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RESUMO

Ehrliquiose € uma doenca de distribuicdo mundial associada a riquetsias, cocos pleomorficos
gram-negativos, transmitidos por carrapatos, capazes de ocasionar doenca em humanos e em
diversas espécies de animais domésticos e selvagens. Esses organismos sdo encontrados em
vacuolos formados por membrana celular nas células de hospedeiros infectados, mais
frequentemente leucdcitos. Com o advento de testes soroldgicos e moleculares, infeccdes por
maltiplos organismos transmitidos por carrapato tém sido reconhecidas com maior freqiiéncia. A
emergéncia de espécies de Anaplasma e Ehrlichia como agentes etiolégicos de patologias
humanas e animais recém- descobertas ou reemergentes intensificou a necessidade de testes
diagnosticos rapidos, sensiveis e especificos. A epidemiologia desses agentes, no entanto, esta

longe de ser elucidada e ha necessidade de mais estudos para que seja esclarecida.

Palavras-chave: Riquetsias, Ehrlichia, vetores, diagnostico.



ABSTRACT

Ehrlichiosis is a worldwide distribution disease associated with the tick-transmited rickettsiae,
gram-negative plomorphic cocci, capable of causing disease in humans and in several species of
domestic and wild animals. These organisms are found in membrane-lined vacuoles within the
cytoplasm of infected host cells, most often leukocytes. With the advent of increased serologic
and molecular testing, infections with multiple tick-borne organisms has been recognized with
increasing frequency. The emergence of Anaplasma and Ehrlichia species as etiological agents of
newly discovered or reemerging animal and human pathogens have intensified the need for rapid,
sensitive and specific diagnostic testes. The epidemiology of these disease is far from clear and

more studies are needed to elucidate it.

Key-words: Ehrlichiosis; tick-transmited; disease; diagnosis.
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1. INTRODUCAO:

Desde 1932 foram identificadas, em diversas partes do mundo, varias espécies de organismos
intracelulares obrigatdrios, pertencentes ao género Ehrlichia. Inclusdes celulares eram, até entéo,
as principais evidéncias da existéncia desses microorganismos que mesmo atualmente ndo tém
sua epidemiologia completamente elucidada (Egenvall et al., 1997; Egenvall et al., 2000; Cohn et
al., 2003).

Rotineiramente, o diagndstico definitivo de erliquioses é baseado em achados hematoldgicos,
bioguimicos e soroldgicos (McBride et al., 1996).

Estes agentes sdo foco de estudos e pesquisas constantes e atraem atencdo ndo somente por
atuarem como agentes etiolégicos de doencas animais, mas principalmente por caracterizarem
zoonoses em potencial, de forma ainda mais preocupante nas comunidades menos assistidas.
Adicionalmente, trabalhadores rurais e veterinarios, que possuem contato mais proximo com uma
variedade de animais, estdo expostos a uma gama de vetores e agentes carreados por eles
(Egenvall et al., 1997; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003; Tate et al., 2005).

Presume-se que todas as espécies do género Ehrlichia sejam transmitidas por vetores, dentre eles
artropodes. Assim, paises cujo clima favorece o desenvolvimento dos mesmos, possuem maior
incidéncia de infeccBes por hemoparasitas (Cohn et al., 2003; Moreira et al., 2003; Paddock et al.,
2003; Tate et al., 2005).

Infeccbes por Ehrlichia sp. podem mimetizar diversas doencas infecciosas através de
apresentacdes clinicas extremamente varidveis (Cohn et al., 2003). No entanto, com o advento de
técnicas sorologicas e moleculares precisas ocorreram aumentos significativos nas detecgdes de
infeccdes e co-infeccdes transmitidas pelos carrapatos (Suksawat et al., 2000; Inokuma et al.,
2003; Paddock et al., 2003; Loftis et al., 2006).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicéo

Erliquias sdo cocos pleomorficos, gram-negativos, agentes etiologicos de doencas em diversas

espécies animais e em seres humanos. Assemelham-se mais estreitamente as Rickettsias do que a



outros organismos gram-negativos, pois nao ocasionam endotoxemia, além de necessitarem de
um vetor capaz de promover sua transmissao atraves da secregdo salivar (Dawson et al., 1991;
Panciera et al., 2001; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003).

Rickettsias sdo organismos de distribuicdo global, incluindo Estados Unidos da América, Africa,
Europa, América do Sul e Asia (McBride et al., 1996; Inokuma et al., 2005).

Ha relatos de infeccBes por esses agentes por todo o mundo, sendo descritos em praticamente
todos os continentes (Kim et al., 2006).

De uma perspectiva evolucionaria, as bactérias gram-negativas, transmitidas por vetores (vector-
borne diseases) estdo bastante adaptadas para causar infecgdes persistentes num ndmero crescente
de animais domésticos e selvagens que podem atuar como reservatorios. Esses organismos
geralmente causam infeccdes intracelulares de longa duracdo em eritrocitos, mondcitos,
neutrdfilos, plaquetas e, potencialmente, células do endotélio vascular (Maggi et al., 2006; Kim et
al., 2006).

Atribui-se a varias espécies de carrapato a responsabilidade pela disseminacdo de tais agentes
(Loftis et al., 2006). Alguns estudos utilizaram PCR, associado a outras ferramentas moleculares
epidemioldgicas em amostragens de carrapatos, permitindo determinar a prevaléncia de algumas
infeccBes de acordo com a distribuicdo geografica de vetores (Inokuma et al., 2003; Kim et al.,
2006).

Riquetsias sdo parasitas intracelulares obrigatérios, freqlientemente encontrados em vacuolos
delimitados por membranas no citoplasma de células eucariotas, das quais as mais comumente
infectadas sdo os leucdcitos. Os mecanismos que impedem a fusdo de lisossomos aos
endossomos que abrigam os microorganismos ainda ndo estdo claramente definidos (Holland et
al., 1985; Arrada-Alvarado et al., 2003; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003).

Devido a caracteristica de localizagdo intracelular, esses microorganismos dificultam a atuagédo
do sistema imune e a resposta humoral acaba por ser ineficiente. A defesa do organismo depende
quase que exclusivamente da resposta celular (fagocitose) para eliminacdo do agente. Dessa
forma, as terapias antimicrobianas tém sua eficacia bastante reduzida (Holland et al., 1985;
Harrus et al., 1997; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003).

Sugere-se que a resposta imune humoral ndo possui um papel importante na defesa do organismo

contra essas infecgdes, ao contrario, hipdteses indicam que ela possa contribuir para a patogénese
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da doenca ja que a grande producdo de anticorpos pode gerar deposi¢cdo de imunocomplexos
(Harrus et al., 1997).

As Riquetsias, de uma forma geral, exigem condi¢cdes muito especificas para crescimento em
meios de cultivo, dificultando seu isolamento até mesmo porque as células da linhagem
monocitica canina, necessaria para o isolamento e cultivo, permanecem viaveis por curtos
periodos, em média duas semanas (Dawson et al., 1991; Rikihisa et al., 1991; Suksawat et al.,
2000; Maggi et al., 2006).

Em determinadas fases da infecgdo, quando as amostras sanguineas tém resultados negativos de
PCR, é possivel detectar os organismos em outros locais. A evasdo da circulagdo tem como
objetivo evitar a resposta imune. Estudos recentes sugerem que as espécies do género Ehrlichia
migram para tecidos conectivos densos (fascias e seus muasculos). Outra hipotese é que, mesmo
que Ehrlichias granulociticas sejam mais comumente observadas em células granulociticas, elas
persistam em células mononucleares de vida longa (Egenvall et al., 2000).

Os principais parasitas caninos estabelecidos sé@o Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii e Anaplasma
platys (antigamente sob a nomenclatura de Ehrlichia platys), enquanto Ehrlichia chaffensis,
agente endémico do veado americano (Odocoileus virginianus) é considerada um agente
zoondtico, causador da erliquiose monocitica humana (Panciera et al., 2001; Inokuma et al.,
2003; Tate et al., 2005).

Muitas espécies de carrapatos sdo capazes de transmitir os parasitas horizontalmente do vetor
para 0 hospedeiro eucarioto. O carrapato Rhipicephalus sanguineus, também conhecido como
carrapato marrom ou vermelho do cdo, é responsavel pela transmissdo da espécie E. canis, além
de E. ewingii e, possivelmente, A. platys (Huxsoll et al., 1970; McBride et al., 2001; Cohn et al.,
2003; Inokuma et al., 2003; Irwin et al., 2005; Loftis et al., 2006).

A transmissdo de E. ewinggi se d4, no entanto, principalmente através do vetor Ambliomma
americanum, enquanto espécies de Ixodes sdo responsaveis pela disseminacdo de A.
phagocytophila. Um Unico carrapato pode ser responsavel pela transmisséo de mais de um tipo de
agente. Tanto um mesmo carrapato infectado com mais de um agente simultaneamente, quanto
varios carrapatos infectados com um Unico agente cada, podem transmitir os parasitas a0 mesmo
hospedeiro, caracterizando co-infeccdes com mdltiplos patégenos. Mdltiplos patégenos
normalmente desencadeiam doencas mais complexas e severas, dificultando o diagndstico e
tratamento dos pacientes (Pusterla et al., 2000; Cohn et al., 2003; Loftis et al., 2006).
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2.2 Historico

A erliquiose canina foi descrita pela primeira vez na Argélia em 1935, por Donatien e Lestoquard
que observaram organismos nas células mononucleares circulantes de caes infestados por
carrapatos, o vetor dessa doenca. Estes organismos foram chamados inicialmente de Rickettsia
canis. Posteriormente, em 1945, foi renomeado como Ehrlichia canis, em homenagem a Paul
Ehrlich, por Moshkovski (Rikihisa et al., 1991; Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002; Cohn
et al., 2003). Casos de erliquiose canina forma descritos posteriormente em paises como Uganda
e Nigéria (Almosny et. al., 2002).

O primeiro caso de erliquiose relatado e descrito nas Américas ocorreu em 1957, na regido das
Antilhas Holandesas. Tratava-se de uma infec¢do associada & Babesia canis (Almosny et. al.,
2002).

No ano de 1963, houve o primeiro relato de caso da doenga nos EUA, no estado de Oklahoma,
identificada através de inclusdes celulares no esfregaco sangliineo de um céo portador de
babesiose (Rikihisa et al., 1991; Almosny et. al., 2002).

Entre os anos de 1968 e 1969, durante a guerra do Vietna, diversos cdes militares dos EUA e
Inglaterra foram acometidos por uma doenca caracterizada como sindrome hemorragica de inicio
subito e etiologia desconhecida. Denominacgdes diversas como sindrome hemorragica idiopatica,
doenga do céo rastejador e pancitopenia tropical canina foram propostas (Rikihisa et al., 1991;
Almosny et. al., 2002; Beaufils et al., 2002; Cohn et al., 2003).

Em 1969 foi descrita uma doenga hemorragica em caes nativos de Singapura e cdes militares na
Tunisia (Huxsoll et al., 1970; Rikihisa et al., 1991; Almosny et. al., 2002).

Apenas no final da década de 1960 estabeleceu-se que o agente etioldgico responsavel era E.
canis, classificada como Rickettsia. Anteriormente considerava-se que este organismo estava
envolvido apenas no desencadeamento de doencas brandas, exceto em filhotes, de forma que
novas investigacdes surgiram para definir o papel do agente (Almosny et. al., 2002).
Posteriormente infec¢fes de cdes e eqlinos foram atribuidas a E. canis e outras espécies de
Ehrlichia (Cohn et al., 2003). Entretanto, somente na década de 1980, com o reconhecimento da

erliquiose como possivel doenca zoondtica fatal, intensificaram-se as pesquisas para

12



caracterizacdo do organismo e definicdo da patofisiologia do agente (Cohn et al., 2003; Paddock
et al., 2003).

A primeira cidade brasileira a relatar ocorréncia de casos de erliquiose canina foi Belo Horizonte-
MG em 1973. Posteriormente casos foram descritos no Rio de Janeiro- RJ, Santa Maria — RS
(1985) e Curitiba — PR (1988) (Almosny et. al., 2002; Moreira et al., 2003).

Em Israel, E. canis teve sua ocorréncia relacionada a presenca do carrapato R. sanguineus, vetor
do agente causador da doenca (Almosny et al., 2002; Loftis et al., 2006).

Atualmente ha relatos de casos em todo territorio brasileiro, entretanto existem diferencas no
desenvolvimento de sinais clinicos entre as regides (Almosny et. al., 2002; Aguirre et al., 2006).
A especie E. canis € a causa mais comum de infec¢do natural em cées, considerada também a
mais severa. Foram descritas causando infeccdo natural as espécies E. platys (atualmente, apos
reclassificacdo, conhecida como Anaplasma platys), E. equi, E. risticcii e E. ewingii, E.
chaffensis (Suksawat et al., 2002; Almosny et. al., 2000; Paddock et al., 2003).

2.3 Relacdo taxondmica das espécies de Ehrlichia

O reconhecimento de diversas espécies relacionadas a E. canis, porém com caracteristicas
distintas dela, associado a disponibilidade de modernas técnicas de biologia molecular (PCR,
sequenciamento, clonagem, dentre outras), direcionaram a pesquisa as mais diversas descobertas
e progressos, culminando numa extensa reclassificacdo e mudancas de nomenclatura (Egenvall et
al., 1997; Dumler et al., 2001; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003; Inokuma et al., 2005).

As espécies do género Ehrlichia foram primeiramente agrupadas de acordo com suas
caracteristicas de tropismo celular. De acordo com esse sistema, eram divididas em formas
monociticas, enquadrando-se E. canis e E. risticii, formas trombociticas (E. platys) e formas
granulociticas (espécies E. ewingii e E. equi) (Egenvall et al., 1997; Dumler et al., 2001; Beaufils
et al., 2002; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003).

As limitacBes desse sistema logo se tornaram evidentes, pois as infecgfes ocorriam em mais de
um tipo celular, comprovando que o tropismo celular ndo é absoluto (Cohn et al., 2003; Paddock
et al., 2003).

A reclassificacdo dos organismos se deu com o advento das técnicas de biologia molecular,

agrupando novamente as espécies através da comparacdo de homologia das sequéncias
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ribossomais (Egenvall et al., 1997; Dumler et al., 2001; Cohn et al., 2003; Inokuma et al., 2005).
Suas similaridades permitiram o agrupamento dos patdgenos e sua reclassificagdo, cujas maiores
implicacdes resultaram na realocacdo de algumas espécies do género Ehrlichia, familia
Rickettsiaceae, para a familia Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001; Beaufils et al., 2002; Cohn
et al., 2003; Paddock et al., 2003; Inokuma et al., 2005; Aguirre et al., 2006). Portanto, os géneros
que atualmente constituem a familia Anaplasmataceae sdo Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia e
Wolbachia (Dumler et al., 2001; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003; Inokuma et al., 2005;
Aguirre et al., 2006).

Membros do mesmo género possuem marcada reacdo cruzada em testes soroldgicos, enquanto
essas reacOes entre cada género sdo minimas (Dumler et al., 2001; Cohn et al., 2003).

Segundo a reclassificacdo, o genogrupo 1 Erlichia mantém o nome do género, enquanto o
membros do genogrupo 2 mudam de Ehrlichia para Anaplasma e os membros do terceiro
genogrupo recebem o nome de Neorickettsia (Dumler et al., 2001; Beaufils et al., 2002; Cohn et
al., 2003; Paddock et al., 2003; Inokuma et al., 2005).

Organismos anteriormente conhecidos como E. equi, E. phagocytophila e o agente da erliquiose
granulocitica humana (HGE) diferem em, no méximo, trés nucleotideos e sdo considerados uma
mesma espécie: A. phagocytophila (Pusterla et al., 2000; Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003;
Inokuma et al., 2005).
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Figura 1-Diagrama filogramatico da familia Anaplasmataceae baseado nas sequiéncias do 16S rRNA. Fonte:
Cohn, L. A. Ehrlichiosis and related infections. Vet Clin Small Anim 33 (2003) 863-884.

2.4 Caracterizagdo

2.4.1 Anaplasma Platys

No ano de 1978 Harvey e colaboradores descreveram um microorganismo semelhante a Ehrlichia
sp., responsavel pela trombocitopenia ciclica induzida. Caes submetidos & infeccdo experimental
apresentaram, num intervalo de sete a doze dias, organismos infectando plaquetas apenas
(Egenvall et al., 1997; Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002; Beaufils et al., 2002; Inokuma
etal., 2002; Aguirre et al., 2006).

O Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology reconhece a descri¢cdo do organismo por French
& Harvey em 1983 como organismo parasita exclusivo de plaquetas de cées, possuidor de
membrana dupla e divisdo por fissdo binaria. Apresenta coloracdo basofilica em esfregacos
corados por Giemsa, com dimensdes entre 0,4 a 1,2 um, e formatos distintos: achatada,
arredondada ou ovalada (Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002; Martin et al., 2004; Aguirre
et al., 2006; Eddlestone et al., 2006).
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A. platys é um agente bastante difundido. Foi descrito nos EUA, Japdo, Itdlia, Venezuela,
Tailandia, Franca, Grécia, Taiwan, Brasil, dentre outros paises (Inokuma et al., 2002).

Infecgcbes sdo correlacionadas a casos de uveite em cédes (Panciera et al., 2001; Almosny et. al.,
2002), além de sinais clinicos inespecificos como anorexia, letargia, depressdo, perda de peso e
descargas muco-purulentas. Ao exame fisico, febre, linfadenomegalia e palidez de mucosas
foram descritos (Harrus et al., 1997; Beaufils et al., 2002; Inokuma et al., 2002; Martin et al.,
2004; Huangl et al., 2005; Aguirre et al., 2006).

O tropismo por plaquetas é Unico dentre as doencas relacionadas a esse tipo de patdégeno, muito
embora outros patdgenos possam ocasionar trombocitopenia (Egenvall et al., 1997; Cohn et al.,
2003; Martin et al., 2004; Aguirre et al., 2006). A. platys multiplica-se apenas em plaguetas de
cdes, podendo ser transmitida por inoculacdo intravenosa de sangue oriundo de cdes infectados
(Almosny et. al., 2002; Martin et al., 2004; Aguirre et al., 2006).

O vetor desse microorganismo permanece desconhecido, mas suspeita-se que seja 0 carrapato
Rhipicephalus sanguineus, pois sdo comuns infeccdes concomitantes de E. canis e A. platys
(Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002; Inokuma et al., 2002; Cohn et al., 2003; Martin et al.,
2004; Irwin et al., 2005; Aguirre et al., 2006; Loftis et al., 2006).

A transmissdo de A. platys se d& pela inoculacdo de sangue contaminado. Os cdes parasitados
manifestam trombocitopenia ciclica de moderada a severa ciclica, com periodicidade de uma a
duas semanas, que ocorre simultaneamente com a parasitemia das plaquetas (Harrus et al., 1997,
Almosny et al., 2002; Cohn et al., 2003).

Durante a parasitemia a trombocitopenia permanece acentuada, tornando-se branda
posteriormente a fase aguda ou até mesmo normalizando valores apds trés a quatro dias
(Almosny et. al., 2002; Irwin et al., 2005; Eddlestone et al., 2006). SituacGes de estresse como
cirurgias, doencas concomitantes, nutricdo inadequada e prenhez podem precipitar doenca clinica
em animais com doenca sub-clinica (Beaufils et al., 2002).

A fase aguda caracteriza-se por parasitemia ciclica, seguida de trombocitopenia e linfadenopatia
generalizada (Almosny et. al., 2002; Inokuma et al., 2002; Huangl et al., 2005; Irwin et al., 2005;
Aguirre et al., 2006; Eddlestone et al., 2006). Passado o periodo de parasitemia a infeccdo
assemelha-se a outras infeccGes que promovem trombocitopenia (E. canis, Babesia canis e

Rickettsia rickettsii) (Eddlestone et al., 2006). Apesar da diminuicéo significativa no numero de
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plaquetas circulantes, os cdes infectados raramente apresentam sinais de hemorragias
significativas (Almosny et. al., 2002; Huanget al., 2005).

Trombocitopenia regenerativa esta presente em grande parte dos casos e promove, indiretamente,
a reducdo da agregacdo plaquetaria (Almosny et. al., 2002). A partir da observacdo da medula
Ossea pode-se verificar hiperplasia megacariocitica na fase aguda da doenca, embora as demais
linhagens celulares dos cées infectados podem estar normais ou hiperproliferativas (Almosny et.
al., 2002). O mecanismo pelo qual ocorre trombocitopenia ndo foi completamente elucidado.
Presume-se que plaquetas alteradas sejam retiradas da corrente circulatéria através de sequestro
esplénico ou outros sitios, além de sofrerem fagocitose por macréfagos no bacgo, figado e medula
0ssea e ataques imunes (Romero-Guzman et al., 2000; Beaufils et al., 2002; Eddlestone et al.,
2006).

O namero de eritrocitos e leucocitos também sofre reducdo a medida que a doenga evolui, porém
ndo o suficiente para caracterizar anemia e leucopenia (Almosny et. al., 2002; Beaufils et al.,
2002).

No primeiro relato de A. platys em cdes nativos de Israel, além das manifestacGes clinicas
conhecidas, a presenca de plaquetas gigantes caracterizadas como sendo jovens e observadas
apenas em casos de erliquiose granulocitica foi associada ao agente (Almosny et. al., 2002).
Infecgbes associadas de varias espécies do género Ehrlichia ou outras doencas podem gerar
quadros mais graves (Almosny et. al., 2002; Beaufils et al., 2002).

Animais doentes apresentam ocorréncia de hipergamaglobulinemia, com elevagéo dos valores de
IgM e IgA. (Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002). Observa-se ainda a redugdo dos niveis e
da capacidade de fixacédo de ferro (Almosny et. al., 2002).

O diagnostico visual dessa Riquetsia, a partir da visualizacdo de inclusdes nas plaquetas, €
considerado dificil, visto o carater ciclico da trombocitopenia. Além disso, o teste de
imunofluorescéncia indireta detecta anticorpos para A. platys durante um curto periodo ap6s o
aparecimento de plaquetas parasitadas, entretanto essas espécies ndo produzem reac6es cruzadas
quando realizados testes sorolégicos (Almosny et. al., 2002; Beaufils et al., 2002; Cohn et al.,
2003; Martin et al., 2004).
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2.4.2 Anaplasma phagocytophila (Ehrlichia equi)

A real incidéncia de infeccBes por A. phagocytophila em cées é desconhecida (Cohn et al., 2003).
Entretanto, acredita-se ter sido primeiramente notificada como uma forma pouco usual de E.
canis, devido a sua reproducdo e formacdo de moérula no citoplasma de neutrdfilos e
mononucleares. No ano de 1982, foi relatada a ocorréncia da infec¢do natural em dois cées da
Califérnia, habitando regides em que a infeccdo por Anaplasma phagocytophila é endémica para
a espécie equina. Ha relatos de que tenha sido primeiramente descrita em 1989 por Bellstrom na
Suécia (Egenvall et al., 1997; Egenvall et al., 1998; Egenvall et al., 2000; Almosny et. al., 2002;
Cohn et al., 2003).

InfeccBes naturais por esse agente em cédes sao normalmente acompanhadas de letargia, apatia,
trombocitopenia, febre e depresséo (Egenvall et al., 1998; Egenvall et al., 2000; Almosny et. al.,
2002; Cohn et al., 2003; Inokuma et al., 2005). No entanto, infec¢Ges experimentais
desencadeiam doenca moderada (Cohn et al., 2003). Neutropenia, linfopenia, eosinopenia e
trombocitopenia, além de inclusdes em granuldcitos, foram achados laboratoriais em caes
experimentalmente infectados e monitorados (Egenvall et al., 1998; Egenvall et al., 2000).
Egenvall e colaboradores comprovaram que a imunocompetencia do paciente esta diretamente
relacionada a agudizacdo da infeccdo. Animais infectados, sem sinais clinicos, recebiam
administracdo de corticdides e, pouco tempo apos, percebia-se 0 agravamento do quadro, com
aparecimento de inclusfes celulares e sintomatologia (Egenvall et al., 1998; Egenvall et al.,
2000).

Cées infectados cronicamente apresentam depressao moderada, dificuldade de locomocéo e titulo
de anticorpos bastante elevado (Egenvall et al., 1998; Egenvall et al., 2000).

Suspeita-se que carrapatos sejam os vetores do agente, embora 0 modo de transmissao permanece
desconhecido (Egenvall et al., 1998; Almosny et. al., 2002; Huang et al., 2005; Inokuma et al.,
2005). Sabe-se apenas que a maior parte dos casos desenvolve-se no outono (Cohn et al., 2003).
A. phagocytophila, apesar de capaz de desencadear quadros de poliartrite, 0 faz com menor
frequéncia do que aqueles atribuidos a E. ewingii (Cohn et al., 2003).

Testes sorologicos ndo apresentam reagdes cruzadas com E. canis, pelo fato de que pertencem a
géneros distintos (Egenvall et al., 1998; Cohn et al., 2003). E ainda uma das Riquetsias

conhecidas que apresenta menor grau de especificidade por hospedeiros quando comparada com
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as outras do género Ehrlichia (Cohn et al., 2003). Além de acometer o cdo, atribui-se a esse
organismo ocorréncia da erliquiose granulocitica eqlina, febre do carrapato em pequenos
ruminantes, erliquiose granulocitica humana e infec¢bes também em felinos (Egenvall et al.,
1997; Egenvall et al., 1998; Cohn et al., 2003; Huangl et al., 2005; Inokuma et al., 2005).

2.4.3 Neorickettsia risticii (Ehrlichia risticii)

Agente causal da febre equina de Potomac, infecta equlinos, cées e felinos e, assim como 0s
outros agentes descritos, é transmitido através de picadas de carrapatos, além de pequenos
artropodes (Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003).

Possui um ciclo de vida complexo, apenas recentemente elucidado, envolvendo caramujos como
hospedeiros intermediarios (Cohn et al., 2003).

Descrita no ano de 1985 por Holland e colaboradores, promove infec¢Bes leves ou inaparentes
em caes (vOmitos e letargia), que podem permanecer como portadores assintomaticos do agente
(Almosny et al., 2002; Cohn et al., 2003).

Estudos epizodticos em cdes e gatos de areas endémicas para erliquiose eqlina revelaram a
presenca de anticorpos para Neorickettsia risticii (Almosny et al., 2002). Conforme esperado, ndo

apresentam reac0es soroldgicas cruzadas com outros agentes (Cohn et al., 2003).

2.4.4 Ehrlichia ewingii

Em 1971 foi descrita a ocorréncia de Ehrlichia em granulécitos de cdes que apresentavam
infeccdo branda. Posteriormente sugeriu-se que as inclusdes neutrofilicas fossem consideradas
uma forma de E. equi (Almosny et. al., 2002).

A espécie E. ewingii foi relatada no ano de 1985 como sendo o agente etioldgico da erliquiose
granulocitica canina, devido a presenca de morulas em granulécitos de cdes acometidos por
poliartrite aguda. A espécie pode ser antigenicamente relativa a E. canis e produz uma infeccéo
subclinica, causando febre e muitas anormalidades hematoldgicas, dentre as quais se destacam
neutropenia, linfocitose e trombocitopenia num periodo entre 18 e 24 dias ap0s a infeccdo
(Almosny et al., 2002). Essas caracteristicas sdo atribuidas a infeccdo moderada sistémica em

cdes (Panciera et al., 2001).
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Ha casos em que o animal infectado demonstra sinais neuroldgicos, podendo decorrer de
meningite, entretanto, ndo ha registros de doencas oculares como as relatadas em infecgdes por E.
canis (Panciera et al., 2001; Almosny et. al., 2002).

A identificacdo apenas da morula granulocitica ndo permite diferenciar a infeccdo por A.
phagocytophila da ocasionada por E. ewingii, muito embora a distribuicdo geogréfica desses
agentes possa fornecer indicios a respeito do real agente envolvido (Cohn et al., 2003).

Panciera e colaboradores em recente estudo demonstraram com relativa facilidade, através de
infeccOes experimentais com E. canis, E. ewingii, E. chaffensis e o agente da HGE, a indugéo de
inflamacdo nas meninges cerebrais e tecido ocular de cdes. A magnitude e composicao celular da
reacao inflamatoria permitem a identificacdo de infecgdes pelos agentes através de histopatologia
ocular (2001).

InfeccBes caninas sdo comumente associadas com poliartropatias cursando com dor e edema das
articulacdes, além de febre (Cohn et al., 2003). Pode-se verificar o aparecimento de mérulas em
células polimorfonucleares do liquido sinovial (Almosny et al., 2002).

Ambos os agentes da HGE da erliquiose por E. ewingii promovem um quadro indiferenciado em
humanos sem, no entanto, associarem-se a doencas do sistema nervoso central ou oculares
(Panciera et al., 2001; Cohn et al., 2003).

N&o ha certezas a respeito do vetor responsavel pela disseminacdo do agente, entretanto, ha
suspeitas de que seja o carrapato Amblyomma americanus e, possivelmente, o carrapato
Rhipicephalus sanguineus. Suspeita-se, também, da participacdo de Dermacentor variabilis em
alguns casos (Almosny et. al., 2002). Os animais sdo mais afetados no verdo e primavera,
estacOes em que estes vetores estdo mais ativos (Cohn et al., 2003).

Os casos dessa enfermidade tém sido correlacionados com aparecimento de febre, letargia,
vomito e diarréia. As andlises laboratoriais revelam anemia normocitica e normocrémica,
trombocitopenia com presenga de plaquetas gigantes, linfopenia e eosinopenia (Almosny et. al.,
2002).

H& ainda a possibilidade de co-infeccdes de E. ewingii, E. equi e E. canis ou ocorréncia de

reacOes soroldgicas cruzadas entre elas (Almosny et. al., 2002).
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2.4.5 Ehrlichia chaffensis e Ehrlichia sennetsu

Ehrlichia chaffensis foi o primeiro patdgeno do género Ehrlichia a ser relatado como causador de
doencas em humanos na América do Norte. O patdgeno cursa com sintomatologia inespecifica,
podendo provocar a morte se ndo for corretamente tratado (Cohn et al., 2003; Paddock et al.,
2003). Trata-se de um agente endémico a espécie Odocoileus virginianus (White-tailed deer),
veado tipico dos EUA, promovendo a erliquiose monocitica em humanos, enquanto agentes ainda
ndo completamente caracterizados promovem a erliquiose granulocitica humana (Egenvall et al.,
1997; Panciera et al., 2001, Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003; Tate et al., 2005).
Considerada um patdégeno emergente, Ehrlichia chaffensis provoca infecgdes especialmente
importantes em pacientes imunodeprimidos. Diversos trabalhos ressaltam sua importancia em
relacdo a pacientes HIV positivos que desenvolvem quadros freqiientemente fatais (Paddock et
al., 2003). Animais jovens sdo naturalmente mais susceptiveis as infec¢bes por esses agentes,
pois seu sistema imune ainda ndo esta completamente desenvolvido (Almosny et. al., 2002;
Paddock et al., 2003).

Ehrlichia sennetsu afeta humanos e foi descrito no Japdo. Tem tropismo por células
mononucleares e provoca a febre sennetsu em humanos, considerados hospedeiros naturais
(Holland et al., 1985; Almosny et. al., 2002). E comum que pessoas suspeitas de erliquiose
humana apresentem febre e tenham histdrico de contato recente com carrapatos (Holland et al.,
1985; Dawson et al., 1991).

Cées sdo susceptiveis a infeccBes experimentais por E. chaffensis e E. sennetsu como descrito por
Misao & Kobayashi em 1956 (Holland et al., 1985; Almosny et. al., 2002), com demonstracfes
de infeccdo moderada a inaparente (Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003).

E possivel que os carrapatos Amblyomma americanus e Dermacentor variabilis sejam vetores de
E. chaffensis nos EUA (Almosny et. al., 2002).

Cées, macacos e camundongos podem infectar-se com E. sennetsu (Egenvall et al., 1997;
Almosny et. al., 2002).

Sao descritos casos de reacOes cruzadas entre E. sennetsu, E. canis e E. risticii (Almosny et. al.,
2002).
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Segundo Dawson et al. (1991), a morula da Rickettsia responsavel pela erliquiose humana nos
EUA, assemelha-se bastante aquelas vistas em células infectadas por E. canis (Cohn et al., 2003;
Paddock et al., 2003).

A confirmacdo da infeccdo no estudo de Dawson deu-se através de sorologia e PCR (Dawson et
al., 1991). O sequenciamento dos produtos obtidos nas reaces de PRC (16S rRNA) revelou que
os isolados dos pacientes utilizados no estudo sao similares, mas ndo idénticos a E. canis (98,7%
de homologia na sequiéncia) (Dawson et al., 1991; Pusterla et al., 2000; Suksawat et al., 2000;
Paddock et al., 2003). Assim, somente através de PCR é possivel diferenciar E. canis de E.
chaffensis, ja que cdes infectados apresentam titulos positivos para ambas devido a reacGes
cruzadas (Cohn et al., 2003; Paddock et al., 2003).

Células infectadas analisadas por eletromicrografia revelaram que os corpusculos de inclusdo sdo
envoltos por uma membrana citoplasmética distinta. Cada organismo individualmente é
circundado por uma membrana plasmatica internamente e a parede celular externamente. Essa
caracteristica facilita a evasdo do organismo de ataques do sistema imune (Dawson et al., 1991;
Paddock et al., 2003).

Esses organismos sdao extremamente pleomorficos, tendo de formas ovais a diamantes (Dawson
etal., 1991).

Os principais sinais clinicos relatados em pacientes humanos acometidos pela erliquiose humana
incluem febre, mialgia, dores de cabeca, leucopenia, trombocitopenia e elevacao da atividade das
enzimas hepéticas (Dawson et al., 1991; Paddock et al., 2003).

Ha evidéncias de que cdes também sdo susceptiveis a esse agente, além do agente responsavel
pela HGE (Pusterla et al., 2000; Panciera et al., 2001; Paddock et al., 2003).

2.4.6 Ehrlichia canis

Foi a primeira Ehrlichia a ser descrita como patdogeno de importancia veterinaria e,
provavelmente, a mais estudada. Possui ampla distribuicdo mundial com prevaléncia elevada
prevaléncia, morbidade e mortalidade em regides de clima quente (Rikihisa et al., 1991; McBride
et al., 2001; Cohn et al., 2003; Irwin et al., 2005).

O desenvolvimento desta rickettsia inclui trés estagios, incluindo corpusculo elementar,

corpusculo inicial e morula. Individualmente, o organismo é chamado de corpusculo elementar,
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apresentando aspecto geralmente de cocos ou elipses, entretanto, o pleomorfismo é bastante
freqiiente (McBride et al., 2001; Almosny et. al., 2002).

Sua natureza € insidiosa e, portanto, a erliquiose canina é observada durante todo o ano (Almosny
et. al., 2002).

Os achados clinicos associados a infec¢do por E. canis sdo varidveis, dependendo de diversos
fatores como a cepa do organismo, o status imune do hospedeiro, além da raca do animal (Harrus
et al., 1997; Cohn et al., 2003; Aguirre et al., 2006). E uma doenca observada numa ampla
variedade de racas, porém, animais da raca Pastor Alemdo desenvolvem uma apresentacdo mais
severa, devido a sua maior susceptibilidade a infeccdo em relacdo a outras ragas, no entanto, o
motivo pelo qual ocorre essa maior susceptibilidade ainda ndo esta claro (Huxsoll et al., 1970;
Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003).

Animais mesticos (ndo puros) parecem ter uma resisténcia mais elevada as infec¢des por erliquias
(Harrus et al., 1997).

Um quadro hemorragico severo algumas vezes caracterizado como pancitopenia tropical esta
normalmente associado a presenca de anemia aplasica (por alteracfes causadas pelo agente no
microambiente medular), ocorrendo em alguns cdes aproximadamente 60 dias ap0s a infec¢do
(Rikihisa et al., 1991; Almosny et. al., 2002). Algumas vezes epistaxe € o Unico sinal que animais
infectados por E. canis apresentam (Huxsoll et al., 1970).

A infeccdo ocorre de forma semelhante aos demais membros do género Ehrlichia, ocorrendo
quando carrapatos infectados alimentam-se e sua secre¢édo salivar é inoculada no local da picada.
O agente ao qual se atribui a transmissao da erliquiose € o carrapato Rhipicephalus sanguineus,
conhecido também como carrapato marrom ou vermelho dos cées (Huxsoll et al., 1970; Rikihisa
et al., 1991; Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003). Acredita-se que a
transmissao se da durante a fase ninfal e por adultos do artropode_(Almosny et. al., 2002).

H& comprovacGes de que nenhum carrapato fémea (teledginas) dessa espécie € capaz de
transmitir a E. canis para sua progénie, assim como nao ha evidéncias do microorganismo no
ovario de carrapatos infectados experimentalmente. Esses estudos evidenciam que o
Rhipicephalus sanguineus é o vetor da erliquiose canina, mas ndo o reservatorio do agente.
Depois de infectado, carrapatos transmitem a Rickettsia por 155 dias (Almosny et. al., 2002).

O ciclo bioldgico da Ehrlichia canis nos carrapatos inicia-se quando o mesmo alimenta-se do

sangue de cdes durante as primeiras semanas ap6s a infeccdo do animal. O microorganismo se
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multiplica nos hemdcitos e células da glandula salivar do carrapato, penetrando no trato
digestivo, promovendo sua infeccdo. Apesar de se saber que os estagios de vida do agente no
carrapato sdo 0s mesmos descritos nos caes, o ciclo bioldgico do agente ndo estd completamente
descrito (Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003).

InfeccOes experimentais sdo possiveis através da inoculagdo subcutinea, intravenosa,
intraperitoneal de sangue ou emulséo de 6rgdos (Almosny et. al., 2002).

Canideos selvagens podem atuar como reservatérios do agente etioldégico em questdo, tendo sido
demonstrada infeccdo natural em um chacal (Lycaon pictus), e experimental em um coiote, com
E. canis e Babesia canis (Almosny et. al., 2002).

Os corpusculos elementares do parasita penetram nas células do hospedeiro (mondcitos no caso
da E. canis) através de fagocitose, entretanto ndo ocorre fusdo fagolisossomal nas células
infectadas e os corpusculos elementares desenvolvem-se, entdo, no interior desses fagossomos
(Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003).

A replicacdo do organismo se da por fissdo binaria e ap0s trés a cinco dias um pegueno nimero
de estruturas compactas formadas pelos corpusculos elementares sdo observadas como inclusdes
pleomdrficas (corpusculos iniciais) (Almosny et. al., 2002).

Ap6s um periodo de desenvolvimento no interior dos vacuolos (sete a doze dias) os corpusculos
iniciais se desenvolvem, adquirindo a forma de morula, que é caracteristica desse género. A
visualizacdo da morula no interior das células mononucleares ocorre, geralmente, durante 0s
periodos febris (Huxsoll et al., 1970; Almosny et. al., 2002; Arraga-Alvarado et al., 2003; Cohn
et al., 2003).

Embora ocorram normalmente no interior de células mononucleares de caes, as morulas podem
ser ocasionalmente encontradas no interior de linfécitos e até mesmo neutrofilos (Huxsoll et al.,
1970).

E comum que se encontre mais de uma morula no interior dos mononucleares infectados. A
célula se rompe, liberando esses corpusculos constituintes da morula que infectam outra célula
que acaba por se romper, iniciando-se, assim, um novo ciclo infeccioso. Essa liberacdo ocorre por
lise ou exocitose (Almosny et. al., 2002).

Acredita-se que as morulas aproximem-se das membranas citoplasmaticas das células
hospedeiras, alterando a sua morfologia, além de promoverem diminui¢des nos niveis de calcio

nas células parasitadas (Almosny et. al., 2002).
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A doenca promovida pela Rickettsia E. canis ocorre tipicamente em trés fases: aguda, subclinica
e cronica (Rikihisa et al., 1991; Panciera et al., 2001; McBride et al., 2001; Cohn et al., 2003).

A fase aguda ocorre de 1 a 3 semanas ap6s o animal ter sido picado pelo carrapato infectado e
caracteriza-se por febre, linfadenomegalia, esplenomegalia, dores musculares, anemia néo
regenerativa, trombocitopenia e leucopenia, num quadro de leve a moderado (Rikihisa et al.,
1991; Panciera et al., 2001; McBride et al., 2001; Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003). A
fase aguda da infec¢do dura em torno de dois a quatro semanas e a replicacdo do organismo
ocorre dentro de celulas mononucleares infectadas (Almosny et. al., 2002).

Segue-se a fase subclinica, que persiste por meses a anos. O animal nesse estado é considerado
portador do agente etioldgico (Rikihisa et al., 1991; Panciera et al., 2001).

A infeccdo pode progredir para uma fase cronica, na qual os sinais clinicos mais severos da
doenga ocorrem. E. canis pode ocasionar meningites e doencas oculares (Panciera et al., 2001).

E. canis possui predilecdo por células encontradas na micro-circulacdo dos pulmdes, rins e
meninges de cdes, sendo a epistaxe causada por hemorragias caracteristicas dos pulmdes ou
mucosa nasal (Almosny et. al., 2002).

Na fase crbnica da erliquiose, elas disseminam-se pelo organismo, instalando-se nas células
reticuloendoteliais do figado, baco e linfonodos, onde se multiplicam em macro6fagos e linfocitos,
resultando em hiperplasia linforeticular, ocasionando aumento de volume dos érgédos envolvidos
(Almosny et. al., 2002).

Células mononucleares infectadas disseminam-se para outros 0Orgdos, onde aparentemente
interagem com células endoteliais de vasos de pequeno calibre, induzindo vasculite ou resposta
inflamatdria perivascular ap6s a migragédo para o tecido subendotelial (Almosny et. al., 2002).

A alteracdo hematoldgica mais consistente diz respeito a trombocitopenia, resultante de uma
combinacdo de fatores. Ocorre hipoplasia megacariocitica, inflamagdo do endotélio vascular, que
desencadeia o0 consumo de plaquetas, destruicdo imunomediada das mesmas (deposicdo de
imunocomplexos), além do seqiiestro pelo bago pela diminuicdo de sua meia-vida (Almosny et.
al., 2002; Cohn et al., 2003).

Como resultado da vasculite e lesdes endoteliais, pode-se estabelecer um quadro de coagulagéo
intravascular disseminada (Almosny et. al., 2002).

Alteracbes na funcdo plaquetaria também sdo relatadas em casos de cdes infectados pela

Rickettsia em questdo. A liberacdo de fator 11l plaquetario, que possui atividade pro-coagulante,
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promove a diminuicdo da adesdo plaquetaria. Outra hipOtese que pode estar associada a
anteriormente descrita é que alguns defeitos plaquetarios justifiquem-se pela superposicdo da
membrana plaquetaria com macroglobulinas, que também responsaveis por sua destruicdo auto-
imune (Almosny et. al., 2002).

Em momentos de trombocitopenia, os animais infectados podem apresentar aparecimento de
petéquias, epistaxe, hematuria ou hemorragia gastrointestinal, dependendo da contagem
plaquetaria (Almosny et. al., 2002). Os tempos de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo
de protrombina (TP) apresentam-se dentro dos valores de referéncia na maioria dos casos, no
entanto, o tempo de sangramento mostra-se prolongado (Huxsoll et al., 1970; Beaufils et al.,
2002).

Na fase aguda da erliquiose ocorre a inibicdo da migracdo das plaquetas numa fase anterior ao
decréscimo numérico dessas e, antes mesmo, do aparecimento de anticorpos humorais
especificos. Através da visualizacdo das plaquetas através do microscopio de varredura de
elétrons, pode-se constatar que o fator de inibicdo da migracdo plaquetaria comprometeu a
formacdo de pseuddpodes das plaquetas, induzindo ao arredondamento, aglutinacdo e
“vazamento” das plaquetas. Aparentemente, o fator de inibicdo plaquetaria é produto de
linfocitos ativados (Almosny et. al., 2002).

A diminuicdo da capacidade de adesdo das plaquetas relaciona-se, também, a reducdo numérica
que ocorre durante a fase aguda da infeccdo, correlacionada a presenca de anticorpos anti-
plaquetérios, além da acdo da direta da E. canis sobre as plaquetas circulantes (Almosny et. al.,
2002; Cohn et al., 2003 ).

A ativacdo da imunidade humoral gera o aparecimento de anticorpos antinucleares, anti-
plaquetarios e anti-eritrocitarios na circulacdo, existindo evidéncias da producao de linfocinas e
de fator inibidor da migracao de leucocitos (Harrus et al., 1997; Almosny et. al., 2002).

Outra possivel alteracdo hematoldgica pode ser o decréscimo da producgdo de células vermelhas,
ocasionada pelo processo inflamatorio (Almosny et. al., 2002).

E comum que a erliquiose ndo seja diagnosticada primariamente, pois sinais clinicos
inespecificos como febre, corrimento 6&culo-nasal, letargia, anorexia, depressdo, polilria,
polidipsia, esplenomegalia e linfadenopatia generalizada s&o sinais clinicos inespecificos
(Almosny et al., 2002; Cohn et al., 2003). Além disso, muitos pacientes sobrevivem a fase aguda

e permanecem na fase subclinica (Rikihisa et al., 1991; Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003).

26



A fase subclinica da erliquiose, durante a qual o animal permanece aparentemente saudavel, esta
associada a persisténcia do organismo (mantido nas células mononucleares do bacgo),
concomitantemente a elevacdo dos titulos de anticorpos séricos (aparecimento de sete a 21 dias
apos a infeccdo) (Almosny et al., 2002; Cohn et al., 2003). O titulo elevado de anticorpos reflete
a ineficiente e exuberante resposta imune, incapaz de eliminar o organismo. Associa-se as
manifestacbes mais severas da fase cronica da erliquiose, dentre elas a sindrome da
hiperviscosidade e as glomerulonefrites (Harrus et al., 1997;Almosny et. al., 2002; Cohn et al.,
2003).

Achados hematoldgicos desse estadgio da doenca podem assemelhar-se aos encontrados na fase
aguda, incluindo trombocitopenia, anemia arregenerativa e resposta leucocitaria variavel e
hipergamaglobulinemia (Almosny et. al., 2002; Cohn et al., 2003).

A duracdo dessa fase depende da imunocompetencia dos cédes. Aqueles imunocompetentes sdo
capazes de eliminar o microorganismo, caso contrario, pode ocorrer o desencadeamento da fase
crénica da doenca (Almosny et. al., 2002).

A fase cronica da doenca caracteriza-se pela apresentacdo de sinais clinicos inespecificos: perda
de peso, letargia, anorexia, além de tendéncias a sangramentos espontaneos (petéquias,
equimoses, epistaxe, hematuria, hematoquesia). Além disso, a persistente estimulacdo antigénica
promove hipergamaglobulinemia, podendo resultar em doencas glomerulares imunomediadas
(glomerulonefrite ou sindrome nefrética), acompanhadas de pancitopenia (Rikihisa et al., 1991;
Almosny et al., 2002; Cohn et al., 2003). N&o é raro que se encontre casos de uveites associadas,
além de sintomatologia nervosa (ataxia, paresia, deficiéncias proprioceptivas e nistagmo) (Cohn
et al., 2003).

Alguns animais podem apresentar episddios subsequentes de sangramento por diversos meses,
ocasionando a morte (Huxsoll et al., 1970).

Co-infeccdes (babesiose, hepatozoonose ou infec¢Ges oportunistas) sé@o bastante comuns e
dificultam a diferenciacao de sinais clinicos e achados laboratoriais, muitas vezes exacerbando a
sintomatologia da doenca (Huxsoll et al., 1970; Almosny et al., 2002; Irwin et al., 2005).

Alguns estudos realizados com cdes esplenectomizados observaram que esses apresentavam
sintomas mais brandos que os cées ndo esplenectomizados, sugerindo que o bago tem importante
papel na patogenia da erliquiose monacitica, produzindo mediadores e outras substancias capazes

de atuar na patogenia da doenca, envolvendo mecanismos imunes (Almosny et. al., 2002).
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Estudos correlacionaram alguns fatores ao progndéstico da doenga, concluindo que os fatores
determinantes na morte de animais infectados por erliquiose incluem a raca do animal, contagem
de células vermelhas e leucdcitos, concentracdo de hemoglobina além de nimero de plaquetas
(quanto mais severa for a trombocitopenia, maiores as chances de que o paciente ndo sobreviva).
Outros fatores demonstraram pouca influéncia no progndstico dos pacientes, incluindo idade,

sexo, concentracao de proteina plasmatica total e confinamento dos animais (Harrus et al., 1997).

3. DIAGNOSTICO

N&o ha um teste Unico para diagnosticar essas doencas. Ao contrario, o diagndstico é alcancado
através da combinacdo de indicadores clinicos e hematoldgicos, evidéncias soroldgicas e
confirmacdo molecular.

Colbnias de coloracdo pdarpura, contendo granulos cocodides, presentes em mondcitos e
neutrofilos de caes foram primeiramente descritas por Neitz & Thomas em 1938 (Almosny et. al.,
2002). A maior parte das inclusdes citoplasmaticas permanece visivel por apenas trés dias,
dificultando o diagndstico (Egenvall et al., 1997).

Infelizmente a deteccdo de membros da familia Anaplasmataceae € extremamente dificil, pois
sdo bactérias fastidiosas intracelulares e seu isolamento e caracterizacdo necessitam de
laboratérios equipados com sofisticados aparelhos o que impede que o diagndstico dessas
infeccBes em paises pobres como a Africa (Inokuma et al., 2005). No Brasil, ha poucas pesquisas

relacionadas a patofisiologia das riquetsias, sendo uma area relativamente recente de estudos.

3.1 Achados clinico-patologicos

Antes do desenvolvimento da técnica de PCR, o diagndstico das doencas transmitidas pelos
carrapatos era dependente de isolamento em cultura celular, analises soroldgicas utilizando
ELISA, técnicas de Imunofluorescéncia indireta e western immunoblotting (Rikihisa et al., 1991;
Maggi et al., 2006).

Assim como no exame fisico e na anamnese, anormalidades clinico - patoldgicas tendem a ser

pouco especificas (Cohn et al., 2003).
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Inclusdes celulares caracterizam infec¢des por microorganismos do género Ehrlichia, porém, sua
auséncia ndo exclui ocorréncia de infeccdo, embora quanto maior o nimero de inclusdes, mais
severa a manifestacdo da doenca (Egenvall et al., 1998). Diversos estudos descrevem a utilizacéo
da capa flogistica (buffy-coat) a fim de maximizar as chances de visualizagdo de inclusGes ao
microscopio eletrdnico, ou ainda, para a realizacdo de PCR dessa porcdo celular (Rikihisa et al.,
1991; Eddlestone et al., 2006).

A infeccdo pode ser acompanhada de algum grau de trombocitopenia, anemia arregenerativa
(moderada a severa), contagem de leucdcitos totais variavel (diminuida, normal ou elevada) e
hiperglobulimenia devido a, mais comumente, gamopatia policlonal, porém, também é possivel
que a gamopatia seja monoclonal, quando deve-se tomar cuidado para que ndo seja diagnosticada
erroneamente como mieloma multiplo (Huxsoll et al., 1970; Rikihisa et al., 1991; Harrus et al.,
1997; Cohn et al., 2003).

Outras anormalidades bastante freqlientes dizem respeito a bioquimica sérica, incluindo
hipoalbuminemia, elevacdo da atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA), alanina amino
transferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), além de concentracdes elevadas de creatinina e
uréia (Egenvall et al., 1997; Harrus et al., 1997; Egenvall et al., 1998; Cohn et al., 2003).
Animais com infec¢bes cronicas, cursando ou ndo com glomerulonefrites, podem manifestar
proteindria (Egenvall et al., 1997; Cohn et al., 2003).

Aspirados de medula dssea revelam uma citologia alterada, com elevacdo no numero de células
plasméticas associada a hiperplasia (sugestiva de infecgdes cronicas) ou hiperplasia de outros
elementos medulares (infec¢des agudas ou cronicas) (Cohn et al., 2003).

Espécies emergentes de Anaplasma, Bartonella e Ehrlichia sdo agentes etiologicos emergentes
ou reemergentes de animais e humanos e promoveram a intensificacdo da necessidade de
diagnosticos rapidos, sensiveis e especificos (Irwin et al., 2005; Maggi et al., 2006).

O diagndstico dessas patologias normalmente baseia-se na realizacdo de PCR e soroconversao,
entretanto, atualmente a histopatologia de tecido ocular tem fornecido embasamento para
diagnostico. Conforme dito anteriormente, as caracteristicas do infiltrado inflamatério, além de
sua intensidade, nos tecidos podem ser relacionadas a infec¢bes por Riquetsias (Panciera et al.,
2001).

AlteracOes inflamatdrias no epitélio ocular envolvem tipicamente a retina, o corpo ciliar, a iris e

plexo cordide (Panciera et al., 2001).
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Os infiltrados inflamatdrios meningiais sdo geralmente caracterizados por células monociticas,
linfociticas e plasmocitarias, distribuidas focalmente ou disseminadamente pela piaaracnoide,

entretanto as células presentes em maior quantidade sdo os monadcitos (Panciera et al., 2001).

3.2 Evidéncias soroldgicas

As técnicas sorologicas sdo as mais rotineiramente empregadas como testes confirmatorios de
diagndstico para infecgBes por Rickettsias (Rikihisa et al., 1991; Egenvall et al., 1997; Harrus et
al., 1997; Egenvall et al., 1998; Cohn et al., 2003).

O principio dos testes é detectar ndo 0 organismo em si, e sim, 0s anticorpos reativos (Rikihisa et
al., 1991; Egenvall et al., 1997; Harrus et al., 1997; Cohn et al., 2003; Maggi et al., 2006).

Esses testes ndo sdo totalmente confidveis, pois a deteccdo de titulos positivos em areas
endémicas nao é evidéncia suficiente para garantir que o animal esta doente. Outra questdo a ser
levada em consideracéo € que animais que sdo infectados podem eliminar o agente, entretanto os
titulos de anticorpos permanecem por bastante tempo, assim, pode-se chegar a resultados
falsamente positivos. Da mesma forma, titulos negativos ndo eliminam a possibilidade de
infeccdo, pois o0 animal pode estar montando sua resposta a infeccdo ou ainda, cessado de
produzir anticorpos, como ocorre com animais extremamente debilitados (Rikihisa et al., 1991;
Cohn et al., 2003; Maggi et al., 2006).

Outra consideracdo é que anticorpos gerados por estimulo de uma espécie podem ou ndo reagir
com outras espécies (reacdo cruzada). Espécies classificadas dentro do mesmo género possuem,
por exemplo, reacdes cruzadas extremamente fortes, entretanto é esperado que uma reagédo
soroldgica mais intensa ocorra em resposta ao organismo que realmente esta causando a infec¢éo,
todavia, as reacdes cruzadas ndo estdo relacionadas a protecdo cruzada (Rikihisa et al., 1991;
Cohn et al., 2003; Maggi et al., 2006).

Os mais comumente utilizados sdo os de imunofluorescéncia indireta (IFA), para a qual os titulos
sdo considerados positivos a partir de 1:40, e testes ELISA. Técnicas de Western blotting séo
uteis na diferenciagdo soroldgica de espécies de Ehrlichia e podem ser realizadas em associa¢do
com testes soroldgicos a fim de obter resultados mais precisos (Rikihisa et al., 1991; Egenvall et
al., 1997; Harrus et al., 1997; Egenvall et al., 1998; Cohn et al., 2003; Eddlestone et al., 2006;
Maggi et al., 2006;).
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3.3 Diagnostico molecular

Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) utiliza primers, que por definicdo sdo pequenos
segmentos de nucleotideos capazes de se ligar a areas conservadas de DNA do organismo
testado, amplificando uma regido do mesmo e, dessa forma, permitindo sua identificacdo (Cohn
etal., 2003).

O diagnostico pode ser feito utilizando primers gerais (selecionam regifes comuns a todos 0s
organismos incluidos no mesmo género) ou primers especificos (selecionam regides especificas
do DNA de um Unico organismo). A combinacdo desses primers, utilizando-se primeiramente o
primer geral, a fim de pré-selecionar as amostras positivas para quaisquer parasitas pertencentes
ao mesmo género, e a seguir utilizar primers especificos para a espécie que se procura, é pratica
bastante freqliente no diagnostico de hemoparasitoses (Egenvall et al., 2000; Inokuma et al.,
2003; Martin et al., 2004; Maggi et al., 2006; Kim et al., 2006). Estudos comprovam a maior
eficiéncia dessa pratica em relacdo a utilizacdo unicamente do primer geral, pois além de detectar
um maior nimero de amostras positivas, a utilizacdo do primer especifico detecta a persisténcia
da infecgdo por periodos mais longos (maior sensibilidade e especificidade) (Egenvall et al.,
2000; Martin et al., 2004).

Resultados de PCR podem ser negativos para amostras de sangue devido a retirada de células
contaminadas da circulacdo (clearance), sem, no entanto, debelar a infeccdo (Eddlestone et al.,
2006).

Eddlestone e colaboradores (2006) descreveram a realizagdo de PCR em fragmentos do baco e
aspirados de medula 6ssea, constatando infeccdo mesmo nos periodos em que os resultados de
PCR de amostras sangiineas eram negativas.

O DNA de algumas espécies de Ehrlichia sp. foram detectados por periodos superiores a seis
meses utilizando primers especificos, além disso, amostras permaneceram como positivas,
mesmo quando eram consideradas negativas pelo esfregaco sangiiineo ou pelas condi¢des dos
pacientes (Egenvall et al., 2000).

A utilizacdo de PCR direto e nested detecta 0 DNA de organismos no sangue e tecidos, porém

ndo fornecem dados quantitativos, razdo pela qual a realizacdo de TagMan PCR (maior
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sensibilidade e precisdo na quantificacio do DNA encontrado) séo utilizados com bastante
freqiiéncia (Inokuma et al., 2003; Eddlestone et al., 2006; Maggi et al., 2006; Kim et al., 2006).
As praticas de biologia molecular aperfeicoam-se rapidamente, com desenvolvimento de primers
mais especificos, como é o caso do utilizado para deteccdo do gene responsavel pela codificacdo
da enzima citrato sintetase (gltA) do género Anaplasma (Inokuma et al., 2002; Inokuma et al.,
2005), além de aumentarem a sensibilidade, reduzindo o nimero de falsos positivos (Martin et
al., 2004).

4. TRATAMENTO

Antibioticos do grupamento das tetraciclinas tem sido o tratamento de escolha para infeccdes por
erliquias por vérios anos (Cohn et al., 2003).

Por sua excelente absorcdo doxiciclina e minociclina tém sido as drogas mais freqlientemente
utilizadas (Egenvall et al., 1997; Cohn et al., 2003).

Embora a maior parte dos estudos seja direcionada para E. canis a doxiciclina tem se mostrado
extremamente eficaz para outras espécies responsaveis por infeccdo (Egenvall et al., 1997; Cohn
et al., 2003).

Além da antibioticoterapia, tratamentos de suporte devem ser adotados a medida que se fizerem
necessarios, principalmente em infeccGes que ameacam a vida do paciente (Cohn et al., 2003).
Acredita-se que curtos tratamentos com doxiciclina sejam capazes de negativar PCR de amostras
sanguineas, eliminando completamente os agentes causadores da infeccdo (Beaufils et al., 2002).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os agentes riquetsiais sdo parasitas intracelulares obrigatorios que podem ocasionar doenga em
humanos e animais e sdo transmitidos por vetores, mais comumente carrapatos (Aguirre et al.,
2004).

A doencga possui apresentagdes bastante variadas o que, frequentemente, pode dificultar o
diagndstico (Aguirre et al., 2004).
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Ensaios sorolégicos de diagnostico apresentam desvantagens por ndo distinguirem reacdes
cruzadas entre os diferentes géneros de Ehrlichia, além de dependerem do titulo de anticorpos
presentes no momento do teste (Aguirre et al., 2004).

Alem disso, a localizacdo intracelular desses microorganismos dificulta a atua¢do do sistema
imune e a eficacia de terapias convencionais. Além disso, Riquetsias, de uma forma geral,
exigem condi¢bes muito especificas para crescimento em meios de cultivo, dificultando seu
isolamento (Dawson et al., 1991; Rikihisa et al., 1991; Suksawat et al., 2000; Maggi et al., 2006).
Ensaios de PCR sdo formas rapidas e sensiveis de se realizar o diagndstico de diversas
enfermidades, dentre elas as infeccdes por agentes riquetsiais como é o caso das Erliquias, com a
vantagem de ser extremamente especifico (Mcbride at al., 1996).

O teste diagnoéstico clinicamente mais confiavel para diagnéstico de erliquioses é através de
técnicas soroldgicas como IFA. Entretanto, testes soroldgicos tém desvantagens: anticorpos 1gG
ndo sdo detectados antes de uma a trés semanas pds infeccdo e reacBes cruzadas podem ocorrer
entre as espécies de Ehrlichia. As técnicas de biologia molecular superaram o desempenho dos
testes sorologicos, sendo amplamente utilizadas (McBride et al., 1996; McBride et al., 2001;
Inokuma et al., 2005).

Ha evidéncias de erliquiose em quase todas as espécies, inclusive humana (Inokuma et al., 2005).
No entanto, existe a necessidade de estudos mais aprofundados a fim de se conhecer a real

fisiopatologia da doencga, formas de transmissao e vetores envolvidos no processo.
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