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RESUMO - ROTONDANO, T.E.F. Doencas transmitidas por carrapatos em caes nas
mesor r egifes do sertdo e agreste do estado da Paraiba. Doencas transmitidas por carrapatos séo
uma importante causa de morbidade e mortalidade em cées (Canis lupus familiaris) de todo o
mundo, com o Rhipicephalus sanguineus (0 carrapato marrom do cdo), apontado como vetor de
va&rios patdgenos. Pesquisar locais com condigdes potenciais para 0 desenvolvimento destas
doencas, como presenca de carrapatos vetores e seus hospedeiros, e a pesquisa dos agentes
responsaveis que circulam numa populagdo sdo importantes para o controle dos agravos. Nosso
trabalho objetivou investigar a ocorréncia das principais doencas transmitidas por carrapatos em
cades nas mesorregides do sertdo (clima semiérido) e agreste (clima Umido) do estado da Paraiba.
Amostras de sangue foram coletadas juntamente com a aplicacdo de um questionério
epidemiol 6gico visando a obtencdo de informacfes sobre 0s cées e seus proprietarios. As amostras
sanguineas foram analisadas por exame direto, provas hematol 6gicas, soroldgicas e moleculares e
os resultados foram avaliados por programa estatistico. Inicialmente buscou-se determinar a melhor
fracdo sanguinea para extragdo de DNA visando o diagnéstico de erliquiose e anaplasmose caninas
por NPCR. O sangue total demonstrou ser a melhor fonte de DNA em comparacdo as fragdes de
papa leucocitaria, granuldcitos, mononucleares e coagulo sanguineo, provavelmente por abergar
bactérias intracel ularmente como também livres no plasma, oriundas de lise celular. Além disso, foi
possivel identificar, pela primeira vez no estado da Paraiba, a infeccdo canina por Anaplasma
platys. Ehrlichia canis, também reconhecida pela primeira vez na regido, apresenta-se como
principal agente transmitido por carrapatos aos caes, no estado da Paraiba. Verificou-se como
fatores de risco paraerliquiose o ato de ndo vacinar os caes, 0 animal ser fémea, o regime de criacéo
semi-domiciliar e solto, e os proprietarios serem anafabetos ou terem cursado apenas o primeiro
grau. Anemia, leucopenia e trombocitopenia também apresentaram associagdo significativa com a
ocorréncia da erliquiose. Detectou-se pela primeiravez na area estudada Babesia canis vogeli e uma
correlagdo significativa foi observada entre a diminuicdo de plaquetas e a babesiose. Hepatozoon
spp. ndo foi observado no estudo. Anticorpos para Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephalii,
R. amblyommii e R. felis foram detectados em cées dos municipios estudados, sendo essa a primeira
evidéncia (sorologica) de Rickettsia spp. no estado da Paraiba. O encontro de infecgdes por B. canis
vogeli, A. platys e Rickettsia spp. indica que esses agentes devem ser incluidos no diagndstico
diferencia narotinameédica veterinaria.

Palavras-chave: Céaes, Carrapato, Diagnostico, Rickettsia spp., Erliquiose, Babesiose.



ABSTRACT - ROTONDANO, T.E.F. Tick-borne diseases in dogs in the “sertdo” and
“agreste’ regions of the state of Paraiba. Tick-borne diseases are a major cause of morbidity and
mortality in dogs (Canis lupus familiaris) worldwide, with Rhipicephalus sanguineus (the brown
dog tick), incriminated as a vector of several pathogens. Study of local conditions with potential for
development of these diseases, presence of tick-vectors and their hosts, and research of pathogens
circulating in a population are important for health problems control. Our study aimed to investigate
the occurrence of major dog's tick-transmitted diseases in the “sertdo” (semiarid climate) and
“agreste” (wet climate) in the State of Paraiba. Blood samples were collected along with the
application of an epidemiological questionnaire aimed at obtaining information on the dogs and
their owners. The blood samples were analyzed by direct examination, hematological, serological
and molecular tests and the results were evaluated by statistical program. Initially we determined
the best blood fraction as DNA source for canine ehrlichiosis and anaplasmosis diagnosis by nPCR.
Whole blood revealed the best DNA source compared to the leukocyte, granulocytes, and
mononuclear blood clots, probably for containing intracellular, as well as, free bacteria in plasma,
delivered by cell lysis. Furthermore, it was possible to identify, for the first time in the state of
Paraiba, canine Anaplasma platys infection. Moreover, Ehrlichia canis was recognized for the first
time in the region, and presented as the main tick transmitted agent to dogs, in the state of Paraiba.
It was found as risk factors for ehrlichiosis: not vaccinate dogs, females, semi — household and
street dogs, and poorly educated owners. Anemia, leukopenia, and thrombocytopenia were
significantly associated with ehrlichiosis occurrence. Babesia canis vogeli was detected for the first
time in the area studied and a significant correlation was observed between platel ets decreasing and
babesiosis. Hepatozoon spp. had not been observed in the study. Antibodies to Rickettsia rickettsii,
R. parkeri, R. rhipicephalii, R. amblyommii and R. felis were detected in dogs in the area studied
providing the first evidence (serological) of Rickettsia spp. in the state of Paraiba. Unveiling B.
vogeli canis, A. platys and Rickettsia spp. infection in the region studied indicates that these agents
should be included in the differential diagnosisin veterinary medical routine.

Keywords: Dogs, Tick, Diagnosis, Rickettsia spp., Ehrlichiosis, Babesiosis.
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1. INTRODUCAO

As doengas transmitidas por vetores aos cdes representam um grupo variado e complexo
de patologias, incluindo a anaplasmose, babesiose, bartonelose, borreliose, dirofilariose, erliquiose,
leishmaniose e rickettsioses, com novas sindromes sendo descobertas a cada ano. Muitas dessas
doencas podem causar graves condi¢des clinicas, com risco de vida, em cdes, com um ndmero
consideravel tendo potencial zoondtico, afetando, dessa forma, a populacdo humana. Hoje essas
doencas representam uma ameaca global crescente a medida que continuam a sua propagagao longe
de suatradicional ocorréncia geografica e restricdes temporais.

A erliquiose monocitica canina (EMC) causada pela Ehrlichia canis € uma doenca
multissistémica a qual se manifesta nas formas aguda, subclinica ou crénica. Estas manifestagtes
podem ser afetadas pela viruléncia de diferentes cepas e co-infecgdes com outros patdgenos
também transmitidos por carrapatos, como Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis. A
trombocitopenia ciclica canina ocorre quando, principalmente, as plaquetas séo infectadas por
Anaplasma platys (anteriormente classificada como E. platys). O tropismo dessa espécie por
trombdcitos € Unico entre os agentes erliquiails, mesmo apesar de todos esses causarem
trombocitopenia.

A babesiose canina causa febre, anorexia, esplenomegalia, anemia e trombocitopenia
grave. B. canis vogeli € o agente etiolégico mais difundido entre os cées, devido a natureza
cosmopolita de seu hospedeiro, o carrapato marrom do cdo, Rhipicephalus sanguineus. Os
protozoarios do género Hepatozoon podem infectar 0os cées quando esses ingerem carrapatos, ou
partes deles, infectados com o patdgeno. Essa infeccdo € geralmente mal diagnosticada pelos
veterinarios haja vista que os sinais clinicos apresentados pelo animal séo semelhantes aos de outras
doengas transmitidas por carrapatos, tais como erliquiose e babesiose.

As rickettsioses sdo doencas causadas por bactérias da familia Rickettsiaceae na qual esta
classificado 0 género Rickettsia, ocorrem mundialmente sendo transmitidas por uma variedade de
espécies de carrapatos, cada uma com exigéncias especificas. Dessa forma, a epidemiologia das
vérias rickettsioses € determinada pela distribuicdo geogréfica especifica do carrapato vetor. Na
condicdo de hospedeiro para os carrapatos vetores da Febre Maculosa Brasileira (FMB), 0 cdo pode
ser utilizado como importante sentinela em estudos de vigilancia epidemioldgica e a prevaléncia de
reacOes sorol 6gicas positivas em cdes de uma érea geogréfica pde em evidéncia o risco de infecgdo
humana.

O estado da Paraiba localiza-se na regido Nordeste do Brasil e possui um clima quente,
com temperaturas elevadas durante todo o ano. Na regido litorénea, o clima é classificado como

tropical Umido, com temperaturas médias em torno de 24°C, em direcdo ao interior o clima
16



abundante é o semiérido, caracterizado pelas chuvas escassas e irregulares, com baixa pluviosdade.
Os estudos acerca da ocorréncia de doencgas transmitidas por carrapatos, bem como das ferramentas
de diagnéstico dessas doencas nessa area ainda sdo escassos. Dessa forma, o presente trabalho
apresenta, no formato de artigos, trés diferentes estudos os quais objetivaram o desenvolvimento de

métodos de diagnostico e uma melhor compreensdo dareal situacéo epidemiol 6gica dessas doencas.

17



2. JUSTIFICATIVA

E sabido que os cées constituem fonte de infecgdo de diversos patdgenos, transmitidos por
carrapatos, para os humanos. Em uma era de zoonoses emergentes pesquisar locais que possuem
potencial para desenvolver condices para 0 aparecimento destas doencas € importante para
alcancar o diagnostico precoce, tratamento e controle, fundamentais para a manutencdo do bem
estar animal e humano. Além disso, embora as doengas estudadas no presente trabalho ja tenham
sido bastante pesguisadas no Brasil, a regido em questéo ainda encontra-se carente de trabalhos que
reflitam a real situacdo epidemioldgica das mesmas e explorando ferramentas de diagnostico

eficazes.
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3.0BJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia e prevaéncia das principais doencas, de importancia médica,
transmitidas por carrapatos aos caes nas mesorregioes do sertdo e agreste do estado da Paraiba, e no

municipio de Recife, estado de Pernambuco.

3.2 Obj etivos Especificos

Avaliar o sangue total e suas fragdes como fonte de DNA para deteccdo de Ehrlichia canise
Anaplasma platys por PCR,;

Por meio de inquérito sorol6gico e molecular conhecer os agentes, transmitidos por
carrapatos, responsaveis por doencas na populagcdo canina no estado da Paraiba, Nordeste do

Brasil;

Avaliar o grau de concordancia de técnicas diretas e indiretas no diagnéstico de erliquiose

monocitica caning;

Identificar possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de Ehrlichia canis, Babesia

spp., Hepatozoon spp e Rickettsia spp. em cées no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

19



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Erliquiose e Anaplasmose Caninas
4.1.1. Agente Etiolégico e Classificacdo

Taxonomicamente as erliquias pertencem a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae e
se caracterizam por serem bactérias gram-negativas, pleomoérficas e de crescimento intracelular
obrigatorio (DAGNONE et al., 2009). Os membros da familia Anaplasmataceae se replicam em
vacuolos, conhecidos como moérula, derivados da membrana celular das células infectadas, que séo
principal mente mondcitos e macréfagos caninos (Figural) (DUMLER et al., 2001).

Figura 1- Seta: Mérula de Ehrlichia canis,
cepa S0 Paulo, em cultivo celular de
histidcito canino (Arquivo pessoal).

De acordo com esta caracteristica, as espécies sao classificadas em formas monaociticas (E.
canis, E. risticii), granulociticas (E. ewingii e E. equi) e trombociticas (Anaplasma platys), embora
essa divisdo possua limitagdes, pois uma especie pode infectar mais de um tipo celular (COHN,
2003). A classificagdo mais fidedigna baseia-se na amplificagdo e sequenciamento do RNA
ribossomal (rRNA) 16S com objetivo de agrupar as espécies por homologia de suas sequéncias
(DUMLER et al., 2001).

E. canis infecta mondcitos e é o agente causador da erliquiose monocitica canina (EMC)
(ALMOSNY, 2002). A. platys parasita preferencialmente plaquetas, resultando na doenca
conhecida como trombocitopenia ciclica canina (TCC), muitas vezes sem sinais clinicos aparentes
(HARVEY et al., 1978; TROY et al., 1990).

4.1.2. Epidemiologia

A infeccdo canina ocorre quando as secrecOes salivares do carrapato infectado contaminam o
ponto de fixacdo durante a ingestdo de um repasto sanguineo. Todos os trés estagios podem
transmitir a doenca (larva, ninfa e adulto) (ALMOSNY, 2002). A bactéria penetra nas células
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mononucleares sob a forma de corpusculos elementares (SANTAREM, 2003) que s30 as formas
individuais do parasito. Uma vez inoculados na circulagdo, entram nos monaocitos. Ao contrario das
riquétsias, as erliquias se replicam dentro de fagossomos da célula hospedeira, a fuséo
fagolisossomal ndo ocorre em células infectadas, permitindo aos corpusculos elementares,
crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo nas células hospedeiras infectadas por
divisdo bindria. As inclusdes intracelulares formadas pelas erliquias no hospedeiro formam as
morulas e sdo observadas nos leucdcitos na fase aguda da infecgdo, em pequeno nimero e por curto
periodo de tempo. Cada mérula contém vérios corpos elementares, os quais sdo liberados com o
rompimento da célulaeirdo infectar outras células iniciando um novo ciclo (McDADE, 1990).

A TCC ocorre quando, principamente, as plaguetas séo infectadas por A. platys . O
tropismo dessa espécie por trombacitos € Unico entre os agentes erliquiais, mesmo apesar de todos
esses causarem trombocitopenia (COHN, 2003). A doenca € assim denominada devido ao fato do
numero de plaquetas circulantes diminuir a cada 7-14 dias (HARRUS et al., 1997). As
trombocitopenias iniciais podem se desenvolver, principa mente, como consequéncia daleséo direta
as plaguetas pela replicacdo dos organismos. No entanto, mecanismos imune mediados de
trombocitopenia tornam-se mais importante em episodios subsequientes de trombocitopenia
(HARVEY et al., 1978). A fracdo de plaguetas infectadas diminui drasticamente em parasitemias
sucessivas, mas 0s episddios de trombocitopenia associados continuam a ser graves (FRENCH e
HARVEY, 1993).

InfeccBes por A. platys e E. canis sdo freqlentemente encontradas nas mesmas regioes
geogréficas e indicios de exposicdo ou infeccdo por ambos 0S organismos S&0 comumente
detectados no mesmo cédo (HARRUS et al., 1997; CARDOSO et al., 2008; GAL et al., 2008;
DINIZ et al., 2010). Ambos os organismos sd0 encontrados em todos 0s continentes, porém séo
mais prevalentes em climastropical e subtropical ( STICH et al., 2008; IABSLEY et al., 2008).

A eliquiose canina esta presente em virtuadmente todas as regibes do
Brasil (TRAPP et al., 2006; DAGNONE et al., 2003; MACIEIRA et al., 2005; AGUIAR et al.,
2007; LABRUNA et al., 2007a; LABARTHE €t a., 2003; PAIVA et al., 2007). Estudos no nosso
pais tém revelado prevaléncias de EMC que variam de 4,8% a 65% em cées oriundos de zona rural
ou urbana (AGUIAR et al.,2007; COSTA JR et al.,2007; SAITO et al., 2008). Entre cées atendidos
em clinica e hospitais veterinarios, a frequéncia de animais infectados tem oscilado entre 20 a 57%
(BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2003; TRAPP et al., 2006; RAMOS et al., 2009). A
prevaléncia dainfeccdo pode ser tdo elevada como 46,7% em caes assintoméaticos (SANTOS et al .,
2009) quanto 78% em cées sintométicos (PAIVA et al., 2007).
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De acordo com Soares et al. (2006) o risco de infeccéo por E. canis parece ser mais elevado
para 0s caes que vivem em casas quando comparado com 0s caes que vivem em apartamentos. 1sso
€ esperado, porque 0s Caes gue vivem em casas com quintais sdo teoricamente mais expostos a
carrapatos do que agueles que vivem em apartamentos. Estudos soroepidemiol 6gico revelaram que
cdes adultos do sexo masculino s80 mais propensos a apresentar anticorpos para E. canis,
particularmente aqueles infestados por carrapatos (TRAPP et al., 2006; COSTA-JR et d., 2007).
Apesar de E. canis ser considerada a principal espécie causadora de erliquiose no Brasil, A. platys
tem sido identificada por PCR em algumas regides com prevaléncias variando entre 15,84% e 55%
(FERREIRA et al., 2007; DAGNONE et al.,2009; RAMOS et al., 2009).

4.1.3. Sinais Clinicos

A EMC é uma doenca multissistémica a qual se manifesta nas formas aguda, subclinica ou
cronica. Estas manifestacdes podem ser afetadas pela viruléncia de diferentes cepas de E. canis e
co-infecgBes com outros patdégenos também transmitidos por carrapatos, como Babesia canis vogeli
e Hepatozoon canis (GAL et al., 2008). A co-infecgdo com mais de uma espécie erliquial ou com
outros hemoparasitas é comum (RAMOS et al., 2009; DAGNONE et al., 2009), o impacto clinico
de uma co-infeccdo por E. canis e A. platys na fisiopatologia da doenca em cées ainda néo esta
completamente elucidado (BEALL et al., 2008).

Os sinais clinicos mais comuns associados com erliquiose, anaplasmose e também babesiose,
sdo febre e letargia Outros sintomas inespecificos incluem anorexia, diarréia e vomito,
linfadenopatia, desconforto respiratorio e, ocasionalmente, sinais neurol 6gicos (CARDOSO et al.,
2010; FOGLIA et al., 2006; VAN DE MAELE et al., 2008). Em casos de co-infeccdo com dois ou
mais agentes € muito dificil atribuir os sinais clinicos e anormalidades hematol 6gicas e bioquimicas
aum unico agente (1ZZlI et al., 2013). Geramente infec¢bes cronicas ndo sdo reconhecidas, pois 0s
cades infectados parecem saudaveis até o surgimento de desordens hemorragicas, pancitopenia,
uveite e perda de peso ou até o diagnostico ser reaizado (GREENE, 2006).

4.1.4 Diagnostico

O diagnéstico das doencas caninas transmitidas por vetores (DCTV) representa um desafio
substancial para o0s veterinarios visto que os sinais clinicos induzidos pelos vérios agentes
patogénicos podem ser semel hantes além de co-infecgdes com dois ou mais agentes as quais podem
levar asinais clinicos atipicos ou a sobreposi¢cdo dos mesmos. O diagndstico confirmatdrio dessas

doencas deve incluir o historico de exposi¢cdo aos artrépodes vetores, sinais clinicos compativels,
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confirmacdo laboratorial, apoiada por testes citologicos, sorolégicos e moleculares. Durante a
ultima década, as técnicas moleculares (por exemplo os métodos baseados em PCR) tém provado
ser Util para a confirmagdo diagnostica de muitas DCTV's, enquanto a sorologia ou citologia tem
sido historicamente utilizada em inquéritos epidemiol 6gicos ou para confirmagdo de um diagnostico
clinico, respectivamente (OTRANTO et al., 2009).

4.1.4.1 Hematologia

A contagem de células sanguineas é um constituinte essencial no diagnostico da EMC e
TCC. Na fase aguda, trombocitopenia moderada a severa é um achado hematoldgico distinto. A
avaliacdo, no esfregaco sanguineo, do nimero de plaguetas € essencial para confirmar a presenca
real datrombocitopenia, aqual, nafase aguda, é geralmente acompanhada de leve anemia e discreta
reducdo das células brancas (HARRUS e WANER, 2011).

Gaunt et al., (2010) sugeriram que a diminuicao de plaguetas ocorreria de formamais rapida
em caes infectados apenas por A. platys quando comparados aqueles com infec¢do unicamente por
E. canis indicando, possivelmente, diferentes mecanismo fisiopatoldgicos para a trombocitopenia.
Em comparagdo com E. canis, a qual induz trombocitopenia em associagdo com o desenvolvimento
de anticorpos anti-plaguetarios, A. platys infecta diretamente as plaguetas e pode ter um efeito mais
imediato sobre a meiavida dessas células na circulacdo (FRENCH et al., 1993; HARRUS et al.,
1997, WANER et al., 1995).

A anemia presente em caes infectados com Ehrlichia ou Anaplasma é geralmente leve,
normacitica, normocrémica e ndo regenerativa (MAGNARELLI et al., 1990; GAUNT et al., 2010).
Enquanto que na infeccdo simulténea pelos dois agentes tanto a anemia como a trombocitopenia
tendem a ser mais pronunciadas (GAUNT et al., 2010).

Bulla et al. (2004) e Dagnone et al. (2003) indicam que a erliquiose sgja incluida como
diagndstico diferencia em cées anémicos e trombocitopénicos, por outro lado Santos et al. (2009)
observaram uma el evada prevaléncia de E. canis em caes ndo trombocitopénicos e recomendaram a
associacdo da avaiacdo hematologica com testes de diagnostico complementares evitando dessa

formaa utilizacdo desnecessaria de antibioticos.

4.1.4.2 Citologia

O diagnostico com base em esfregaco sanguineo tem baixa sensibilidade, uma vez que
existem poucas bactérias presentes nas amostras, as morulas podem ser visualizadas apenas durante
a fase aguda e a porcentagem de células infectadas é normalmente inferior a 1% (CADMAN et al.,
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1994). A baixa sensibilidade dessa técnica vem sendo relatada por diversos autores (RAMOS, 2009;
NAKAGHI, 2008; MASSUNG et al., 1998).

A citologia também apresenta baixa sensibilidade no diagnéstico de infecgdes por A. platys,
devido a presenca ciclica do agente associada ou néo ao baixo nimero de plaguetas (DAGNONE et
al., 2009). Além disso, corpusculos de inclusio em células sanguineas muitas vezes estdo
relacionados a ativagdo celular em processos inflamatorios, podendo ser confundidos com inclusdes
de E. canise A. platys (FERREIRA et al.2007; MYLONAKIS et al. 2003).

Plaquetas, granulos linfociticos azurofilicos e material nuclear fagocitado podem ser
confundidos com inclusdes erliquiais. Entretanto, outros organismos pertencentes a familia
Anaplasmatacea (E. chaffeensis, N. risticii e E. ruminantium) também podem infectar mondcitos
caninos (BREITSCHWERDTET et al., 1998). Alguns artefatos associados a inexperiéncia técnica
podem também induzir a resultados fal so-positivos.

De acordo com Harrus e Waner (2011) essa técnica pode ser otimizada pelo exame de
esfregacos de papa leucocitaria, 0 que aumentaria significativamente as chances de se detectar
moérulas compativeis com E. canis. Sensibilidade de 66% foi obtida por Mylonakis et al. (2003)
apos avaliacdo de 1000 campos em esfregago de papa leucocitaria comparada a 34 % apenas
guando andise foi realizada utilizando-se puncdo de medula 0ssea. O tempo necessario para
realizacdo dessestestes foi de 50 a 60 minutos.

Dados epidemiolégicos de prevaléncia de patdgenos erliquiais e seus vetores para
determinada regido geografica € que poderdo indicar quais diagnésticos diferenciais podem ser
relevantes e dentre eles quais deverdo ser considerados para a area em particular (HARRUS e
WANER, 2011).

4.1.4.3 Sorologia

Varios métodos sorolégicos foram desenvolvidos para o diagnostico da EMC e séo
considerados valiosas ferramentas de triagem e/ ou diagnéstico. A Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para anticorpos IgG anti-E. canis é considerada "padréo ouro” indicando exposi¢ao
prévia ao agente. As imunoglobulinas IgM ndo sdo consideradas um indicador confiavel de
exposicao a E. canis devido ao seu desenvolvimento inconsistente no curso da doenca (MCBRIDE
et al., 2003), em contraste com 0 que ocorre com os titulos de 1gG > 40 os quais sao considerados
positivos. Para as infecgOes agudas, dois testes de RIFI consecutivos, com intervalo de 7-14 dias,
sd0 recomendados, e um aumento de 4 vezes no titulo de anticorpos € sugestivo de uma infeccéo
ativa. Anticorpos anti-Ehrlichia 1gG persistem por varios meses a anos apos O tratamento e

eliminagdo darickettsa (BARTSCH e GREENE, 1996).
24



Anticorpos contra varios outros organismos que apresentam reacdo cruzada com E. canis
complicam o diagnéstico sorologico da EMC (WANER et al., 2001). A RIFI ndo pode discriminar
entre anticorpos de E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis e E. ruminantium (CARDENAS et al.,
2007). Como existem reacfes cruzadas em exames sorol0gicos dentro do mesmo genogrupo, e
potencialmente entre genogrupos, a identificacdo da espécie pode ndo ser estabelecida na maioria
dos estudos clinicos que utilizem apenas a sorologia (SUKASAWAT et al., 2001). N&o existe
nenhuma reag&o soroldgica cruzada entre E. canis e A. platys (FRENCH e HARVEY/, 1993).

Além da RIFI, a técnica Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) tém sido
desenvolvida e mostrou-se Util no diagndstico da doenca. Existem alguns testes comerciais
disponines, os quais identificam 1gG para E. canis, como o Immunocomb® (recombinant major
antigenic protein 2 - rIMAP2 — Biogal, Isragl) e 0 Snap® 3Dx e 4Dx (IDEXX Laboratories Inc.,
USA), esse dltimo também utilizado na deteccdo de anticorpos para Anaplasma. Harrus et al.,
(2002) concluiram que esses kits comerciais foram sensivels e especificos especialmente em
amostras com titulo > 1:320 na RIFI e sugeriram que o teste ELISA fosse repetido 1-2 semanas
apos o primeiro ensaio para ultrapassar este problema de sensibilidade. Outros estudos também
atestaram a alta sensibilidade e especificidade dessa técnica em detectar anticorpos para espécies de
Ehrlichia e Anaplasma reduzindo a probabilidade de reacfes cruzadas e resultados falso positivos
(GAUNT et al., 2010; CHANDRASHEKAR et al., 2010).

O Western blotting € uma técnica mais especifica e pode ajudar a caracterizar o agente
infeccioso através das “impresses digitais’ do perfil da proteina imunogénica. Essa técnica tem
sido utilizada para caracterizar e distinguir entre infeccdes com diferentes organi smos causadores de
erliquioses, anaplasmoses ou neoriquetsioses e tem potencial para resolver dilemas envolvendo
reacOes cruzadas. Apresentando sensibilidade comparavel a RIFI, possui vantagens na objetividade
da leitura, pois ndo sofre influéncia da subjetividade do operador, como ocorre na
imunofluorescéncia, porém, a desvantagem € ser uma técnica de elevado custo e necessitar de um
maior tempo na realizacdo, aém de requerer tecnologia mais avancada (ANDEREG e PASSOS,
1999).

Resultados conflitantes entre RIFI, ELISA e Western blotting foram observados em
amostras de soros de baixos titulos, e estes resultados podem refletir ata sensibilidade e baixa
especificidade da RIFI associadas com reagdo-cruzada entre agentes do género Ehrlichia
(O'CONNOR et al., 2006). Cardenas et al. (2007), utilizando os polipeptideos recombinantes gp36,
gpl9 e gp200, apresentaram melhorias na capacidade de deteccdo da tecnologia de proteina
recombinante em comparacdo ao “padrdo ouro” da RIFI, eliminando dessa forma os ultimos

obstaculos associados ao imunodiagnéstico de infecgdes por E. canis, incluindo a identificagdo
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espécie-especifica e a falta de sensibilidade associada com baixos niveis de anticorpos no inicio da

fase aguda da infecgéo.

4.1.4.4 Deteccao Molecular

A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) é
altamente sensivel e especifica no diagndstico da erliquiose e anaplasmose. E utilizada para avaliar
a eiminagdo dos organismos apos a terapia antibidtica e sua principal vantagem é identificar a
espécie de Ehrlichia ou Anaplasma envolvida na infeccdo, o que nem sempre € possivel a partir de
outras técnicas.

Resultados falso-positivos podem ocorrer quando utilizadas temperaturas de anelamento
relativamente baixas, quando contaminantes estdo presentes ou quando ocorre amplificacéo
inespecifica. O resultado negativo de PCR denota que nenhum DNA avo foi encontrado, mas néo
necessariamente prova que néo havia DNA na amostra (resultado falso negativo). A deteccéo de
DNA de E. canis pode ser obtida cerca de 4-10 dias ap6s a inoculagdo (IQBAL et al., 1994). A
técnica pode ser redlizada a partir de varios genes avo (16S rRNA, p28, p30, dsb, VirB9),
entretanto a PCR para os gene 16S rRNA e p30 sdo os mais comumente usados. O fato de que E.
canis contém multiplas copias do gene p30, mas somente uma copia do gene 16S rRNA, aumenta as
chances para a detec¢éo do patdgeno quando o alvo € o primeiro (STICH et al., 2008).

A PCR convencional é um método que possui ata especificidade e sensibilidade, mas
possui algumas limitagdes como: a possibilidade de contaminagdo com o brometo de etidio no
processamento pos amplificacdo, os resultados ndo sdo quantitativos e a discriminacéo é baseada
apenas no tamanho do fragmento. Além da possibilidade de ocorrer resultados falso-positivos,
ocasionados por contaminagdo do ambiente de trabalho por DNA amplificado em virtude da alta
sensibilidade do método. Estas restri¢des podem ser minimizadas ou até mesmo evitadas com 0 uso
datécnica de PCR em Tempo Real (DO CARMO e FIORINI, 2007).

Outras técnicas derivadas da PCR tém sido desenvolvidas com o objetivo de aumentar a
sensibilidade desta metodologia, como por exemplo a nested PCR (nPCR), RFLP-PCR (restriction
fragment length polymorphism) ereal time PCR (qgPCR) (MURPHY et al., 1998; WEN et al., 1997
LABRUNA et al., 2007a). Uma andlise comparativa entre a PCR (gene dsb) e anPCR (16S rRNA),
realizada em 24 amostras de sangue de cdes naturalmente infectados por E. canis, demonstrou que
as duas técnicas sdo adequadas ao diagndstico da EMC (MACHADO, 2004) sendo anPCR aUnica
capaz de diferenciar as espécies de Ehrlichia spp. As vantagens adicionais da PCR em etapa Unica
sd0 a reducdo de falso-positivos devido a contaminacdo por amplicons da primeira etapa e a

diminuicdo no tempo de execucdo datécnica (ALVES et al., 2005). gPCR tricolor foi desenvolvida
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por Doyle et al. (2005), sendo capaz de, em uma Unica reacdo, identificar, simultaneamente,
erliquias importantes para a medicina humana, como a E. chaffeensis, E.canis e E. ewingii.

Diversos estudos tém relatado a elevada sensibilidade diagndstica e analitica da qPCR
(DOYLE et al., 2005; GAUNT et al., 2010; HARRUS e WANER, 2011) na detec¢do de E. canis e
A. platys. A habilidade dessa técnica em detectar DNA erliquial, indicando infeccdo ativa, em vez
de anticorpos anti-E. canis, indicando exposi¢do, constitui um avanco e permite aos clinicos um
melhor monitoramento do tratamento instituido, aém de permitir a quantificacdo da carga
bacteriana. A probabilidade de contaminacéo na gPCR é menor do que a PCR convencional. Dessa
forma, a qPCR vem se tornando rapidamente o método preferencial para o diagnéstico de E. canis
(HARRUS e WANER, 2011).

De acordo com Dagnone et al., (2009) o uso de amostras de sangue como material para a
realizacdo da PCR pode resultar em falso-negativos, mesmo em animais em fase aguda da doenca,
visto que a parasitemia do agente € normalmente baixa. Na fase cronica, a deteccdo de material
gendmico se torna ainda mais dificil em espécimes menos invasivas, como 0 sangue. Por outro lado
Nakaghi et al. (2008) avaliando a sensibilidade da nPCR observaram que a mesma € capaz de
detectar DNA de E. canis até o equivalente a um mondcito infectado em 1036 células, o quetornaa
técnica altamente recomendada para a deteccéo de alvos com baixo nimero de copias. Gaunt et al.,
(2010), trabalhando com animais experimentalmente infectados, relataram que amostras de sangue
e de puncdo de linfonodo mostraram-se mais confidvels que as de puncdo de medula dssea na
deteccdo de E. canis por gPCR.

Amostras obtidas por técnicas mais invasivas como aspirado de baco, na fase cronica da
doenca, podem aumentar a sensibilidade da técnica de PCR (HARRUS et al., 2004), mas ndo se

apresentam como técnicas vidvels para rotina médica.

4.1.4.5 Cultivo Celular

A utilizacdo bem sucedida de uma linhagem celular de macrofagos canino (DH82) no
cultivo de E. canis proporcionou 0 desenvolvimento e padronizacdo da técnica de RIFI,
possibilitando avancos na pesquisa e diagnostico da EMC (LOVERING et al., 1980). No Brasil, a
E. canis foi isolada em células DH82 a partir do sangue de caes infectados no Rio de Janeiro
(TORRES et al., 2002), Jaboticabal (AGUIAR et al., 2007), Sdo Paulo (AGUIAR et al., 2008),
Cuiaba, Londrina, Monte Negro, Presidente Prudente (AGUIAR e ORLANDELLI, 2009) e
Uberlandia (ALVES, 2010).
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O isolamento e crescimento de espécies de Ehrlichia € demorado e laborioso sendo mais
utilizado em laboratdrios de pesguisa e menos como uma ferramenta de diagndstico. Essa técnica
requer equipamentos de laboratdrio especificos e profissionais treinados. O crescimento inicial do
organismo é um processo prolongado, ocorrendo cerca de 10 semanas apos a inoculagéo. E. canis
também foi adaptada para crescer em linhagem de macréfagos de rato (J774.A1), a qua tem sido
sugerida como uma aternativa as células DH82 (Keysary et a., 2001). Além disso, céulas
endoteliais microvasculares humanas (CDC / EU.HMEC-1) foram também Uteis para o isolamento
de E. canis (DAWSON et al., 1993).

4.1.5 Tratamento

Devido a caracteristica de localizag8o intracelular os organismos rickettsiais dificultam a
atuacdo do sistemaimune e a resposta humoral torna-se ineficiente. Admite-se que a resposta imune
humoral n&o possui um papel importante na defesa do organismo contra essas infecgdes, ao
contrério, hipéteses indicam que ela possa contribuir para a patogénese da doenca ja que a grande
producéo de anticorpos pode gerar deposi¢do de imunocomplexos (HARRUS et al., 1999). A defesa
do organismo depende quase que exclusivamente da resposta celular para eliminagdo do agente.
Dessa forma, as terapias antimicrobianas tém sua eficacia bastante reduzida (HARRUS et al., 1999;
COHN et al., 2003; PADDOCK et al., 2003).

Cées na fase aguda da infecgdo respondem bem ao tratamento, no entanto, a eliminacéo dessa
bactéria pode ser dificil e dessa forma os animais tornam-se cronicamente infectados, servindo
como reservatérios do microorganismo (STADES, 1999).

Entre as drogas eficazes no tratamento para erliquiose e anaplasmose, as tetraciclinas e seus
derivados (oxitetracicling, cloranfenicol, enrofloxacina, imidocarb e doxiciclina) estdo entre as que
tém maiores probabilidades de eliminar o agente (DOY LE et al., 2005) e sdo utilizadas na terapia
tanto de seres humanos como de animais. Dentre elas, a doxiciclina é considerada a droga de
eleicdo (NEER et al., 2002).

Resultados de PCR negativos foram obtidos apos 7 dias de utilizagdo de doxiciclina, na dose
de 10mg/Kg por via oral, em caes experimentalmente infectados. Os mesmos foram tratados
durante quatro semanas (GAUNT et al.,2010). Davoust et al., (2013) também demonstraram a
eficécia da droga em eliminar ainfecgdo por E. canis.

Estudo recente desenvolvido por Theodorou et al., (2013) concluiu que a rifampicina, na
dose de 10mg/Kg, por via oral, diariamente durante trés semanas, foi parcidmente eficaz na

eliminacdo da infecco aguda por E. canis, mas acelerou significativamente a resolucdo
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da trombocitopenia. Diante dos resultados a mesma poderia ser considerada como um tratamento

antibacteriano alternativo na EM C, especia mente nos cées intolerantes a doxiciclina.

4.2 Babesiose Canina
4.2.1 Agente Etiol6gico e Classificacéo

Babesiose € uma doencga, de carater emergente, causada por protozoarios do género Babesia e
Thelleria pertencente a ordem Piroplasmida e filo Apicomplexa. As espécies de Babesia sao muitas
vezes referidas como piroplasmas, um termo coletivo para parasitos protozoéarios, fenotipicamente
semelhantes, que utilizam hemécias de mamiferos em seu ciclo de vida Duas formas,
morfologicamente distintas, do estagio eritrocitico no hospedeiro canino foram reconhecidas nos
primeiros estudos que levaram & nomeacdo das formas maiores, medindo aproximadamente 3-5 pm,
como B. canis, e menores, (1-3 um) como B. gibsoni (IRWIN, 2009).

B. canis foi reclassificada com base em dados de imunidade cruzada, testes sorologicos,
especificidade do vetor e filogenia molecular sendo esses parasitos considerados como espécies
separadas. Trés sub-espécies foram designadas: B. canis canis, prevalente na Europa, B. canisrossi,
de grande ocorréncia no sul da Africa e B. canis vogeli, mais frequentemente observada no norte da
Africae Américado Norte (LEWISet al., 1996; ZAHLER et al., 1998; CARRET et al., 1999).

4.2.2 Epidemiologia

A transmissdo de Babesia se d& pela inoculagdo de esporozoitos (forma infectante) durante o
repasto sanguineo de carrapatos ixodideos (ALMOSNY, 2002). No hospedeiro vertebrado o
protozoario do género Babesia ataca a membrana do eritrocito e € envolvido por endocitose. No
eritrocito, a membrana celular que envolve o parasito se desintegra e todos os estagios subsequentes
ocorrem em contato direto com o citoplasma da célula hospedeira. B. canis se multiplica dentro do
eritrocito por repetidas fissdes binarias, originando merozoitos. Até 16 merozoitos de B. canis
podem ser vistos em um Unico eritrécito, mas mais comumente se observam Unicos ou em pares. Os
merozoitos sdo liberados quando o eritrécito se rompe e podem invadir outros eritroécitos por
invaginacdo (BIRKENHEUER, 2004).

Os carrapatos se infectam pela ingestdo de sangue contendo merozoitos durante a sua
alimentacdo nos hospedeiros vertebrados (GREENE, 2006). Um ciclo de vida complexo desse
parasito com reproducéo sexuada (ALMOSNY, 2002) e envolvendo transmisséo transestadial e
transovariana resulta na formacéo dos esporozoitos infectantes nas células das glandulas salivares

do carrapato. Quando os carrapatos infectados se alimentam, 0s esporozoitos passam com a saliva
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para a circulacdo do hospedeiro vertebrado. O carrgpato necessita ficar fixado se aimentando no
animal por no minimo de 2 a 3 dias para que atransmissdo de B. canis ocorra (GREENE, 2006).

No Brasil duas espécies de Babesia tem sido relatadas infectando cées, B. canis vogeli
(PASSOS et al., 2005; SPOLIDORIO et al., 2011) e B. gibsoni (TRAPP et al., 2006). B. canis
vogeli € o piroplasma canino mais difundido devido a natureza cosmopolita de seu hospedeiro, o
carrapato marrom do cdo, R. sanguineus, abundante nos trépicos quentes e umidos (IRWIN e
JEFFERIES, 2004). Inquéritos soroldgicos revelaram que a prevaléncia de anticorpos contra
Babesia em cées varia de 35,7% (TRAPP et al., de 2006) a 66,9% (RIBEIRO et al., 1990).
Investigagbes parasitologicas mostraram que a prevaéncia de infeccdo pode variar de 1,9%
(SOARES et al., 2006) para42,0% (BASTOS et al., 2004).

Pouco se sabe sobre 0s possivels fatores de risco para babesiose canina no Brasil. Um estudo
em populacdo hospitalar revelou que os cdes com mais de 1 ano de vida, vivendo em &reas urbanas
e apresentado sangramento superficial &0 mais propensos a apresentar anticorpos para B. canis
vogeli (TRAPP et al., 2006). Em outros estudos a babesiose canina tem sido visto mais
freglientemente em cées com idade superior a dois anos, embora caes jovens com um histérico
recente de visita a praia e primeira exposicdo a carrapatos também foram vistos afetados pela
doenca. N&o ha predilecdo significativa de género ou raca (RIBEIRO et al. 1990; GUIMARAES et
al., 2002.; BASTOS et al., 2004; TRAPP et al., 2006).

4.2.3. Sinais Clinicos

Todas as espécies de Babesia podem causar pirexia, anorexia, esplenomegalia, anemia e
severa trombocitopenia (IRWIN e HUTCHINSON, 1991), aém de fraqueza e colapso associado
com hemalise intra e extravascular, lesdo hipdxica, inflamagdo sistémica e pigmenturia (IRWIN,
2009). Embora os episodios hemorragicos sgam relatados como sinal clinico de babesiose
(GUIMARAES et al., 2002) a possibilidade de coinfec¢do com E. canis deve ser considerada se a
hemorragia esta presente. Desidratacdo, perda de peso, dor abdomina e sensibilidade rena a
pal pacdo também podem ser observados (BASTOS et al., 2004).

No geral, é aceito, que a espécie de piroplasma menos patogénica ao cao seja B. canis vogeli,
pelo menos nos animais adultos (IRWIN; HUTCHINSON, 1991), j& que em filhotes com menos de
3-4 meses de idade ainfeccéo pode ser fatal (IRWIN, 2009).
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4.2.4 Diagnostico
4.2.4.1 Citologia

A microscopia continua a ser o mais simples e acessivel teste de diagnéstico para a maioria
dos veterinarios e, durante a fase aguda da infeccdo, € razoavelmente sensivel para detectar
parasitos intragritrocitérios em esfregacos sanguineos. A diferenciacdo entre grandes e pequenos
piroplasmas também € relativamente simples. A microscopia ainda é a Unica opcéo viavel
disponivel para veterinarios em muitas partes do mundo em desenvolvimento, onde a babesiose é
endémica (IRWIN e HUTCHINSON, 1991; BOHM et al., 2006). A visualizagdo dos piroplasmas
em esfregacos sanguineos confirma o diagndstico e é suficiente para justificar o tratamento na
maioria dos casos, mas as espécies (ou gendtipos) do organismo ndo podem ser determinadas. Para
tanto € necess&rio realizacdo de PCR e sequenciamento (IRWIN et al., 2010).

O diagnastico em cées cronicamente infectados ou portadores, no entanto, continua a ser um
desafio significativo devido a baixa e intermitente parasitemia, nesses casos € necessaria a

utilizagcdo de ferramentas moleculares(IRWIN et al., 2010).

4.2.4.2 Sorologia

Os testes sorologicos sdo Uteis para identificar cées assintomaticos ou portadores e
diagnosticar infec¢Bes cronicas, nas quais o nivel de parasitemia pode ser baixo e 0 parasito ndo
pode ser detectado em esfregacos de sangue periférico corados. E importante notar, entretanto, que
mesmo depois da esterilizacgo terapeutica os caes podem permanecer soropositivos por longos
periodos. Assim, o valor diagnéstico dos testes sorol 6gicos € pobre na auséncia de sinais clinicos e
dados do paciente. A RIFI e 0 ELISA sdo considerados ferramentas altamente sensiveis e
moderadamente especificas na detecgdo de anticorpos para Babesia em cdes (DELL'PORTO et
al.,1993; YAMANE et al., 1993; FURUTA et al., 2004).

A RIFI tem sido utilizada para diagnosticar a babesiose canina desde a década de 1970
(ANDERSON et al., 1980; LEVY et al., 1987; YAMANE et al., 1993). Reag0es cruzadas entre as
diferentes espécies de piroplasma podem resultar em especificidade reduzida (LEVY et al., 1987) e
anticorpos de algumas espécies de piroplasmas ndo podem ser detectados por ensaios de IFAT
convencionais resultando em uma sensibilidade reduzida e a possibilidade de um diagnostico falso-
negativo se apenas a sorologia é utilizada (BECK et al., 2009; HOLM et al., 2006).

Até 0 momento ndo estéo disponiveis kits comerciais, baseados natécnicade ELISA, parao
diagnostico rapido de babesiose na clinica como o0 sdo para erliquiose e anaplasmose canina, por
exemplo, mas ha a possibilidade futura. A investigacdo nesta area tem sido dirigida no sentido de

encontrar antigenos imunodominantes especificos de B. gibsoni para o uso em ELISA com proteina
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recombinante. Recentemente, um novo antigeno (BgP22) revelou boa discriminagéo entre B.
gibsoni e B. canis spp e parece ser Util em detectar infecgdes cronicas por B. gibson (ABOGE et al.,
2007; ZHOU et al., 2007; GOO et al., 2008).

4.2.4.3 Detecgdo Molecular

Embora a PCR tenha aumentado muito a sensibilidade e especificidade na deteccdo de
Babesia e sgja bem adequada para estudos epidemioldgicos e filogenéticos, 0 acesso a técnicas
moleculares para o diagndstico da babesiose na rotina clinica ainda esta restrito a um nimero
rel ativamente pegueno de laboratérios em todo 0 mundo. Os genes de RNA Ribossomal 18S, 5.8S,
28S tém sido utilizados como alvo para o desenvolvimento de PCR convencional (IRWIN, 2010).

Considerando que o limite de deteccdo, para 0 exame de microscopia de luz, se limita a
cerca de 0,001% de parasitemia, a PCR é capaz de detectar cargas de parasito proximo a 50
organismos por mililitro (ml) de sangue (BIRKENHEUER et al., 2003) e 9 organismos por mi
(MATSUU et al., 2005). Resultados fal so-negativos podem ocorrer em casos cronicos de babesiose
e € muito importante reconhecer essa limitagdo quando na triagem de provéaveis portadores e outros
cdes assintométicos, como os doadores de sangue (IRWIN, 2009). A capacidade da PCR para
detectar cdes infectados em tais situacbes, com e sem tratamento, tem sido investigada
(BIRKENHEUER et al., 2004; JEFFERIES et al., 2007). Spoliddrio et al. (2011) detectaram DNA
de Babesia spp. em caes no municipio de Cuiab, estado do Mato Grosso, e por sequenciamento as
amostras positivas revelaram 100% de identidade com B. canis vogeli.

RFLP-PCR (restriction fragment length polymorphism) e nPCR foram utilizados na
diferenciacdo entre B. vogeli e B. gibsoni em estudo na Austrdia (JEFFERIES et al., 2007) e
também entre as espécies das grandes babesias e B gibsoni em outras regides endémicas
(BIRKENHEUER et al., 2003). Recentemente Moraes et al. (2014) propuseram uma otimizagéo na
deteccéo molecular de B. canis, B. vogeli, B. rossi ou B. gibsoni com base em uma Gnica semi-
nested PCR (snPCR), como uma forma de prevenir resultados falso-negativos devido as baixas

taxas de parasitemia.

4.2.5. Tratamento

Um tratamento para a piroplasmose 100% seguro e eficaz ndo esta disponivel, e
amaioria, se ndo todos, os caes tratados com drogas antibabesiais especificas sdo improvaveis de
serem curados da infeccdo. Um cdo no qual foi confirmada a infeccdo deve ser considerado
potencialmente infectado por toda a vida, apesar do tratamento especifico e remisséo dos sinais

clinicos (IRWIN, 2010).
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As drogas de escolha para o tratamento da Babesiose sd0 os derivados da Diamidina
Aceturato de Diminazeno, Isotionato de Pentamidina e Dipropionato de Imidocarb (ALMOSNY et
al., 2002; IRWIN, 2009). Entre essas o Dipropionato de Imidocarb é a droga mais utilizada
rotineiramente em pequenos animais (VIDOTTO e TRAPP, 2004), tem efeito direto sobre o
parasito, aterando a forma do nticleo e a morfologia do citoplasma (BRANDAO e HAGIWARA,
2002), apresenta baixa toxicidade, e alta propriedade curativa e profildtica contra a B. canis
(ABDULLAHI e SANNUSI, 1988).

4.3 Hepatozoonose Canina
4.3.1 Agente Etiol6gico e Classificacéo

A Hepatozoonose canina tem sido diagnosticada em muitas regides do mundo, é uma doenca
transmitida pela ingestdo de carrapatos, ou partes deles, infectados por oocistos maduros de
Hepatozoon spp., (BANETH et al., 2001; PALUDO et al., 2005).

O género Hepatozoon Miller, 1908, € classificado no filo Apicomplexa, subordem
Adeleoring, familia Hepatozoidae (Wenyon, 1926). A subordem Adeleorina é caracterizada pelo
desenvolvimento de macro e microgametas no interior da célula hospedeira, auséncia de
endodiogenia e formagdo de oocistos com esporoci stos e esporozoitos (BARTA, 1989).

Atualmente, duas espécies de Hepatozoon, que séo conhecidas por infectar cées domesticos,
foram descritas: H. canis (PALUDO et al., 2005.) a qual pode causar infecgdo subclinica e
ingparente e H. americanum (BANETH et al., 2000) que geralmente é letal. A primeira é
responsavel por todos os casos brasileiros relatados em caes domeésticos e a segunda responsavel
pelos casos na América do Norte (SPOLIDORIO et al., 2011). Esta classificacdo foi baseada
principalmente em sinais clinicos, tropismo tissular, resultados morfoldgicos e patol 6gicos, bem
como por caracteristicas antigénicas e genéticas (VICENTE-JOHNSON et al., 1997, BANETH et
al., 2000).

4.3.2 Epidemiologia

Apobs aingestdo de carrapatos infectados, os esporozoitos se difundem através do sangue e da
linfa para varios 6rgéos, incluindo o baco, medula 6ssea, pulméo, figado e rim. Nesses 6rgdos 0s
merontes sdo formados e passam por varios ciclos de merogonia, liberando merozoitos, os quais
invadem os glébulos brancos (principa mente neutrofilos e mondcitos) onde formam os gamontes.
Quando os carrapatos realizam repasto sanguineo em um cdo infectado, os gamontes ingeridos sao
liberados dos leucdécitos no intestino do mesmo, associados aos pares e diferenciados em gametas.

33



A fertilizacdo € seguida pela formacdo de um zigoto, o qual passa por um processo chamado de
esporogonia, para formar oocistos maduros na hemocele do hospedeiro invertebrado (BANETH et
al., 2001; 2003; 2007) como ilustrado na figura 2.
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Figura 2- Ciclo de vida do Hepatozoon canis (O'DWYER, 2011).

O carrapato marrom do cdo, R. sanguineus, € o principa vetor de H. canis (CHRISTOPHERS
et al., 1907; BANETH et al., 2001), embora oocistos desse protozoario também tenham sido
detectados em outras espécies de carrapatos parasitando caes, incluindo Haemaphysalis longicornis
e H. flava no Japdo (MURATA et al., 1991) e Amblyomma ovale no Brasil (FORLANO et al.,
2005; RUBINI et al., 2009).

A patogenia da hepatozoonose canina estd relacionada as lesbes em varios tecidos,
particularmente na musculatura estriada, inclusive a cardiaca, onde o parasito realiza merogonia.
Neste contexto, pode ocorrer uma importante miosite piogranulomatosa, seguida da liberacéo dos
merozoitas, enquanto tecidos conjuntivo e adiposo sd0 menos fregientemente parasitados
(PANCIERA et al., 1998). Os merozoitos se difundem fartamente por tecidos hemolinféticos, mas
ndo nos musculos (BANETH et al., 2003). Hepatite secundaria a agressao tissular por parte do
protozoario € comum (O' DWYER e MASSARD, 2001).
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H. canis tem sido diagnosticado em diversas regiGes do mundo como Africa, Asia, Europa e
Américas. No Brasil, infecgdo por H. canis tem sido relatada em muitos estados, incluindo o
Distrito Federal (PALUDO ¢t al., 2003 ), Espirito Santo (MASSARD, 1979; SPOLIDORIO et al.,
2009 ), Goiés (MUNDIM et al., 2008a), Mato Grosso (SPOLIDORIO et al., 2011), Mato Grosso do
Sul (SALGADO, 2006), Minas Gerais (MUNDIM et al., 2008b), Rio de Janeiro (MASSARD,
1979; ODWYER et al, 2001; SA et al., 2007), Rio Grande do Sul (MASSARD, 1979; LASTA et
al, 2009 ), S0 Paulo (GONDIM et al., 1998; RUBINI et al., 2005; ODWYER et al., 2006) e, mais
recentemente, Pernambuco (DANTAS-TORRES €t al., 2010; RAMOS et al., 2010) e Rio Grande
do Norte (GONCALVES et al., 2014).

Segundo os trabalhos publicados por diversos autores H. canis esta presente em todas as
regides do Brasil, mas sua prevaléncia é muito variavel, dependendo do estado, origem dos animais
(cBes de &reasrurais ou urbanas) e a metodol ogia de diagndstico empregada (O’ DWYER, 2011).

Em Anapolis, estado de Goias, ainfeccéo foi detectada por exame de esfregaco sanguineo em
apenas um (5,56 %) de 53 cdes examinados (MUNDIM et al., 2008a). Ramos et al. (2010)
estudando patdégenos transmitidos por carrapatos em cées na regido metropolitana de Recife, estado
de Pernambuco, constataram que apenas 0,49% (1/ 205) estava infectado com H. canis, por meio do
teste de PCR. Prevaéncia ata desse patdgeno foi encontrada por alguns autores quando os estudos
foram realizados em caes de éreas rurais. No estado do Rio de Janeiro, O'Dwyer et al. (2001)
identificaram, por esfregaco sanguineo, 39,2% de animais infectados por H. canis e, Rubini et al .
(2008), em pesquisa molecular e parasitologica, identificaram 11,3% e 53,3%, respectivamente,
animais positivos em érea rura do estado de S&o Paulo. Entretanto Spolidorio et al., (2009), no
estado do Espirito Santo, encontraram uma taxa de infecgdo geral de 58,7% (54/ 92) e nd&o houve

associagdo significativa entre os caes positivos de &reas urbanas ou rurais.

4.3.3. Sinais Clinicos

A doenca geramente ndo € diagnosticada corretamente pela maioria dos veterinarios, visto
gue os sinais clinicos gerais sdo semelhantes aos de outras doengas transmitidas por carrapatos tais
como erliquiose e babesiose (MURATA et al., 1991). Quando ocorre em co-infeccdo com outras
doencas infecciosas, como a erliquiose (MY LONAKIS et al., 2004) e babesiose, a hepatozoonose
pode desenvolver um quadro clinico mais severo e de prognéstico variavel, com uma
sintomatol ogia exacerbada e inespecifica, com pirexia, anorexia, perda de peso, corrimento ocular,
dor, diarréia, émese, poliuria e polidipsia, podendo ser acompanhada de anemia grave (O DWYER

e MASSARD, 2001). Desta maneira, a infeccdo por H. spp. caracteriza-se por causar doenca
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secundaria a imunossupressado, ndo demonstrando sinais clinicos que a caracterizem ou a indiguem

como sendo uma doenca primaria.

4.3.4. Diagnostico
4.3.4.1.Citologia

A infeccdo por H. canis é frequentemente diagnosticada por meio de exame de esfregaco de
sangue, a fim de se detectar gamontes dentro de neutrofilos ou monécitos (BANETH et al., 2003).
Os gamontes sdo grandes (11,0 x 5,0 milimetros), de forma elipsoidal, com uma capsula e um
nucleo grande e central (WANER et al., 1994). Ambos, neutréfilos e mondcitos, podem ser
parasitados e sofrer modificagcbes morfoldgicas causadas pelo parasito (MAKIMURA e KINJO,
1991; MURATA et al., 1993). Aspirados de medula 6ssea podem revelar esquizontes em diferentes
fases de desenvolvimento permitindo, assim, o diagnostico parasitologico ante-mortem, em caes
com baixa parasitemia (BANETH et al., 2007). Recentemente, Otranto et al. (2011) sugeriram que
aavaliagdo citolgica em papa leucocitéria € um teste mais sensivel do que a avaliagéo de esfregago
sanguineo.

Os gamontes de H. canis aparecem na circulagdo apds merogonia nos tecidos, e os caes
infectados podem apresentar parasitismo latente por longos periodos de tempo (BANETH e
WEIGLER, 1997). De acordo com O’ Dwyer (2011) caesinfectados os quais s&o mantidos livres de
carrapatos e, consequentemente, ndo expostos a reinfeccdo apresentam parasitemia atamente
variavel gque, por vezes, € detectavel e as vezes ndo. Além disso, em aguns caes infectados os
gamontes circulantes desapareceram, de tal forma, que eles ndo séo detectados em varios exames de
esfregaco de sangue ou em PCR. No entanto, ndo € possivel afirmar se estes cdes eliminaram a
infeccdo ou se a mesma persiste com parasitemia extremamente baixa.

Cées com infeccdo latente, quando expostos a infecgbes concomitantes ou situacdes de
imunossupressao, podem apresentar reativacdo dos esquizontes teciduais, resultando no aumento da
parasitemia e aparecimento de manifestagdes clinicas (BANETH e WEIGLER, 1997).

De acordo com Otranto et al., (2011) quando a PCR néo estiver disponivel a citologia em
papa leucocitaria deve ser escolhida visando a deteccéo de H. spp em esfregaco sanguineo canino.
A citologia € um método de diagndstico facil e pratico, mas a morfologia e morfometria dos
gamontes ndo permitem a diferenciacdo entre as espécies. Além disso, este ndo € um teste sensivel,
visto que os gamontes ndo podem ser detectados quando a parasitemia é muito baixa ou
intermitente (BANETH et al., 1998).
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4.3.4.2 Sorologia

A deteccdo de anticorpos para H. canis pode ser Util quando cées infectados apresentam
baixa parasitemia ou foram infectados recentemente, antes da formacéo dos gamontes (BANETH et
al., 1998). Shkap et al. (1994) descreveram uma RIFI com base na deteccdo de anticorpos que
foram reativos aos gamontes de H. canis. Essatécnicafoi capaz de detectar IgM em cées 16-39 dias
apos a infeccdo e 1gG 22-43 dias apos, confirmando assim a sua aplicabilidade como um teste de
diagnéstico para estudos de soroprevaléncia (BANETH et al., 1996; BANETH et al., 1998;
INOKUMA et al, 1999; KARAGENC et al, 2006).

Baneth et al. (2000) desenvolveram uma técnica visando a purificacdo de gamontes de H.
canis a partir de neutréfilos de sangue periférico, permitindo assm a avaliaco de caracteristicas
antigénicas por meio de Western blotting. Essa técnica confirmou as diferencas antigénicas entre H.
canis e H. americanum em caes. Os gamontes purificados também foram utilizados para
desenvolver e avaliar um teste ELISA o qual apresentou sensibilidade de 86% e especificidade de
97% comparavel a RIFI (GONEN et al., 2004; MYLONAKIS et al., 2005). De acordo com
O'Dwyer (2011) embora estes métodos soroldgicos possam ser valiosos em estudos
epidemiol6gicos e no diagnostico de cées infectados, eles precisam de uma fonte de antigeno
consistente a partir de animais com elevada parasitemia, tais como aqueles utilizados por Shkap et

al. (1994) porém, no Brasil, é extremamente raro encontrar cées altamente infectados.

4.3.4.3 Deteccao Molecular

Rubini et al. (2005) e Paludo et al. (2005) sdo os responsaveis pela caracterizacdo molecular
das espécies de Hepatozoon em cées no Brasil. Rubini et al. (2005) analisaram as sequéncias
parciais de genes 18S rRNA a partir do sangue de 31 cées de éreas rurais do estado de S&o Paulo €,
das 21 amostras positivas, eles sequenciaram os produtos de PCR de oito. Os resultados indicaram
gue as espécies caninas de Hepatozoon do Brasil eram geneticamente relacionadas as espécies
japonesas, as quais foram identificadas como H. canis. Paludo et al. (2005) obtiveram resultados
semel hantes apds sequenciar amostras de trés caes infectados em Brasilia.

A técnica de PCR, utilizando-se o gene que codifica a porcdo 18S ribossomal como alvo,
vem sendo descrita em alguns estudos recentes de deteccdo de H. spp. no Brasil (LASTA et al.,
2009; ALMEIDA, 2011; SPOLIDORIO et al., 2011; GONCALVES et al., 2014 ) e apresentando-
se como uma técnica de diagnoéstico bastante sensivel. Segundo O’ Dwyer (2011) as espécies de
Hepatozoon foram eficientemente detectadas em cées naturalmente e experimentalmente infectados
apenas quando primes género-especificos foram utilizados, e as sequéncias obtidas foram alinhadas

com as sequéncias de H. canis j4 existentes. Otranto et al. (2011) sugeriram que a PCR a partir de
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papa leucocitéria e sangue total seria 0 melhor ensaio diagnostico para detectar a infeccdo por H.

canis em caes.

4.3.5. Tratamento

Muitas drogas, incluindo o dipropionato de imidocarb, antibidticos e agentes anticoccidianos
tém sido utilizadas para tratar a infeccdo por H. canis em caes. Nenhum medicamento permite a
eliminacdo completa do microrganismo, por isso podem ocorrer reicidivas (NELSON e COUTO,
2003).

A droga de escolha tem sido o imidocarb, embora os resultados de tratamento com esse
farmaco tenham sido inconsistentes (PASA et al., 2011). Sasanelli et al. (2010) estudaram a eficacia
do dipropionato de imidocarb para o tratamento da infeccdo por H. canis e demonstraram por
meétodos parasitol 6gicos e avaliagdo molecular que 0 mesmo ndo conseguiu eliminar o parasito.

Entretanto, quando associado a tetraciclina ou a doxiciclina o imidocarb tem mostrado
resultados satisfatorios. Baneth et al., (2003) sugeriram a administracéo de 5-6mg/Kg de Imidocarb,
por via subcutdnea ou intramuscular, a cada 14 dias até 0 desaparecimento dos gamontes da
circulacéo, ao mesmo tempo em que fosse administrado doxiciclina na dose de 10mg/kg, por via
oral, durante 21 dias visando tratar co-infec¢Bes também transmitidas por carrapatos.

Recentemente De Tommasi et al. (2014) avaliaram a eficacia do dipropionato (5-6 mg / kg
por via subcutanea uma vez por semana durante 6 semanas), e de toltrazuril / emodepsida (Procox
®, 15 mg / kg uma vez por dia durante 6 dias) em associagdo com clindamicina (15 mg / kg uma
vez por dia durante 21 dias) em cées naturalmente infectados por H.canis, os resultados indicaram
gue, apesar de uma reducdo no percentual de caes infectados, ambos os tratamentos ndo oferecem
cura parasitol 6gica. Consequentemente, novos protocol os de tratamento ou compostos ativos contra
H. canis devem ser investigados.

Na maioria dos casos, 0 tratamento com antiinflamatérios pode ser o aspecto mais Util do
tratamento. Marchetti et al. (2009) trataram um c&o infectado por H. canis, apresentando
envolvimento esguelético e meningoencefalomielite, utilizando dipropionato de imidocarb e
prednisona, o que levou a melhora do quadro clinico.

O tratamento é frustrante porque nenhum regime teragpéutico tem sido bem sucedido na cura
da infeccdo pelo parasito, embora a recuperagdo clinica sgja conseguida. E preciso lembrar que as
drogas usadas no tratamento de infecgdes por H. canis sdo eficientes na eliminacdo de outros
patdgenos, como Babesia, Ehrlichia e coccidios. Portanto, a melhora clinica pode estar ocorrendo
por causa da eliminacdo da infeccdo concomitante, produzindo, assim, a recuperacdo clinica, e ndo
por causa da agdo sobre o Hepatozoon (O'D’WYER, 2011).
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4.4 Febre Maculosa
4.4.1 Agente Etiologico e Classificagdo

Rickettsioses sdo doencas causadas por bactérias da familia Rickettsiaceae na qual esta
classificado o género Rickettsia. Os organismos da familia Rickettsiaceae, ao contrario dos
pertencentes a familia Anaplasmataceae, crescem livres no citoplasma das células do hospedeiro
(DUMLER et al. 2001). Em seres humanos causam as doencas conhecidas como Tifo endémico,
Tifo epidémico e Febre Maculosa, sendo somente essa Ultima, importante para os canideos
(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; GREENE, 2006).

Estas bactérias sGo gram-negativas, com ciclo de vida intracelular obrigatério. As espécies
desse género sdo divididas em dois grupos tendo como base caracteristicas antigénicas,
morfol 6gicas, moleculares e ecoldgicas. Grupo Tifo (GT) composto por R. prowazekii e R. typhie,
cujo os vetores sdo piolhos e pugas, respectivamente, e o Grupo da Febre Maculosa
(GFM),composto por mais de 20 espécies, sendo a maioria transmitida por carrapatos, com excegdo
de R akary e da R. felis, cuja transmissdo esta associada a acaros e pulgas, respectivamente.
(STOTHARD et al., 1994; ROUX et al., 1997; PAROLA et al., 2005).

R. rickettsii, agente da Febre Maculosa Brasileira (FMB), € o principal agente etiologico do
GFM e a espécie mais patogénica do género, infectando caes e seres humanos em éreas endémicas
em todo o mundo, podendo haver variagdo quanto a viruléncia dos gendtipos circulantes da bactéria
(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; PAROLA et al., 2009).

4.4.2 Epidemiologia

Até o0 ano de 2000 apenas uma espécie, Rickettsia rickettsii, incluida no GFM, era
reconhecida no Brasil, mas a partir dai foi verificada a ocorréncia de outras especies. R. parkeri, R.
rhipicephali, R. amblyommii e R. felis (LABRUNA et al., 2011). As riquétsias do GFM estéo
distribuidas mundialmente e sdo transmitidas principalmente por carrapatos, com necessidades
ecologicas especificas 0 que torna a epidemiologia das rickettsioses diretamente ligada a
distribuicdo geogréfica de cada carrapato vetor (SAZBO et al., 2013).

Até o momento os Unicos agentes implicados em doenca em seres humanos no Brasil,
transmitidos por carrapatos, sdo R. rickettsi (ANGERAMI et al., 2006) e R. parkeri
(SPOLIDORIO et al., 2010). A patogenicidade de R. amblyommii ainda ndo esta bem esclarecida,
mas alguns casos presumivelmente causados por R. rickettsii nos Estados Unidos podem ser
atribuidos ainfeccéo por R. amblyommii (APPERSON et al., 2008).
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A transmissdo da riquétsia se da pela picada do carrapato em qualquer uma de suas fases
(larva, ninfa e adulto). Para que o carrapato transmita a doenca, € necess&rio que fique aderido a
pele, se adimentando, por um periodo de 6 a 10 horas. Ao picar, e apbs se aimentar, o carrapato
transmite o microrganismo por meio de suas glandulas salivares. E importante notar que as picadas
das larvas e das ninfas, por serem menos dolorosas, séo as que tém a maior probabilidade de
transmitir o microrganismo, pois 0 ser humano ndo percebe a picada e permite que ocorra a
transmissdo. A picada do adulto, por ser muito dolorida, prontamente € percebida, e pode-se retirar
0 carrapato a tempo de ndo transmitir a doenca. Outra forma de contagio se da pelo esmagamento
do carrapato quando é retirado, liberando seu contetido gastrico (CHEN et al., 2008).

A partir da picada do carrapato infectado, a riquétsia se dissemina pelo organismo via vasos
linf&ticos e pequenos vasos sanguineos, atingindo pele, cérebro, pulmdes, coracdo, figado, bago,
pancreas e trato gastrointestinal (WALKER et al., 2003). Em todos os tecidos atingidos, ariquétsia
invade o endotélio vascular, onde se replica para atingir células da musculatura lisa levando a
vasculite, necrose vascular e hemorragias, com consequente ativacdo da cascata de coagulagéo,
desencadeando um consumo destes fatores e desencadeando um quadro de coagulagdo intravascul ar
disseminada (CID). Os sinais clinicos iniciam-se com febre, edema e hiperemialhemorragia nos
ldbios e extremidades, vOmitos, diarreia, anorexia, evoluindo para purpuras e ateraces
neurol 0gicas, sensibilidade dos linfonodos, articulagtes e musculos (BIBERSTEIN e HIRSH, 2003;
GREENE, 2006).

Diversos géneros de carrapatos, incluindo Dermacentor, Rhipicephalus e Amblioma, séo
importantes reservatorios de R. Rickettsii na natureza (BURGDORFER, 1988). Tais carrapatos
desempenham esse papel devido a capacidade de transmitir a bactéria transovariamente e
transestadialmente. Assim, o carrapato permanece infectado durante toda a vida e é capaz de
disseminar o organismo para as novas geracoes. Entretanto, apenas esse mecanismo ndo € suficiente
para manter a bactéria ativa ao longo do tempo, tendo em vista o efeito deletério que a mesma causa
nos carrapatos (McDADE e NEWHOUSE, 1986).

Acredita-se que alguns animais vertebrados - hospedeiros naturais de carrapatos vetores
potenciais — devam assumir um papel fundamental na manutencdo do patdgeno na natureza,
atuando como hospedeiros amplificadores da infeccéo por R. Rickettsii na populacéo de carrapatos.
Ao manter riquetsemia durante dias ou semanas, 0 hospedeiro amplificador possibilita ainfecgdo de
carrapatos antes ndo infectados e, assim, aumenta a infecgdo por R. Rickettsii na populacéo desses
ixodideos (BURGDORFER, 1988).

No Brasil, diferentes trabalhos reaizados desde a década de 30 apontam as capivaras

(Hydrochoerus hydrochoerus) e os gambas (Didelphis spp.) como amplificadores de R. rickettsii
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para A. cajennense (MOREIRA e MAGALHAES, 1935, TRAVASSOS e VALLEJO, 1942
PIRANDA et al., 2008; HORTA et al., 2009; SOUZA et al., 2009). Além desses animais, também
jaforam indicados o cdo domeéstico (Canis familiaris); o cachorro do mato (Dusicyon sp., sin. Canis
brasiliensis); o coelho do mato (Sylvilagus brasiliensis, sin. Sylvilagus minensis); o prea (Cavia
aperea); e a cutia (Dasyprocta azarae) (MOREIRA e MAGALHAES, 1935).

E provével que o convivio entre cies e seres humanos represente um risco para a infecgéo
humana, devido ao estreito contato com os carrapatos (GORDON et al., 1984). Além disso, o0s caes
sd0 hospedeiros amplificadores desses artropodes, aumentando o nimero de vetores infectados no
ambiente (RAOULT e PAROLA, 2007). Sabe-se, ainda, que o risco de contato com o patdgeno é
mais elevado em cées do que em seres humanos, tendo em vista a maior exposicédo dos animais a
carrapatos vetores competentes (SCORPIO et al., 2008). Na condicdo de hospedeiro para 0s
carrapatos vetores da FMB, o0 cdo pode ser utilizado como importante sentinela em estudos de
vigilancia epidemiolégica. Segundo Lemos et al. (1997), a prevaléncia de reagdes soroldgicas
positivas em cdes de uma area geografica evidencia o risco de infecgdo humana.

A ocorréncia da FMB em seres humanos ja havia sido reconhecida desde a década de 1920
em diferentes estados brasileiros, com maior prevaléncia encontrada em Minas Gerais (GALVAO,
1988; LEMOS et al., 1994; CALIC, 1998) e Sdo Paulo (MELLES et al., 1992; LEMOS €t al.,
1996; LEMOS et al., 2001). Atualmente a enfermidade é considerada uma zoonose reemergente no
Brasil e de grande impacto para a salde publica, devido a dificuldade de diagnéstico e a alta
mortalidade em casos humanos néo tratados precocemente (GRECA et al., 2008).

A doenca clinica em caes foi descrita apenas recentemente no pais, a partir da confirmacéo de
FMB em dois animais procedentes do municipio de Itu, no estado de So Paulo (LABRUNA €t al.,
2009a), destacando a gravidade da infeccéo e a dificuldade de diagndstico na populacéo canina.
Melo et al., (2011) e Spoliddrio et al., (2013) identificaram cées, oriundos de zona rura e urbana,

soropositivos para Rickettsia spp. nos estados de Mato Grosso e Amazonas, respectivamente.

4.4.3 Diagnostico

O diagndstico da FMB em cées € baseado na observacdo de sinais clinicos e na confirmagdo
laboratorial por meio de métodos diretos e/ou indiretos. E fundamental associar o diagnostico
laboratorial com a situagdo e os antecedentes epidemioldgicos da regido, a procedéncia do caso
suspeito e a época do ano, para diferenciacéo de outras enfermidades (GASSER et al., 2001).
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4.4.3.1 Cultivo Celular

Devido a pouca viabilidade das riguétsias para isolamento, as amostras devem ser colhidas
antes do inicio da antibioticoterapia, mantidas em refrigeragdo e submetidas ao procedimento no
menor intervalo de tempo possivel (MARRERO e RAOULT, 1989; NASCIMENTO, 2003). As
amostras incluem plasma, triturado de coagulo, bidpsia de pele, tecidos de necropsia e mesmo 0s
artropodes (LABRUNA, 2006). O cultivo é feito principalmente de células Vero, associado ou ndo
atécnica de “shell via”, com a penetragdo do agente no interior da célula. Com o isolamento por
“shell vial”, sdo obtidos resultados positivos durante a fase de riquetsemia, antes da soroconversao,
sendo Util no diagnostico de casos agudos (LA SCOLA e RAOULT, 1997).

O inconveniente para 0 paciente € a demora que decorre entre a coleta da amostra e o
diagnéstico. O diagnostico definitivo por meio dessa técnica demora cerca de 15 dias, em virtude do
tempo de execucao datécnica(MARRERO e RAOULT, 1989; NASCIMENTO, 2003).

4.4.3.2 Sorologia

A RIFI é atuamente o teste de escolha para o diagndstico soroldgico de infeccgdo rickettsial
em seres humanos e animais sendo recomendada como padréo-ouro pela Organizacdo Mundia de
Salde (OMS) (figura 3), mas reacdo cruzada entre as espécies de Rickettsia é frequentemente
observada, dificultando aidentificac8o das espécies envolvidas nainfeccéo (BREITSCHWERDT et
al., 1988; LA SCOLA et al., 1997; PAROLA et al., 2005; GALVAO et al., 2005). Em geral, sO €
possivel detectar anticorpos anti-riquetsiais apos a segunda semana do inicio da doenca. Portanto, o
diagnostico definitivo podera ser tardio em alguns casos (LA SCOLA e RAOULT, 1997). Para a
confirmacéo diagndstica, € necessario uma elevagdo de quatro vezes no titulo de anticorpos em
amostras pareadas. Alternativamente, um titulo Unico maior que 1.024 também pode ser
considerado indicativo de infeccdo (GASSER et al., 2001).

Figura 3- RIFI para deteccdo de
anticorpos caninos contra Rickettsia
rickettsii (Arquivo pessoal).
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Segundo La Scola et al., (1997) e Parola et al., (2005) o ideal € sempre testar a amostra para
espécies de Rickettsia de ocorréncia conhecida na regido, porque os titulos de anticorpos homologos
s80 sempre superiores aos titulos de anticorpos heterdlogos. Em alguns casos as diferengas nos
titulos podem ser atas o suficiente para diferenciar as espécies rickettsiais envolvidas na
estimulacdo da resposta imune.

Quando uma amostra de soro € submetida a uma bateria de testes frente a variados antigenos
de Rickettsia spp., as diferencas entre os titulos de anticorpos sdo, em aguns casos, grandes o
suficiente para indicar a espécie de riquétsia que estimulou a respostaimune (PINTER et al., 2008).
Ao apresentar um titulo final de anticorpos contra determinada espécie de Rickettsia pelo menos
guatro vezes maior gue o observado para quaisquer outra espécie, considera-se 0 soro homélogo a
primeira espécie testada ou de gendtipo muito estreitamente relacionado. Esse critério vem sendo
utilizado em varias pesqguisas sorol dgicas utilizando animais sentinelas no Brasil, para determinar o
provéavel agente causador da infeccdo (PINTER et al., 2008; MELO et al., 2011; SPOLIDORIO et
al., 2013).

Outros métodos sorol dgicos foram utilizados para o diagndstico de rigquetsioses, mas ndo sao
de fécil reproducdo, a exemplo dos métodos de ELISA e Western-blotting. Eles necessitam da
purificagdo dos antigenos a serem utilizados, e com isso, dificultam sua utilizagdo por muitos
laboratérios de salde publica. O Western-Blotting € considerado mais sensivel do que a RIFI, pois
detecta anticorpos IgM precocemente. Teoricamente € mais especifico, sendo aconselhado em
inquéritos epidemiologicos no esclarecimento da rea prevaéncia da infeccdo. Entretanto, a

guantidade e pureza de antigeno impedem sua utilizacdo rotineira (NASCIMENTO, 2003).

4.4.3.3 Deteccao Molecular

As técnicas de biologia molecular usadas na deteccéo e identificacdo de riquétsias sdo
baseadas na PCR, PCR associada a RFLP e PCR com sequenciamento. A PCR fornece resultados
rapidos e é a prova de eleicdo para um diagnéstico precoce, fornecendo resultado antes da
soroconversdo e em pacientes previamente tratados. A espécie e 0 género do agente podem ser
determinados por meio de sequenciamento e andlise das bases dos produtos amplificados pela PCR.
A PCR/RFLP apresenta resultados reprodutivels, entretanto, o mesmo perfil eletroforético €
observado em muitos isolados, dificultando a identificagdo das diferentes espécies do GFM (LA
SCOLA e RAOULT, 1997).

E importante citar que a deteccio de Rickettsia spp. em sangue de animais vertebrados
normalmente € rara, uma vez que o periodo de bacteremia dura apenas alguns dias ou semanas €,

posteriormente, a bactéria ndo é mais encontrada no sangue (BURGDORFER, 1988). O periodo de
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bacteremiadaR. rickettsii jafoi demonstrado em cées, com deteccdo do agente somente até 10 dias
apos infeccdo experimental (KIDD et al., 2008). Além disso, Rickettsia spp. infecta as células
endoteliais dos animais, apresentando assim uma concentracdo muito baixa no sangue, dificultando
a deteccao por andlise molecular (LA SCOLA e RAOULT, 1997).

4.4.4 Tratamento

O tratamento da FMB em cées é realizado com antibioti coterapia especifica e seu sucesso esta
diretamente ligado a0 achado da infecgdo no seu inicio. Assim, a terapia antimicrobiana deve ser
iniciada imediatamente apds a suspeita clinica/epidemiol6gica (RAOULT et al., 2005). Os farmacos
de éeicdo para o tratamento da enfermidade nos cdes sdo as tetraciclinas, doxiciclina ou
cloranfenicol (FORTES et al., 2011).

Drogas lipossolUveis, como doxiciclinag, tém se mostrado mais efetivas, demonstrando ter
menos reagdes adversas no tratamento da enfermidade e sd0 consideradas de elei¢do para todos os
pacientes suspeitos ou confirmados. Pesquisas a partir de cées com FMMR mostraram a eficécia
dessa droga no tratamento da doenca (BREITSCHWERDT et al., 1999). O tratamento precoce com
doxiciclina (20 mg/Kg, via ora ou intravenosa, a cada 12 horas por uma semana) melhora o
prognastico dos caes, com uma rapida resposta em um adois dias (RAOULT e PAROLA, 2007).

Josamicina e novos compostos macrolideos, como claritromicina e azitromicina, podem
representar alternativas para o tratamento de algumas Rickettsioses, especiamente em mulheres
gravidas, sob rigoroso acompanhamento e na auséncia de doenca grave . A telitromicina também
parece ser adtamente ativa in vitro, mas in vivo faltam dados, portanto, esses medicamentos devem
ser melhor avaliadas (BOTELHO-NEVERS €t al., 2012). Em qualquer caso, a terapia antibidtica
empirica precoce deve ser prescrito a qualquer suspeita de Rickettsioses transmitida por carrapatos
antes da confirmacé&o do diagnostico (PAROLA et al., 2013).

4.5 Principais vetor es envolvidos na transmissao de hemopar asitoses

A fauna de carrapatos brasileiros compreende 62 espécies distribuidas em nove géneros
(DANTAS-TORRES et al., 2009; LABRUNA e VENZAL, 2009). Os vetores dos organismos
pertencentes ao género Ehrlichia sdo os carrapatos ixodideos (RIKIHISA, 1991). Para E. canis o
carrapato marrom do céo, R. Sanguineus (figura 4) tem sido reconhecido como vetor da EMC em
muitas partes do Brasil (VIEIRA et al., 2011) e ha possibilidade de que essa espécie também possa
estar relacionada a transmissdo de A. platys (DAGNONE et al., 2009). A ocorréncia de R.
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sanguineus parasitando humanos no Brasil serve de aerta para o risco de transmissdo de tais
patdgenos (DANTAS-TORRES et al., 2006; FIGUEIREDO ¢t al., 1999; RAMOS et al., 2009).

Figura 4- Fémea de Rhipicephalus sanguineus em oviposicdo (A) e realizando repasto
sanguineo em um céo (B) (DANTAS-TORRES, 2010).

R. sanguineus transmite E. canis tanto transestadialmente quanto intraestadialmente (STICH
et al., 2002). Bremer et al. (2005) demonstraram que carrapatos machos adultos podem se infectar e
transmitir a doenca a varios caes de um mesmo ambiente sem a presenca de fémea. Apesar do R.
sanguineus adulto ndo ser um verdadeiro reservatério para E. canis (pelo fato de ndo haver
transmissdo transovariana), este € capaz de a transmitir até 155 dias apOs 0 destacamento do
hospedeiro. No entanto, € indispensavel a existéncia de canideos infectados para manter o parasito
na populacéo de carrapatos (TRAPP et al., 2006).

Os principais vetores da babesiose canina sdo os ixodideos R. sanguineus, Dermacentor
reticulatus, e Haemaphysalis €elliptica, tendo cada subespécie de B. canis patogenia e vetores
proprios. R. sanguineus parece ser o principa vetor de transmissdo de B. canis vogeli. Ja D.
reticulatus parece estar mais implicado natransmisséo de B. canis canis e H. dliptica nade B. canis
ross (IRWIN et al., 2009; OYAMADA et al., 2005).

R. sanguineus também tem sido incriminado como veiculo de transmisséo de H. canis e sua
presenca em cées foi associada com a infeccdo do patdgeno (SPOLIDORIO et al., 2009), no
entanto, até o momento, nd ha nenhum relato no Brasil acerca de R. sanguineus natural ou
experimentalmente infectado por H. canis (FORLANO et al, 2005; GOMES et al., 2010). De
acordo com Moraes-Filho et al. (2011), estes resultados negativos devem estar relacionadas com as
diferencas entre a espécie no Brasil e em outras regides do mundo. Por outro lado estudos
apresentaram evideéncias de que Amblyomma ovale seria um vetor natural para H. canis, ja que esse
carrapato foi encontrado naturalmente infectado e é capaz de adquirir e transmitir esse patégeno
para os cées (FORLANO et al., 2005; RUBINI et al., 2009).
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No Brasil duas espécies de carrapatos sdo incriminadas como transmissores da R. rickettsii
aos homens e aos animais. A. cajennense e A. aureolatum (DIAS e MARTINS, 1939; PINTER e
LABRUNA, 2006), sendo A. cajennense 0 vetor mais comumente associado a doenca (MOREIRA
e MAGALHAES, 1935). A participacio de R. sanguineus na epidemiologia de R. rickettsi no Brasil
foi evidenciada pela primeira vez em uma area endémica da regido metropolitana de S&o Paulo
(MORAES-FILHO et al., 2009) mas o papel dessa espécie na transmissdo de R. rickettsi j& havia
sido confirmado nos EUA (NICHOLSON et al., 2006) e no México (BUSTAMANTE e VARELA,
1947), além de suspeitado na Coldmbia (LABRUNA et al., 2007b).

4.6 Controle e Prevencao das Doencas Transmitidas por Carrapatos
4.6.1 Controle de Vetores

A Prevencdo de qualquer doenca transmitida por carrapatos ainda € melhor conseguida
através da remocao da possibilidade de exposicdo ao vetor (IRWIN, 2009). O controle de carrapatos
deve ser feito simultaneamente no ambiente a fim de impedir reinfestagdes nos cdes ou o
acometimento em seres humanos, pois as formas de vida livre do parasito sdo capazes de sobreviver
por longos periodos sem hospedeiros (FORTES et al., 2011).

Quando pensarmos em controle de carrapatos devemos ter em mente que apenas 5% dos
mesmos estdo no cao, o restante (95%) esta no ambiente. Entdo a eliminagéo efetiva da populagdo
de carrapatos ira exigir uma estratégia de control e integrada, tendo como alvo o cdo e o ambiente no
gual o mesmo é mantido. Uma estratégia de controle integrada significa que todas as tecnologias e
técnicas de manejo serdo utilizadas, proporcionando um efetivo declinio das popul agdes do parasito
de modo rentavel. Essa abordagem inclui 0 uso de estratégias quimicas e ndo-quimicas (DANTAS-
TORRES, 2008).

4.6.1.1 Estratégias quimicas

Os cées podem ser tratados com uma gama diversificada de preparacdes veterin&rias, tais
como pour on, coleiras impregnadas, xampus, sprays e pés (GARRIS, 1991). Existem atuamente
no mercado varios compostos que podem ser usados no controle quimico de vetores (Amitraz,
Piretroides, Fipronil, Imidaclopride), no entanto, estes farmacos ndo estéo isentos de consequéncias
e estdo descritos multiplos casos de desenvolvimento de resisténcias, devido a0 seu uso
indiscriminado e calculo errado das quantidades a administrar (SEIXAS et al., 2011).

Embora Oliveira et al. (2011) tenham relatado que o fipronil, um componente comercial
bastante presente em bisnagas e coleiras para caes, € muito eficaz, o estudo ndo incluiu o impacto

do acaricida nos cées. No entanto, o afoxolaner demonstrou alta eficiéncia contra carrapatos (Ixodes
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scapularis) e nenhum efeito sobre beagles (MITCHELL et al., 2014). Hunter et al. (2011)
obtiveram resultados semel hantes para fipronil, amitraz e (S)-metopreno sobre R. sanguineus, mas o
estudo, como muitos outros, abrangeu um periodo de tempo curto. Além disso, como demonstrado
por Reck et al. (2014) em R. microplus, o desenvolvimento de resisténcia a diversas novas
substéncias quimicas torna impossivel determinar o tempo de acdo eficaz para cada preparacdo
guimica.

O uso de acaricidas em cées é geralmente eficaz para eliminar as infestacOes de carrapatos e
para evitar reinfestagdes durante um certo periodo de tempo. A frequéncia do tratamento depende
do grau de infestagdo e da duracéo do efeito residual do acaricida. Em qualquer caso, as orientactes
do fabricante devem ser sempre seguidas. Sempre que necessario, 0 veterin&rio pode adotar
esguemas alternativos, embora cuidados devam ser tomados para evitar 0 uso inadequado de certos
compostos ativos. O tempo exato necess&rio para o tratamento acaricida eliminar infestacOes
severas € incerto. Exame fisico regular dos cées tratados pode servir como um indicador do
progresso (isto €, sucesso ou fracasso) do programa de controle (DANTAS-TORRES, 2008).

Como aproximadamente 95% dos carrapatos estéo fora do hospedeiro, o uso de acaricidas
no ambiente no qual o cdo vive € sempre necessario. Esse tratamento pode ser efetivo apenas
guando éreas restritas sdo tratadas. A eficacia ira depender de aguns fatores como: nivel de
infestacdo do ambiente, presenca de infestacdo em éreas proximas a tratada, efeito residua do
acaricida e condi¢bes do ambiente. Existem varias preocupacfes acerca do uso de acaricidas no
ambiente. O uso improprio desses produtos pode causar poluicdo ambiental e toxicidade aos
humanos e a outros organismos ndo-alvo (a exemplo de predadores e parasitos dos carrapatos). Um
manual de utilizagdo segura de pesticidas e uma lista de acaricidas adequados para aplicagéo
domeéstica sdo disponibilizados pela OMS (World Health Organization, 2006; DANTAS-TORRES,
2008).

4.6.1.2 Estratégias ndo-quimicas

O Médico Veterinario deverater um papel importante na educacdo dos proprietérios ndo so
para 0 uso raciona dos parasiticidas, mas também na adocdo de métodos ndo quimicos para
combater 0s vetores, a exemplo da manutencdo da vegetacdo em corte baixo e do controle biol égico
(DANTAS-TORRES, 2008). Como 0s carrapatos possuem varios inimigos naturais (a exemplo de
bactérias, fungos e nematddeos) o controle biol 6gico dos mesmos parece ser viavel (SAMISH et al.,
2004).
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Fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae
apresentaram potencial para o controle populacional de certas espécies de carrapatos incluindo R.
sanguineus (SAMISH et al., 2004; OSTFELD et al., 2006). Outros candidatos para o biocontrole
de carrapatos sdo as bactérias gram negativas simbidticas Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp.
transmitidas por dois importantes grupos de nematddeos isolados do solo: Steinernematidae e
Heterorhabditidae (KREFT et al., 2012).

A mudanca no habitat € muito importante no controle de carrapatos R. sanguineus.
Rachaduras e fendas devem ser seladas e a grama mantida em corte baixo. E importante notar que
carrapatos R. sanguineus apresentam um comportamento endofilico marcante na maioria das
regides onde ocorrem. Nas casas altamente infestadas, 0s carrapatos séo comumente visto subindo
paredes, cortinas, janelas, portas e movels. Nesses casos a dedetizacdo do interior da casa pode ser
necessaria (DANTAS-TORRES, 2008).

4.6.2 Vacinas

Atualmente, ndo ha producdo de vacinas comerciais contra FMB, e a prevencao da doenca em
caes depende do controle da populagéo de carrapatos, tendo em vista que quanto maior a populacdo
desses artropodes, maior o risco de infeccdo (RAOULT e PAROLA, 2007), esse cendrio se estende
para erliquiose, anaplasmose e hepatozoonose.

Rudoler et al. (2012) avadiaram a utilizacdo de uma amostra atenuada de E. canis (#611A) e
obtiveram bons resultados no tocante ao desenvolvimento de umavacina para EMC. Os resultados indicaram
gue a inoculacdo prévia dessa amostra reduziu a severidade dos sinais clinicos e a bacteremia nos caes
infectados experimentalmente. Apesar disso, as questdes acerca de reversdo do estagio de atenuacdo para o
de patogenicidade do inéculo ndo foram avaliadas, além da dose a ser administrada e das condicBes de
infeccdo pelo carrapato.

As vacinas atuais contra babesiose sd0 pouco eficazes, de elevado custo e gera-se dificuldade
em distinguir individuos afetados dos vacinados. A pouca eficacia deve-se, em parte, a grande
variabilidade antigénica destes agentes. Vacinas homdlogas para B. canis ndo protegem contra
outras espécies, 0 que levou ao desenvolvimento de vacinas heterdlogas, mais eficazes (SEIXAS et
al., 2011; IRWIN et al., 2009).
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ARTIGO 1

Publicado no periddico The Scientific World Journal.

An Assessment of Whole Blood and Fractions by Nested PCR as a DNA Source for Diagnosing
Canine Ehrlichiosis and Anaplasmosis. Tereza Emmanuelle de Farias Rotondano, Alzira Maria
Paiva de Almeida, Elane Maria Camboim Lustosa, Aline Antas Cordeiro, Expedito Kennedy Alves
Camboim, Sergio Santos de Azevedo, Paulo Paes de Andrade, Marcia Almeida de Melo. The
Scientific World Journal. Article ID 605743, volume 2012. doi:10.1100/2012/605743, 1-6.

Uma avaiacdo do sangue total e de suas fragdes como fonte de DNA para o diagnostico de

Erliquiose e Anaplasmose Caninas.

Nesse estudo procurou-se determinar a melhor fonte de DNA para a deteccéo de Ehrlichia canis e
Anaplasma platys por nested PCR (nPCR). A pesguisa envolveu amostras de sangue de 21 animais
apresentando sintomatologia clinica e/ou resultados hematol6gicos sugestivos de erliquiose €/ou
anaplasmose atendidos na rotina médica veterinaria nos estados da Paraiba e Pernambuco
localizados na regido Nordeste do Brasil. Sangue total e diferentes fragbes (papa leucocitaria,
granuldcitos, mononucleares e coagulo sanguineo) foram submetidos a nPCR e os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente juntamente com os dados hematol 6gicos. O sangue total
revelou-se como a melhor fonte de DNA para a deteccdo de E. canis e A. platys por nPCR. Neste
trabalho foi evidenciada pela primeira vez, por técnica molecular, a infeccdo por A.

platys em c&o no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
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1. Introduction

Copyright © 2012 Tereza Emmanuelle de Farias Rotondano et al. This is an open access article distributed under the Creative
Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original work is properly cited.

Ehrlichiosis and anaplasmosis are tick-borne diseases. Ehrlichia canis and Anaplasma platys infect mainly white cells and platelets,
respectively. The main DNA source for PCR is peripheral blood, but the potential of blood cell fractions has not been extensively
investigated. This study aims at assessment of whole blood (WB) and blood fractions potential in nested PCR (nPCR) to diagnose
canine ehrlichiosis and anaplasmosis. The 165 rRNA gene was amplified in 71.4, 17.8, 31.57, and 30% of the WB, granulocyte (G),
mononuclear cells (M), and buffy coat (BC) samples. Compared to the WB, the sensitivity of the PCR was 42.86% for the M, and
BC fractions, 21.43% for the G, and 33.33% for the blood clot (C). There was fair agreement between the WB and M, BC and C,
and slight with the G. Fair agreement occurred between the nPCR and morulae in the blood smear. One animal was coinfected
with A. platys and E. canis. This study provided the first evidence of A. platys infection in dogs in Paraiba, Brazil, and demonstrated
that WB is a better DNA source than blood fractions to detect Ehrlichia and Anaplasma by nPCR, probably because of the plasma
bacterial concentration following host cell lysis.

helminthoeca. Ehrlichia and Anaplasma infections are trans-
mitted through the salivary secretions of attached ticks.

Ehrlichiosis and anaplasmosis are important, emerging zoo-
notic tick-borne diseases caused by gram-negative, obligate
intracellular bacteria from the Anaplasmataceae family. In
the host cells, the bacteria reside in inclusion bodies (moru-
lae), which provide a hospitable environment for survival
[1,2].

Canidae can be infected by several Anaplasmataceae
agents: Ehrlichia canis, E. ewingii, E. chaffeensis, Anaplasma
platys, A. phagocytophilum, Neorickettsia risticii, and N.

Ehrlichia canis is usually transmitted by brown dog tick
(Rhipicephalus sanguineus) bites, which can also transmit E.
ewingii and most likely Anaplasma platys [1]. The occurrence
of the tick R. sanguineus parasitizing humans in Brazil [3]
serves to warn the risk of transmission of such pathogens (A.
platys and E. canis) to humans [4, 5].

E. canis species mainly infect monocytes, which causes
canine monocytic ehrlichiosis, and A. platys species infect
platelets, which causes canine cyclic thrombocytopenia.



The A. platys platelet tropism is unique among ehrlichial-
related organisms, even though all of these infections may
result in thrombocytopenia [2]. E. canis is the main pathogen
implicated in cases of canine ehrlichiosis in Brazil, but A.
platys has recently been identified by PCR in samples from
the South region with a prevalence ranging from 25.5% to
55% [1, 5].

The diagnosis of canine ehrlichiosis and anaplasmosis
relies on the cultivation, serology, PCR, and direct micro-
scopic examination of stained blood smears to identify
intracytoplasmic morulae. Smear diagnosis has low sen-
sitivity, as there are few bacteria present in the samples,
morulae can be visualized only during the acute phase,
and the percentage of infected cells is usually less than 1%
[6]. Additionally, the presence of A. platys is cyclical, and
the bacteria are easily mistaken as nonspecific inclusion
bodies and staining artifacts [1, 7]. Serology is hampered by
cross-reactions and cannot discriminate between a current
infection and previous exposure to the pathogen. Moreover,
antibody titers tend to persist for several months to years
after treatment, making serology an unreliable tool for
posttreatment diagnosis [8].

The first PCR-based diagnostic method for ehrlichiosis
amplified the 16S rRNA gene and was reported by Igbal et
al. in 1994 [9]. Further improvements and the use of other
target genes increased the sensitivity of the tests. The p30-
based nested PCR (nPCR) assay has been shown to be more
sensitive than the 16S rRNA-based nPCR assay [10], possibly
because E. canis contains multiple copies of the p30 gene but
only one copy of the 16S rRNA gene [11]. As opposed to
single-step PCR, nPCR amplification of the 16S rRNA gene
has been used more often to detect E. canis and A. platys.
In both single step PCR and nPCR, the peripheral blood is
frequently used as a DNA source [1, 5, 12]. Only a single
report has described the use of mononuclear cells as a DNA
source [9].

There is a high prevalence of canine ehrlichiosis, but
there are few reports on the identification of the infectious
agents; therefore, a practical diagnostic technique that can be
routinely used in veterinary medicine must be established.
The nPCR assay may fulfill this requirement, but the
blood fraction that serves as the best DNA source must be
determined beforehand. The aim of the present study was to
compare the effectiveness of whole blood (WB) and blood
fractions—bulffy coat (BC), granulocytes (G), mononuclear
fraction (M) and blood clot (C)—by nPCR to diagnose
canine ehrlichiosis and anaplasmosis.

2. Methods

2.1. Samples and Cell Fractionation. Blood was collected
from 21 dogs bearing suggestive clinical signs of either ehrli-
chiosis or anaplasmosis (petechia, ecchymosis, fever, and
anorexia) and harboring ticks. Some animals also had
intracytoplasmic morulae, as indicated by direct exami-
nation of blood smears and/or hematological parameters
suggestive of ehrlichiosis and anaplasmosis. The dogs were
selected from the veterinary hospital Universidade Federal
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de Campina Grande (UFCG), the Veterinary Medical Center
Dr. Leonardo Torres at Patos, State of Paraiba, and at
the Veterinary Hospital at Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), at Recife, State of Pernambuco.

2.2. Hematology, Direct Examination of Blood Smears and Cell
Fractionation. Routine platelet counts, packed cell volume,
and other hematology parameters were performed at the
hospitals referred to above. The reference values were those
described in Jain (1993) [15]. WB smears were stained with
a hematoxylin-eosin-based rapid stain (Panotico rapido,
Laborclin, Brazil) and observed by microscopy (100X objec-
tive, under immersion oil). The M- and G-enriched samples
were obtained from 4mL of WB with the SepCell kit
(LGC Biotecnologia, Brazil), according to the manufacturer’s
instructions. The BC fraction was collected from 1 mL blood
that was centrifuged at 12,000 g for 10 min.

2.3. DNA Extraction. From each dog, a sample of blood was
collected, and the DNA was extracted. Four milliliters of
blood were extracted with sodium citrate and 1 mL without
sodium citrate. The DNA samples from the WB (200 uL), BC
(50uL), M (50uL), G (100 uL), and C (50 uL) fractions were
extracted with a commercial kit (Invisorb Spin Blood Midi
kit; INVITEK), following the manufacturer’s instructions.
The DNA from 21 WB, 19 G and 19M, 20 BC, and 15 C
samples was used in the nPCR to amplify the E. canis and A.
platys 16S rRNA sequences.

2.4. Nested PCR (nPCR). The first round of PCR used
0.5 to 1.0 ug of the genomic DNA, and the primers ECC
and ECB were designed to amplify a 478 base-pair (bp)
fragment of the Ehrlichia 16S rRNA [13]. The second round
of PCR used a 1.0uL aliquot of the first reaction as a
template and the EHCA sense/EHCA antisense [14] and
EHPL sense/EHPL antisense (Jodo Pessoa Aratjo Jr.: pers.
comm., 2010) primers, which were designed to amplity a
389 bp fragment for E. canis and 384 bp fragment for A.
platys, respectively. Separate reactions were used to detect
each species individually. The primers are described in
Table 1. The primer design was confirmed with the software
Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). The
reaction mix contained 1X reaction buffer (50 mM KCI,
20 mM Tris-HCl (pH 8.4), and 0.1% Triton X-100), 1.75 mM
MgCl,, 0.2 mM dNTP mix, 1 uM PCR primers, 0.625U Taq
DNA polymerase, and autoclaved ultrapure water to a final
volume of 25 yL. The thermocycle was as follows: 94°C for
10 minutes followed by 40 cycles at 94°C for 60 seconds,
60°C for 60 seconds, 72°C for 60 seconds, and a final step
of 72°C for 4 minutes before holding at 4°C. Ultra-pure
autoclaved water was used as negative control in each PCR
batch. The genomic DNA from confirmed E. canis and A.
platys cases was used as positive controls for the E. canis
16S rRNA and A. platys 16S rRNA genes, respectively. Ten
microliters of the final products were electrophoresed at
90 volts for approximately 1 hour in 1.5% agarose gels
containing ethidium bromide in Tris-Borate EDTA (TBE).
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TasLe 1: The primer sequences for the 16S rRNA gene used to detect the E. canis and A. platys by the nPCR reactions.

Primer Etiological . Expected amplified  From-to

Primer sequences Reference

identification agent segment length (bp)

ECC E. spp. AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC Dawson et al. [13] 478 bp 13490

ECB E. spp. CGTATTACCGCGGCTGCTGGC

EHCA sense E. canis CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGC Wen et al. [14] 389 bp 58446

EHCA antisense E. canis TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT

EHPL sense A. platys TTTTTGTCGTAGCTTGCTATGATA Jodo Pessoa Aratjo Jr., 384 bp 49-43)

EHPL antisense A. platys TGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCA pers. comm . i

The E. canis and A. platys reactions were positive when a 389
or a 384 bp fragment was detected, respectively.

2.5. Statistical Analysis. The kappa and related indices were
calculated by Dag Stat software [16] to determine the
agreement between the results for the WB (gold standard)
and blood fractions. The McNemar test was used to evaluate
the concordance among DNA sources, and the Fisher’s
exact test was used to determine the association between
thrombocytopenia, anemia, and a positive WB nPCR. The
significance level was 5% for all of the analyses.

2.6. Ethical Considerations. The animals were used according
to the guidelines of Oswaldo Cruz Foundation from Brazil’s
Ministry of Health.

3. Results

Table 2 shows the results of hematological, blood smear
(direct examination), and nPCR on the WB, G, M, BC,and C
samples from 21 dogs exhibiting clinical signs of ehrlichiosis.
From each group, negative samples were detected. In seven
animals (46.6%), identification at species level failed, as there
was no amplification in the second PCR. Among them, the
blood smears of five dogs were positive by direct examination
and two displayed cytoplasmic inclusions.

Seven dogs (33.3%) were positive by nPCR and direct
examination of blood smears (presence of morulae); inclu-
sions within platelets were found in two blood smears.
Out of the 14 blood smear-negative animals, eight (63.6%)
had at least one blood fraction positive for Ehrlichia or
Anaplasma by nPCR, corresponding to 57.1% false negatives
by direct examination. The WB DNA samples from 66.6%
(6/9) thrombocytopenic and 42.85% (3/7) anemic animals
were positive by nPCR.

Among 21 WB samples, 26.6% (6/21) were negative by
nPCR, and 71.4% (15/21) were positive: 46.4% (7/15) for E.
canis (Figure 1) and 6.6% (1/15) for A. platys. E. canis was
identified in G samples from 1.8% (3/19), in M samples from
31.6% (6/19), and in BC samples from 31.6% (6/19) animals.
One BC sample was coinfected with E. canis and A. platys.
Among the C samples, 7.14% (1/14) were positive for E. canis
and 14.3% (2/14) for A. platys.

Among the nPCR assays carried out in all samples (WB,
G, M, BC, and C) from 11 animals, at least 63.3% (7/11) were

Ficure 1: Detection of Ehrlichia canis in nPCR with EHCA sense
and antisense primers for rRNA 165 gene. Lane 1: 100 base pair (bp)
DNA ladder; lanes from 2 to 5: nPCR with DNA from WB; lane 6: E.
canis-positive control and DNA from WB; lane 7: negative control;
lane 8: nPCR-negative control.

positive; WB and C samples were simultaneously positive in
9% (1/11) and WB, M, and BC in 18.1% (2/11).

The nPCR sensitivity was 42.86% when the WB was
compared to the M and BC fractions (McNemar test: X* =
6.13; P = 0.013), 21.43% compared to the G fraction
(McNemar test: X2 = 9.09; P = 0.003), and 33.33%
compared to the C fraction (McNemar test: X* = 4.17; P =
0.041). The kappa value showed fair agreement among WB
and M (Kappa = 0.28), BC (Kappa = 0.31), and C fractions
(Kappa = 0.26) and slight agreement with G fraction (Kappa
= 0.13). There was also fair agreement between the presence
of morulae and the nPCR results (Kappa = 0.33; McNemar
test: X2 =6.13; P = 0.0133).

4. Discussion

The direct examination of stained blood smears to detect
Ehrlichia in dogs has a low sensitivity rate (3 to 9%).
In fact, E. canis morulae are difficult to detect in blood
smears because this organism is usually present in very low
concentrations [6]. In contrast, PCR has proven to be more
sensitive for detecting Ehrlichia; for a 16S rRNA-based PCR
assay is able to detect E. canis DNA from a rickettsemia,
which is equivalent to one infected monocyte in 10% cells
[1, 5, 12]. In addition to the large sensitivity differences
inherent to the techniques, genotypic variants have been
reported for E. ruminantium, and A. platys infects a wide
range of host cells [1, 2, 17].
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As expected, our study demonstrates that nPCR is more
sensitive for detecting Ehrlichia than the direct examination
of stained blood smears of dogs with suggestive clinical
signs. Our results show that a 50% false negative rate may
occur when only direct examination is used for diagnosis.
In contrast, all animals with morulae in the blood smears
were positive by nPCR for at least one of the WB or fraction
samples.

The nPCR was able to detect Ehrlichia or Anaplasma
DNA in 71% of the samples from dogs with suggestive
clinical signs. This rate is slightly higher than that registered
elsewhere in Brazil [1, 5, 12]. As previously reported [1, 5], E.
canis (46.6%) positivity in WB was higher than for A. platys
(6.6%).

In seven (46.6%) of the samples, there was no amplifi-
cation in the second PCR, and the positives were recorded
as Ehrlichia spp. As the primers used were specific for E.
canis and A. platys, the presence of other Rickettsiales, such
as A. phagocytophilum, E. chaffeensis, and E. ewingii, should
not be disregarded because they can also form cytoplasmic
inclusions [18, 19]. Furthermore E. ewingii was already
reported in dogs in Brazil [20].

Coinfection with E. canis and A. platys was observed
in an animal with a positive blood smear and that was
positive for E. canis in the WB sample by nPCR. Cytoplasmic
inclusions in the platelets were not observed, possibly due
to low A. platys load [7]. It is worth mentioning that this is
the first evidence for the involvement of A. platys in canine
anaplasmosis in the State of Paraiba, Brazil.

The blood fraction samples that were positive for A.
platys by nPCR were WB and C (dog no. 14) and B and C
(dog no. 12). Despite the small sample size, the results suggest
an increased likelihood of finding A. platys DNA in the BC
fraction, which is more enriched with platelets than the other
samples.

Contrary to previous reports [21, 22], we found that
there was no statistical association between thrombocy-
topenia (P = 0.596), anemia (P = 0.299), and the WB
nPCR results. Similar to a previous report [1], anemia
occurred in only 26.6% cases. These results demonstrate
that thrombocytopenia is not sufficient to diagnose either
canine ehrlichiosis or anaplasmosis. Santos et al. [22] also
observed a high incidence of E. canmis infection among
nonthrombocytopenic dogs. In contrast, other diseases
including immune-mediated thrombocytopenia, neoplasia,
inflammatory diseases, or other infectious agents can pro-
voke thrombocytopenia [23]. The differences in prevalence
may reflect the diversity in strain pathogenicity or a selection
bias because thrombocytopenic dogs are more likely to be
tested for ehrlichiosis.

Peripheral blood has been the main source of Ehrlichia
DNA for PCR assays because collection of this sample is
less invasive than spleen and bone marrow collection. The
use of serum samples for nPCR to detect E. canis has been
suggested previously [24]. Our results support that whole
blood is the best source for Ehrlichia DNA in PCR assays.
Indeed, the Kappa value indicates a weak correlation between
nPCR results from the WB samples and those obtained with
the G, M, BC, or C samples; the PCR sensitivity from the M

and B samples was only 42.9%. Therefore, our data and the
literature support the use of WB as the best choice for DNA
source for PCR Ehrlichia spp. detection.

This is the first assessment of the use of different blood
cell fractions as DNA sources to diagnose canine ehrlichiosis
and anaplasmosis by PCR. Although the pathogens only
infect leukocytes and platelets, WB is a better DNA source
than any of the cellular Ehrlichia-enriched host cell fractions.
A possible explanation may be based on the assumption that
WB samples contain not only intracellular Ehrlichia but also
organisms released by host cell lysis that are not found in
the fractions. In support of this hypothesis, the 16S rRNA
gene was successfully amplified by Mylonakis et al. [25] by
nPCR in sera samples from naturally infected dogs. Hence,
these authors recommend serum-based PCR analysis for the
early diagnosis of CME when WB samples are not available.
Furthermore, it was demonstrated that E. chaffeensis reached
concentrations of ~10% bacteria/mL in the plasma of SCID
mice two weeks after infection [26]. There are no similar
studies for E. canis or A. platys, but it is reasonable to
assume that a similar scenario occurs in dogs infected with
these pathogens, especially in the acute phase of the disease,
when symptoms are severe, and platelet counts are usually
reduced.

In conclusion, the present study demonstrates that
canine WB is better than other cellular blood fractions as a
DNA source to detect Ehrlichia and Anaplasma by PCR, most
likely because of the bacterial concentration in the plasma
following host cell lysis.
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Survey of Ehrlichia canis, Babesia spp. and Hepatozoon spp. in dogs from a semiarid region of
Paraiba State, Northeastern Brazil. T.E.F. Rotondano, H.K.A. Almeida, F.S. Krawczak, V.L.
Santana, |.F. Vidal, M.B. Labruna, M.A. Melo, S.S. Azevedo, A.M.P. Almeida. Investigacdo da
ocorréncia de Ehrlichia canis, Babesia spp. € Hepatozoon spp. em cdes do municipio de Patos, na

regido semiarida do estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

Neste trabalho foi investigada a ocorréncia de Ehrlichia canis, Babesia spp. e Hepatozoon spp. em
cées oriundos da rotina médica veterinaria, apresentando infestagéo por carrapatos, no municipio de
Patos, regido semiarida do estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Amostras de sangue foram
colhidas de 100 animais e um question&io epidemiologico foi aplicado para obtencdo de
informagdes sobre 0s cdes e seus proprietarios. As amostras de sangue foram submetidas a
avaliacdo hematol 6gica com pesquisa de hemoparasitos e testadas, por meio de PCR convencional e
em tempo read (gPCR) para amplificacdo de DNA especifico de E. canis, Babesia spp. E
Hepatozoon spp. Os resultados foram avaliados por programa estatistico. Em conclusdo, a presenca
de Hepatozoon spp. néo foi detectada entre os animais estudados; o estudo revelou que E. caniséo
patdgeno, transmitido por carrapato, de maior prevaléncia na regido; animais positivos para B.
canis vogeli foram detectados sendo esse 0 primeiro relato desse agente infectando cdes no
estado da Paraiba Nordeste do Brasil.
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Abstract

This study assessed the occurrence of Ehrlichia spp.. Babesia spp. and Hepatozoon spp.
infections i 100 tick-harboring dogs from a semiarid region of the State of Paraiba,
Northeastern Brazil. Blood samples and ticks were collected from the animals, and a
questionnaire was submitted to dog owners to obtain general data. Blood samples were
used to perform hemogram. direct blood smear and immunological and molecular

hemoparasite detection. The 1.151 ticks collected were identified as Rhipicephalus
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sanguineus: direct smears revealed E. canis-like morulae in the monocytes of 4%
(4/100) of the non-vaccinated female dogs. and 34% and 25% of the dogs tested
positive for Ehrlichia canis by indirect immunofluorescence assay (IFA) and
polymerase chain reaction (PCR), respectively. Blood smear examination revealed
Babesia-suggestive inclusions in the erythrocytes of 2% (2/100) of the animals. Babesia
vogeli was detected by PCR in ten animals (10%) and was correlated with young age (p
= 0.007) and thrombocytopenia (p = 0.01). None of the animals showed Heparozoon
spp. positivity. These results indicate that E. canis is the main tick-borne canine
pathogen in the study area and provide the first report of B. vogeli infection in dogs
from Paraiba State.

Key-words: Ehrlichia, Babesia, Hepatozoon, dogs, Northeastern Brazil.

Introduction

Tick-borne diseases are important cause of morbidity and mortality in dogs
worldwide, and the brown dog tick Rhipicephalus sanguineus has been implicated as
vector of several pathogens (DANTAS-TORRES. 2008). In Brazil, the main tick-borne
pathogens that have been described for dogs are Babesia vogeli, Ehrlichia canis,
Anaplasma platys, Hepatozoon canis, and Mycoplasma haemocanis (RAMOS et al.,
2010: SANTOS et al., 2009: SPOLIDORIO et al.. 2009, 2011).

E. canis 1s the primary etiologic agent of canine monocytic ehrlichiosis (CME),
which i1s a multisystemic disease manifesting in acute, subclinical or chronic forms,
according to the virulence level of the E. canis strain and the presence of co-infection
with other arthropod-borne pathogens. such as Babesia spp. and H. canis (GAL et al..
2007).

Babesiosis is an emerging tick-borne disease affecting animals and humans,
caused by mtraerythrocytic protozoa of the genus Babesia (IRWIN, 2009). In Brazil.
two Babesia species infecting dogs have been reported. B. vogeli (PASSOS et al.. 2005)
and B. gibsoni (TRAPP et al., 20006). B. vogeli 1s the most widespread canine piroplasm
due to the cosmopolitan nature of its invertebrate host, the brown dog tick R.
sanguineus. All Babesia species may cause pyrexia. anorexia, splenomegaly, anemia
and severe thrombocytopenia (IRWIN, 2009).

The Hepatozoon species known to infect dogs are protozoans transmitted

through the ingestion of infected ticks (SPOLIDORIO et al.. 2009, 2011). Veterinarians
2
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usually misdiagnose the infection because the general symptoms are similar to those of
other tick-borne diseases, such as ehrlichiosis and babesiosis (MURATA et al., 1991).
Two Hepatozoon species have been described in dogs. including H. canis and H.
americanum (BANETH et al., 2000, 2007), the former is responsible for all Brazilian
cases reported in domestic dogs (SPOLIDORIO et al.. 2011).

This study aimed to assess the occurrences of E. canis, Babesia spp. and
Hepatozoon spp. infections in dogs from the semiarid region of the State of Paraiba,
Northeastern Brazil. using direct examination. serology and molecular detection

methods and to identify factors associated with these infections.

Materials and methods
Study area and dog sampling

This study was carried out in the municipality of Patos (7°1°S, 37°19°W) located
in the State of Paraiba in the semiarid region of Northeastern Brazil. This locality has an
average temperature of 32°C. relative humidity of 55% and annual rainfall of 700 mm.
One hundred tick-harboring dogs attended at the Veterinary Hospital of the Federal
University of Campina Grande from April to September of 2012 were selected for this
study. A questionnaire was submitted to dog owners to obtain general information, such
as the education and income of the owner (minimum wage), the sex and age of the dog.
breed. management. food intake. vaccination and deworming statuses. contact with
other anmimals (other dogs. cats. horses, pigs. and wild animals). the condition of the
floor of the dog’s premises, the cleaning of the dog’s premises, and the frequency of

cleaning.

Tick collection and identification

Ticks were randomly collected from the animals during a five-minute
examination of each animal, and they were then submerged into 70% ethyl alcohol in
polypropylene tubes and stored at room temperature until identification. Tick taxonomic

identifications were performed according to Barros-Battesti et al. (2006).

Blood sample collection

Blood samples were collected by cephalic or jugular venipuncture into

Vacutainer tubes containing sodium citrate. Direct examinations of the hemogram and

3
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smear were carried out immediately after blood collection. Reference values (RV)
according to Jain (1993) were as follows: leukocytes (RV: 6—17}(103-’}11). erythrocytes
(RV: S.S-S.leoﬁflll). and platelets (RV: 2—5x105f}tl_). Aliquots of plasma and whole

blood were stored at -20°C for subsequent use.

Indirect immunofluorescence assay (IFA)

The presence of anti-E. canis antibodies i the plasma was assessed by an
Indirect immunofluorescence assay IFA using glass slides coated with crude antigens of
E. canis (Sao Paulo strain) as previously described (AGUIAR et al.. 2007). Plasma
samples were initially tested at a screening dilution (1:80) (KRAWCZAK et al.. 2012)
and then re-tested with serial two-fold dilutions of up to 1:1280. A commercial
tfluorescein-labeled rabbit anti-canine IgG (Sigma-Aldrich, 3050 Spruce St. Louis, MO
63103, USA) was used as the secondary antibody.

Molecular analyses

Total DNA was extracted from canine whole blood using a commercial DNA
extraction kit (Wizard Kit for DNA Exn‘actiou®) according to the manufacturer’s
instructions (Promega) and eluted in 50 pL of the elution buffer accompanying the
exfraction kit.

Assays to detect E. canis DNA were performed using a TagMan real-time PCR
(qPCR) system targeting a portion of the Ehrlichia disulfide bond formation protein-
encoding gene (dsb) with the primers dsb-321 (5°-
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA-3’) and dsb-671 (5°-
GCTGCTCAACCAAGAAATGTATCCCCTA-3") and the E. canis-specific probe (5°-
FAM AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-BHQ-1-3") at a
concentration of 25 umol/L as previously described (DOYLE et al., 2005). Positive
(DNA from E. canis-cultured DHS2 cells) and negative (DHS82 cells only) controls were
mcluded for all PCR assays. Samples with negative results, as shown by the E. canis-
specific qPCR. were evaluated using conventional PCR with the primers dsb-330 (5°-
GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3") and dsb-728 (5°-
CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3"), which were designed to amplify a 409-
base pair (bp) fragment of the dsb gene of Ehrlichia spp. (LABRUNA et al., 2007).
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For the detection of Babesia spp. and Hepatozoon spp. DNA, five pL of
extracted DNA were used for conventional PCR with the primers HEP144-169 (5°-
GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3") and HEP743-718 (5°-
ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-37), which amplify a 574-bp fragment of
the 18S rRNA gene of Hepatozoon spp.. and the primers BAB143-167 (5'-
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3) and BABG694-667(5°-
GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3"), which amplify a 551-bp fragment of
the 18S rRNA gene of Babesia spp.. as previously described (ALMEIDA et al., 2012).

PCR products were electrophoresed on 1.5% agarose gel (Invitrogen, Carlsbad,
CA). stained with ethidium bromide (AMRESCO. Solon, OH). and examined under UV
illumination. Amplicons of the expected sizes were purified with ExoSap (GE
Healthcare, Pittsburgh. PA) and sequenced with an automatic sequencer (Applied
Biosystems, model ABI 3500 Genetic Analyzer) according to the manufacturer’s
protocol. The partial sequences obtained were subjected to BLAST analysis
(ALTSCHUL et al., 1990) to determine the presence of any similarities to

corresponding sequences.

Statistical analysis

Risk factor analyses were performed considering the serological or molecular
detection of E. canis, Babesia spp. and Hepatozoon spp. as the dependent variables and
the data obtained from the questionnaire and hemogram as independent variables. The
association between the dependent and independent variables was assessed in 2 steps
with univariate and multivariable analyses. The variables presenting P < 0.20 as
determined by the chi-square test in the univariate analysis were selected and subjected
to multivariate analysis using the logistic regression stepwise forward method with a
5% significance level (HOSMER: LEMESHOW, 1989). The serological results were
analyzed using the following dichotomic variables: (1) dogs serologically negative or
with a titer <80 (0), and (11) dogs with a titer >80 (1) for E. canis. The kappa index
(THURSFIELD. 2007) was used to compare the IFA with the PCR and direct blood
smear results for E. canis. Mean tick infestations among dogs positive and negative for
E. canis or Babesi spp. were compared by the 7-Student test. All analyses were

performed with SPSS 13.0 for Windows.
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Ethical considerations
The present study was submitted to and approved by the Research Ethics
Committee of the Universidade Federal de Campina Grande. protocol number 07/2012.

prior to iitiation.

Results

Hemogram analysis revealed that 52% (52/100) of the dogs were anemic. 12%
(12/100) were leukopenic. and 37% (37/100) exhibited decreased platelets. Direct blood
smear examination revealed E. canis-like morulae within the monocytes of 4% (4/100)
of the dogs and Babesia-suggestive inclusions in the erythrocytes of 2% (2/100) of the
animals.

E. canis antibodies were detected in 34% (34/100) of the tested dogs. with titers
ranging from 80 to > 1280. Among the 100 tested dogs. 9, 6. 6, 3, and 10 had endpoint
titers of 80, 160. 320, 640. and > 1280, respectively. E. canis DNA was detected by
qPCR 1n 25% (25/100) of the dogs. None of the qPCR-negative samples were positive
according to the Ehrlichia genus-specific PCR, indicating the exclusive occurrence of
E. canis in the studied population.

From the 100 canine samples examined, 10 yielded PCR amplicons for Babesia
spp.. which were confirmed by DNA sequencing. By BLAST analysis, the sequences
obtained from the Babesia-specific PCR were shown to be 100% identical to available
sequences from B. vogeli (JF825145.1, AY371196.1, EF052627.1, AY371195.1, and
DQ297390.1). A partial sequence (18S rRNA) generated from one of the dogs was
deposited into GenBank under the accession number KJ494656. None of the canine
blood samples yielded amplicons in the Heparozoon-specific PCR.

Age was revealed to be a risk factor for babesiosis (p = 0.007: odds ratio [OR] =
0.197; confidence interval [CI] 95% = 0.061-0.640: standard error [SE] = 0.601), with a
higher frequency observed in the younger dogs (6-12 months, table 1). A significant
correlation was found between decreased platelets and B. vogeli occurrence (p = 0.01).
Based on the serological results, the act of not vaccinating dogs was associated with an
mcreased risk of ehrlichiosis (p = 0.007: OR = 3.921: 95% CI = 1.462-10.512: SE =
0.503). Based on the qPCR results, the females were 2,705 more likely to develop
ehrlichiosis than the males (p = 0.041; 95% CI = 1.040-7.036; SE = 0.488).
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The kappa index revealed fair agreement between the qPCR and IFA results in
terms of £. canis diagnosis (p = 0.0037), i.e., 55% (55/100) of the dogs were negative
according to qPCR and IFA, and 14% were positive according to both tests. The kappa
value for both tests was 0.2619. Poor agreement was observed between the IFA and
PCR (k = 0.03) and between the IFA and blood smears (k = 0.0741). The hematological
disorders of anemia, leukopenia and thrombocytopenia showed statistically significant
associations (p < 0.05) with the gPCR results for E. canis.

From the 100 tick-harboring dogs. 1.151 ticks were collected. giving an overall
mean infestation of 11.5 ticks/dog (range 1-34). Mean tick infestations were statistically
similar (P >0.05) among positive and negative dogs for E. canis or B. vogeli, with mean
values of 10.2 and 12.2 ticks/dog for £. canis serologically positive and negative dogs,
respectively: 10.0 and 12.0 ticks/dog for E. canis-PCR positive and negative dogs,
respectively: and 14.6 and 11.2 ticks/dog for B. canis-PCR positive and negative dogs,

respectively.

Discussion

R. sanguineus was the only tick species found on the dogs evaluated in this
study. According to Tanikawa et al. (2012), the warm weather that occurs in the city of
Patos, Paraiba State, which is located in the semiarid region of Northeastern Brazil, is
an important factor contributing to the dissemination of this tick species, while at the
same time precluding the establishment of many other tick species. which usually
require higher moisture during their off-host developmental stages. R. sanguineus ticks
are considered less dependent for survival upon moisture-rich habitats, allowing for
their establishment in regions with unfavorable water balances (YODER et al.. 2006).
This characteristic contributes to the establishment of these ticks in semi-arid regions.
such as that of the present study.

IFA antibody titers for E. canis ranging from 80 to > 1280 were found in 34% of
the animals. A similar seroprevalence has been previously observed by Carlos et al.
(2007) and Souza et al. (2010) in Northeastern Brazil. These high titers are consistent
with prolonged infection and chronic antigenic stimulation (BARTSCH: GREENE,
1996).

E. canis DNA was detected by qPCR in 25% of the dogs. This prevalence 1s

higher than those previously observed by Carvalho et al. (2008) and Tanikawa et al.
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(2012). The high sensitivity of gPCR (DOYLE et al.. 2005; HARRUS: WANER. 2011)
may explain this difference in comparing the present results with previous results based
on conventional PCR. Furthermore. the selection of tick-harboring dogs may have
contributed to the higher E. canis detection i our study.

According to Solano-Gallego et al. (2006). epidemiological factors related to
climatic conditions, vector distribution. population, animal behavior and habitat as well
as the mvestigation methods used can affect the calculation of the prevalence of canine
ehrlichiosis in Brazil. None of samples that were negative according to qPCR were
positive according to the Ehrlichia genus-specific PCR. mdicating the sole existence of
E. canis in the studied population. At least four Ehrlichia species have been reported in
Brazil, E. canis. infecting mainly dogs (VIEIRA et al., 2011), E. ewingii infecting dogs
(OLIVEIRA et al., 2009). E. chaffeensis infecting deer (MACHADO et al.. 2006), and
E. mineirensis infecting cattle (CRUZ et al.. 2012; AGUIAR et al., 2014): however,
only E. canis has been reported in the Northeast region (SOUZA et al., 2010, VIEIRA
etal, 2011), which 1s likely related to the higher occurrence of the tick R. sanguineus in
this region.

In 20% (20/100) of the samples, E. canis antibodies were detected by the IFA
test in the absence of DNA amplification by qPCR. The IFA test as an additional
serological method can generate false-positive results: furthermore. it does not
differentiate active mfection from previous exposure to an organism (VIEIRA et al.,
2011). In addition, anti-E. canis antibodies can persist and be detected after healing. On
the other hand, the ability of conventional PCR to detect Elrlichia DNA in seropositive
dogs depends on the sample source and target gene (HARRUS et al.. 2004). The ability
of qPCR to detect ehrlichial DNA. indicating active infection. rather than detecting an
anti-E. canis antibody, which 1s suggestive of exposure. constitutes an advantage that
allows for clinicians to better monitor treatment progress (HARRUS:WANER, 2011).

These results demonstrate that CME is endemic in the city of Patos, suggesting
either previous exposure to the agent or the presence of active infection. Hence, this
disease must be included as a part of the differential diagnosis in routine veterinary care
in this locality and considered as a public health issue. Some E. canis strains are capable
of mfecting humans (PEREZ et al., 2006) and although it is unusual. the parasitism of

humans by R. sanguineus has been described (DANTAS-TORRES, et al., 2006).
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Out of the samples analyzed for E. canis. 55% (55/100) were qPCR and IFA
negative, and 14% were positive by both tests. The kappa value (k = 0.2619) showed
fair agreement between these two tests, with a significant p-value (p = 0.0037),
indicating the lack of a significant difference between the two techniques. Poor
agreement was observed between the IFA and PCR and blood smear tests (k = 0.03 and
k = 0.0741, respectively). This can be attributed to the poor sensitivity of the cytology
test, which was successful in only 4% of the cases and has been shown to be more
sensitive during the acute phase of infection (WOODY: HOSKINS, 1991).
Furthermore, false positives can occur if morulae are misidentified as platelets,
lymphocytic  azurophilic  granules or  nuclear  phagocytosed  material
(BREITSCHWERDT et al., 1998).

Based on the serological results, the non-vaccination of dogs was considered a
risk factor for ehrlichiosis (table 2). Although commercial canine vaccines for different
bacterial and viral diseases do not specifically protect dogs against E. canis. in general.
immunization against the main dog diseases promotes good health and prevents the
immune decline that increases vulnerability to ehrlichiosis. Furthermore, the simple act
of vaccinating 1s reflective of a careful owner who is attentive to their dog’s well-being.
likely resulting in the less frequent exposure of the animal to ticks, and consequently, to
ehrlichial infection.

The qPCR results revealed that the females were 2.705 more likely to develop
the disease than the males (p = 0.041). No correlation has been found between the
gender of the dog and disease occurrence by Carvalho et al. (2008) and Santos et al.
(2013). The processes of estrus and parturition that occur in females lead to immune
system depression. This could explain the vulnerability of this gender to ehrlichiosis.

The hematological disorders of anemia, leukopenmia and thrombocytopenia
showed statistically significant associations (p < 0.05) to E. canis-positive qPCR results.
Bulla et al. (2004) and Dagnone et al. (2003) have recommended that ehrlichiosis
should be mcluded 1 the differential diagnosis of anemic and thrombocytopenic dogs.
Santos et al. (2009) have observed a high prevalence of E. canmis in non-
thrombocytopenic dogs and have recommended the addition of hematologic evaluation
as a complementary diagnostic test for the definitive diagnosis of ehrlichiosis and the

avoidance of unnecessary antibiotic use.
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Out of the 100 canine samples examined, 10 yielded PCR amplicons for Babesia spp.,
which were confirmed as B. vogeli by DNA sequencing. This is the first report of B.
vogeli in dogs from Paraiba State. and the frequency of positive animals obtained (10%,
10/100) is higher than that reported by Ramos et al. (2010) in another area of
Northeastern Brazil. This higher frequency could be related to the fact that all sampled
dogs were from areas where they had probably been exposed to R. sanguineus, since all
of them were infested by this tick species when they were sampled for this study.

Age was considered a risk factor for babesiosis (p = 0.007). with a higher
frequency observed in the younger dogs. According to Brown et al. (2006), young dogs
that have been weaned are particularly likely to be exposed to concomitant diseases
because malnourishment due to a scavenging lifestyle greatly predisposes these animals
to infection. A significant correlation was observed between a decrease in platelets and
B. vogeli (p = 0.01) occurrence, which has been previously reported by Santos et al.
(2009) and Brown et al. (2006). The mechanism of platelet damage by B. vogeli 1s
poorly understood. In human chronic babesial infections. it has been suggested that
spleen enlargement results in an increase in the pooling of platelets. diminishing
circulating thrombocytes (PANTANOWITZ, 2003).

None of tested samples was positive for Hepatozoon spp.. as determined by
PCR. This could be attributed to the fact that R. sanguineus was the sole tick found on
the studied animals. R. sanguineus 1s considered to be the main H. canis vector in the
Old World (BANETH et al.. 2007), and its presence on dogs has been associated with
pathogen infection (SPOLIDORIO et al.. 2009). However, until now, there 1s no report
of R. sanguineus naturally or experimentally infected with H. canis in Brazil
(FORLANO et al.. 2005: SPOLIDORIO et al., 2009;: DEMONER et al., 2013). These
negative results could be related to the different susceptibilities of R. sanguwineus
populations to H. canis because it has been shown that the taxon R. sanguineus is
represented by at least two different species in Latin America (MORAES-FILHO et al.,
2011).

PCR revealed that three animals possessed co-infection with E. canis and B.
vogeli. This co-infection, which has been reported elsewhere (SANTOS et. al., 2009:
RAMOS et al., 2010), occurs because these pathogens share the same vector, the brown

dog tick R. sanguineus, which was predominant in the animals evaluated in this study.
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Conclusions

The results from the present study revealed that E. canis was the main tick-borne
pathogen of dogs in Patos and showed that B. vogeli 1s an important hemoparasite that
should be included in the differential diagnosis performed by veterinary medical
professionals. These findings are very important for the understanding of the
epidemiology of tick-borne pathogens of domestic dogs in this semiarid region of

Brazil.
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Table 1. Selected variables in univariate analysis associated with the Babesin spp.-specific PCR results for the dogs attended

at the Veterinary Hospital of the Federal University of Campina Grande, Patos, Paraiba, Brazil,

Variable Category Number Pocitive (24) Pvalue
6—12 36 8 (222%)
Age (months) 12—-48 23 1(4.3%) 0.009
=48 41 1(2.4%)
Commercial 19 3 (15.8%)
Food Homemade 23 0 (0% 0.170
Commercial / Homemade 58 7(12.1%)
Ground 11 0 (0%)
Floor of dog’s premises Cement 49 8 (16.3%) 0.105
Ground / Cement 40 2(5%)
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Table 2. Selected variables in univariate analysis associated with the Ehrfichia cands-specific IFA and PCR results for the
dogs attended at the Veterinary Hospital of the Federal University of Campina Grande, Patos, Parmba, Brazl,

IFAT
PCR
(Titer =80)
Variable Category Number
N' positive N positive
Paalue Pvalue
dogs (%) dogs (%)
<2 ig 23237 T(184)
Dog's owner come 14 33 5(434) 15(28.3)
0.215 0.618
(munmmm wage) p 4 123 1(23)
=6 3 120) 2 {40y
Male 50 18 (36) g(16)
Dog's gender 0.833 0.065
Female 50 16 (32) 17 (34
6-12 36 19 (52.8) 9(25)
Ape (months) 12-48 i 6(26.1) 0,011 8 (34.8) 04
48 41 g(22) 8(19.5)

74



Table 2. Selected variables in univariate analysis associated with the Ehrlichia canis-specific IFA and PCR results for the dogs
attended at the Veterinary Hospital of the Federal University of Campina Grande, Patos, Paraiba, Brazil. (continuation).

IFAT (Titer =80) PCR
N*® positive dogs N* positive
Variable Category Number P-value P-value
(%a) dogs (%)
Breed Mixed breed 59 21 (35,6) 0.850 12(20,3) 0,197
Pure breed 41 13GL7) 13 (31.7)
Floor of dog's Ground i1 1(9.1) 2(18.2)
0.158 0.838
premises Cement 49 17(34.7) 13(26,5)
Ground/Cement 40 16 (40) 10 (25)
Yes 78 21 (26.9) 20 (25.6)
Vaccination 0.011 1.000

No b2) 13 (59,1) 5.7




ARTIGO 3

A ser submetido arevista Pesgquisa Veterindria Brasileira.

Estudo de prevaléncia e fatores de risco de Erliquiose Monocitica Canina e outras rickettsioses em
cées, no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Tereza E. de F. Rotondano, Werona B. de Oliveira,
Felipe da S. Krawzack, Jonas Moraes-Filho, Fernanda N. Bastos, Marcelo B. Labruna, Sérgio S. de
Azevedo, MarciaA. de Melo, AlziraM.P. de Almeida.

Nesse artigo se buscou conhecer a ocorréncia de erliquiose monocitica canina (EMC) e outras
rickettsioses em cées, amostrados aeatoriamente, de cinco diferentes municipios do estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil. De cada animal, obteve-se amostra de sangue com posterior aplicacéo
de questionario epidemiol 6gico ao seu proprietario. As amostras foram testadas por PCR em tempo
real (gPCR), visando a deteccdo de DNA especifico de Ehrlichia canis e, por RIFI, na busca de
anticorpos direcionados para Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephalii, R. amblyommi e R.
felis. Através de andlise estatistica a ocorréncia de E. canis foi associada aos regimes de criacéo
solto e semi-domiciliar, assim como ao fato dos proprietarios serem analfabetos ou terem cursado
apenas 0 primeiro grau de ensino. 5,76 % das amostras analisadas por RIFI foram positivas para
pelo menos uma das espécies de Rickettsia. Este é o primeiro estudo epidemiol 6gico com andlise de
fatores de risco relatando pela primeira vez o encontro de E. canis e Rickettsia spp, em cées no
estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

76



Estudo de prevaléncia e fatores derisco de Erliquiose Monocitica Canina e outras

rickettsioses em cées, no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil*

Tereza E. de F. Rotondano?, Werona B. de Oliveira®, Felipeda S. Krawczak®*, Jonas
Moraes-Filho®, Fernanda N. Bastos®, Marcelo B. Labruna’, Sérgio S. de Azevedo®, Marcia A.
deMeo’, AlziraM.P. de Almeida’®

Abstract - Rotondano, T.E.F., Oliveira W.B., Krawczak F.S., Moraes-Filho J., Bastos F.N.,
LabrunaM.B., Azevedo S.S., Melo M.A. & Almeida A.M.P. 2013. [Study of prevalence and risk
factors of Canine Monocytic Ehrlichiosis and other rickettsial infectionsin dogs, in the State
of Paraiba, Northeast Brazil.] Estudo de prevaléncia e fatores de risco de Erliquiose Monocitica
Canina e outras rickettsioses em cédes, no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Pesguisa
Veterinaria Brasileira 00(0): 00-00. Departamento de Ciéncias Biol6gicas, Universidade Federa de
Pernambuco, Avenida Professor Moraes Rego, s/n, Cidade Universitéaria, 50.670-901, Recife, PE,
Brasil.* Autor para correspondéncia: terezarotondano@hotmail.com

Knowing the tick transmitted pathogens circulating in canine populations and the factors
favoring diseases development is required for early diagnosis and control, and prevent the
occurrence of human cases in a region. This study assessed for the first time the occurrence of
canine monacytic ehrlichiosis (CME) and other rickettsial infections in dogs in the State of Paraiba,
northeastern Brazil, and evaluated possible risk factors associated with these diseases. Blood
samples from dogs randomly selected in five cities were collected, along with application of an

epidemiologic questionnaire to get information on dogs and their owners. The samples were
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analyzed by rea time PCR (gPCR) for Ehrlichia canis DNA, and Immunofluorescence Assay
(IFAT) for antibodies to the species Rickettsia rickettsii, R. felis, R. parkeri, R. amblyommii and R.
rhipicephali. E. canis DNA was detected in 8.9% (64/719) samples, household and semi-household
breeding and dog owner’s illiterate or primary school education level were considered risk factors
for E. canis. Antibodies to at least one of the Rickettsia antigens was found in 5.76% (44/763)
animals by IFAT. Significant association was observed between R. rickettsii and vermifugated
dogs, and between R. parkeri and contact between dogs and cats. The dogs sex (male) and contact
with wild animals were considered risk factors associated with R. amblyommi. This is the first
epidemiological study on prevalence and analysis of associated risk factors and reports for the first
time occurrence of E. canis and Rickettsia spp., in dogs in the State of Paraiba, Northeast Brazil.
INDEX TERMS: Ehrlichia canis, rickettsiosis, gPCR, IFAT, dogs and northeastern Brazil.

RESUM O- Conhecer o0s patdgenos transmitidos por carrapatos, que circulam nas popul agoes
caninas e os fatores que favorecem 0 aparecimento das doengas € necessario para alcancar o
diagndstico precoce e o controle, e evitar a ocorréncia de casos humanos na regido. No presente
estudo foi pesquisada pela primeira vez a ocorréncia de erliquiose monocitica canina (EMC) e
outras rickettsioses em caes e os possiveis fatores de risco associados a essas doencas no Estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil. Amostras de sangue de cées selecionados aleatoriamente em cinco
municipios foram coletadas, juntamente com a aplicacdo de um questionério epidemioldgico para
obtencdo de informagdes sobre 0s cées e seus proprietéarios. As amostras foram analisadas por PCR
em tempo rea (gPCR), para deteccdo de DNA de Ehrlichia canis e, por Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para identificagdo de anticorpos contra as espécies Rickettsia
rickettsii, R. felis, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali. DNA de E. canis foi detectado por
gPCR em 8,9% (64/719) amostras e os regimes de criagdo solto e semi-domiciliar, bem como os
proprietarios serem analfabetos ou terem apenas o0 primeiro grau de ensino foram considerados
como fatores de risco para E. canis. 5,76% (44/763) das amostras foram positivas para pelo menos
um dos antigenos testados por RIFI. Foi observada associagéo significativa entre R. rickettsii e o ato
de vermifugar os animais e a associacdo entre R. parkeri e o contato dos cdes com gatos. O sexo
dos cées (macho) e o contato com animais silvestres foram considerados fatores de risco associados
a R. amblyommi. Este estudo revela pela primeira vez a ocorréncia de E. canis e Rickettsia spp, em
cées no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

TERMOS PARA INDEXACAOQ: Ehrlichia canis, rickettsioses, gPCR, RIFI, cdes e Nordeste

do Brasil.
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INTRODUCAO

Rickettsioses sdo doencas de transmissdo vetorial causadas por bactérias da ordem
Rickettsiales, a qual inclui duas familias (Rickettsiaceae e Anaplasmataceae) de patdgenos
intracelulares obrigatdrios. Os organismos da familia Rickettsiaceae crescem livres no citoplasma
das células do hospedeiro, enquanto que os da familia Anaplasmataceae se replicam dentro de um
vacuolo derivado da membrana da célula hospedeira (Dumler et al. 2001). As rickettsioses ocorrem
mundialmente e sdo transmitidas por uma variedade de espécies de carrapatos, cada uma com
exigéncias especificas (Szabo et a. 2013). Assim, a epidemiologia das vérias rickettsioses é
determinada pela distribuicdo geogréfica especifica do carrapato vetor.

Entre os membros da familia Anaplasmataceae, Ehrlichia canis € a principa espécie
incriminada como agente causador da erliguiose monacitica canina (EMC) no Brasil. A EMC é uma
doenca multissistémica que se manifesta nas formas aguda, subclinica ou crénica dependendo da
viruléncia da cepa infectante e ocorréncia de co-infecgdo, principamente com outros patégenos
transmitidos por artropodes, como Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis (Gal et a. 2007). O
diagnostico da doenca consiste na observacdo de morulas em leucdcitos, através exame de
esfregaco sanguineo, isolamento da bactéria em cultivo celular, pesguisa de anticorpos por
imunofluorescéncia (RIFI) e na Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR).

O carrapato Rhipicephal us sanguineus, reconhecido como vetor da EMC em muitas partes do
Brasil (Vieira et a. 2011), vem sendo incriminado também como vetor da Febre Maculosa das
Montanhas Rochosas (FMMR) (Demma et al., 2005) e provavelmente da Febre Maculosa Brasileira
(FMB) (Szabd et al. 2013).

No Brasil, a ocorréncia de bactérias da ordem Rickettsiales tem sido relatada por diversos
autores (Labruna et al. 2007, Pinter et a. 2008, Saito et al. 2008). Até 0 ano de 2000 apenas uma
espécie da familia Rickettsiaceae, Rickettsia rickettsii, incluida no Grupo da Febre Maculosa (GFM)
era reconhecida no Brasil, mas a partir dai foi registrada a ocorréncia de outras espécies: R. parkeri,
R. rhipicephali, R. amblyommii e R. felis (Labruna et al. 2011).

Pesquisar locais que possuem potencial para desenvolver condi¢bes para 0 aparecimento
destas doencas, como presenca de carrapatos vetores e seus hospedeiros, e a pesquisa dos agentes
responsaveis que circulam numa populacdo sdo importantes para acancar o diagndstico precoce,

tratamento e controle aém de impedir a ocorréncia de casos em humanos (Galvao et a. 2005).
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O presente trabal ho teve como objetivo investigar aocorréncia de E. canis e Rickettsia spp. em
cdes no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, bem como avaliar possiveis fatores de risco

associados a esses patdgenos na regido.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado nos municipios de Uiralna (6°57'S, 38°24'W), Cajazeiras (6°53'S,
38°33'W), Sousa (6°45'S, 38°13'W), Campina Grande (7°13'S, 35°52' W) e Areia (6°57'S,
35°41'W), localizados nas mesorregifes do sertdo e agreste do estado da Paraiba, regido Nordeste
do Brasil (Fig. 1).

. Areia
Cajazeiras

. Campina Grande

Souza

) Uiratna

Fig.1 Localizacdo geogréfica dos municipios do estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil, onde foram coletadas as

amostras de sangue dos cées do estudo.

Coleta das amostras

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo cefdlica ou jugular em tubos
vacutainer contendo citrato de sodio, em caes sel ecionados de forma aleatdria, provenientes de zona
urbana dos cinco municipios. ApGs a coleta, aliquotas de sangue total e plasma foram separadas e
acondicionadas a -20°C até realizac8o das andlises soroldgicas e moleculares. 763 amostras foram

obtidas para deteccéo de Rickettsia spp. e 719 para deteccéo de E. canis (Quadro 1).
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Quadro 1. Distribuicdo, por municipio, das amostras sorologicas de cdes analisadas para
deteccdo de Rickettsia spp. por imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Ehrlichia canis por PCR em
tempo real (QPCR) no Estado da Paraiba, Brasil

NUmero de amostras analisadas (nUmer o de amostr as positivas) e percentual (%)

Municipio Rickettsia spp. (RIFI) Ehrlichia canis (QPCR)
Uiralina 100 (2) 0,26 % 100 (14) 1,94%
Caazeiras 97 (5) 0,65% 74 (7) 0,97%
Sousa 89(9) 1.17% 68 (4) 0,55%
Areia 101 (9) 1,17% 101 (15) 2,08
Campina Grande 376 (47) 6,15% 376 (24) 3,33%
Total 763 (72) 9,43% 719 (64) 8,90%

Aplicacdo de questionério epidemiol 6gico

Um questionéario epidemiolégico era aplicado no momento de cada coleta para se obter
informagdes gerais acerca dos proprietarios (grau de escolaridade e renda), e dos animais (idade,
sexo, raga, tipo de criacdo, alimentacdo, contato com outros animais, ambiente de criacdo e sua

limpeza, vacinagdo, vermifugagdo e historico de infestacdo de carrapatos).

Deteccéo de Ehrlichia canis
Extracdo de DNA e Amplificacéo

O DNA tota foi extraido a partir das amostras de sangue total, como recomendado por
Rotondano et al. (2012) utilizando-se kit de extracdo de DNA comercia (Wizard kit for DNA
extraction®) seguindo as recomendagdes do fabricante (Promega), e eluido em 50 uL de tamp&o de
eluicdo disponivel no kit.

A deteccdo de E. canis foi realizada por PCR em tempo rea (qPCR) para amplificar o gene
dsb que codifica a proteina de formagdo de ponte dissulfidica utilizando os primers Dsb 321 (5'-
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA-3) e Dsb 671 (5-
GCTGCTCAACCAAGAAATGTATCCCCTA — 3'), e uma sonda espécie-especifica (5'-FAM
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AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-BHQ-1-3') na concentracdo de 25 pmol/L
como descrito anteriormente (Doyle et a., 2005).

Deteccéo de Rickettsia spp.
Reacéo de I munofluorescéncia Indireta (RIFI)

As amostras de soro foram analisadas por imunofluorescéncia indireta (RIFI), seguindo
Horta et a. (2004) e Labruna et a. (2007), utilizando-se l&minas com antigenos brutos de cinco
espécies de rickettsias: R. rickettsii, R. felis, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali. As
amostras foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia OLIMPUS®, inicialmente numa
diluicdo de triagem (1:64), e para determinacdo do titulo final para cada espécie as amostras
positivas foram sucessivamente diluidas, em PBS, na razéo dois até 1:2048. Foram considerados
como positivos soros com titulo >64. Soros comprovadamente reagente (positivo) e ndo reagente
(negativo) foram utilizados como controle em cada |amina testada com as amostras dos animais. Os
resultados foram interpretados segundo Horta et a. (2004) e Labruna et a. (2007): as amostras com
titulos para a guma espécie de rickettsia, no minimo, quatro vezes maior que o observado para as
outras especies testadas foram consideradas homologas, ou genotipicamente muito proximas, a

espécie de maior titulacéo.

Andlise Estatistica

A andlise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas. andlise univariada e andlise
multivariada. Na andlise univariada, as variaveis que apresentaram valor de p < 0,2 pelo teste de
Qui-guadrado ou teste exato de Fisher, guando indicado, foram selecionadas para a andise
multivariada utilizando-se a regresséo logistica multipla (Hosmer & Lemeshow 2000). Para
execucdo dos testes a soropositividade para Rickettssia spp. e a deteccdo molecular de E. canis
foram consideradas como variaveis dependentes, e os dados obtidos nos questionarios
epidemiol 6gicos, como variaveis independentes, com nivel de significancia de 5%. Os resultados
sorolégicos foram analisados utilizando a variavel dicotémica seguinte: (i) cées com sorologia
negativa ou reagente com titulo <64 (0), e (ii) caes com titulos finais > 64 (1).Todas as andlise

foram realizadas pelo programa SPSS 13.0 for Windows.

Consider agBes Eticas
O presente trabalho foi submetido e aprovado em Comité de Etica da Universidade Federal

de Campina Grande.
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RESULTADOS

Deteccéo de DNA de Ehrlichia canispor gPCR

Amplificacdo do DNA de E. canis foi obtida em 64 das 719 amostras analisadas por gPCR
(8,9%). A distribuicdo por municipio das amostras de sangue dos cdes anadisadas, positivas e
percentuai s de positividade séo mostrados no Quadro 1.

Foram considerados como fatores de risco associados a ocorréncia de erliquiose o0s regimes
de criagdo solto (p=0,011) e semi-domiciliar (p=0,0001) como também o fato dos proprietarios

serem analfabetos ou terem cursado apenas o 1°grau (p=0,021) (quadro 2).

Deteccao de Rickettsia spp.

Das 763 amostras analisadas por RIFI, 44 (5,76%) apresentaram titulos >64 e foram
consideradas positivas para pel 0 menos um dos antigenos testados.

Os titulos finais dos soros positivos variaram de 64 a 512 para R. rickettsii, 64 a 1024 para
R. parkeri e R. rhipicephalii, 128 a 2048 para R. amblyommii e 64 a512 paraR. felis.

Em trés animais foi observado reacdo homdloga para R. amblyommi, R. felis e R. rickettsii
com titulo final (512) quatro vezes superior ao dos demais antigenos testados (quadro 3).

Nos outros animais sororeativos ndo foi possivel discriminar o agente porque os titulos
encontrados foram semelhantes (diferenca <4 vezes) para dois ou mais antigenos ou foi encontrado
um unico titulo =64 para uma Unica espécie de Rickettsia.

N&o houve diferenca estatistica, em relagdo a frequéncia dos agentes, entre os municipios: R.
rickettsii (p=0,319), R. parkeri (p=0,089), R. rhipicephali (p=0,501), R. amblyommii (p=0,263) e R.
felis (p=0,734).

A andlise dos fatores de risco (quadro 4) revelou associacdo significativa entre a
positividade para R. rickettsii e o ato de vermifugar os animais (p=0,017), assim como verificado
para R. parkeri (p=0,03), a qual também foi associada ao contato dos caes com gatos (p=0,005). O
sexo dos animais (macho) e o0 contato com animais silvestres foram considerados fatores de risco

associados a ocorréncia de R. amblyommi (p=0,018 e p=0,002, respectivamente).
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Quadro 2. Analise Univariada dos fatores de risco associados a positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (QPCR) em cdes no

Estado da Paraiba
gPCR
Variavel Categoria _ _
Total deanimais  Positivos (%)  Valor dep
Anafabeto /1° grau incompleto / 1°grau completo 341 44 (12,9)
Grau de escol aridade do proprietério 2 2° grau incompleto / 2° grau completo 252 15 (6,0) 0,001
3° grau incompleto / 3° grau completo 126 5(4,0
Menos de 2 salarios minimos 421 47 (11,2)
Renda familiar do proprietéario?® 2 a4 salarios minimos 228 15 (6,6) 0,026
5 ou mais salarios minimos 70 2(2)9)
_ Macho 411 46 (11,2)
Sexo do animal 0,018
Fémea 308 18 (5,8)
6 — 12 meses 122 9 (7,9
12 — 24 meses 133 11 (8,3)
|dade do animal 24 a 48 meses 184 16 (8,7) 0,927
4 a6 anos 145 14 (9,7)
Acimade 6 anos 135 14 (10,4)
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Quadro 2. Analise Univariada dos fator es de risco associados a positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em caesno

Estado da Paraiba (continuagéo)

| | qPCR
Variavel Categoria _ _
Total deanimais  Positivos (%) Valor dep
) Sem raca definida 554 58 (10,5)
Raca do animal . 0,011
Com raga definida 165 6 (3,5
Domiciliar 443 23(5,2)
Tipo de Criagdo Semi-domiciliar 190 23(12,1) 0,0001
Solto 86 18 (20,9)
Rac&o comercia 123 54,
Alimentacéo Alimento preparado em casa 311 42 (13,5) 0,001
Ambos 285 17 (6)
o Sim 569 57 (10)
Contato com animais 0,041
N&o 150 7(4,7)
] Sim 6 0(0)
Contato com Equideos 0,961
Nao 713 64 (9)
_ Sim 136 12 (8,8)
Contato com Silvestres 1,000
N&o 583 52 (8,9)
_ Sim 48 30(12,1)
Contato com Felinos 0,041
Nao 471 34 (7,2)
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Quadro 2. Analise Univariada dos fator es de risco associados a positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em caesno
Estado da Paraiba (continuagéo)

. . qPCR
Variavel Categoria — _
Total deanimais  Positivos (%)  Valor dep
_ Sim 415 41 (9,9)
Contato com Caninos 0,345
N&o 304 23 (7,6)
Sim 10 2(20)
Contato com Suinos 0,495
N&o 709 62 (8,7)
o Sim 31 3(9,7)
Contato com Outros animais 1,000
N&o 688 61 (8,9)
Sim 629 59 (9,4)
Outras Formas de Contato 0,320
N&o 90 5(5,6)
Terra 232 30 (12,9
Ambiente de criacéo Cimento 263 12 (4,6) 0,004
Ambos 224 22 (9,8)
. . Sim 646 49 (7,6)
Limpeza do ambiente . 0,001
N&o 73 15 (20,5)
Diaria 551 40 (7,3)
A , , Semanal 71 7(9,9)
Frequéncia de Limpeza do Ambiente . 0,009
Quinzend 17 2(11,8)
Mensal /néo redlizada 80 15 (18,8)
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Quadro 2. Analise Univariada dos fator es de risco associados a positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em caes no
Estado da Paraiba (continuacgéo)

. | qPCR
Variavel Categoria _ __
Total deanimais  Positivos (%)  Valor dep
S Sim 604 54 (8,9)
Vacinagao . 1,000
Nao 115 10 (8,7)
. Sim 419 28 (6,7)
Vermifugacéo 0,019
N&o 300 36 (12)
o Sim 613 56 (9,1)
Histérico de carrapatos . 0,730
N&o 106 8 (705)

8V ariaveis sdlecionadas para andlise multivariada
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Quadro 3. Resultados da Reacdo de | munofluorescéncia Indireta (RI Fl) para 5 espécies de Rickettsia em cédes do estado da Paraiba, Nordeste

do Brasil
NUmero de cdes sororeagentes a cada uma das espécies de Rickettsia
_ N° de caes o ) N° de cées com possivel reacdo
Localidade (% soropositividade por localidade)
testados homodloga (PAERH?)
R.rickettsii R. parkeri R. rhipicephali R. amblyommii R. felis
Uiralna 100 0(0) 1(1) 0(0) 1(2) 0(0) 0
Cajazeiras 97 1(1,03) 0(0) 2 (2,06) 1(1,03) 1(1,03) 0
Sousa 89 2(2,24) 4 (4,49) 1(14,12) 2 (2,24) 0(0) 0
Areia 101 1(0,99) 2(1,98) 2(1,98) 3(2,97) 1(0,99) 2 (1 R amblyommii, 1 R. felis)
Campina _ -
376 9(2,39) 13(3,45) 7(1,86) 16 (4,25) 2(0,23) 1 (1 R rickettsii)
Grande
Total 763 13 20 12 23 4

% PAERH: Possivel antigeno envolvido nareagdo homologa

88



Quadro 4. Analise de regressao logistica multipla dos fatores de risco associados a positividade par a Rickettsia spp. em caes

no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil

I ntervalo de Confianca (1 C)

Espécie Fator derisco Oddsratio Valor dep
95%

Rickettsia rickettsii Animal ter sido vermifugado 6,46 [1,39- 30,04] 0,017

_ ) Contato com gatos 3,85 [1,51-9,83] 0,005
Rickettsia parkeri

Animal ter sido vermifugado 343 [1,13- 10,45] 0,030

) _ Animal ser macho 3,76 [1,26 - 11,22] 0,018

Rickettsia amblyommii
Contato com animais silvestres 3,77 [1,61-83] 0,002
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DISCUSSAO

No presente estudo foi pesquisada pela primeira vez no Estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil a ocorréncia de erliquiose monocitica canina (EMC) e outras rickettsioses em cées e 0s
possiveis fatores de risco associados a essas doengas.

No Brasil o0s estudos sobre rickettsias causadoras ou ndo da FMB realizados em éreas ndo
endémicas sdo escassos; a maioria das pesquisas foi realizada em areas de ocorréncia dos casos ou
onde a doenca se apresenta de forma endémica (Melo et a. 2011, Spoliddrio et al. 2013). O estudo
epidemiol 6gico acerca da ocorréncia de E. canis em cées no Estado da Paraiba permitiu evidenciar
pela primeiravez a ocorréncia deste agente na area estudada.

Dentre as amostras analisadas no presente trabalho 8,9% (64/719) apresentaram DNA de E.
canis. Esta prevaléncia estd bem abaixo da relatada por Vieira et al. (2011) para aregido Nordeste,
considerando os estudos nos Estados do Ceara, Pernambuco, Alagoas e Bahia. Entretanto, esta alta
prevaléncia de E. canis naregido poderia estar superestimada considerando que apenas ferramentas
sorolégicas, menos precisas, foram utilizadas nas pesquisas. No nosso estudo aém da maior
sensibilidade diagndstica e andlitica da técnica qPCR empregada (Doyle et al., 2005; Harrus &
Waner, 2011) foi possivel se identificar ndo apenas uma exposi¢cdo ao agente, mas sim casos de
infeccao ativa nos quais 0 DNA erliquial foi detectado a partir de sangue total de caes domiciliados,
0 que demonstra areal situagdo da EMC no Estado da Paraiba.

Os regimes de criacéo solto (p=0,011) e semi-domiciliar (p=0,0001) bem como o fato dos
proprietarios serem analfabetos ou terem cursado apenas o primeiro grau de ensino (p=0,021) foram
considerados como fatores de risco associados a ocorréncia de EMC. Animais criados soltos ou que
passam parte do dia fora de casa, estéo sujeitos a uma maior exposi¢do a infestacdo por carrapatos e
a infeccdo por outras diversas doencas que podem levar a um déficit imunolodgico e maior
predisposicdo a EMC. O grau de instrucdo do proprietario esta diretamente ligado a qualidade no
manegjo do animal no que diz respeito, por exemplo, a alimentacdo, vacinacdo e limpeza do
ambiente e do proprio animal; um baixo grau de escolaridade pode repercutir na falta de informagdo
acerca desses cuidados fazendo com que a falta de instrugéo represente um fator de risco para a
ocorrénciade erliquiose.

A RIFI € o teste de escolha para o diagnéstico sorologico de infeccgdo rickettsial em seres
humanos e animais (Breitschwerdt et al., 1998; La Scola et a., 1997; Parola et al., 2005), mas
reacd0 cruzada entre as especies de Rickettsia € frequentemente observada, dificultando a
identificacdo das espécies envolvidas na infeccdo. Segundo La Scola et al., (1997) e Parola et a.,

(2005) o ideal € sempre investigar as especies de Rickettsia de ocorréncia conhecida na regido,
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porque os titulos de anticorpos homologos sdo sempre superiores aos titulos de anticorpos
heterdlogos. Em alguns casos as diferencgas nos titulos podem ser altas o suficiente para diferenciar
as especies rickettsiais envolvidas na estimulagéo da respostaimune.

No nosso trabalho 5,76% das amostras foram positivas por RIFI para pelo menos um dos
antigenos de Rickettsia pesquisados (titulo >64). Segundo Piranda et a. (2008) a presenca de
animais sororeagentes indica a circulacdo de Rickettsia do GFM, em uma determinada area, pelo
menos nos Ultimos 6-18 meses.

Na condicdo de hospedeiro para os carrapatos vetores da FMB, o cdo pode ser utilizado
como importante sentinela em estudos de vigilancia epidemiol 6gica. Segundo Lemos et al. (1997), a
prevaléncia de reacfes sorolOgicas positivas em cées de uma area geografica evidencia o risco de
infecgdo humana.

O presente trabalho detectou pela primeira vez, atraves de evidéncia soroldgica a ocorréncia
de Rickettsia spp. em cées no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil e, em trés amostras foi possivel
determinar o provavel antigeno envolvido na reacdo homodloga (PAERH): R. amblyommii, R. felise
R. rickettsii (quadro 3). Nos outros animais sororeativos ndo foi possivel discriminar o agente por
exibirem titulos semelhantes (diferenca < 4 vezes) para dois ou mais antigenos ou terem um Unico
titulo (64) para uma Unica espécie de Rickettsia. A R. rickettsii € um conhecido patdgeno canino ao
passo que a infeccdo em caes por R. amblyommii se restringe apenas a relatos de evidéncia
sorol dgica desse agente (Breitschwerdt et al. 1988, Labruna et al. 2007).

Até o0 momento os Unicos agentes implicados em doenca em seres humanos no Brasil,
transmitidas por carrapatos, sdo R. rickettsii (Angerami et al., 2006) e R. parkeri (Spolidorio et al.,
2010). A patogenicidade de R. amblyommii ainda ndo esta bem esclarecida, mas alguns casos
presumivelmente causados por R. rickettsii (FMMR) nos Estados Unidos podem ser atribuidos a
infeccdo por R. amblyommii (Apperson et al., 2008).

No Brasil duas espécies de carrapatos sdo incriminadas como transmissores da R. rickettsii
aos homens e aos animais: Amblyomma cajennense e Amblyomma aureolatum (Dias & Martins
1939; Pinter & Labruna 2006), sendo A. cajennense o vetor mais comumente associado a doenca
(Moreira; Magahées, 1935). A participagdo de R. sanguineus (0 carrapato marrom do cdo) na
epidemiologia de R. rickettsi no Brasil foi evidenciada pela primeira vez em uma érea endémica da
regido metropolitana de Sao Paulo (Moraes-Filho et a. 2009) mas o papel do R. sanguineus na
transmissdo de R. rickettsi ja havia sido confirmado nos EUA (Nicholson et al. 2006) e no México
(Bustamante & Varela 1947), aém de suspeitado na Col6mbia (Labruna et a. 2007).
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Até o presente ndo havia estudos acerca dos carrapatos que infestam cées no Estado da
Paraiba salvo um relato de R. sanguineus infestando cdes no municipio de Patos (Tanikawa et al.
2012).

Considerando que R. sanguineus € o principal carrapato que parasita cdes no Brasil,
principamente em é&reas urbanas (Labruna 2004), que as condi¢bes climaticas de baixa
disponibilidade de agua e umidade, caracteristicas da regido em estudo, favorecem o predominio
dessa espécie (Yoder et a., 2006) e ainda que se trata de um vetor competente podendo
desempenhar importante papel na transmissdo dos agentes da febre maculosa em situactes
especificas (Piranda et a., 2011, Demma et a. 2005, Szabo et al. 2013) é provavel que esse vetor
possa estar envolvido na disseminacdo de rickettsioses no Estado da Paraiba. Entretanto, outros
estudos s80 necessarios para comprovagao.

Apesar de ter como vetor pulgas do género Ctenocephalides, ectoparasito comum de cées,
(Raoult & Roux, 1997) apenas quatro animais apresentaram anticorpos para R. felis e, em um caso,
foi possivel reconhecer esta espécie como antigeno homélogo envolvido na infecgdo. A deteccéo
sorolégica de R. felis em cées na regido em estudo tem importante significado ja que a espécie foi
confirmada por técnicas sorol 6gicas e moleculares em humanos, no Estado de Minas Gerais e esta
incluida no grupo das febres maculosas por andlise filogenética (Bacellar et a 1995, Angeloni et al.
1997, Lakos & Raoult 1999, Oliveiraet a. 2002, Galvao et a. 2002).

A andlise dos fatores de risco demonstrou associagéo significativa entre a positividade para
R. rickettsii e 0 ato de vermifugar os animais (p=0,017). Essa mesma associacdo foi encontrada para
R. parkeri (p=0,03) a qual também foi correlacionada ao contato dos cées com gatos (p=0,005). O
sexo dos animais (macho) e 0 contato com animais silvestres foram considerados fatores de risco
associados a ocorréncia de R. amblyommi (p=0,018 e p=0,002, respectivamente).

A ocorréncia de Rickettsia spp. e a sua associagdo com esses fatores de risco no Estado da
Paraiba, Nordeste do Brasil ainda ndo havia sido relatada. Considerando que varios s@o 0s
hospedeiros silvestres das riquetsioses, incluindo roedores (capivara), aves, serpentes, morcegos,
peixes, antas e gambas e, que animais domésticos como cdes, gatos, equinos e aves também
possuem grande potencial para serem parasitados (Dias & Martins, 1939, Lemos 2002, Vianna
2002), a convivéncia com esses hospedeiros associada a presenca de um vetor competente pode

acarretar umamaior ocorréncia da doenca
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CONCLUSOES

Este trabalho constitui o primeiro estudo epidemioldgico no Estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil, acerca da ocorréncia, em cées, de E. canis e Rickettsia spp. e fatores de risco associados.
Nesse estudo foi identificada infeccéo ativa por E. canis no sangue total dos animais testados,
refletindo a real situacdo da EMC no Estado da Paraiba, aém de detectar, pela primeira vez,
atividade soroldgica de Rickettsia spp. e, em trés amostras, determinar o0 provavel antigeno
envolvido nareacdo homologa: R. amblyommii, R. felis e R. Rickettsii. Haja vista que o cdo pode ser
utilizado como importante sentinela em estudos de vigilancia epidemiologica dessas doengas,
sugere-se a redizacdo de estudos posteriores para melhor entendimento da dindmica das

riquettsioses no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
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6. DISCUSSAO GERAL

Doengas transmitidas por carrapatos séo uma importante causa de morbidade e mortalidade
em cées de todo o mundo, com o Rhipicephalus sanguineus (o carrgpato marrom do c&o), apontado
como vetor de varios agentes causadores de doencas tais como erliquiose, anaplasmose, babesiose,
hepatozoonose e febre maculosa (DANTAS-TORRES et al., 2008). Em uma era de zoonoses
emergentes pesquisar locais que possuem potencial para desenvolver condigbes para o
aparecimento destas doengas como, presenca de carrapatos vetores e seus hospedeiros, e a pesquisa
dos agentes responsavei s que circulam numa popul agcdo sdo importantes para acancar o diagnostico
precoce, tratamento e controle, fundamentais para a manutencdo do bem estar animal, aém de
impedir a ocorréncia de casos em humanos (GALVAO et al., 2005).

Nosso trabalho buscou conhecer quais as principais doengas transmitidas por carrapatos em
cades nas mesorregifes do sertdo e agreste do estado da Paraiba e identificar possivels fatores de
risco associados a ocorréncia das mesmas.

Inicialmente buscou-se otimizar a técnica de PCR, a qual ja vem sendo utilizada largamente,
visando um diagnéstico mais preciso da erliquiose e anaplasmose caninas. O sangue total é
utilizado, na maioria dos casos, como fonte de DNA (RAMOS et al.,2009; DAGNONE et al.,
2009), mas suas fracfes ainda ndo haviam sido testadas. Para tanto, se propds a avaliagdo, por meio
de nPCR, das frages sanguineas como aternativa para extragdo de DNA erliquial. Diante dos
resultados, apesar dos agentes infectarem principalmente leucdcitos e plaguetas, o sangue total
demonstrou ser a melhor fonte de DNA, quando comparado as fragdes de papa leucocitaria,
granulocitos, mononucleraes e coagulo sanguineo, muito provavelmente pelo fato de o mesmo
albergar tanto bactérias no interior de células hospedeiras como também aquelas livres no plasma,
oriundas de lise celular. Além disso, a pesquisa gerou a primeira identificacgo de A. platys em caes
no estado da Paraiba.

A escassez de dados no estado da Paraiba acerca da real situacdo epidemiolégica das
doencas transmitidas por carrapatos, além da importéncia dessas na rotina médica veterindria e
também humana impulsionou os estudos desenvolvidos nos artigos 2 e 3. Esses mostraram que
apenas a espécie de carrapato R. sanguineus encontra-se infestando os cées no municipio de Patos,
estado da Paraiba. Considerando que espécie € o principal carrapato que parasita cdes no
Brasil, principalmente em &reas urbanas (LABRUNA, 2004) e que as condigdes climaticas de baixa
disponibilidade de &gua e umidade, caracteristicas da regido em estudo, favorecem o predominio da

mesma (YODER et al., 2006) R. sanguineus provavel mente esta relacionado a transmisséo de E.
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canis, B. canis vogeli e Rickettsia spp., agentes relatados pela primeira vez em cées na regido em
estudo.

Entre os cées oriundos de rotina médica a presenca de E. canis foi detectada em 34% dos
animais, por RIFI, e 25% por qPCR. Esses valores sdo superiores aos observados em estudos
prévios (CARVALHO et al., 2008; TANIKAWA et al., 2012). Os percentuais mais altos obtidos no
nosso trabalho podem estar relacionados a inclusdo na pesquisa apenas de animais infestados por
carrgpatos ou, no caso da gPCR, a uma maior sensibilidade da técnica em relagdo a PCR
convenciona. Ja em relacdo aos caes domiciliados a prevaléncia obtida, pela técnica de gPCR, foi
de 8,9% (64/719). Esse vaor foi inferior a0 observado anteriormente na regido Nordeste,
considerando os estudos nos estados do Ceard, Pernambuco, Alagoas e Bahia (VIEIRA et al.,
2011). Entretanto, esta dta prevaléncia de E. canis naregido pode estar superestimada considerando
gue apenas ferramentas sorol 0gicas, menos precisas, foram utilizadas nas pesguisas.

O fato dos proprietarios serem analfabetos ou terem cursado apenas o primeiro grau de
ensino, dos caes ndo serem vacinados e serem submetidos aos regimes de criagdo solto e semi-
domiciliar foram considerados como fatores de risco para erliquiose. No presente estudo além da
maior sensibilidade diagnostica e analitica da técnica de gPCR foi possivel se identificar ndo uma
eXposicao ao agente, mas sim casos de infeccéo ativa nos quais 0 DNA erliquia foi detectado a
partir de sangue total de ces, o que demonstra areal situagdo da EMC no estado da Paraiba.

10 animais apresentaram DNA de B. canis vogeli, confirmados por sequenciamento, sendo a
frequéncia de animais positivos superior ao observado anteriormente por Ramos et al.(2010) na
regido Nordeste. A idade e a diminuicdo no nimero de plaguetas apresentaram correlacéo
significativa com a babesiose.

5,76% das amostras foram positivas, por RIFI, para pdo menos um dos antigenos de
Rickettsia testados (titulo >64). A presenca de animais sororeagentes indica a circulagdo de
Rickettsia do GFM, em uma determinada area, pelo menos nos ultimos 6-18 meses (PIRANDA et
al., 2008). O presente trabalho detectou pela primeira vez, evidéncias soroldgicas da ocorréncia
desse agente em cées no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil e, em trés amostras foi possivel
determinar o provavel antigeno envolvido nareacdo homdloga (PAERH): R. amblyommii, R. felise
R. rickettsii.

Nenhum animal apresentou DNA de Hepatozoon spp. 0 que foi atribuido a identificacéo
apenas de R. sanguineus nos caes em estudo. Essa espécie de carrapato, apesar de considerada
como principal vetor de H. canis (BANETH et al., 2007) nunca foi identificada no Brasil com
infeccdo experimental ou natural por esse patdgeno provavelmente por apresentar diferencas

genéticas (FORLANO et al., 2005; GOMES et al., 2010; MORAES-FILHO et al., 2011).
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Na condicdo de hospedeiro para carrapatos vetores, o cdo pode ser utilizado como
importante sentinela em estudos de vigilancia epidemiol 6gica e a preval éncia de reactes sorol gicas
positivas em cdes de uma area geografica pde em evidéncia o risco de infecgdo humana

A pesquisa desenvolvida além de alertar acerca da ocorréncia de agentes transmitidos por
carrapatos aos cées, no estado da Paraiba, indica a necessidade da realizagéo de estudos posteriores
0S guais possam acrescentar maiores detalhes no tocante a epidemiologia desses patdgenos, haja
vista que os resultados indicam um risco eminente de exposicdo da populagdo humana e um

problema em potencial na manutencdo da salide publica da regido em quest&o.
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7. CONCLUSOESE PERSPECTIVAS

A partir das atividades desenvolvidas, as quais deram origem aos trés trabalhos aqui
apresentados, foi possivel destacar o sangue total como melhor fonte de DNA, em relaco a suas
fragdes, quando utilizado no diagndstico de erliquiose e anaplasmose caninas por meio de
ferramentas moleculares. Além disso, E. canis apresentou-se como o principal agente transmitido
por carrapatos aos caes, no estado da Paraiba, com aidentificacdo também de infecgdes por B. canis
vogeli, Rickettsia spp e A. platys os quais podem ser incluidos num possivel diagnéstico diferencial
da rotina médica veterindria da regido. Esse é o primeiro relato da ocorréncia desses agentes em
caes naregido estudada.

Considerou-se como fatores de risco para erliquiose 0 ato de ndo vacinar os caes, o animal
ser fémea, o0 regime de criagdo semi-domiciliar e solto, e os proprietarios serem analfabetos ou
terem cursado apenas o primeiro grau. Anemia, leucopenia e trombocitopenia também apresentaram
associacdo significativa com a ocorréncia de erliquiose. B. canis vogeli foi identificada pela
primeira vez naregido e uma correlacdo significativafoi observada entre a diminuicdo de plaguetas
e infeccdo por esse agente. O contato com gatos e com animais silvestres e o fato do animal ser
macho foram considerados fatores risco para a ocorréncia de Rickettsia spp.

A pesquisa desenvolvida além de alertar acerca da ocorréncia de agentes transmitidos por
carrapatos aos caes, no estado da Paraiba, indica a necessidade da realizagéo de estudos posteriores
0S guais possam acrescentar maiores detalhes no tocante a epidemiologia desses patdgenos, haja
vista que os resultados indicam um risco eminente de exposicdo da populagdo humana e um

problema em potencial na manutencdo da salide publica da regido em quest&o.
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categoria, o artigo submetido deve possuir alto grau de ineditismo e
originalidade, trazendo resultados noves de importincia evidente.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho
cientifico

Titulo Original

O drulo “cheio” e o subtitulo (se houver) nio devem exceder
15 palavras. Nio deverd aparecer nenhuma abreviatura, e os nomes
de espécies ou palavras em latim deverdo vir em itdlico. Evitar (por
exemplo) titulos que iniciem com: Estudos preliminares; Observagoes
sobre. Nio usar o nome do autor e dara de citagio em nomes cientificos.

Autor(es)/Filiagao

Na identificagio, deve constar: nome completo e por extenso
de todos os autores (sem abreviagio). A Filiagio Institucional deve
informar os nomes préprios de todas as instituigdes ¢ nio suas
[raduqérs: Laboratério, Dcpartamcnto, Faculdade ou Escola, Instituro,
Universidade, Cidade, Estado e Pafs, exatamente nessa ordem. No
rodapé, deve constar as 'Lnfurmaqét:s do autor para cnrrcspnndéncia:
Enderego completo, telefone e e-mail atualizado, nessa ordem.

Referéncias bibliogrificas

As referéncias bibliugra'ﬁcas s serio admitidas desde que sejam
de ficil consulta aos leitores. Nio serio aceitas referéncias de trabalhos
publjcados em anais de congressos e as teses devem estar dispcnl'veis
para consulta em sites oficiais, por exemplo, Banco de Teses da Capes:
http://www.capes.gov.br/servicos/banco-de-teses. Todas as citagdes no
texto devem ser cuidadosamente checadas em relagio aos nomes dos
autores e datas, exatamente como aparecem nas referéncias.

“Abstract” e Resumo

Devem conter no mdximo 200 palavras, em um sé pardgrafo
sem deslocamento. Nio devem conter citagbes bibliogrificas. Siglas e
abreviagdes de instituigbes, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho,
serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso, por
exemplo, Indirect Fluorescence Assay (IFA). Devem ser informativos,
apresem‘andn o obielivo do trabalho, metodo]ogia sucinta, os resultados
mais relevantes e a concluso. O abstract redigido em lingua inglesa e o
resumo em lin.gua Pol'mguﬁa, ambos Seg'ujdm POI' keywol‘ds € palavras-
chave, respectivamente.

Keywords e Palavras-chave

As palavras-chave devem expressar com precisio o contetido do
trabalho. Sao limitadas em no mdximo 6 (seis).
Introdugaoe

Explanagio clara e objetiva do estudo, da qual devem constar a
relevincia e nbjetivos do trabalho, restri_ngindo as citagdes ao necessdrio.
Material e Métodos

Descriqio concisa, sem omitir o essencial para a compreensio e
reprodugio do trabalho. Métodos e técnicas jd estabelecidos devem ser
apenas citados e referenciados. Métodos estatisticos devem ser explicados

ao final dessa segio.
Resultados

O conteido deve ser informativo e nao interpretativo: sempre
que necessdrio devem ser acompanhados de tabelas, figuras ou ourras
ilustragoes autoexplicativas.

Discussao
DEVE s€r ]_imitada aos I'Sultados Ubddﬂs no tral)ﬂj_ho co C{)ntcﬁdo

deve ser interpretativo. Poderd ser apresentada como um elemento do
texto ou juntamente aos resultados e conclusao. Enfatizar a importincia

de novos achados e novas hipéteses identificadas claramente com os
resultados.

Tabelas

Elaboradas apenas com linhas horizonrais de separagio no cabegalho
e no final; e devem ser enviadas em formato editdvel (desejivel excel).
A Icgcncla (titulo) & pn:ccdida da palavra Tabela, seguida pelo nimero
de ordem em algarismos ardbicos, devendo ser descritivas, concisas e
inseridas acima das mesmas. As tabelas devem estar limiradas a um
niimero minimo necessdrio. Devem ser dlgltadas em espago duplu em
arquivos separados.

Figuras

As figuras, rais como: desenho, fotografia, prancha, grifico,
fluxograma e esquema, devem ser enviadas em formaro .dif, .gif ou .jpg,
com no minimo de 300 cfpi de rcsolugiu e numeradas consecutivamente.
As legendas devem ser precedidas da palavra Figura, seguida da
numeragio em algarismo ardbico e inseridas abaixo das mesmas. Listar as
legﬂﬂdas nllmeradas com os l'ESPeCtiVOS Siml)olos [ Cﬂnvmqéﬂ, ecm F()lha
separada em espago duplo. O niimero de ilustragées deve ser restrito ao
minimo necessdrio. Fotografias digitais deverao ser enviadas em arquivos
separados, como foram obridas. Se a escala for dada s figuras, utilizar a
escala BAR em todas as ilustragées ao invés de numérica, que pode ser
alterada com a redugio das figuras.

Conclusées
As conclusdes podem estar inseridas na discussio ou em resultados

e discussio, conforme a escolha dos autores. Nesse caso, esse item nio
serd necessdrio.

Agradecimentos

Quando necessirio, limitados ao indispensdvel.
Referéncias bibliogrificas

A lista de referéncias deverd ser apresentada em ordem alfabética
e, posteriormente, ordenadas em ordem cronolégica, se necessdrio.
Mais de uma referéncia do(s) mesmo(s) autor(es) no mesmo ano deve
ser identificada pelas letras “a”, “b”, “c”, etc, inseridas apés o ano de
publicagio. Titulos de periédicos devem ser abreviados conforme
Index Medicus - http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.
php?lang=eng.

Livros
Levine | D. Veterinary pmtozoa!ogy. Ames: ISU Press; 1985.

Capitulo de livro
Menzies PI. Abortion in sheep: diagnosis and control. In: Youngquist

RS, Threlfall WR. Current tf:rmpj in large animal tben'agmalagy. 20d ed.
Philadelphia: Saunders; 2007. p. 667-680.

Artigo de periddico

Paim F, Souza AP, Bellato V, Sartor AA. Selective control of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus in fipronil-treated cattle raised on natural pastures
in Lages, State of Santa Catarina, Brazil. Rev Bras Parasitol Ver 2011;
20(1): 13-16.

Tese e Dissertagio

Araujo MM. Aspectos ecoldgicos dos helmintos gastrintestinais de caprinos
do municipio de patos, Paraiba - Brasil [Dissertagio]. Rio de Janeiro:
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro; 2002,

Documento eletrénico

Centers for Disease Control and Prevention. Epi Info [online]. 2002 [cited
2003 Jan 10]. Available from: http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.him.
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Obs. Nas referéncias, apresentar os nomes dos seis primeiros autores;
para referéncias com mais de seis autores, apresentar os seis primeiros
nomes seguidos da expressdo et al.
Citagies
As citagbes devem seguir o sistema autor-dara:
Um autor: nome do autor ¢ ano de publicagio
Levine (1985) ou (LEVINE, 1985)
Dois autores: os nomes dos autores e ano da publicagio
Paim e Souza (2011) ou (PAIM & SOUZA, 2011)
Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de “er al.” e o
ano de publicagio
Aratjo et al. (2002) ou (ARAUJO et al., 2002)

Prova Grafica

O trabalho diagramado em formato pdf., serd enviado por e-mail
ao autor correspondente. Alteragbes no artigo, quando aceitas para
publicagio, devem ser realizadas nesse estdgio, com permissio do ediror-
chefe. Portanto, o trabalho deve ser cuidadosamente corrigido antes de
responder ao editor, pois inclusées de corregoes subsequentes (indicagio
de novo autor, mudan(;i de parigmfos inteiros ou tabelas) nio pndcm
ser garantidas.
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NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO PESQUISA VETERINARIA
BRASILEIRA

INSTRUCOES AOS AUTORES

0s trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletranica, através do
e-mail <jurgen.dobereiner@pvh.com.br>, com os arquivos de texto na versao
mais recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacao
disponivel no site da revista (www.pvb.com.br. Devem constituir-se de resultados
de pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para publicagdo em outra
revista.

Para abreviar sua tramitacao e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser
submelidos conforme as normas de apresentacéo da revista (www.pvb.com.br)
e o modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de
apresentacdo. serdo devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagOes (Short communications) sob
forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do trabalho
enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre 0s experimentos
ou a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Aneslesiologia e Cirurgia
serdo recebidos para submissdo somente 0s da area de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e concertos
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhdveis ou
necessarias. Os trabalhos submetidos sdo aceitos atraves da aprovacéo pelos pares
(peer review).

NOTE: Em complementacao aos recursos para edicao da revista (impressa
e online) e distribuigao via correio é cobrada taxa de publicagéo (page charge)
no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da
prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os frabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em
Titulo, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAQ, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois tltimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contelddo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) Ofs) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto
para facilitar sua identificacéo cientifica, como para as citacoes bibliogréficas.
Em muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e
abreviar 0s demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto PV.;

Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F;

Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva,

inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva

S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva

S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacdo, recomenda-se que 0s

trabalhos tenham o méximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT deverd ser apresentado com oS elementos constituintes
do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos devem ser seguidos de “INDEX TERMS™ ou “TERMOS DE INDEXAGCAOD”,
respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito
e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados
e conclustes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em
negrito e entre colchetes, logo apos a palavra RESUMO;

) a INTRODUGAD deve ser breve, com citagao bibliografica especifica sem
que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagao do objetivo
do trabalho; .

) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticio do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais,
deve constar a aprovacao do projeto pela Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao concisa dos dados obti-
dos. (uadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sem-
pre que indicado, médias de varias repetigoes. E conveniente, s vezes, expressar
dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresentd-los em Quadros
extensos; .

h) na DISCUSSAD devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nao
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

1) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados
no trabalho;

i) Agradecimentos devem ser sucintos e nio devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé; .

k) a Lista de REFERENCIAS, que s incluird a bibliografia citada no trabalho
e a que tenha servido como fonie para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0s nomes de
todos 0s autores, em caixa afta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronolagica guando houver mais de dois autores), o ftitulo de cada publicagéo e,
abreviado ou por extenso (se tiver divida), o nome da revista ou obra, usando
as instrugoes do “Style Manual for Biological Journals™ (American Institute for
Biological Sciences), o *Bibliographic Guide for Editors and Authors™ (American
Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.

pvb.com.br).

Pesq. Vet. Bras. 33(7), julho 2013

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrucoes
aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizagdo deve ser na fonte Cambria,
corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e nao deve
ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no
final (logo apos as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho,
devem ser introduzidos através da ferramenta “Insenr” do Word; pois imagens
copiadas e coladas perdem as informacdes do programa onde foram geradas.
resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacéo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texio, os sinais de chamada para notas
de rodapé serao numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou
frase que motivou a nota. Essa numeracdo serd continua por todo o frabalho;
as notas serao lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de
chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas
remissOes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, na
ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em
um s6 paragrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacao de
endereco para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagoes dos nomes de instituicoes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome
por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos
de até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés,
pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se
distinguiremn por esses elementos, a diferenciacdo serd feita atraves do acréscimo
de letras minasculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao consultados na integra
pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho
fue serviu de fonte, serd incluida na lista uma sd vez. A mencgdo de comunicagdo
pessoal e de dados ndo publicados € feita no texto somente com citagéo de Nome
e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituigéo
de ongem do(s) autor(es). Nas citagoes de trabalhos colocados entre parénteses,
nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apés
cada ano; a separacdo entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por virgulas,
exememplo: (Chnstian & Tryphonas 1971, Pnester & Haves 1974, Lemos et al.
2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

7) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com
o padrdo adotado nos altimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenagao
de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem
ser preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas através de cAmeras digitais (com extensdo “jpg”), os arguivos deverdo
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas
em papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem
ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor;
havendo possibilidade de divida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas
em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencgdes
adotadas serd incluida preferentemente, na drea da Figura; evitar-se-d o uso de
titulo ao alto da figura. Fotografias deverao ser apresentadas preferentemente
em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides™). Para
evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser colocados em
envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
poderd ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes
para que estas sejam compreensives, (até certo ponto autoexplicativas , com
independéncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados no
final do texto. Cada um terd seu litulo compleio e sera caractenzado por dois
fracos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses
dois tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao
ha tracos verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomegando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaxo do
Quadro respectivo, do qual serao separadas por um trago curto a esquerda.
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QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO UTILIZADO DURANTE A PESQUISA

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO N° DATA:

| DADOS DO PROPRIETARIO

1- Nome:

2- Endereco: Cidade:

3- Bairro: CEP:

4- Telefone:

5- Grau de escolaridade: ( ) Analfabeto ( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau incompleto
() 2° grau completo () 3° grauincompleto () 3° grau completo

6- Renda familiar: ( ) Menos de 2 sal&io minimo () 2 a 4 sal&ios minimos () 5 a 6 sal&ios minimos
() Mais de 6 salarios minimos

I DADOSDO ANIMAL

7- Nome:

8- Sexo: () Macho () Fémea

O-ldade ()6-—12meses ()12—-24meses ()24-48meses ( )4—6anos ( ) Acimade 6 anos

10- Raga: () Semragcadefinida ( ) Comracadefinida Qual?

11 MANEJO

11- Tipo de criagdo: ( ) Domiciliar ( ) Semi-domiciliar ( ) Solto

12- Alimentagdo : ( ) Ragdo comercial ( ) Alimento preparado emcasa ( ) Ambos Que racdo?

13- Tem contato com outros animais? ()sm () néo

14— Sesim, com quais? ( ) Equideos ( ) Silvestres ( ) Felinos () Caes () Suinos

15- Existem outras formas de contato? ( ) Animaisem casa ( ) Vizinhostem animais ( ) O seuanimal vai ao
petshop ( ) Passeios constantes

16- Qual o ambiente onde o0 animal é criado? ( ) Terra () Cimento () Terra/lcimento
17- E realizada limpeza ou desinfeccdo do local? () Sim ( ) Néo

18- Com que fregiiéncia? () Diéria () Semana () Quinzenal ( ) Mensa

19- O animal tomou algumavacina? ( ) Sim ( ) Néo

20- Sesim, quais? () Anti-rdbica () Contraviroses

21- O animal jafoi vermifugado? ( ) Sim ( ) Néo

22- Se sim, quando?

23- O animal apresenta ou ja apresentou carrapatos? ( ) Sim ( ) Néo

IV EXAME FiSICO — Aspecto geral do animal
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Universidade Federal de Campina Grande
Centro de Satde e Tecnologia Rural
Comissdo de Etica no Uso de Animais
Av. Sta Cecilia, s/n, Bairro Jatobd, Rodovia Patos,
CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel. (83)3511-3057

A: Sr2. Mdrcia Almeida de Melo (Coordenadora)

Protocolo CEP n2 07-2012
Sr2. Melo;

CERTIDAO

ASSUNTO: Solicitacdo de aprovagdo do projeto
de pesquisa intitulado “ Investigacdo soroldgica
e molecular da ocorréncia de Ehrlichia canis
Ehrlichia  Chafeensis e Anaplasma platys em
cées e carrapatos do HV da UFCG”.

Cientificamos a V.Sa. que seu projeto teve parecer consubstanciado orientado
pelo regulamento interno desta comissio e foi aprovado em reunido Ordinaria n®
02/2012, em 20 de novembro de 2012, estando & luz das normas e regulamentos

vigentes no pais atendidas as especificagbes para a pesquisa cientifica.

Secretaria da Comissdo de Etica o Uso de Animais — CEUA da UFCG.

Patos, 20 de Novembro de 2012.

‘ I Il : o
O\Q@;deqe's Rodrigues

Coordenadog. o CEUA
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