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“Quando tudo está perdido, sempre existe 

um caminho. Quando tudo está perdido, 

sempre existe uma luz”. Renato Russo! 
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RESUMO 
 
 

O surgimento de doenças transmitidas por carrapatos tem sido relatado como 

um sério problema de saúde pública em todo o mundo. Este trabalho foi dividido 

em dois capítulos com o objetivo de realizar um estudo epidemiológico de 

bactérias zoonóticas transmitidas por carrapatos em equinos criados em 

diferentes regiões de Mato Grosso do Sul, bem como avaliar se Borrelia spp. e 

agentes Anaplasmataceae podem estar associadas a alterações hematológicas 

nos animais amostrados. No primeiro capítulo, animais de Campo Grande-MS 

foram avaliados clinicamente e amostras de sangue total, soro e carrapatos 

foram coletadas de 262 cavalos para posterior realização de análises 

hematológicas testes sorológicos 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 sorológicos para Borrelia spp., a taxa de infecção 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 ixodídeos em infestações simples e coinfestações 

com Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens e Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus.  Não encontramos DNA de nenhuma bactéria estudada nos 

carrapatos amostrados. Cavalos positivos para Borrelia spp. e agentes 

Anaplasmataceae exibiram leucopenia, monocitopenia e linfopenia. A região de 

Campo Grande-MS pode ser considerada enzoótica para bactérias transmitidas 

por carrapatos, visto que encontramos uma soropositividade geral de 59,9% dos 

cavalos amostrados, em uma única soroexposição (n= 112) e co-exposição (n= 

45). No segundo capítulo objetivamos investigar a ocorrência de Borrelia spp. 

em equinos amostrados na região do Pantanal Sul Mato-grossense. 

Encontramos 46,2% (31/67) de soropositividade para B. burgdorferi (s.l.). Na 

detecção 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 infestações simples por D. 



nitens, 9,3% por A. sculptum, 9,3% para R. (B.) microplus e 30,2% apresentaram 

infestações múltipas. Os resultados encontrados mostram que cavalos podem 

atuar como hospedeiros-sentinelas para agentes bacterianos zoonóticos nas 

áreas estudadas. Além disso, as infecções simples e múltiplas por Borrelia spp. 

e os agentes Anaplasmataceae podem causar alterações em parâmetros 

hematológicos de cavalos em Mato Grosso do Sul.  

 

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

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.l.), 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. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A utilização dos equinos como animais de esporte, trabalho e lazer é 

inquestionável. Em algumas regiões do estado de Mato Grosso do Sul (MS), 

o uso desses animais não é só necessário, mas insubstituível (CEPEA, 

2006). Além disso, esses animais são de fundamental importância no 

agronegócio do estado, com participação expressiva na economia. Ainda, as 

provas esportivas e comércio de equinos com elevado valor zootécnico, 

também contribuem com o recolhimento de impostos para o estado. 

Entretanto, a movimentação dos animais para diferentes provas equestres e 

feiras agropecuárias entre os municípios, pode provocar a disseminação 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). É 

importante ressaltar que esses agentes infecciosos são mundialmente 

conhecidos por também causarem doenças nos seres humanos, como a 

Febre Maculosa, a Síndrome de Baggio-Yoshinari e a Anaplasmose 

Granulocítica Humana. Nesse sentido, os equinos parasitados podem ser 

considerados como hospedeiros sentinelas das infecções 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 refratários à infecção por 

Rickettsia spp. (UENO et al., 2016), o parasitismo por B. burgdorferi (s.l.) e A. 

phagocytophilum nos equinos resulta em doenças crônicas e assintomáticas 

influenciando negativamente em alguns parâmetros hematológicos, 
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resultando em queda do rendimento no trabalho e esporte (GEORGE et al., 

1993; EGENVALL et al., 2001; SALLES et al., 2002; FRANZÉN et al., 2005; 

2007; PASSAMONTI et al., 2010; CAMPOS et al., 2015). 

Nesse sentido, devido à importância dos cavalos como animais de 

trabalho, esporte e lazer, estudos que objetivam conhecer, tanto as 

ocorrências regionais de Borrelia spp., agentes Anaplasmataceae e 

Rickettsia spp., nos equinos, como também a resultante das infecções 

simples e co-infecções por Borrelia spp. e agentes Anaplasmataceae podem 

servir de subsídio para a formulação ou melhoramento de programas de 

controle e sanidade equina.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 
 

 
 
 
 

2. OBJETIVOS 
 

 

2.1  Objetivo Geral  

 
Detectar a infecção por Borrelia spp., Anaplasma spp. e Rickettsia spp., 

em equinos localizados em Mato Grosso do Sul, bem como a resultante das 

infecções simples e múltiplas nas variáveis hematológicas dos animais 

parasitados. 

 
2.2  Objetivos Específicos 

 
✓ Identificar as espécies de carrapatos nos animais amostrados; 

✓ Verificar a ocorrência de Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilum e 

Rickettsia spp. nos carrapatos coletados; 

✓ Avaliar a exposição a Borrelia burgdorferi (s.l.), Anaplasma 

phagocytophilum, Rickettsia rickettsii, R. parkeri e R. amblyommatis nos 

equinos amostrados; 

✓ Detectar a presença de Borrelia spp. e A. phagocytophilum nos 

equinos amostrados; 

✓ Avaliar a influência das infecções simples e múltiplas por Borrelia spp. 

e agentes Anaplasmataceae nas variáveis hematológicas dos animais 

amostrados. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 
3.1  O Equino 

O cavalo (Equus caballus) possui uma posição de destaque tanto em 

países desenvolvidos como aqueles em desenvolvimento, desempenhando 

um importante papel na formação econômica, social e política. No Brasil, uma 

de suas principais funções está relacionada com as atividades agropecuárias, 

com um número superior a cinco milhões de animais utilizados, 

principalmente, para o manejo do gado bovino (Almeida, 2001). O aspecto 

social do equino no Brasil também é importante quando relacionado a 

atividades de esporte e lazer (CEPEA, 2006; LAGE, 2007; BAPTISTA, 2010) 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1. Distribuição de tropas de cavalos por categorias entre os anos 

2004 a 2013, no Brasil. 

 
Fonte: MAPA, (2016). 

 

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

2016, o Brasil possui o maior rebanho (8.000.000) de equídeos na América 

Latina, e, é o terceiro no mundo, atrás 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 milhões de cabeças, sendo 20,4% dos animais registrados 

no Centro-Oeste. O estado com o maior efetivo de equinos é Minas Gerais 

(MG), enquanto Mato Grosso do Sul (MS) ocupa a sexta posição. Além disso, 

dos 20 municípios brasileiros com os maiores efetivos, seis pertencem ao MS 

(Corumbá, Três Lagoas, Campo Grande, Ribas do Rio Pardo, Paranaíba e 

Aquidauana) (CEPEA, 2006). 

As criações de equinos no Brasil envolvem diretamente 607.329 

pessoas com a estimativa de 2.429.316 empregos indiretos (Tabela 2). 
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Ainda, estima-se que o valor total que envolve o complexo do agronegócio do 

cavalo no Brasil esteja em torno de 16 milhões anualmente (MAPA, 2016). 

 

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

agronegócio do cavalo no Brasil por categorias. 

 
Fonte: MAPA, (2016). 

 

É importante ressaltar que, desde a introdução do cavalo no Brasil, a 

forte associação com a pecuária bovina vem resultando em uma alta 

correlação entre os dois rebanhos (CEPEA, 2006; MAPA, 2016). Assim, 

estudos com relação a agentes infecciosos que podem causar algum 

transtorno na saúde dos animais, devem ser investigados. 

De uma forma geral, os equinos são conhecidos por serem hospedeiros 

para importantes agentes infecciosos que comprometem sua saúde como, 

Tripanosomíase, Anemia Infecciosa Equina (AIE) (HERRERA et al., 2004; 

PARREIRA et al., 2016), Herpesvírus 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 os 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), Síndrome de Baggio-Yoshinari 

(MATHER et al., 1994; CAMPOS et al., 2015) e Anaplasmose Granulocítica 

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
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3.2  Borreliose de Lyme Equina 

 

3.2.1  Agente etiológico 

O médico reumatologista do Departamento de Medicina Interna da 

Universidade de Yale em New Haven, na comunidade de Lyme, Connecticut, 

EUA, acompanhou crianças com histórico de contato com carrapatos e com 

sinais de eritema e Artrite Reumatóide Juvenil, que mais tarde foi 

denominada como Artrite de Lyme (STEERE et al., 1977a; 1977b). 

Espiroquetas foram encontradas em carrapatos da espécie Ixodes dammini 

nas áreas consideradas endêmicas (BURGDORFER et al., 1982). Uma 

década após, B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) foi descrito como o agente 

causador da doença de Lyme por Johnson et al. (1984). 

A Borreliose de Lyme é uma enfermidade infecciosa zoonótica, 

ocasionada por espécies de Borrelia transmitidas por carrapatos que infectam 

animais domésticos, 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 à Eurásia (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 estão restritas 

aos Estados Unidos (EUA) (B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. 

carolinensis e B. kurtenbachii), além de outras três espécies de distribuição 

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 estão incluídas no grupo Febre 

Recorrente (WOUDA et al., 1975, MATTON; VAN MELCKEBEKE, 1990; LEE 

et al., 2014; NIETO et al., 2014; MUÑOZ-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, 

(Doença de Lyme), são: 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.) é considerada a principal 

causadora da doença em humanos, e na Europa a Doença de Lyme é 



7 
 

causada por B. burgdorferi (s.s.), B. garinii e B. afzelii (SAMUELS; RADOLF, 

2010; RUDENKO et al., 2011; BASILE, 2017). 

Recentemente nos EUA, após análises filogenéticas, uma nova espécie 

de Borrelia foi identificada, denominada Candidatus Borrelia mayonii, no qual 

também foi incluída no complexo B. burgdorferi (s.l.). Essa nova espécie foi 

observada apresentando uma alta espiroquetemia, não observada 

comumente nas infecções clássicas de doença de Lyme (PRITT et al., 2016). 

Morfologicamente, as espécies de Borrelia são finas e alongadas, 

móveis e espiraladas variando de 3 a 500uM (Figura 1), e com uma 

membrana celular externa frágil que contém muitos polipeptídios, incluindo as 

proteínas de superfície exteriores (OSP’s) (BUTLER et al., 2005). Borrelia 

burgdorferi possui o maior número de plasmídeos conhecidos em qualquer 

espécie de bactéria bem como de genes relacionados com patogenicidade, 

incluindo genes da proteína de superfície externa, localizados principalmente 

nestes plasmídeos (CASJENS et al., 2000; STEWART et al., 2005). 

Distinguem-se morfologicamente dos demais gêneros da família 

Spirochaetaceae por serem maiores, possuírem maior número de flagelos 

periplasmáticos (15 a 20) e menor número de espiras (PFISTER et al., 1994; 

QUINN et al., 1994). 
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Figura 1. Espiroqueta em sangue periférico de equino. Esfregaço 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 crônico migratório, cuja biópsia revelou 

organismos com morfologia compatível com espécies de Borrelia. A primeira 

publicação alertando para a possibilidade da existência da infecção por 

Borrelia spp. em seres humanos no Brasil, foi realizada por Yoshinari et al. 

em 1989. Posteriormente, foi observada a presença de possíveis vetores e 

da espiroqueta em pacientes no estado de São Paulo, sendo descritas as 

primeiras observações da doença em humanos, porém com algumas 

diferenças em relação a doença de Lyme clássica norte americana 

(YOSHINARI et al., 1992). Embora haja evidências da ocorrência de B. 

burgdorferi no Brasil por meio de testes de diagnósticos como sorologia, 

imuno-histoquímica e molecular (MANTOVANI et al., 2010; TALHARI et al., 

2010; LOPES et al., 2017), a etiologia não é totalmente esclarecida, visto que 

no Brasil ainda não foi possível o isolamento do agente causador da doença 

em humanos (MANTOVANI et al., 2012). De fato, a ausência de crescimento 

em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK), e a ausência de carrapatos do 
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complexo Ixodes ricinus (conhecidos vetores da doença de Lyme clássica) 

em áreas de risco (BARROS-BATTESTI et al., 2000, ABEL et al., 2000), 

deixam em dúvida a infecção por Borrelia spp. em seres humanos no Brasil 

(YOSHINARI et al., 2010).  

As diferenças encontradas entre ambas as enfermidades conduziram a 

diferentes nomenclaturas para doença em humanos no Brasil, a qual já foi 

chamada de Doença de Lyme-símile, Síndrome infecto-reacional Lyme símile 

(SIRLS) e Doença de Lyme símile brasileira. Na década passada, recebeu 

nova denominação - Síndrome de Baggio-Yoshinari (SBY), definida como 

uma enfermidade de origem infecciosa, transmitida por carrapatos dos 

gêneros Amblyomma e/ou Rhipicephalus, causada por espiroquetas do 

complexo Borrelia burgdorferi (s.l.), capazes de causar complicações 

sistêmicas e recorrentes, incluindo desordens imunológicas, ao longo da 

evolução clínica (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 compatível a bacteroides longos não flagelados na 

microscopia eletrônica, cistos e corpos densos. Foi então sugerido variações 

na morfologia de espiroquetas patogênicas adaptadas aos hospedeiros 

vertebrados e invertebrados. Diante dessas características, foi sugerido a 

descrição de espiroquetas de morfologia incompleta, não espiraladas e 

latentes, semelhantes a Mycoplasma spp. e Chlamydia spp. (MANTOVANI et 

al., 2007). Entretanto, por meio de análises microscópicas, sorológicas e 

moleculares, foi confirmado que esses agentes pertencem ao complexo B. 

burgdorferi (s.l.) com morfologia atípica e intracelular, com persistência e 

episódios de recorrência clínica nos seres humanos (MANTOVANI, 2010). 

Embora não se tenha isolado Borrelia spp. de carrapatos no Brasil, 

espiroquetas morfologicamente similares às do gênero 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 observação de espiroquetas em cultivo de células 

embrionárias dessa espécie, que foram geneticamente semelhantes a 
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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.), são os 

carrapatos: I. scapularis e I. pacificus nos EUA; I. ricinus na Europa e Ásia, I. 

persulcatus na Ásia, I. ovatus, I. turdus e I. tanuki no Japão e I. ovatus na 

China e Nepal (MASUZAWA, 2004). No entanto os gêneros Ornithodoros e 

Amblyomma têm sido considerados potenciais vetores na América do Sul 

(ABEL et al., 2000). Os carrapatos da espécie R. (B.) microplus tem sido 

relatados como possíveis vetores de B. theileri na África do Sul, Austrália, 

Brasil e México (CALLOW, 1967; MARTINS et al., 1996; VIVAS et al., 1996). 

Outras espécies também têm 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, são os principais 

hospedeiros reservatórios para B. burgdorferi, servindo como fonte de 

infecção para todos os estádios de carrapatos. Enquanto que os cervos e 

outros grandes mamíferos selvagens mantém as formas adultas do gênero 

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, cervídeos, 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 está envolvido 

na transmissão desse agente (MARTINS et al., 1996; CORDEIRO et al., 

2018).  

Importante ressaltar que no Brasil, os vetores de B. burgdorferi (s.l.) 

ainda não estão totalmente definidos, no entanto relatos mostram carrapatos 

do gênero Ixodes spp. e Amblyomma sculptum (A. cajennense), infestando 

pequenos mamíferos no estado de São Paulo, e equinos na região norte do 

Paraná, sugerindo como potenciais vetores para o organismo (ABEL et al., 

2000; GONÇALVES et al., 2013). 

 



11 
 

3.2.3  Transmissão 

A transmissão ocorre por meio da alimentação das larvas, ninfas ou 

adultos infectados. As ninfas por sua vez, desempenham um papel 

fundamental na epidemiologia da doença por conta da alimentação por um 

período relativamente curto (ROLLEND et al., 2013). Ainda, têm sido 

relatados como modo de transmissão em humanos o contato com a urina de 

roedores, transfusão sanguínea, transplante de órgãos e congênita 

(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 frequência em 

carrapatos fêmeas, com menos frequência 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 infecção por B. burgdorferi se deve principalmente ao 

contato com os carrapatos fêmeas (De MEEUS et al., 2004). Os três estádios 

de carrapatos podem ser infectados através do repasto sanguíneo. 

Entretanto, como a transmissão transovariana das fêmeas adultas são raras, 

as larvas e as ninfas podem desempenhar um importante papel por manter 

as espiroquetas por transmissão transestadial (GERN; RAIS, 1996; HUMAIR; 

GERN, 2000). Cordeiro et al. (2018), relataram a ocorrência de transmissão 

transovariana de B. theileri em carrapatos da espécie R. (B.) microplus, 

sugerindo a necessidade de mais investigações sobre o envolvimento de B. 

theileri na etiologia da doença no Brasil. 

O sucesso da transmissão de borrelias está fortemente relacionado a 

temperatura do ambiente no qual os vetores estão inseridos. Temperaturas 

elevadas acima de 27°C resultam em prejuízo 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 importância de aves migratórias na 

disseminação de Borrelia spp. (STAFFORD III et al., 1995) como carreadoras 

de espécies de carrapatos que estejam infectados (TELFORD III 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 reservatórios de 

espécies de Borrelia, podendo atuar como fontes de infecção no ambiente 

domiciliar (MATHER et al., 1994; CORREA, 2007). Como os equinos 

apresentam soroprevalências para B. burgdorferi, eles são considerados 

como hospedeiros sentinelas da infecção para os seres humanos (SOARES, 

2013; PRADO et al., 2017; SOCOLOSKI et al., 2018).  

 

3.2.4  Ciclo biológico 

Borrelia burgdorferi possui ciclo heteroxênico parasitando mamíferos e 

carrapatos (METCALF et al., 2008). Os vetores são infectados devido a 

invasão das espiroquetas nas glândulas salivares durante o repasto 

sanguíneo. As bactérias migram pela hemocele e são encontrados em 

hemócitos, ovários, gânglio central e principalmente no intestino do carrapato, 

e, logo após, retornarão às glândulas salivares, inoculando-as aos animais 

durante o repasto sanguíneo (MARTINS et al., 1996; COOK, 2014). Nas 

mudanças de estádios, muitas espiroquetas podem acabar morrendo ou, 

quando em grande número, podem matar os carrapatos (PIESMAN et al., 

1990; SCHWAN, 1996). 

Após a fixação do carrapato é necessário um período superior a 48 

horas para o sucesso da transferência das borrelias para o novo hospedeiro 

mamífero (PIESMAN et al., 1987; FALCO et al., 1996; PIESMAN et al., 2001; 

COOK, 2014). O tempo de fixação é importante, porque além de transferir a 

espiroqueta ao hospedeiro, o mesmo regula as lipoproteínas de membrana 

externa A (OspA), que são necessárias à sobrevivência da espiroqueta 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 

após a infecção por B. burgdorferi, não está totalmente claro. Algumas 

lipoproteínas de superfície externa C (OspC) de B. burgdorferi são 

necessárias no estabelecimento de infecções agudas, enquanto que a 

proteína variável expressa (VLsE) é encontrada nas infecções crônicas 

(TILLY et al., 2008; CAINE; COBURN, 2016). A VLsE é geneticamente 

variável proporcionando um mecanismo de escape contra ações do sistema 
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imune do hospedeiro, persistindo a infecção (TILLY et al., 2013). Após a 

infecção inicial, B. burgdorferi tende a se espalhar pelo tecido conjuntivo e 

circulação sanguínea, podendo disseminar localmente e sistemicamente 

resultando em reações linfo-plasmocíticas em vários tecidos (CAINE et al., 

2015; STEERE et al., 2016).  

 

3.2.6  Sinais Clínicos 

As manifestações clínicas apresentadas na borrreliose de Lyme em 

equinos, coincidem com algumas observadas nos seres humanos, como: 

artrite (BURGESS et al., 1986; HAHN et al., 1996), claudicação (BROWING 

et al., 1993), sensibilidade muscular (DIVERS et al., 2003), uveíte 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, depressão, mudança de 

comportamento, disfagia, balanço de cabeça e encefalite (BURGESS et al., 

1986; COHEN; COHEN, 1990; PARKER; WHITE, 1992). Contudo, essas 

manifestações podem variar devido a associação de outros agentes 

transmitidos por carrapatos (MAGNARELLI et al., 2000).  

Nas áreas consideradas endêmicas para a borreliose de Lyme nos 

EUA, animais positivos podem apresentar alergia na pele, queda de pelo com 

descamações nos locais onde os carrapatos se fazem presentes. Ainda, 

existe a possibilidade de haver animais assintomáticos (BOSLER et al., 1988; 

PARKER; WHITE, 1992). Em pôneis expostos a carrapatos infectados com 

B. burgdorferi, não foram observados sinais clínicos comuns associados à 

infecção. Nas análises microscópicas, foram observadas lesões restritas à 

pele e aos linfonodos periféricos próximos aos locais de fixação do carrapato, 

e em alguns animais observou-se sinovite leve e não supurativa, perineurite 

ou meningite (CHANG et al., 1999; 2000).  

Em seres humanos, a fase aguda da doença é caracterizada pelo 

surgimento ou não do Eritema Migratório (EM) no local da fixação do vetor. 

Normalmente o EM se apresenta em um período de 10 dias (YOSHINARI et 

al., 1997; YOSHINARI et al., 1999a; COSTA et al., 2001), entretanto poderá 

surgir sinais inespecíficos que possam ser confundidos com outras afecções, 
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como febre baixa, calafrios, mialgia, artralgia, cefaleia, adenomegalia e 

elevação transitória de enzimas hepáticas. Ainda, nesse mesmo estágio, 

podem aparecer novas lesões, mas menos expansivas e disseminadas, 

como eritema anular secundário (ASCH et al., 1994). 

No Brasil, a fase crônica da SBY, pelo desconhecimento da comunidade 

médica e consequente não início do tratamento convencional com 

antibióticos, evolui para complicações secundárias persistentes como artrite, 

artralgia, mialgia, dor radicular, fadiga intensa, Síndrome da Fadiga Crônica 

(SFC) (YOSHINARI et al., 1992; YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al., 

1999a), sinais neurológicos (meningite linfomonocitária; neurite de nervos 

cranianos, paralisia facial, diplopia, surdez, disfagia, dislalia, nevralgia do 

trigêmeo, radiculopatias periféricas sensitivo-motoras; síndrome de Guillain-

Barré; mononeurite multiplex, convulsões, encefalomielite, encefalopatia, 

disfunção esfincteriana) (SHINJO et al., 2009) e cardíacos (arritmia, 

insuficiência cardíaca por cardiomegalia) (YOSHINARI et al., 1997b; 

YOSHINARI et al., 1999a; YOSHINARI et al., 1999b). 

No território brasileiro, tem sido observado uma prevalência de apenas 

5% de casos com complicações cardíacas, entretanto nas complicações 

articulares e neurológicas ocorrem em aproximadamente 35% dos casos 

(YOSHINARI et al., 1992; YOSHINARI et al., 1997; YOSHINARI et al., 

1999a).  Estes aspectos clínicos da SBY se dão devido ao aumento da 

frequência de recidivas, especialmente quando as pessoas não são 

diagnosticadas e tratadas precocemente durante a fase aguda. Vale ressaltar 

que as recorrências ocorridas, normalmente não são diagnosticadas pelos 

médicos, pois dados epidemiológicos que ocorreram não estão associados 

aos sinais recentes (YOSHINARI et al., 1999a; 2010). 

 

3.2.7  Epidemiologia 

Trabalhos no território nacional vêm reportando a ocorrência 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), Paraná (GONÇALVES et al., 2014; 

NASCIMENTO et al., 2016), São Paulo (SHINJO et al., 2009; BROOKS et al., 

2012), Rio de Janeiro (MADUREIRA et al., 2007; CORRÊA, 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), Pará (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. vêm sendo relatada 

infectando seres humanos, destacando a primeira ocorrência 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 soroepidemiológicos mostram que os equinos podem participar 

dos ciclos enzoóticos de transmissão de Borrelia spp. causadoras da SBY, 

em algumas regiões do Brasil, atuando como hospedeiros reservatórios e 

como dispersores de carrapatos que possam estar infectados pelas 

espiroquetas (CAMPOS et al., 2015). Gonçalves et al. (2014), detectaram 

pela primeira vez no Brasil a presença de B. burgdorferi (s.s.) em carrapatos 

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

 

3.2.8  Métodos de diagnóstico 

O diagnóstico da borreliose de Lyme em animais, ou SBY em humanos, 

torna-se completo quando antes da realização de exames laboratoriais, 

sejam associadas análises clínicas dos pacientes e dados epidemiológicos a 

respeito da doença (MADUREIRA, 2004), apesar da enfermidade 

normalmente se apresentar de forma inespecífica, tanto em animais como 

nos seres humanos (CORRÊA, 2007; MANTOVANI et al., 2007). Apenas o 

uso de ferramentas laboratoriais pode implicar em resultados falsos positivo e 

negativo, uma vez que o período de espiroquetemia desses agentes, podem 

ou não se encontrar suficientemente circulantes para a detecção (MATTON; 

VAN MELCKEBEKE, 1990).  

Algumas formas de diagnósticos laboratoriais estão disponíveis na 

tentativa de minimizar a ocorrência de diagnóstico errôneo: 
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3.2.8.1 Diagnóstico sorológico  

Os ensaios imunológicos para detecção de Borrelia spp., têm sido 

optados por muitos centros de referências (MAGNARELLI et al., 2004), e no 

Brasil, Yoshinari et al. (2003), relataram que técnicas sorológicas para 

detectar anticorpos anti-IgG e anti- IgM, sejam em animais ou em seres 

humanos são muito utilizadas principalmente para confirmar casos suspeitos 

em áreas de risco para borreliose de Lyme e para o entendimento da 

situação epidemiológica no país. 

O ensaio de Imunoabsorção Enzimática Indireto (ELISA), tem sido 

considerada a principal ferramenta mais utilizada para diagnóstico e 

levantamentos epidemiológicos de borreliose nas regiões descritas 

(STEERE, 1989). No Brasil, este método foi padronizado utilizando antígenos 

sonicados totais de B. burgdorferi (s.s.) cepa G39/40 para detecção em 

humanos (COSTA, 1998; BARROS, 2000), bovinos (ISHIKAWA et al., 1997) 

cães (SOARES et al., 1999) e equinos (SALLES et al., 2002). 

Outro método sorológico utilizado, mas em triagens e com menor 

frequência, é a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI). Entretanto, o 

uso deste método tem sido bastante escasso, já que sua sensibilidade e 

especificidade são inferiores ao teste de ELISA (GOLIGHTLY, 1993), além 

dos resultados serem subjetivos e apenas utilizado quando casos clínicos 

suspeitos, ou informações epidemiológicas fortalecerem o diagnóstico 

(BENNETT, 1995; MAGNARELLI et al., 2004). 

A imuno-detecção de proteínas pela técnica de Western Blot (WB) têm 

sido utilizada como método confirmatório 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 é detectável 

somente entre três a cinco semanas e desaparece após quatro a cinco 

meses (WAGNER et al., 2011; FUNK et al., 2016). Este método de 

diagnóstico é pouco utilizado devido a demora na execução e custos 

elevados (CORRÊA, 2011). 

Embora os testes de ELISA e WB, sejam os mais utilizados e confiáveis 

quando se trata de diagnóstico da SBY ou Borreliose de Lyme em animais, 

deve-se levar em consideração fatores como ocorrências de resultados falsos 

positivos e negativos (MANTOVANI, 2010), pois os títulos dos ensaios 
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apresentados em trabalhos realizados no país são considerados baixos e as 

metodologias sorológicas realizadas no Brasil são diferentes das utilizadas 

nos EUA e Eurásia (YOSHINARI et al., 2010). 

Animais que recebem tratamentos para infecção por B. burgdorferi 

continuam a apresentar IgG detectáveis aos testes sorológicos por meses a 

anos (DIVERS et al., 2012; FUNK et al., 2016). Com isso, é possível 

confirmar a presença de infecções crônicas em cavalos (CHANG et al., 2005; 

JOHNSON et al., 2008; DIVERS et al., 2012; FUNK et al., 2016). 

A detecção 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, o ensaio Imunohistoquímico associado 

a Microscopia de Focagem Flutuante (MFF) vem sendo aplicado como 

alternativa de sucesso para o diagnóstico de espiroquetas de Borrelia spp. no 

Brasil (EISENDLE et al., 2007; TALHARI et al., 2010). Eisendle et al. (2007), 

demonstraram eficácia destes métodos em relação a testes moleculares para 

detecção de espiroquetas de Borrelia em cortes histológicos de tecidos de 

pacientes suspeitos. Ainda, Talhari et al. (2010), detectaram 22,7% de 

espiroquetas em biópsias de pele de pacientes na região Amazônica, 

utilizando a associação da técnica de Imunohistoquímica e MFF. 

 

3.2.9.2 Diagnóstico direto 

Algumas espécies de Borrelia podem ser detectadas de forma direta, 

como a impregnação de tecidos na prata (técnica de Warthin-Starry) (MELO 

et al., 2003; De ALMEIDA et al., 2005). Esta técnica também considerada 

como um método de coloração não verdadeiro, auxilia na visualização de 

algumas espécies de bactérias de forma espiralada e fina e que não se 

coram suficientes pela coloração 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 esfregaços 

sanguíneos corados com Giemsa, também podem ser utilizados para a 

visualização das espiroquetas por meio da microscopia óptica (MADUREIRA, 

2004). No entanto, a sensibilidade de ambos os testes é baixa, variando de 

10% a 40%, quando comparadas com observações diretas em microscopia 

de campo escuro ou contraste de fase, além de ser necessário que o 
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paciente apresente espiroquetemias suficientes para detecção no momento 

da execução do teste, o que comumente não ocorre (MATTON; VAN 

MALCKEBEKE, 1990; MORENO et al., 2003). 

Outro método utilizado de detecção direta das espiroquetas de Borrelia 

spp., é o isolamento em meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) em temperatura 

entre 30°C a 35°C por até 12 semanas sob condições micro-arerofílicas 

(DICKINSON; BATTLE, 2000; LIVERIS et al., 2012). Materiais a partir de 

hemolinfa, saliva, tecidos de carrapatos, soros, fluídos 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 são de difícil cultivo ou até mesmo 

incultiváveis ao meio BSK, além de demandar um longo período de 

crescimento (SMITH; ROGERS, 1998; OLIVEIRA et al., 2004). 

No Brasil, até o momento não foi possível o isolamento de B. burgdorferi 

(s.l.) ao meio BSK, mesmo utilizando amostras de seres humanos 

diagnosticados com SBY e fluídos 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 características da biologia das espiroquetas 

encontradas no nosso país dentro do vetor (TEIXEIRA, 2014).  

Relatos mostram o sucesso de detecção de Borrelia spp. com o uso da 

ferramenta de Microscopia de Focagem Flutuante (MFF), onde consiste em 

analisar lâminas em diversos planos simultaneamente, ou seja, na horizontal 

e vertical, com movimento de aproximação e distanciamento da objetiva do 

microscópio, em aumento de até 400x, sob iluminação forte (EISENDLE et 

al., 2007; TALHARI et al., 2010). 

 

3.2.9.3 Diagnóstico molecular 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) têm sido a técnica molecular 

mais utilizada por alguns centros de referências, pois possui uma alta 

sensibilidade e especificidade, principalmente quando se trata de infecções 

agudas (WALLICH et al., 1992; LIENBLING et al., 1993; CHANG et al., 2000; 

ALBY; CAPRARO, 2015). Materiais como biópsias de pele de pacientes 

humanos com eritema migrans clássico, membrana sinovial, tecidos de 
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animais, saliva, hemolinfa ou tecidos de carrapatos são mais sensíveis do 

que 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 últimos anos, têm tentado amplificar 

amostras utilizando genes de superfície de proteínas (Osp) e flagelares de B. 

burgdorferi. Porém, não tem sido observado sucesso na amplificação destes 

genes com amostras brasileiras, já que essas bactérias possuem 

características distintas das encontradas na América do Norte e Eurásia 

como, morfologia atípica, sem flagelos e desprovida de inúmeros 

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 não tem sido 

empregado na rotina clínica, pois trata-se de uma técnica de elevado custo e 

difícil detecção, uma vez que o período de espiroquetemia de B. burgdorferi é 

baixo (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005; MANTOVANI, 2010). 

No entanto, alguns marcadores moleculares em regiões bem 

conservadas estão disponíveis e são bem utilizados na identificação 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 Granulocítica Equina 

 

3.2.10  Agente etiológico 

Atualmente Anaplasma phagocytophilum reúne Ehrlichia phagocytophila 

(agente da febre do carrapato em bovinos, ovinos e caprinos), E. equi 

(agente da Erliquiose Granulocítica Equina) e E. chaffeensis (causadora da 

Erliquiose monocítica Humana) (DUMLER et al., 2001b). São bactérias gram 

negativas intracitoplasmáticas obrigatórias, pertencentes a família 

Anaplasmataceae (FOGGIE, 1949; GRIBBLE, 1969; CHEN et al., 1994; 
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DUMLER et al., 2001b), que compreende os gêneros: Ehrlichia, Anaplasma, 

Neorickettsia e Wolbachia (DUMLER et al., 2001b; ANDRÉ, 2018). Se 

reproduzem formando colônias, dando origem a mórulas (DUMLER et al., 

2001b; RAR; GOLOVLJOVA, 2011). A anaplasmose é uma zoonose 

multisistêmica, associada principalmente ao quadro de trombocitopenia 

(CHEN et al., 1994; ISMAIL et al., 2010; WOLDEHIWET, 2010).  

As mórulas citoplasmáticas e os vacúolos são de tamanhos variáveis; o 

último varia entre 1,5 mm e 6 mm de diâmetro (FOGGIE, 1951; POPOV et al., 

1998). Essas bactérias são pleomórficas, mas geralmente possuem uma 

forma de cocóide a elipsoidal. Algumas aparecem como pequenas e densas 

estruturas, outras são corpos reticulados grandes e menos densos (TUOMI; 

VON BONSDORFF, 1966; WOLDEHIWET; SCOTT, 1982) (Figura 2). 

  

Figura 2. Mórula de Anaplasma phagocytophilum em neutrófilos (seta) (LASCOLA et al., 

2009). 

 

3.2.11  Vetores 

Os vetores principais de A. phagocytophilum são pertencentes ao 

complexo Ixodes persulcatus que incluem I. scapularis e I. pacificus nos EUA, 

I. ricinus na Europa Ocidental e I. persulcatus na Europa Oriental e Ásia (De 

LA FUENTE et al., 2004; ALLEMAN; WAMSLEY, 2008). Carrapatos dos 

gêneros 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 presença de A. phagocytophilum 

infectando diferentes espécies de carrapatos em mamíferos na região central 

da Espanha. Dentre essas espécies incluem: Hyalomma m. marginatum, 

Rhipicephalus bursa e Dermacentor marginatum, e nenhum carrapato do 

gênero Ixodes.  

O Brasil ocupa a maior parte da região neotropical do hemisfério sul, no 

entanto os carrapatos pertencentes ao gênero Ixodes são escassos, pois das 

240 espécies conhecidas em todo o mundo, apenas oito são encontradas no 

Brasil, mas nenhuma pertencente ao complexo I. ricinus (DANTAS-TORRES 

et al., 2009; ONOFRIO et al., 2009). Desse modo, não se conhece o vetor 

responsável pela transmissão de A. phagocytophilum no Brasil (SALVAGNI et 

al., 2010; GAVIÃO PRADO et al., 2011). 

 

3.2.12  Hospedeiros 

Anaplasma phagocytophilum possui uma grande variedade de 

hospedeiros silvestres e domésticos incluindo ruminantes, roedores, 

equídeos, canídeos, aves migratórias e carnívoras 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 susceptíveis desenvolvem a doença e 

apresentam altas bacteremias durante todo o curso da infecção; os 

hospedeiros reservatórios não desenvolvem a doença clínica, no entanto 

apresentam bacteremia significante; e os hospedeiros finais, que não 

apresentam quantidades significantes do agente na circulação com 

capacidade para infectar o vetor (SWANSON et al., 2006).  

As principais espécies de hospedeiros reservatório nos EUA para A. 

phagocytophilum, é o pequeno roedor Peromyscus leucopus e o veado da 

cauda branca (Odocoileus virginianus). Em ambas as espécies, indivíduos 

infectados por A. phagocytophilum não demonstram sintomatologia clínica. 

Ainda, P. leucopus e O. virginianus são encontrados naturalmente 

parasitados por carrapatos do gênero Ixodes (BAKKEN; DUMLER, 2000; 
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MASSUNG et al., 2005; DUGAN et al., 2006). Na Europa, as principais 

espécies consideradas reservatório do agente são os cervídeos (Cervus 

elaphus hispanicus e Capreolus capreolus), bovinos (Bos taurus taurus), 

pequenos roedores (Myodes glareolus e Apodemus flavicollis), suínos 

selvagens (Sus scrofa) e aves (Turdus merula, Fringilla coelebs e Passer 

domesticus) (De LA FUENTE et al., 2005; SILAGHI et al., 2012). 

Os animais domésticos podem desenvolver doenças clínicas definidas, 

como a febre transmitida por carrapatos em bovinos e ovinos e Anaplasmose 

Granulocítica Canina (AGC) (STUEN et al., 2013). Ainda, a bactéria pode 

infectar os seres humanos causando a Anaplasmose Granulocítica Humana 

(AGH), podendo se apresentar de forma leve a grave (BAKKEN; DUMLER, 

2015).  

Após o primeiro relato por Gribble em 1969 da ocorrência de A. 

phagocytophilum em equinos no estado da Califórnia (EUA), alguns relatos 

mostraram que os equinos podem ser encontrados parasitados, entretando 

pouco se conhece acerca da epidemiologia, patogenia e transmissão de A. 

phagocytophilum à essa espécie (SALVAGNI et al., 2010; WOLDEHIWET, 

2010). E no Brasil, evidências sorológicas têm sido descritas a respeito dessa 

infecção (SALVAGNI et al., 2010).  

 

3.2.13  Transmissão 

As bactérias são transmitidas durante o repasto sanguíneo e mantidas 

apenas por transmissão transestadial nos carrapatos, sendo necessário a 

presença de hospedeiros vertebrados para a manutenção (BOWN et al., 

2003; DUNNING HOTOPP et al., 2006; NIETO; FOLEY, 2008). O sucesso na 

transmissão dessas bactérias está relacionado diretamente a densidade de 

carrapatos e da alimentação das ninfas e adultos em hospedeiros mamíferos 

com elevadas bacteremias (OGDEN et al., 2002a; RIKIHISA, 2011). 

Entretanto, a competência vetorial de algumas espécies de carrapatos por A. 

phagocytophilum, ainda está obscura. 

Fatores abióticos podem interferir na quantidade de carrapatos 

disponíveis para manter o ciclo e em qual ciclo de vida tais vetores se 

encontram. Os carrapatos Ixodídeos podem passar por um processo 

conhecido como diapausa, onde indivíduos que acabaram de sofrer ecdise 
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para o estágio adulto não se alimentaram e adiam a busca por hospedeiros, 

até que as condições climáticas estejam favoráveis. Comumente, essa 

diapausa pode ser influenciada pelo fotoperíodo negativo, onde na estação 

de inverno os dias são mais curtos e as noites longas. Assim, os estágios que 

emergem da fase de ninfa nos meses de julho a setembro, nos países 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 Biológico 

Pouco se sabe sobre os locais de replicação de A. phagocytophilum antes da 

infecção dos granulócitos do hospedeiro (WOLDEHIWET, 2010). Após a 

penetração na célula do hospedeiro, as bactérias desviam-se dos 

endossomos e se replicam em compartimentos da membrana citoplasmática. 

Esses compartimentos possuem características de autofagossomos, pois 

possuem bi-camada lipídica, onde os lisossomos não se fundem, 

favorecendo a infecção e replicação do agente no interior das células do 

hospedeiro, consequentemente, há formação de inclusões 

intracitoplasmáticas ou mórulas, observadas em microscopia óptica. Com 

isso, pode ser explicada a sobrevivência do agente no interior de neutrófilos, 

já que é uma célula de primeira linha de defesa contra patógenos (NIU et al., 

2008). 

Os neutrófilos são células que sobrevivem na corrente sanguínea de 

seis a 12 horas, no entanto com a presença de inflamação, sua meia vida 

aumenta (CARLYON; FIKRIG, 2003). Scaife et al. (2003), analisaram 

amostras de neutrófilos de ovelhas que estavam ou não infectadas e 

observaram que as células foram cultivadas por 22 horas. Os autores 

associaram esse fato à taxa de apoptose dos neutrófilos infectados 

significativamente menor que a dos neutrófilos não infectados. Esse 

retrocesso é fundamental para a replicação do agente, pois a bactéria possui 

uma baixa taxa de crescimento (CARLYON; FIKRIG, 2003).  

Alguns trabalhos têm demonstrado o envolvimento de tecidos e órgãos 

como pulmão, baço e medula óssea no processo de replicação primária do 

agente e também durante o processo da doença (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 hipótese de que essas células podem estar 

envolvidas no estabelecimento da infecção, tanto aquelas infectadas quanto 

as células apresentadoras de antígeno.  

Por ocorrer apenas transmissão transestadial, os carrapatos se infectam 

durante o repasto sanguíneo nos hospedeiros mamíferos infectados. Esses 

organismos são disseminados pela hemolinfa dos vetores e mantidos pelos 

três estádios dos carrapatos (TELFORD et al., 1996; OGDEN et al., 1998; 

ZHI et al., 2002). Como não há registros de transmissão transovariana, as 

larvas não transmitem as bactérias aos hospedeiros vertebrados (ZHI et al., 

2002; RIKIHISA, 2011). 

 

3.2.15  Patogenia da infecção por A. phagocytophilum nos 

equinos 

Com base de que o equilíbrio das respostas imunes pró e anti-

inflamatórias dos hospedeiros são responsáveis pelos sinais clínicos e por 

alterações hematológicas observadas na Anaplasmose Granulocítica 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 após a infecção e não tratados. Os 

animais de ambos os grupos, se apresentaram positivos para A. 

phagocytophilum pelos testes RT-PCR e microscopia óptica, a partir do 

quarto dia de infecção, permanecendo até o 12º dia. Apesar de não ter sido 

observadas diferenças nas contagens de células infectadas durante o pico de 

bacteremia entre os grupos, a carga bacteriana ao longo de todo o curso da 

doença foi maior para o grupo dos animais tratados. Foi observado que todos 

os animais apresentaram os mesmos sinais clínicos como: anorexia 

moderada, letargia, relutância em mover e icterícia, entretanto os animais que 

foram tratados apresentaram edema dos membros menos pronunciado e 

mais tardiamente.  

É de conhecimento que a produção de citocinas pró-inflamatórias têm 

total participação no mecanismo de desenvolvimento de algumas alterações 

como hipertermia, neutropenia, trombocitopenia e lesão tecidual de animais e 

seres humanos infectados, devido a resposta pró-inflamatória modulada por 
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linfócitos Th1, com grande produção de interferon gama (INF-γ), fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1β (IL-1β) 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), não observaram alterações 

significativas das citocinas pró-inflamatórias em animais tratados. Já nos 

animais não tratados, observou-se redução das citocinas anti-inflamatórias 

apenas no sétimo dia pós-infecção. Levando em conta as citocinas (IL-10 e 

INF-γ), os animais que foram tratados apresentaram uma diminuição da 

resposta pró-inflamatória entre os dias quatro e nove. Esses achados 

mostram que a modulação da resposta inflamatória pelo uso de 

dexametasona não foi capaz de promover uma diminuição significativa das 

alterações hematológicas encontradas durante o curso da doença. 

Um estudo realizado com 45 equinos soropositivos para Ehlichia equi 

(=A. phagocytophilum), durante aproximadamente um ano, demonstrou que 

na fase aguda da doença, uma primeira sorologia apresentou 20 animais 

negativos e 19 positivos. Após oito meses da fase aguda, os testes foram 

repetidos apresentando apenas seis soronegativos. Os animais foram 

monitorados até 15 meses após a fase aguda, onde verificou-se que todos 

apresentaram uma titulação mais elevada um mês após do pico de 

bacteremia, tornando-se soronegativos oito meses após a infecção, 

independente da duração dos sinais clínicos. Os animais que tiveram 

resultados soropositivos apresentaram infecção subclínica ou estado de 

covalescência (ARTURSSON et al., 1999). 

Já em um estudo conduzido nos EUA, inoculou-se em um cavalo 

saudável, uma cepa que estava infectando um roedor silvestre, e observou-

se que esta cepa não teve a capacidade de provocar doença clínica no 

animal. Pois, não foram encontradas mórulas nas células, o animal não 

apresentou sororeatividade e não foi detectado DNA de A. phagocytophilum 

no sangue (FOLEY et al., 2008). 

 

3.2.16 Sinais clínicos 

A infecção por A. phagocytophilum nos equinos geralmente se 

apresenta de forma aguda e raramente subclínica. Quando a doença se 

apresenta de forma aguda, o período de incubação é de aproximadamente 
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10 dias, sendo que os primeiros sinais clínicos observados, são inespecíficos, 

como apatia, febre alta ou diminuição da temperatura corporal (GRIBBLE, 

1969; MADIGAN, 1993; BARLOUGH et al., 1995). Logo após esse período, 

tem sido observado sinais voltados com a locomoção, como o andar rígido, 

claudicação, edema doloroso da articulação metacarpo e edema do tecido 

subcutâneo persistindo por 2 semanas após a regressão completa dos 

demais sinais (MADIGAN; GRIBBLE, 1987; ADASZEK et al., 2009; SILAGHI 

et al., 2011a).  

Outros sinais comumente observados com a evolução da doença são: 

hemorragia de mucosas, perda de peso, taquicardia, taquipneia, diarreia, 

vômitos, artrite, e sinais neurológicos, como convulsões e paralisia. No 

entanto, a trompocitopenia é o distúrbio mais específico, que resulta no 

aparecimento de petéquias nas mucosas. Não se sabe ao certo, que 

mecanismo proporciona essa diminuição de plaquetas, mas sugere-se que 

seja por destruição imunomediada, fagocitose por macrófagos e diminuição 

da produção na medula óssea (LEPIDI et al., 2000; ADASZEX; 

WINIARCZYK, 2011).  

Além disso, os valores hematológicos podem revelar leucocitose ou 

leucopenia com neutropenia e diminuição do volume globular, podendo 

acarretar em possíveis infecções secundárias (DUMLER et al., 2001a; 

DAVIES et al., 2011). Nas análises bioquímicas, o aumento da concentração 

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 três anos de idade tem sido observado sinais de 

febre por 6-12 dias e inchaço dos membros. Em animais jovens, a doença se 

apresenta com sinais inespecíficos, como falta de apetite e dificuldade em se 

mover. O desenvolvimento dos sinais clínicos, depende da idade dos animais 

que se infectam e das condições corporais que os animais se encontram 

(MADIGAN; GRIBBLE, 1987). 

Os sinais clínicos nos seres humanos são similares aos equinos, 

caracterizado por um súbito início de hipertermia, cefaleia, mialgia e artralgia. 

Alguns pacientes apresentam tosses, náuseas, vômitos, diarreia, dores 

abdominais e anorexia. A infecção pode proporcionar maiores complicações 

como: coagulação intravascular disseminada (CID), dificuldade respiratória, 
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neuropatia periférica, pancreatite, rabdomiólise, além de choque séptico pela 

infecção (OTEO; BROUQUI, 2005; MEZERVILLE; PADILLA-CUADRA, 2007). 

 

3.2.17  Epidemiologia 

O entendimento da dinâmica da AGE é bem complexa, e deve ser 

compreendida devido a duas condições: (a) a presença de uma espécie de 

hospedeiro vertebrado susceptível ao agente, e que o mesmo tenha a 

capacidade de promover altas bacteremias suficientes para o vetor infectar-

se durante o seu repasto sanguíneo; (b) capacidade do carrapato de se 

infectar e manter a infecção por longos períodos, mesmo em situações 

climáticas adversas, podendo disseminar o agente à novos hospedeiros 

vertebrados (SWANSON et al., 2006).  

A intensa presença do homem ao meio natural em favor do crescimento 

populacional, pode levar à importantes alterações nos ciclos biológicos por 

afetar diretamente as comunidades de hospedeiros invertebrados e 

vertebrados silvestres (De LA FUENTE et al., 2004; SWANSON et al., 2006).  

Interações entre vetores-patógenos-hospedeiros podem ser 

consideradas fatores de riscos para o desenvolvimento de doenças em 

determinadas localidades (De LA FUENTE et al., 2005; SWANSON et al., 

2006). De fato, as alterações de origem antrópica podem modificar as 

relações parasita-hospedeiro resultando em variações antigênicas e no 

aumento da virulência de A. phagocytophilum (SWANSON et al., 2006; 

FOLEY et al., 2008). Essa variação antigênica, é considerada um dos 

principais mecanismos de evasão da resposta imunológica do hospedeiro 

(SWANSON et al., 2006; FOLEY et al., 2008). Ainda, considera-se como fator 

de risco a introdução de animais que já estejam infectados ou que já se 

encontram doentes, em grupos de animais saudáveis (ALMEIDA FILHO; 

ROUQUAYROL, 2006). 

Esses fatores em conjunto, favorecem a emergência de doenças nos 

animais e seres humanos, como a anaplasmose granulocítica, podendo 

desencadear um problema de saúde pública nas diversas regiões onde o 

agente está presente (De LA FUENTE et al., 2004; TELFORD III & 

GOETHERT, 2004; FOLEY et al., 2008; GRANQUIST et al., 2010a). 
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Existem poucos trabalhos que relatam a prevalência de A. 

phagocytophilum em animais no Brasil. Santos et al. (2011), detectaram por 

meio de métodos moleculares, uma prevalência de 7,1% em cães no estado 

do Rio de Janeiro. Em equinos do centro-oeste, foi encontrada uma 

soroprevalência de 65% dos animais amostrados (SALVAGNI et al., 2010). 

Em ovinos, no estado do Rio de Janeiro, por meio da PCR, foi detectada a 

prevalência de 6,7% de animais infectados (VELHO, 2013), enquanto em 

Pernambuco, foi encontrada uma soroprevalência de 12,8% em pequenos 

ruminantes (RAMOS et al., 2008). De acordo com Santos et al. (2013), não 

se pode considerar o Brasil como um país endêmico para A. 

phagocytophilum, uma vez que os estudos realizados são isolados e a 

amostragem não é representativa. 

Alguns levantamentos por detecção sorológica e molecular da 

ocorrência de A. phagocytophilum em equinos, podem ser observados na 

Tabela 3: 

 

Tabela 3. Levantamento de ocorrência sorológica e molecular de Anaplasma 

phagocytophilum em equinos no mundo. 

Diagnóstico Sorológico Diagnóstico Molecular

Anaplasma phagocitophilum Anaplasma phagocitophilum

Polônia - 2,63% Slivinska et al. (2015)

Eslováquia - 2,56% Slivinska et al. (2015)

Centro da Itália 89% 14,76% Veronesi et al. (2014)

Portugal 13% - Ribeiro et al. (2013)

Itália 13,7% 6,7% Laus et al. (2013)

Sicília (Itália) 9,0% 4,7% Giudice et al. (2012)

República Tcheca 73% - Praskova et al. (2011)

Centro da Itália 17,03% 8,14% Passamonti et al. (2010)

Dinamarca 22,3% - Hansen et al. (2010)

Coréia 2,9% 0% Lee et al. (2015)

Tunísia 16,3% - Ben Said et al. (2014)

Japão 3,4% - Ybañez et al. (2012)

Ilhas Jeju (Coréia) 2,2% - Chae et al. (2009)

Paraná (Brasil) 2,1% - Vieira et al. (2016)

Goiás (Brasil) 65% 0% Salvagni et al. (2010)

Países Referências
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3.2.18 Métodos de diagnóstico 

O diagnóstico normalmente se dá pela análise do histórico clínico. 

Entretanto, os sinais clínicos apresentados pelos animais, nem sempre são 

específicos podendo ser confundidos com outras doenças. Portanto, faz-se 

necessária a associação com os testes laboratoriais de diagnósticos 

(AGUERO-ROSENFELD, 2002; AMUSATEGUI et al., 2006). 

 

3.3.9.1 Diagnóstico direto 

Os esfregaços sanguíneos corados com Diff-Quick, Wright ou Giemsa 

detectam a presença de mórulas de A. phagocytophilum (corpos de inclusão 

de coloração azul escuro ou violeta) no segundo ao quarto dia após a 

infecção no citoplasma dos neutrófilos, e, às vezes, em eosinófilos 

(GRIBBLE, 1969; SELLS et al., 1976; BARLOUGH et al., 1995; PUSTERLA 

et al., 1998; DZIEGIEL et al., 2013). No entanto, tem sido descrito que 

mórulas em neutrófilos pode variar de 1 a 6%, podendo atingir até 16%, 

caracterizando desvantagem com o uso de esfregaços sanguíneos 

(BERRINGTON et al., 1996; ŁUKASZEWSKA et al., 2008; UEHLINGER et 

al., 2011). Além de também ocorrer o desenvolvimento de mórulas de outros 

patógenos nos neutrófilos como Ehrlichia ewingii e E. ruminantum 

(ŁUKASZEWSKA et al., 2008; O’NION et al., 2015).  

Stuen et al. (2011), relataram a confecção de lâminas com capa 

leucocitária, 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 leucocitária pode 

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

 

3.3.9.2 Diagnóstico molecular 

O método de diagnóstico molecular, por ser um teste mais sensível e 

que pode diferenciar A. phagocytophilum de outros possíveis patógenos, 

também permite que a doença seja diagnosticada na fase aguda 

(BARLOUGH et al., 1995; ADASZEK; WINIARCZYK, 2011). O material a ser 

utilizado no teste compreende o sangue total, capa leucocitária, medula 

óssea e fragmentos de baço, tecidos vasculares, hepáticos e pulmonares 

(GRANQUIST et al., 2010b; SEN et al., 2011; DZIEGIEL et al., 2013).  
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Os primers mais utilizados na detecção de A. phagocytophilum em 

equinos são aqueles direcionados ao gene 16S rRNA (mais conservado 

devido à infrequência de mutações) (ADASZEK et al., 2009; ADASZEK; 

WINIARCZYK, 2011). Entretanto, diversos autores têm ressaltado, que, 

assim como em outros genes (por exemplo, groEL, msp2, msp4 e Anka), o 

gene 16S rRNA apresenta variações, tanto entre as espécies de animais 

como também entre os carrapatos ixodídeos (VON LOEWENICH et al., 2003; 

ALBERTI et al., 2005; De LA FUENTE et al., 2005; SILAGHI et al., 2008; 

SCHARF et al., 2011; SILAGHI et al., 2011b). 

 

3.3.9.3 Diagnóstico sorológico 

Uma terceira alternativa para o diagnóstico são os métodos sorológicos, 

considerados menos significativos do que os outros dois métodos citados, 

mas que serve como um excelente suporte ao diagnóstico clínico (AGUERO-

ROSENFELD et al., 2000). Tratando-se da detecção sorológica de 

anaplasmose granulocítica podem ser utilizados o ensaio de ELISA e a RIFI 

(ZIMMERMAN; CRISMAN, 2008). 

O método que tem sido mais utilizado por médicos veterinários, é o 

ELISA, entretanto possui como desvantagem a incapacidade de detectar o 

estágio agudo da infecção (MAGNARELLI et al., 2001). É o teste imunológico 

mais sensível e versátil que utiliza anticorpos conjugados a enzimas e 

antígenos ou anticorpos ligados a um suporte sólido. São observadas 

mudanças na atividade enzimática durante a reação que estão diretamente 

relacionadas à ligação e ao tipo de ligação dos anticorpos conjugados aos 

antígenos ou anticorpos em uma base sólida (PAULIE et al., 2005). 

A RIFI é uma técnica que possui alta sensibilidade e especificidade, 

além de rápida execução. O teste se baseia na detecção de anticorpos contra 

epítopos 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 

soroepidemiológicos realizados para A. phagocytophilum, normalmente são 

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 etiológico 

As doenças acometidas por organismos do gênero Rickettsia estão bem 

distribuídas por todo o mundo, seja em regiões endêmicas como não 

endêmicas (AZAD; BEARD, 1998).  No continente americano, as principais 

espécies causadoras da Febre Maculosa (FM) em humanos, são: 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 início do 

século XX pelo pesquisador Howard Taylor Ricketts, onde estabeleceu a 

importância do carrapato da espécie Dermacentor andersoni na transmissão 

(RICKETTS, 1909). 

As riquétsias são bactérias intracelulares obrigatórias que se 

multiplicam no citoplasma das células de seus hospedeiros e, em se tratando 

do grupo da FM, podem ser encontradas no núcleo da célula. São pequenos 

cocobacilos Gram negativos de aproximadamente 0,3 x 1μm. Sua parede 

celular é semelhante à de outras bactérias, sendo constituída por 

lipopolissacarídeos. O genoma é extremamente conservado e formado por 

um único cromossomo circular e pequeno. Esses organismos possuem duas 

principais proteínas de superfície, 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 etiológico da Febre Macula Brasileira (FMB) transmitida por 

carrapato no Brasil (LABRUNA, 2009), com ocorrências confirmadas de 

letalidade em alguns estados, especialmente na cidade de Campinas 

(ANGERAMI et al., 2006). Entretanto, nos últimos 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) estão classificadas em 

quatro 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; (iii) o grupo de 

Transição, composto por agentes associados principalmente a pulgas, ácaros 

e carrapatos; e (iv) o grupo Basal, formado por organismos associados a uma 

variedade de hospedeiros, como carrapatos, sanguessugas, insetos, 

protozoários 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 patogênico 

causador da RMSF nos EUA e FMB no Brasil (PAROLA et al., 2013) (Figura 

3). No Brasil, a ocorrência de FM nos seres humanos, têm sido confirmadas 

nas regiões Sul e Sudeste e sendo transmitida por carrapatos da espécie A. 

sculptum (A. cajennense) (SZABÓ et al., 2013). No entanto, relatos recentes 

mostram que a espécie R. parkeri é outro agente patogênico associado a 

FMB, e está representado pelas cepas R. parkeri sensu stricto, associada 

aos carrapatos A. triste e A. tigrinum, e R. parkeri cepa da Mata Atlântica, 

associada ao A. ovale (FACCINI-MARTÍNEZ et al., 2018; NIERI-BASTOS et 

al., 2018). A última cepa é considerada um agente emergente de FMB, sendo 

que três casos têm sido confirmados nos estados de São Paulo 

(SPOLIDORIO et al., 2010), Bahia (SILVA et al., 2011) e Santa Catarina 

(KRAWCZAK et al., 2016). Ainda, Faccini-Martínez 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 regiões do país. 
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Figura 3. Lâmina 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) 

é a principal espécie responsável pela transmissão de R. rickettsii aos 

animais domésticos e aos seres humanos (SZABÓ et al., 2013). No entanto, 

as espécies A. aureolatum e Rhipicephalus sanguineus também têm sido 

descritos como importantes vetores dos agentes na região metropolitana de 

São Paulo (LABRUNA, 2006; LABRUNA, 2009; PAROLA et al., 2013). 

A espécie A. sculptum (A. cajennense) está distribuída apenas no 

continente americano. É um carrapato trioxeno que pode parasitar uma 

ampla diversidade de mamíferos domésticos e silvestres (ARAGÃO, 1936; 

ESTRADA-PEÑA et al., 2004). Possui uma predileção maior por equinos, 

capivaras, antas e eventualmente suídeos silvestres onde são considerados 

hospedeiros primários para os estágios dos carrapatos (LABRUNA et al., 

2001; VERONEZ et al., 2010), além de ser uma espécie que mais têm 

infestado os seres humanos no Brasil (ARAGÃO, 1936; GUGLIELMONE et 

al., 2006). 
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Essa espécie realiza apenas uma geração por ano na região Sudeste 

do Brasil, sendo que larvas normalmente predominam entre a estação outono 

e inverno, as ninfas no inverno e primavera e os adultos se mantém na 

primavera e verão (LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003). Essa 

sincronização dos estágios é regulada pelo comportamento de diapausa que 

as larvas realizam, ou seja, mesmo se a eclosão ocorra antes do previsto, 

elas esperam até o período de abril ou maio para a busca por hospedeiros. 

Pois na região sudeste há mudanças na temperatura e no fotoperíodo 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 presença de mais de 10.000 carrapatos 

infestando naturalmente apenas um animal (LABRUNA et al., 2001; 2002; 

PIRES et al., 2013).  

Outras espécies de carrapatos estão associadas a transmissão das 

riquetsias em alguns países do continente americano, como: D. andersoni, D. 

variabilis, A. americanum nos EUA, R. sanguineus no Canadá, D. andersoni e 

A. imitator no México, Haemaphysalis leporispalustris na Costa Rica, D. 

nitens no Panamá, R. sanguineus e A. sculptum (A. cajennense) no Panamá, 

Colômbia, Argentina e Brasil (LABRUNA et al., 2011a; PAROLA et al., 2013). 

 

3.2.22  Hospedeiros 

Nas áreas rurais do Brasil, os cães e os cavalos têm sido considerados 

como hospedeiros sentinelas para infecções por R. rickettsii, que são 

transmitidos por A. sculptum e R. parkeri, por A. ovale (SANGIONI et al., 

2005; BARBIERI et al., 2014). Os equinos são os principais hospedeiros para 

todos os estágios do carrapato A. sculptum, já que essa espécie tem 

preferência maior por cavalos (LABRUNA et al., 2002). Especialmente os 

equinos são considerados refratários da infecção por R. rickettsii, por não 

apresentaram alterações clínicas, hematológicas ou bioquímicas, nem a 

bacteremia investigada por PCR em tempo real ou por inoculação de sangue 

de cavalo infectado em cobaias (UENO et al., 2016). Ainda, UENO et al. 

(2016), mostraram que os equinos experimentalmente infectados com R. 
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rickettsii apresentaram anticorpos anti-R. rickettsii até 2 anos após a infecção. 

Os autores concluíram que cavalos infectados por R. rickettsii, além de não 

manifestarem doença, não são hospedeiros amplificadores competentes de 

R. rickettsii para carrapatos da espécie A. sculptum. 

Já os cães podem atuar como hospedeiros amplificadores de R. 

rickettsii para carrapatos da espécie R. sanguineus, pois em condições 

experimentais alguns cães ricketsêmicos apresentaram febre alta em um 

período de 6 a 11 dias, além de apresentarem titulações elevadas de R. 

rickettsii (32.768 a 65.536) (PIRANDA et al., 2008; 2011). Esses achados 

mostram que maiores concentrações de riquetsias no sangue dessa espécie, 

resulta em maiores taxas de infecção por carrapatos vetores (PIRANDA et 

al., 2011). 

Quando se trata de animais silvestres, as capivaras (Hydrochoerus 

hydrochaeris) e gambás (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 dependerá de uma alta taxa de reprodução das 

mesmas garantindo uma disponibilidade constante de novas capivaras 

susceptíveis que desenvolverão ricketsemias (POLO et al., 2017; 2018). 

 

3.2.23 Transmissão 

Os reservatórios naturais para R. rickettsii, são os carrapatos da 

espécie A. sculptum, pois conseguem manter os agentes por sucessivas 

gerações em transmissão transestadial e transovariana (MCDADE; 

NEWHOUSE, 1986; SOARES et al., 2012). Entretanto, tem sido observado 

que o mecanismo de transmissão transovariana ocorre em menos de 50% 

das fêmeas ingurgitadas, além de ser ineficiente para a manutenção das 

bactérias na natureza (PIRANDA et al., 2011; SOARES et al., 2012; COSTA 

et al., 2020). Ainda, há evidências de que R. rickettsii é patogênica para o 

vetor, o que consequentemente diminui sua capacidade reprodutiva 

(SOARES et al., 2012).  Essas características são evidenciadas pela 

diminuição de carrapatos infectados naturalmente, não atingindo 2% mesmo 
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presente nas regiões endêmicas (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 refratária às 

infecções, pois parte dos vetores conseguem adquirir as bactérias quando se 

alimentam de animais que estejam riquetsêmicos, diferente do A. aureolatum, 

que sua taxa de infecção atinge 100% (LABRUNA et al., 2008; SOARES et 

al., 2012; GERARDI et al., 2019). Portanto, o sucesso na circulação dos 

agentes em algumas regiões, se dá devido a presença de algum hospedeiro 

vertebrado que apresente bacteremias satisfatórias 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 período de maior incidência 

de casos de FMB ocorre no período de predominância 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 obtenção de riquétsias pelos 

carrapatos: Transmissão sexual dos machos às fêmeas que não estiverem 

infectadas. No entanto, este método não tem se propagado, uma vez que 

fêmeas infectadas de forma venérea não têm a capacidade de transmitir 

riquétsias de forma transovariana (SCHRIEFER et al., 1994; PAROLA et al., 

2005). Um segundo método de obtenção de riquétsias pelos carrapatos, 

consiste na co-alimentação, ou seja, quando um alto número de carrapatos 

se alimenta em locais muito próximos em um mesmo hospedeiro, conforme 

demonstrado na espécie R. rickettsii pelo carrapato D. andersoni (PHILIP, 

1959). 

 

3.2.24  Ciclo Biológico 

Após o repasto sanguíneo, os organismos seguem até o lúmen do 

intestino do carrapato e invadem suas células epiteliais, onde ocorre as 

primeiras replicações. Entretanto, os intestinos são as primeiras barreiras 

para a aquisição dos patógenos (NUTTALL; LABUDA, 2004), pois apesar de 

ser considerado um ambiente desfavorável aos agentes, não sofrem ataques 
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de enzimas digestivas, porque são organismos intracelulares (BELMONTE et 

al., 2012; FOGAÇA et al., 1999; NAKAJIMA et al., 2002; SONENSHINE et al., 

2005). De fato, o intestino é considerado o órgão mais importante para a 

sobrevivência dos organismos, pois necessitam persistir ainda que seja um 

ambiente hostil (HAJDUŠEK et al., 2013; SONENSHINE et al., 2005). Os 

agentes seguem invadindo a hemocele e por meio da hemolinfa, atinge todos 

orgãos do carrapato (BURGDORFER; BRINTON, 1975; MCDADE; 

NEWHOUSE, 1986; MACALUSO et al., 2001). Logo após, invadem as 

glândulas salivares e novamente se replicam pela ultima vez até a posterior 

transmissão dos patógenos pela saliva durante o repasto sanguíneo (FUTSE 

et al., 2003; LÖHR 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 

multiplicação das bactérias ocorre lentamente pelo mecanismo de fissão 

binária. O sucesso da disseminação dos agentes as células, ocorre por um 

mecanismo de indução da célula hospedeira a polimerizar actina, onde será 

utilizada pelas riquétsias para se deslocarem em direção ao núcleo ou as 

células próximas (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 sanguíneos, e um baixo número 

dessas células podem ser livremente encontradas na circulação sanguínea, 

principalmente quando se trata de doença leve (GEORGE et al., 1993). Com 

a multiplicação desses organismos nas células, ocorrerá vasculites ou até 

mesmo a formação de trombos e necrose (WOLBACH, 1919), 

consequentemente dando início a possíveis alterações clínicas e laboratoriais 

(CHEN; SEXTON, 2008).  

Comumente, tem sido observado o aparecimento de edemas e pontos 

hemorrágicos nos seres humanos e animais infectados (SAMMONS et al., 

1976; CHEN; SEXTON, 2008). Entretanto, um dos principais sinais 

observados provocados pelas bactérias são, aumento da permeabilidade dos 
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vasos, provocada pela ruptura da junção entre as células do endotélio, 

formação de lacunas entre as células, formação de fibras de estresse e 

mudança do formato poligonal das células endoteliais para fusiforme. Os 

mecanismos de lesão, ainda não estão totalmente compreendidos, pois 

estima-se que pode estar relacionado com a liberação de citocinas, espécies 

reativas de oxigênio ou ações citotóxicas das células T (WALKER, 2007). 

 

3.2.26 Sinais clínicos 

Os sinais clínicos observados na RMSF e na FMB são similares, no 

entanto a doença de ocorrência 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 antibióticos contra o agente, 

a taxa de letalidade caiu de aproximadamente 80% para 40% em São Paulo 

e Minas Gerais (DIAS; MARTINS, 1939; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014b). 

Angerami et al. (2012), observou uma maior taxa de letalidade em uma 

região onde há, a presença do carrapato A. aureolatum em relação a outra 

região onde o A. sculptum (A. cajennense), é o vetor, entretanto essas 

diferenças ainda não foram detectadas. 

Os principais sinais clínicos observados nos seres humanos com FMB, 

são: vômito, dor de cabeça e abdominal, febre, mialgia, hemorragias, 

exantema, icterícia, dificuldade respiratória, alterações do sistema nervoso 

central e insuficiência renal aguda. Quando realizado hemograma completo e 

bioquímico, os sinais mais observados são: trombocitopenia e aumento das 

enzimas hepáticas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase 

(ANGERAMI et al., 2006). 

Cavalos infectados experimentalmente por via intraperitoneal e através 

de infestações com carrapatos infectados com R. rickettsii não apresentaram 

alterações clínicas, hematológicas ou bioquímicas no sangue. Esses animais 

se mostraram soropositivos entre 10 dias a 2 anos após a infecção. 

Interessantemente, apesar de alguns carrapatos que parasitavam esses 

animais se apresentarem positivos ao teste molecular, os mesmos não 

apresentaram competência vetorial para transmitir os agentes aos coelhos 

(UENO et al., 2016).  
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Em condições experimentais, foi observado que cães têm menos 

suceptibilidade em relação aos primatas, podendo desenvolver sinais 

moderados ou até mesmo uma cura espontânea. Entretanto têm sido 

observado em ambas as espécies, sinais de anorexia, febre, letargia, 

emagrecimento, desidratação, aumento de linfonodos, hiperemia, petéquias e 

equimoses em mucosas e pele, hiperemia de saco escrotal, edema, 

petéquias, máculas, necrose ou úlcerações, edemas de epidídimo e prepúcio, 

secreção ocular, congestão de esclera, conjuntivite, hemorragias oculares, 

uveíte, opacidade de córnea, quemose, secreção nasal, tosse, epistaxe, 

broncopneumonia, oligúria ou anúria, constipação, melena, convulsão, 

inclinação de cabeça, coma, pulso acelerado, hipotermia, cianose e choque 

(SAMMONS et al., 1976; KEENAN et al., 1977; PIRANDA et al., 2008). 

Dentre as alterações hematológicas e bioquímicas, observou-se diminuição 

da contagem de hemácias, concentração de hemoglobina e volume globular, 

trombocitopenia, leucopenia no início da enfermidade evoluindo para 

leucocitose com desvio à esquerda, neutrofilia, linfopenia, eosinopenia, 

monocitose, granulação tóxica em neutrófilos, aumento de enzimas hepáticas 

(fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase), 

aumento de bilirrubinas, colesterol, ureia e creatinina e queda da proteína 

total (SAMMONS et al., 1976; KEENAN et al., 1977; PIRANDA et al., 2008). 

As cobaias (Cavia porcellus) são espécies muito utilizadas em modelos 

experimentais, por se mostrarem bem suscetíveis a infecções por R. rickettsii, 

apresentar uma letalidade alta e manifestar alterações clínicas características 

da doença, como: febre, necrose de escroto, coxins e ponta de orelha, 

hiperemia e hemorragias cutâneas, lesões oculares, trombocitopenia e 

congestão esplênica (RICKETTS, 1909; MOE et al., 1976; COSTA et al., 

2020). Já nos coelhos domésticos, sua letalidade diminui com relação as 

cobaias, entretanto são bastante utilizados em experimentos, já que os sinais 

clínicos são iguais às cobaias (WOLBACH, 1919; MOREIRA; MAGALHÃES, 

1935; MAGALHÃES, 1952). 

 

3.2.27  Epidemiologia 

No Brasil, desde a sua primeira descrição em 1932 por Piza, na 

ocorrência de “Tifo exantemático” no estado de São Paulo, a FMB tem sido 
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associada a alta letalidade em humanos. Um estudo de distribuição de casos, 

comparou áreas urbanas e suburbanas, sendo observado que 95% dos 

casos ocorreram nas áreas dominadas por florestas, mas casos nativos 

também têm sido relatados nos centros urbanos (SONENSHINE, 1972; 

PAROLA et al., 2005).  

Desde que um numero de ocorrência de casos da FMB aumentaram, a 

doença passou a ser de notificação obrigatória no Brasil, a partir de 2001. E, 

entre as décadas de 1997 a 2014, foram notificadas ocorrências em 16 

estados de todas as regiões (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014a). No entanto, 

ainda não se pode afirmar que todos esses casos estão associados à 

infecção por R. rickettsii, já que o diagnóstico é com base em ensaios 

sorológicos (PAROLA et al., 2013). Mas a região Sudeste, é a grande 

responsável pelo maior número de casos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014a). 

E comumente, os casos surgem de forma esporádica e isolada (DIAS & 

MARTINS, 1939). 

Rickettsia parkeri é uma recente espécie descoberta que também está 

associada a FMB, podendo ser transmitida pelo A. triste, A. tigrinum, e A. 

ovale (FACCINI-MARTÍNEZ et al., 2018; NIERI-BASTOS et al., 2018). Alguns 

estados brasileiros, têm registrado a ocorrência de FMB por R. parkeri, 

sugerindo que possíveis 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-MARTÍNEZ et al., 2018). 

Levantamentos epidemiológicos realizados com equinos mostraram que 

a letalidade é muito baixa, diferentemente do que é observado nos seres 

humanos, reforçando a idéia de que essa espécie pode ser considerada 

como reservatório e sentinela da infecção, como é o caso das capivaras, 

gambás e porquinhos-da-Índia (HORTA et al., 2009; LABRUNA, 2009; 

SOUZA et al., 2009; SOARES et al., 2012; BARBIERI et al., 2014; UENO et 

al., 2016). De fato, vários autores mostram que o cavalo pode ser 

considerado sentinela da infecção de Rickettsia spp. devido a sua longa e 

ótima resposta imunológica frente as bactérias, indicando a possível 

circulação das riquétsias em outras espécies de hospedeiros susceptíveis, 

como os humanos, nas regiões onde o vetor A. sculptum está presente 

(HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005, LABRUNA, 2009; UENO et al., 



41 
 

2016). Os Tabelas 4 e 5 mostram, levantamentos soroepidemiológicos de 

equinos em regiões endêmicas e não endêmicas no Brasil, com altas e 

baixas soropositividades para R. rickettsii, respectivamente: 

 

Tabela 4. Levantamento de ocorrência sorológica de cavalos com Rickettsia 

rickettsii em locais notificados para Febre Maculosa brasileira. 

MUNICÍPIO 
PREVALÊNCIA 

SOROLÓGICA 
REFERÊNCIAS 

Pedreira - SP 77,8% Lemos et al. (1996) 

Pedreira - SP 77,3% Horta et al. (2004) 

Pedreira - SP 90,0% 

Horta et al. (2007) 
Mogi das Cruzes - SP 40,0% 

Piracicaba - SP 85,0% 

São Paulo - SP 36,8% 

Caratinga - MG 16,7% Cardoso et al. (2006) 

Itabira - MG 100,0% Vianna et al. (2008) 

Pindo d’Água - 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 
25,9% Spolidorio et al. (2010) 

Leopoldina, São Mateus e Vila 

Valério - ES 

São José dos Pinhais – PR 
 

9,3% 
 

Freitas et al. (2010) 

Adaptado por Ueno, (2014). 
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Tabela 5. Levantamento de ocorrência sorológica de cavalos com Rickettsia 

rickettsii em locais sem notificação de Febre Maculosa brasileira. 

MUNICÍPIO 
PREVALÊNCIA 

SOROLÓGICA 
REFERÊNCIAS 

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 diagnóstico 

Sabe-se que as riquétsias possuem um curto período de riquetsemia 

em alguns hospedeiros vertebrados, dificultando assim o diagnóstico final de 

FMB (LABRUNA, 2009; BLANTON, 2013; UENO et al., 2016). Entretanto, 

alguns testes de diagnóstico estão disponíveis, na tentativa de detectar 

possíveis suspeitas do agente infectando animais ou os seres humanos (LA 

SCOLA; RAOULT, 1997; DASH; EREMEEVA, 2006). 

 

3.4.9.1 Diagnóstico sorológico 

O diagnóstico final da FMB na maioria das vezes, se dá por meio de 

ensaios sorológicos, como: Weil-Felix, fixação de complemento, teste de 

aglutinação, Imunoblot, ELISA e RIFI (LA SCOLA; RAOULT, 1997). Mas, vale 

lembrar que quando se trata de doenças riquetsiais, as evidências 

sorológicas das infecções ocorrerão a partir da segunda semana, quando 

forem analisadas em amostras pareadas. Desta forma, a detecção estará 

disponível após a recuperação ou até mesmo a morte do paciente (LA 

SCOLA; RAOULT, 1997; DASH; EREMEEVA, 2006).  

RIFI é um método considerado padrão-ouro para o diagnóstico da FMB, 

sendo recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS), pois, trata-

se de anticorpos IgG reagirem com antígenos específicos de riquétsias 

(GALVÃO et al., 2005; FLICEK, 2007). Entretanto, o diagnóstico precoce da 
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doença pode ser limitado por esse teste, devido aos anticorpos não serem 

detectados em menos de 7 a 10 dias de infecção (GALVÃO et al., 2005; 

DANTAS-TORRES, 2007). Além de possíveis reações cruzadas entre as 

espécies de riquétsias ocorrerem, já que se trata de diagnóstico sorológico 

(PAROLA; RAOULT, 2001; GALVÃO et al., 2005; PAROLA et al., 2013). 

Quando utilizado como diagnóstico final da FMB, alguns trabalhos 

mostram que para considerar a espécie específica de Rickettsia, a titulação 

deve apresentar pelo menos quatro vezes maior que o título para qualquer 

outro antígeno, ou genótipo intimamente relacionado (HORTA et al., 2004; 

PIRANDA et al., 2008). Sendo assim, a detecção em cavalos infectados em 

condições naturais, ocorrerão em raras ocasiões ou quando a titulação final 

for mais alta, sendo necessário o uso de outras técnicas para detectar as 

espécies envolvidas, como a absorção cruzada (HORTA et al., 2004; UENO 

et al., 2016). 

Outra técnica pouco reconhecida, mas que pode ser utilizada, é a 

Imunohistoquímica, 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 importância desta ferramenta para 

diagnosticar FMB em pacientes humanos (PADDOCK et al., 1999). 

 

3.4.9.2 Diagnóstico molecular 

O uso da ferramenta molecular, no diagnóstico da FMB, é considerado 

limitada, pois apesar do ensaio de PCR em tempo real ser considerado mais 

sensível do que a PCR convencional, ambos os testes possuem baixa 

sensibilidade na detecção do DNA de Rickettsia spp. em amostras de sangue 

(BLANTON, 2013). Dessa forma, seu uso na detecção das bactérias, se 

restrinje apenas a biópsias de pele, tecidos oriundos de necropsia ou 

carrapatos (PAROLA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2007; CHEN; 

SEXTON, 2008). 

Os principais marcadores utilizados para diagnóstico das bactérias do 

grupo FM, são para os genes ompA, ompB, onde codificam proteínas de 

membrana externa; gene que codifica a proteína de 17kDa (htrA); para o 

fragmento que amplifica o gene citrato sintase (gltA) 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 Diagnóstico direto 

O isolamento das bactérias a partir do seu cultivo é o diagnóstico mais 

confiável para a detecção das bactérias do grupo FM. No entanto, além deste 

método ser mais complexo e demandar mais tempo até o isolamento, 

também possui limitações, como: Exigência de laboratórios com nível de 

biossegurança NB3 e a não possibilidade de um diagnóstico 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 considerável do número de espécies de riquétsias e poder 

proporcionar grandes quantidades das bactérias, facilitando a confecção de 

antígenos para utilização nos métodos de diagnóstico indireto (NIGG & 

LANDSTEINER, 1932; LABRUNA, 2006).  

O teste de hemolinfa nos carrapatos, utilizando a coloração verde 

Malaquita, também têm sido optados em muitos trabalhos epidemiológicos, 

principalmente na tentativa de isolamento de espécies de Rickettsia 

(GIMENEZ, 1964; BURGDORFER, 1970; LABRUNA et al., 2004; PINTER; 

LABRUNA, 2006). 
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Abstract 

The emergence of tick-borne diseases has been reported as a serious problem in public health 

worldwide. We aimed to perform an epidemiological study of tick-borne zoonotic Rickettsia spp., 

Borrelia spp. and Anaplasmataceae, in horses from Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Midwestern 

Brazil. We also evaluated whether Borrelia spp. and Anaplasmataceae may be associated with 

hematological disorders in the sampled animals. EDTA-whole blood and serum samples as well ticks 

were collected from 262 horses. Serum samples were used to perform serological tests, and 

hematological analyses were made using whole blood. Furthermore, DNA extracted from whole blood 
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and ticks were used to molecular tests. Campo Grande is enzootic for tick-borne studied bacteria, since 

we found an overall exposure of 59.9% of the sampled horses, 28.7% of them presented co-exposure. 

Seropositivity rates of 20.6% for Borrelia spp., 25.6% for Rickettsia spp. and 31.6% for 

Anaplasmataceae were found in sampled horses. Considering both molecular and serological tests for 

Borrelia spp., the infection rate was 48.0% (126/262). None of the tested horses showed molecular 

positivity for Anaplasma phagocytophilum.  The horses sampled displayed 7.2% of parasitism by 

ixodid ticks in single and coinfestations with Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens and 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus. We did not find DNA of any studied bacteria in the sampled 

ticks. Positive horses for Borrelia spp. and Anaplasmataceae agents displayed leukopenia, 

monocytopenia and lymphopenia. Together, our results suggest that horses in Midwest Brazil may play 

a role as sentinel host for zoonotic bacteria and Borrelia spp. and Anaplasmataceae agents can impair 

the health of horses. 

 

Keywords 

Anaplasmataceae agents; Borrelia spp., Rickettsia spp., sentinel hosts. 

 

1. Introduction 

Horses have been reported infected with Anaplasma phagocytophilum and exposed to 

Borrelia burgdorferi and Rickettsia rickettsii, etiological agents of human granulocytic anaplasmosis 

(HGA), Lyme borreliosis (LB) and Brazilian spotted fever (BSF), respectively (Souza et al., 2016; 

Socoloski et al., 2018; Dos Santos et al., 2019). Ixodid tick vectors play an important role in the 

maintenance of these bacteria in endemic areas through efficient transmission mechanisms, such as 

transovarian transmission in the case of Rickettsia spp., (Piranda et al., 2011) and transstadial 

perpetuation in the cases of A. phagocytophilum and Borrelia spp. (Pusterla et al., 2002; Cordeiro et al., 

2018). The role of ticks in the transmission of B. burgdorferi sensu lato (s.l.) or A. phagocytophilum 

(previously known as Ehrlichia equi) in Brazil remains unproven (Abel et al., 2000; Salvagni et al., 

2010), in contrast to Ixodes spp. ticks in the northern hemisphere (Franke et al., 2013; Dugat et al., 

2015). The species Rhipicephalus (Boophilus) microplus has been registered as a vector of Borrelia 

theileri to cattle and horses in the Brazilian territory, maintaining this bacterium by transovarian 

transmission (Yparraguirre et al., 2007; Cordeiro et al., 2018). Rickettsia rickettsii, the agent of BSF is 
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transmitted by Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum and Rhipicephalus sanguineus (s.l.) (De 

Oliveira et al., 2019). 

In the state of Mato Grosso do Sul (MS), Midwestern Brazil, serological and molecular 

evidences of B. burgdorferi (s.l.) have been reported in humans (Resende et al., 2016; Lopes et al., 

2017). Furthermore, the occurrence of Rickettsia species in the state of MS has been recorded in small 

wild mammals and in large wild rodent capybara (Hydrochoerus hydrochaeris), which have been 

reported as amplifying hosts for R. rickettsii (Souza et al., 2009), Amblyomma spp., R. sanguineus, and 

humans (De Almeida et al., 2013; Matias et al., 2015; Binder et al., 2017; De Sousa et al., 2018). 

Serological evidence of exposure to A. phagocytophilum was reported in Brazilian marsh deer 

(Blastocerus dichotomus) in the state of MS. Additionally, 16S rRNA Anaplasmataceae genotypes 

have been detected in dogs, coatis (Nasua nasua) and A. sculptum ticks in the Pantanal region, MS 

(Sacchi et al., 2012; André, 2018). 

As horses do not present persistent bacteremia of A. phagocytophilum and B. burgdorferi 

(s.l.) (Burbelo et al., 2011; Socoloski et al., 2018; Dos Santos et al., 2019) and in the case of R. 

rickettsii, these animals are considered refractory to infection (Ueno et al., 2016), infected or exposed 

horses by these bacteria have been designated as sentinel hosts in endemic areas (Souza et al., 2016; 

Socoloski et al., 2018; Dos Santos et al., 2019). The aim of this study was to investigate the role of 

horses and their related ticks in the epidemiology of these zoonotic tick-borne bacteria in Campo 

Grande, MS, Midwestern Brazil. The association between serological exposure and/or molecular 

positivity for the selected agents with hematological parameters in infected horses were also assessed.  

 

2. Methods 

2.1.  Site collection and field procedures 

This study was performed in the municipality of Campo Grande, MS, Midwestern Brazil. 

Between November 2017 and April 2018, whole blood, serum samples and ticks were collected from 

262 horses that had been raised in that region. The animals were maintained in the facilities of the 

Jockey Club, equestrian riding school and military police. Sampling was carried out by the non-

probabilistic method (Stevenson, 2005). 
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2.2.  Identification of collected ticks 

Ticks parasitizing horses were collected after a visual inspection of 60 seconds and 

identified using previously published dichotomous keys (Barros-Battessti et al., 2006; Nava et al., 

2014).  

 

2.3.  Hematological analysis 

Horse blood samples were collected in tubes with and without ethylenediamine tetra-acetic 

acid (EDTA). In the first six hours after blood collection, the packed cell volume (PCV) was quantified 

using microhematocrit technique; the red blood cells (RBC) and white blood cells (WBC) were 

counted using an automated hematology analyzer (pocH-100iV Diff Veterinary Hematology Analyzer, 

Sysmex®). The determination of total plasma proteins (TPP) was performed by manual refractometry, 

and fibrinogen (FIBRI) was assessed by heat precipitation technique in a water bath at 57ºC for three 

minutes (Kaneko et al., 1997). The monocytes, lymphocytes, neutrophils, eosinophils, and basophilic 

counts were performed by counting 100 leukocytes in a blood smear stained by the rapid method (Fast 

Panotic LB®), under light microscopy (1,000x).  

We used the values of RBC, PCV, hemoglobin, mean corpuscular volume (MCV), mean 

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) as indicators for anemia rates; monocytes and 

neutrophils count as indicators for infection responses; lymphocytes count as indicators of immune 

investment; and fibrinogen and platelets count as indicators of coagulation (Kaneko et al., 1997; 

Parreira et al., 2016). 

 

2.4.  Indirect enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for detection of antibodies anti-B. 

burgdorferi 

Serum samples collected from horses were subjected to an ELISA assay using B. 

burgdorferi sensu stricto (s.s.) antigen G39/40 strain diluted to 20mg/mL according to Socoloski et al. 

(2018). The sensitivity of the assay ranged from 82.6 to 100% in the analyses for IgG antibodies, 

according to Magnarelli et al. (1994).  
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The horse sera used as positive and negative controls (Socoloski et al., 2018) belonged to the 

serum bank of the Laboratory of Parasitic Diseases at the Federal Rural University of Rio de Janeiro 

(LDP-UFRRJ). Twelve negative controls and two positive control sera were used per plate. The cutoff 

point value was calculated based on the t-Student distribution with a 99.99% confidence interval, 

determined with the mean of the negative controls plus three times the standard deviation of the optical 

density (OD) values of the negative controls of each reaction. Still, to correct the OD of each plate, the 

cutoff value was equal to 100, following the formula: (test serum OD × 100 / cutoff). The results of OD 

of the sera of the animals tested in the present study were expressed following the formula proposed by 

Frey et al. (1998) as an optical density index (ODI). 

 

2.5.  Indirect Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) for detection of IgG antibodies against 

Rickettsia spp. and A. phagocytophilum 

In order to detect IgG antibodies to Rickettsia spp. of the spotted fever group (SFG), slides 

containing crude antigens derived from three Rickettsia isolates from Brazil - R. rickettsii strain Taiaçu, 

R. parkeri strain At24 and R. amblyommatis strain Ac37 - were used (Labruna et al., 2004; Pinter and 

Labruna, 2006; Silveira et al., 2007). On each slide, previously determined non-reactive and reactive 

serum samples to SFG rickettsiae functioned as negative and positive controls, respectively. The slides 

were incubated with fluorescein isothiocyanate labeled anti-horse IgG (Sigma®- Aldrich, St. Louis, 

USA) and examined under a fluorescence microscope (Olympus®, Tokyo, Japan). The Rickettsia 

species identification and cutoff (1:64) were determined according to Horta et al. (2007). 

Aiming to detect anti-A. phagocytophilum IgG antibodies, we used antigen (Webster strain, 

kindly supplied by Dr. John Stephen Dumler, from Uniformed Services University of the Health 

Sciences) obtained from HL-60 cellular culture in the Immunoparasitology Laboratory of University 

Estadual Paulista, UNESP Jaboticabal, São Paulo, Brazil. Positive and negative Chilean equine serum 

samples for A. phagocytophilum were used as controls (Hurtado et al., 2020). The cutoff of the test was 

1:64.  
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2.6.  DNA extraction 

DNA extraction from the EDTA-whole blood of horses was performed using the phenol 

chloroform protocol (Sambrook et al., 1989). For tick DNA extraction, the GT (Guanidine) protocol, as 

adapted by Sangioni et al. (2005), was performed. DNA concentration and absorbance ratio 

(260/280nm) were measured using a spectrophotometer (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, USA). 

 

2.7. Conventional PCR assays 

To detect Borrelia spp. DNA, a conventional polymerase chain reaction (cPCR) was 

performed using primers that amplify a 500bp fragment of the coding region of the conserved 23S 

rRNA gene: Fwd (5' - TAC CCA GCA CTT ACC CTT GG - 3') and Rev (5' - AGT GCC AGG TGG 

GTA GTT TG - 3') (National Institute of Industrial Property - INPI - Case BR 10 2016 021522 6). The 

DNA samples used as positive controls were isolated from B. burgdorferi (s.s.) strain G39/40 provided 

by Dr. Matheus Dias Cordeiro from LDP-UFRRJ. The PCR reaction was conducted according Sal et 

al. (2008). For the detection of Anaplasma spp. in horses, a nested PCR assay (nPCR) was performed 

using primers directed to the 16S rRNA gene to amplify 932bp and 546bp, according to Massung et al. 

(1998). A. phagocytophilum DNA used as positive control was kindly provided by Prof. Dr. John 

Stephen Dumler (Uniformed Services University of the Health Sciences, Bethesda, Maryland, USA).  

The molecular testing of horses' ticks was performed using the rickettsial ompA gene 

(Regnery et al., 1991; Roux et al., 1996), and DNA of R. parkeri strain NOD was used as positive 

control (Labruna et al., 2007) (For primer list, see Supplementary file 1: Table S1). Sterile ultrapure 

water was used as a negative control. We did not perform molecular tests for Rickettsia spp. from 

horses’ blood samples due to the absence of rickettsemia in these animals, when experimentally 

infected with R. rickettsii (Ueno et al., 2016).  

 

2.8.  Real-time PCR assay for A. phagocytophilum 

To detect A. phagocytophilum, a quantitative polymerase chain reaction (qPCR) assay was 

performed, using primers: Fwd (5’ - AGT TTG ACT GGA ACA CAC CTG ATC - 3’) and Rev (5’ - 

CTC GTA ACC AAT CTC AAG CTC AAC - 3’) and probe [FAM] TTA AGG ACA ACA TGC TTG 
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TAG CTA TGG AAG GCA [TAMRA] directed to the coding region of the msp-2 gene, according to 

Drazenovich et al. (2006). Plasmids (IDT psmart, Integrated DNA Technologies®) containing the 

target sequences and diluted from 107 to 100 were used as positive controls. The negative control used 

in the reaction was sterile ultrapure water. 

 

2.9.  Purification, sequencing, and BLAST analysis of the obtained amplicons 

The product of Borrelia spp. 23S rRNA amplicons were purified by enzymatic treatment 

with ExoProStar ™ (GE Healthcare), in accordance with the manufacturer's recommendations. The 

amplicons were sequenced in both directions using an automated system based on the 

dideoxynucleotide chain-termination method Sanger et al. (1977).  

The quality of the electropherograms obtained through the sequencing of the amplified 

products was visually analyzed using the program FinchTV 1.4.0. In addition, consensus sequences 

were obtained by analysis of the forward sequences using the CAP3 program 

(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py). In order to perform sequence identity 

analysis, the amplified gene fragments were compared with those previously deposited in GenBank 

using the basic local alignment search tool (BLASTn) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Finally, 

the obtained sequences were individually aligned with other sequences available from GenBank using 

ClustalW (Thompson et al., 1994) and adjusted with BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999). 

 

2.10. Statistical analysis 

Descriptive statistic (mean and confidence interval) was applied to obtain the mean of 

hematological variables. The Shapiro-Wilk test served to establish whether the distribution was normal. 

Since horses are refractory to Rickettsia spp., seropositive animals were not included in hematological 

analysis. Therefore, a Kruskal-Wallis test was applied to determine the differences among negative 

animals, Borrelia spp. and Anaplasma spp. positive animals. Post hoc Mann-Whitney tests were used 

to assess pair-wise results of the Kruskal-Wallis test. Finally, the Spearman correlation test was 

performed to assess whether there was a significant association between seropositivity of the three 
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bacteria studied, as well as among seropositivity for Rickettsia spp. and A. phagocytophilum and 

molecular positivity for Borrelia spp. in the sampled horses. 

The determination of the influences of exposure to A. phagocytophilum and positivity for 

Borrelia spp. in relation to anemia rates, infection responses, immune investment, Coagulation and 

TPP, was carried out by Path Analysis. To reduce dimensions of anemia rates, infection responses, 

immune investment, and coagulation values, we used the Principal Coordinate Analysis (PCA), a 

geometric technique that converts a matrix of distances between points in multivariate space into a 

projection that maximizes the amount of variation along a series of orthogonal axes. We used an r 

value ≥ 0.60 to interpret the results (positive or negative effect) of the Path Analysis. The variables 

were statistically significant for its p values ≤ 0.05. All data were analyzed using R 3.6.1 (R 

Development Core Team, 2015). 

 

3. Results 

Overall, 25.6% (67/262) of the sampled horses were seropositive for Rickettsia spp. Among 

them, 19.8% (52/262) showed seropositivity for R. rickettsii, 16.7% (44/262) for R. parkeri and 17.5% 

for (46/262) R. amblyommatis (Table 1). Moreover, 75.0% of seropositive horses for R. rickettsii and 

R. parkeri showed serological titers lower than 1:256 (Table 1). A seroprevalence of 31.6% (83/262) 

was recorded for A. phagocytophilum, high number of the seropositive animals (85.4%) with low 

serological titers (1:64 and 1:128) (Table 1).  

The search for anti-B. burgdorferi (s.l.) antibodies revealed that 20.6% (54/262) of the 

sampled horses were reactive. Although the optical density index ranged from 36.30 to 522.91, they 

were low for most seropositive horses (Fig. 1). 
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Figure 1. Distribution of the optical density indexes of the test sera in relation to the cut-off point (DO 

× 100 / cut-off point [black line]) obtained from the indirect ELISA assay for antibodies anti-B. 

burgdorferi in horses sampled between November 2017 and April 2018, in Campo Grande, Midwest 

Brazil. 

Overall, 59.9% (157/262) of the sampled horses were seropositive for vector-borne agent, in 

single (n=112) and co-exposure (n=45) (Fig. 2). 
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Figure 2. Three-way Venn diagram illustrating single and co-reactivity for Anaplasma 

phagocytophilum, Borrelia burgdorferi (s.l.) and Rickettsia spp. in 262 horses sampled in Campo 

Grande, Midwest Brazil, between November 2017 and April 2018. Data were expressed by the total 

numbers followed by the percentage of occurrence. 

 

The molecular test showed positivity of 32.4% (85/262) for Borrelia spp. Some amplified 

samples were sequenced and deposited in the GenBank database with access numbers: MN539985, 

MN539986 and MN539988. Considering the positivity in the molecular and serological tests for 

Borrelia spp., we found the occurrence rate of 48.0% (126/262). Table 2 shows the patterns of Borrelia 

spp. infection in horses in Campo Grande, MS. None of the horses sampled showed molecular 

positivity for Anaplasma spp. in the nPCR and A. phagocytophilum test for the qPCR assay based on 

the 16S rRNA and the msp-2 gene, respectively. 

It was observed tick infestations in 7.2% (19/262) of the sampled horses, by Amblyomma 

sculptum (5 males and 3 females), Dermacentor nitens (16 males and 16 females), Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus (5 males and 32 females) and immature forms of Amblyomma spp. (1 nymph), 

D. nitens (36 nymphs) and R. (B.) microplus (19 nymphs). The presence of single or co-infestations by 

ticks in equines are showed in Supplementary file 2: Table S2. 

Among horses that presented positivity for Borrelia spp. (n=126), we observed that six 

(7.6%) were infested by adults of A. sculptum, and R. (B.) microplus, and Amblyomma spp. and R. (B.) 

microplus nymphs. Furthermore, in horses seropositive for Rickettsia spp. and A. phagocytophilum, we 

found, respectively, ten (14.9%) and six (7.2%) infested by adults and immature forms for both A. 

sculptum, D. nitens and R. (B.) microplus. The molecular tests performed in the sampled ticks did not 

show the presence of the DNA of any vector-borne bacteria addressed in the present study.  

The hematological indexes of sampled horses showed that A. phagocytophilum seropositive 

horses displayed significant decrease of WBC. Moreover, animals that displayed positivity in the 

molecular and serological tests for Borrelia spp. and co-exposed to A. phagocytophilum displayed a 

significative decrease of monocyte count. In addition, positive horses by Borrelia spp., and exposed 

and co-exposed with A. phagocytophilum resulted in a significant increase of MCV values. The means 
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of hematological parameters of all horses included in this study are listed in Supplementary file 3: 

Table S3.  

Path Analysis showed a positive influence of (i) A. phagocytophilum seropositivity (Path 

Coefficient = 0.18, p < 0.05); (ii) horses positive by Borrelia spp. (Path coefficient = 0.13, p < 0.05); 

and (iii) serological exposure to A. phagocytophilum and positivity to Borrelia spp. (Path coefficient = 

0.16, p < 0.05) on Anemia Indicator, expressed by direct increase of MCV (r=0.90) (Figure 3). 

Additionally, our results showed that horses seropositive for A. phagocytophilum and positive to 

Borrelia spp. (Path coefficient = 0.15, p < 0.05) had a negative influence on Immune investment 

expressed by decrease of Lymphocytes count (r= - 0.94) (Fig. 3). 

Furthermore, Borrelia spp. positive animals (Path coefficient = 0.16, p < 0.05) and 

seropositivity for A. phagocytophilum and Borrelia spp. (Path coefficient = 0.17, p < 0.05) resulted in 

the negative influence on the infection response, expressed by decrease the monocyte count (r= - 0.79). 

Also, A. phagocytophilum with Borrelia spp. (path coefficient = - 0.14, p < 0.05) had direct positive 

influence on TPP (r= - 0.98) (Fig. 3). 

 

Figure 3. Schematic representation of some hematological parameters with single and multiple 

infection patterns among tick-borne agents in horses sampled in Campo Grande, Midwest Brazil, 

between November 2017 and April 2018. 
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4. Discussion 

Our results indicate that horses are constantly exposed to tick-borne bacteria in Campo 

Grande, Midwestern Brazil due to seropositivity of 59.9%, in single and multiple exposure. In this 

sense, horses can be considered sentinel hosts for the risk of infection by tick-borne bacteria to humans. 

A general seroprevalence for Rickettsia spp. of 25.5% (67/262) in sampled horses, even in 

low serological titers, and of 88.2% (15/17) for tested capybaras (data not shown), suggests the 

circulation of rickettsial agents in the studied area. Moreover, our results showed that horses were 

exposed to different SFG rickettsiae, because of their serological reactiveness to three species: R. 

rickettsii (19.8%), R. parkeri (16.7%) and R. amblyommatis (17.5%). These data, together with Alves 

et al. (2014), strengthens the occurrence of these rickettsial agents in the central west region of Brazil. 

Although we observed low infestations by A. sculptum in horses, probably due to good sanitary 

management to which the animals were submitted, we highlight the presence of A. sculptum because it 

is considered the main vector for R. rickettsia.  Indeed, this tick species is found parasiting capybaras 

(Labruna et al., 2011; Szabó et al., 2013), a largest rodent extremely common in forest fragments in the 

CG that develop high rickettsia, and has anthropophilic habits (Souza et al., 2009; Polo et al., 2017; 

Ramírez-Hernández et al., 2020). 

In the present study we observed exposure to A. phagocytophilum in 31.6% (83/262) of 

collected horses, nine seropositive animals showed high serological titers (1:512 to 1:8192). However, 

serological tests among Anaplasmataceae agents should be analyzed with caution, as the occurrence of 

cross-reactivity between species of Anaplasma and Ehrlichia has been reported in horses (Rolim et al., 

2015; Vieira et al., 2016) and jaguars (Widmer et al., 2011). Additionally, we did not detect DNA of 

the A. phagocytophilum in the seropositive animals. In fact, the appropriate molecular target for A. 

phagocytophilum still represents a challenge for the diagnosis because genetic diversity according to 

their geographical distribution has been reported (De La Fuente et al., 2005; Silaghi et al., 2011). 

Herein, we used both 16S rRNA nested PCR and msp-2 qPCR assays to screen the sampled horses for 

Anaplasma spp. Furthermore, experimental infection by A. phagocytophilum in horses showed that 

antibodies may persist for up to 300 days after inoculation, indicating that horses play a potential role 

as a sentinel of infections to human (Franzén et al., 2005; Franzén et al., 2009). The presence of 

antibodies to A. phagocytophilum might represent a serological cross reaction to Ehrlichia spp. 
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previously detected in horses from Brazil (Vieira et al., 2016) or to a new Anaplasmataceae agent yet 

to be described. 

The occurrence of B. burgdorferi in Brazilian territory still remains unclear due to the lack 

of isolation. Only molecular evidence in humans and a serological study in horses were reported 

(Resende et al., 2016; Lopes et al., 2017; Socoloski et al., 2018). Because B. theileri parasites bovines, 

ovine, horses and R. (B.) microplus, in Brazil (Soares et al., 2000; Yparraguirre et al., 2007; Cordeiro et 

al., 2018), the seroprevalence of 20.6% found here may be due to cross-reactions with different species 

related to recurrent fever group (RFG) cannot be ruled out (Magnarelli et al., 1994; Rogers et al., 

1999). In fact, we found low rates of optical density for most seropositive horses. Moreover, the DNA 

detected in sampled horses may be related to infection by B. theileri since (i) bacteremia during B. 

burgdorferi infection is related as absent or brief (Chang et al., 2000; Maraspin et al., 2011; Talagrand-

Reboul et al., 2020), (ii) the primers used here do not distinguish Borrelia species, and (iii) we found R. 

(B.) microplus infesting horses. Lack of molecular positivity for Borrelia spp. in the sampled ticks is 

expected because its detection has been recorded as negative (Montandon et al., 2014). Besides, the 

presence of DNA of Borrelia spp. in 32.3% of sampled horses suggests that some reservoir mammals’ 

species must be participating as amplifying hosts for Borrelia spp. (Radolf et al., 2012) in the studied 

area. The combination of both molecular and serological tests may help to understand the different 

epidemiological patterns in a given host population. For example, the occurrence of 57.1% (72/126) of 

positive horses with early infection reinforces the enzootic character of the studied area. Additionally, 

the presence of 32.5% of positive horses (41/126) with a sub-patent infection strongly suggests that 

seropositive horses that displayed negativity in the molecular test fail in the transmission of tick-borne 

agents. 

The leukopenia recorded in the present study could probably be associated to lysis of 

infected cells. Furthermore, our analysis showed that positive horses by both Borrelia spp. and 

Anaplasmataceae resulted in negative influences on the response to infection as well as immune 

investment, expressed by monocytopenia and lymphopenia, respectively. The decrease of leucocytes 

was also observed in naturally equine granulocytic anaplasmosis by Gribble (1969) and McQuiston et 

al. (2003), and lymphopenia was also reported in equines experimentally infected with A. 

phagocytophilum by Franzén et al. (2005). On the other hand, the resultant of infections may present 
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differently as show by Saleem et al. (2018) that recorded leukocytosis due to lymphocytosis and 

monocytosis in horses naturally infected by A. phagocytophilum. The hyperproteinemia found in 

horses that had contact to both Borrelia spp. and Anaplasmataceae in the present study suggest an 

increase in the production of immunoglobulins. When considered separately, A. phagocytophilum 

naturally infected horses did not display hyperproteinemia (Siska et al., 2013). 

The interpretation of hematological results under natural infections should be done with 

caution whenever the kinetics of infection and the presence of other unrelated agents are unknown. 

However, comparing negative with positive sampled horses, we found an increase of MCV, indicating 

macrocytic anemia, as a result of vitamin B12 deficiency (Satué et al., 2012). As the sampled animals 

had low fiber diet, and vitamin B12 is naturally produced in the large intestine of horses due to the 

digestion of fibrous, it is possible that vitamin B12 production could be compromised in these animals. 

Consequently, the observed increase in MCV values is most related to a low fiber diet than to the 

investigated bacteria.  

 

5. Conclusion 

The contact of horses with Rickettsia spp., Anaplasmataceae and Borrelia spp. (s.l.) strongly 

suggests that Campo Grande, Midwest region of Brazil, is an enzootic area for tick-borne zoonotic 

bacteria. The absence of molecular positivity in all ticks collected indicates that horses do not presented 

persistent bacteremia, suggesting that other mammals’ species in the studied area may play a role as 

amplifier hosts for these zoonotic agents.  Horses in the studied area may play a role as sentinel host for 

tick-borne zoonotic bacteria. Additionally, monocytopenia with lymphopenia found in positive horses 

by both Borrelia spp. and Anaplasmataceae can impair the health of horses.  
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Table 1. Seropositivity of horses (n=262) sampled in Campo Grande, Midwestern Brazil. 

Bacteria 

Serological titers           

 1:64  1:128  1:256   1:512 1:1024 1:2048  1:4096 1:8192 Total 

R. rickettsii 15 (28.8) 24 (46.1) 10 (19.2) 2 (3.8) 1 (1.9)     
  

    52 (19.8) 

R. parkeri 16 (36.3) 17 (38.6) 7 (15.9) 4 (9.0) 
  

    
  

    44 (16.7) 

R. amblyommatis 11 (23.9) 20 (43.4) 8 (17.3) 6 (13.0) 1 (2.1)     
  

    46 (17.5) 

A. phagocytophilum  55 (66.2) 16 (19.2) 3 (3.6) 4 (4.8) 2 (2.4) 1 (1.2) 1 (1.2) 1 (1.2) 83 (31.6) 

Number of seropositive horses followed by percentage of occurrence of Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, and Anaplasma phagocytophilum. Samples were 

collected between November 2017 and April 2018. 
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Table 2. Patterns of Borrelia spp. infections in horses (n=262) from Campo Grande, Midwestern Brazil. 

Patterns of Borrelia spp. infection                                                  Number of horses 

PCR+ ELISA+ (patent infection) 13/262 (4.9%) 

PCR+ ELISA– (early infection) 72/262 (27.4%) 

PCR– ELISA+ (sub-patent infection) 41/262 (15.6%) 

PCR– ELISA– (negative) 136/262 (51.9%) 

 

 

Sampled were collected between November 2017 and April 2018. Values are expressed by number of animals, 

followed by percentages. 
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Abstract 

Lyme borreliosis is a zoonotic infectious disease that affects domestic, wild animals and 

human. It is caused by bacteria belonging to the Spirochaetes phylum that are grouped in the 

Borrelia burgdorferi (s.l.) species complex, being transmitted by ticks. The objective of this 

study was to investigate the occurrence of Borrelia spp. in equines born and raised in the 

central region of the Pantanal Sul-Matogrossense. Whole blood, serum and ticks were 

collected from 67 horses. The animals were divided into four categories according to age, sex 

and reproductive condition: 03 working males, 14 working mares, 28 breeding mares and 22 
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foals. The packed cell volume was quantified by the microhematocrit technique and counts of 

the total number of red cells in the Neubauer chamber. Ticks collected from sampled horses 

were identified. Serum samples were analyzed by indirect ELISA. And for the molecular test, 

PCR was performed for Borrelia spp. Of the 67 sampled animals, 64% were infested by ticks. 

We observed for the first-time occurrence by Borrelia spp. in horses at Pantanal wetland with 

a seroprevalence of 46.2% and molecular positivity of 60%. Our results showed that horses 

from the Pantanal Sul Matogrossense region had contact with Borrelia spp., without 

interfering in anemia rates. Since (i) horses are considered an accidental host for Borrelia spp. 

and we found a half of sampled animals positive; (ii) South Pantanal has a large population of 

A. sculptum, and (iii) Pantanal wetland has a great diversity of wildlife, we suggest the studied 

area as enzootic for this spirochete. 

Keywords: Borrelia spp.; equines, Lyme borreliosis. 

 

1. Introduction 

Borrelia burgdorferi sensu stricto (s.s.) is considered the causative agent of Lyme 

disease (DL), being transmitted by Ixodes scapularis in the USA and I. ricinus in Europe and 

Asia (Masters et al., 1998; Steere, 2001; Masuzawa, 2004). A wide variety of wild animals, 

including mainly small mammals, can be infected (Radolf et al., 2012). And horses, despite 

not having persistent bacteremia (Burbelo et al., 2011; Socoloski et al., 2018), can act as 

sentinels in the epidemiology of this zoonotic agent (Socoloski et al., 2018). 

In Brazil, the role of ticks in the transmission of Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) 

remains unproven (Abel et al., 2000), although the species Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus has been registered as a vector of Borrelia theileri for cattle and horses in national 

territory, maintaining this bacterium by transovarian transmission (Yparraguirre et al., 2007; 
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Cordeiro et al., 2018), in addition to the presence of B. burgdorferi (s.l.) in R. (B.) microplus 

embryonic cell culture (Resende et al., 2008). 

The Pantanal biome is a large floodplain in South America with approximately 140,000 

km2 in Brazil.  In this area, the main economic activity is extensive livestock. It is estimated 

that the Pantanal region contains four million cattle and four thousand horses (Seidl et al., 

1998), where they play a fundamental role in livestock management and consequently share 

the same habitats with the local fauna. And, ixodid ticks are included because they have been 

recorded in this biome in domestic and free-living vertebrates (Ramos et al., 2014; 2016). The 

aim of this study was to detect the presence of Borrelia spp. in horses born and bred in the 

central region of Pantanal Sul-Matogrossense, in addition to associating serological exposure 

and / or molecular positivity with anemia indexes. 

 

2. Material and methods 

2.1 Site collection and field procedures 

The study was carried out in the central Pantanal Sul-Matogrossense, Nhecolândia sub-

region (18º 59 '15' 'S, 56º 37' 03 ''). The sample size was determined by means of non-

probabilistic sampling for convenience according Mattar (1996) and Schiffman and Kanuk 

(2000). 

Blood and serum samples were collected from 67 horses. The animals were divided into 

four categories according to age, sex and reproductive condition: 03 working males, 14 

working mares, 28 breeding mares and 22 foals. Samples were collected from July to August 

2015. All the animals sampled were born and raised in the area and were apparently healthy at 

the time of collection. All of the procedures were approved by the Ethics Committee for the 
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Use of Animals of the Universidade Católica Dom Bosco (UCDB), according to Protocol No. 

021/2015.  

 

2.2 Red blood cell count and globular volume quantification 

During the first 12 hours after the blood collection with EDTA, the globular volume 

(PCV) was quantified by the microhematocrit technique and counts the total number of red 

cells (RBC) in Neubauer's chamber were performes (Sink and Feldman 2006, Douglas and 

Wardrop 2010). We considered the values of PCV and RBC as indicators of anemia, 

according to findings reported by Ribeiro et al. (2008). 

 

2.3 Identification of collected ticks 

Ticks parasitizing horses were collected after a visual inspection of 60 seconds and 

identified using previously published dichotomous keys (Barros-Battessti et al., 2006; Nava et 

al., 2014).  

 

2.4 Indirect enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for detection of antibodies 

anti-B. burgdorferi 

Serum samples collected from horses were subjected to an ELISA assay using B. 

burgdorferi sensu stricto (s.s.) antigen G39/40 strain diluted to 20mg/mL according to 

Socoloski et al. (2018). The sensitivity of the assay ranged from 82.6 to 100% in the analyses 

for IgG antibodies, according to Magnarelli et al. (1994).  

The horse sera used as positive and negative controls (Socoloski et al., 2018) belonged 

to the serum bank of the Laboratory of Parasitic Diseases at the Federal Rural University of 

Rio de Janeiro (LDP-UFRRJ). The cutoff point value was calculated based on the t-Student 
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distribution with a 99.99% confidence interval, determined with the mean of the negative 

controls plus three times the standard deviation of the optical density (OD) values of the 

negative controls of each reaction. The results of OD of the sera of the animals tested in the 

present study were expressed following the formula proposed by Frey et al. (1998) as an 

optical density index (ODI). 

 

2.5 DNA extraction 

For the molecular test, DNA was extracted from whole blood using QIAamp DNA 

Blood Mini Kit (Qiagen®) according to the manufacturer's recommendations. 

 

2.6 Conventional PCR assays 

In order to detect Borrelia spp. DNA, a conventional polymerase chain reaction 

(cPCR) was performed using primers that amplify a 500bp fragment of the coding region of 

the conserved 23S rRNA gene: Fwd (5' - TAC CCA GCA CTT ACC CTT GG - 3') and Rev 

(5' - AGT GCC AGG TGG GTA GTT TG - 3') (National Institute of Industrial Property - 

INPI - Case BR 10 2016 021522 6). The DNA samples used as positive controls were isolated 

from B. burgdorferi (s.s.) strain G39/40 provided by Dr. Matheus Dias Cordeiro from LDP-

UFRRJ. And for the negative control, ultrapure water was used. The PCR reaction was 

conducted according Sal et al. (2008).  

 

2.7 Purification, sequencing and BLAST analysis of the obtained amplicons 

The product of Borrelia spp. 23S rRNA amplicons were purified by enzymatic 

treatment with ExoProStar ™ (GE Healthcare), in accordance with the manufacturer's 
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recommendations. The amplicons were sequenced in both directions using an automated 

system based on the dideoxynucleotide chain-termination method Sanger et al. (1977).  

The quality of the electropherograms obtained through the sequencing of the amplified 

products was visually analyzed using the program FinchTV 1.4.0. In addition, consensus 

sequences were obtained by analysis of the forward sequences using the CAP3 program 

(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py). In order to perform sequence 

identity analysis, the amplified gene fragments were compared with those previously 

deposited in GenBank using the basic local alignment search tool (BLASTn) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Finally, the obtained sequences were individually 

aligned with other sequences available from GenBank. 

 

2.8 Statistical analysis 

It was verified by the Shapiro-Wilk test whether the distributions of the RBC and PCV 

results had a normal distribution. Afterwards, the Kruskal-Wallis test was used to verify 

significant differences in the mean values of RBC and PCV between the categories: breeding 

mares, working mares and foals. The Mann-Whitney post-hoc test was used to evaluate the 

paired results of the Kruskal-Wallis test to determine which groups showed significant 

difference (R development core team 2011). 

Finally, means were compared among haematological values of positive and negative 

individuals (serological tests and PCR) for Borrelia burgdorferi (l.s.). We did not carry out 

statistical analyzes to the category Working Males due to the low number of samples. All the 

tests were performed in software R (R development core team 2011), with a significance level 

of 95% (p≤0.05). 
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3. Results 

Of the 67 animals sampled, 31 (46.2%) were seropositive for B. burdorferi (s.l.), being 

16 breeding mares, 07 working mares and 08 foals. In the molecular detection, 40 (60%) 

positive animals were observed, being 16 breeding mares, 16 foals, 06 working mares, 02 

working males (Table 1). Some amplified samples were sequenced and deposited in the 

GenBank database with access numbers: MN539983, MN539987 and MN539984. 

 

Table 1: Serological and molecular tests for Borrelia spp. in horses sampled at Pantanal 

region, Mato Grosso do Sul during July-August 2015. 

Equine Categories 
Sampled 

Animals  
ELISA Borrelia burgdorferi (s.l.) PCR Borrelia spp. 

Working males 3 0 (0.0) 2 (66.6) 

Working mares 14 7 (50.0) 6 (42.8) 

Breeding mares 28 16 (57.1) 16 (57.1) 

Foals 22 8 (36.3) 16 (72.7) 

Total 67 31 (46.2) 40 (60.0) 

 

In the anemia indices, significant differences were observed between the three 

categories (Breeding and Working mares and foals). It was also observed that the foals' 

averages were above (p <0.05) the average values of the other categories. In animals that were 

positive and negative in both tests, there were no statistical differences in anemia rates. 

It was observed that 64.2% (43/67) of the horses were infested by ticks: 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. The breeding mares and foals presented the highest 

infestations, with 78.5% (22/28) and 63.6% (14/22), respectively, followed by the working 
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mare’s category, with 35.7% (5/14). Despite the low number of animals, the category working 

males presented a prevalence of 66.6% (2/3) of animals with the presence of ticks (Table 2). 

 

Table 2: Number of horses by category followed by prevalence of tick infestation in equine 

sampled at Pantanal of Mato Grosso Sul, from July to August 2015. 

 Ticks species Working males Working mares Breeding mares Foals

Dermacentor nitens 1 (33.3) 4 (28.5) 10 (35.7) 7 (31.8)

Amblyomma sculptum 1 (33.3) - 3 (10.7) -

Rhipicephalus  (Boophilus)  microplus - - - 4 (18.1)

R . (B.)  microplus  + D . nitens - 1 (7.1) 2 (7.1) 3 (13.6)

A . sculptum  + D . nitens - - 4 (14.2) -

R . (B.)  microplus  + A. sculptum - - 1 (3.5) -

R. (B.) microplus + A. sculptum + D. nitens - - 2 (7.1) -

Total 2 (66.6) 5 (35.7) 22 (78.5) 14 (63.6)  

 

It was observed that D. nitens parasitized the horses indiscriminately because it was 

observed in all the evaluated categories. Also, it was recorded that breeding mares and foals 

presented the highest occurrences of coinfestations by two (A. sculptum / D. nitens; R. (B.) 

microplus / D. nitens) or three [R. (B.) microplus / A. sculptum / D. nitens] tick species (Table 

2). 

 

4. Discussion 

The present study showed for the first time the serological detection of B. burgdorferi 

(s.l.) in horses in the Pantanal region, Mato Grosso do Sul. For the moment, only serological 

evidence has been recorded (Socoloski et al., 2018). However, the seroprevalence found here 

(46.2%), does not rule out the possibility of cross reactions with species related to the 

recurrent fever group (RFG) (Magnarelli et al., 1994; Rogers et al., 1999), since B. theileri 

have been detected in cattle, sheep, horses and R. (B.) microplus ticks in Brazil (Soares et al., 

2000; Yparraguirre et al., 2007; Cordeiro et al., 2018). 
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The occurrence of B. burgdorferi in Brazilian territory still remains unclear due to the 

lack of isolation and the presence of ticks from the Ixodes ricinus complex. And despite the 

low sample, the present study observed more than half of the animals with molecular 

positivity for Borrelia spp. (60%). However, the DNA detected in the horse samples may be 

related to infection by B. theileri, since (i) B. burgdorferi bacteremia is considered low or 

absent (Chang et al., 2000; Maraspin et al., 2011; Talagrand- Reboul et al., 2020), (ii) the 

primers used in the reactions, do not distinguish Borrelia species and (iii) R. (B.) microplus 

was found infesting the horses. 

Our results highlight the importance of using different diagnostic tests to detect Borrelia 

spp. in horses in enzootic areas, such as the combination of molecular and serological assays, 

to better understand the different epidemiological patterns in a given host population. In this 

sense, we observed differences in the infection patterns between the categories of the 

evaluated horses: (i) the high occurrence of positive foals in the molecular test (72.7%), which 

may be related to the initial stage of the infection, since the area of study is enzootic for 

Amblyomma spp. (Ramos et al., 2017), and horses are constantly being exposed to possible 

infected ticks (Štefančíková et al., 2008; Ribeiro et al., 2008), and (ii) adult mares had a 

higher seroprevalence, which it was already expected because adults are more effective at 

controlling spirochete infections than young animals, due to cell-mediated immunity 

(Štefančíková et al., 2008). In addition, we found 58.0% of breeding mares seropositive for B. 

burgdorferi (s.l.) and negative in PCR. In fact, spirocheteemia is considered low (Chang et al., 

2000; Maraspin et al., 2011; Talagrand- Reboul et al., 2020), and may migrate to connective 

tissue, where they can protect themselves from the immune responses of vertebrate hosts, 

establishing chronic infections (Chang et al., 2000, Liang et al., 2004, Singh and Girschick 

2004). 
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The present study showed three different species of ticks parasitizing horses: D. nitens, 

R. (B.) microplus and A. sculptum. Although the species D. nitens is of great importance in 

the health of horses, there are no reports of this species transmitting Borrelia spp. R. (B.) 

microplus, on the other hand, was registered as a vector of Borrelia theileri for cattle and 

horses in Brazil (Yparraguirre et al., 2007; Cordeiro et al., 2018). In fact, the extensive 

livestock production system in the Pantanal region can greatly favor the populations of R. (B.) 

microplus. The presence of A. sculptum, a species with a heteroxenic biological cycle and of 

great importance in animal and public health, was observed among animals and can affect a 

large number of vertebrate species (Ramos et al. 2014), including horses that are considered 

accidental hosts (Butler et al. 2005; Hansen et al. 2010). In addition, these animals share the 

same environments infested by Amblyomma spp. (Ramos et al. 2017), suggesting an 

occurrence of the enzootic wild cycle of Borrelia spp. in the region. 

 

5. Conclusion 

Our results showed that the horses from the region addressed in the Pantanal Sul 

Matogrossense, had contact with Borrelia spp. without interfering with anemia rates. Since (i) 

horses are considered accidental hosts; (ii) the South of the Pantanal has a large population of 

A. sculptum, and (iii) the same region has a wide diversity of wildlife, we suggest this area 

studied should be better monitored for possible enzootic cycles for the spirochete. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 

Nossos resultados indicam que os equinos de Campo Grande – MS e do 

Pantanal Sul Matogrossense podem atuar como hospedeiros-sentinelas para 

agentes bacterianos zoonóticos transmitidos por carrapatos. Além disso, infecções 

simples e múltiplas por Borrelia spp. e agentes Anaplasmataceae podem causar 

alterações em parâmetros hematológicos de cavalos em Campo Grande – MS. 

Ainda, como foi observado o contato entre riquétsias do grupo Febre 

Maculosa com os cavalos utilizados para trabalho, esporte e lazer em Campo 

Grande, alertamos para a importância na saúde pública. 
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Types of contribution
1. Original research papers (Regular Papers)
2. Review articles
3. Letters to the Editor
4. Book reviews

Original research papers should report the results of original research. The material should not have
been previously published elsewhere, except in a preliminary form.
Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal which are of active current
interest. They may be submitted or invited.
Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are
welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editors-in-Chief. It is hoped
that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be of benefit to both
the journal and its readers.
Book reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more than
2 years old and were written in English.

Book reviews will be solicited by the Book Review Editor. Unsolicited reviews will not usually be
accepted, but suggestions for appropriate books for review may be sent to one of the Book Review
Editors noted below:

Dr G. Baneth
School of Veterinary Medicine,
Hewbrew University,
Rehovot,
Israel
gad.baneth@mail.huji.ac.il

Dr E. Papadopoulos
Faculty of Veterinary Medicine,
Aristotle University of Thessaloniki,
Thessaloniki,
Greece
eliaspap@vet.auth.gr

Submission checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
• E-mail address
• Full postal address

All necessary files have been uploaded:
Manuscript:
• Include keywords
• All figures (include relevant captions)
• All tables (including titles, description, footnotes)
• Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
• Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)
Supplemental files (where applicable)

Further considerations
• Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'
• All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa
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• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)
• A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests to
declare
• Journal policies detailed in this guide have been reviewed
• Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements
• We require that non-commercial product names are used throughout the text in submissions. You
may include the commercial name(s) of products in the Material and Methods section, then use only
the non-commercial name thereafter

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN
Ethics in publishing
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

Animal Welfare
Circumstances relating to animal experimentation must meet the International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals as issued by the Council for the International Organizations
of Medical Sciences. They are obtainable from the following URL: https://grants.nih.gov/grants/olaw/
guiding_principles_2012.pdf. Unnecessary cruelty in animal experimentation is not acceptable to the
Editors of Veterinary Parasitology. Please include an animal welfare statement under the heading
"Animal welfare statement" at the end of the text.

Declaration of competing interest
All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors should complete the declaration of competing
interest statement using this template and upload to the submission system at the Attach/Upload Files
step. Note: Please do not convert the .docx template to another file type. Author signatures
are not required. If there are no interests to declare, please choose the first option in the template.
This statement will be published within the article if accepted. More information.

Submission declaration and verification
Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints
Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Use of inclusive language
Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns ("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avoid using "he, she," or "he/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer to
personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition unless they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.
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Author contributions
For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data curation;
Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources;
Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review &
editing. Authorship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example

Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to
be submitted.

Changes to authorship
Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.
Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service
This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source
You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Open access
Please visit our Open Access page for more information.

https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/policies-and-ethics/credit-author-statement
https://www.elsevier.com/authors/article-transfer-service
https://www.elsevier.com/about/policies/copyright
https://www.elsevier.com/about/policies/copyright/permissions
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0007/98656/Permission-Request-Form.docx
https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/submit-your-paper/sharing-and-promoting-your-article
https://www.elsevier.com/journals/veterinary-parasitology/0304-4017/open-access-options
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Elsevier Researcher Academy
Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)
Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Submission
Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

A cover letter is required for each new submission. It should address the novelty and significance
of the work and how it fits within the defined scope of Veterinary Parasitology. Essential information,
issues of concern or potential problems, (such as other publications or submissions containing similar
information) should be identified in the cover letter. Authors who submit papers based on local data/
surveys will need to indicate why their paper is relevant to a broader readership.

Authors are invited to suggest the names of up to 5 referees (with email addresses) whom they feel
are qualified to evaluate their submission. Submission of such names does not, however, imply that
they will definitely be used as referees.

For queries concerning the submission process or journal procedures please visit the Elsevier Support
Center. Authors can check the status of their manuscript within the review procedure using Elsevier
Editorial System.

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial System.

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being considered
for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved the paper for release
and are in agreement with its content. Upon acceptance of the article by the journal, the author(s)
will be asked to transfer the copyright of the article to the Publisher. This transfer will ensure the
widest possible dissemination of information.

Article Transfer Service
This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. More information about this can be found
here: https://www.elsevier.com/authors/article-transfer-service.

Submit your article
Please submit your article via https://www.editorialmanager.com/VETPAR/default.aspx.

PREPARATION
Peer review
This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

https://researcheracademy.elsevier.com/
https://webshop.elsevier.com/language-editing-services/language-editing/
https://webshop.elsevier.com/language-editing-services/language-editing/
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing/
https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review
https://www.elsevier.com/reviewers/what-is-peer-review
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If at all possible please refrain from sending chasers to the Editorial Office asking about the status of
your paper under review, as the Editors aim to review your paper as efficiently as possible and the
enquiry is unlikely to speed up the process.

Use of word processing software
It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check'
functions of your word processor.

Article structure
Manuscripts should have numbered lines with wide margins and double spacing throughout, i.e.
also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript should be numbered.
However, in the text no reference should made to page numbers; if necessary, one may refer to
sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.
Manuscripts in general should be organized in the following order:
Title (should be clear, descriptive and not too long)
Name(s) of author(s)
Complete postal address(es) of affiliations
Full telephone, Fax No. and e-mail address of the corresponding author
Present address(es) of author(s) if applicable
Complete correspondence address including e-mail address to which the proofs should be sent
Abstract
Keywords (indexing terms), normally 3-6 items. Please refer to last index (Vol. 100/3-4).
Introduction
Material studied, area descriptions, methods, techniques
Results
Discussion
Conclusion
Acknowledgments and any additional information concerning research grants, etc.
References
Tables
Figure captions
Tables (separate file(s))
Figures (separate file(s)).

Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate line, without
indentation. Use lower-case letter type.

SI units should be used.

Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and
illustrations which are not in the proper form given in this guide.

Subdivision - numbered sections
Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Essential title page information
• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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• Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.
• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.
• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights
Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via
search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of
your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look
at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

Abstract
A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should be clear, descriptive and not more than 400 words.

Graphical abstract
Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 × 1328 pixels (h × w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 ×
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.
Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

Formulae
1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.

2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only
equations explicitly referred to in the text need be numbered.

4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+, not as Ca++.

6. Isotope numbers should precede the symbols e.g. 18O.

https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights
https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/graphical-abstract
https://webshop.elsevier.com/illustration-services/
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7. The repeated use of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible;
instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as the end
product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P2O5).

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
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or proof reading the article, etc.).
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If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature
1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.

2. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific
names when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

5. For the denomination of parasitic diseases or infections, authors are advised to consult the
Standardized Nomenclature of Animal Parasitic Diseases (SNOAPAD) published in 1988 in Veterinary
Parasitology (Kassai, T. et al., 1988. Vet. Parasitol. 29, 299-326).

Submission of sequence data to databases
New nucleotide or amino acid sequence data must be deposited in publicly accessible databases, such
as GenBank™, EMBL or DDJB, and an accession number obtained and submitted to the Publisher
(at the latest) together with the final, revised manuscript. The accession number should appear
in a separate paragraph in the Materials and Methods section (example: Nucleotide sequence data
reported in this paper are available in the GenBank™, EMBL and DDBJ databases under the accession
numbers: XXXX, XXXX). In order for automatic links to be made between papers and databases,
authors should type the accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number
should always be capitalised. When published they will appear in normal type.
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Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to https://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of
supported databases.

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.
Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork
Electronic artwork
General points
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
• Embed the used fonts if the application provides that option.
• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.
• Number the illustrations according to their sequence in the text.
• Use a logical naming convention for your artwork files.
• Provide captions to illustrations separately.
• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
• Submit each illustration as a separate file.
• Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.
Please do not:
• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;
• Supply files that are too low in resolution;
• Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

https://www.elsevier.com/databaselinking
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
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Illustration services
Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Tables
1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more
tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should never be included in
the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the columns
instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the
bottom of the table.

References
Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/veterinary-parasitology

https://webshop.elsevier.com/illustration-services/
https://citationstyles.org
https://citationstyles.org
https://www.mendeley.com/reference-management/reference-manager/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093/


AUTHOR INFORMATION PACK 15 Apr 2021 www.elsevier.com/locate/vetpar 14

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference Style
1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text of
the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of author's
names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed – if necessary
– by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has shown that..."
"This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12–16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the name of the
first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be used in the
list of references. In this list names of first author and co-authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references
should be arranged alphabetically on author's names, and chronologically per author. If an author's
name in the list is also mentioned with co-authors the following order should be used: publications
of the single author, arranged according to publication dates – publications of the same author with
one co-author – publications of the author with more than one co-author. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1974a, 1974b, etc.

5. Use the following system for arranging your references:
a. For periodicals
Lanusse, C.E., Prichard, R.K., 1993. Relationship between pharmacological properties and clinical
efficacy of ruminant anthelmintics. Vet. Parasitol. 49, 123–158.
b. For edited symposia, special issues, etc., published in a periodical
Weatherley, A.J., Hong, C., Harris, T.J., Smith, D.G., Hammet, N.C., 1993. Persistent efficacy of
doramectin against experimental nematode infections in calves. In: Vercruysse, J. (Ed.), Doramectin
– a novel avermectin. Vet. Parasitol. 49, 45–50.
c. For books
Blaha, T. (Ed.), 1989. Applied Veterinary Epidemiology. Elsevier, Amsterdam, 344 pp.
d. For multi-author books
Wilson, M.B., Nakane, P.K., 1978. Recent developments in the periodate method of conjugating
horseradish peroxidase (HRPO) to antibodies. In: Knapp, W., Holubar, K., Wick, G. (Eds.),
Immunofluorescence and Related Staining Techniques. North Holland, Amsterdam, pp. 215–224.

6. Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of references in accordance with BIOSIS
Serial Sources, published annually by BIOSIS. The correct abbreviation for this journal is Vet. Parasitol.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a notation such
as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.

8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text.

10. Web references may be given. As a minimum, the full URL is necessary. Any further information,
such as Author names, dates, reference to a source publication and so on, should also be given.

11. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by means of
their Digital Object identifier (DOI) code.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

https://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
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Data visualization
Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material
Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

Research data
This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking
If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data
This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE
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Online proof correction
To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Authors can also keep track of the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts informing
them of changes to their manuscript's status, by using the "Track your accepted article" option on the
journal's homepage https://www.elsevier.com/locate/vetpar For privacy, information on each article
is password-protected. The author should key in the "Our Reference" code (which is in the letter
of acknowledgement sent by the Publisher on receipt of the accepted article) and the name of the
corresponding author.

Offprints
The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES
Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com

https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/submit-your-paper/sharing-and-promoting-your-article/share-link
https://www.sciencedirect.com/
https://webshop.elsevier.com/article-services/article-offprints/
https://service.elsevier.com/app/home/supporthub/publishing
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/29155/supporthub/publishing/kw/status+submitted+article/
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/5981/kw/5981/p/13783/supporthub/publishing
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/5981/kw/5981/p/13783/supporthub/publishing


Processo de Submissão 

CLIQUE AQUI PARA TIPOS DE ARTIGO E LIMITES DE PALAVRA 

Todos os envios originais devem conter: 

• Uma declaração de aprovação (ou renúncia) do Comitê de Revisão Institucional (IRB) 

na seção Métodos 

• Seção de agradecimentos (se aplicável) após a conclusão do manuscrito, seguida por 

• Uma declaração de contribuição do autor para cada autor listado, seguido por 

• Uma declaração de divulgação do autor para cada autor listado em uma submissão, 

mesmo que não haja conflitos a serem divulgados, seguido por, 

• Declaração (ões) de financiamento, mesmo que não haja informações de 

financiamento a declarar. 

Consulte APROVAÇÕES DO IRB, CONSENTIMENTO DO PACIENTE E TRATAMENTO ÉTICO DE 

ANIMAIS 

Veja CONFIRMAÇÃO DO AUTOR E DECLARAÇÕES DE DIVULGAÇÃO 

Consulte INFORMAÇÕES DE FINANCIAMENTO: CONFORMIDADE E DECLARAÇÕES 

Todos os manuscritos devem ser preparados de acordo com os Requisitos Uniformes para 

Manuscritos Submetidos a Revistas Biomédicas . www.icmje.org 

Ao enviar seu manuscrito para revisão por pares, esteja preparado para: 

• Digite o título completo do manuscrito 

• Insira os nomes completos e afiliações institucionais de TODOS os autores listados 

• Insira os endereços de e-mail institucionais de TODOS os autores listados 

• Identifique o autor correspondente 

• Digite um título corrido (abreviado) de no máximo 45 caracteres (incluindo espaços). 

• Insira de 3 a 6 palavras-chave ou frases 

• Forneça um resumo estruturado de no máximo 300 palavras 

• Forneça os nomes e endereços de e-mail de pelo menos cinco revisores preferenciais 

em potencial familiarizados com a área. Certifique-se de que os revisores preferidos 

não sejam de sua universidade ou instituição ou com quem você tenha 

colaborado. Qualquer pessoa que o autor não deseja ser considerada também deve 

ser nomeada como um revisor não preferencial. A seleção do revisor final fica a 

critério do Editor. 

Crie um título efetivo 

• Os títulos dos manuscritos devem ser breves, conter termos-chave e identificar 

claramente o propósito do trabalho realizado 

https://home.liebertpub.com/publications/vector-borne-and-zoonotic-diseases/67/policies
https://home.liebertpub.com/publications/vector-borne-and-zoonotic-diseases/67/policies
https://home.liebertpub.com/publications/vector-borne-and-zoonotic-diseases/67/policies
https://home.liebertpub.com/publications/vector-borne-and-zoonotic-diseases/67/policies
https://home.liebertpub.com/publications/vector-borne-and-zoonotic-diseases/67/policies
http://www.icmje.org/
http://www.icmje.org/


• Os títulos dos manuscritos não devem exceder 15 -18 palavras. Exceções podem ser 

feitas com a aprovação do Editor 

• Os títulos dos manuscritos devem ser diretos e diretos. Lembre-se de que a revista tem 

um público global, portanto, uma linguagem não-vernácula clara e concisa é mais 

eficaz 

• Evite o uso de locais específicos no título 

• Não use nomes proprietários / marcas registradas no título 

• Não use acrônimos no título, a menos que sejam universalmente reconhecidos e 

aceitos 

• NOTA : A página de título de sua submissão deve ser incluída como parte de seu 

documento de texto principal (não como um arquivo separado).  

Nomenclatura de arquivos 

Todos os nomes de arquivo devem estar em inglês e conter apenas caracteres 

alfanuméricos. Não inclua espaços, símbolos, caracteres especiais, travessões, pontos ou 

sublinhados. Rotule cada arquivo com o sobrenome do primeiro autor, seguido pelo conteúdo 

do arquivo (ou seja: SmithText; SmithTables; SmithFigureLegends; SmithFig1, etc.) 

Importante: Carregue arquivos individuais de todo o material manuscrito conforme descrito 

aqui - NÃO carregue um arquivo PDF combinado contendo todo o material em sua inscrição.   

Preparação do Manuscrito 

Prepare textos de manuscritos, legendas de figuras e tabelas em Microsoft Word, em espaço 

duplo. A ordem dos elementos em cada manuscrito deve ser: 

• Página de título (com o título do manuscrito completo, todos os autores contribuintes, 

suas afiliações e endereços de e-mail, um título curto, uma denotação do autor 

correspondente e uma lista de 3-6 palavras-chave) 

• Abstrato 

• Texto principal (não incorpore figuras ou tabelas) 

• Conclusão (como um parágrafo separado, não como parte da seção de Discussão) 

• Agradecimentos (se aplicável) 

• Declaração de confirmação de autoria (veja abaixo) 

• Declaração (ões) de divulgação do (s) autor (es) (veja abaixo) 

• Declaração de financiamento (veja abaixo) 

• Referências 

• Legendas de figuras 

• Mesas 

• Arquivos suplementares (se aplicável; NOTA:  As informações suplementares não 

serão editadas ou editadas; serão postadas online conforme fornecidas).    



Texto do Manuscrito 

A contagem máxima de palavras para artigos originais não deve exceder 3.000 palavras. Em 

geral, o texto deve ser organizado nos títulos: Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão e Conclusões. Use apenas abreviações padrão, que podem ser encontradas no 

Manual de Estilo para Autores e Editores da AMA ou no Manual de Estilo de Editores do 

Conselho de Biologia, 10 / e. No primeiro uso, soletre os termos e forneça abreviações entre 

parênteses. Depois disso, use apenas as abreviações. Não é necessário explicitar as unidades 

de medida padrão. Use nomes genéricos para medicamentos, se possível. Se desejar usar o 

nome de um medicamento patenteado na primeira vez que ele aparecer, use o nome genérico 

seguido do nome comercial, fabricante e localização entre parênteses. Se nomes proprietários 

devem ser usados, inclua informações sobre marcas registradas. Os nomes científicos das 

espécies devem aparecer com o gênero escrito por extenso na primeira ocorrência e abreviado 

depois disso. Os nomes de família devem aparecer na primeira ocorrência de espécies 

incomuns. 

Referências   

As referências devem ser citadas no texto usando o sistema de nome / data [por exemplo, 

(Bodinayake et al. 2018)]. A lista de referências no final do manuscrito deve ser em espaço 

duplo e organizada em ordem alfabética por nome e ano. Inclua a seção de referência como 

parte do arquivo de texto principal, não como um arquivo separado. Use abreviações de 

periódicos conforme fornecidas pelo PubMed / Medline. Liste apenas os primeiros quatro 

autores seguidos por et al. Se forem utilizadas referências a comunicações pessoais ou dados 

não publicados, não devem constar da lista de referências. Devem ser citados no texto entre 

parênteses: (AB Jones, comunicação pessoal). Fontes para comunicações pessoais devem 

fornecer aprovação por escrito no momento do envio. Inclua permissão por escrito dos 

autores para citar dados não publicados ou artigos ainda no prelo. Incluir entre as referências 

os artigos aceitos, mas ainda não publicados; identifique o nome da publicação e adicione "In 

Press". Se a referência foi publicada online, forneça o número DOI no lugar do intervalo de 

páginas. 

Estilo de amostra para referências : 

    Artigo de jornal: 

Dawson P, Malik MR, Parvez F, Morse SS. O que aprendemos sobre o surgimento da síndrome 

respiratória do coronavírus no Oriente Médio em humanos? Uma revisão sistemática da 

literatura. Vector Borne Zoonotic Dis 2019; 19: 174-192.   

    Livro: 

Higgs S, Vanlandingham DL, Powers AM, eds. Vírus da Chikungunya e do Zika: Ameaças globais 

emergentes à saúde . Cambridge, MA: Academic Press, um Imprint of Elsevier; 2018. 

    Capítulo em um livro:   

Halstead SB. Doença de Chikungunya e Zika. In: Higgs S, Vanlandingham DL, Powers AM, 

eds. Vírus da Chikungunya e do Zika : Ameaças globais emergentes à saúde . Cambridge, MA: 

Academic Press, um Imprint of Elsevier; 2018: 69-85. 

Figura Legends 



As legendas das figuras devem ser enviadas como um arquivo Word separado e em espaço 

duplo. Na legenda, forneça explicações para quaisquer abreviações, setas, etc. que apareçam 

na figura. As ampliações devem ser incluídas quando apropriado. Se a ilustração for tirada de 

uma publicação protegida por direitos autorais, a permissão deve ser garantida, o crédito 

apropriado deve ser dado na legenda e uma referência correspondente deve aparecer na 

seção de referência. 

Mesas 

Todas as tabelas devem ser preparadas em um único arquivo Word. Forneça um título para 

cada tabela. Cite as tabelas em sequência no texto. Explique as abreviações usadas no corpo 

da tabela nas notas de rodapé. Detalhes das condições experimentais devem ser incluídos nas 

notas de rodapé da tabela. Se a tabela for tirada de uma publicação protegida por direitos 

autorais, a permissão deve ser garantida, o crédito apropriado deve ser dado na legenda e 

uma referência correspondente deve aparecer na seção de referência.   

Figuras 

• O envio de arquivos de figura .TIFF ou .EPS de alta resolução é altamente 

recomendado. 

• As figuras não devem ser incorporadas ao arquivo do manuscrito. 

• Cite as figuras consecutivamente no texto entre parênteses. 

• Uma legenda deve ser fornecida para cada figura e todas as legendas numeradas 

consecutivamente. 

• As imagens não devem mostrar o nome de um paciente ou fabricante.   

• Não inclua nenhuma ilustração em seu arquivo de texto. 

Endereço correspondente 

Após as referências, forneça o nome e a afiliação completa e o endereço de e-mail institucional 

da pessoa para quem a correspondência deve ser enviada. 

Revisões do manuscrito 

Taxas de processamento e códigos de submissão NÃO são exigidos para revisões de 

manuscritos submetidos anteriormente. Para fazer o upload de uma revisão de um 

manuscrito, o autor responsável pelo envio deve fazer login em seu Centro de Autor e clicar 

em “Revised Manuscripts in Draft”. Todos os envios revisados deverão atender a todas as 

condições de formatação aqui descritas. Os envios que não atenderem a esses requisitos serão 

cancelados e devolvidos ao autor responsável pelo envio para configuração adequada. 

Cartas para o editor 

Doenças transmitidas por vetores e zoonoses considerarão Cartas ao Editor comentando o 

conteúdo científico de um artigo publicado na Revista. As cartas não devem exceder 500 

palavras de texto e 5 referências. As cartas enviadas para publicação devem ser originais e não 

devem ser submetidas a nenhuma outra publicação simultaneamente. 

Para perguntas sobre submissões de manuscritos, entre em contato com nossa Divisão de 

Serviços ao Autor . 

https://mc.manuscriptcentral.com/vbz
mailto:%20AuthorServices@liebertpub.com
mailto:%20AuthorServices@liebertpub.com

