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RESUMO

As doencas transmitidas por carrapatos sdo enfermidades que apresentam uma
alta freqii€éncia na rotina Médica de Pequenos Animais produzindo quadros clinicos de
apatia, anorexia e hipertemia. Dentre estas enfermidades as Rickettsiales apresentam
grande importancia devido ao potencial zoondtico existente. Esta dissertacido é formada
por dois artigos originais. O primeiro foi submetido a revista Brazilian Journal of
Veterinary Parasitology identificando pela primeira vez a presenca de Ricketsia felis em
carrapatos no Nordeste Brasileiro através de técnicas moleculares. O segundo capitulo
foi submetido a revista Research in Veterinary Science abordando a ocorréncia de uma
alta frequéncia de caes positivos na RIFI (69,4%) e uma baixa frequéncia na PCR
(3,7%). Observou-se que os principais fatores associados a infec¢do pela Ehrlichia
canis nos caes foram relacionados ao ambiente de permanéncia dos animais e a
freqiiéncia de limpeza realizada nos ambientes. Concomitantemente analisaram-se as
principais alteracdoes hematoldgicas associadas com a positividade na PCR. Leucopenia,

eosinopenia, linfopenia foram as varidveis hematolégicas associadas com a andlise

estatistica.

PALAVRAS-CHAVES: Doencgas transmitidas por carrapatos; caes; carrapatos; RIFI;
PCR; Nordeste Brasileiro



ABSTRACT

The tick-borne diseases have a high frequency in dogs pets producing clinical
signs of apathy, anorexia and hyperthermia. Among the Rickettsiales these diseases are
very important due to the zoonotic potential exists. This dissertation consists of two
original articles. The first was submitted to the Brazilian Journal of Veterinary
Parasitology first identifying the presence of Ricketsia felis in ticks in Northeast Brazil
by molecular techniques. The second chapter was submitted Research in Veterinary
Science addressing the occurrence of a high frequency of positive dogs in IFA (69.4%)
and a low frequency in the PCR (3.7%). It was observed that the main factors associated
with infection by Ehrlichia canis in dogs were related to the environment when the
animals and the frequency of cleaning performed environments. Concomitantly
analyzed the main hematological associated with positivity in the PCR. Leukopenia,
eosinopenia, lymphopenia were haematological variables associated with the statistical

analysis.

KEYWORDS: Tick-borne diseases, dogs, ticks, IFA, PCR, Northeast Brazil



INTRODUCAO

A reemergéncia de doengas transmitidas por artrépodes é um desafio para a
medicina veterindria e humana. Dentre estes, os carrapatos t€ém despertado o interesse
da comunidade cientifica e da saide publica devido a sua participacao na transmissao de
doencas riquetisiais (SHAW et al., 2001; FOLDVARI et al., 2005). A subnotificacdo
das doencas em cdes pode ocorrer devido ao conhecimento limitado da epidemiologia,
aliado a ocorréncia de sinais clinicos inespecificos e a falta de inclusdao no diagnéstico
diferencial com outras doencas febris (SHAW et al.,, 2001). Por isso o estudo da
epidemiologia das riquetsioses torna-se indispensdvel para o conhecimento da
magnitude dessas infeccdes na regido Nordeste visto que existem poucos estudos
relatando a identificacdo dos agentes causais e seu potencial zoonético.

Esta dissertacdo, apresentada ao Programa de Pés-Graduagcdo em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Campina Grande como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina Veterindria, € composta de dois capitulos
constituidos por artigos cientificos originais, cumprindo assim com as exigéncias do
programa.

No primeiro capitulo € relatada a primeira identificacdo de Rickettsia felis
infectando carrapatos Rhipicephalus sanguineus no Nordeste do Brasil, enquanto que o
segundo capitulo aborda um inquérito soroldgico, deteccio molecular e fatores
associados a ocorréncia de Ehrlichia canis em caes na regido semiarida do Estado da

Paraiba, Nordeste do Brasil.
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Brasil

Manuscrito  submetido a  Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria/

UNESP — Jaboticabal.



16

Deteccao de Rickettsia felis em carrapatos Rhipicephalus sanguineus, Nordeste do

Brasil
Detection of Rickettsia felis in Rhipicephalus sanguineus ticks, Northeastern Brazil

Atticcus Tanikawal; Francisco Borges Costaz; Marcelo Bahia Labrunaz; Sérgio Santos

de Azevedo'”

"Unidade Académica de Medicina Veterindria, Universidade Federal de Campina
Grande — UFCG.

2Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnica, Universidade de Sdo Paulo - USP

Resumo

A riquetsiose transmitida por pulgas, causada pela Rickettsia felis, € uma doenca
emergente relatada em todo o mundo. Dentre 22 carrapatos Rhipicephalus sanguineus
colhidos de caes no Nordeste do Brasil, Rickettsia felis foi detectada em um (4,5%)
espécime, sugerindo que este carrapato pode ser um vetor alternativo da riquetsiose

transmitida por pulgas no Brasil.
Palavras-chave: Riquetsioses, drea ndo-endémica, Estado da Paraiba.

Abstract

Flea-borne rickettsiosis, caused by Rickettsia felis, is an emerging disease that
has been reported worldwide. Among 22 Rhipicephalus sanguineus ticks collected from
dogs in Northeastern Brazil, Rickettsia felis was detected in one (4.5%) specimen,
suggesting that this tick may be an alternative vector of flea-borne rickettsiosis in

Brazil.

Keywords: Rickettsiosis, non-endemic area, Paraiba State.

Introducao

" Autor para correspondéncia: Sérgio Santos de Azevedo

Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Satide e Tecnologia Rural, Unidade Académica de
Medicina Veterindria, Av. Universitria, s/n°, CEP 58700-970, Patos, PB, Brazil e-mail:
sergio.azevedo @pq.cnpq.br
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A riquetsiose transmitida por pulgas, causada pela Rickettsia felis, € uma
doenca emergente que tem sido relatadaem todo o mundo, incluindo o
Brasil (PAROLA et al., 2005). O agente causal foi detectado primeiramente por Adams
et al. (1990) em c€lulas do intestino deuma  pulgade gato
(Ctenocephalides felis), sendo mais tarde descritacomo uma nova espécie de
Rickettsia (BOUYER et al., 2001). Casos de infec¢do humana foram registrados em
vdrias ocasides com sintomas similares aos da Dengue, incluindo febre, cefaléia,
mialgia e exantema macular (PEREZ-OSORIO et al., 2008).

No Brasil, quatro espécies de Rickettsia tétm sido associadas com doengas
humanas, a saber: Febre Maculosa Brasileira, causada pela Rickettsia rickettsii; Tifo
Murino, causado por R. typhi; Febre Maculosa da Mata Atlantica, causada pela R.
parkerii ; e Febre Maculosa transmitida por pulgas, causada pela R. felis (LABRUNA
et al.,, 2011). Relatos destes agentes t€ém sido registrados no sudeste do Brasil e na
porcdo sul do estado da Bahia, préxima a regido Sudeste (LABRUNA et al., 2011;
SILVA et al., 2011.) No presente trabalho € relatada a deteccdo de R. felis em carrapatos
Rhipicephalus sanguineus no Nordeste do Brasil, em regido n3o endémica para
Rickettsia sp., onde nenhuma espécie foi relatada anteriormente.

Um total de 108 amostras de sangue e 22 carrapatos foram coletados de caes
atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande, no
municipio de Patos, durante 2010 e 2011 (Figura 1). Cerca de 4 ml de sangue foi
coletado de cada cdo por venopuncdo das veias cefélica ou jugular. Os soros obtidos
foram armazenados em microtubos de 1,5 ml estéreis, e armazenados a — 20 °C até a
realizacdo dos testes soroldgicos. Os carrapatos foram removidos e armazenados a —
20 °C para depois serem identificados taxonomicamente com base em caracteristicas
morfoldgicas.

O diagnéstico soroldgico foi realizado pela reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), utilizando antigenos de seis isolados de riquétsias do Brasil (R.
rickettsii, R. parkerii, R. amblyommii, R. felis, R. rhipicephalii e R.belli)
(LABRUNA et al., 2007).

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o protocolo de tiocianato de
guanidina (SANGIONI et al., 2005). Para este propdsito, cada carrapato foi colocado
em microtubo de 1,5 mL contendo 150 pL de tampao TE (Tris-HCI 10 mmol/L, EDTA
1 mmol/L, pH 7,4) e homogeneizado usando um micropistilo estéril. Em seguida, 450

uL de tiocianato de guanidina (5 mol/L) foi adicionado ao tubo, o qual foi agitado em
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vortex e incubado novamente por 10 minutos a temperatura ambiente homogeneizando
brevemente no vortex a cada 2 minutos. O tubo foi centrifugado a 12000 g durante 5
minutos para separar a fase aquosa, que foi transferida para um microtubo de 1,5 mL.
Em seguida, 600 uL de isopropanol foi adicionado a fase aquosa (400 uL), o qual foi
homogeneizado por viarias vezes por inversdo e, em seguida, incubado a -20° C
overnight. L.ogo apés, o tubo foi centrifugado a 12000 g durante 15 minutos; o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco a temperatura ambiente e depois
ressuspenso em 30 uL de tampdo TE. Finalmente, os microtubos foram incubados a 56°
C durante 15 minutos para facilitar a homogeneizacio do DNA e, em seguida,
armazenados a -20 ° C até serem testados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Cinco microlitros do DNA extraido de cada carrapato foram utilizados para a
amplificacdo de um fragmento 401-bp do gene gltA de Rickettsia sp. utilizando os
primers CS-62 (forward) e CS-462 (reverse) (LABRUNA et al., 2004). As PCRs (25
uL) foram realizadas em termociclador Applied Biosystems (Gene Amp PCR System
2700) pela adi¢do de 5 uL. do molde de DNA para 12,5 pL do 1Q Supermix PCR, 1,0
uL de cada iniciador a 20 uM, e 5,5 uL. de dgua molecular. Para cada reag¢do, um
controlo negativo (dgua) e um controle positivo (DNA de R. parkeri) foram incluidos.
Dez microlitros do produto da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, corado com brometo de etidio, e examinado por transiluminacdo de UV. Os
produtos da PCR foram purificados e sequenciados (HORTA et al., 2007). Sequéncias
parciais foram submetidos a andlise BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) para determinar
semelhangas com outras espécies de Rickettsia. No total, um carrapato da espécie R.
sanguineus (4,5%) produziu bandas esperadas na PCR, que demonstraram pelo
sequenciamento do DNA ser idéntica a sequéncia correspondente do gene gltA de R.
Felis em 99,5% de especificidade depositada no GenBank (CP000053).

Todos os carrapatos foram identificados como R. sanguineus. Todos os caes
foram soronegativos para os antigenos utilizados (R. rickettsii, R. parkerii, R.
amblyommii, R. felis, R. rhipicephalii e R.belli), corroborando a condi¢cdo ndo-endémica
do Nordeste do Brasil para Febre Maculosa. Por outro lado, o DNA do agente
patogénico humano R. felis foi detectado em um dos carrapatos que se alimentavam dos
cdes. Esse agente estd principalmente associado com pulgas do género
Ctenocephalides, que estdo entre os ectoparasitas mais comuns em caes no Brasil,
incluindo a regiao Nordeste (DANTAS-TORRES et al., 2009). Desde a descoberta da
possibilidade das pulgas Ctenocephalides sp. estarem infectadas pela R. felis (PEREZ-
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OSORIO et al., 2008), é provavel que tenham sido a fonte de infec¢do de R. felis para o
R. sanguineus, enquanto se alimentavam dos cdes, embora os mecanismos de
transmissao horizontal ainda permanecerem desconhecidos.

Curiosamente, os cdes parecem ser refratarios a infec¢do por R. felis porque
varios estudos falharam em detectar anticorpos contra R. felis em caes que vivem sob
infestacOes naturais por pulgas infectadas com R. felis (HORTA et al, 2007; PINTER et
al, 2008). Esta afirmacdo corrobora os resultados negativos nos caes do presente estudo.

Dois relatos de detecc@o R. felis em carrapatos R. sanguineus foram registrados
no Brasil, ambos em regides endémicas para Febre Maculosa Brasileira na regido
Sudeste (CARDOSO et al, 2006;. OLIVEIRA et al, 2008). Nosso estudo relata a
primeira detec¢do de uma espécie de Rickettsia no Nordeste do Brasil (excluindo o sul
da Bahia, que estd no limite sul do Nordeste do Brasil). Apesar de pulgas C. felis serem
consideradas o principal vetor de R. felis, os resultados do presente trabalho sugerem
que o R. sanguineus pode ser um vetor alternativo para a Febre Maculosa transmitida

por pulgas no Brasil.
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Legenda da figura
Figura I. Localizacdo espacial do Municipio de Patos, Estado da Paraiba, nordeste do
Brasil.
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Ehrlichia canis em caes no semiarido do Nordeste do Brasil: sorologia, deteccao
molecular e fatores associados
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Resumo

A erliquiose canina é uma doencga transmitida por carrapatos, causada principalmente
pela Ehrlichia canis, com ocorréncia mundial, cujo vetor principal € o carrapato
Rhipicephalus sanguineus. O objetivo deste trabalho foi determinar a freqiiéncia de
infeccdo, soropositividade, e fatores de risco associados com a resposta de anticorpos e
a positividade na PCR para E.canis em caes do semidrido do Estado da Paraiba,
Nordeste do Brasil. Foram colhidas amostras de sangue de 108 cides atendidos no
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande, na cidade de Patos,
durante margo a julho de 2011. Amostras de sangue foram utilizadas para a deteccao de

anticorpos contra E. canis utilizando a reacdo de imunofluorescéncia indireta, e para
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contagem das células hematoldgicas. Esfregacos sanguineos foram confeccionados para
deteccdo de morulas tipicas em leucdcitos. A RT-PCR foi utilizada para andlise
molecular. Setenta e cinco (69.4%) dos 108 caes foram positivos para E.canis. Em seis
cdes (5.6%) foram observadas morulas tipicas de E. canis em mondcitos. Leucopenia (P
= 0.04), linfopenia (P = 0.004) e eosinopenia (P < 0.001) foram as altera¢des
hematoldgicas associadas com a positividade na PCR. Os seguintes fatores foram
associados com a positividade na PCR: ambiente onde os cdes permanecem (terra: P =
0.027) e a freqiiéncia de limpeza do ambiente onde os cdes permanecem (mensal: P <
0.001). Houve uma tendéncia de aumento na soropositividade em animais mais velhos

(P =0.029).

Palavras-chave: Erliquiose, soroprevaléncia, deteccdo molecular, cdes, Nordeste do

Brasil.

Abstract

Canine ehrlichiosis is a tick-borne disease, caused mainly by Ehrlichia canis, with a
worldwide occurrence, whose main vector is the Rhipicephalus sanguineus tick. The
aim of this work was to determine the frequency of infection, seropositivity, and factors
associated with antibody response and PCR positivity to E. canis in dogs from semiarid
region of the Paraiba State, Northeastern Brazil. Blood samples were collected from a
total of 108 dogs attended at the Veterinary Hospital of the Federal University of
Campina Grande in Patos city during March to July 2011. Blood samples were analyzed
for antibodies to E. canis using an IFAT test, and hematological cell counts were
calculated. Blood smears were prepared to detect typical morulae in leukocytes. A real-
time PCR was used for molecular analysis. Seventy-five (69.4%) of the 108 dogs were

found to be seropositive to E. canis, while four dogs (3.7%) were positive in real-time
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PCR for E. canis. In six dogs (5.6%) typical morulae of E. canis were observed in
monocytes. Leukopenia (P = 0.04), lymphocytopenia (P = 0.004) and eosinopenia (P <
0.001) were the hematological alterations associated with PCR positivity. Animals that
stay in environment composed solely of land (P = 0.027) and those whose owners
reported that the cleaning of the environment where animals stay was performed
monthly (P < 0.001) had a higher frequency of positivity in PCR. Increasing

seropositivity was found in older dogs (P = 0.029).

Keywords: Ehrlichia canis, seroprevalence, molecular detection, dogs, Northeastern

Brazil

1. Introducao

A erliquiose canina € uma doenca cosmopolita transmitida por carrapatos causada
por bactérias intracelulares obrigatérias, Gram-negativas, com tropismo por céluas

mononucleares do género Ehrlichia (Cohn, 2003; Stich et al., 2008).

Dentre as espécies de Erhlichia, E. canis, E. ewingii e E. chaffeensis sao
responsaveis por causar a doenca em caes e seres humanos (Dumler et al., 2001). E.
canis € o agente etioldgico primdrio da erliquiose monocitica canina (CME), uma

doenca cosmopolita de cdes transmitida por carrapatos

Bactérias do género Ehrlichia sdo transmitidas para os cdes pelo carrapato
Riphicephalus sanguinieus (Vieira et al., 2011), o que explica a alta prevaléncia da
infeccdo em regides tropicais e subtropicais, como o Brasil, devido a distribuicdo
geografica dos vetores (Andereg et al., 1999). No Brasil, o principal vetor € o carrapato

R. sanguinieus, contudo estudos sugerem a possibilidade do Amblyomma cajennense
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estar atuando como vetor em dareas rurais (Costa Jr et al., 2007; Dantas-Torres et al.,

2010).

Até o momento, em seres humanos, existe duas doencas reconhecidas causadas por
espécies de Ehrlichia sp: a erliquiose monocitica humana (HME) causada por E.
chaffeensis; e a erliquiose granulocitica humana (HGE) causada por E. ewingii (Olano e
Walker, 2002). No entanto, DNA de Ehrlichia canis foi detectado em pacientes com e
sem sinais clinicos compativeis com HME na Venezuela (Perez et al., 1996; Perez et al.,
2006). No Brasil, embora existam relatos de confirmacgao sorolégica de HME (Calic et
al., 2004; Costa et al., 2005), as altas soroprevaléncias da doenga em caes no Nordeste
Brasileiro (35,6% a 72,5%) referidas em varios estudos (Labarhe et al., 2003; Carlos et
al., 2007; Souza et al., 2010; Azevedo et al., 2011) levantam preocupacdes em relacdao
ao potencial zoonético da doenca, pois a relacdo proxima existente entre os caes e seus
proprietdrios pode favorecer o contdgio aos seres humanos principalmente apds a
existéncia de relatos de infestagcdo por carrapatos R. sanguineus.

Apesar de varios trabalhos terem sido conduzidos em caes no Nordeste do Brasil,
em apenas dois (Carvalho et al., 2008; Souza et al., 2010) foi feita a confirmacgdo
molecular da infec¢do por Ehrlichia sp, ambos no Estado da Bahia. O objetivo do
presente trabalho foi detectar a presenca de E. canis em cédes da regido semidrida do
Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, utilizando sorologia e detec¢do molecular, bem

como identificar fatores associados a infec¢ao.

2. Materiais e Métodos

O estudo foi realizado no municipio de Patos (7 ° 1'S, 37°19'W), Paraiba (Figura
1), de marco a julho de 2011. O clima da regido € semi-arido, quente e seco, com baixa

pluviosidade. A temperatura méxima mensal varia de 28-33 °C e a temperatura média é
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de 28,5°C. A umidade relativa é de 55% e a precipitagdo anual é de 700 mm (IBGE,
2012).

Amostras de sangue foram coletadas de 108 cdes, com e sem suspeita clinica de
erliquiose, atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina
Grande, municipio de Patos. A amostra populacional selecionada foi obtida de caes
encaminhados a clinica para avalia¢do geral de satide, ou oriunda de caes doentes, apds
o consentimento dos proprietarios.

Cerca de 4 mL de sangue foram coletados de cada cdo por venopuncgdo das veias
cefédlica ou jugular. Trés mililitros de sangue foram armazenados em tubos sem anti-
coagulante para posterior processamento em testes sorologicos e o restante foi
armazenado em tubos de 1,5 ml estéreis contendo anti-coagulante EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético) para andlise molecular e hematolégica. As amostras de
sangue e soro foram armazenadas a -20°C.

Um questiondrio epidemioldgico, que incluia perguntas relativas a possiveis
fatores de risco associados a infec¢@o por E. canis, foi aplicado a cada proprietario cujo
cdo foi selecionado para a coleta de sangue. As informacgdes coletadas incluiram idade
do animal, sexo, racga, drea de atividade (casa, rua ou casa/rua) e alimentacdo, contato
com acudes, presenca de carrapatos, controle de carrapatos, ambiente onde os cdes
permanecem, frequéncia de limpeza do ambiente onde os cies permanecem, € contato
com cdes e gatos.

As pesquisas de hemoparasitas foram realizadas a partir de extensdes do sangue
periférico coradas com corante Panético Répido (Aguiar et al., 2007a). As contagens
de hemadcias, hemoglobina, leucécitos, neutréfilos, linfécitos, mondcitos, eosinéfilos e

plaquetas foram realizadas de acordo com Jain (2000) e Kaneko (1997).
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A pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia nos soros foi realizada com a reacio de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). A fim de obter o antigeno, E.canis (estirpe Sao
Paulo) (Aguiar et al.,, 2008; Melo et al.,, 2011) foi cultivada em células caninas
malignas (linhagem DHS82), mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagle's (Sigma
Aldrich, EUA) com adi¢do de 5 % de soro de vitelo (Hiclone, EUA), em ambiente com
5% de CO, a temperatura de 37 °C de acordo com Aguiar et al.,( 2008). A dilui¢do de
1:40 em PBS com 0,5% de albumina de soro bovino foi empregado como ponto de
corte. Um conjugado comercial de fluoresceina com anti-IgG canina (Sigma Aldrich,
USA) foi utilizado como anticorpo secundério. As reacdes foram realizadas conforme
Aguiar et al. (2007a). As laminas foram observadas através de um microscépio de luz
ultravioleta (Immuno-Cell, Belgium) com objetiva de 400x.

A extracdo do DNA a partir de amostras de sangue canino foi individualmente
realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA), seguindo-
se as recomendacdes do fabricante para o isolamento do DNA a partir do sangue. As
amostras de sangue foram processadas pela PCR utilizando os primers dsb-330 (5°-
GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3") e dsb-728 (5°-
CTGCTCGTCTATTTTACTTCT TAAAGT-3"), visando a amplificacdo de fragmento
de 409 pares de base (pb) do gene dsb de Ehrlichia sp. (Doyle et al., 2005; Aguiar et al.,
2007a). Cada reacdo de amplificacdo foi realizada com 0,4 uMol de cada primer, 1,25 U
de Taq Polymerase (Platinum 7agDNA polymerase, Invitrogen, Carlsbad, CA) tampao
PCR (50 mM KCI and 20 mM Tris-HCI), 3mM MgCl,, mistura de dNTP (0.2 mM
cada) 5 ul de molde de DNA e dgua até um volume final de 50 uL.. As amostras foram
desnaturadas a 95°C por 2 minutos seguida de 50 ciclos de 15 seg a 95 °C, 30 seg a
58°C, e 30 seg a 72°C por 5 min. Os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose a 1,6%, corados com brometo de etidio em transiluminagdo
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ultravioleta. Controles positivo (DNA extraido de cultura celular de E. canis) e negativo
(4gua) foram incluidos em todos os ensaios de PCR.

Uma PCR em tempo real (RT-PCR) do gene dsb foi realizada utilizando a sonda
TagMan (5’AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-3’) especifica para E.
canis (Doyle et al., 2005). O protocolo de ciclos térmicos consistiu de um ciclo de fusdao
tinico de 95 °C durante 5 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos
e 60 °C durante 1 minuto. A RT-PCR foi realizada em placas de 96 pogos em um
sistema de detec¢do multicolor iQ iCycler para RT-PCR equipado com conjuntos de
filtros adequados e analisados com o software iQ versao 3,1 (BioRad Laboatories).

Duas andlises de fatores de risco foram realizadas pelo teste qui-quadrado (Zar,
1999) considerando soropositividade e detec¢do molecular de E. canis como varidveis
dependentes, e os dados obtidos nos questiondrios epidemioldgicos como varidveis
independentes, com nivel de significincia de 5%. Associacdes entre hemécias,
hemoglobina, leucdcitos, neutréfilos, linfocitos, mondcitos, esosindfilos e plaquetas de
cdes positivos e negativos na PCR também foram verificadas pelo teste qui-quadrado.
Os resultados da presenca de morulas e sorologia foram comparados com os resultados
da PCR (padrao-ouro) por meio do cédlculo da sensibilidade, especificidade e indicador

Kappa (Thrusfield, 2007).

3. Resultados

Do totalde 108 caes utilizados no presente estudo, 75 (69,4%) foram
soropositivos para anticorpos anti-E.canis com titulos iguais ou superiores a 40. No
geral, trés (4%), dois (2,7%), cinco (6,7%), um (1,3%), dois (2,7%), quatro (5,3%,) 12

(16%), 14 (18,7%), 16 (21,3%), 10 (13,3%), trés (4%) e trés (4%) animais foram
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soropositivos com titulos de 40, 80, 160, 320, 1.280, 2.560, 5.120, 10.240, 20.480,
40.960, 81.920 e 163.840, respectivamente.

Nos esfregacos sanguineos obtidos de seis cdes (5,6%) foram observadas
morulas tipicas de E. canis em leucdcitos. Quatro caes (3,7%) foram positivos na RT-
PCR para E. canis (Figura 2). Comparando a RIFI com os resultados da PCR (Tabela 1)
todas as amostras positivas na PCR (n = 4) também foram positivas na RIFI, mas
apenas 33 amostras foram negativas em ambos os testes, com uma concordancia fraca,
sensibilidade de 100% e especificidade de 32%. A comparagdo entre os resultados da
presenca de morulas e PCR € mostrada na Tabela 2. Duas amostras positivas na PCR
apresentaram morulas, e 100 amostras foram negativas em ambos os testes, com
concordancia muito fraca, sensibilidade de 50% e especificidade de 96 %. Associacdes
entre as varidveis hematoldgicas e os resultados positivos na PCR sdo demonstradas na
Tabela 3. Ocorreu uma maior freqiiéncia de amostras positivas na PCR para as varidveis
relacionadas a presenca de moérulas (P = 0,015), leucopenia (<5.500 leucécitos) (P =
0,04), linfopenia (<1.000 linfécitos) (P = 0,004) e eosinopenia (<100 eosindfilos) (P <
0,001).

As associagOes entre as varidveis obtidas nos questiondrios epidemioldgicos e os
resultados da PCR e sorologia estdo demonstradas na Tabela 4. Os fatores associados a
positividade na PCR foram: ambiente onde os caes permanecem (P = 0,027); e
frequéncia de limpeza do ambiente onde os cies permanecem (P < 0,001). Na sorologia,
houve uma tendéncia de aumento na soropositividade em animais mais velhos (P =

0.029).
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4. Discussao

A frequéncia de anticorpos anti-E. canis é dependente da distribui¢do do vetor,
R. sanguineus, que ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais. No
presente trabalho, a frequéncia de anticorpos anti-E. canis encontrada foi de 69,4%,
superior ao valor encontrado (36%) em estudo similar conduzido em Ilhéus e Itabuna,
Estado da Bahia, Brasil (Carlos et al., 2007). Por outro lado, em estudo realizado na
mesma drea do presente trabalho, a frequéncia de anticorpos anti-E. canis foi de 72,5%
(Azevedo et al., 2011). No Brasil, a soroprevaléncia da erliquiose canina difere entre os
diversos Estados, variando de 0,7% a 92,3% (Oliveira et al., 2000; Labarthe et al., 2003;
Trapp et al., 2006; Aguiar et al., 2007b; Carlos et al., 2007; Costa Jr. Et al., 2007;
Nakaghi et al., 2008; Silva et al., 2010; Souza et al., 2010; Azevedo et al., 2011 ; Melo
et al., 2011). Essa variac@o pode ser atribuida a diversidade de desenhos experimentais e
testes de diagndsticos utilizados, bem como aos fatores ambientais envolvidos na
epidemiologia da doenca (Rodrigez-Vivas et al., 2005; Souza et al., 2010).

O DNA de E. canis foi encontrado em quatro (3,7%) de 108 amostras de
sangue. A infec¢do pela E. canis, confirmada na PCR em cédes soropositivos, foi
detectada em 5,3% (4/75) dos animais soropositivos no presente estudo. Ao comparar a
ocorréncia de anticorpos anti-E. canis com resultados da PCR ocorreu uma
concordancia fraca (Kappa = 0,033) entre os testes, e sensibilidade e especificidade de
100% e 32%, respectivamente, o que poderia explicar o alto percentual (69,4%) de caes
soropositivos neste estudo. Em trabalho anterior realizado no Estado da Bahia (Souza et
al., 2010) 34,5% (58/168) dos caes soropositivos pela E. canis foram confirmados pela
nested-PCR. A diferenca no nimero de cdes soropositivos nos quais a infeccdo foi
confirmada pela PCR tem duas explicacdes possiveis (Souza et al., 2010). Em primeiro

lugar, considerando-se que os animais infectados normalmente ndo apresentam sinais
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clinicos da doencga, alguns dos animais soropositivos podem ter evoluido para uma cura
espontanea enquanto os niveis de anticorpos anti-E.canis continuaram detectaveis
(Harrus et al., 1998;. Rodriguez-Vivas et al., 2005; Souza et al, 2010). Em segundo
lugar, na fase aguda da infeccao, Ehrlichia sp. pode ser facilmente detectada no sangue,
enquanto que nas fases subclinica e cronica, os tecidos mais adequados para a deteccdo
incluem o baco e a medula dssea, respectivamente (Harrus et al., 2004; Mylonakis et al.,
2004), de modo que a capacidade de deteccio do DNA de E. canis em caes
soropositivos dependerd do tipo de amostra coletada. Como no presente estudo apenas
amostras de sangue foram utilizadas para PCR, e cdes com e sem suspeita clinica foram
utilizados, € possivel que os cdes nas fases subclinica e cronica nido foram
diagnosticados corretamente.

O exame de esfregaco sanguineo é empregado para confirmar a suspeita
clinica de erliquiose canina pela observacdo de morulas tipicas de E. canis em
mondcitos, que sdo mais facilmente detectdveis durante a fase aguda da doenca
(Rodriguez-Vivas et al., 2005). A ocorréncia de seis caes (5,6%) com morulas corrobora
os resultados de Ristic e Holanda (1993) e Rodriguez-Vivas et al. (2005), que relataram
que 4% e 5% dos esfregacos sanguineos continham moérulas de E.canis. Embora tenha
sido observada uma associacdo entre a ocorréncia de mérulas e os resultados positivos
na PCR (P = 0,015), ao comparar ambos os métodos houve uma concordancia fraca
(Kappa = 0,372), e sensibilidade e especificidade de 50% e 96 %, respectivamente,
sugerindo que o exame de esfregaco sanguineo pode produzir uma alta porcentagem de
resultados falso-negativos. Esse exame ndo € um método eficaz de diagndstico, pois a
visualizacdo das moérulas ocorre mais comumente durante a fase aguda, e a porcentagem
de células infectadas € geralmente inferior a 1% (Cadman et al, 1994; Mylonakis et al,

2003; Vieira et al, 2011).
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As alteracdes hematoldgicas que apresentaram associagdo com a ocorréncia de
resultados positivos na PCR foram leucopenia (P = 0.04), linfopenia (P = 0.004) e
eosinopenia (P < 0.001), similar ao observado por Meneses et al. (2008). Caes
leucopénicos podem estar relacionados a infec¢des provocadas pela E. canis, que causa
quadros de supressdao medular, enquanto que a eosinopenia e a linfopenia podem ser
induzidas por mecanismos imunoldégicos que promovem uma vasculite generalizada em
véarios 6rgdos de cdes infectados ocasionando sequestro de grande quantidade dessas
células para os tecidos (Mendonca et al., 2005).

Foi observada uma tendéncia de aumento da frequéncia de animais soropositivos
na RIFI com o aumento da idade (P = 0,029), o que pode ser justificado pela maior
exposicdo destes animais ao agente infeccioso em fun¢do da idade. Além disso, como os
cdes mais jovens sdo mantidos em regime domiciliar, devido a sua maior
susceptibilidade a doencas, eles acabam sendo menos expostos ao carrapato vetor
(Baneth et al., 1998; Azevedo et al., 2011).

Foi observado que animais cujo ambiente € composto unicamente por terra
apresentaram maior frequéncia de positividade na PCR (P = 0,027). Como os quintais
geralmente sdo constituidos por este tipo de ambiente, o contato dos cdes com
carrapatos vetores acaba sendo favorecido, pois apresentam bidtopos adequados para a
manutencdo do R. sanguineus (Cruz-Vasquez et al., 1999; Soares et al., 2006),
principalmente quando associados a falhas no combate a ectoparasitas ou quando ha alta
densidade de hospedeiros (Dantas-Torres et al., 2010).

Em animais cujos proprietdrios relataram a realizacdo de limpeza mensal do
ambiente onde o animal permanece foi observada alta frequéncia de positividade na
PCR (P < 0,001). A falta de limpeza periddica também pode aumentar os riscos de

infeccdo, pois limpezas realizadas a longos intervalos dificultam a visualizagdo dos
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carrapatos no ambiente, devido ao hédbito do R. sanguineus de se esconder em restos de
entulhos, frestas de paredes e buracos, tornando os cdes mais susceptiveis, pois esta
espécie de carrapato geralmente aparece nos periodos de hematofagia, quando sai em
direc@o ao hospedeiro para realizar o repasto sanguineo possibilitando a transmissdo da
E. canis (Labruna e Pereira, 2001).

Embora nao tenha havido associacdo entre o contato com gatos e a positividade
na PCR (P =0,142), 10,5% dos caes que tiveram contato com gatos foram positivos na
PCR, enquanto que apenas 2,2% dos cdes que ndo tiveram contato com gatos foram
positivos. Oliveira et al. (2009) identificaram DNA de E. canis pela nested-PCR em
felinos no Brasil. Como estes animais podem ser infestados pelo R. sanguineus existe a
possibilidade dos felinos estarem participando da epidemiologia da erliquiose no Brasil
(Mendes-de-Almeida et al., 2010). Isto pode acontecer quando os cdes entram em
contato com gatos errantes permitindo a transmissdo indireta da E. canis através da
participacdo de um carrapato infectado obtido de um cdo infectado. De fato,
evidenciamos que, embora sem associacao estatistica, cdes criados soltos apresentaram
uma maior frequéncia de infeccdo (10%) em comparacdo com animais criados no

domicilio ou em regime semidomiciliar (2,3% e 3,6%, respectivamente).
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Legenda das figuras

Fig. 1. Localizacdo espacial do Municipio de Patos, Estado da Paraiba, Nordeste do

Brasil.

Fig. 2. Eletroforese em gel de agarose do fragmento 409-pb do gene dsb de Ehrlichia
canis em amostras de sangue de cades atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal de Campina Grande, Municipio de Patos, Estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil. Linhas 1 e 8, marcador molecular padriao; Linha 6, controle positivo (DNA de
E. canis extraido de cultivo celular); Linha 7, controle negativo (dgua); Linhas 2-5,

amostras de sangue positivas.
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Tabela 1. Comparacdo entre sorologia e a PCR para os cédes atendidos na Clinica de

Pequenos Animais do Hospital Veterinario da UFCG, Campus Patos, Paraiba, Brasil

RIFI*
PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 4 0 4
Negativo 71 33 104
Total 75 33 108

* Kappa = 0,033 (erro padrdo = 0,017); Sensibilidade = 1,00 (IC 95% = 0,49-1,00);
Especificidade = 0,32 (IC 95% = 0,23-0,42)
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Tabela 2. Comparagdo entre a presenca de mérulas com a PCR para os cdes atendidos na

Clinica de Pequenos Animais do Hospital Veterindrio da UFCG, Campus Patos, Paraiba,

Brasil.
Morulas®
PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 2 2 4
Negativo 4 100 104
Total 6 102 108

* Kappa = 0,372 (erro padrdo = 0,201); Sensibilidade = 0,50 (IC 95% = 0,07-0,93);
Especificidade = 0,96 (IC 95% = 0,90-0,99
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Tabela 3. Associac@o entre achados dos exames hematoldgicos e resultados da reagdo em

cadeia da polimerase (PCR), em cdes atendidos na Clinica de Pequenos Animais do

Hospital Veterindrio da UFCG, Campus Patos, Paraiba, Brasil.

Variavel No. total de cées No. de cacs P
positivos

Morulas

Presentes 6 2 (33,3)

Ausentes 102 2(2,0) 0,015
Hemacias

>5.500 36 2(5,6)

5.500-8.500 71 2(2,8)

<8.500 1 0 (0,0) 0,763
Hemoglobina

<12% 35 2(5,7)

12-18% 72 2(2,8)

<18% 1 0 (0,0) 0,738
Leucécitos

<5.500 12 2(16,7)

5.500-16.900 61 1(1,6)

> 16.900 35 12,9 0,040
Neutroéfilos

< 3.000 8 1(12,5)

3.000-12000 78 2 (2,6)

> 12.000 22 1(4.,5) 0,356
Linfdcitos

< 1.000 9 2(22,2)

1.000-4.900 88 1(1,1)

> 4.900 11 109,1) 0,004
Mondcitos

< 100 2 0 (0,0)

100-1.400 105 3 (3,8

> 1.400 1 0 (0,0) 0,942
Eosinéfilos

<100 4 2 (50,0)

100-1.490 88 2(2,3)

> 1.490 16 0 (0,0) < 0,001
Plaquetas

< 175.000 16 1(6,2)

>175.000 92 3(3,3) 0,479
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Tabela 4. Anélise dos fatores de associados a infec¢do pela Ehrlichia canis pelo Teste Qui-

Quadrado (X?) para os cdes atendidos na Clinica de Pequenos Animais do Hospital

Veterindrio da UFCG, Campus Patos, Paraiba, Brasilandre

IFAT PCR

. No. dogs .. No.

v 1
aniave tested No. poit;; ¢ dogs P-value positive P-value
¢ dogs (%)

Sexo

Macho 75 54 (72.0) 22.7)

Fémea 33 21 (63.6) 0.256 2(6.1) 0.584
Raca

Raca Mestica 60 43 (71.7) 1(1.7)

Raga Pura 48 32 (66.7) 0.726 3(6.2) 0.321
Idade (anos)

0-1 25 12 (48.0) 1(4.0)

1-3 28 21 (75.0) 2(7.1)

>3 55 42 (76.4) 0.029 1(1.8) 0.476
Presenca de carrapatos

Sim 101 71 (70.3) 4 (4.0)

Nio 7 4 (57.1) 0.435 0(0.0) 1.000
Controle de Carrapatos

Sim 82 61 (74.4) 22.4)

Semana 4 3(75.0) 1(25.0)
Quinzenal/mensal 12 6 (50.0) 0(0.0)

Anual 10 5 (50.0) 0.177 1(10.0) 0.071
Area de atividade do
cao

Casa 43 35 (81.4) 1(2.3)

Casa/Rua 55 33 (60.0) 2 (3.6)

Rua 10 7 (70.0) 0.074 1 (10.0) 0.511
Alimentac¢do

Comercial 27 18 (66.7) 13.7

Caseira 75 52 (69.3) 22.7

Sobras 6 5(83.3) 0.725 1(16.7) 0.217
Contato com caes

Sim 63 44 (69.8) 3(4.8)

Nao 45 31 (68.9) 1.000 1(2.2) 0.639
Contato com gatos

Sim 19 13 (68.4) 2 (10.5)

Nio 89 62 (69.7) 1.000 2(2.2) 0.142



Ambiente onde os caes
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permanecem
Cimento 69 51 (73.9) 1(1.4)
Terra/cimento 16 9 (56.3) 0 (0.0)
Terra 23 15 (65.2) 0.340 3 (13.0) 0.027
Frequéncia de limpeza
do ambiente onde o0s
cdes permanecem
Nao 71 50 (70.4) 2(2.8)
Diéario/semanal 23 16 (69.6) 0(0.0)
Quinzenal 13 8 (61.5) 1(7.7)
Mensal 1 1 (100) 0.836 1 (100) < 0.001
Contato com agudes
Nao 22 16 (72.7) 1(4.5)
Sim 86 59 (68.6) 0.908 33.5) 1.000
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Figura 1: Localizacdo espacial da Cidade de Patos, Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil
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409 bp

Figura 2 Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos amplicons do gene dsb de Ehrlichia spp

para as amostras de DNA para os cdes amostrados durante o estudo no Hospital Veterinario
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos com o presente estudo confirmam a presenca da Rickettsia
felis infectando o carrapato Rhipichephalus sanguineus em caes do semidrido paraibano,
sugerindo a possibilidade da circulacdo deste agente no Nordeste do Brasil e deste

carrapato como vetor.

A ocorréncia de Ehrlichia canis em caes do semidrido paraibano foi confirmada
por sorologia e deteccdo molecular, sugerindo que ambientes caninos compostos por
terra e limpeza deste ambiente realizada com periodicidade mensal podem ser fatores de

risco para a ocorréncia da infecgdo.
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CAPITULO I: Manuscrito submetido 2 Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria/
UNESP — Jaboticabal.
Link: http://cbpv.org.br/rbpv/

CAPITULO II : Manuscrito submetido 3 Research in Veterinary Science.

Link:http://www.elsevier.com/journals/research-in-veterinary-science/0034-5288/guide-

for-authors
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