoldgicas ou bioquimicas no sangue. Esses animais
se mostraram soropositivos entre 10 dias a 2 anos apos a infecgao.
Interessantemente, apesar de alguns carrapatos que parasitavam esses
animais se apresentarem positivos ao teste molecular, o0s mesmos nao
apresentaram competéncia vetorial para transmitir os agentes aos coelhos
(UENO et al., 2016).
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Em condi¢cbes experimentais, foi observado que caes tém menos
suceptibilidade em relacdo aos primatas, podendo desenvolver sinais
moderados ou até mesmo uma cura espontanea. Entretanto tém sido
observado em ambas as espécies, sinais de anorexia, febre, letargia,
emagrecimento, desidratacdo, aumento de linfonodos, hiperemia, petéquias e
equimoses em mucosas e pele, hiperemia de saco escrotal, edema,
petéquias, maculas, necrose ou Ulceracdes, edemas de epididimo e prepucio,
secrecdo ocular, congestdo de esclera, conjuntivite, hemorragias oculares,
uveite, opacidade de cdrnea, quemose, secrecdo nasal, tosse, epistaxe,
broncopneumonia, oliglria ou andria, constipagdo, melena, convulséao,
inclinacdo de cabeca, coma, pulso acelerado, hipotermia, cianose e choque
(SAMMONS et al., 1976; KEENAN et al., 1977; PIRANDA et al., 2008).
Dentre as alteracBes hematoldgicas e bioquimicas, observou-se diminuicdo
da contagem de hemacias, concentracdo de hemoglobina e volume globular,
trombocitopenia, leucopenia no inicio da enfermidade evoluindo para
leucocitose com desvio a esquerda, neutrofilia, linfopenia, eosinopenia,
monocitose, granulacao toxica em neutréfilos, aumento de enzimas hepaticas
(fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase),
aumento de bilirrubinas, colesterol, ureia e creatinina e queda da proteina
total (SAMMONS et al., 1976; KEENAN et al., 1977; PIRANDA et al., 2008).

As cobaias (Cavia porcellus) sdo espécies muito utilizadas em modelos
experimentais, por se mostrarem bem suscetiveis a infec¢des por R. rickettsii,
apresentar uma letalidade alta e manifestar alteracfes clinicas caracteristicas
da doenca, como: febre, necrose de escroto, coxins e ponta de orelha,
hiperemia e hemorragias cutaneas, lesfes oculares, trombocitopenia e
congestado esplénica (RICKETTS, 1909; MOE et al., 1976; COSTA et al.,
2020). J& nos coelhos domeésticos, sua letalidade diminui com relacdo as
cobaias, entretanto sdo bastante utilizados em experimentos, ja que 0s sinais
clinicos s&o iguais as cobaias (WOLBACH, 1919; MOREIRA; MAGALHAES,
1935; MAGALHAES, 1952).

3.2.27 Epidemiologia
No Brasil, desde a sua primeira descricio em 1932 por Piza, na

ocorréncia de “Tifo exantematico” no estado de Sdo Paulo, a FMB tem sido
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associada a alta letalidade em humanos. Um estudo de distribuicdo de casos,
comparou areas urbanas e suburbanas, sendo observado que 95% dos
casos ocorreram nas areas dominadas por florestas, mas casos nativos
também tém sido relatados nos centros urbanos (SONENSHINE, 1972;
PAROLA et al., 2005).

Desde que um numero de ocorréncia de casos da FMB aumentaram, a
doenca passou a ser de notificacdo obrigatoria no Brasil, a partir de 2001. E,
entre as décadas de 1997 a 2014, foram notificadas ocorréncias em 16
estados de todas as regides (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a). No entanto,
ainda ndo se pode afirmar que todos esses casos estdo associados a
infeccdo por R. rickettsii, jA que o diagndstico é com base em ensaios
sorologicos (PAROLA et al.,, 2013). Mas a regido Sudeste, é a grande
responsavel pelo maior nimero de casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a).
E comumente, os casos surgem de forma esporadica e isolada (DIAS &
MARTINS, 1939).

Rickettsia parkeri € uma recente espécie descoberta que também esta
associada a FMB, podendo ser transmitida pelo A. triste, A. tigrinum, e A.
ovale (FACCINI-MARTINEZ et al., 2018; NIERI-BASTOS et al., 2018). Alguns
estados brasileiros, tém registrado a ocorréncia de FMB por R. parkeri,
sugerindo que possiveis casos em seres humanos por essa espécie possam
estar ocorrendo (SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al., 2011; SILVEIRA et
al., 2015; KRAWCZAK et al., 2016; FACCINI-MARTINEZ et al., 2018).

Levantamentos epidemiolégicos realizados com equinos mostraram que
a letalidade é muito baixa, diferentemente do que € observado nos seres
humanos, reforcando a idéia de que essa espécie pode ser considerada
como reservatorio e sentinela da infeccdo, como é o caso das capivaras,
gambas e porquinhos-da-india (HORTA et al., 2009; LABRUNA, 2009;
SOUZA et al., 2009; SOARES et al., 2012; BARBIERI et al., 2014; UENO et
al., 2016). De fato, varios autores mostram que o0 cavalo pode ser
considerado sentinela da infeccdo de Rickettsia spp. devido a sua longa e
Otima resposta imunolégica frente as bactérias, indicando a possivel
circulacdo das riquétsias em outras espécies de hospedeiros susceptiveis,
como os humanos, nas regides onde o vetor A. sculptum estad presente
(HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005, LABRUNA, 2009; UENO et al.,
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2016). Os Tabelas 4 e 5 mostram, levantamentos soroepidemiologicos de
equinos em regides endémicas e ndo endémicas no Brasil, com altas e

baixas soropositividades para R. rickettsii, respectivamente:

Tabela 4. Levantamento de ocorréncia soroldgica de cavalos com Rickettsia

rickettsii em locais notificados para Febre Maculosa brasileira.

MUNICIPIO PREVALENEIR REFERENCIAS
SOROLOGICA
Pedreira - SP 77,8% Lemos et al. (1996)
Pedreira - SP 77,3% Horta et al. (2004)
Pedreira - SP 90,0%
Mogi das Cruzes - SP 40,0%
o Horta et al. (2007)

Piracicaba - SP 85,0%
Séo Paulo - SP 36,8%
Caratinga - MG 16,7% Cardoso et al. (2006)
Itabira - MG 100,0% Vianna et al. (2008)
Pindo d’Agua - MG 38,1% _

Milagres et al. (2010)
Santa Cruz do Escalvado - MG 15,2%
Juiz de Fora - MG 41,0% Pacheco et al. (2011)
Colatina, Ecoporanga, Nova
Venécia, Santa o

_ . 25,9% Spolidorio et al. (2010)

Leopoldina, Sdo Mateus e Vila
Valério - ES
Séo José dos Pinhais — PR 9,3% Freitas et al. (2010)

Adaptado por Ueno, (2014).
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Tabela 5. Levantamento de ocorréncia sorologica de cavalos com Rickettsia
rickettsii em locais sem notificacdo de Febre Maculosa brasileira.

MUNICIPIO PREVALIAVEIA REFERENCIAS
SOROLOGICA

Porto Feliz, Cotia e Pirassununga - SP 0,0% Sangioni et al. (2005)
Pirassununga — SP 19,0% Horta et al. (2007)
Almirante Tamandaré - PR 8,5% Batista et al. (2010)
Londrina — PR 5,5% Tamekuni et al. (2010)
Londrina — PR 38,5% Toledo et al. (2011)
Douradina, Umuarama e Arapongas — PR 5,3% Otomura et al. (2010)

Adaptado por Ueno, (2014).

3.2.28 Métodos de diagnostico
Sabe-se que as riquétsias possuem um curto periodo de riquetsemia
em alguns hospedeiros vertebrados, dificultando assim o diagnéstico final de
FMB (LABRUNA, 2009; BLANTON, 2013; UENO et al., 2016). Entretanto,
alguns testes de diagnostico estdo disponiveis, na tentativa de detectar
possiveis suspeitas do agente infectando animais ou os seres humanos (LA
SCOLA; RAOULT, 1997; DASH; EREMEEVA, 2006).

3.4.9.1 Diagndéstico soroldgico

O diagnéstico final da FMB na maioria das vezes, se da por meio de
ensaios sorolégicos, como: Weil-Felix, fixacdo de complemento, teste de
aglutinacao, Imunoblot, ELISA e RIFI (LA SCOLA; RAOULT, 1997). Mas, vale
lembrar que quando se trata de doengas riquetsiais, as evidéncias
sorologicas das infec¢cdes ocorrerdo a partir da segunda semana, quando
forem analisadas em amostras pareadas. Desta forma, a deteccdo estara
disponivel apdés a recuperacdo ou até mesmo a morte do paciente (LA
SCOLA; RAOULT, 1997; DASH; EREMEEVA, 2006).

RIFI € um método considerado padrao-ouro para o diagnostico da FMB,
sendo recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), pois, trata-
se de anticorpos IgG reagirem com antigenos especificos de riquétsias
(GALVAO et al., 2005; FLICEK, 2007). Entretanto, o diagndstico precoce da
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doenca pode ser limitado por esse teste, devido aos anticorpos ndo serem
detectados em menos de 7 a 10 dias de infeccdo (GALVAO et al., 2005;
DANTAS-TORRES, 2007). Aléem de possiveis reacfes cruzadas entre as
espécies de riquétsias ocorrerem, ja que se trata de diagndstico sorologico
(PAROLA; RAOULT, 2001; GALVAO et al., 2005; PAROLA et al., 2013).

Quando utilizado como diagnéstico final da FMB, alguns trabalhos
mostram que para considerar a espécie especifica de Rickettsia, a titulacdo
deve apresentar pelo menos quatro vezes maior que o titulo para qualquer
outro antigeno, ou gendétipo intimamente relacionado (HORTA et al., 2004;
PIRANDA et al., 2008). Sendo assim, a detecgdo em cavalos infectados em
condi¢Bes naturais, ocorrerdo em raras ocasides ou quando a titulacdo final
for mais alta, sendo necessario o uso de outras técnicas para detectar as
espécies envolvidas, como a absorcéo cruzada (HORTA et al., 2004; UENO
et al., 2016).

Outra técnica pouco reconhecida, mas que pode ser utilizada, € a
Imunohistoquimica, onde utilizam-se cortes de tecidos ligados a anticorpos
anti-riquétsias. Um estudo avaliando uma série de casos com fatalidade,
ocorridos no passado, mostra a importadncia desta ferramenta para
diagnosticar FMB em pacientes humanos (PADDOCK et al., 1999).

3.4.9.2 Diagndstico molecular

O uso da ferramenta molecular, no diagndstico da FMB, é considerado
limitada, pois apesar do ensaio de PCR em tempo real ser considerado mais
sensivel do que a PCR convencional, ambos o0s testes possuem baixa
sensibilidade na deteccdo do DNA de Rickettsia spp. em amostras de sangue
(BLANTON, 2013). Dessa forma, seu uso na detecgcdo das bactérias, se
restrinje apenas a bidpsias de pele, tecidos oriundos de necropsia ou
carrapatos (PAROLA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2007; CHEN;
SEXTON, 2008).

Os principais marcadores utilizados para diagnostico das bactérias do
grupo FM, sdo para os genes ompA, ompB, onde codificam proteinas de
membrana externa; gene que codifica a proteina de 17kDa (htrA); para o
fragmento que amplifica o gene citrato sintase (gItA) e para o gene D (SCA4)
(TZIANABOS et al., 1989; REGNERY et al., 1991; EREMEEVA et al., 1994;
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PAROLA; RAOULT, 2001; SANGIONI, 2003; LABRUNA et al., 2004,
GUEDES et al.,, 2005; LABRUNA et al.,, 2005; PAROLA et al., 2005;
SANGIONI et al., 2005).

3.4.9.3 Diagnéstico direto

O isolamento das bactérias a partir do seu cultivo € o diagnostico mais
confiavel para a deteccdo das bactérias do grupo FM. No entanto, além deste
método ser mais complexo e demandar mais tempo até o isolamento,
também possui limitagdes, como: Exigéncia de laboratérios com nivel de
biosseguranca NB3 e a nao possibilidade de um diagndstico precoce
(MARRERO; RAOULT, 1989; NASCIMENTO, 2003; PAROLA et al., 2005;
BRASIL, 2009).

Desde a década de 30, este método é muito utilizado por possibilitar um
aumento consideravel do numero de espécies de riquétsias e poder
proporcionar grandes quantidades das bactérias, facilitando a confec¢do de
antigenos para utilizacdo nos métodos de diagnostico indireto (NIGG &
LANDSTEINER, 1932; LABRUNA, 2006).

O teste de hemolinfa nos carrapatos, utilizando a coloracdo verde
Malaquita, também tém sido optados em muitos trabalhos epidemioldgicos,
principalmente na tentativa de isolamento de espécies de Rickettsia
(GIMENEZ, 1964; BURGDORFER, 1970; LABRUNA et al., 2004; PINTER,;
LABRUNA, 2006).
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