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RESUMO

As doencgas transmitidas por artréopodes induzem varias enfermidades, destacando-se a
Erliquiose Monocitica Canina (EMC) e a Babesiose Canina, transmitidas pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus. A EMC é causada pela bactéria Ehrlichia canis, enquanto a Babesiose
Canina é causada pelo protozoario Babesia spp. . O diagnéstico pode ser realizado por esfregago de
sangue periférico, buscando o agente etiolégico, por meio de sorologia, para a identificacdo de
anticorpos anti — E. canis e anti — B.canis e pela técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)
detectando o DNA do agente etiologico. O objetivo deste trabalho foi demonstrar a soroprevaléncia da
EMC e da Babesiose Canina no municipio de Palotina — Parana, detectar a presenga dos agentes no
sangue dos animais e identificar os fatores de riscos para cada doenga. A soroprevaléncia da EMC
foi determinada pelo exame de Imunofluorescéncia Indireta e o Ensaio Imunoenzimatico Indireto foi
realizado para demonstrar a soroprevaléncia da Babesiose Canina. Para ambas as doencas foi
realizado o esfregago de sangue periférico e exame de PCR para identificagdo do DNA do agente
etioldgico. Os fatores de risco foram avaliados por meio de um questionario epidemiolégico. A
prevaléncia observada para EMC e Babesiose canina sdo 25,73% e 7,4% respectivamente. No
exame de PCR para Erlichia spp e Babesia canis, foram identificadas 8,96% e 1,68% de positividade,
respectivamente. Os fatores de risco para EMC estéo relacionadas com o manejo do animal, modo
de criagdo e presenca de carrapatos. Para Babesiose Canina, os fatores de riscos estao relacionados
com o grau de escolaridade dos tutores, manejo do animal e modo de criagéo.

Palavras chave: Hemoparasitas, PCR, babesiose, erliquiose, sorologia, esfregago sanguineo



ABSTRACT

PREVALENCE OF Ehrlichia spp. AND DA Babesia spp. AND ASSOCIATED
FACTORS, IN DOGS DOMICILATED IN PALOTINA, PARANA, BRAZIL

Arthropod-borne diseases induce several disorders, such as Canine Monocytic Ehrlichiosis
(CME) and Canine Babesiosis, transmitted by the Rhipicephalus sanguineus tick. The CME is caused
by the bacteria Erlichia canis, while the Canine Babesiosis is caused by the protozoan Babesia spp.
The diagnosis can be performed by peripheral blood smear, seeking the etiological agent, by means
of serology, for the identification of anti-E antibodies Canis and anti-B canis and by the polymerase
chain reaction (PCR) technique which detecs the DNA of the etiologic agent. The objective of this
study was to demonstrate the seroprevalence of CME and Canine Babesiosis in Palotina (PR) town
and to identify the risk factors for each disease. The CME seroprevalence was performed by the
Indirect Immunofluorescence test and the Indirect Immunoenzyme Assay was performed to
demonstrate the seroprevalence of Canine Babesiosis. For both diseases, peripheral blood smear and
PCR were performed to identify the DNA of the etiological agent. Risk factors were assessed using an
epidemiological questionnaire. The prevalence observed for CME and Canine Babesiosis is 25.73%
and 7.4%, respectively. In the PCR test for Erlichia spp. and Babesia canis, 8.96% and 1.68% of
positivity were identified, respectively. The risk factors for CME are related to the management of the
animal, raise mode and presence of ticks. For Canine Babesiosis, the risk factors are related to the
level of scolarity of the tutor, animal management and raise mode.

Keywords: Hemoparasites, PCR, babesiosis, ehrlichiosis, serology, blood smear
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1 INTRODUGAO GERAL

As doencgas transmitidas por artropodes sdo mundialmente ressaltadas como
de importancia a saude humana e animal. Numerosos agentes infecciosos em
diferentes hospedeiros induzem enfermidades diversas (HARRUS e BANETH,
2006). Dentre as doencas emergentes transmitidas por artrépodes em caes,
destacam-se infec¢gdes por agentes do género Leishmania, transmitidos por
flebotomineos, a Ehrlichia e a Babesia transmitidos por carrapatos (SALGADO,
2006), sendo que essas enfermidades acometem animais domésticos, silvestres e o
homem (BOOZER e MACINTIRE, 2003).

Os carrapatos séo vetores de enfermidades de importancia a saude humana
e animal. Caracteristicas como a capacidade de sobreviver em ambientes
diversificados e ficar sem se alimentar por longos periodos, além de uma ampla
distribuicdo geografica, faz desse ectoparasita um dos mais importantes em termo
de transmissdao de doencas. O carrapato vermelho do cao Rhipicephalus
sanguineus, espécie mais difundida no mundo é um importante vetor de patégenos
caninos como Babesia spp. Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Rickettsia conorii e
Rickettsia rickettsii (DANTAS-TORRES, 2008).

A erliquiose e a babesiose sido consideradas as hemoparasitoses mais
comuns nos caes, as quais influenciam e comprometem a saude do animal
(GREENE, 2006). A erliquiose é causada por um grupo de bactérias gram negativas
intracelulares obrigatorias, os quais parasitam células brancas de varias espécies de
animais domésticos e silvestres, incluindo o homem. As espécies que parasitam os
caes sao E. equi, E. platy, E. ewing, E. chaffensis e E. canis. A EMC é uma doenca
relativamente frequente em caes, sendo considerada uma das mais importantes

doencas que acometem esses animais (BORIN et al., 2009).

A babesiose € uma infeccdo causada por protozoarios, sao parasitas
intracelulares obrigatérios pertencentes ao género Babesia (HOMER et al., 2000). A
babesiose ou piroplasmose € uma hemoparasitose de importante significado clinico
e esta associada a presenca de carrapatos. A doenga tem uma distribuicdo mundial,
sendo descrita em animais domésticos e silvestres (SCHNITTGER et al., 2012).

Atualmente sdo conhecidas mais de 100 espécies de Babesia (CHAUVIN et
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al.,2009), mas somente a B. canis, B. gibsoni e B. conradae tém sido relacionadas
por infectar cdes (DANTAS-TORRES e FIGUEREDO, 2006).

A transmissdo de Babesia canis e E.canis esta relacionada a alta incidéncia
do vetor e vem demonstrando uma crescente prevaléncia de infestagdes por
carrapatos nos caes (LABRUNA, 2004). As infec¢des pela E. canis foram relatadas
em caes com infecgdo concomitante com a B. canis, 0 que sugere transmissao
simultanea de microrganismos oriundos dos carrapatos (BREITSCHWERT,2004). A
importancia, tanto econdmica quanto de saude publica, das doengas veiculadas pro
artrépodes tem impulsionado o diagndstico dessas enfermidades no hospedeiro
animal e nos vetores (HARRUS et al., 2010). No Brasil, as doengas vinculadas por
artropodes tém sido amplamente estudadas nas populagdes, entretanto, poucos
estudos sao realizados focando na infecgdo dos carrapatos (ALMEIDA et al., 2012),
e pouco se sabe sobre os possiveis fatores de risco dessas doengas (DANTAS-
TORRES e FIGUEREDO, 2006).

A EMC pode ser diagnosticada através da deteccdo direta de moérulas
intracitoplasmaticas em esfregago de sangue periférico ou concentrado leucocitario,
durante a fase aguda (NAKAGHI et al., 2010). A imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e 0 ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) detectam a presenga de
imunoglobulinas IgG contra E. canis e B. canis no soro, sendo um método muito
sensivel, mas pode apresentar reacao cruzada com outras rickettsias (ALVES et al.,
2004). Esses testes sao utilizados como forma de triagem e nao de diagnéstico, pois
os resultados negativos nado excluem totalmente a suspeita de erliquiose e
babesiose, pois a doenca clinica pode ser detectada antes da soroconversao
(NELSON e COUTO, 2010).

A PCR ¢ o teste especifico mais sensivel para Ehrlichia (VIEIRA et al., 2011).
Este teste possui a vantagem de detectar o DNA do agente etiolégico nos primeiros
dias pos- infeccdo, sendo bastante especifico. A amplificagcdo do DNA de Ehrlichia
spp. a partir de amostras clinicas € importante para a deteccao e diferenciagao das
espécies de Ehrlichia (SOUSA et al. 2010).

As técnicas diagnésticas ainda séo limitadas, tendo em vista que exigem méo
de obra especializada e equipamentos laboratoriais onerosos. Desse modo, alguns
meédicos veterinarios recorrem apenas a exames hematoldgicos e bioquimicos para

dar suporte a suspeita clinica, apesar das alteragbes detectadas por estes exames
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ndo serem patognoménicas dessas doengas (OTRANTO,2009). Este
comportamento pode levar a diagndsticos etiologicos incorretos e prescricbes
terapéuticas ineficazes (DE CAPRARIIS, 2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA

Diversas doencgas transmitidas por carrapatos tém assumido importancia
tanto em saude publica, quanto animal. Entre elas, a Erliquiose Monicitica Canina
(EMC), causada pela Ehrlichia canis e transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus,
tem sido descrita no Brasil desde 1973 e atualmente a erliquiose encontra-se
disseminada em varios estados brasileiros (MACEDO e LEAL, 2005), apresentando
alta morbidade e variada mortalidade em regides de clima quente (BARR e
BOWMAN,2010).

A EMC no Brasil vem apresentando casuistica crescente em hospitais e
clinicas veterinarias, sendo considerada por muitos como uma das mais importantes
doencas transmissiveis na clinica de pequenos animais, principalmente pela elevada
e disseminada infestagdo por carrapatos, pela inexisténcia de vacina, pela
inexisténcia de imunidade adquirida eficiente, pela complexidade e em algumas
vezes pela ineficiéncia do protocolo terapéutico (MACHADO, 2004; AGUIAR, 2007).

A Erliquiose canina € uma doencga causada por uma riquétsia pertencente ao
género Ehrlichia, Familia Rickttsiaceae, Ordem Rickettsiales , Género Ehrlichia spp,
Especie Ehrlichia canis, que sdo bactérias gram negativas, com forma de
cocobacilos e multiplicam-se por divisdo binaria (NEER e HARRUS, 2006). Esses
micro-organismo sao parasitas intracelular obrigatérios de células hematopoiéticas
maduras ou imaturas, especialmente do sistema mononuclear, tais como mondécitos
e macroéfagos, e para algumas espécies em células mieldides, tais como neutréfilos
(MENDONCA et al., 2005; AGUIAR et al., 2007).

As espécies que naturalmente infectam os caes incluem E. canis, E. equi, E.
risticii, E. platys e E. ewingii (NELSON e COUTO, 2010) . A E. canis é a causa mais
comum de infec¢do natural em cées e € considerada a mais severa (BORIN et al.,
2009). No Brasil, trés espécies foram descritas, E.ewigii, agente etiolégico da
erliquiose granulocitica humana e canina, a E.chaffensis, a gente da erliquiose
monocitica humana (OLIVEIRA et al., 2009), e a E. canis sendo a unica espécie
descrita, até o momento no Brasil, como agente etiolégico da erliquiose canina
monocitica (EMC) (SOUSA, 2012).
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O carrapato se infecta ao ingerir leucocitos circulantes contendo o agente,
que estavam presentes no sangue do cédo na fase aguda da doenca (NELSON e
COUTO,2010). No carrapato, R.sanguineus, ocorre a transmissao transestadial de
E. canis, mas nao transovariana (DUMLER et al, 2001), dessa forma, os carrapatos
livres de contaminagdo devem realizar o repasto sanguineo em um cdo que esteja
na fase aguda da doenga para se contaminar (NELSON e COUTO,2010). Os trés
estagios do ciclo de vida do vetor, larva, ninfa e adulto, podem transmitir a doenca
(ALMOSNY,2002).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre quando o carrapato,
Rhipicephalus sanguineus, Durante a ingestdo do sangue, inocula junto com a saliva
os micro-organismos (AGUIAR et al., 2007). O carrapato encontra-se provavelmente
em todo o territério nacional, preferencialmente em areas urbanas do pais e em
menor densidade nas regides rurais (LABRUNA e PEREIRA,2001). Apds se
infectar, o carrapato pode transmitir a E.canis por até cinco meses (DANTAS-
TORRES,2008). A infeccdo também pode ser introduzida em caes susceptiveis por
transfusado sanguinea (TILLEY, SMITCH e FRANCIS 2003).

A erliquiose pode acometer cdes com idades variadas e ja foi relatada em
animais entre dois meses e treze anos de idade (BORING et al., 2009). A severidade
da doenca vai depender da susceptibilidade racial, idade do animal, alimentacéo,
doengas concomitantes e da viruléncia da cepa infectante (SILVA, 2010). As
manifestacdes clinicas sao inespecificas (WANER, STRENGER e KESARY, 2000),
porém os sinais comuns em erliquiose sdo a apatia, inapeténcia, hipertermia,
mucosas palidas e hemorragia, linfoadenopatia, esplenomegalia e uveites
(NAKAGUI et al., 2008).

A proliferagdo de E. canis no hospedeiro se inicia com a aderéncia a
membrana citoplasmatica da célula e invaginamento da mesma. Apds penetrar na
célula do hospedeira se localiza no interior do vacuolo onde se multiplica por divisao
binaria, formando as inclusdes intracelulares denominada moérulas (STICH et al,
2008).

Ap6s um periodo de incubacdo de sete a 20 dias, a doenga pode se
manifestar de trés formas: aguda, subclinica e cronica (BICHARD e
SHERDING,2008). Em infecgdes experimentais, € possivel diferenciar as trés fases,

mas em animais naturalmente infectados, é dificil definir a fase da doenca, uma vez
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que a apresentacao clinica e os achados laboratoriais sao similares, bem como a

duracao e a severidade dos sinais clinicos é variavel (SANTAREM, 2003).

As manifestagdes clinicas podem ser afetadas pela viruléncia de cepas
diferentes de E.canis e a co-infecgdo de outros patdogenos transmitdos por
carrapatos, como a Babesia canis vogeli e o Hepatozoon canis (GAL et al., 2007). A
co- infeccdo por mais de uma espécie erliquial ou com outros hemoparasitas €
comum (RAMOS et al.,, 2009). Os cées infectados com E.canis apresentam
alteragdes clinicas, hematolégicas e bioquimicas bastante inespecificas e o
diagnodstico presuntivo pode ser firmado com base nos sinais clinicos e nos exames
laboratoriais. Porém, o diagndstico definitivo depende da visualizagdo de moérulas ,
da determinacédo de altos titulos de anticorpos anti- E. canis e/ou a detecgcao de
DNA de E.canis pela PCR (SOUSA et al., 2011).

A fase aguda se prolonga de duas a quatro semanas, quando o micro-
organismo se multiplica na corrente sanguinea e nos tecidos fagocitarios do figado,
baco e linfonodo (ETTINGER e FELDMAN, 2010), resultando em hiperplasia dessa
linhagem celular e organomegalia do figado, baco e linfonodos (BICHARD;
SHERDING, 2008). Nesta fase o animal pode apresentar anorexia, perda de peso,
edema de membros, vOmito, cianose, estertores pulmonares, petéquias
(ALMOSNY,2002) e trombocitopenia, que é considerada a alteracdo hematoldgica
mais comum em paciente com EMC (HARRUS, WANER e NEER, 2012).

A fase subclinica é caracterizada pela persisténcia da E. canis no animal
(MENDONCA et al., 2005). Esta fase ocorre de seis a nove semanas apos a
inoculagdo, mas pode durar meses ou anos. E caracterizada por persisténcia de
trombocitopenia, leucopenia e anemia na auséncia de sinais clinicos (SOUSA et al.,
2010). Alguns animais podem apresentar depressao, perda de peso, mucosa
hipocorada e hemorragias. Ao final da fase subclinica, instala-se a fase cronica

devido a ineficiéncia do sistema imune do animal (LEGATZKI,2002).

A fase crbnica ocorre em caes que nao conseguem construir uma efetiva
resposta imune ao micro-organismo (BICHARD e SHERDING, 2008). Geralmente as
infecgdes crénicas ndo sao reconhecida, pois os cdes parecem saudaveis até o
surgimento dos sinais clinicos (GREENE,2006). Esta fase €& caracterizada por
pancitopenia devido a hipoplasia e supressdo de medula 6ssea (HARRUS, WANER
e NEER, 2012). Frequentemente a trombocitopenia grave pode causar epistaxe,
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petéquias ou equimoses hemorragicas, melena e hematuria, hifema, hemorragia de
retina e uveite anterior (NEER e HARRUS, 2008).

O diagndstico é feito por meio de sinais clinicos, associado com sorologia,
resultados laboratoriais, achados citologicos, sendo mais recentemente a reacédo em
cadeia da polimerase (PCR) incorporada ao plano diagnostico (NERR e HARRUS,
2006). A PCR é amplamente empregada na pesquisa, mas na rotina clinica o
diagndstico ainda baseia-se nos exames laboratoriais (RAMOS, 2009), onde os
meédicos veterinarios levam em consideragéo o valor da contagem de plaquetas,
pois um dos principais sinais da erliquiose € a trombocitopenia (MENDONCA et al.,
2005), na deteccao de estruturas morfologicamente compativeis com E. canis em
células mononucleares e plaquetas advindas do sangue periférico no esfregacgo
sanguineo e no exame clinico, apesar de resultar no grande numero de falsos
negativos (RAMOS, 2009)

O diagnodstico de EMC pode ser dado através da presenga de morulas nos
leucdcitos parasitados, encontrados na avaliagdo do esfregago sanguineo (GARCIA
FILHO et al., 2010). Apesar da rapidez na execugao e baixo custo, esta técnica nem
sempre é eficaz para a detecgcdo de morulas, devido a constante flutuacdo da
parasitemia durante o curso da doengca (ALMOSNY,2002; ALVES et al., 2004). A
deteccao de moérulas da E. canis é considerada uma achado circunstancial, devido a
sua infrequéncia (ORIA, 2001), porém a auséncia de moérulas ndo exclui o
diagndstico positivo (NAKAGHI,2010).

A imunofluorescéncia indireta (RIFI) para pesquisa de anticorpos IgG anti- E.
canis é considerado o metodo soroldgico “padrao ouro”, indicando a exposi¢cao ao
agente (HARRUS e WANER, 2011). E considerado um método sensivel, mas pode
apresentar reagdes cruzadas com outras riquétsias. Os titulos podem persistir por
nove a 12 meses pos infecgcdo (ALVES et al., 2004). Apesar de ser um teste
sensivel, nado €& possivel distinguir infeccdo atual de infeccdo anterior
(NAKAGHI,2010).

A RIFI é atualmente o teste de escolha para o diagndstico soroldégico de
infeccdo riquetsial em seres humanos e animais, sendo recomendada como padrao
ouro pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (GALVAO et al., 2005). Em geral,
sO € possivel detectar anticorpos antirriquetsias apds a segunda semana do inicio da
doenca. Para a confirmacgao diagndstica € necessaria uma elevagao de quatro vezes
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no titulo de anticorpos em amostras pareadas. Alternativamente, um titulo unico
maior que 1.024 também pode ser considerado indicativo de infecgdo (GASSER et
al.,2001).

Uma limitacdo da RIFI é que pode ocorrer reagao cruzada entre E. canis, E.
ewingii e E.chaffenensi e outras espécies de Ehrlichia, gerando resultados falso
positivos. Além disso, na fase aguda, podem ocorrer resultados falso negativos
quando os caes falham na produgao de anticorpos ou encontram-se nos primeiros
dias pos-infeccao (CADERNAS et al., 2007).

A PCR é o teste especifico mais sensivel para Ehrlichia em comparagdo com
os outros métodos diagndsticos (VIEIRA et al., 2011). A técnica permite um
diagndstico preciso, podendo ser usada para detectar o DNA especifico do micro-
organismo em leucocitos de sangue periférico (ALVES et al., 2004) e possui a
vantagem de detectar o DNA do agente etiolégico nos primeiros dias pds infecgao
(SOUSA et al., 2010).

A deteccdo de DNA de E.canis pode ser obitida cerca de quatro a 10 dias
apo6s a inoculagao. A técnica pode ser realizada a partir de varios genes alvo (16
rRNA, p28, p30, dbs, VirB9), porém a PCR para os genes 16 rRNA e p30 s&o mais
comumente usados (STICH,2008), no entanto, uma analise comparativa entre a
PCR (gene dbs) e a nest PCR (nPCR) (gene 16rRNA), realizada em 24 amostras de
sangue de cades naturalmente infectados com E. canis, demostrou que as duas
técnicas sdao adequadas para o diagnostico da EMC (MACHADO, 2004), sendo a
NnPCR a unica técnica capaz de diferenciar a espécie de Ehrlichia spp. A PCR em
etapa Unica tem como vantagem a redugdo do falso positivo e a diminuigdo do
tempo de execucao (ALVES et al., 2005).

O uso de amostras de sangue como material para a realizagdo da PCR pode
resultar em falso negativo, mesmo em animais na fase aguda da doenga, visto que a
parasitemia do agente normalmente é baixa. Na fase crénica, a deteccdo do material
gendmico € mais dificil (DAGNONE et al., 2009). De acordo com Harrus (2004),
amostras obtidas por técnicas mais invasivas, como aspirado de baco, na fase
cronica da doenga, pode aumentar a sensibilidade da técnica de PCR, porém, nao

se apresentam como técnicas viaveis para a rotina médica.
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O resultado negativo na PCR denota quando nenhum DNA alvo foi
encontrado, mas nao necessariamente prova que ndo havia nenhum DNA na
amostra. Resultados falso-negativos podem acontecer quando usada temperatura
de anelamento relativamente baixa ou quando ocorre uma amplificagao inespecifica
(STICH et al., 2008). Também pode ocorrer resultados falso positivo em decorréncia
da contaminagdo das amostras (CARMO e FIORINI,2009).

A primeira descricdo de um cao infectado por E. canis ocorreu na Argélia em
1935 e foi reconhecida nos Estados Unidos da América em 1962 (LITTLE,2010) .
Atualmente a distribuicdo da erliquiose € ampla (VIEIRA et al., 2011). A E. canis
ocorre em muitos paises de clima temperado, tropical e subtropical do mundo,

coincidindo com a prevaléncia do seu vetor (ALMOSNY,2002).

Estudos citologicos, sorolégicos e moleculares tém apresentado evidéncias
de caes infectados por E.canis na Africa, Asia, Europa e América do Norte, Central e
do Sul (STICH et al.,, 2008). No Brasil, a erliquiose monocitica canina foi descrita
pela primeira vez em Belo Horizonte, Minas Gerais (MACEDO e LEAL, 2005).
Atualmente, aproximadamente 20-30% dos cées atendidos em hospitais e clinicas
veterinarias em varias cidades do Sudeste, Sul, Centro-Oeste, Norte e Nordeste do

Brasil, apresentam anticorpos contra antigenos de E. canis (MOREIRA et al., 2003).

Estudos epidemiologicos sobre a EMC vém demostrando que o agente esta
presente em alta prevaléncia dependendo da regido e da populagdo canina
estudada, variando de 4,8% no extremo sul a 70,9% na regidao Centro-Oeste do
Brasil (SILVA et al., 2012). De acordo com Santos (2009) a prevaléncia do doenca
pode ser tdo elevada em caes assintomaticos (46,7%), quanto em cées sintomaticos
(78%).

A prevaléncia da EMC pode variar em fungdo do clima, devido a fatores
epidemiologicos como distribuicdo do vetor, modo de vida dos animais, as praticas
de manejo e o habitat do animal (ALBORNOZ e BOLIO, 2005). A doenca é
considerada endémica principalmente nas areas onde abundam a populacdo do
carrapato vetor (MORAES-FILHO et al., 2011). O principal fator de risco para a EMC
no pais é a exposigao direta do cdo ao R. sanguineus (AGUIAR,2007; CARVALHO
et.al., 2008), sendo esta espécie de carrapato predominante entre os caes da area
urbana (SZABO et al., 2001). O R. sanguineus constitui o principal transmissor da

EMC no pais. Ndo sendo observada a presenca de E. canis infectando outras
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espécies de ixodideos no territorio nacional (LABRUNA et al., 2007). Atualmente o
R. sanguineus, é considerado, juntamente com as pulgas, o0s principais
ectoparasitas de caes em todo o Brasil (LABRUNA, 2004).

O risco de infeccdo por E. canis é mais elevado para os cdes que vivem em
casa quando comparados aos caes que vivem em apartamento. Isso é esperado,
porque 0s animais que vivem em casas com quintais sdo, teoricamente, mais
expostos a carrapatos do que aqueles que vivem em apartamentos (TRAPP et al.,
2006).

Atualmente n&o existem vacinas comerciais para erliquiose e a profilaxia da
doenca depende do controle da populacdo de vetores, tendo em vista que quanto
maior a populacdo desses artropodes, maior o risco de infeccdo (PAROLA et
al.,2013). A profilaxia esta diretamente ligada com o controle da infestacdo por
carrapatos nos caes. O controle de vetores deve ser feito simultaneamente no cao e
no ambiente, com o objetivo de impedir a re-infestagdo nos animais, pois as formas
de vida livre do parasita sdo capazes de sobreviver por longos periodos sem
hospedeiros (FORTES et al., 2011). Este controle deve ser feito nos animais com o
uso de carrapaticidas (BARR,2003). No ambiente, o controle dever ser feito com
produtos a base de piretroides (LABRUNA; PEREIRA, 2001).

Entre as drogas eficazes para o tratamento da EMC, as tetraciclinas e seus
derivados, oxitetraciclinas, cloranfenicol, enrofloxacina, imidocarb e doxicilina, estao
entre as que tém maiores probabilidades de eliminar o agente (DOYLE et al., 2005),
sendo doxiciclina considerada o tratamento de eleicdo em todas as fases da doenca
(TILLEY;SMITH; FRANCIS, 2003), pois esse farmaco alcanga uma elevada
concentracdo sanguinea e tecidual, penetrando na maioria das células rapidamente
(SOUSA e HIGA et al.,, 2004). Recomenda-se o uso da doxiciclina na dose de
5mg/kg BID ou 10 mg//kg SID, por via oral por pelo menos 28 dias (NELSON e
COUTO, 2010).

Mesmo os animais com sinais clinicos graves, a resposta ao tratamento, em
geral € muito positiva e sendo em raras excecgdes, em caes cronicamente afetados,
onde a resposta € minima. A melhora clinica nos caes com a forma aguda ocorre em
24 a 72 horas, e a recuperagao completa em caes cronicamente enfermos pode

levar até quatro meses (BICHARD; SHERDING, 2008). Mesmo apds o tratamento os
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animais permanecem com titulos altos de anticorpo por varios meses (DAGNONE et
al, 2009).

Em um estudo realizado por Gaunt (2010), em caes experimentalmente
infectados, demostrou-se resultado negativo na PCR apds sete dias de tratamento
com doxiciclina. Davoust (2013), também demonstrou eficacia da droga em eliminar
o agente. De acordo com Theodoro (2013), a rifamicina na dose de 10 mg/kg, por
via oral, diariamente durante trés semanas, foi parcialmente eficaz na eliminagao do
agente, mas acelerou significativamente a resolugdo da trombocitopenia, podendo
ser utilizada como tratamento antibacteriano alternativo no tratamento da EMC,

principalmente para os caes intolerantes a doxicicilina.

2.2 BABESIOSE CANINA

A babesiose canina é uma doenca parasitaria de caracteristicas hemoliticas,
transmitida por carrapatos, causando anemia em decorréncia da infec¢cdo das
hemacias por hematozoarios do género Babesia spp., classificados no Filo
Apicomplexa, Subfilo Sporozoa, Classe Aconoidasida, Ordem Piroplasmida e
Familia Babesiidae. A Babesia canis e Babesia gibsoni sao as duas espécies
capazes de infectar o cdo, sendo que B. canis é classificada em trés subespécies: B.

canis rossi, B. canis canis e B. canis vogeli (DUARTE et al., 2008).

No Brasil duas espécies de Babesia tem sido relatadas infectando caes, B.
canis vogeli (SPOLIDORIO et al., 2010) e B. gibsoni (TRAPP et al., 2006). A B. canis
vogeli € o piroplasma mais difundido devido a natureza cosmopolita do vetor que
atua como seu hospedeiro (IRWIN, JEFERIES, 2004).

A B. canis é um hematozoario relativamente grande que parasita as
hemacias, sendo chamado de grande babésia, apresenta-se como formas
arredondadas, irregulares e em pera. A B.gibsoni € um pouco menor, sendo
conhecida como pequena babésia (ANTONIO;OLIVEIRA; ZAPPA, 2009;
PINTO,2009).

As babésias requerem hospedeiros vertebrados e invertebrados para a
manutengcdo do seu ciclo de transmissdo (HOMER et al., 2000) . Os vetores da

Babesia spp. sao os carrapatos pertencentes a familia Ixodidae, sendo os principais
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responsaveis pela transmissao da doenga os da espécie Rhipicephalus sanguineus,
conhecido como carrapato vermelho do cdo (ANTONIO;OLIVEIRA;ZAPPA,2009).

O carrapato se infecta pela ingestdo de sangue contendo merozoitos durante
a sua alimentagao no hospedeiro vertebrado. O ciclo de vida envolve a transmissao
transestadial e transovariana, resultando na formagdo dos esporozoitas infectantes
presentes nas células da glandula salivar do vetor. Quando os carrapatos infectados
se alimentam, os esporozoitos passam com a saliva para a circulagdo sanguinea do
hospedeiro vertebrado (GREENE,2006).Todas as fases evolutivas do vetor podem
transmitir a infeccdo (ANTONIO;OLIVEIRA; ZAPPA, PINTO,2009). Outra forma de
transmissao é através de transfusbes sanguineas com sangue de animais infectados
(PINTO, 2009).

Os parasitas se multiplicam por divisdo binaria no interior das hemacias,
resultando em dois individuos piriformes, ligados entre si pela extremidade. Esses
elementos sao liberados pela ruptura das hemacias ou se dividem novamente no
interior da célula, produzindo infecgdo multipla (ANTONIO;OLIVEIRA; ZAPPA,2009).

A patogenia da babesiose esta relacionada a hemdlise intra e extravascular,
ocasionada por esta multiplicagdo do parasita no interior dos eritrécitos. O
rompimento das células parasitadas leva a anemia, além disso, ocorre liberacéo de
hemoglobina, o que gera hemoglobinuria e bilirrubinemia. A fracdo direta da
bilirrubina, em grande quantidade, leva a uma sobrecarga hepatica, causando
ictericia, congestdao hepatica e esplénica, gerando uma hepatoesplenomegalia
(NELSON, COUTO, 2010).

Casos mais severos podem envolver hipoxia, choque hipotensivo com
coagulacgao intracelular disseminada, inflamacéao sistémica e disfungdo multipla de
orgaos. O rompimento dos eritrécitos leva a liberacdo de substancias pirdgenas,

ocasionando um estado febril no animal (SA,2007).

A babesiose canina pode apresentar desde um quadro subclinico a grave e
até mesmo fatal (SIMOES et al., 2011). A gravidade dos sinais clinicos, bem como o
comprometimento multiplo de o6rgdos esta relacionada com a intensidade de
hemdlise promovida pelo hemoparasita, da patogenicidade da cepa envolvida, e de
caracteristicas de susceptibilidade relacionadas ao hospedeiro (BRANDAO e

HAGIWARA, 2002). No geral, é aceito que a espécie de piroplasma menos
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patogénica aos cdes adultos seja a B. canis vogeli. Em filhotes com trés a quatro

meses de idade a infeccdo pode ser fatal (IRWIN, 2009).

Os caes podem ser acometidos por infecgdes subclinicas, hiperagudas,
agudas, cronicas ou atipica, sendo as mais comuns a sindrome hipereaguda,
caracterizada por choque hipotensivo e a sindrome aguda, caracterizada por anemia
hemolitica (NELSON e COUTO, 2010).

A fase aguda da doenga apresenta importante prevaléncia e atinge
principalmente animais jovens entre um e seis meses de idade, ndo fazendo
distingdo entre machos e fémeas (MILKEN et al., 2004; UNGAR DE SA et al., 2007).
Esta fase se caracteriza por anemia hemolitica, trombocitopenia, anorexia, letargia e
vomito (PINTO,2009). A fase hiperaguda resulta em febre evoluindo para o
aparecimento de mucosas palidas, perda de apetite, depressédo, petéquias e
hepatoesplenomegalia (CORREA et al., 2005).

As infecgdes crénicas caracterizam-se por febre intermitente, hiporexia, perda
de peso, fraqueza, esplenomegalia e mais raramente hemoglobinuria e ictericia. Em
estado terminal, o animal pode apresentar insuficiéncia renal e hepatica (CORREA
et al., 2005).

A forma atipica apresenta uma grande variedade de sinais clinicos, com
manifestagdes gastrointestinais, onde sado observados vémito, diarreia, constipagao
e ulceragdes estomacais, manifestacbes neuroldgicas caracterizadas por astenia,
convulsdao e ataxia e manifestagbes vasculares, como edema, ascite e purpura
(PINTO, 2009).

As manifestagdes clinicas também podem ser classificadas, de acordo com o
comprometimento sistémico do animal, como complicada e ndo complicada. Na fase
complicada ha uma intensa crise hemolitica, fazendo necessaria uma terapia com
transfusdo sanguinea. A fase ndo complicada é caracterizada por hemdlise de baixa
intensidade, com sinais brandos e sem a necessidade de transfusdo sanguinea
(BRANDAO e HAGIWARA, 2002). De acordo com Pinto (2009), a diversidade de
sinais clinicos relacionados a babesiose canina, provavelmente é devido as

infecgdes mistas por Babesia spp. € Ehrlichia canis.
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Com o aumento das hemoparasitoses caninas, decorrente do aumento da
populagcdo canina e também da populacdo de carrapatos, vem crescendo a

preocupagao com os métodos diagndsticos dessas doencgas (MILKEN et al., 2004).

O diagndstico clinico ndo é confidvel dado que nenhum dos sinais é
patognomonico e podem se apresentar em outras doencgas. O diagndstico pode ser
realizado por meio da detec¢ao direta do parasita, durante a parasitemia, onde sao
encontradas inclusdes intraeritrocitarias em esfregaco sanguineo, principalmente de
caes febris (GUIMARAES,2004). A visualizacdo dos piroplasmas em esfregaco
sanguineo confirma o diagnostico e é o suficiente para justificar a realizacdo do
tratamento (IRWIN et al., 2010). Porém, em pacientes crénicos ou assintomaticos
raramente o parasita € evidenciado, pois quando cessada a fase febril, o0s mesmos

sao rapidamente removidos da circulagao sanguinea (PINTO,2009),

O exame microscépico direto do esfregagco sanguineo € o método
convencional mais utilizado para o diagnéstico diferencial para B. canis e B. gibsoni,
utilizando as caracteristicas morfométricas como base de referéncia para cada
espécie (KEJEMTRUP et al., 2006), porém essa técnica ndao permite fazer a
diferenciagao entre as subespécies, para isso tem sido aplicada a técnica de biologia
molecular (DUARTE et al., 2008).

Os testes sorolégicos sdo uteis para identificar pacientes assintomaticos e
diagnosticar infecgdes crénicas quando o nivel de parasitemia geralmente esta baixo
ou nao detectavel no esfregaco de sangue periférico. Porém, a validade diagnéstica
dos testes soroldgicos é ruim na falta de sinais clinicos e informagdes do paciente. A
RIFI e o Ensaio imunoenzimatico (ELISA) sdo considerados testes com alta
sensibilidade e moderada especificidade para detecgdo de anticorpos contra
Babesia spp. em caes (FURUTA, 2004).

A RIFI é considerada o teste de referéncia por ser sensivel, porém a
especificidade é baixa, pois podem ocorres reacdes cruzadas com outras espécies
de babésia (VIDOTTO e MANDUCA, 2004). Em estudo realizado no Brasil, Futura
et al., (2009) padronizaram e compararam os testes de RIFI e ELISA na deteccao de
anticorpos da classe IgG em caes naturalmente infectados com Babesia canis na
cidade de Jabuticabal em Sao Paulo, evidenciando maior positividade no teste de
ELISA (67%) em relagdo a RIFI (59%), demonstrando assim, maior sensibilidade do

ensaio imunoenzimatico.
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Os teste soroldgicos tém a sua eficacia limitada uma vez que pode ocorrer
falso positivo por exposigao prévia ao parasita, permanéncia de anticorpos colostrais
em filhotes com até cinco meses apds o nascimento. O resultado falso negativo
pode ocorrer em infecgdes recentes, uma vez que sdo necessarios cinco a dez dias

para a formagao de anticorpos anti — Babesia ( MAIA, 2005).

A técnica de PCR apresenta uma alta sensibilidade e especificidade
(TABOADA e LOBETTI,2006), sendo utilizada para a detecgao de fragmentos de
DNA de Babesia spp. e proporciona o diagndstico de infec¢gdes agudas, subclinicas
ou cronicas, mesmo nos casos de baixa parasitemia. A PCR também pode ser
utilizada para monitoramento de terapia, deteccdo de animais portadores e em
estudos epidemioldgicos sobre a distribuicdo geografica deste patéogeno (VIDOTTO
et al., 2004).

Resultados falso negativos podem acontecer em casos de babesiose cronica,
devido ao nivel de parasitemia inferior ao limiar de detecgdo da reagcdo da PCR ou
devido a um estado intermitente de parasitemia. Nestes casos, € aconselhavel

utilizar um meio diagndstico sorolégico concomitantemente (IRWIN, 2009).

Outras técnicas de biologia molecular vém sendo utilizadas para o diagnostico
e estudo da babesiose canina, entre elas a nested PCR, a semi nested PCR, o
polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo (RFLP-PCR) e PCR em tempo
real (COSTA — JUNIOR et al., 2009).

O parasita causador da babesiose canina foi observado pela primeira vez na
Italia. Posteriormente, a doenga foi diagnosticada em outros paises da Europa, na
América, na Asia e na Africa. No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira por
Pestana em 1918, em S&o Paulo, onde o autor descreveu uma nova espécie de
agente etioldgico o qual denominou Piroplasma vitalli, hoje conhecido como B. canis
(ANTONIO; OLIVEIRA e ZAPPA,2009).

A babesiose canina é uma doenca de carater emergente (IRWIN,2009). No
entanto, pouco se sabe sobre a epidemiologia da babesiose canina em caes
residentes no pais (UNGAR DE SA et al.,, 2007) e sobre os fatores de risco da
doenca (TRAPP,2006). Entre as protozooses que acometem os caes, a babesiose

canina é de maior importancia por ser uma enfermidade cosmopolita, e mais
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frequente em regides tropicais e subtropicais (DANTAS — TORRES; FIGUEREDO,
2006).

A alta morbidade causada pela babesiose vem trazendo grande preocupacgéao
aos criadores de caes, tanto pelo aspecto afetivo, quanto pelo impacto negativo na
comercializagdo de animais. Além disso, € muito comum encontrar a babesiose
associada a erliquiose monocitica canina, o que agrava o quadro clinico e aumento
o risco de 6bito (UNIGAR DE SA et al., 2007)

As vacinas homoélogas contra B. Canis ndo protegem contra outras espécies
de babésia e apresentam pouca eficacia, além de um custo elevado (SEIXAS et
al.,2011). A prevencédo de qualquer doencga transmitida por carrapatos € melhor
conseguida através da remocao da possibilidade de exposicdao ao vetor
(IRWIN,2009). A eliminacdo efetiva de carrapatos ira exigir uma estratégia de
controle integrada, tendo como alvo o cdo e o ambiente, pois 95% dos vetores estdo
no ambiente e apenas 5% nos animais (DANTAS-TORRES, 2008).

Um tratamento para babesiose totalmente eficaz e seguro ainda nao esta
disponivel. Um cao no qual foi confirmada a infeccdo deve ser considerado
potencialmente infectado por toda a vida, apesar de tratamentos especificos para a

remiss&o dos sinais clinicos (IRWIN,2010).

O tratamento esta direcionado para o controle do parasita, moderacdo da
resposta imune e tratamento sintomatico. A eficacia na terapia esta relacionada com
a espécie de babésia a ser tratada e a disponibilidades de drogas especificas. A B.
gibsoni apresenta uma menor resposta a terapia quando comparada a B. canis e

também apresenta uma menor resposta a terapia de suporte (PINTO,2009).

A susceptibiliade aos farmacos varia entre as espécies de Babesia. As
pequenas babesias, como a B. gibsoni, podem apresentar resisténcia aos farmacos
tradicionais e sdo mais dificeis de ser tratadas, quando comparadas a B. canis. Ja
as grandes babesias demostram uma boa resposta ao tratamento convencional
(SOLANO —GALLEGO,2011).

O dipropionato de imidocarb (Imizol ®) é um farmaco antiprotozoario com alta
eficacia contra B. canis (BIRKENHEUER, 2012), tendo a capacidade de eliminar a
infeccédo e os sinais clinicos associados. A dose recomendada € de 6,6 mg/kg, por

via intramuscular ou subcutanea, com repeticdo da dose apos duas semanas. Este
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farmaco atua contra B. gibsoni, porém nao consegue eliminar a infecgcdo, porém
diminui a morbidade e a mortalidade relacionada a esta espécie (BIRKENHEUER;
BREITSCHWERDT,2004).

A azitromicina é a medicagcédo de escolha para o tratamento da B. gibsoni. O
protocolo estabelecido € o de 10 mg/kg, uma vez ao dia, por via oral, durante 10

dias, podendo se associada com atovaquona (BIRKENHEUER, 2012).

O tratamento com associacdo de antibiéticos pode ser utilizado para haver
uma diminuicdo da morbidade e mortalidade da infecgdo. No entanto, os animais
permanecem infectados e a antibioticoterapia é recomendada apenas enquanto néo
se inicia o tratamento com antiprotozoario ou quando n&o haja acesso a esse
farmaco. Os antibidticos utilizados sao a doxiciclina na dose de 5 mg/kg, por via oral
a cada 12 horas, 25 mg/kg de clindamicina, por via oral a cada 12 horas e 15 mg/kg
de metronidazol por via oral a cada 12 horas, durante trés meses (BIRKENHEUER,
2012).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

o Verificar a prevaléncia da Ehrlichia spp. e da Babesia spp., detectar a
presenga dos agentes em amostras de sangue e associar a fatores de risco,
em caninos domiciliados da cidade de Palotina, Parana , Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar coleta de sangue em caes assintomaticos para a identificacao de
Ehrlichia spp. e Babesia spp. no exame de PCR,;

o Detectar a presenga de Erlichia spp. e Baseia spp. em esfregago sanguineo;

. Verificar a prevaléncia de Erlichia spp utiizando a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta;

. Verificar a prevaléncia de Babesia spp utilizando o teste de ELISA;

. Avaliar os fatores de risco para a babesiose canina e erliquiose monocitica

canina.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comissao de ética no uso de animais,

sob o procotocolo numero 33/2015.

4.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Palotina — Parana, localizado entre as
coordenadas geograficas 24° 12’ latitude sul e 53° 50’ 30” longitude oeste, com area
total de 651 km. O clima de Palotina € subtropical umido, com verdes quentes e
invernos frios ou amenos. A média anual de temperatura é de 20°C. O projeto foi

realizado nos 33 setores do municipio (BRASIL, 2010).

4.2 AMOSTRAGEM

Para o calculo do tamanho da amostra, foi considerada uma prevaléncia de
5%, erro admitido de 3,5% e nivel de confianca de 95% e DEFF de 1,5, totalizando

223 amostras.

Durante o periodo de novembro de 2015 a janeiro de 2016, foram utilizadas
380 amostras de sangue de caes sem sinais clinicos da doencga, provenientes da
regiao de Palotina — PR. Foram coletados em média 7 mL de sangue de cada céo,
através de venopuncdo das veias cefalica ou jugular. Aproximadamente 4 mL de
sangue foram acondicionados em tubos sem anticoagulante, para a realizagdo dos
testes soroldgicos (Imunofluorescéncia indireta — RIFI para Erliquiose Monocitica
Canina e ELISA para Babesiose Canina), e 3 mL armazenado em um tubo com
anticoagulante etilenodiamino tetra acético (EDTA), para a realizagdo da PCR. Apés
a identificacdo, as amostras sem anticoagulante foram centrifugadas para a
obtencao do soro e posteriormente armazenadas a 20°C negativos, juntamente com
as amostras com EDTA, no Laboratério de Biotecnologia (Labiotec) da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina.
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4.3 ESFREGACO SANGUINEO

Foi utilizado sangue periférico a partir da pungéo de capilar marginal de ponta
de orelha dos 380 animais para confec¢cdo de esfregagcos sanguineos finos, com
auxilio de capilares de vidro para obtengdo do sangue, laminas, no total de uma por
animal e uma extensora para realizagdo do esfregaco. Apds confecgao, as laminas
foram fixadas pelo Metanol durante trés minutos e corados pela técnica de pandtico.
Os esfregagos foram avaliados sob microscopia 6ptico de luz (x1000), para avaliar
se havia a presenga de corpusculos de inclusdo ou de morulas sugestivos de
Ehrlichia spp. nos leucécitos e piroplasmas caracteristicos de Babesia spp. em

hemacias.

4.4 ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO (ELISA) PARA Babesia canis

O exame foi realizado por meio do Kit Imunodot®, sendo utilizados o soro de
270 caes. O ELISA foi realizado a partir de microplacas fixadas com a proteina
recombinantede Babesia canis. Em cada microplacas foram incluidos 100 pL soro
controle negativo, do soro controle positivo e 100 yL de cada amostra. Depois da
aplicacado, as microplacas foram incubadas por 1 hora a 37°C em camara umida,
seguida por trés lavagens em PBS Tween 20. Apoés secagem, foi adicionado 100
ML do conjugado anti-IgG de cdo e as microplacas foram novamente incubadas a
37°C por uma hora em camara umida, lavadas trés vezes em PBS Tween 20. Apos
a incubacao foi adicionado 100 pL de substrato em cada cada amostra. As
microplacas foram envolvidas em papel aluminio e incubadas em temperatura
ambiente durante 45 minutos. Posteriormente foram adicionados 50 uL da solucéo
de parada e as microplacas foram examinada utilizando o filtro de 405 nm, no leitor
de ELISA.

Essa etapa foi realizada no laboratério da Pontificia Universidade Catdlica do

Parana (PUC) — Campus Toledo.
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4.5 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA Erlichia spp.

A RIFI foi realizada a partir de laminas fixadas com o antigeno de E. canis,
cepa Cuiaba #16 (AGUIAR et al.,, 2013), cultivadas em células DH82 no LVR-
HOVET- UFMT, sendo utilizadas 342 amostras de soro de cédes. Os soros foram
diluidos inicialmente em microplacas a 1:40 (AGUIAR et al., 2007) com PBS (pH 7,2)
e aplicado nas laminas. Em cada |amina foram incluidos soro controle negativo e
soro controle positivo. Apds aplicagao das amostras, as laminas foram incubadas
por 30 minutos a 37°C em camara umida, seguida por duas lavagem em PBS (pH
7,2) de 10 minutos. Depois da secagem em temperatura ambiente, foi adicionado
conjugado de coelho anti-lgG de canino (Sigma Diagnostics®, Estados Unidos) nas
amostras de canideos. As laminas foram novamente incubadas a 37°C por 30
minutos em camara umida, lavadas por duas vezes em PBS (pH 7,2) por 10 minutos
e submetidas a secagem. Posteriormente, adicionou-se nas l|aminas glicerina
tamponada (pH 8,5) e foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia na
objetiva de 40 vezes.

Essa etapa foi realizada no Laboratério de Virologia e Rickettsioses da

Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), na cidade de Cuiaba — Mato Grosso.

4.6 EXTRAGCAO DE DNA

A extracao de DNA foi realizada a partir de 150 yL de amostra de sangue.
Foram adicionados 450 pL de solugado de isotiocianato de guanidina (GT). Apods a
adicdo da GT as amostras foram misturadas em agitador por quatro vezes com
intervalo de dois minutos e 30 segundos e foram levadas a centrifuga a uma rotagao
de 12.000g por 10 segundos. Posteriormente foram adicionados 100 pL de
cloroférmio gelado, seguido por um processo de 30 segundos no agitador e cinco
minutos na centrifuga com rotacao de 12.000g. Depois foram transferidos 400 uL do
sobrenadante para novos microtubos e adicionados 600 uL de isopropanol gelado.
Os microtubos foram foram homogenizados por inversdo e guardados a 20°C
negativos por 12 horas.
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Apos 12 horas as amostras foram centrifugadas por 15 minutos, na rotagao
de 12.000g e posteriormente foram adicionados 800 uL de etanol 70% gelado, que
foi misturado no agitador por 15 segundos. As amostras foram novamente
centrifugadas a uma rotagcao de 12.000g durante cinco minutos. O sobrenadante foi
descartado e os microtubos foram deixados para secar com a tampa aberta em
temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos. Apds, foram
adiclonados 100 pyL de agua ultra pura e os tubos foram colocados em estufa a
56°C por 15 minutos. As amostras foram misturadas no agitador e centrifugadas
durante 10 segundos, apos isso, foram congeladas a 20°C negativos (SAMBROOK
e RUSSEL,2001).

4.7 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA Erlichia spp.

Foi realizada a PCR de 233 amostras, utilizando o protocolo de Aguiar et al.,
(2007). Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR foram
baseados na sequéncia parcial do gene 16SrRNA presente em todas as erliquias:
dbs-330 (5° GAT GAT GTC TGA AGA TAT GAA ACA AAT-3’) e dbs-728 (5° CTG
CTC GTC TAT TTT ACT TCT TAA AGT3’). A reacdo de amplificagdo realizada
utilizou volume total final de 50 pL, contendo uma mistura de 5 yL do DNA da
amostra, 10mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP -
Invitrogen®), 20 uM de cada oligonucleotideo iniciador, Cloreto de Magnésio (MgCl)
a 3mM , 1,25U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen®), tampéo 10X (PCR buffer 10 X
— 100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCI) e 31,75 pl de agua. A sequéncia térmica e
de tempo de amplificagdo e desnaturacéao inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por
uma segunda etapa de 50 ciclos contendo desnaturagdao a 95°C por 15 segundos,
anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos, e uma
extensao final a 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% corado com Brometo de Etideo
(0,5 pL/mL) em tampao de corrida TEB 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M acido
borico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese foi realizada a 100 V/ 50mA durante 90
minutos. Para a determinacao dos produtos amplificados foi utilizado um marcador
de peso molecular de 100 pares de base (100 pb DNA Ladder -Invitrogen®). Os

resultados foram visualizados e analisados através de um transiluminador de luz
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ultravioleta (Figura 1). Os controles positivos sdo amostras da rotina do
HOVET/UFMT com visualizagao em esfregago sanguineo e confirmagao por meio de

PCR e sequenciamento.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) mostrando os produtos de
amplificagdo de fragmento génico por PCR. A seta indica a posi¢do do fragmento
esperado na amplificagdo (409pb). Canaleta 1: Padrao de tamanho molecular; 2:
Controle positivo; 3, 5, 6 e 9: Amostras de campo positivas; 4, 7 e 8: Amostras de

campo negativas; 10: Controle negativo

Fonte: O autor (2016).

4.8 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA Babesia spp.

Foram utilizadas 119 amostras, utilizando o protocolo de Almeida (2011). Os
oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR foram o Bab143-167 (5’
CCG TGC TAA TTG TAG GGC TAA TAC A-3’) e 0 Bab 694-667 (5° GCT TGA AAC
ACT CTARTT TT CTC AAA G 3’). A reacao de amplificagcéo realizada utilizou uma
reacao de volume total final de 50 pL, contendo uma mistura de 5 pL do DNA da
amostra, 10mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP -
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Invitrogen®), 10 uM de cada oligonucleotideo iniciador, Cloreto de Magnésio (MgCl)
a 1,5mM , 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen®), tampao 10X (PCR buffer 10 X
—100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCI) e 35,3 pl de agua. A sequéncia térmica e de
tempo de amplificagdo e desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por uma
segunda etapa de 35 ciclos contendo desnaturagdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 58°C por 30 segundos, extensao a 72°C por 30 segundos, € uma
extenséo final a 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% corado com Brometo de Etideo
(0,5 uL/mL) em tampéo de corrida TEB 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido
borico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese sera realizada a 100 V/ 50mA durante 90
minutos. Para a determinagdo dos produtos amplificados foi utilizado um marcador
de peso molecular de 100 pares de base (100 pb DNA Ladder -Invitrogen®). Os
resultados foram visualizados e analisados através de um transiluminador de luz
ultravioleta (Figura 2). Os controles positivos sdo amostras da rotina do
HOVET/UFMT com visualizagao em esfregago sanguineo e confirmagao por meio de

PCR e sequenciamento.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (1,5%) mostrando os produtos de
amplificacdo de fragmento génico por PCR. A seta indica a posi¢ao do fragmento
esperado na amplificacdo (541pb). Canaleta 1: Padrdo de tamanho molecular; 2:

Controle positivo; 3 a 9: Amostras de campo negativas; 10: Controle negativo

Fonte: O autor (2016).
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4.9 QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

ApOs a coleta do material biolégico dos animais, foi aplicado um questionario
epidemiologico, contendo 33 perguntas (Anexo 1). Os questionarios foram
identificados de acordo com as amostras dos animais e analisados pelo programa
Epi info™ 7, para a identificacdo dos fatores de risco associados a prevaléncia da

doenca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA

No presente estudo realizado em Palotina - Parana, a soroprevaléncia de
cées com anticopros anti — E.canis foi de 25,73% (88/342) (Tabela 1), ficando
abaixo da soroprevaléncia demonstradas em outros trabalhos que utilizaram animais
suspeitos, pois se trata de um estudo epidemiologico, onde os animais sao
selecionados de forma aleatéria e todos eram aparentemente sadios. Um resultado
semelhante foi encontrado em Lavras — Minas Gerais, por Fonseca (2012), onde os
caes eram assintomaticos e 23,6% (38/161) dos animais estudados apresentaram
anticorpos anti- E.canis quando submetidos a reagao de imunofluorescéncia indireta
(RIFI >80). Apesar dos dois estudos usarem animais assintomaticos, a prevaléncia
de caes expostos a infecgdes por E. canis, esta dentro da faixa observada por outros
autores brasileiros, que demonstram que os valores de soropositividade variam entre
4,8 a 65% em caes da area urbana e rural do pais ( SAITO, 2009).

A prevaléncia da EMC varia de acordo com as condi¢des climaticas e fatores
epidemioldgicos como distribuicdo do carrapato, média de idade entre os caes,
praticas de manejo e ambiente onde os animais vivem e método do ponto de corte
utilizado na deteccao do agente (VIEIRA,2011). A prevaléncia da E. canis € bem
variavel entre os estados brasileiros, possivelmente devido aos estudos possuirem
metodologias variadas (SILVA et al.,, 2010). As taxas de infec¢gdo por E.canis
apresentam grande variagdo de uma regidao para a outra, sendo maiores nas areas
tropicais e subtropicais, provavelmente por causa da melhor adaptagao do carrapato

R. sanguineus ao clima quente e umido (LABRUNA et al., 2007).

A prevaléncia encontrada em Palotina (25,73%), € semelhante a relatada por
Trapp et al., (2006),onde demonstrou uma soroprevaléncia de 23% (87/381) dos
caes atendidos em um hospital veterinario na cidade de Londrina, também situada
no estado do Parana. Porém, foi inferior ao resultado encontrado por Silva et al.,
(2010), na cidade de Cuiaba — Mato Grosso, por Souza et al., (2010), na cidade de
Salvador — Bahia, por Azevedo et al., (2011), no semi arido da Paraiba e por Witter

el al.,, (2013),na cidade de Cuiaba — Mato Grosso, cujas prevaléncias foram de
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42,5%, 35,6%, 72,5% e 70,1% respectivamente. Estes resultados mais elevados,
podem estar relacionados com o fato desses estudos serem realizados com animais
suspeitos de terem a EMC, aumentando a chance de encontrarem anticorpos anti E.
canis (FONSECA,2012).

Albernaz et al., (2007), relataram a frequéncia de 13,9% na cidade de
Campos dos Goytacazes — Rio de Janeiro e Saito et al., (2008), observam a
soroprevaléncia de 4,8% (19/389) no estado do Rio Grande do Sul, demostrando

assim, a grande variagao da prevaléncia da EMC no Brasil.

Durante a fase aguda da EMC consegue-se identificar as morulas do parasita
em leucdcitos através do esfregaco sanguineo (NAKAGHI et al., 2008), no entanto a
sensibilidade do exame microscopico direto é baixa, em torno de 4 a 5% dos casos
na fase aguda, sendo dificil ser detectado na fase cronica (SILVA et al,. 2010). Em
estudo realizado na Bahia, Meneses et al., (2008), observaram a inclusdes
sugestivas de morulas de E. canis em 5,3% (4/75) dos caes atendidos com suspeita
de EMC. Em estudo semelhante, usando animais suspeitos, na cidade de Botucatu
— Sao Paulo, Ueno et al., (2009), relataram encontrar moérulas de E.canis em 7,1%
(5/70) dos cées.

No presente estudo, foram usados 380 animais assintomaticos, sendo as
morulas identificadas em apenas 1,57% (6/380) das laminas de esfregacgo
sanguineo de ponta de orelha. Fonseca (2012), apresentou resultado similar, ao
analisar o esfregaco sanguineo de 161 caes assintomaticos. Segundo a autora, as
morulas foram visualizadas em apenas trés laminas, perfazendo 2% do material
estudado. Esses resultados estdo coerentes com o perfil da populacdo canina
amostrada (animais assintomaticos), pois de acordo com Silva et al., (2010), as
morulas sdo mais facilmente detectadas em animais na fase aguda da doenga,

onde ha a presencga de sinais clinicos, devido a grande parasitemia.

Apenas 0,58% (1/342) das amostras avaliadas pelo método de RIFI e
esfregaco sanguineo, foram positiva em ambas as técnicas. Entre as 223 amostras
avaliadas pelo exame de PCR e esfregago sanguineo, uma amostra (0,44%), foi
positiva nos dois procedimentos. Este resultado pode estar relacionado com o fato
de que a visualizacdo de moérulas é rara durante a fase subclinica e crénica da
doenca (NAKAGHI,2008).
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Dos animais avaliados na PCR 8,96% (20/233) apresentaram a presenga do
DNA compativel com o género Ehrlichia spp. pela amplificagdo do gene dbs,
demontrando um resultado inferior ao encontrado por Witter et al., (2013), onde
23,3% da populacao estuda foi positiva na PCR para o género dbs, porém nesse
estudo realizado em Cuiabda, os animais apresentavam sinais clinicos da doenca.
De acordo com Dagnone et al.,, (2009), o uso de amostras de sangue para a
realizacdo da PCR pode resultar em falso negativo, mesmo nos animais na fase
aguda da doenga, visto que a parasitemia do agente € normalmente baixa. Este fato
pode justificar o baixo numero de animais positivos na PCR, pois foram usadas
amostras de sangue para a realizacdo do exame, e além disso, os cdes nao

apresentavam nenhum sinal clinico da doenca.

Dos 223 caes avaliados na RIFI e na PCR, apenas sete (3,13%) amostras
foram positivas nos dois exames, diferentemente do observado por Witter et al.,
(2013), onde todos os animais positivos na PCR foram positivos no exame
sorologico. Neste estudo realizado em Cuiaba, os animais tinham a suspeita de
EMC, o que pode aumentar as chances de encontrar anticorpos contra E. canis e a
presenca do DNA de Ehrlichia spp. Essa diferenca encontrada nos dois estudos,
pode estar relacionada com o fato dos animais estudados em Palotina serem
assintomaticos, podendo haver infecgcdes subclinicas e crbénicas, apresentando
anticorpos contra E.canis, porém com uma baixa parasitemia, ndo sendo detectado
na PCR.

A PCR é o teste especifico mais sensivel para a deteccdo de E.canis
(VIEIRA,2011), possuindo a vantagem de detectar o DNA do agente etiolégico nos
primeiros dias apds a infeccdo (SOUZA et al., 2010). E importante ressaltar que
embora a sorologia seja util no diagnostico de EMC, em areas endémicas ndo € um
meétodo conclusivo, pois os caes podem manter os titulos de anticorpos anti- E.canis
durante meses ou anos, mesmo apos a eliminagdo do agente ou de um tratamento
mal sucedido (HARRUS e WARER, 2011), ndo sendo possivel distinguir infecgao
atual de infecgdo anterior (NAKAGHI et al.,, 2010). Nenhuma amostra foi positiva

nos trés exames (PCR, RIFI e esfregago sanguineo).
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Tabela 1. Exames realizados para a deteccao da presenga de Ehrlichia spp. em amostras de
caes assintomaticos da cidade de Palotina-Parana.

Numero de amostras ~ Numero de exames  Porcentagem das
Exames

(n) positivos amostras
positivas (%)
RIFI 342 88 25,73
PCR 233 20 8,96
Esfregacgo
sanguineo 380 6 1,57
RIFlI e PCR 233 7 3,31
RIFI e Esfregago 342 2 0,58
PCR e Esfregaco 233 1 0,44
PCR, RIFl e
Esfregacgo 233 0 0

Os fatores de riscos relacionados a EMC canina no municipio de Palotina
estdo apresentados na tabela 2. A presenga de ectoparasitas, pulgas (p<0,001) e
carrapatos (p<0,01), e a falta de uso regular (anualmente) de vermifugos (p<0,0005)
foi demonstrada como fator de risco para infecgdo por E.canis. O carrapato marrom
do cao, R. sanguineus, tem sido considerado o principal vetor para a transmissao da
EMC em muitas partes do Brasil (VIEIRA et al., 2011). As condi¢des climaticas de
Palotina favorecem o desenvolvimento do vetor e a disseminacdo da doenca. A
presenga de pulgas e endoparasitas, esta relacionada com o manejo do animal e
nao com a transmissao da EMC. Sendo assim, podemos considerar que os animais
que recebem um manejo mais adequado, com uso de produtos antiparasitarios, tem

uma menor exposig¢ao ao vetor da doenca.

Em relagdo ao manejo do animal, aqueles que vivem em regime de criagao
solto (p<0,007), em locais com a presencga de terra e cimento ( p<0,001), presenga
de grama (p<0,004) e presenca apenas de terra ( p<0,02), sdo considerados como
fator de risco para a EMC. Esses caes apresentam uma maior exposicao aos
carrapatos, predispondo a presenca de E.canis. Azevedo et al., (2011), também
observou que o regime de criacao esta diretamente ligado ao fator de risco da EMC,
considerando que animais com acessO a rua sao mais expostos a doenca.
Rotondano (2014), obteve resultados semelhantes em relagdo ao tipo de criacédo do
animal, observando que animais criados soltos (p<0,011) ou semidomiciliados
(p<0,0001) no sertdao e semiarido da Paraiba, sao considerados como mais
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susceptiveis as infestagcdes por R. sanguineus, favorecendo a exposi¢ao ao agente

etiolégico da EMC.

Estudos soroepidemiolégicos revelam que cées adultos do sexo masculino
sao mais propensos a apresentar a presenca de anticorpos anti — E.canis,
particularmente aqueles com a presencga de carrapatos (TRAPP, 2006; COSTA Jr et
al., 2007; ROTONDANO, 2014). No presente estudo, o sexo masculino (p<0,007) foi
considerado como fator de risco da doenga. Em um levantamento realizado por
Souza et al., (2010), foi observada diferenga entre os sexos, com maior prevaléncia
da EMC em machos, este fato pode estar relacionado com o maior acesso a rua
desses animais, favorecendo a presengca de carrapatos. Esses resultados
discordam dos dados encontrados por Borin et al., (2009), onde observaram um
maior numero de fémeas portadoras da EMC. Witter et al., (2013) e Silva et al.,

(2012), ndo encontraram predilecao relacionada a essa variavel.

Nao foi observada associacao significativa relacionada a idade e raga dos
animais. Fonseca (2012) e Silva et al., (2010), apresentaram resultado semelhante,
nao havendo diferenga significativa para essas variaveis. Entretanto, Trapp et al.,
(2006), consideraram que animais acima de um ano fazem parte do grupo de risco
para a EMC (p<0,001). Carlos et al., (2011), também relataram associagdo de
soropositividade com a idade, relatando que animais entre dois a cinco anos
(p<0,001) estao mais predispostos a infecgdes por E.canis, pois o longo periodo de
exposicao ao vetor € maior nesses animais, aumentando assim, a chance de ter o

contato com o agente etioldgico.

O principal fator de risco para a EMC é a presenca do vetor R. sanguineus
(CARLOS et al., 2011; AGUIAR et al., 2007), espécie de carrapato predominante
entre os caes criados na area urbana, com prevaléncia de infestacado de 30%
(SZABO et al.,2001). No entanto, no presente estudo ndo foi observada diferenga
significativa (p>0,05), quando comparados animais da area urbana e da éarea rural,
sendo compativel com os resultados encontrados por Fonseca (2012), e Mello et al.,
(2011).
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Tabela 2. Fatores de riscos associados a Ehrlichia spp. no municipio de Palotina-Parana,
Brasil.

Variavel Valor de p

Manejo

Pulga 0,001

Carrapato 0,01

Vermifugo 0,0005
Ambiente

Solto 0,007

Cimento e terra 0,001

Grama 0,004

Terra 0,02
Sexo

Macho 0,007

*Significativo p menor e igual a 0,05, * As demais vairdveis nao apresentaram o valor de p

significativo.

5.2 BABESIOSE CANINA

As diferencas de soroprevaléncia ocorrerem possivelmente devido a regiao
geografica e a incidéncia do carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus, além da
resposta individual a hemoparasitas e as diferentes metodologias utilizadas para
diagnosticar a babesiose canina (FURUTA et al., 2009).

Em Palotina — Parana, a soroprevaléncia da Babesiose Canina foi de 7,41%
(Tabela 1), ficando bem abaixo dos resultados encontrados em estudos realizados
no Brasil. Sousa (2012) encontrou uma soropositividade de 81,6% dos cées do
Centro de Zoonoses de Campo Grande- Mato Grosso do Sul. Guimaraes et al.,
(2009) demonstraram uma soropositividade em 73,3% (220/300), animais do
municipio de Lavras — Minas Gerais. Na cidade de Londrina — Parana, Trapp et al.,
(2006), observaram uma soropositividade em 36% dos caes atendidos em um

hospital veterinario. A grande diferenga pode se dar ao fato dos animais estudados
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no presente estudo serem assintomaticos, diferentemente dos animais avaliados nos
estudos citados.

No presente estudo, foram confeccionadas 380 laminas de esfregacgo
sanguineos periférico de caes assintomaticos, sendo o protozoario encontrado em
apenas 2,36% (9/380) das amostras. Resultado semelhante foi encontrado por Silva
et al.,, (2014), na cidade de Abadia dos Dourados — Minas Gerais, onde foram
confeccionadas 150 laminas de caes sintomaticos, sendo 1,25% positivas para
Babesia spp. Em 2006, Soares et al., observaram 2% de positividade para esse
exame, em Juiz de Fora - Minas Gerais, e Miranda et al., (2008) observaram 1,47%
de amostras positivas, pela mesma técnica, no municipio de Campos dos
Goytacazes — Rio de Janeiro.

De acordo com Homer et al. (2000), este método € muito subjetivo, pois
depende da experiéncia do examinador. Além disso, os animais estudados no
municipio de Palotina, ndo apresentavam sinais clinicos de babesiose, podendo nao
apresentar ou estar na fase crénica da doenca, dificultando assim, a visualizacdo da
Babesia spp. De acordo com Solano-Gallego e Baneth (2011), este método
demonstra um maior nivel de sensibilidade quando estido presentes niveis de
parasitemia moderado a elevados.

Apenas 0,84% (1/119) das amostras avaliadas pelo método de PCR e
esfregaco sanguineo, foram positivas em ambas as técnicas. Entre as 270 amostras
avaliadas pelo exame de ELISA e esfregagco sanguineo, ndo foram observadas
amostras positivas pelos dois procedimentos. Este resultado pode ser explicado pelo
fato de que nas infecgbes crénicas ou de baixa parasitemia o diagndstico citolégico
de sangue periférico ndo é totalmente confiavel, pois pode ndo haver a visualizagao
do protozoario (MORREIRA et al., 2005).

A técnica de PCR foi realizada em 119 amostras, sendo apenas duas (1,68%)
positivas. Embora essa técnica seja bastante sensivel e especifica, nos casos de
babesiose, ela é considerada pouco sensivel nos casos de caes infectados
naturalmente, assintomaticos ou na fase cronica da doenga (BOOZER e
MANCITIRE, 2003). Sousa (2012), encontrou um resultado semelhante, onde
apenas 3% (2/60) amostras foram positivas na PCR.

Quando avaliadas pelo método de PCR e ELISA, ndo houveram amostras
positivas em ambos o0s exames. Sugere-se que isto decorra da parasitemia que

pode ser baixa ou flutuante. (IRWIN, 2009). De acordo com Hérnandez (2010), no
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presente estudo, podemos estar frente a esta situacdo e aqueles animais
sorologicamente positivos a Babesia canis, poderiam estar cursando a fase crénica
ou subclinica da doenga, e aqueles PCR positivos estarem apresentando um pico de
parasitemia capaz de ser detectado pela técnica. Ainda segundo o autor, em estudo
realizado em animais da Colédmbia, apenas 5,49% foram positivos no exame de

PCR, enquanto 51,64% (47/91) caes foram positivos no exame soroldgico.

Tabela 3. Exames realizados para a deteccdo da presenga de Babesia spp., em amostras de caes
assintomaticos da cidade de Palotina-Parana.

Numero de . Porcentagem das
Exames Numero de exames ...
amostras (n) . amostras positivas
positivos (%)
ELISA 270 20 7,41
PCR 119 2 1,68
Esfregago sanguineo 380 9 2,36
ELISA e PCR 119 0 0
ELISA e Esfregacgo 270 0 0
PCR e Esfregaco 119 1 0,84
PCR, ELISA e
Esfregaco 119 0 0

Os fatores de risco para Babesiose Canina na cidade de Palotina estao
apresentados na tabela 4. Viver em ambiente urbano demonstrou ser um fator de
risco para doenca (p<0,0024), considerando que o R. sanguineus € o principal
carrapato que transmite o parasita no Brasil, principalmente em areas urbanas
(Labruna 2004). Foi observado que animais com acesso a rua tiveram diferenca
significativa (p<0,000), este fato também se deve a maior exposi¢cdo ao vetor,
favorecendo a infecgao por B.canis.

Resultados semelhantes aos desse estudo,foram encontrados em Campos
dos Goytacazes, Rio de Janeiro, onde Almeida et al., (2002), compararam a
ocorréncia de babesiose e erliquiose entre caes de rua e domiciliados, e verificaram
que aqueles animais ndo domiciliados apresentaram prevaléncia significamente
maior do que os domiciliados.

Em relagédo ao manejo, a variavel banho (p<0,02) demonstrou-se significativo
para infeccado por B.canis. Isto se deve ao fato de que os animais que ndao tomam
banhos com frequéncia, tém mais chances de estarem exposto ao vetor, tendo em
vista que durante o banho, os tutores podem encontrar os carrapatos e fazer a

retirada manual, além de providenciarem um produto antiparasitario, afim de evitar
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novo contato com o vetor.

O nivel de escolaridade dos proprietarios foi considerado como fator de risco,
quando relacionado aos tutores analfabetos (p<0,01). O grau de instrugdo esta
diretamente ligado as condigbes socioecondmicas, que € responsavel pela restricao
orgcamentaria que compromete o controle de carrapatos (FONSECA, 2012). Este
dado é confirmado pela associagdo significativa do n&o uso de coleiras
antiparasitarias (p<0,002). Fato este, que deixa os caes mais expostos as
infestacbes por carrapatos.

Nao foi observada diferenga significativa (p>0,05) em relagdo as variaveis
raga e sexo, corroborando com os dados encontrado por Guimaraes et al., (2009) e
Trapp et al., (2006)., demonstrando que todos os animais tiveram oportunidades
iguais para se infectar com B. canis. Em relagdo a idade, também n&o foi encontrada
associagao significativa, discordando com os autores citados acima, que
evidenciaram que a frequéncia de caes positivos aumentou significativamente
(p<0,05) nos animais acima de 12 meses, demonstrando um risco crescente com o

aumento da idade.

Tabela 4. Fatores de riscos associados a presenga de Babesia spp. no municipio de Palotina-
Parana, Brasil.

Variavel Valor de p

Manejo

Banho 0,0022

Coleira antiparasitaria 0,0024
Ambiente

Solto 0,0000

Area urbana 0,0024
Proprietario

Escolaridade

Analfabetismo 0,01

*Significativo p menor ou igual a 0,05. As demais vairaveis nao apresentaram o valor de p significativo.

Casos de co-infeccdo de EMC e Babesiose sao frequentemente encontrados
devido ao vetor Rhipicephalus sanguineus ser comum entre os caes brasileiros
(NAKAGHI et al, 2008), porém no presente estudo, apenas 3,8% (10/380), amostras
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foram positivas para ambos os patogenos. Este resultado é similar ao encontrado
em uma pesquisa realizada por Leal et al. (2015),onde foi avaliada a associagéo de
diversos hemoparasitas, ndo sendo identificada a co-infeccdo por B. canis e E.

canis.

A transmissdo de Babesia canis e E. canis esta relacionada a alta incidéncia
do vetor e vem demonstrando uma crescente prevaléncia de infestacbes por
carrapatos nos caes (LABRUNA, 2004). Entre os animais estudados, apenas 14,2%

(10/380), apresentavam pelo menos um carrapato.

A presenca de carrapato nao foi considerada um fator de risco para
Babesiose Canina, no municipio de Palotina, corroborando com os dados
encontrados por Ueno et al., (2009), e Silva et al., (2010), onde também nao foi
observada associagao significativa (p>0,05) entre cdes com ou sem infestagédo por

carrapatos.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados no presente estudo podemos
concluir que:
- A soroprevaléncia da erliquiose monocitica canina no municipio de Palotina, pela
técnica de Reagao de Imunofluorescéncia Indireta foi de 25,73%;
- A soroprevaléncia da babesiose canina no municipio de Palotina, pela técnica de
Ensaio imunoenzimatico indireto foi de 7,4%;
- Frequéncia de erliquiose monocitica canina no municipio de Palotina, de acordo
com a técnica de PCR foi de 8,96%;
- Frequéncia de babesiose canina no municipio de Palotina, de acordo com a técnica
de PCR foi de 1,68%;
- Frequéncia de erliquiose monocitica canina no municipio de Palotina, de acordo
com a técnica de esfregaco sanguineo foi de 1,57%;
- Frequéncia de babesiose canina no municipio de Palotina, de acordo com a técnica
de esfregacgo sanguineo foi de 2,36%;
- As variaveis relacionadas com o sistema de criagdo do cao (solto e semi-
domiciliados), sexo ( macho), ambiente ( terra, grama e locais com cimento e terra) e
manejo ( presenca de pulga, carrapato e vermes), foram significativos para a EMC
no municipio de Palotina-Parana,;
- As variaveis relacionadas com o sistema de criagao do cao (solto), ambiente ( area
urbana), manejo ( frequéncia de banhos e uso de coleiras antiparasitarias) e o grau
de escolaridade do proprietario ( analfabeto), foram considerados fatores de risco

para a Babesiose Canina no municipio de Palotina — Paran3;
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l. IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO: DATA:

/

/

1. NOME:

2. ENDERECO:
BAIRRO:

3. GRAU DE ESCOLARIDADE: ) Analfabeto

) 1° grau incompleto
) 1° grau completo

) 2° grau incompleto
) 2° grau completo

) 3° grau incompleto

P T s e T T T

) 3° grau completo

4 RENDA FAMILIAR: () Menos de 2 salarios minimos
() 2 a4 salarios minimos

() 5 a6 salarios minimos

(

) mais de 6 salarios minimos

Il. DADOS DOS CAES

5. NOME DO ANIMAL:

6.SEXO: ( )MACHO  ( )FEMEA

7.RACA: ( ) Sem raca definida

() Com raca definida Qual?

8. IDADE: 0 a 12 meses

25 a 48 meses

()

( )13 a24 meses
()

( )4a6anos

() Acima de 6 anos

[I.MANEJO DO ANIMAL:
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9. TIPO DE CRIACAO: ( ) Domiciliar — dentro de casa
() Domiciliar — canil
() Semi domiciliar
( ) Solto

10. TIPO DE TERRENO ONDE O ANIMAL E CRIADO: ( ) Cimento

) Terra

) Cimento e terra
) Grama

(
(
(
() Outros:

11.ALIMENTACAO: ( ) Comida caseira
( ) Racao comercial
( ) Ambas

12.TEM CONTATO COM OUTROS ANIMAIS? ( ) Nao
() Sim. Quais?

( )Caées ( )Felinos ( )Equideos ( )Bovinos ( ) Suinos

13. EXISTE CRIAGCAO DE ANIMAIS EM CASA? ( )Nao ( ) Sim. Qual?

( )Suinos ( )Aves ( )Bovinos ( )Outros. Qual?

14. JA OBSERVOU ALGUM ANIMAL SINANTROPICO OU SILVESTRES?

( )Roedores ( )Raposas ( )Marsupiais ( ) Cachorro do mato/lobo

15. E REALIZADO A LIMPEZA DO LOCAL ONDE FICAM OS ANIMAIS?
( )Nao ( )Sim
FREQUENCIA: ( ) Diariamente ( ) Semanalmente ( ) Quinzenal (

) Mensal

16. JA ENCONTROU CARAPATO NO ANIMAIL? ( )N&o ( )Sim

17. REALIZA CONTROLE DE ECTOPARASITAS? ( )Ndo ( )Sim
() Coleira antiparasitaria
() Produtos pour- on

() Banhos com xampu antiparasitario

18. FREQUENCIA DE BANHOS: ( ) Semanalmente
) Quinzanalmente

) Mensalmente

(

(

() Trimestral
() Semestralmente
(

) Anualmente
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19. REALIZA CONTROLE AMBIENTAL DE ECTOPARASITAS? ( ) Sim( ) Nao
FREQUENCIA : () Semanalmente

Quinzenalmente

Mensalmente

Trimestral

Semestralmente

)
)
)
)

e e e e

) Anualmente

20. O animal foi vacinado quando filhote? ( ) sim ( ) nao

21. Qual vacina? () importada () nacional

22. Quem vacinou? ( ) veterinario ( )agropecuaria ( ) proprio dono ( )outro
quem?

23. O animal é vacinado todo ano? () sim ( )ndo

24. Quais vacinas? () raiva () cinomose/parvovirose ( ) outra qual?

25. Ja foi observada a presenga de vermes nas fezes desses animais? () sim ( )
nao

26. O animal é desverminado com qual frequéncia? ( ) >3meses ( ) 3-6 meses (
) 6-12 meses ( )>1anos

27. O animal ja apresentou alguma doenga? () sim ( )ndo Qual doenga?

28. O animal ja foi ao veterinario? () sim( ) nao

29. Qual a alimentagdo do animal? ( ) racédo ( ) comida () polenta () carne crua
( Joutro

IV. PARA USO DOS AVALIADORES

30. AREARURAL ( ) AREAURBANA( )

31. PRESENCA DE GRAMADO NA CASA: ( )Ndo ( )Sim

32. TAMANHO DO PELO DO ANIMAL: () Curto—até 3cm ( ) Longo ->3cm

33. PRESENCA DE ECTOPARASITAS: ( )Nao ( )Sim
( )Pulga ( ) Carrapato
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA O USO DE ANIMAIS

Eu, (nome),

(nacionalidade), anos, (estado civil), residente a

(endereco),
(CPF/RG), estou sendo convidado a participar de um estudo denominado PREVALENCIA DA
ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA E BABESIOSE CANINA E FATORES DE RISCO

ASSOCIADOS, cujos objetivos e justificativas sdo: realizar o diagnéstico da erliquiose monocitica

canina e babesiose canina em caes residentes em Palotina.

A minha participagéo no referido estudo sera no sentido de permitir a coleta de sangue periférico
(ponta de orelha) e sistémico (veia cefalica ou veia jugular) e de carrapatos para a avaliagdo da
presenca dos agentes em laboratério.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais como: o
diagndstico das doengas com prescrigdo do tratamento nos casos positivos da doenga.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro
dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a
assisténcia que venho recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Silvia Cristina Osaki, Priscila Pereira, Wellington
Augusto Sinhorini, Luciana Wolfran, Thiago Letti, Juliana Cristine Anzolim, Liliane Oliveira de Paula, Felipe
Gustavo Garcia, Euclides Mario Pieri , Wellington Chan e com eles poderei manter contato pelos telefones (44)
9822-706 ¢ (41) 9652-2140.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e o
objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de

que nao hd nenhum valor econémico, a receber ou a pagar, por minha participagao.

Palotina, ....... de oo, de 20....

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(responsadveis)



