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RESUMO

VIEIRA, F.T. "Ocorréncia de Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp., Hepatozoon
spp. e Rickettsia spp. Em cées domiciliados em seis municipios do Estado do Espirito
Santo, Brasil™ [Occurrence of Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp., Hepatozoon
spp. and Rickettsia spp. in dogs domiciled in six municipalities of the State of Espirito Santo,
Brazil]2017. Xf. Tese (Doutorado em Doencas Infecciosas) — Nucleo de Doencas Infecciosas,
Universidade Federal do Espirito Santo, Espirito Santo, 2017.

Doencas transmitidas por carrapatos representam importante causa de morbidade e
mortalidade em cédes (Canis lupus familiaris) em todo o mundo, tendo o Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) como vetor de varios agentes. E muito importante conhecer a
prevaléncia destas doencas, seus vetores e hospedeiros com o objetivo de controlar e preveni-
las em determinada regido. Doencas transmitidas por carrapatos apresentam importancia tanto
para a Medicina Veterinaria quanto para a Saude Publica. Este trabalho tem como objetivo
identificar e quantificar o percentual de infeccdo para Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Babesia
spp. e Hepatozoon spp. em cdes domiciliados e identificar os carrapatos coletados nestes
animais nos municipios de Santa Teresa, Colatina, Alegre, Vila Velha, Vitoria e Serra.
Participaram deste estudo 378 cdes, 226 fémeas e 152 machos, de diversas racas e idades
(média de 4,1 anos) com ectoparasitismo (carrapatos) ou histérico de parasitismo recente (até
30 dias). Dos 378 cdes examinados, 157 (41,53%) apresentavam carrapatos no momento da
consulta os quais foram identificados como R. sanguineus s.I. em 154 animais (98,1%),
Amblyomma ovale em um animal (0,63%) e Amblyomma sculptum em 2 animais (1,27%).
Todos os animais examinados tiveram sangue total coletados para a realizacdo de exames
moleculares: PCR Real Time para Ehrlichia canis, PCR para Babesia spp., PCR para
Hepatozoon spp. e PCR para Anaplasmataceae. No PCR Real Time especifica para E. canis,
28 animais (7,4%) foram positivos. Para Anaplasmataceae, 34 animais (9%) foram positivos,
dos quais 10 geraram sequéncias de DNA com 100% de similaridade com Ehrlichia canis e as
outras 24 amostras geraram um fragmento com 100% de similaridade com Anaplasma platys.
No PCR para Babesia spp., 5 animais (1,3%) foram positivos, gerando sequéncias de DNA
100% idénticas com Babesia vogeli. Por fim, 39 animais (10,31%) foram positivos na PCR
para Hepatozoon spp., gerando sequéncias 100% idénticas a Hepatozoon canis. Observou-se
co-infeccdo com 2 ou 3 agentes em 22 animais (5,8%). Dos 378 cées do estudo, 312 tiveram
amostras de soro sanguineo coletados para a realizacdo de exames soroldgicos: reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para E. canis, com reagdo positiva em 71 animais
(22,75%) e para cinco espécies de Rickettsia (R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommatis, R.
rhipicephali e R. bellii). Dos soros analisados por RIFI,16 animais (5,13%) apresentaram
titulos > 64 para pelo menos uma espécie de Rickettsia das cinco testadas, sendo que 5 (1,6%)
destes apresentaram titulos > 64 para R. rickettsii. Estes resultados indicam que alguns dos
municipios estudados apresentam agentes transmitidos por carrapatos circulando na
populacéo canina, tais como E. canis, A. platys, B. vogeli, H. canis, e possivelmente Rickettsia
sp. do grupo da febre maculosa.

Palavras-chave: cdes, carrapatos, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma ovale, Amblyomma
sculptum, Babesia canis, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Hepatozoon canis.



ABSTRACT

VIEIRA, F.T. "Ocorréncia de Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp., Hepatozoon
spp. e Rickettsia spp. Em cées domiciliados em seis municipios do Estado do Espirito
Santo, Brasil™ [Occurrence of Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp., Hepatozoon
spp. and Rickettsia spp. in dogs domiciled in six municipalities of the State of Espirito Santo,
Brazil]2017. Xf. Tese (Doutorado em Doengas Infecciosas) — Nucleo de Doencas Infecciosas,
Universidade Federal do Espirito Santo, Espirito Santo, 2017.

Tick-borne diseases are an important cause of morbidity and mortality in dogs (Canis lupus
familiaris) worldwide, with the tick Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) as a vector of
various agents. It is very important to know the prevalence of these diseases, their vectors and
hosts in order to control and prevent them in the given region. Tick-borne diseases have
importance for both veterinary medicine and for public health. This work aims to identify and
quantify the percentage of infection by Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Babesia spp. and
Hepatozoon spp. in pet dogs and identify ticks collected on these animals in the municipalities
of Santa Teresa, Colatina, Alegre, Vila Velha, Vitoria and Serra. The study included 378
dogs, 226 females and 152 males, of various breeds and ages (mean 4.1 years) with
ectoparasites (ticks) or parasitism recent history (30 days). Of the 378 dogs examined, 157
(41.53%) had ticks at the time of consultation, which were identified as R. sanguineus s.l. in
154 animals (98.1%), Amblyomma ovale in one animal (0.63%) and Amblyomma sculptum in
2 animals (1.27%). All animals were examined and whole blood were collected and processed
by molecular tests: Real Time PCR for Ehrlichia canis, and conventional PCR protocols for
Babesia spp., Hepatozoon spp., and for Anaplasmataceae. In the Real Time PCR specific for
E. canis, 28 animals (7.4%) were positive. For Anaplasmataceae, 34 animals (9%) were
positive, of which 10 generate DNA sequences with 100% similarity with Ehrlichia canis and
the other 24 samples generated fragments 100% identical to Anaplasma platys. In the PCR for
Babesia spp., 5 animals (1.3%) were positive, producing DNA sequences 100% identical to
Babesia vogeli. Finally, 39 animals (10.31%) were positive by PCR for Hepatozoon spp.,
producing sequences 100% identical to Hepatozoon canis. It was observed coinfection with 2
or 3 agents in 22 animals (5.8%). Of the 378 dogs in the study, 312 had serum samples
collected for serological tests: indirect immunofluorescence assay (IFA) for E. canis, with
positive reaction in 71 animals (22,75%) and five species of Rickettsia (R. rickettsii, R.
parkeri, R. amblyommatis, R. rhipicephali and R. bellii). Among the sera analyzed by IFA, 16
animals (5.13%) had titers > 64 for at least one species of Rickettsia of the five tested, and 5
(1.6%) of those had titers > 64 for R. rickettsii. These results indicate that some of the studied
municipalities have agents transmitted by ticks circulating in the canine population, such as E.
canis, A. platys, B. vogeli, H. canis, and possibly spotted fever group rickettsiae.

Key-words: dogs, ticks, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma ovale, Amblyomma
sculptum, Babesia canis, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Hepatozoon canis.
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1. INTRODUCAO

Os cdes possuem importante papel na sociedade como animais de companhia (DOTTI,
2005) o que favorece o intimo contato com seus donos e consequentemente aumenta o risco
de exposicdo a zoonoses. No Brasil, a convivéncia entre cdes e 0 homem pode ser avaliada
através de estimativas populacionais que no ano de 2013 indicaram a existéncia de 52,2
milhdes de cdes domiciliados no territério nacional (média de 1,8 cdes por domicilio), estando
presentes em 28,9 milhdes de residéncias o que corresponde a 44,3% dos domicilios do pais
(PESQUISA NACIONAL DE SAUDE, 2013).

As zoonoses associadas a cdes domeésticos sdo consideradas um problema de saude
publica e incluem doencas adquiridas ou por contato direto com saliva, fezes, urina, e
secrecOes genitais dos animais (raiva, leptospirose, brucelose, larva migrans cuténea e
visceral, pasteurelose, campilobacteriose, criptococose, criptosporidiose, dipilidiase,
equinococose, febre Q, dermatofitose), ou por transmissdo vetorial (leishmanioses,
dirofilariose, febre maculosa, babesiose, ehrliquiose dentre outras) (GROVES,
HARRINGTON e TABOADA, 2008; KOTTON, 2008). As trés altimas sdo doencas
transmitidas por carrapatos que se distinguem das demais pela possibilidade dos seus vetores
poderem ser carreados pelos cdes para o ambiente domiciliar.

Em cées, a infestacdo com ectoparasitos apresenta elevada prevaléncia podendo causar
doencas ndo s nestes mas também em seus tutores (CASTRO e RAFAEL, 2006). Vérios
estudos no Brasil tem chamado a atencgdo para a elevada frequéncia de ectoparasitismo em
cdes domiciliados e errantes, com destaque para os carrapatos (TORRES, FIGUEIREDO e
FAUSTINO, 2004; CASTRO e RAFAEL, 2006; RODRIGUES, DAEMON e RODRIGUES,
2008; STALLIVIERE et al., 2009). Durante a hematofagia, alem de causarem lesfes aos seus
hospedeiros, podem transmitir agentes infecciosos aos animais e aos Seus tutores,
apresentando, portanto, importancia também para a salde publica (BARROS-BATTESTI,
2006).

E muito importante controlar a presenca de carrapatos principalmente quando visamos
a prevencdo de doencas que sdo transmitidas por eles. As zoonoses associadas a cées
domeésticos sdo consideradas um problema de satde publica e incluem vérias doencas, dentre
elas aquelas adquiridas por meio da picada do carrapato como a febre maculosa, babesiose e a
ehrliquiose (GROVES, HARRINGTON e TABOADA, 2008; KOTTON, 2008).
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Dentre os artropodes hematdfagos, os carrapatos apresentam maior potencial de
transmissdao de maior nimero de agentes patogénicos, via saliva. Podem transmitir patégenos
como Ricketsias na auséncia de hospedeiros vertebrados pelas vias transestadial e
transovariana, o0 que os transformam em verdadeiros reservatdrios de patdgenos (BRITO et
al., 2006).

Devido a intima relagdo entre 0 homem e os cées, eventualmente alguns carrapatos de
cdes podem parasitar o homem levando ndo s6 ao desenvolvimento de lesbes cutaneas, mas
também de doencas infecciosas (DANTAS — TORRES, FIGUEIREDO e BRANDAO —
FILHO, 2006).

Estima-se que 75% das doencas infecciosas emergentes descobertas na natureza sao
zoonoticas (TAYLOR, LATHAM e WOOLHOUSE, 2001), o que sugere que estudos
envolvendo animais, principalmente os de companhia, possam complementar estudos
epidemiol6gicos humanos. Em organismos transmitidos por vetores, cdes sdo utilizados como
sentinela para estimar o risco de infeccdo de humanos. Da mesma forma, estudo de doengas
em animais domésticos podem fornecer dados sobre incidéncia, fatores de risco e fonte de
exposicao antes da ocorréncia de um surto da doenca em humanos (DINIZ et al., 2007).

Assim como em outras regides do Brasil, o censo de 2016 sobre a populacéo canina da
Regido Metropolitana da Grande Vitoria revelou um nimero expressivo de animais (631.869
caes) (Secretaria de Salde-Vigilancia Ambiental), o que representa 1 cdo para cada 2,5
habitantes de acordo com dados do IBGE (BRASIL, 2010) cuja estimativa para, a populacdo
humana nesta regido foi de 1.594.234 de habitantes.

Doencas transmitidas por carrapatos apresentam importancia tanto para a medicina
veterinéria quanto para a medicina humana. A Febre Maculosa humana entre os anos de 2007
e 2015 teve notificacdo de 1143 casos no Brasil com 364 obitos, a maioria deles da regido
sudeste (794 casos com 357 6Obitos). Destes casos, 37 foram registrados no Estado do Espirito
Santo com uma taxa de letalidade de 21,62%. Os casos registrados no estado do Espirito
Santo, ocorreram em 11 municipios, dos quais trés (Serra, Cariacica e Vila Velha) fazem parte
da regido metropolitana da Grande Vitoria (BRASIL, 2017).

Observou-se em éareas rurais do norte do estado do Espirito Santo por positividade
soroldgica para pelo menos uma espécie de Rickettsia e para Ehrlichia canis em cédes e em
humanos e positividade soroldgica para Babesia canis e positividade em testes moleculares
para Hepatozoonose em cées (Spolidorio et al., 2010; Spolidorio et al., 2009). Tais resultados
sugerem que o ES pode ser considerado endémico para Febre Maculosa, Ehrliquiose e

Babesiose e Hepatozoonose canina. De acordo com Diniz et al. (2007), a elevada incidéncia
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de Ehrliquiose canina em &reas urbanas no Sudeste do Brasil, indicam risco potencial da
exposic¢do humana por Ehrlichia canis.

Tem-se observado o aumento do risco a exposicao de cdes a doencas transmitidas por
carrapatos em todo o mundo e devido ao fato da estreita relacdo destes patdgenos com o ser
humano, estes tem apresentado importancia para a sadde publica (BEUGNET; MARIE,
2009).

Neste contexto, cdes sdo considerados sentinelas para a determinacdo da prevaléncia
da infeccdo de agentes transmitidos por carrapatos (DUCAN et al., 2004; DINIZ et al., 2007),
além de servirem como carreadores de tais doencas para 0 ambiente domiciliar (GREENE e
BREITSCHWERDT, 2006). Os cdes sdo susceptiveis a infecgdes por Rickettsia rickettsii,
sendo considerados bons amplificadores da doenca aumentando o risco da infeccdo em seres
humanos que residem no mesmo ambiente, devido ao intimo contato com os carrapatos
infectados carreados por estes hospedeiros (PIRANDA et al., 2008). No Brasil, os principais
patdgenos transmitidos por carrapatos descritos em cdes sdo Babesia canis vogeli, Ehrlichia
canis, Anaplasma platys, Hepatozoon canis e Haemobartonella canis (referenciado
anteriormente como Mycoplasma haemocanis) (SPOLIDORIO et al., 2011).

N&o existem dados referentes a infeccdo de cdes por agentes transmitidos por
carrapatos na area urbana da Regido Metropolitana da Grande Vitéria — ES, bem como de

outros municipios do Estado do Espirito Santo.

Tais fatos motivaram o desenvolvimento deste trabalho.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia de infeccdo para Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp. e
Hepatozoon spp. e Rickettsia spp. em cdes domiciliados, além de identificar os carrapatos

coletados nestes animais em seis municipios do ES.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificacdo de espécies de carrapatos capturados em cdes domiciliados em seis
municipios do ES;

- Avaliar a prevaléncia, através de técnicas moleculares, de infeccdes causadas por
Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp. e Hepatozoon spp. em cdes domiciliados
residentes de seis municipios do ES;

- Avaliar a prevaléncia, através de sorologia, de infeccdes causadas por Rickettsia spp.
e Ehrlichia spp. em cédes domiciliados parasitados por carrapatos em seis municipios do ES;

- Avaliar a prevaléncia, através de métodos soroldgicos, a infeccdo causada por
Rickettsia spp. em equinos residentes ou que transitam por regides com presenca de cdes com

sorologia positiva para este agente.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Carrapatos

Os carrapatos pertencem a ordem Acari, subordem Ixodida, sendo divididos em trés
familias: Ixodidae, Argasidae e Nuttalliellidae (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Os ixodideos, sdo parasitas de vertebrados em geral, mas se alimentam
preferencialmente em mamiferos (OLIVER, 1989). Podem ser encontrados em VArios
ambientes nas fases ndo parasitarias. Seu ciclo compreende ovo, larva, ninfa e adulto com
dimorfismo sexual. Cada estdgio faz apenas uma alimentacdo, com repastos sanguineos
longos que compreendem varios dias (OLIVER, 1989). Entre as mudas (fases néo
parasitarias), podem ser encontrados em varios ambientes. Para cada estagio, ocorre uma
alimentacdo que dura varios dias nos hospedeiros. As fémeas se alimentam uma Unica vez,
ingerindo grande quantidade de sangue que garante a producdo de milhares de ovos,
morrendo logo ap6s a ovoposi¢cdo que € Unica. Os machos em geral se alimentam
intermitentemente (OLIVER, 1989).

Carrapatos possuem grande capacidade de agirem como vetores de doencas entre 0s
animais e o homem por apresentarem hematofagismo em todas as fases evolutivas, fixacio
profunda nos hospedeiros, ingurgitamento lento, longevidade no ambiente, transmissdo
transovariana de alguns patégenos, grande adaptacdo no ambiente e grande potencial bidtico
(HARWOOD & JAMES, 1979). Além disto, possuem diversas substancias em sua saliva com
potencial imunoregulatério, que modula as atividades de citocinas nos hospedeiros
(PETERKOVA et al., 2008), que favorecem a inoculacdo e transmissdo de patdgenos
(RANDOLPH & CRAINE, 1995). Além disto, os carrapatos sdo capazes de permanecer por
longos periodos (meses) no ambiente esperando no mesmo local por um hospedeiro,
garantindo assim o foco de doencgas por um maior tempo. Possuem grande longevidade, sendo
importantes vetores e reservatérios de agentes infecciosos (LABUDA & NUTTAL, 2004).

Dentre os parasitas artropodes de cdes, o R. sanguineus s.. (LATREILLE, 1806),
comumente chamado de carrapato marrom do cdo é considerado um eficiente vetor de um
diversificado grupo de patdgenos, e € provavelmente a espécie de ixodideo mais amplamente
distribuida no mundo (DANTAS-TORRES et al., 2012), sendo no Brasil introduzida durante
a colonizacdo. Nos anos 30, ja estava distribuida em todo o Brasil (LABRUNA et al., 20013a;
DANTAS-TORRES, 2008b).
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O céo € seu hospedeiro preferencial, mas também podem ocasionalmente ser
encontrados em outros animais como cavalos, bovinos e até mesmo em humanos
(FERNANDES, 2000). Os cdes sao o0s hospedeiros de importancia primaria para a
manutencdo de uma populacdo de R. sanguineus s.I. no ambiente. Isso significa que a
presenca desse ectoparasito esta diretamente relacionada a presenca de cées. O parasitismo do
homem por esta espécie de carrapato € acidental e s6 ocorre em ambientes onde o carrapato se
encontra, estando ausente o cdo. Em cées, R. sanguineus s.l. causa desconforto, anemia e €
vetor de diversos agentes tais como Ehrlichia canis, Babesia canis, Haemobartonella canis
(referenciado anteriormente como Mycoplasma haemocanis), Hepatozoon canis, Coxiella
burnetii, Anaplasma platys (DANTAS-TORRES, 2008; ALMEIDA et al., 2012) e Babesia
canis vogeli (DANTAS-TORRES, GIANELLI e OTRANTO, 2012). Considera-se Babesiose
causada por Babesia canis vogeli e Ehrliquiose causada por Ehrlichia canis as doencas de
cées mais importantes transmitidas pelo R. sanguineus s.I. (DANTAS-TORRES, GIANELLI
e OTRANTO, 2012).

Carrapatos do género Amblyomma, apresentam grande importancia para a saude
publica por existirem muitos relatos de parasitismo de humanos (SERRA-FREIRE, 2010).
Desta forma, desempenham importante papel como vetores de agentes patogénicos. No
homem, infestacBes causadas por carrapatos podem levar a ocorréncia de um quadro de
dermatite pruriginosa que provém de reacdes alérgicas provocadas por substancias presentes
na saliva do ixodideo e liberadas no local da picada, além da possibilidade de transmissao de
doencas infecciosas (LABRUNA e PEREIRA, 2001; LABRUNA, 2004; DANTAS-TORRES
et al., 2008; DANTAS-TORRES 2010) apresentando portanto, importancia ndo s6 para a
Medicina Veterinaria, mas também para a Medicina Humana.

A. cajennense (s.l.) atualmente no Brasil € representado por apenas duas espécies: A.
cajennense (s.s.) e A. sculptum (Martins et al, 2016). Maior destaque tem sido dado ao
Amblyomma sculptum, espécie considerada como principal vetor de microrganismos do grupo
da Febre Maculosa no Brasil (FIGUEIREDO et al., 1999; GUEDES et al., 2005; ONOFRIO
et al., 2006; TOLEDO et al., 2008; MARTINS et al., 2016). A. sculptum €é encontrado no
Cerrado, Pantanal e em areas degradadas da Mata Atlantica nos estados da Regido Sudeste e
Centro Oeste, Bahia, Parana e Santa Catarina. Este carrapato apresenta baixa especificidade
por hospedeiros parasitando equideos, bovinos, caprinos, suinos, aves silvestres, cdes, gatos,
capivaras e 0 homem (FIGUEIREDO et al., 1999; GUEDES et al., 2005; ONOFRIO et al.,
2006; TOLEDO et al., 2008).
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O carrapato A. sculptum €é o principal vetor de R. rickettsii no Brasil (LEMOS et al.,
1997), onde cavalos e capivaras estdo entre os principais hospedeiros primarios para todos 0s
estagios parasitarios do carrapato (VIEIRA et al., 2004; GUEDES et al., 2005). Este é o
principal carrapato que parasita humanos na regido Central e Sul do Brasil (LABRUNA et al.,
2001). Em condicGes naturais, A. sculptum produz uma geragdo por ano na regido Sudeste do
Brasil (LABRUNA et al., 2002). O estagio de larva predomina de abril a julho, ninfas de
julho a outubro e adultos de outubro a marco (LABRUNA et al., 2002).

Outro carrapato que apresenta importancia no Brasil € o Amblyomma ovale. O estagio
adulto deste carrapato se alimenta preferencialmente de carnivoros em todo Neotropico
(LABRUNA et al., 2005a), sendo o cdo doméstico o hospedeiro mais frequentemente relatado
(LABRUNA at al., 2005b; MARTINS, MOURA E LABRUNA, 2011). Ao contréario do
estagio adulto, larvas e ninfas parasitam pequenos roedores e marsupiais (GUGLIELMONE
et al., 2003; MARTINS, MOURA E LABRUNA, 2011) e algumas espécies de aves
(OGRZEWALSKA, 2009; MARTINS, MOURA E LABRUNA, 2011). Além de parasitar
animais, os carrapatos A. ovale adultos parasiam humanos, com varios relatos na América do
Sul (GUGLIELMONE et al., 2006; LABRUNA et al., 2005b).

Amblyomma ovale também tem sido associado a transmissdo de microrganismos do
grupo da Febre Maculosa ja tendo sido isolado R. belli deste carrapato no Sudeste do Brasil
(PACHECO et al., 2008). Esta espécie de rickettsia, embora tenha patogenicidade
desconhecida para os seres humanos, tem sido encontrada em varias espécies de carrapatos no
Brasil (PACHECO et al., 2009). Alem desta, Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica ja foi
identificada em A. ovale adulto (SABATINI et al., 2010). A. ovale também tem sido
associado a transmissdo de Hepatozoon canis em éreas rurais no Brasil (FORLANO et al.,
2005). Além destes, Amblyomma aureolatum € também um importante vetor de Rickettsia
rickettsii no Brasil (PINTER e LABRUNA, 2006).

3.2. Rickettsia spp.

Rickettsias sdo bactérias que pertencem ao Filo das Proteobactérias, classe
Alphaproteobactérias, Ordem Rickettsiales, familia Rickettsiaceae e género Rickettsia
(GARRITY et al., 2004). Este género é dividido em dois grupos: O grupo do Tifo e o grupo
da Febre Maculosa, o qual compreende diversas Rickettsias tais como R. rickettsii, R.

rhipicephali, R. parkeri, R. amblyommatis, dentre outras associadas ao carrapato. R. belli,
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apesar de pertencer a mesma familia, ndo faz parte de nenhum dos dois grupos (LABRUNA,
2009).

3.2.1. Rickettsias do Grupo da Febre Maculosa

A Febre Maculosa é uma zoonose emergente causada por espécies de Rickettsia do
grupo da febre maculosa (FMB) (DIAS e MARTINS, 1939). Rickettsia rickettsii, uma
bactéria gram negativa pertencente ao género Rickettsia (GURGEL et al., 2009) €é o principal
agente etioldgico da Febre Maculosa Brasileira (FMB) (DIAS e MARTINS, 1939),
considerada a mais patogénica dentre as rickettsias, causando elevada mortalidade nos
Estados Unidos (PAROLA, PADDOCK, RAOULT, 2005) e no Brasil, com a maioria dos
casos registrados na Regido Sudeste (Brasil, Ministério da Saude).

Considerada a infecgdo mais comum transmitida ao homem por carrapatos (BRITO et
al., 2006), tem no Brasil Amblyomma sculptum (reportado anteriormente como A. cajennense)
e Amblyomma aureolatum como as espécies de carrapatos mais incriminadas em sua
transmissdo (LABRUNA, 2006; BRITO et al., 2006; PINTER et al., 2008), visto que esta
espécie de carrapato parasita com frequéncia o homem. Apesar disto, hé identificacdo de R.
rickettsii em Rhipicephalus sanguineus no estado do Rio de Janeiro, em Minas Gerais, S&o
Paulo e Ceara indicando risco potencial de transmissdo deste agente para 0 homem através
desta espécie de carrapato no territorio brasileiro (CUNHA et al., 2009; MORAES-FILHO et
al., 2009; PACHECO et al., 2011, SILVA et al, 2017). Apesar deste risco, esta ultima espécie
de carrapato ndo tem predilecdo por parasitar 0 homem. Neste caso o0 parasitismo € acidental,
ou ocorre em locais com infestacdo, na auséncia do cdo, seu hospedeiro preferencial. Os
carrapatos neste caso além de funcionarem como vetores bioldgicos funcionam também como
reservatorios transmitindo o agente causal desta doenca a sua progénie de forma vertical
(transovariana) (BRITO et al., 2006) e transestadial (PIRANDA et al., 2011).

O carrapato Amblyomma sculptum infectado, quando previamente alimentado
transmite o agente etiolégico por meio de sua picada quando permanece aderido ao
hospedeiro por um periodo 10 minutos (SARAIVA et al., 2014).

Quando expostos a carrapatos infectados, cdes s@o potencial fonte para infeccéo
humana pelo fato de carrearem carrapatos infectados para areas ndo endémicas e para perto de
pessoas (GREENE e BREITSCHWERDT, 2006). Em areas rurais perto de florestas
remanescentes, A. aureolatum adultos parasitam principalmente cées, fazendo com que estes

desempenhem importante papel em carrear estes carrapatos adultos de dentro da floresta para
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0 convivio com o homem, aumentando o risco de proprietarios de cdes adquirirem a doenga
em areas onde A. aureolatum é o principal vetor (PINTER et al., 2008).

Pinter et al. (2008) observaram em areas rurais que a infeccdo de cdes com Rickettsia
aumenta com a idade, ja que cdes jovens (menores de 6 meses) nao sao fisicamente capazes
de se deslocarem por longas distancias no interior de florestas, sendo assim menos expostos
aos vetores.

Capivaras (Hydrochochoerus hydrochoeris) e cavalos apresentam importante papel na
cadeia epidemioldgica da doenca por serem 0s principais reservatorios de carrapatos que
participam da transmisséo da doenca (LABRUNA et al., 2002). Capivaras sdo considerados
hospedeiros amplificadores para R. rickettsii por serem capazes de gerarem novas linhagens
de carrapatos infectados em areas endémicas (SOARES et al., 2012).

Vaérios estudos sugerem desde a década de 30 que capivaras, gambas e coelhos
silvestres participam da amplificacdo de R. rickettsia no Brasil (LABRUNA, 2006). Animais
amplificadores exercem importante papel na manutencdo da bactéria na natureza ja que
apresentam bacteremia por dias ou semanas, possibilitando que novos carrapatos se infectem.
Alguns animais, tais como cdes, cavalos e capivaras, exercem 0 papel de hospedeiros
sentinelas para a FMB e outras riquetsioses. Assim, a sorologia nesses animais é considerada
um meio diagnostico eficiente, frequentemente, utilizado para determinar o risco de exposi¢do
de seres humanos a Rickettsia spp., além de predizer alteracdes na incidéncia de infeccGes em
pessoas (RAOULT e PAROLA, 2007).

Baseado em inquéritos soroldgicos para R. rickettsii em sentinelas, pode-se determinar
novas areas para FMB (PADDOCK et al., 2002), além de serem instrumentos valiosos para a
vigilancia da doenca. Apesar dos equinos apresentarem importancia na epidemiologia da
doenca como sentinelas, estes, em condi¢Bes naturais ndo sdo importantes como hospedeiros
amplificadores para R. rickettsii pois equinos infectados ndo transmitem a bactéria para 0s
carrapatos A. sculptum, apesar de desenvolverem boa resposta humoral (UENO et al., 2016).

Além de sentinelas, os cdes sdo considerados hospedeiros amplificadores de carrapatos
aumentando o numero de vetores infectados no ambiente (RAOULT e PAROLA, 2007), o
mesmo se aplica aos cavalos (PINTER et al., 2008). A sorologia em animais sentinelas € mais
preconizada que o uso da PCR ja que a deteccdo da bactéria no sangue é dificil. Isto se deve
ao fato da bactéria se multiplicar dentro de células endoteliais e um baixo numero destas
células é encontrado livre na circulagdo em casos de doenca branda (GEORGE et al., 1993).

No Brasil, casos humanos confirmados da doenga tem sido relatados em Minas Gerais,

Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul
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(LABRUNA, 2006). Em estudo realizado no norte do estado do Espirito Santo observou-se
positividade sorol6gica em humanos, cdes e equinos para pelo menos uma espécie de
Rickettsia, tendo sido observada positividade para 6 espécies (R. rickettsii, R. parkeri, R.
amblyommii, R. rhipicephali, R. bellii e R. felis), sugerindo que o Norte do Estado do Espirito
Santo pode ser considerado endémico para a Febre Maculosa (SPOLIDORIO et al., 2010).
Neste mesmo estudo observou-se soropositividade de 7,6% dos cées testados.

Assim como o0 homem, cées sdo susceptiveis a R. rickettsii, levando a quadros febris
agudos inespecificos alem de trombocitopenia e anemia. Tal fato reforca ainda mais a
importancia da inclusdo desta doenga nos diagndsticos diferenciais de clinicos veterinarios,
visto que varios relatos indicam a ocorréncia de febre maculosa em cdes e em seus
proprietarios. Desta forma, o diagndstico em cées pode ser Util para a prevencao da ocorréncia
ou de casos letais em humanos (PIRANDA et al., 2008; LABRUNA et al., 2009). A doenca
clinica em cdes foi descrita no pais, a partir da confirmacdo de FMB em dois animais
procedentes do municipio de Itu, no estado de Sao Paulo (LABRUNA et al., 2009), pelo fato
de possuir sinais clinicos muito parecidos com outras doencas transmitidas por carrapatos,
muitas vezes a FMB é confundida pelos clinicos com a Ehrliquiose Monocitica Canina que é
a doenca transmitida pelo carrapato mais comumente diagnosticada em cées no Brasil.

De acordo com Del Fiol et al. (2010), as taxas de mortalidade de humanos no Brasil
sdo cerca de 10 vezes maiores que nos EUA devido ao atraso no diagndstico e no
estabelecimento de uma terapia apropriada, além do fato da ndo comercializacdo de
doxiciclina injetavel em nosso pais nesta época. A partir do ano de 2014 a doxiciclina
injetavel vem sendo comercializada em nosso pais, tendendo a diminuigdo dos 6bitos. Além
disto, deve-se ressaltar a importdncia da consideracdo desta hipdtese diagndstica
principalmente entre os meses de junho e outubro, devido a maior proliferacéo do carrapato A.
sculptum nesta época.

Outras espécies de Rickettsias do grupo da febre maculosa sdo identificadas em
carrapatos como R. parkeri, R. amblyommattis e R. rhipicephali. Existe relato de R. parkeri
causando doenca leve em um humano nos EUA desde o ano de 2004 (PADDOCK et al.,
2004). No Brasil ndo haviam relatos de doenca causada por estas espécies de Rickettsia em
humanos até o ano de 2010, quando a mesma foi relatada, apesar de ja terem sido detectadas
em carrapatos anteriormente (SILVEIRA et al., 2007; Spolidorio et al., 2010 a). No Brasil, R.
parkeri tem sido identificada em carrapatos A. triste (SILVEIRA et al., 2007). Clinicamente,
R. parkeri pode causar em humanos linfadenopatia e lesdo papular no local onde o carrapato

se fixou pela primeira vez (PADDOCK et al., 2004). Pesquisas desenvolvidas com a bactéria
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R. amblyommatis apresentam resultados discrepantes no que diz respeito a sua patogenicidade
em humanos. Existem relatos de pacientes que desenvolveram sintomatologia tipica de febre
maculosa, porém de uma forma mais branda (PADDOCK et al., 2004) e outro estudo
demonstrou que pessoas infectadas apresentaram elevados titulos de anticorpos contra a
bactéria, sem qualquer sintomatologia da doenca (STOMDAMHL et al., 2008). Outra rickettsia,
a R. belli, tem sido relatada em 11 diferentes espécies de carrapatos no Brasil sendo contudo,
considerada ndo patogénica (LABRUNA et al., 2011). R. belli, R. rhipicephali e R.
amblyommatis sdo descritos no Brasil, mas ndo sdo associados a doenca em humanos.
Diferente do Brasil, nos Estados Unidos, R. amblyommatis ja foi apontada como agente causal
de doenca febril (APPERSON et al., 2008).

De acordo com Labruna et al. (2007), R.bellii é a espécie de Rickettsia mais
comumente observada infectando carrapatos no Brasil, contudo tanto seu papel como o de R.
rhipicephali como patdgenos humanos é desconhecido. A patogenicidade de R. bellii para
caes é ainda desconhecida. Os Unicos agentes considerados causadores de doenca em seres
humanos no Brasil, transmitidas por carrapatos, sdo R. rickettsii (ANGERAMI et al., 2006) e
R. parkeri (Spolidorio et al., 2010a).

O diagnostico desta doenca pode ser obtido através de sorologia, sendo a reacao de
imunoflorescéncia indireta 0 método mais utilizado; pesquisa direta através de imuno-
histoquimica de tecidos e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do sangue total (DEL FIOL
etal., 2010).

3.3. Ehrliquiose e Anaplasmose

A Ehrliguiose e a Anaplasmose sdo doencas causadas por bactérias gram negativas
intracelulares obrigatorias pertencentes a ordem Rickettisiales, familia Anaplasmataceae,
género Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia que acometem tanto 0 homem quanto 0s animais
(DAGNONE, MORAIS e VIDOTTO, 2001; DAGNONE et al., 2009). Sao frequentemente
observadas em cdes infectando plaquetas e leucdcitos formando coldnias denominadas
morula. As espécies sdo classificadas em formas monociticas (Ehrlichia canis, Ehrlichia
risticii), granulociticas (Ehrlichia ewingii, Erhlichia equi) e trombociticas (Anaplasma platys)
(COHN, 2003).

Sdo transmitidas por carrapatos Ixodideos (CALIC et al., 2004), principalmente por

Rhipicephalus sanguineus s.I. Onde, observa-se a transmisséo transestadial podendo portanto,
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transmitir os agentes etioldgicos ao cdo e ao homem através de larvas, ninfas e pelo carrapato
adulto (LEWIS et al., 1977 apud DAGNONE, MORAIS e VIDOTTO, 2001).

Cées sdo acometidos pela Erliquiose monocitica canina, causada por Ehrlichia canis e
Erliquiose granulociitica canina causada por Anaplasma phagocytophila e por Ehrlichia
ewingii (NEER e HARRUS, 2006). Anaplasma platys parasita plaquetas resultando na doenca
conhecida como trombocitopenia ciclica canina (TROY et al.,, 1990). E. canis infecta
monacitos e tem sido associados a quadros graves, as vezes fatal em cdes (NEER e HARRUS,
2006). A co-infeccdo entre A. platys e E. canis em cées frequentemente observada (RAMOS
etal, 2010; AKTAS et al., 2015).

Em humanos séo responsaveis pelo desenvolvimento da Anaplasmose Granulocitica
Humana (HGA) causada por Anaplasma phagocytophila e Ehrlichiose Monocitica Humana
(HME) causada por Ehrlichia chaffeensis. Alguns pesquisadores utilizam o termo erliquiose
granulocitica humana para infec¢fes causadas por Ehrlichia ewingii, contudo nestes casos o
termo Ehrliquiose ewingii humana vem sendo mais utilizado (OLIVEIRA, 2008).

Observa-se que o agente causador da Ehrliquiose Monocitica Humana, Ehrlichia
chaffeensis pode infectar naturalmente varias espécies animais incluindo o cdo e que o agente
etiologico da Ehrliquiose Monocitica Canina, a Ehrlichia canis pode ser patogénica para
humanos (DAGNONE, MORAIS e VIDOTTO, 2001), ja tendo sido descrita sua infeccdo em
humanos na Venezuela (PEREZ, RIKIHISA e WEN, 1996; PEREZ et al, 2006). Desta forma,
cdes podem ser carreadores destes agentes em regides endémicas (DINIZ et al., 2007).

No Brasil, o primeiro relato de casos suspeitos de ehrlichiose em humanos ocorreu em
2004 no Estado de Minas Gerais (CALIC et al., 2004). Em 2006 novos casos foram relatados
em Minas Gerais em pacientes com quadros febris e histérico de ataque prévio por carrapatos
(COSTA et al., 2006). De acordo com Calic et al. (2004), a dificuldade no estabelecimento do
diagnostico das infecgdes rickettsiais humanas através de métodos microbiologicos, criam
uma falsa idéia de que as infec¢des causadas por Ehrlichia sdo raras e sem importancia.

Anaplasmose é uma doenca que acomete animais e humanos (DUMLER et al., 2001),
sendo A. platys (anteriormente reportada como Ehrlichia platys) amplamente distribuida na
populagéo canina brasileira (DANTAS — TORRES, 2008). A. platys tem sido identificada
através de PCR do sangue de cées em varias regides do Brasil com prevaléncia variando entre
15,84% e 55% (FERREIRA et al., 2007; DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al., 2009).
Alguns relatos de infeccdo humana por A. platys também tem sido publicados (MAGGI et al.,
2013; BREITSCHWERDT et al., 2014), incluindo relatos na América do Sul (Venezuela)
(ARRAGA-ALVARADO et al., 2014).
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No Brasil, E. canis foi considerada até pouco tempo a unica espécie de Ehrlichia que
acometia cdes (AGUIAR et al.,, 2007; AGUIAR, HAGIWARA e LABRUNA, 2008),
observando-se elevada incidéncia em diferentes regides do Brasil, variando de 38,9%
(SANTOS et al., 2009) a 78% dos caes examinados (DINIZ et al., 2007). Contudo, em 2008
Ehrlichia ewingii foi identificado pela primeira vez em cées no Brasil no municipio de Vigosa
em Minas Gerais (OLIVEIRA, 2008).

Ehrlichia canis é o agente etiolégico da doenca transmitida por carrapatos mais
prevalente em cées no Brasil (DAGNONE et al., 2009; SOUZA et al., 2013). Tal fato se deve
a grande distribuicdo do carrapato vetor na maioria das areas urbanas no Brasil (AGUIAR,
HAGIWARA e LABRUNA, 2008). Embora a doenga seja descrita atualmente em todo o pais,
os dados de prevaléncia diferem em relacdo a populacdo, area geografica, presenca do vetor e
teste de diagnostico empregado. A presenca de vetores competentes, bem como hospedeiros
reservatorios geralmente determinam a oorréncia de ehrlichiose (MORAES-FILHO et al.,
2015). Sabe-se que existem diferentes populagcdes de R. sanguineus no Brasil o que pode
determinar diferencas marcantes na prevaléncia destas doencas em diferentes regides no
territério nacional (MOARES-FILHO et al., 2011), como ocorre no municipio de Porto
Alegre, onde a ocorréncia foi nula em pesquisa realizada por Lasta et al. (2013).

No norte do Estado do Espirito Santo, observou-se, através de resultados sorologicos e
moleculares, quantidade significativa (41,3%) de cées infectados por E. canis, concluindo
tratar-se de uma area endémica para Ehrliquiose Canina (SPOLIDORIO et al., 2010). Neste
mesmo estudo, embora ndo tenha sido detectado DNA ehrliquial nos sangues humanos
analisados, pelo menos 2% destes foram reativos para E. canis, através da Imunofluorescéncia
(RIFI), podendo representar uma infecgédo acidental pela E. canis.

O diagndstico desta doenca pode ser obtido através de esfregaco sanguineo, citologia
utilizando-se o corante Giemsa, sorologia, cultura de células, imunoaglutinacdo e PCR
(GREENE, 2006; DANTAS-TORRES, 2008c).

Devido ao potencial zoonético desses agentes infecciosos, sua identificacdo precisa e
caracterizacdo genética em cdes é importante, pois permite estimar o risco de transmissao para
os seres humanos e identificar a presenca de variantes genéticas melhor adaptadas a um
hospedeiro especifico (SOARES et al., 2017).
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3.4. Babesiose

A babesiose é uma doenca causada por hemoprotozoario do género Babesia, familia
Babesiidae, ordem Piroplasmida e Filo Apicomplexa (IRWIN, 2009) e transmitida por
carrapatos que infectam eritrocitos levando a lise de hemécias (TABOADA e LOBETTI,
2006). Apresenta distribuicdo mundial com importancia para a salde publica e para a
medicina veterinaria. E uma doenca comum para a medicina veterinaria, mas os casos em
humanos sdo raros. Contudo, observa-se recente aumento de frequéncia da doenca em
humanos sendo, portanto considerada emergente (BRITO et al., 2006; JEFFEIES et al., 2007).

Nos EUA e na Europa os casos humanos da doenca estdo associados respectivamente
a Babesia microti e a Babesia divergens (HOMER et al., 2000). E transmitida por carrapatos
ixodideos, sendo a transmissdo para humanos usualmente realizada atraves das ninfas,
podendo também em alguns casos ser adquirido pelas vias transplacentéria, durante o parto e
através de transfusdo sanguinea (LEDER e WELLER, 2009).

No Brasil sdo escassas as descricdes de doenca em humanos. O primeiro relato de
infeccdo humana por Babesia sp. ocorreu no estado de Pernambuco, diagnosticado através de
esfregago sanguineo (ALECRIM et al., 1983) ndo tendo sido portanto, identificada a especie
envolvida.

Cées podem ser acometidos pela Babesia gibsoni e pela Babesia canis que pode ser
dividida em trés subespécies: B. canis canis, encontrada na Europa e transmitida por
Dermacentor reticulatus, B. canis vogeli, encontrada no Nordeste da Africa e Norte da
América (LEWIS et al., 1996) e em regides tropicais e subtropicais da maioria dos
continentes (TABOADA e LOBETTI, 2006), transmitida por Rhipicephalus sanguineus s.I. e
B. canis Rossi encontrada no Sul da Africa e transmitida por Haemaphysalis leachi (LEWIS
etal., 1996).

No Brasil o primeiro relato de B. canis vogeli ocorreu em 2005 através de PCR em
cdes naturalmente infectados (PASSOS et al., 2005). Este mesmo agente foi observado
através de testes soroldgicos e moleculares em 33,7% dos cdes examinados em estudo
realizado no norte do Estado do Espirito Santo, ndo tendo sido detectado nenhum caso de
infeccdo em humanos (SPOLIDORIO et al., 2010), sendo esta a espécie mais frequentemente
observada em cées no Brasil (SOUSA et al., 2013).

Embora casos humanos de babesiose causadas por B. canis e B. bovis ndo tenham sido

documentados em diversas partes do mundo, considera-se que 0s animais domésticos
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expostos aos carrapatos contaminados possam funcionar como fonte de infecgdo para
humanos (TABOADA e LOBETT], 2006).

O diagnostico é feito através da visualizagdo microscopica do agente parasitando
eritrocitos em esfregaco de sangue periférico (DANTAS — TORRES e FIGUEREDO, 2006),
sorologia, imunofluorescéncia indireta e PCR (DANTAS — TORRES e FIGUEREDO, 2006;
TABOADA e LOBETTI, 2006).

3.5. Hepatozoonose

A Hepatozoonose é uma doenca descrita em varios paises, causada por protozoarios
do género Hepatozoon que podem afetar uma grande variedade de hospedeiros vertebrados
por todo o0 mundo (SMITH, 1996).

A Hepatozoonose canina pode ser causada por duas espécies, Hepatozoon canis e
Hepatozoon americanum, sendo no Brasil detectado apenas o H. canis em cées domésticos
(SPOLIDORIO, 2009; GONCALVES, 2014) e H. americanum em canideos selvagens
(ANDRE et al., 2010).

Os animais se infectam através da ingestdo dos hospedeiros definitivos contendo
oocistos maduros (BANETH et al., 2001). Apés a ingestdo sdo liberados esporozoitos que
infectam fagdcitos mononucleares e células endoteliais de alguns érgdos como pulméo, bago,
medula 6ssea, figado, musculo e formam cistos contendo macromerontes e micromerontes.
Esses micromerontes vao se desenvolver em micromerozoitos que sao responsaveis pela
infeccdo dos leucdcitos e se desenvolvem em gamontes (LAPPIN, 2015).

No Brasil, a transmissdo de H. canis para cées de areas urbanas tem sido associado ao
Rhipicephalus sanguineus s.l. (SPOLIDORIO et al., 2009, MIRANDA et al., 2014), enquanto
gue nas areas rurais tem sido associado ao Amblyomma ovale (FORLANO et al., 2005) e
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MIRANDA et al., 2011). Em cdes a doenca pode
ocorrer associada a outras doengas imunossupressoras (O’ DWYER e MASSARD, 2001),
dificultando a identificac@o dos sinais clinicos.

Hepatozoon canis tem sido descrito em cédes de varias regibes do Brasil com
frequéncias variando de 0,48% em Recife (RAMOS et al., 2010), 3,63% em Campo Grande,
MS (RAMOS et al., 2015) a 75,9% em Uberlandia, MG (MIRANDA et al., 2014), ambos de
areas urbanas. Em estudo realizado no norte do Estado do Espirito Santo, observou-se, através

de resultados moleculares, quantidade significativa (58,7%) de cdes infectados por
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Hepatozoon, concluindo tratar-se de uma &area endémica para Hepatozoonose Canina
(SPOLIDORIO et al., 2009). A doenga € muitas vezes sub-diagnosticada devido ao fato de
possuir muitos sinais clinicos semelhantes a outras doencas transmitidas por carrapatos como
a Babesiose e a Ehrliquiose (GREENE et al., 2006). Além disto, cdes infectados por H. canis
geralmente aparentam estar saudaveis ja que a doenca é geralmente inaparente e subclinica,
sendo o diagnostico confirmado ocasionalmente durante exames laboratoriais (PALUDO et
al., 2005).

Concomintantemente a hepatozoonose podem ser encontradas outras doencas
imunossupressoras, como ehrlichiose e babesiose podendo, portanto serem observados sinais
clinicos variados entre os individuos portadores (BANETH, 2006; O'DWYER e MASSARD,
2001). Os sinais mais frequentes encontrados em cées sdo palidez de mucosas, anorexia,
emagrecimento e dores musculares (CRAIG, 1998), além de febre, hiperestesia, corrimento
oculonasal, meningoencefalomielite e diarreia com sangue, podendo estes sinais serem
intermitentes e recorrentes (LAPPIN, 2015).

O diagnostico de hepatozoonose é baseado nos sinais clinicos, exame parasitoldgico
de sangue (visualizacdo de gamontes parasitando leucdcitos), bidpsia de mdsculo

(visualizagdo de merogonia), imunohistoquimica, sorologia e PCR (LI et al., 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Coleta

As amostras dos cdes deste estudo eram provenientes de cdes residentes em seis
municipios do Estado do Espirito Santo (Alegre, Colatina, Santa Teresa, Serra, Vila Velha e
Vitdria), enquanto que as amostras dos equinos foram provenientes apenas dos municipios de
Vila Velha (VV) e Vitdria. Estes equinos residiam ou transitavam por regides (bairros) onde
foram observados cdes com sorologia positiva para alguma das espécies de Rickettsia testadas
neste estudo (Bairros Soteco — VV, Itapud — VV, Ulisses Guimardes — VV, Fradinhos —
Vitoria). Neste estudo, foi realizada a coleta de material bioldgico (sangue total e soro) de 378
cdes (226 fémeas e 152 machos), de diversas racgas e idades variando de 4 meses a 15 anos
(média de 4,1 anos); com ectoparasitismo de carrapatos ou histérico de parasitismo recente -
até 30 dias. Estes animais foram triados por um periodo de um ano, durante consulta
veterinaria de anual de rotina e ou em caso de manifestacdo de doencas no Hospital
Veterinario da Universidade Vila Velha — UVV, Hospital Veterindrio da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UNESC Colatina, Hospital Veterinario da UFES campus Alegre e
durante uma campanha de castracdo da ESFA em Santa Teresa.

Além das amostras de sangue dos cdes, foram coletadas amostras de sangue de 10
equinos. Dados referentes aos equinos tais como idade, ndo foram obtidos. Além disto, no dia
da visita a estes animais ndo foram encontrados carrapatos nos mesmaos.

O sangue foi coletado por meio de venopuncéo da cefalica dos cédes e da jugular dos
equinos para realizacdo de andlises moleculares e soroldgicas visando a identificacdo de
agentes bacterianos e protozoarios, bem como a presenga de anticorpos produzidos contra

agentes transmitidos por carrapatos.

4.2. Coleta e acondicionamento de espécimes de carrapatos

Carrapatos em diversos estagios foram coletados com o uso de pingas de ponta fina
diretamente da pele de cées infectados através de movimentos de tor¢éo sobre o préprio eixo
do ectoparasito. Apos coleta os espécimes foram preservados em frascos coletores universais
de 50 ml contendo 10 ml de alcool absoluto (ou volume suficiente para encobrir totalmente os

carrapatos quando necessario).
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4.3. ldentificacdo morfologica dos carrapatos

Os carrapatos foram identificados segundo critérios apresentados por Barros — Battesti
et al. (2006) e Martins et al. (2016), utilizando-se lupa estereoscopica no Laboratério de
Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
S&o Paulo. Os dados foram arquivados e analisados.

4.4. Extracdo de DNA dos carrapatos para posterior identificacdo de patdogenos

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi extraido o DNA total
dos carrapatos conforme descrito abaixo:

Os carrapatos de cada animal foram separados por espécie para a extracdo em micro
tubos de 1,5 ml, conforme previamente descrito por Sangioni et al. (2005), adaptado. O DNA
foi extraido em pools de carrapatos da mesma espécie encontrados no mesmo cdo. Cada
espécime foi triturado com auxilio de agulha estéril, acrescido de 150 ul de solugdo tampao
TE pH 8,0 (10mM TRIS HCL; ImM EDTA) e 450ul de Isotiocianato de guanidina por 10
minutos, seguido de homogeinizacdo ¢ adigdo de 100ul de Cloroféormio. Apos centrifugagao
(12.000 g por 5 minutos), foram recuperados aproximadamente 300ul do sobrenadante e
transferidos para um novo microtubo de 1,5 ml estéril, sendo acrescidos 600ul de Isopropanol
e armazenado em freezer (-20°C) por no minimo 2 horas. Posteriormente, as amostras foram
novamente centrifugadas (12.000 g a 4°C por 15 minutos) e o sobrenadante descartado, o
sedimento foi ressuspenso em 800ul de Etanol 70% e novamente centrifugado (12.000 g a
4°C por 15 minutos). O sobrenadante foi descartado e o sedimento exposto a temperatura
ambiente por uma hora e em seguida acrescido 60ul de TE e aquecido em termobloco (56°C
por 5 minutos). Essa solucdo final (DNA diluido em TE) foi armazenada em freezer (-20°C)

até sua utilizacdo na PCR. Utilizou-se controle negativo para cada 10 amostras extraidas.

4.5. Extracdo de DNA de amostras de sangue de cées infestados por carrapatos

Foram coletados sangue dos cées infectados por carrapatos mediante assinatura pelo
proprietario de cada animal de termo de consentimento através de puncdo da veia cefalica,
para realizacdo de analises moleculares visando a identificacdo de agentes bacterianos e
protozodrios transmitidos por este ectoparasito. O sangue coletado foi acondicionado em

tubos de ensaio estéreis contendo anticoagulante EDTA e congelados a — 20°C ate a extragédo
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do DNA (SPOLIDORIO et al., 2010). Para a realizacdo da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi extraido o DNA total do sangue através do kit comercial da Qiagen (DNeasy Tissue
and Blood Kit, Qiagen, Chatsworth, CA), conforme instru¢bes do fabricante. As amostras
foram eluidas em 100 ml de tampdo TE. Foi utilizado um controle negativo (agua destilada

livre de DNA) para cada 20 amostras extraidas simultaneamente.

4.6. Reacdo em Cadeia da polimerase (PCR)

4.6.1. Babesia spp.

Para deteccdo do género Babesia, foi realizado PCR com os primers BAB-143-167
senso e BAB-694-667 anti-senso, correspondentes a regides conservadas do gene 18S rRNA
de Babesia spp., que amplificaram um fragmento de aproximadamente 551-pb, assim como
previamente estabelecido por Spolidorio et al. (2009) (Tabela 1). Utilizou-se como controle
positivo (DNA de cdo infectado com B. canis) e controle negativo (agua livre de DNA) em
cada reacao.

Realizou-se a PCR em solugéo total de 50ul contendo 1X PCR Buffer desprovido de
Mg, 1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, 1U de Platinum Taq DNA Polymerase
(Invitrogen®, Calsbad, CA), e 0,2 mM de cada primer. Os ciclos da primeira PCR, realizada
com 0s primeiros pares de primers, consistiram em uma desnaturacdo inicial por 3 minutos a
95°C, e 35 ciclos repetitivos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 63°C, e 30 segundos a
72°C, seguidos por 7 minutos de extensdo final a 72°C. Na segunda PCR a desnaturagédo
inicial utilizada foi de 5 minutos a 95°C e 35 ciclos repetitivos de 30 segundos a 95°C, 30

segundos a 58°C, e 30 segundos a 72°C, seguidos por 7 minutos de extensdo final a 72°C.

4.6.2. Anaplasmataceae

Para deteccdo de organismos da familia Anaplasmataceae, foi utilizado PCR com 0s
primers GE2 senso e HE3 anti-senso para amplificar um fragmento de 360-pb do gene 16S
RNA ribossomal (rRNA) gene de Anaplasmataceae (Tabela 1). Realizou-se as PCR num total
de 50 pl contendo uma solugdo Tampao de 1X PCR desprovido de Mg, 1,5 mM de MgCl2,
0,2mM de dNTPs, 1 U Platinum TagDNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 0,2 mM
de cada primer. Os ciclos de PCR consistiam de uma desnaturacdo inicial de 5 min a 95°C, e

40 ciclos repetitivos de 15 seg a 95°C, 30 seg a 62°C, e 30 seg a 72°C, seguido por uma
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extensdo final de 7 minutos a 72°C. Como controle positivo utilizou-se 0 DNA do sangue de
um cdo infectado com Ehrlichia canis e o controle negativo consistiu de agua e mix sem
adicdo de DNA.

4.6.3 Hepatozoon spp.

Para pesquisa de Hepatozoon spp. foi utilizado PCR (HEP2) com os primers HEP-
144-169 senso e HEP-743-718 anti-senso, que amplificaram um fragmento de cerca de 574-
pb do gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. (Tabela 1). Todas as reagfes de PCR foram
realizadas em solucdo total de 50 ul contendo 1X PCR Buffer desprovido de Mg, 1,5 mM de
MgCI2, 0,2 mM de dNTPs, 1U de Platinum TagDNA Polymerase (Invitrogen, Calsbad, CA) e
0,2 mM de cada primer. Os ciclos de temperaturas da PCR (HEP2) utilizou-se uma
desnaturacdo inicial por 5 minutos de extensao final a 95°C e 35 ciclos repetitivos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C, seguidos por 7 minutos de extensdo
final a 72°C.

4.6.4 Rickettsia spp.

Para pesquisa de Rickettsias nos carrapatos, cada amostra de DNA foi submetida a
PCR utilizando-se oligonucleotideos de alta sensibilidade (“primers”) denominados CS-78
senso (“Forward”) e CS-323 anti-senso (“reverse”), que amplificam um fragmento de 401
pares de base (pb) do gene citrato sintase (gltA), presente em todas as espécies de Rickettsia
(LABRUNA et al., 2004). As amostras positivas na primeira reacdo foram submetidas a uma
nova reacdo com um par de primers (Rr190.70p senso e Rr190.602n anti-senso) que
amplificam um fragmento de 530-pb do gene da proteina externa de membrana 190-kDa
(OmpA), restrito as Rickettsias do grupo da Febre Maculosa (REGNERY et al., 1991) (Tabela
1). Para cada reacdo foram utilizados controles negativos (agua de milig livre de DNA) e
positivos (Rickettsia sp. cepa NOD).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em microtubos de 200ul adicionando 2,5ul de
DNA extraido acrescido de 22,5 de Mix (12,6ul de dgua de miliqui; 4ul de Buffer [200mM
Tris pH 8.4, 500 mM Kcl, Invitrogen®]; 2,5ul de dNTP [Invitrogen®]; 1,25ul de cada
primer; 0,75ul de Cloreto de Magnésio [S0 mM, Invitrogen®]; e 0,15ul de Taq polimerase
[Invitrogen®]), para um volume total de 25ul de solugdo. As condigdes de temperatura da

PCR, realizada em termociclador Mastercycler Gadient (Eppendorf®), para o gene gltA serdo
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conforme segue: 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C,

30 segundos a 58°C, 40 segundos a 72°C, e 7 minutos a 72°C; Para o gene OmpA serdo

sequidos: 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 30

segundos a 58°C, 45 segundos a 72°C, com extensdo final por 10 minutos a 72°C.

Tabela 1. Lista de todos os primers utilizados na elaboragdo do projeto

Tamanho do
Gene Especificida . . .
Sequéncia dos primers (5°—3) produto Referéncia
Alvo e de da PCR
. amplificado
primers
Anaplasmatace F- GTTAGTGGCAGACGGGTGAGT 360-bp Breitschwer,E.B.;
6S ae R- Hegarty,
rRNA ATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT B.C.;Hancoc,S.1.,
1998
Babesia spp. F- 551-bp Almeida, A.P.,
8S CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 2011
rRNA R-
GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG
Hepatozoon F- 574-bp Almeida, A.P.,
8S spp. GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 2011
rRNA R-
ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG
Ehrlichia canis F- 378-bp Doyle, C.K., 2005
sb TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGA
AACA
R-
GCTGCTCAACCAAGAAATGTATCCCC
TA
Probe-
AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGA
GTGAA
gltA Género Rickettsia F- 401-pb  Labruna, M.B.
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT et al, 2004
R-GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
OmpA  Grupo da Febre ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 532-pb  Regnery,
Maculosa AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT R.L.;Spruil,
C.L,;
Plikaytis,B.D,
1991.

4.7. Leitura e analise dos produtos de PCR

Todos os produtos de PCR, 10ul de DNA de cada amostra amplificado acrescido de 3

ul de corante (Gel Loading Buffer — Invitrogen®), foram submetidos a eletroforese horizontal
em gel de agarose 1,5% com tampéo de corrida TBE 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M
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acido bdrico; 12,49 mM EDTA) a 110v/50mA. Apos a corrida, o gel foi corado com brometo
de etidio (0,5ul/ml — Invitrogen®) e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em camara escura
(Alphalmager®). As amostras que revelaram bandas na altura do controle positivo foram

consideradas positivas para a reacdo da PCR utilizada.

4.8. PCR em tempo real para Ehrlichia canis

Os materiais obtidos da extracdo (sangue canino) foram testados para presenca de
DNA especifico de Ehrlichia canis através de um protocolo de PCR em tempo real
utilizando-se 0S oligonucleotideos iniciadores denominados Dsb-321
(5°- TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA-3), Dsh-671
(5- GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA-3), e a sonda TagMan
(5°- AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-3"), 5 FAM/BHQ - 1 3°, especifica
para a espécie E. canis, conforme previamente padronizado (DOYLE et al., 2005). A reacdo
foi realizada em placas de 96 pogos submetidas a variagdes térmicas correspondentes a um
ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por minuto, conforme descrito por Doyle et al. (2005). A amplificacdo, aquisicdo e analise de
dados foram realizadas em um sistema de deteccdo multicolor para Real-Time PCR (7500
Real-Time PCR Systems — Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA).

4.9. Sequenciamento

As amostras de sangue canino positivas nas PCRs convencionais para
Anaplasmatacea, Babesia sp. e Hepatozoon sp. foram sequenciadas no Centro de Estudos do
Genoma Humano do Instituto de Biologia (IB) da USP. A purificacdo do produto amplificado
foi realizada com uma combinagéo de duas enzimas: Shrim Alkaline Phosphatase (SAP), que
degrada nucleotideos ndo incorporados e a Exonuclease | (EXO), que degrada primers
residuais e demais produtos de fita simples indesejaveis. Para isso, foram misturados 8 pul de
produto da PCR em 5 ul de EXO/SAP e incubou-se em termociclador por 1h a 37°C e depois
por 15 minutos a 80°C. Foram acrescidos 5 uM de primers internos (Tg18s58F e Tg18s348R)
a esse produto. As amostras foram levadas ao 1B para a rea¢do de sequenciamento utilizando
0 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (cod. 4337456) e sequenciadas utilizando
0 ABI 3730 DNA Analyser (Applyed Biosystem, CA, USA).
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4.10. Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Rickettsia spp.

Amostras de sangue foram transportados a temperatura ambiente para o laboratorio
onde foram centrifugados (15009, 10 minutos), e os soros aliquotados em microtubos
etiquetados e armazenadas a -20°C até serem testadas pelo teste de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), utilizando antigenos brutos provenientes de cinco espécies de Rickettsia do
Brasil: R. bellii estirpe Mogi, R. amblyommii estirpe Ac37, R. rhipicephali estirpe HJ5, R.
rickettsii cepa Taiagu e R. parkeri cepa At24. Cada Rickettsia foi cultivada em células Vero e
colhida quando quase 100% das células estavam infectadas. As células infectadas foram
centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos e os pellet lavados em 0,1 M de tampé&o fosfato
salina (PBS, pH 7,4), novamente centrifugado, e resuspensas em PBS contendo 1% de soro
fetal bovino e azida sddica a 0,1%. Dez microlitros de células infectadas com rickettsias
foram utilizados para cada pogo de 12 slides antigeno. As ldminas com os antigenos foram
secas ao ar e, em seguida, fixadas em acetom por 10 minutos. As laminas foram mantidas a -
80°C até ser utilizado. Soros caninos foram diluidos em incrementos duplos com PBS a partir
de diluicdo 1:64. Dez microlitros das diluicdes foram adicionados a cada uma das laminas
com antigeno. As laminas foram incubadas a 37 ° C por 30 minutos em uma caixa com
umidade. As laminas foram lavadas uma vez e depois lavadas duas vezes durante 10 minutos
em PBS. A laminas foram incubadas com immunoglobulina G de coelho anti-céo (IgG;
Sigma diagnostics, St. Louis, MO), marcadas com fluoresceina isothiocianato e lavadas como
descrito acima. As laminas foram montadas com glicerina tamponada. As laminas foram lidas
com um microscopio ultravioleta (Olympus BX60, Japdo) com 400 X de ampliacdo. Para
cada amostra, o titulo final (end-point) para reagir com cada um dos cinco antigenos de
Rickettsia foi determinado. Todas as reacdes foram realizadas com o mesmo lote de
reagentes, incluindo o anticorpo secundario, que sempre utilizado na diluicdo de 1:600. As
laminas foram lidas por duas pessoas. Soros reativos foram testados em duas ou trés
repeticdes antes de determinar a titulo de ponto final (end-point) (LABRUNA et al., 2007).
Em cada lamina, um soro anteriormente demonstrado ser ndo reativo (controle negativo) e um
soro reativo conhecido (controle positivo) foram testados na diluicdo de 1:64, ambos de
estudos de Szabo et al. (2013).

As amostras de soro eqliino foram testadas pela imunofluorescéncia indireta (RIFI)
utilizando antigenos brutos derivados de 5 Rickettsia spp. isolados do Brasil (estirpe de R.
rickettsii Taiagu, estirpe At24 de R. parkeri, estirpe Ac37 de R. amblyommatis, estirpe de R.

Rhipicephali HJ5 e estirpe de R. bellii Mogi), como descrito anteriormente (Labruna et al.,
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2007). Resumidamente, os soros foram diluidos em incrementos de duas vezes com solucao
salina tamponada com fosfato (PBS), a partir da diluicdo de 1:64. As laminas foram incubadas
com IgG anti-cdo de coelho marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma, St
Louis, MO, EUA), que tinha sido previamente titulada para a melhor diluicdo de trabalho (1:
1000). Para cada amostra, o titulo de IgG do ponto final reagindo com cada um dos cinco
Rickettsia spp. os antigenos foram determinados. Em cada slide, um soro demonstrado
anteriormente como ndo-reativo (controle negativo) e um soro reativo conhecido (controle
positivo, titulo inverso do ponto final de 1024), ambos dos estudos de Moraes-Filho et al.
(2009a), foram testados na dilui¢do 1:64.

4.11. Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Ehrlichia canis

Amostras individuais de soro foram testadas usando como antigeno, células DH82
infectadas com Ehrlichia canis, produzida com uma cepa brasileira (cepa Sao Paulo) isoladas
de um céo naturalmente infectado (AGUIAR et al., 2008), preparados em uma cultura celular
como descrito anteriormente (AGUIAR, 2007). Utilizou-se fluoresceina conjugada com anti-
IgG de cdo (Sigma) previamente titulada anterior a dilui¢do (1:600). O soro foi considerado
como contendo anticorpos reativos a Ehrlichia canis se mostrado uma reac¢do na diluicdo de
1:80 (Krawczak et al., 2012). Solugdes de blogueio (albumina sérica bovina [BSA] 1% em
PBS para soros de cdes) foram utilizados para diminuir o background. Em cada lamina, um
soro anteriormente demonstrado ser ndo reativo (controle negativo) e um conhecido como
reativo (controle positivo, titulo final de 1280) foram testados na diluicdo de 1:80. Estas
amostras de soro controle foram derivadas do estudo de Aguiar et al. (2007).
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5. CONSIDERACOES ETICAS

A coleta dos materiais bioldgicos dos animais foi previamente aprovada pelo comité
de ética animal da Universidade Vila Velha (numero 215/2012). As amostras foram colhidas

mediante assinatura de termo de consentimento pelo proprietério de cada animal.
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6. ANALISES ESTATISTICAS

As analises tiveram com base a producdo inical de estatisticas descritivas para 0s
dados coletados, seguidas da realizacdo de testes estatisticos t de significancia, ao nivel de
5%, teste do qui-quadrado com correcdo de Yates, também ao nivel de 5%, e da producdo de
intervalos de confianga (IC), ao nivel de 95% (Pagano e Grauvreau, 2006). Utilizou-se o R

Software.
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7. RESULTADOS

7.1. Identificacdo dos Carrapatos

Dos 378 cées examinados, 157 (41,53%; IC 36,54% - 46,52%) apresentavam
carrapatos no momento da consulta os quais foram coletados, fixados em alcool absoluto e
identificados como R. sanguineus sensu lato (s.l.) (Figura 1) em 154 animais (98,1%),
Amblyomma ovale (Figura 2), em um animal (0,63%) proveniente da zona rural do municipio
de Santa Teresa e Amblyomma sculptum (Figura 3), em dois animais (1,27%) provenientes do
municipio de Colatina, residentes em area proxima a um fragmento de mata (Figura 2). Esta
ultima espécie, até pouco tempo era classificada como Amblyomma cajennense nesta regido
de estudo (Martins et al. 2016). Um total de 941 carrapatos foram coletados, sendo 938 R.
sanguineus (352 adultos fémas, 437 adultos machos, 147 ninfas, 5 larvas). O cdo mais

infestado apresentava 36 carrapatos no momento da coleta.

Figura 1. Imagem do carrapato Rhipicephalus sanguineus s.1, vista dorsal. 5,6x, SZX7 Stereo
Microscopes — Olympus

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 2. Imagem do carrapato Amblyomma ovale, vista dorsal. 5,6 x, SZX7 Stereo Microscopes —
Olympus

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 3. Imagem do carrapato Amblyomma sculptum, vista dorsal. 5,6 x, SZX7 Stereo Microscopes —
Olympus

Fonte: Arquivo pessoal

7.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Todos os animais examinados (378) tiveram sangue total coletados para a realizagao
da PCR Real Time para E. canis e PCR convencional para: Babesia spp., PCR para
Hepatozoon spp., Anaplasmataceae. Destes, 34 animais (8,99%; IC 6,09% - 11,89%; p-
valor<0,001) foram positivos para Anaplasmataceae, 28 animais (7,4%; 1C 4,75% - 10,06%;
p-valor<0,001) foram positivos para E. canis pelo PCR real time, cinco animais (1,32%; IC
0,17% - 2,48%; p=0,025) positivos para Babesia sp. e 39 animais (10,31%; IC 7,23% -
13,40%; p<0,001) positivos para Hepatozoon sp. Observou-se co-infec¢cdo com dois ou trés
agentes em 22 animais (5,82%; IC 3,45% - 8,19%; p-valor<0,001). Co-infec¢do por
Hepatozoon canis, E. canis e A. platys foi observada em trés animais, Hepatozzon canis e A.
platys em trés animais, Hepatozoon canis e E. canis em dois animais, E. canis e A. platys em
11 animais e E. canis e Babesia canis vogeli em um animal. A associacao entre as diferentes
infeccbes investigadas foi estatisticamente significativa apenas para E. canis e
Anaplasmataceae (p-valor<0,001).

Os resultados de cada reacdo de PCR empregados encontram-se detalhados a seguir,

separados por municipio.

7.2.1. Municipios da Grande Vitoria

Dos 378 animais deste estudo, 231 eram provenientes de municipios da Grande
Vitoria (Vila Velha, Vitdria e Serra) e atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Vila
Velha, sendo, 143 fémeas e 87 machos com media de idade de 4,1 anos. Dos 231 cées, 117

(50,6%) apresentavam carrapatos no momento da consulta todos identificados como R.
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sanguineus s.l. (100% deles). Destes animais a PCR foi positiva em 4 (1,73%) para Babesia
sp., 11 (4,76%) para Hepatozoon sp e 17 animais (7,36%) para Anaplasmataceae. Na PCR em

tempo real 10 animais (4,32%) foram positivos para E. canis.

7.2.2. Colatina

Do total de animais arrolados 47 eram provenientes de Colatina e foram atendidos no
Hospital Veterinario da UNESC sendo 28 fémeas e 19 machos com meédia de idade de 4,1
anos. Dos 47 animais, 26 (55,3%) apresentavam carrapatos no momento da consulta, que
foram identificados como R. sanguineus em 24 animais (92,3%) e A. cajenense em dois
animais (7,7%). Destes animais, a PCR foi positiva em 8 (17,02%) para Hepatozoon sp. e em
3 (6,38%) para Anaplasmataceae. Outros 3 (6,38%) animais foram positivos para E. canis no

PCR em tempo real.

7.2.3. Santa Teresa

Em Santa Teresa (sede e areas rurais do municipio), foram arrolados 31 animais por
ocasido da campanha de castragdo promovida pela Prefeitura e Faculdade de Medicina
Veterinaria da ESFA. Dos 31 cées, 29 eram fémeas e 9 eram machos com média de idade de
2,6 anos. Deste total, apenas um (3,2%) apresentava carrapato no momento da consulta sendo
o mesmo identificado como A. ovale, o primeiro desta espécie identificado nesta regido do
Estado (ACOSTA et al., 2016). A baixa incidéncia de carrapatos nestes cdes se deve
sobretudo ao pré-requisito exigido pelos organizadores da campanha de castracdo (banho
prévio e uso de ectoparasiticida). Destes animais, um (3,23%) foi positivo para E. canis no

PCR Real Time e 3 animais (9,68%) foram positivos para Hepatozoon sp. no PCR.

7.2.4. Alegre

O municipio de Alegre contribuiu com 69 animais que foram triados no Hospital
Veterindrio da UFES: 32 fémeas e 37 machos com média de idade de 4,8 anos. Destes, 13
animais (18,84%) apresentavam carrapato no momento da consulta, sendo 100% identificados
como R. sanguineus s.I. Na PCR 1 cédo (1,45%) foi positivo para Babesia sp. 17 (24,64%)
para Hepatozoon sp. 14 cdes (20,29%) para Anaplasmataceae e 14 cées (20,29%) para E.
canis na PCR em tempo real (Tabela 2).
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7.3. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Dos 378 cées do estudo, 312 tiveram amostras de soro sanguineo coletados para a
realizacdo de exames sorologicos: reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para E. canis
(Figura 4) e para cinco espécies de Rickettsia (R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii, R
rhipicephali e R. bellii) (Figura 5). Os resultados da soroprevaléncia por municipio estéo

listados na Tabela 2.

Figura 4. Imunofluorescéncia indireta (RIFI) de Ehrlichia canis no soro de um céo infectado (400 X).

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 5. Imunofluorescéncia indireta (RIFI) de Rickettsia sp. no soro de um céo infectado (400 X).

Fonte: Arquivo Pessoal
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Tabela 2. Resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em amostras de sangue de cdes de 6 municipios do Estado do ES, Brasil

N° de cées positivos (%)

Agentes investigados Grande Vitoria* Colatina Alegre Santa Teresa

Sorologia (N =203) (N =49) (N =25) (N =35)
Rickettsia rickettsii 4(1,97) 0 (0) 0(0) 1(0,49)
R. parkeri 4(1,97) 0 (0) 0(0) 2 (0,98)
R. amblyommii 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
R. rhipcephali 2 (0,98) 0(0) 0 (0) 0(0)
R. bellii 3(1,47) 0 (0) 0 (0) 0 (0,0
Ehrlichia canis 47 (23,15) 14 (28,57) 8 (32,00) 2(5,71)

PCR (N =231) (N=47) (N =69) (N=31)
Anaplasmataceae 17 (7,36) 3 (6,38) 14 (20,29) 0(0)
Babesia 4 (1,73) 0 (0) 1(1,45) 0(0)
Hepatozoon 11 (4,76) 8 (17,02) 17 (24,64) 3(9,68)

PCR real time (N =231) (N=47) (N =69) (N=31)
Ehrlichia canis 10 (4,32) 3 (6,38) 14 (20,29) 1(3,23)

* Municipios de Vila Velha, Vitéria e Serra

7.3.1. RIFI para Rickettsia spp.

Dos 312 cées, 16 (5,13%) analisadas por RIFI apresentaram titulos > 64 para pelo
menos uma espécie de Rickettsia das cinco testadas (Tabela 2). Destes, 5 (1,6%) apresentaram
titulos > 64 para R. rickettsii, sendo trés de Vila Velha, um de Vitoria e um de Santa Teresa.

N&o houve amostras positivas para nenhuma espécie de Rickettsia testada dentre as
amostras coletadas de cées oriundos dos municipios de Alegre e de Colatina.

Os exames sorologicos dos mostram dois equinos com sorologia positiva para R. bellii
com titulagdo de 1:64 e 1:128 residentes respectivamente nos bairros Soteco e Ulisses
Guimardes, ambos no municipio de Vila Velha, onde também foram observados cdes com

sorologia positiva para R. bellii (2 no bairro Ulisses Guimaré&es e 1 no bairro Soteco).
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7.3.2. RIFI para Ehrlichia canis

Dos 312 cées, 71 (22,75%) tiveram sorologia positiva para E. canis. Destes, 47
(66,2%) eram provenientes da Grande Vitoria e foram triados no Hospital veterinario da
Universidade Vila Velha, 14 (19,7%) eram do municipio de Colatina, 8 (11,27%) do
municipio de Alegre e 2 (2,82%) eram domiciliados em Santa Teresa. A soroprevaléncia para
E. canis foi 23,15% (47/203) na Grande Vitoria, 28,57% (14/49) em Colatina, 32% (8/25) em
Alegre e 5,71% (2/35) em Santa Teresa.

7.4. Reagdo em Cadeia da Polimerase dos Carrapatos

Pools de Carrapatos de 48 animais, 100% identificados como R. sanguineus s.l.
tiveram seu DNA extraido para realizacdo de PCR para Rickettsia spp. Ndo houve resultados
positivos na PCR para Rickettsia spp.

7.5. Sequenciamento

Na PCR para Hepatozoon (gene 18S rRNA) 39 amostras foram positivas e
sequenciadas. Todos os produtos foram analisados, alinhados e submetidos ao BLAST. Todas
as amostras obtiveram um fragmento de 574-pb com 100% de similaridade com Hepatozoon
canis (Gene bank: U371447).

Na PCR para Babesia spp. (gene 18S), 5 amostras foram positivas. Todos os produtos
foram sequenciados gerando um fragmento de 551-pb com 100% de similaridade com
Babesia canis vogeli (Gene bank: KJ494656.1).

Das 378 amostras testadas na PCR para a familia Anaplasmataceae (16S ribossomal),
34 foram positivos, sendo todas amostras sequenciadas e submetidas ao BLAST. Destas, 10
amostras geraram um fragmento de 307-pb com 100% de similaridade com Ehrlichia canis
(GenBank: EF195134) e as outras 24 amostras geraram um fragmento de 306-pb com 100%
de similaridade com Anaplasma platys (GenBank: T359590.1) (Tabela 3). A distribuicdo dos
animais (cées e equinos) positivos para pelo menos um dos agentes é encontrada no mapa
(Figura 6).
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Tabela 3. Resultados dos sequenciamentos das amostras positivas na PCR

Amostra Pb (Identidade)-Gaps Genbank Referéncia
) Babesia canis vogeli Rotondano et al.,
Amostras para Babesia 498/498(100%)- 0/498(0%)
KJ494656.1 2015
) Gabrielli et al.,
Amostras para Hepatozoon 553/553(100%)-0/553(0%) H.canis GU371447

2010

Amostras ANAPLASMATACEAE

] Ehrlichia canis o
(Individuos nameros 376, 157, 222, 306/306(99%)-0/307(0%) EF195134 Diniz et al., 2007
257,248,295,324,345,355,361) '

Demais amostras Anaplasma  platys Kaewmongkol et
306/306(100%)-0/306(0%)
ANAPLASMATACEAE KT359590.1 al., 2015




Figura 6. Mapa com a distribuig@o dos animais (cées e equinos) positivos para pelo menos um dos

agentes testados.
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8. DISCUSSAO

A taxa de infestacdo por carrapatos nos animais deste estudo foi de 41,53% (157/378),
estando de acordo com varios trabalhos no Brasil onde foi observada elevada frequéncia de
ectoparasitismo em cdes domiciliados e errantes, com destaque para os carrapatos (TORRES,
FIGUEIREDO e FAUSTINO, 2004; CASTRO e RAFAEL, 2006; RODRIGUES, DAEMON
e RODRIGUES, 2008; STALLIVIERE et al.,, 2009), representando até 82,77% dos
ectoparasitos encontrados em cdes (TORRES, FIGUEIREDO e FAUSTINO, 2004).

Do total de carrapatos coletados, 98,1% foram identificados como R. sanguineus s.l.,
0,63% como A. ovale e 1,27% como A. sculptum. Esta Gltima espécie, até pouco tempo, era
classificada como Amblyomma cajennense (Martins et al., 2016).

A elevada prevaléncia de R. sanguineus s.l. no presente estudo esta de acordo com
varios outros realizados no Brasil. Em estudo realizado por Bellato et al. (2003), ao longo de
um ano, no municipio de Lages, SC, foi verificada a prevaléncia de cdes infestados por
carrapatos de 52,8%. Ja na pesquisa feita por Labruna et al. (2001) a prevaléncia de carrapatos
nos cdes de uma regido rural no Norte do Parana foi de 14,3%, sendo que a espécie de
carrapato mais encontrada foi R. sanguineus s.l.. Oyafuso et al. (2002) relatou que em seu
estudo feito em um Hospital Veterinario no Norte do Parand, das 71 amostras de carrapato
coletadas 4% foram identificadas como pertencente ao género Amblyomma, e 96% como R.
sanguineus s.l.. Em uma regido metropolitana de Recife, Torres, Figueiredo e Faustino (2004)
constataram em seu estudo que 90% dos cdes errantes e 73,8% dos cédes domiciliados
apresentavam o ectoparasito R. sanguineus s.l.. Castro e Rafael (2006) relataram que em sua
pesquisa feita em Manaus, 80% dos animais eram acometidos por ectoparasitos, dentre eles
63% eram R. sanguineus s.l. Esta espécie é considerada, juntamente com as pulgas, 0s
principais ectoparasitas de cées em todo o Brasil (LABRUNA, 2004), além de ser a especie
mais encontrada em cdes de areas urbanas (RIBEIRO et al., 1997; OYAFUSO et al., 2002).

Espécies do género Amblyomma podem ser encontradas em cées que habitam areas
préximas a matas e florestas (LABRUNA et al., 2000), sendo Amblyomma aureolatum,
Amblyomma ovale e Amblyomma sculptum, as espécies mais encontradas na regido sudeste
(MASSARD et al., 1981 apud LABRUNA, 2001; MARTINS et al., 2016), estando estes
dados de acordo com os dados do presente estudo onde observou-se a presenca de A. sculptum

e A. ovale em area urbana proximo a fragmento de mata e em area rural respectivamente.
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Neste estudo, A. ovale foi identificado pela primeira vez no estado do Espirito Santo,
com 0 encontro deste carrapato em um cdo no municipio de Santa Teresa (ACOSTA et al.,
2016).

Todos os animais examinados tiveram sangue total coletados para a realizacdo de
exames moleculares onde foi observado 34 animais (9%) positivos para Anaplasmataceae, 28
animais (7,4%) positivos para E. canis pelo PCR real time, 5 animais (1,3%) positivos para
Babesia sp. e 39 animais (10,31%) positivos para Hepatozoon sp. Estes resultados indicam
que Hepatozoon sp. é o principal patdgeno canino transmitido por carrapatos na area
estudada.

Observou-se co-infecgdo com 2 ou 3 agentes em 22 animais (5,8%). Co-infeccéo por
Hepatozoon canis, E.canis e A. platys foi observada em 3 animais, Hepatozoon canis e A.
platys em 3 animais, Hepatozoon canis e E. canis em 2 animais, E. canis e A. platys em 11
animais e E. canis e Babesia canis vogeli em 1 animal. A co-infeccdo por agentes
transmitidos por carrapatos em cées tem sido relatada por outros autores (SANTOS et al.,
2009; RAMOS et al., 2010; GONCALVES et al., 2014) e ocorre devido ao fato dos agentes
possuirem o mesmo vetor, o R. sanguineus s.I. (ROTONDANO et al., 2015), o qual também
predominou neste estudo. Baneth et al. (2015) sugerem que a presenca de um agente
patogénico dentro de uma célula pode permitir ou facilitar a invasao celular ou sobrevivéncia
prolongada do outro agente. De acordo com Sousa et al (2013), cédes parasitados por
carrapatos infectados por mdltiplos agentes patogénicos podem ter uma evolucdo clinica
desconhecida que depende da relacdo hospedeiro-parasita.

Anticorpos contra E. canis foram encontrados em 22,75% dos animais neste estudo.
Uma prevaléncia similar foi previamente observada por Spolidorio et al. (2010) no Espirito
Santo. Esta elevada prevaléncia é compativel com uma infec¢do prolongada e estimulacao
antigénica cronica (BARTSCH e GREENE, 1996), ou indicam que o ndimero de animais
expostos previamente a esta bactéria € superior aos casos de infec¢do ativa ja que a
soroprevaléncia observada foi superior aos resultados positivos encontrados pela PCR.

Em 19,55% (61/312) dos animais, anticorpos de E. canis foram detectados por RIFI na
auséncia de amplificacdo do DNA pelo PCR real time. Este resultado é esperado ja que o teste
soroldgico néo diferencia uma infeccdo ativa de uma exposicgao previa ao organismo (VIEIRA
etal., 2011).

Dos 378 animais avaliados, 34 animais (9%) foram positivos na PCR para
Anaplasmataceae, o qual revelou através do sequenciamento tratar-se de E. canis em 2,64%

(10/34) e Anaplasma platys em 6,34% (24/34) dos cdes através do sequenciamento do DNA.
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A prevaléncia encontrada neste estudo para E. canis é menor que a observada por Spolidorio
et al. (2010) tanto na area urbana quanto na area rural.

Anaplasma platys parasita preferencialmente  plaquetas, resultando na
Trombocitopenia Ciclica Canina (TROY et al., 1990). Infeccbes por A. platys e E. canis sdo
comumente observadas nas mesmas regides e a infeccdo por ambos organismos sao
frequentemente detectados no mesmo cdo (DINIZ et al., 2010). Neste estudo a co-infec¢éo
por E. canis e A. platys foi observada em 3,7% (14/378) dos animais. A. platys tem sido
identificada através de PCR em varias regides do Brasil com prevaléncia variando entre
15,84% e 55% (FERREIRA et al., 2007; DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al., 2009).
Neste estudo a prevaléncia foi de 6,35% (24/378) dos caes avaliados.

Do total dos animais examinados, 1,3% (5/378) amplificaram Babesia spp na PCR o
qual foi confirmado ser Babesia canis vogeli através do sequenciamento do DNA. Esta
mesma espécie ja havia sido relatada no Norte do Estado do Espirito Santo por Spolidorio et
al. (2010), porém com prevaléncia muito superior ao do presente estudo (21,7%). Esta é a
espécie de Babesia mais frequentemente observada em cées no Brasil (SOUSA et al., 2013) e
transmitida por R. sanguineus s.I. (LEWIS et al., 1996), a espécie de carrapato mais observada
parasitando os cdes neste estudo.

Dos 312 cées submetidos a RIFI para identificacdo de anticorpos contra Rickettsias,
16 (5,13%) apresentaram titulos > 64 para pelo menos uma espécie de Rickettsiia das cinco
testadas (Tabela 2). Destes, 5 (1,6%) apresentaram titulos > 64 para R. rickettsii, sendo trés de
Vila Velha, um de Vitdria e um de Santa Teresa. O cdo de Santa Teresa é residente de area
rural com acesso a mata. Um dos cdes de Vila Velha reside na area rural (Retiro do Congo)
com acesso a mata e possivel contato com animais silvestres amplificadores de Rickettsias,
como por exemplo gambas (Didelphis sp.) (PIRANDA, 2008) e coelhos do mato (Sylvilagus
brasiliensis) (MOREIRA e MAGALHAES, 1935). Estes animais poderiam carrear carrapatos
contaminados para o ambiente frequentado por este cdo. Os outros trés cdes residiam em areas
urbanas, sendo um do bairro Itapud em Vila Velha, outro no bairro Ulisses Guimardes em
Vila Velha e outro do bairro Bento Ferreira em Vitoria. Os cdes residentes em Vila Velha
nunca tiveram acesso a areas rurais, contudo residem em casas em ruas onde o trafego de
carrogas conduzidas por cavalos € intenso, podendo estes equinos serem carreadores de
carrapatos contaminados para estas regides. O cédo residente em Vitoria vai frequentemente a
um sitio localizado na BR 101 Norte (Km 168 — Divisa entre 0os municipios de Linhares e
Aracruz). A propriedade € cortada por um rio que é habitado por capivaras. Apesar do cdo

examinado ndo ter acesso a mata e areas frequentadas pelas capivaras, consideradas
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importantes amplificadoras de Rickettsias (Labruna, 2009), tem contato com Vvarios outros
caes residentes na propriedade que percorrem grandes distancias, inclusive areas préximas ao
rio e retornam para o peri-domicilio. Estes podem portanto serem os carreadores de carrapatos
contaminados ao peri-domicilio. Contudo, esta area ndo é considerada endémica para Febre
Maculosa pois desde 2003 ndo h& notificagdo de casos humanos a Secretaria de Estado da
Saude do Espirito Santo (SINAN). Apesar destes resultados, ndo é possivel afirmar que estes
cinco animais supracitados tiveram contato com R. rickettsii pois na sorologia, a titulacdo nédo
foi quatro vezes maiora de outros antigenos.

Os titulos finais dos soros positivos variaram de 64 a 128 para R. rickettsii e R.
rhipicephali, 64 a 256. Nos animais sororeativos nao foi possivel discriminar o agente porque
os titulos encontrados foram semelhantes (diferenca <4 vezes) para dois ou mais antigenos ou
por terem um Unico titulo (64) para uma Unica espécie de Rickettsia. A presenca de animais
soropositivos neste estudo, apesar da baixa prevaléncia, assim como na pesquisa realizada por
Spolidorio et al (2010) em cdes no Norte do Estado do ES, sugere a circulacdo de Rickettsia
do Grupo da Febre Maculosa em algumas das areas estudadas nos dltimos 6 a 18 meses
(PIRANDA et al., 2008), podendo o céo ser utilizado como sentinela em estudos de vigilancia
epidemioldgica. O céo funciona como um 6timo sentinela onde o vetor da doenca é o A.
aureolatum, em areas de A. sculptum o animal melhor sentinela € o cavalo (LEMOS et al.,
1997). Além de sentinelas, os caes sdo considerados hospedeiros amplificadores de carrapatos
aumentando o nimero de vetores infectados no ambiente (RAOULT e PAROLA, 2007).

A baixa prevaléncia observada neste estudo faz com que as areas estudadas ndo sejam
consideradas areas de risco para a Febre Maculosa Brasileira, pois neste caso, 50% dos
animais deveriam ser positivos.

Além dos resultados obtidos nas amostras de caes, observou-se dois equinos com
sorologia positiva para R. bellii com titulacdo de 1:64 e 1:128 residentes respectivamente nos
bairros Soteco e Ulisses Guimaraes, ambos no municipio de Vila Velha, onde também foram
observados cdes com sorologia positiva para R. belli (2 no bairro Ulisses Guimardes e 1 no
bairro Soteco). Os resultados demonstram que ha circulacdo de Rickettsia sp. nas regides
estudadas. No entanto, acredita-se que o risco de infecgdo humana seja baixo nestes locais do
estudo devido a baixa prevaléncia encontrada.

Neste estudo, 39 animais (10,31%) amplificaram Hepatozoon sp. na PCR, o qual
revelou através do sequenciamento tratar-se de Hepatozoon canis. Estando este dado de
acordo com o descrito por Spolidorio (2009) e Gongalves (2014) que afirmam que esta € a

unica espécie de Hepatozoon identificada em cdes domesticos no Brasil. Este foi 0 agente
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transmitido por carrapatos mais prevalente nos cées deste estudo. No Brasil, a transmissao de
H. canis para cées de &reas urbanas tem sido associado ao Rhipicephalus sanguineus s.I.
(SPOLIDORIO et al., 2009, MIRANDA et al., 2014), espécie de carrapato mais prevalente
neste estudo. Este resultado indica que R. sanguineus s.l. € o possivel vetor de H. canis no
Espirito Santo, assim como foi sugerido por Spolidorio et al. (2009). Ainda de acordo com
Spolidorio et al. (2009), a Hepatozoonose canina causada por H. canis parece ser uma
infeccdo que ocorre frequentemente em areas onde o R. sanguineos s.l. € endémico. Em
estudo realizado no norte do Estado do Espirito Santo, observou-se, através de resultados
moleculares, quantidade significativa (58,7%) de cées infectados por Hepatozoon, concluindo
tratar-se de uma area endémica para Hepatozoonose Canina (SPOLIDORIO et al., 2009).

Dos 39 animais positivos para Hepatozoon canis, apenas 4 (10,25%) eram
sintomaticos. Assim, o presente estudo mostrou que a infecgdo canina por H. canis € comum
em cdes aparentemente saudaveis no Estado do Espirito Santo, assim como relatado
previamente por Spolidorio et al. (2009) e Paludo et al. (2005) que afirma que a doenca €

geralmente inaparente e subclinica.
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9. CONCLUSAO

- O carrapato mais comumente encontrado em cdes nos municipios estudados é o
Rhipicephalus sanguineus s.I.

- O encontro de A. ovale no municipio de Santa Teresa é o primeiro registro deste
carrapato no estado do Espirito Santo.

- Os agentes transmitidos por carrapatos observados circulando na populacéo canina,
séo E. canis, A. platys, B. canis vogeli, H. canis, e Rickettsia sp. do grupo da febre maculosa.

- A maioria dos cées infectados com H. canis eram aparentemente saudaveis, assim
patogenicidade de H. canis para cdes no ES permanece desconhecida. Sao necessarios mais
estudos para identificar a relevancia clinica deste protozoario na regiao.

- Observou-se presenca de equinos com sorologia positiva para R. bellii residentes em
regides onde também foram observados cdes com sorologia positiva para R. belli,
demonstrando que hé circulacdo de Rickettsia sp. nas regides estudadas. No entanto, acredita-
se que o risco de infeccdo humana seja baixo nestes locais do estudo devido a baixa
prevaléncia encontrada.

- Nossos resultados sdo importantes para 0 conhecimento da distribuicdo destes
patdégenos nos municipios estudados, com vistas ao seu diagnostico e controle na populacdo
animal, além de servirem como um alerta para a potencial ocorréncia de casos humanos nestas

regides.



55

10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos soroldgicos dos donos e contatos domiciliares de cées infectados com alguns
destes patdgenos poderdo subsidiar informacGes sobre o papel do cdo como carreador de
agentes patogénicos transmitidos pelo carrapato a populacdo humana dos municipios

estudados.
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