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COSTA, A. P. Aspectos epidemiolégicos de Babesia canis, Ehrlichia canis e
Rickettsia sp. em cées de ambiente urbano e rural da mesorregido do leste
Maranhense, microrregido de Chapadinha-MA, Brasil. [Epidemiological data
of Babesia canis, Ehrlichia canis and Rickettsia spp. in dogs from urban and
rural environment from Chapadinha, east region of Maranhao- Brazil] . 2011.
101 f. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Universidade
Estadual do Maranh&o, S&o Luis, 2011.

RESUMO

InfeccBes por Babesia canis, Ehrlichia canis e Rickettsia spp. podem causar
doencas importantes na clinica de pequenos animais. Além disso, sdo de
interesse em saude publica, devido ao potencial zoonético. O presente estudo
objetivou avaliar os aspectos epidemioldgicos destes hemoparasitos em caes
de ambiente urbano e rural na mesorregido do Leste Maranhense, verificando-
se as possiveis diferencas da frequéncia entre sexo, faixa etaria, racas e
atividade de caca, identificando-se os possiveis fatores de risco associados a
infeccdo por estes agentes. Carrapatos foram coletados dos animais,
identificados e pesquisados quanto a presenca de riquétsias pela PCR.
Amostras de soro e sangue de 323 cédes foram colhidas em trés municipios da
microrregido de Chapadinha (Anapurus, Chapadinha, Mata Roma) para a
realizagdo da RiFI| para Babesia canis, Ehrlichia canis e Rickettsia spp. e PCR
para Babesia canis vogeli e Rickettsia spp. O parasitismo por carrapatos foi
encontrado em 59,94% dos cédes, sendo de trés espécies: Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma ovale e Amblyomma cajennense. Quanto ao tipo de
infestacdo verificou-se associacdo significativa (p < 0,05), apenas para
infestacdo mista sendo que, animais da zona rural apresentaram maior
frequéncia, 12,44% de animais infestados e zona urbana foi considerado um
fator de protecdo para infestacdo (OR=0,08). Para a RIiFl estimou-se uma
prevaléncia de 16,1%, 14,6%, 18,9% para B. canis, E. canis e Rickettsia spp.,
respectivamente. O Unico fator associados a infec¢cdo para B. canis foi raca.
Para E. canis, as varidveis analisadas ndo foram associadas a infeccao
confirmando que néo ha predisposicao racial, sexual ou etaria. Para Rickettsia
determinou-se R. amblyommii como provavel antigeno responséavel pela
infeccdo natural de 19,67% dos caes, verificando-se associacao significativa (p
< 0,05) para animais de zona rural (32,9%), onde animais da zona urbana
tiveram uma chance menor de se infectar (OR= 0,06). No PCR de sangue para
B. canis vogeli 3 amostras foram positivas e para Rickettsia spp. todas as
amostras foram negativas. A PCR dos carrapatos revelou uma amostra positiva
para Rickettsia belli. Conclui-se que B. canis, E. canis e Rickettsia spp.
infectam os caes de zona rural e urbana na localidade de estudo.

Palavras—chaves: Babesia canis, Ehrlichia canis, Rickettsia spp., Maranh&o.
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COSTA, A. P. Epidemiological data of Babesia canis, Ehrlichia canis and
Rickettsia spp. in dogs from urban and rural environment from
Chapadinha, east region of Maranhao - Brazil [Aspectos epidemiolégicos de
Babesia canis, Ehrlichia canis e Rickettsia sp. em cédes de ambiente urbano e
rural da mesorregido do leste Maranhense, microrregido de Chapadinha-MA,
Brasil]. 2011. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Universidade Estadual do Maranhéo, Sao Luis, 2011.

ABSTRACT

Infections by Babesia canis, Ehrlichia canis and Rickettsa spp. Can lead to
important diseases in small animals. Furthermore are of public health interest
due to their zoonotic risck. The objective of the present study was to evaluate
the epidemiological data of these hemoparasites in dogs from urban and rural
environment from the east region of Maranhdo, verifying the possible
differences among sex, age, breed and hunting activity and associated risck
factors.Ticks were collected from de dogs, identified and infection by Rickettsia
was investigated by PCR. Serum and blood samples were collected from 323
dogs from the municipalities of Anapurus, Chapadinha and Mata Roma (
Chapadinha, east region of Maranh&o), to IFAT analysis for Babesia canis,
Ehrlichia canis and Rickettsia spp. Infestation by ticks was observed in 59,9% of
the dogs, and ticks were identified as Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma
ovale e Amblyomma cajennense. There was significative association (p<0,05)
only for mixed infestations dogs from rural area presented higher frequency of
tick infestation (12, 44%). Living urban areas was considered a protection factor
for the infestation (OR=0,08). The prevalence using IFAT was 16,1%, 14,6%,
18,9% for B. canis, E. canis and Rickettsia spp., respectively. The only
factor associated with B. canis infection of the dog breed, however for E. canis,
breed, sex and age ware not associated with the infection. It was determined R.
amblyommii as the probable antigen responsible for 19,67% of natural dog
infection. A significant association (p< 0,05) was observed for the dogs from the
rural area (32, 9%). Animal from the urban area had a lower chancer of infection
(OR= 0,06). In PCR of the blood three samples were positive for B. canis vogeli
e all samples were negative for Rickettsia. Ticks samples were negative for
Rickettsia bellii by PCR. It was concluded that Babesia canis, Ehrlichia canis
and Rickettsia spp infected dogs of the studied area.

Key Words: Babesia canis, Ehrlichia canis, Rickettsia spp., Maranhao.
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1 INTRODUCAO

O aparecimento de novas, e a reemergéncia de doencas
transmitidas por artrépodes séao desafios para a medicina veterinaria e humana.
Ambos, os artropodes e as infec¢Bes transmitidas por eles, estdo expandindo
seus limites zoogeograficos devido a mudanca climtica e a maior
acessibilidade a certos nichos ambientais (SHAW et al., 2001).

Dentre estes ectoparasitas, 0s carrapatos tém despertado o
interesse da comunidade cientifica e da salde publica devido a sua
participagdo na transmissdo de doencas como a babesiose, hepatozoonose,
ehrlichiose, rickettsiose e borreliose (FOLDVARI et al., 2005).

As doencas que envolvem a transmissao por carrapatos geralmente
tém uma distribuicdo focal, uma vez que a mobilidade do vetor é limitada,

exceto quando transportados por vertebrados (SERRA-FREIRE, 2010). Neste

contexto, carrapatos em caes servem de marcadores de comportamento e
deslocamento de caes entre areas urbanas, rurais e naturais, fornecendo uma
ponte para bioagentes patogénicos entre ambientes naturais e antrépicos
(QUEIROGAS et al., 2010; ESTRADA-PENA & JONGEJAN, 1999).

A ocorréncia de carrapatos em cdes no Brasil mostra dois cenarios
distintos intimamente dependentes do ambiente onde o hospedeiro vive. No
primeiro cenario, os caes sao criados em ambientes urbanos, dentro ou fora
das residéncias, ndo tendo acesso as areas onde vivem carnivoros silvestres
ou outros mamiferos. Neste caso, 0s carrapatos encontrados nos cées sao, na
sua grande maioria, Rhipicephalus sanguineus, espécie que tém habitos
nidicolas, introduzida no Brasil, possivelmente, pelo homem. No segundo
cenario, os caes sao criados em areas rurais ou suburbanas, onde vivem soltos
e tém acesso livre as matas e a outros ambientes, onde varias espécies de
animais silvestres e domésticos estdo presentes. Nestas condi¢bes, os cées
podem ser infestados por diferentes espécies de carrapatos nativos,
pertencentes ao género Amblyomma (LABRUNA & PEREIRA, 2001).
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Registros disponiveis na literatura relatam que caes originarios de
areas rurais sdo comumente infestados por carrapatos do género Amblyomma,
notadamente das espécies A. cajennense, A. ovale, A. auereolatum, A.
oblongoguttatum e A. tigrinum. Algumas destas espécies estdo incriminadas

como vetores de bioagentes.

No Brasil, os principais hemoparasitos de caes sao Babesia canis e
Ehrlichia canis os quais tém como vetor o carrapato da espécie R. sanguineus.

A babesiose é entre o grupo de protozoarios que acometem o0s caes,
o de maior importancia por ser uma enfermidade cosmopolita, causada por
espécies do género Babesia, e mais freqiente em regides tropicais e
subtropicais (DANTAS-TORRES & FIGUEREDO, 2006).

Estudos realizados com isolados brasileiros de babesias de cées
mostram que no Brasil, a babesiose canina € causada predominantemente pela
B. canis vogeli, com relatos de ocorréncia de B. gibsoni no sul do pais (TRAPP
et al., 2006). Esta prevaléncia varia consideravelmente de acordo com o
método de diagndstico utilizado, época do ano e amostra populacional
utilizada.

A Ebhrlichiose Monocitica Canina € uma enfermidade causada por
Ehrlichia canis, uma bactéria Gram-negativa, intracelular obrigatéria que
normalmente infecta as células mononucleares sanguineas, principalmente
monacitos e linfécitos de caes, gatos e homem (DUMLER et al., 2007).

O conhecimento da distribuicdo geografica e do potencial zoonético
das infeccbes erliquiais tém aumentado nos ultimos anos, dessa forma a
identificacdo desses parasitos que acometem 0s caes € importante para a
elaboracdo de medidas de controle da enfermidade, evitando assim, a
transmissao para o homen.

No Brasil, a presenca de E. canis foi documentada pela primeira vez
em 1973, em Belo Horizonte , desde entdo varios estudos sorolégicos e
moleculares foram realizados no Brasil, demonstrando a presenca de espécies
de Ebhrlichia circulando entre cdes com prevaléncia variavel dependendo da

populacao estudada e do método de diagndstico utilizado.
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Estudos realizados nas regibes Sul, Sudeste, Norte, Nordeste e
Centro-Oeste demonstram que a erliquiose esta presente em todo territorio
brasileiro, apresentando carater endémico em algumas regides, sendo,
portanto necessarios mais estudos para melhor caracterizacdo desse agente
no Brasil (LABARTHE et al., 2003; AGUIAR et al., 2007; SAITO et al., 2008;
CARVALHO et al.,2008; DAGNONE et al., 2009; UENO et al., 2009).

Rickettsias sdo bactérias intracelulares obrigatérias que estdo
classicamente divididas em dois grupos: o grupo tifo (GT), composto por
Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, associadas com piolhos e pulgas,
respectivamente. O grupo da febre maculosa (GFM), inclui mais de 20 espécies
vélidas, principalmente associadas a carrapatos (por exemplo, Rickettsia
Rickettsii e Rickettsia parkeri) e pelo menos uma espécie associada com
pulgas, Rickettsia felis (PAROLA et al., 2005).

Segundo Labruna (2009), na América do Sul, durante este século,
pelo menos 7 espécies de Rickettsias foram registradas infectando carrapatos:
R. parkeri no Uruguai e no Brasil; R. massiliae na Argentina; Candidatus
“‘Rickettsia amblyommi” na Argentina, Brasil e Guiana Francesa; R. bellii na
Argentina e no Brasil; R. rhipicephali no Brasil, Candidatus “Rickettsia
andeanae” no Peru e R. felis infectando pulgas na Argentina, Brasil, Chile, Peru
e Uruguai. Todas estas espécies sao classificadas no GFM, exceto a R. bellii
gue néo faz parte do GT e nem GFM.

No Brasil, os cdes vém sendo indicados como animais sentinelas da
situacdo epidemiolégica da febre maculosa em regides endémicas, por isso,
diversos estudos soroepidemioldgicos na populacdo canina tém sido feitos,
com intuito de estimar a prevaléncia de rickettsioses no pais (CARDOSO et al.,
2006) e dessa forma, poder se determinar novas areas de ocorréncia de Febre
Maculosa Brasileira (FMB).

A subnotificacdo da doenca em caes pode ocorrer devido ao
conhecimento limitado da epidemiologia, aliado a ocorréncia de sinais clinicos
inespecificos e a falta de inclusdo no diagndstico diferencial com outras

doencas febris agudas por médicos veterinarios.
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Com a degradacdo ambiental, as relagbes parasitos-hospedeiros
também sdo modificadas, levando ao desequilibrio. O reflorestamento feito com
arbustos e a prética agricola de criar monoculturas favorecem a proliferacao de
artropodes devido a formacdo de microclimas favoraveis, o qual gera um
excelente habitat favorecendo a sobrevivéncia dos ixodideos e mamiferos
hospedeiros dos estadios intermediarios (CARDOSO et al., 2006). Nesse
contexto, 0s carrapatos emergem como importantes vetores de doengas entre
animais domésticos, silvestres, aves e 0 homem uma vez que, 0 processo de
urbanizacdo de areas antes consideradas rurais aproxima o homem e os
animais domésticos ao contato com animais silvestres portadores, aumentando
0 risco de contaminacao.

No Maranhdo com a expansao das atividades agricolas houve um
aumento da presséo sobre os nichos ecoldgicos. A monocultura da soja tem
como método de expansdo no estado o desmatamento ilegal e a expulsdo dos
antigos posseiros. Este modelo de crescimento econémico centrado no uso
abusivo dos recursos naturais tem proporcionado grande impacto na flora e na
fauna da regido, comprometendo a biodiversidade do cerrado (PEDROSA,
2007) podendo, dessa forma, levar a disseminagdo de agentes infecciosos e
parasitarios para novos hospedeiros e ambientes, estabelecendo-se assim
novas relacées entre hospedeiros e parasitas, e novos nichos ecolégicos na
cadeia de transmissdo de enfermidades. Como consequéncia dessas novas
relacbes pode ocorrer casos de zoonoses, sob a forma de epidemias por
migracdo de animais suscetiveis e o aumento da disseminacédo geogréfica da
doenca.

Infec¢Bes por Ehrlichia, Babesia e Rickettsia podem causar doencas
importantes na clinica de pequenos animais. Além disso, sdo de interesse em
saude publica, devido ao potencial zoonético. Contudo, no nordeste brasileiro,
onde existe uma alta prevaléncia do parasitismo de caes por carrapatos
transmissores, ha poucos estudos com o objetivo de conhecer aspectos
epidemiologicos, ou determinar fatores associados a infec¢cdo, bem como
caracterizagdo molecular destes parasitos. Por isso, o estudo da epidemiologia

dessas enfermidades torna-se imprescindivel para um conhecimento mais
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amplo dos focos naturais das zoonoses, visando estabelecer os fatores de
risco que permitam avaliar o impacto destas parasitoses. Conhecer a
verdadeira magnitude dessas infeccbes para o estado do Maranhao ira

subsidiar cientificamente, as a¢des dos servigos de Saude Publica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Carrapatos

Carrapatos sédo artropodes, da classe Arachnida, de distribuicdo
mundial, parasita vertebrados terrestres, anfibios, répteis, aves e mamiferos
(MARTINS et al., 2009). S&o ectoparasitas importantes dos seres humanos e
animais e, entre sua ampla gama de efeitos deletérios, transmitem patdégenos
para hospedeiro de forma excepcional (SZABO et al., 2010).

Das 850 espécies consideradas vélidas no mundo, cerca de 680
fazem parte da familia Ixodidae e 170 da familia Argasidae, e podem ser
considerados como reservatorios perpetuando o poder de transmissdo dos
agentes para a sua descendéncia, por meio transovariana e / ou transestadial.

(SERRA- FREIRE, 2010). No Brasil, Dantas-Torres et al. (2009) relatam 61

espécies, sendo 44 espécies de Ixodidae e 17 espécies Argasidae. Nestas
duas familias, cerca de 10% das espécies conhecidas sdo vetores de agentes
patogénicos, embora sejam os ixodideos 0s que se revestem de maior
importancia médica (SILVA et al., 2006).

A diversidade de espécies de carrapatos parasitando caes no Brasil
é resultante dos diferentes ecossistemas do territorio nacional. Nesse sentido,
as caracteristicas ambientais e a diversidade de espécies de hospedeiros de
cada area sdo os pontos fundamentais para a existéncia de determinadas
espécies de carrapatos nos cdes (LABRUNA et al., 2001), de forma geral em
areas urbanas R. sanguineus é o principal carrapato de caes (SHAW et al.,
2001). Em éreas rurais, diferentes espécies do género Amblyomma infestam
cdes que tém acesso a areas de matas e florestas (LABRUNA et al., 2000).

Carrapatos da familia Ixodidae possuem altas taxas de reproducéo e
podem ser transportados por longas distancias através de seus hospedeiros.
Nesse contexto, cdes que entram na mata ou que compartilham seu ambiente
com a fauna silvestre, podem apresentar infestagdes mistas, por exemplo, A.
cajennense, A. ovale e R. sanguineus (PEREZ et al., 2008), participando de
forma decisiva na disseminacédo e adaptacdo dos carrapatos a diversos tipos

de ambientes. Dessa forma, os carrrapatos dos cdes sdo particularmente
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importantes ndo s6 porque os cdes sdo animais domésticos e de companhia,
mas também, devido a sua distribuicAo cosmopolita e muitas das vezes
circularem irrestritamente podendo carrear carrapatos e patdégenos para
ambientes preservados tornando a conservagdo da fauna um problema
(SZABO et al., 2010).

Na regido neotropical R. sanguineus é quase que exclusivo
carrapato de cdo embora possa, ocasionalmente, ser encontrado sobre outros
mamiferos (LABRUNA et al., 2005), sendo o ectoparasito mais freqiente em
cées domiciliados e errantes (DANTAS-TORRES et al., 2004).

Acredita-se que essa espécie de carrapato é originaria do continente
africano e que sua introducdo no continente americano tenha ocorrido
associada ao cdo doméstico. Este é tido como o principal hospedeiro e
responsavel pela manutencdo das populacbes desse carrapato no ambiente.
Formas imaturas do vetor podem parasitar roedores e outros pequenos
mamiferos e, na forma adulta, se alimenta em animais de grande porte, como
carnivoros silvestres, ungulados e humanos (ESTRADA-PENA & JONGEJAN,
1999; LABRUNA & PEREIRA, 2001; DANTAS-TORRES, 2008).

R. sanguineus também domina infestacdes em areas rurais. Esta
espécie de carrapato foi associada com cées restritos por cercas ou vinculados
as suas casas e assim, vivem em microambiente similar aos de cées urbanos
(SZABO et al.,, 2010). Na zona rural, a infestagdo ocorre apenas em caes
confinados, enquanto que naqueles criados livre as infestagcbes séo
inexistentes ou insignificantes devido a auséncia da espécie no ambiente. Isso
se deve ao seu habito nidicola, vivendo entocado nas frestas dos abrigos dos
cées hospedeiros (DANTAS-TORRES, 2008).

Ressalta-se que R. sanguineus € responsavel pela transmissdo de
Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli dois patdogenos de cdes importancia
mundial (PELEG et al., 2010).

A ocorréncia de carrapatos Neotropicais de animais silvestres em
cdes domésticos € relatada com relativa frequéncia (SZABO et al., 2001;
LABRUNA et al., 2005; ABEL et al., 2006; SZABO et al., 2007). Cées de &rea

rural, que possivelmente compartilham o ambiente com outros hospedeiros
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domésticos e selvagens, sdo infestados principalmente por espécies de
Amblyomma (LABRUNA & PEREIRA, 2001), particularmente, A. aureolatum, A.
ovale, A. oblongoguttatum, A. cajennense e A. tigrinum (EVANS et al., 2000;
LABRUNA et al., 2001). De igual forma, os seres humanos, sdo hospedeiros
acidentais destes carrapatos quando penetram no meio rural (LABRUNA &
PEREIRA, 2001).

As espécies do género Amblyomma, assumem grande importancia
na transmissdo de patogenos, por utilizarem mais de um hospedeiro e
possuirem ampla distribuicdo geografica no continente Americano. Trata-se de
carrapatos de parasitismo eclético, cujas larvas podem ser encontradas sobre
qualquer mamifero doméstico, silvestre, aves e no homem (MASSARD &
FONSECA, 2004). Estes carrapatos surgiram no periodo cretaceo quando
houve uma reduc¢éo substancial dos hospedeiros répteis. Hoje apenas um terco
dos carrapatos deste género parasitam répteis refletindo a historia evolutiva
inicial (CUPP, 1991).

Segundo Pinter et al. (2004) infestacfes por carrapatos do género
Amblyomma, em cées no Brasil, sdo caracterizadas por baixa infestacao.
Provavelmente, isto ocorre pelo cdo nao ser o hospedeiro ideal. Entretanto, se
0 cao esta em local permissivo para o desenvolvimento destas espécies, ou se
este se encontra em contato com outros animais, hospedeiros preferenciais, a
infestac&o acontece (SZABO et al., 2001).

Entre os carrapatos do género Amblyomma descritos no Brasil o A.
cajennense € 0 mais freqientemente associado ao parasitismo em humanos,
sendo considerado o principal vetor de doencas no pais, especialmente os
estagios imaturos e também considerado o principal vetor do agente da febre
maculosa (PEREIRA & LABRUNA, 1998; ESTRADA-PENA & JONGEJAN,
1999; FREITAS et al.,, 2010 ). Rozental et al. (2002) afirmam que a febre
maculosa é a doenga mais importante transmitida por estes carrapatos.

Lemos et al. (1997) descreveram a presenca de A. cajennense em
diferentes hospedeiros incluindo homens, demonstrando a facilidade que este
carrapato tem de se adaptar a diferentes hospedeiros, reafirmando a

importancia deste na transmissédo de zoonoses a humanos no Brasil.
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No Brasil foram relatadas na regido Amazobnica, outras espécies
assumindo importancia no parasitismo humano A. oblongoguttatum, A.
scalpturatum e A. ovale (LABRUNA et al., 2002).

A. ovale relatado em varias espécies de carnivoros silvestres,
também pode infestar cies de areas rurais do Brasil (ARAGAO & FONSECA,
1961; LABRUNA et al., 2001).

O estudo da ixodofauna em areas rurais, tendo em vista as doencas
gue eventualmente possam ser transmitidas pelos carrapatos, € um assunto
pouco explorado em muitas regibes do Brasil e que deve ser aprofundado e
difundido na classe médico-veterinaria, tendo em vista sua grande importancia
para a epidemiologia de carrapatos e doencas transmitidas por estes
(MARTINS et al., 2009). Neste sentido o levantamento da fauna acaroldgica €
uma ferramenta importante no reconhecimento e determinacdo das areas de
ocorréncia dos carrapatos, principalmente onde exista interagcdo entre vida
selvagem e animais domeésticos. Este € 0 primeiro passo para estimar o risco
do surgimento de surtos de doencas, suas interacdes entre animais
domésticos, selvagens e humanos e conseqientemente formular programas de

manejo adequados da vida selvagem (WILLIAMS et al., 2002).

2.2 Babesia canis

Protozoarios do género Babesia sdo parasitos intraeritrociticos
transmitidos por carrapatos. Membros deste género infectam naturalmente uma
ampla gama de mamiferos, incluindo roedores, canideos, bovideos, silvestres e
o homem (CARRET et al.,1999; KJEMTRUP & CONRAD, 2000; DANTAS-
TORRES & FIGUEREDO, 2006).

A babesiose foi descoberta em 1888, quando Victor Babés
descreveu a presenca de microorganismos intraeritrocitarios responsaveis pela
morte de 50 mil cabecas de gado na Roménia e classificou-os como bactérias.
Em 1893, Kilborne e Smith descreveram um agente que provocava febre no
gado do Texas, dando-lhes a classificacdo de género e nome Babesia
(KIEMTRUP & CONRAD, 2000). No entanto, a primeira descricdo da
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babesiose canina causada por Babesia canis deve-se, em 1895, a Piana e
Galli-Valerio, na Italia (O'DWYER et al., 1997).

Babesia spp. esta classificada taxonomicamente na ordem
Piroplasmida, filo Apicomplexa (IRWIN, 2009). Em cées a babesiose é causada
por grandes piroplasmas como a Babesia canis e por pequenos parasitas
agrupados sob a denominacdo de Babesia gibsoni. Esses dois agentes
causam doencas tanto em cdes domésticos quanto em canideos silvestres
(BOOZER & MACINTIRE, 2003; IRWIN, 2010).

Dentre as babesias isoladas em cdaes infectados em diferentes
paises, algumas heterogeneidades foram observadas, o que levou a
reclassificacdo da espécie B. canis em trés subespécies (Babesia canis canis,
Babesia canis rossi e Babesia canis vogeli), com base na auséncia de
imunidade cruzada, teste sorologico, especificidade do vetor e filogenia
molecular, sendo consideradas espécies separadas (ZAHLER et al., 1998;
CARRET et al., 1999).

A B. canis vogeli € encontrada no Oriente Médio, Norte da Africa,
Europa, Asia, Australia e América do Sul sendo transmitida pelo R. sanguineus,
induzindo normalmente uma doenca considerada de baixa patogenicidade com
sinais clinicos moderados, ja B. canis canis, descrita na Europa, é transmitida
pelo carrapato Dermacentor reticulatus considerada de patogenicidade
moderada e B. canis rossi, descrita na Africa do Sul, transmitida pelo carrapato
Haemaphysalis leachi causando uma doenca hemolitica severa e
frequentemente fatal (UILENBERG et al., 1989; ZAHLER et al., 1998; CARRET
et al., 1999; BOOZER & MACINTIRE, 2003; PASSOS et al., 2005). No Brasil,
confirmou-se molecularmente que B. canis vogeli é a principal babesia de caes
com relatos isolados de ocorréncia de B. gibsoni no sul do pais (PASSOS et
al., 2005; SA et al., 2006; TRAPP et al., 2006).

A transmissdo de Babesia spp. ocorre por meio da picada de
carrapatos ixodideos, sendo estes os vetores biolégicos. No Brasil, o principal
vetor de B. canis vogeli é R. sanguineus (PASSOS et al., 2005). Nestes
carrapatos ocorre transmissdo transovariana, pois a teledgina infectada

transmite o parasito para os estadios subsequentes e transmissdo estadial,
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quando larvas eclodem ja infectadas, a0 mudarem para ninfas e depois
adultos, permanecem infectadas, transmitindo o protozoario em todos os
estagios, sendo as ninfas e adultos mais eficientes na transmisséo (TABOADA,
1991).

Animais jovens sdo mais susceptiveis a infeccdo que os animais
adultos. Em cées com idade entre 3 e 6 meses a frequéncia de anticorpos €&
menor e constituem o grupo de maior risco de adquirir a infeccédo por B. canis
(RIBEIRO et al., 1990). Céaes com idade inferior a 3 meses sao protegidos por
anticorpos de origem materna (FARWELL et al., 1982).

No Brasil, as frequéncias de Babesia spp. em cées registradas
revelam diferencas em relacdo a amostra populacional, regido do pais
selecionada, da procedéncia urbana ou rural e a técnica de diagnostico
utilizada.

O diagnostico da babesiose canina geralmente se baseia na
identificacdo dos parasitas no interior dos eritrocitos ou livres no plasma,
através da técnica do esfregaco sanguineo (UNGAR DE SA et al., 2007).
Entretanto, essa técnica € limitada pela baixa sensibilidade e impossibilidade
para distinguir morfologicamente cepas similares e espécies (KRAUSE et al.,
1996).

Outros métodos, mais sensiveis estdo sendo cada vez mais
utilizados no diagnéstico desta enfermidade, como a prova da
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(BOOZER & MACINTIRE, 2003). Esses testes sorolégicos sao Uteis para
identificar animais assintoméaticos e diagnosticar infec¢cdes cronicas quando o
nivel de parasitemia geralmente esta baixo ou ndo detectavel no esfregaco de
sangue periférico (DELL'PORTO et al., 1993; YAMANE et al., 1993; FURUTA,
et al., 2009).

Casos de babesioses caninas usando estes testes tem sido
reportados em alguns estados do Brasil, tais como no Parana (TRAPP et al.,
2006), Rio de Janeiro (MIRANDA et al., 2008), Minas Gerais (MAIA et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2009), S&o Paulo (FURUTA et al., 2009) e Pernambuco
(DANTAS-TORRES et al., 2004).
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Embora a RIFI e o ELISA sejam considerados testes com alta
sensibilidade possuem moderada especificidade para detec¢do de anticorpos
contra Babesia sp. em caes (DELL'PORTO et al., 1993; YAMANE et al.,1993;
FURUTA et al., 2009) além de apresentarem limitacdes, sendo a principal delas
€ que apenas indicam a exposi¢cao ao agente, nao informando sobre o estagio
atual da infeccdo (WAGNER et al., 1992), assim, o uso de testes moleculares,
especialmente a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), vém sendo cada
vez mais utilizado como complemento dessas duas técnicas para estudos
epidemiologicos.

A PCR é uma ferramenta que identifica fragmentos de DNA do
parasita. A grande vantagem dos métodos moleculares em relacdo as outras
técnicas € a maior sensibilidade na deteccdo de protozoarios do género
Babesia no sangue periférico (BASHIRUDDIN et al.,, 1999). Passos et al.
(2005) relataram pela primeira vez B. canis vogeli no Brasil em caes
naturalmente infectados através da PCR. Este estudo, através da amplificacao
do fragmento 18S rDNA, mostrou 100% de homologia entre a amostra
brasileira e isolados encontrados na Espanha, Franca, Jap&o, Australia e Africa
do Sul.

Outros estudos utilizando técnicas moleculares vém sendo
conduzidos em outras regibes do pais. Em areas rurais no estado de Sao
Paulo, Lopes et al. (2006) sequenciando o fragmento 18S do rDNA de duas
amostras de caes encontraram identidade com B. canis vogeli ja caracterizada
no Brasil e mais recentemente, ainda em areas rurais de S&do Paulo a presenca
de infeccdo por Babesia spp. em cédes tanto por técnicas parasitolégicas de
esfregacos sanguineos quanto moleculares (PCR) foi investigada, constatando
que pela andlise de esfregacos sanguineos, apenas 2% dos cdes estavam
infectados, enquanto pela PCR, 18% dos animais foram positivos,
demonstrando a sensibilidade da técnica. Neste trabalho, o sequienciamento de
guatro amostras positivas demonstrou alta identidade com B. canis vogeli
(O’'DWYER et al.; 2009).

Costa-Junior et al. (2009) relatam que a incidéncia de B. canis vogeli

em Minas Gerais nas cidades de Nanuque, Belo Horizonte e Lavras foi de
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24,1%, 4,2% e 1,5% respectivamente, por meio da PCR em tempo real. Na
regido nordeste, Ramos et al.(2010) identificaram a presenca de Babesia canis
vogeli em cées da regiao metropolitana de Recife.

Yamane et al. (1994) enfatizaram que o conhecimento da freqiéncia
e distribuicdo de cades potencialmente portadores de B. canis tem valor
epidemioldgico significativo. Em locais onde o numero de cédes suscetiveis &
alto e carrapatos ixodideos sdo amplamente distribuidos, a doenca pode ser
facilmente disseminada. Dessa forma, inquéritos soroepidemiologicos sao
fundamentais na avaliagéo da situacao atual da doenca e na determinagéo dos
fatores de risco para a populacdo animal e quando aliados &s técnicas
moleculares tem implicacdes importantes em muitas areas da parasitologia,
possibilitando maior esclarecimento, identificacdo precisa do parasito e novas
abordagens no controle do parasitismo. Estes estudos tém fornecido
informagdes a respeito de taxonomia e filogenia auxiliando nos estudos de
ecologia, genética de populacdes e epidemiologia (GASSER, 2006). Com base
nessas informacdes, medidas eficazes de controle pode ser planejadas e
implementadas (MAIA et al.; 2007).

2.3 Ehrlichia canis

A Ehrlichia canis € o agente da Erliquiose Monocitica Canina (EMC),
uma enfermidade que acomete cédes, com distribuicdo mundial especialmente
em areas tropicais e subtropicais (NAKAGHI et al., 2010; PELEG et al.,2010).

Descrita pela primeira vez na Algéria em 1935 por Donatien &
Lestoquard (VIEIRA et al., 2011), teve importancia significativa no final de 1968
e inicio de 1969, durante a guerra do Vietnd, quando cdes militares da
Inglaterra e dos Estados Unidos foram acometidos de uma hemorragia severa
de principio inesperado e de etiologia desconhecida. A doenca recebeu varios
nomes, como febre hemorragica canina, sindrome hemorragica idiopatica,
doenca do céo rastejador e pancitopenia tropical canina (HUXSOLL, 1976).

Considerada atualmente a mais importante doenca transmitida por

carrapatos aos cdes da América Latina, apresenta ocorréncia significativa em
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varios paises, inclusive no Brasil (PEREZ et al., 1996; UNVER et al., 2001;
RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005; AGUIAR et al., 2007; CARLOS et al., 2007;
SAITO et al.,2008; SILVA et al., 2010). A erliquiose tem sido motivo de grande
interesse tanto para pesquisas em medicina veterinaria quanto para saude
publica (STICH et al., 2008).

Segundo Dumler et al. (2001) o género Ehrlichia pertence a ordem
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, subdivisdo a das Proteobactérias,
fazendo parte deste género as espécies E. ewiingi, E. chafeensis, E. muris, E.
ruminatium e E. canis. Sdo bactérias Gram-negativas, intracelulares
obrigatorias, que se replicam dentro de vacuolos de células eucaridticas dos
hospedeiros, particularmente em células hematopoiéticas maduras ou imaturas
(RIKIHISA, 1991).

No Brasil existem duas espécies descritas em cédes a E. canis e E.
ewingii (COSTA et al, 1973; OLIVEIRA et al., 2009) com evidéncias
sorolégicas da presenca de E. chaffeensis em cées no Estado de Minas Gerais
(GALVAO et al., 2002) e deteccdo de DNA desta espécie em cervideo
(Blastocerus dichotomus) capturado no Rio Parana entre o sudoeste do Estado
de S&o Paulo e leste de Mato Grosso do Sul (MACHADO et al., 2006).

No pais, a infeccdo por E. canis é considerada endémica
principalmente nas areas urbanas e esté veiculada ao seu vetor, o carrapato R.
sanguineus, de distribuicdo cosmopolita e que se encontra disseminado por
toda area urbana do Brasil (LABRUNA & PEREIRA, 2001; AGUIRRE et al.,
2004). A presenca desse vetor no animal caracteriza importante fator de risco
para ocorréncia da doenca (TRAPP et al., 2006; DAGNONE et al., 2003).

O carrapato se infecta ao ingerir sangue com leucdcitos parasitados
por E. canis, geralmente na segunda ou terceira semana de infeccdo no céo
(RIKIHISA et al.,1991). Ocorre transmissdo transestadial, mas nao
transovariana, sendo capazes de transmitir a bactéria principalmente nas fases
de ninfa e adulto num periodo de 155 dias (ANDEREG & PASSOS, 1999;
DAGNONE et al.,, 2001; AGUIAR et al., 2007; DANTAS-TORRES, 2008).
Durante o repasto sanguineo em outro cao, 0s carrapatos inoculam a secre¢éo

salivar contaminada no interior do sitio de alimentacdo no hospedeiro,
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estimulando uma resposta inflamatéria local e o fluxo de células
mononucleares favorecendo assim, a disseminacdo da bactéria no novo
hospedeiro (RIKIHISA, 1991; DAGNONE et al., 2001).

Segundo Aguirre et al.(2008) a ocorréncia de EMC vem aumentando
significativamente nos ultimos anos em todas as regides do Brasil, onde foi
relatada pela primeira vez por Costa et al. (1973), em Belo Horizonte.
Posteriormente surgiram relatos da doenca em todas as regides do pais, com
prevaléncias que variam de 4,8% a 86,2% (LABARTHE et al., 2003; MACIEIRA
et al., 2005; TRAPP et al., 2006; AGUIAR et al., 2007; CARLOS et al., 2007;
COSTA-JUNIOR et al., 2007; DINIZ et al., 2007; CARVALHO et al., 2008;
NAKAGHI et al., 2008; ORIA et al., 2008; SAITO et al., 2008; DAGNONE et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Fatores epidemiologicos relacionados as condi¢gbes climéticas,
distribuicdo do vetor, populagéo sob estudo, comportamento animal e habitat,
assim como a metodologia empregada na investigacdo do agente, podem
afetar os niveis de prevaléncia da erliquiose canina no Brasil (DAGNONE et al.,
2001).

O método utilizado para a pesquisa do agente pode explicar, em
parte, as diferencas nas taxas de prevaléncia da doenca. Deteccéo direta de
moérulas intracitoplasmatica de E. canis em esfregaco sanguineo € um método
de diagnéstico rapido e de baixo custo, entretanto, a sensibilidade do método é
baixa, j& que o microrganismo esta presente em pequeno nimero na corrente
sanguinea durante a infeccdo e a proporcdo de células infectadas pode ser
menor do que 1% (DAGNONE et al., 2001; PADDOCK & CHILDS, 2003;
NAKAGHI et al., 2010).

O isolamento é um dos melhores métodos para diagnostico, pois é
sensivel e especifico, porém, este método € demorado e requer um nivel de
experiéncia técnica que geralmente ndo € encontrado na maioria dos
laboratdrios, dificultando o seu uso como diagnostico de rotina (AGUIRRE et
al., 2004).

Dentre o0s testes sorologicos, a Reacdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI) é o mais amplamente utilizado no diagndstico da erliquiose,
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sendo aplicavel tanto para estudos de infecgBes experimentais quanto
epidemioldgicos (SILVA et al.,, 2010). Isto porque as bactérias do género
Ehrlichia induzem resposta humoral especifica, sendo a base para o
diagnostico sorolégico (RIKIHISA, 1991), ocorrendo soroconversdo nos animais
logo apos a infeccdo (OTRANTO et al., 2009). A principal desvantagem deste
método € a possibilidade de existir reacbes cruzadas entre organismos
relacionados, levando a falsos diagnosticos, além disso, a presenca de
anticorpos nao indica uma infeccéo ativa, tornando necessaria a confirmacao
do diagnostico por outras técnicas (PAROLA & RAOULT, 2001).

O advento das técnicas moleculares para a deteccédo de E. canis,
principalmente a PCR tem permitido um diagndstico rapido, além de uma
elevada sensibilidade e especificidade para a erliquiose, nas fases aguda e
cronica da doenca (IQBAL & RIKIHISA, 1994). A principal vantagem do método
€ ser espécie-especifico para as diferentes espécies de Ehrlichia o que nem
sempre é possivel com outras técnicas (MATHEWS et al., 2000)

A nested-PCR tem sido utilizada em muitos estudos por apresentar
alta sensibilidade e especificidade pois é capaz de detectar 0,2 pg de DNA
purificado de E. canis, enquanto que uma s6 amplificacdo de DNA permite
detectar apenas valores acima de 20 pg (WEN et al.,, 1997). Sensibilidade,
especificidade, facilidade de uso, rapidez, e a capacidade de analisar um
grande numero de amostras ao mesmo tempo faz da nested PCR uma opc¢ao
superior para a deteccdo de inicio, bem como erliquiose canina persistente
(LAKSHMANAN et al., 2007). A PCR em combina¢do com a RIFI possibilita um
diagnéstico rapido e preciso da erliquiose (IQBAL et al., 1994).

A intensa atividade agropecuéria no Brasil, o convivio do homem
com animais domésticos e a valorizacdo de atividades ao ar livre favorecem a
disseminacado de agentes infecciosos transmitidos por carrapatos, propiciando
a emergéncia e reemergéncia de diferentes agentes etiologicos (MASSARD &
FONSECA, 2004). Nesse contexto, membros da familia Anaplasmataceae
emergem como importantes patdégenos que infectam animais e seres humanos,
(INOKUMA et al., 2001), estes sédo hospedeiros acidentais destes patdgenos e

0s casos recentes de erliquiose em humanos tém sido associados com
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mudancas ecoldgicas, demograficas e na susceptibilidade dos hospedeiros
(PADDOCK & CHILDS, 2003).

No Brasil jA h&a relatos da ocorréncia dos primeiros casos de
erliquiose humana (CALIC et al., 2004; COSTA et al., 2006) e na Venezuela ha
relatos da presenca de E. canis em pacientes assintomaticos e sintomaticos
(PEREZ et al., 1996.). A presenca de espécies de Ehrlichia circulando entre
cées e seus ectoparasitos, denota a possibilidade de acometimento humano,
tornando-se importante estudos para o melhor conhecimento da historia natural

da doenca a fim de elaborar medidas de controle.

2.4 Rickettsia spp.

O género Rickettsia compreende pequenas bactérias gram-
negativas, intracelulares obrigatodrias, subdivisdo a da classe Proteobacteria,
associada com células eucaridticas, pertencente a ordem Rickettsiales e a
familia Rickettsiaceae (RAOULT & ROUX, 1997; RENVOISE et al., 2009).
Estdo entre as mais importantes doencas zoondticas emergentes e
reemergentes das Américas sendo transmitidas por vetores artrépodes que
incluem pulgas, piolhos, carrapatos e acaros (PACHECO et al.,, 2008
BERMUDEZ et al., 2009).

Este género é classicamente dividido em dois grupos bem definidos,
baseados nos padrfes antigénicos, moleculares e ecoldgicos: o Grupo do Tifo
(GT), composto pelas espécies Rickettsia prowazekii (agente do tifo epidémico)
e Rickettsia typhi (tifo endémico ou murino), transmitidas por piolhos e pulgas,
respectivamente e o Grupo da Febre Maculosa (GFM), o qual estd composto
por mais de 20 espécies validas, mais associadas com carrapatos e uma
espécie associada com pulgas (HORTA et al., 2007; PACHECO et al., 2008).

Nas Américas, o grupo da febre maculosa é bem caracterizado
como agente da febre das Montanhas Rochosas (Estados Unidos),“fiebres
manchadas” (México) e da febre maculosa brasileira (GURGEL, 2009), e entre
as diferentes espécies deste grupo , a Rickettsia rickettsii € considerada a mais
patogénica (WALKER et al.,, 2008), sendo considerada uma zoonose
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reemergente no Brasil e de grande impacto para a saude publica, devido a
dificuldade de diagndstico e a alta mortalidade em casos humanos nao tratados
precocemente (GRECA et al., 2008).

Além da R. rickettsii, atualmente, existe uma gama de agentes
infecciosos pertencentes ao género Rickettsia capazes de causar uma série de
enfermidades. Galvao et al. (2003) afirma que algumas tém quadros clinicos
mais severos, com risco de morte eminente, outras possuem sinais brandos e
sem letalidade, em geral com manifestacdes clinicas muito semelhantes e
superpostas, dificultando com isto o diagnéstico etiolégico. Dentre estas, as
descritas no Brasil sdo: Rickettsia felis, Rickettsia parkeri, Candidatus
“‘Rickettsia amblyommi”, Rickettsia bellii, Rickettsia rhipicephali (LABRUNA,
2009).

No Brasil, um estudo realizado por Silveira et al. (2007) identificaram
pela primeira vez a bactéria R. parkeri em area rural do municipio de Paulicéia
— SP, em trés A. triste, sendo um deles isolada a bactéria.

Estudos moleculares recentes reportaram uma cepa de Rickettsia
sp. (homeada cepa R 300) em um Unico carrapato Haemaphysalis juxtakochi
coletado na floresta Amazobnica do estado de Rondobnia, Norte do Brasil
(LABRUNA et al., 2005). As analises filogenéticas inferidos pelos genes
rickettsial  gltA (citrate synthase), htrA (17-kDa protein), ompA (190-kDa
protein), e ompB (135-kDa protein) indicaram que a cepa R 300 era proxima a
R. rhipicephali da América do Norte, sugerindo que era uma cepa da América
do Sul de R. rhipicephali (LABRUNA et al., 2005). Amostra coletada de H.
juxtakochi no estado de S&o Paulo (sudeste do Brasil) foi isolada a R.
rhipicephali em culturas de células (LABRUNA et al., 2007).

R. amblyommii foi isolada pela primeira vez em 1974 do carrapato A.
americanum nos EUA e no Brasil foi isolada em carrapatos das espécies A.
longirostre, A. cajennense e A. coelebs na floresta amazbénica. Segundo Parola
et al. (2005) esta bactéria pode ser relativamente frequente em algumas areas
americanas, pois aproximadamente 40% dos carrapatos A. americanum podem
estar infectados e, todos os trés estagios deste carrapato parasitam humanos.

Recentemente, esta bactéria foi incriminada como agente causador da doenca
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febril em seres humanos nos Estados Unidos (APPERSON et al., 2008) e no
Brasil ha evidéncias sorologicas de infeccéo por esta bactéria em caes de zona
urbana e rural na regido amazoénica (LABRUNA et al., 2007).

R. bellii, € a Rickettsia mais comumente encontrada em carrapatos
no Brasil, tendo sido detectada e/ou isolada em A. aureolatum, A. dubitatum, A.
humerale, A. scalpturatum, A. rotundatum, A. oblongoguttatum, A. ovale, A.
incisum, Ixodes loricatus e Haemaphysalis juxtakochi (LABRUNA et al., 2004;
ESTRADA et al.,, 2006; HORTA et al.,, 2006; PINTER & LABRUNA, 2006.;
PACHECO et al., 2008). Muito embora seja altamente prevalente nas
populacdes de carrapatos, com frequéncias de infeccao variando de 5 a 100%,
nao ha evidéncias de infeccdo humana e por isso tem sido considerada nao
patogénica (ESTRADA et al., 2006; LABRUNA et al.,, 2007), porém ja foi
constatada evidéncia soroldgica de infeccdo por esta bactéria em capivaras
(PACHECO et al., 2007).

A febre maculosa brasileira tem o carrapato A. cajennense como
principal vetor de R. rickettsii no Brasil (GUEDES et al., 2005). Este carrapato
possui baixa especificidade parasitaria, principalmente nos estagios de larva e
ninfa, parasitando indistintamente diferentes classes animais incluindo
humanos (PEREZ et al., 2008), porém, um dos hospedeiros primarios desta
espécie (equinos, antas e capivaras) deve estar presente em uma area para
que uma populacdo de carrapatos se estabeleca, pois estas espécies sdo
essenciais para a multiplicacdo da fase adulta do A. .cajennense, que se
reproduz com sucesso em poucos mamiferos (SOUZA et al., 2006).

Estdo ainda associadas a transmissdo da febre maculosa as
espécies A. aureolatum e A. dubitatum (LEMOS et al., 2002). O carrapato, R.
sanguineus, representa um potencial agente disseminador da riquétsia, visto
sua abundancia na natureza e relatos de espécimes infectados naturalmente
em areas endémicas da Febre Maculosa (DEMMA et al., 2005; WIKSWO et al.,
2007, CUNHA et al., 2009).

Carrapatos da familia Ixodidae possuem altas taxas de reproducéo e
podem ser transportados por longas distancias através de seus hospedeiros

(PEREZ et al.,, 2008). Essa capacidade de dispersédo e adaptacao dos
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artropodes facilita a manutencdo e amplificacdo de agentes Rickettsiais na
natureza.

Horta et al. (2006) observaram que R. bellii isolada de I. loricatus se
manteve na populacdo de carrapatos através das transmissdes transestadial e
transovariana, sugerindo este como um importante mecanismo de manutengéo
do agente na natureza, dessa forma, além de vetores, 0s carrapatos tambéem
sao responsaveis pela manutencdo do agente no ambiente, funcionando como
verdadeiros reservatorios de riquétsias (PEREIRA & LABRUNA, 1998).

Para R. belli e R. amblyommii, a transmissdo transovariana é
provavelmente, a principal via de manutencdo dessas riquétsias na natureza
(PAROLA et al., 2005; STROMDAHL et al., 2008).

Embora a bactéria R. rickettsii também seja transmitida
hereditariamente entre sucessivas geracdes de uma populagcéo de carrapatos,
apenas este mecanismo ndo seria suficiente para manté-la ativa ao longo do
tempo, uma vez que ha evidéncias laboratoriais de que seja patogénica para o
carrapato vetor (BURGDORFER, 1988). Dessa forma para garantir que novos
carrapatos se infectem, faz-se necessario a presenca do hospedeiro
amplificador, que mantém a bactéria em niveis altos em sua corrente
sanguinea por alguns dias ou semanas, garantindo a infeccdo por R. rickettsii
na populacao de carrapatos (BURGDORFER, 1988).

Segundo Labruna (2009), para que uma espécie de vertebrado seja
considerada um bom hospedeiro amplificador de R. rickettsii na natureza ela:
(1) deve ser abundante na area endémica para a febre maculosa; (2) deve ser
um bom hospedeiro do carrapato vetor em condicfes naturais; (3) deve ser
suscetivel a infec¢do por R. rickettsii; (4) deve manter R. rickettsii circulante em
niveis plasmaticos suficientes para infectar carrapatos e (5) deve ter uma alta
taxa de renovacao populacional.

No Brasil, pelo menos duas espécies sao incriminadas como
hospedeiros amplificadores eficientes para A. cajennense: capivaras e gambas
(Didelphis spp.) (LABRUNA, 2009).

A importancia do cdo doméstico como hospedeiro amplificador para

R. rickettsii permanece controversa na literatura (SILVA et al.,, 2010),
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entretanto, Demma et al. (2005) afirmam que os cdes sdo animais préximos
dos humanos e podem desempenhar importante papel na cadeia
epidemioldgica da febre maculosa.

R. rickettsii pode causar grave doenca em cées. A doenca clinica foi
recentemente descrita por Labruna et al. (2009) a partir da confirmacao dessa
enfermidade em dois animais procedentes do municipio de Itu, no estado de
Sdo Paulo. Ao se investigar os cdes domeésticos como possiveis animais
envolvidos na epidemiologia da febre maculosa brasileira observa-se que eles,
além de fornecer uma ponte para bioagentes patogénicos entre ambientes
naturais e antropicos (QUEIROGAS et al., 2010), podem atuar como sentinela
para estudos epidemiol6gicos uma vez que caes com sorologia positiva tém
sido freqlientemente registrados em regides endémicas, (PADDOCK et al.,
2003; SANGIONI et al., 2005; PINTER et al., 2008) e sua soroprevaléncia para
R. rickettsii em determinadas areas geograficas se aproxima da encontrada em
seres humanos (BREITSCHWERDT et al., 1987) .

Caes que entram na mata ou que compartilham seu ambiente com a
fauna silvestre, sédo infestados principalmente por espécies de Amblyomma
(SZABO et al., 2001; LABRUNA & PEREIRA, 2001) e devido & sua capacidade
de percorrer grandes distancias, o cdo pode transportar carrapatos que,
guando infectados, podem ser distribuidos para locais indenes. Deste modo, a
pesquisa sorolégica em caes pode refletir de maneira adequada a circulacdo
de Rickettsia sp. em determinado local e indicar primariamente a presenca da
doenca. Dessa forma a sorologia em cées pode ser um meio viavel de
determinar a exposicdo de seres humanos a Rickettsia sp. e predizer
alteracdes na incidéncia de infeccdes em pessoas (RAOULT & PAROLA,
2007).

Quanto a R. sanguineus, representa um potencial agente
disseminador da riquétsia, visto sua abundancia na natureza e relatos de
espécimes infectados naturalmente em areas endémicas para febre maculosa
(WIKSWO et al.,, 2007), inclusive no Brasil onde recentemente foi feita a
primeira identificacdo natural de R. rickettsii infectando R. sanguineus (CUNHA

et al., 2009) , além de evidéncias de sua participacdo na epidemiologia dessa
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enfermidade em uma &rea endémica da regido metropolitana de S&o Paulo,
sugerindo seu papel como transmissor da bactéria a seres humanos
(MORAES-FILHO et al., 2009).

Estudos de prevaléncia de anticorpos para Rickéttsias do GFM em
cdes nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo, Parana,
registraram resultados discrepantes, variando entre 8% e 69,6% (LEMOS et al.,
1994; LEMOS et al., 1996; HORTA et al., 2004; SANGIONI et al., 2005;HORTA
et al., 2007; PINTER et al., 2008; PACHECO et al., 2008; PEREZ et al., 2008;
OTOMURA et al., 2010).

Dentre os métodos diagndsticos, os testes soroldgicos sdo 0s mais
frequentemente utilizados e amplamente disponiveis em todo o mundo, sendo
a RIFI considerada o método sorologico de referéncia, utilizada pelo Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), por apresentar sensibilidade de
84,6% a 100% e especificidade de 99,8 a 100% (BROUQUI et al., 2004).
Quando um titulo obtido para determinada espécie de Rickettsia for pelo menos
quatro vezes maior que o titulo mais alto obtido para as demais espécies
testadas, pode-se sugerir que os anticorpos sao homadlogos a primeira espécie
(LABRUNA et al., 2007).

No entanto, a RIFI ndo permite a identificacdo da espécie de
Rickettsia envolvida na infeccdo, uma vez que todas as rickettsias do GFM
apresentam reacédo soroldgica cruzada entre si (PHILIP et al., 1978).

A introducdo de técnicas da biologia molecular na investigacdo de
doencas riguetsiais tem assumido grande importancia na deteccdo de varias
espécies do género Rickettsia em vetores, humanos e animais, permitindo a
caracterizacdo de espécies jA conhecidas como a R. rickettsii e outras
recentemente reconhecidas (CARDOSO et al., 2006). Entre as técnicas de
biologia molecular, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método
rapido e eficiente e tem sido amplamente utilizada em estudos epidemiolégicos
ou de surtos de riquetsioses para deteccdo de Rickettsia sp. em carrapatos
(LABRUNA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2007; PACHECO et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2008; MORAES-FILHO et al., 2009).
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No Brasil, a maioria dos casos de febre maculosa se concentra na
Regido Sudeste (DEL FIOL et al., 2010). Segundo o Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo (SINAN) casos notificados de febre maculosa no Brasil
de 1997 a 2009 ocorreram nos seguintes estados: Minas Gerais, Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Santa Catarina, Parana, Distrito Federal,
Amapa, Rio Grande do Sul, Ronddnia, Tocantins, Mato Grosso e Bahia.

No entanto, sabe-se que o risco de contato com o patégeno é mais
elevado em cées do que em seres humanos, tendo em vista a maior exposi¢cao
dos animais a carrapatos vetores competentes (SCORPIO et al., 2008) e que a
associacdo de casos humanos e caninos tem sido descrita em diversas areas
endémicas de febre maculosa (SANGIONI et al., 2005), dessa forma o estudo
em caes se torna necessario para se observar a frequéncia da FMB em
diversas regides do Brasil para se estabelecer o fatores de riscos e a

implantacdo de medida profilaticas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

e Conhecer os aspectos epidemiolégicos dos hemoparasitos Babesia
canis, Ehrlichia canis e Rickettsia sp. em cédes de ambiente urbano e

rural na mesorregido do Leste Maranhense.

3.2 Especificos

¢ |dentificar e determinar a prevaléncia de carrapatos;

e Estimar a frequéncia de anticorpos anti-B. canis, anti-E. canis e anti-
Rickettsia pela Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI);

e Determinar a taxa de co-infeccdo entre a Babesia sp., Ehrlichia sp. e
Rickettsia spp;

e Determinar os fatores associados para infeccbes causadas por estes
hemoparasitos;

e Detectar o DNA de Babesia sp. e Rickettsia spp por meio da PCR
convencional em amostras de sangue;

e Detectar Rickettsia spp em carrapatos por meio da Reagdo em

Cadeia pela Polimerase (PCR);
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da érea

A microrregido de Chapadinha esta localizada na mesorregidao do
Leste Maranhense. Estad dividida em nove municipios (Anapurus, Brejo,
Belagua, Buriti, Mata Roma, Milagres do Maranh&o, Sao Benedito do Rio Preto,
Chapadinha e Urbano Santos). O trabalho foi desenvolvido nos municipios de
Chapadinha, Mata-Roma e Anapurus.(Figura 1).

Segundo dados censitarios do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, ano 2010, os municipios de Chapadinha, Anapurus e Mata
Roma possuem uma populacdo de 102.327 habitantes, distribuida nos 4.490
km? de area. Desse total de habitantes, 35.235 habitantes residem na zona

urbana e 67.092 na zona rural.
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FIGURA 1 - Mapa de localizacdo dos municipios Chapadinha, Anapurus e
Mata Roma — MA. (webcarta.net)

4.2 Coleta e identificacdo dos carrapatos
Os caes foram inspecionados para verificar a infestagcdo por

carrapatos anteriormente a coleta de sangue. Os espécimes de carrapatos

foram coletados manualmente e acondicionados em frascos individuais,
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contendo &lcool a 70% por hospedeiro amostrado. A identificacdo foi realizada
segundo a chave taxondmica de Aragdo & Fonseca. (1961) e Onofrio et al.
(2006).

4.3 Amostragem e coleta de sangue

Foram amostrados 322 cdaes, divididos equitativamente em area
urbana e rural. Sendo 123 para o municipio Chapadinha, 100 para Anapurus e
99 para Mata Roma. De cada céo foi coletado 5 mL de sangue, em tubos
contendo anticoagulante (EDTA) e em tubos sem anticoagulantes, por meio de
puncao da veia cefélica ou jugular. Da amostra com EDTA, uma aliquota de 1
mL de sangue foi acondicionada a temperatura de - 20°C para posterior

extracdo de DNA.

4.4 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

4.4.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Babesia canis

A RIFI foi realizada segundo técnica descrita por IICA (1987). As
laminas de antigenos foram retiradas do freezer imediatamente antes do uso,
secadas a 37°C por cinco minutos, marcadas com circulos (feitos com
esmalte), onde foram colocados o0s soros testes, o controle positivo, controle
negativo e controle PBS. Cada amostra foi testada nas diluicdes de 1: 40,1:
160, 1:640 e 1: 2560.

4.4.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Erhlichia canis

A RIFI foi realizada a partir das células DH82 infectadas com o
isolado Jaboticabal de E. canis, fixado em laminas de imunofluorescéncia,
como descrito por Ristic et al. (1972). Os soros reativos na diluicdo 1:80 foram
testados em diluicbes seriadas (64, 128, 256, 512, 1024, 2048...) para
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determinacao do titulo final de reatividade (HARRUS et al., 1997; MCBRIDE et
al., 2001).

4.4.3 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Rickettsia spp.

Os soros foram testados pela RIFI frente aos antigenos de R.
rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii, R. rhipicephali e R. belli. A RIFI foi
realizada segundo Horta et al. (2004).

Os soros reativos na diluicdo 1:64 para qualquer espécie de
Rickettsia foram testados em diluicbes seriadas (64, 128, 256, 512, 1024,
2048...) para determinacdo do titulo final de reatividade. O soro que
demonstrou para uma determinada espécie de Rickettsia um titulo quatro
vezes maior que para as demais espécies testadas, foi considerado homadlogo
para a primeira espécie do agente, conforme padrdes previamente definidos
(HORTA et al., 2004).

4.5 EXTRACAO DO DNA DO SANGUE

A extracdo de DNA foi realizada a partir das amostras de sangue
total provenientes de cdes da zona urbana e rural da microrregido de
Chapadinha.

Foi utilizado o procedimento de extracdo 300 ul de sangue total,
colhido com anticoagulante EDTA, e o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(PROMEGA), seguindo-se as recomendacfes do fabricante. Aliquotas do DNA

extraido foram utilizadas nos ensaios de PCR convencional.

4.6 PADRONIZACAO DA PCR CONVENCIONAL

4.6.1 Oligonucleotideos Iniciadores para Babesia canis vogeli e Rickettsia

Spp.
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Para Babesia canis vogeli foram utilizados dois pares de
oligonucleotideos para a realizacdo da PCR. As sequéncias basearam-se na
literatura (ZAHLER et al., 1998) e amplificam uma regido de aproximadamente
590 pb do gene 18S rRNA. Como primer forward um primer selecionada de
uma regiao conservada do gene 18S rRNA(BAB1 5'-GTG AAC CTT ATC ACT
TAA AGG-3’) (AF394533) e como primer reverse um gene subespécie-
especifico para Babesia canis vogeli (BAB4 5-CAA CTC CTC CAC GCA ATC
G-3) (AF394534).

Para Rickettsia spp. fez-se a amplificacdo de um fragmento de 401
pb do gene citrato sintase (gltA), presente em todas as espécies de riquétsia
utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores (“primers”), denominados
e CS62 (GCAAGT ATC GGT GAG GAT GTAAT) e CS462 (CTT CCT TAAAAT TCAATA
AAT CAG GAT G) (LABRUNA et al., 2004).

Os oligonucleotideos (Invitrogen) foram adquiridos e diluidos a 100
pmol/ul com agua Milli Q autoclavada. Esta solugdo mae foi diluida também em
agua Milli Q autoclavada, em quantidade suficiente para obter a solucdo de
uso, cuja concentracao final € de 10 pmol/ul.

O protocolo utilizado para PCR foi: 23upl de mix (Supermix,
Invitrogen); 0,75ul de cada primer (25uM); 0,25ul de Tagq DNA polimerase
(Invitrogen) e 2ul do DNA extrado. Um volume total de 25ul foi submetido a

amplificacéo, cujos parametros utilizados foram:

para Babesia canis vogeli:
1. Desnaturacéao Inicial: 94° C por 2 minutos;
2. Desnaturagéo: 94° C por 30 segundos
3. Anelamento: 56° C por 30 segundos; 35 ciclos
4. Extenséo: 72° C por 30 segundos.

5. Extensdo: 72° C por 5 minutos.
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Para Rickettsia spp.:
1. Desnaturagéo Inicial : 950 C por 3 minutos;

2. Desnaturagéo: 95° C por 15 segundos
3. Anelamento: 50° C por 30 segundos; 40 ciclos
4. Extensdo: 72° C por 30 segundos.

5. Extenséo: 72° C por 7 minutos.

4.6.2 Analises dos produtos amplificados

Os produtos amplificados da reacdo de PCR foram visualizados com
aparelho de eletroforese em gel de agarose a 1,5% (150 ml TBE 0,5%; 1,75¢g
agarose UltraPure™ Agarose Invitrogen™), em cuba horizontal e tamp&o TBE
0,5X (0,045 M Tris-borato; 0,001 M EDTA pH 8,0) submetida a voltagem de 1 a
10 V/cm durante 30 minutos. A revelacao foi em solucédo de brometo de etideo

(0,5 ug/ml) e a visualizacdo das bandas em transiluminador ultravioleta.

4.7 PESQUISA DE Rickettsia spp. NOS CARRAPATOS

4.7.1 Extracao de DNA dos carrapatos

A extracao de DNA foi realizada de acordo com o protocolo Isotiocianato
de Guanidina (GT) previamente modificado (CHOMKZYNSKI, 1993), onde
cada carrapato foi colocado em um microtubo de 1500 uL contendo 150 uL de
tampédo TE (Tris HCI 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, pH 7.4) e triturado com
ponteira queimada. Em seguida foi homogeneizado no vortex por 10 segundos
e centrifugado por 6 segundos. Foi entdo adicionado 450 uL de Isotiocianato de
Guanidina, encubado por 10 minutos em temperatura ambiente
homogeneizando brevemente no vortex a cada 2 minutos. Posteriormente, 100
ML de cloroférmio foi acrescentados, fazendo a inversdo deste por algumas
vezes e deixando descansar por 2 minutos. O microtubo foi entdo centrifugado

a 12.000 rpm por 5 minutos para separar a fase aquosa, a qual foi pipetada e
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transferida para outro microtubo de 1500 pL previamente identificado.
Posteriormente foi incorporados a fase aquosa 600 pL de isopropanol com
incubacdo a -20°C de 2 a 18 horas.Apds esse periodo o microtubo foi
centrifugado a 12.000 rpm e 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado
e se adicionado 800 pL de etanol a 70%. Novamente o microtubo foi
centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado
e o pellet no microtubo aberto secara a 56°C por 15 minutos no termobloco. O
pellet foi ressuspendido em TE, de 30-60 pyL de acordo com a necessidade,
sendo incubado novamente, porém com o microtubo fechado, a 56°C por 15

minutos no termobloco. O microtubo foi armazenado a -20°C até sua utilizacao.

4.7.2 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A presenca de riquétsia nos carrapatos coletados foi avaliada
através da amplificacdo de um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase
(gltA), presente em todas as espécies de riquétsia, utilizando-se um par de
oligonucleotideos iniciadores (“primers”), denominados de CS-62 (GCA AGT ATC
GGT GAG GAT GTA AT) e CS462 (CTT CCT TAA AAT TCA ATA AAT CAG GAT G)
(LABRUNA et al., 2004). O gene da proteina externa de membrana A (ompA) foi
utiizado para a confirmacdo da infeccdo por riquétsia empregando-se
oligonucleotideo iniciadores Rr190.70 (ATGGCGAATATTTCTCCAAAA) e
Rr190.602 (AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT) que amplifica um fragmento de
532 pb apenas em riquétsias do Grupo da Febre Maculosa (GFM) (REGNERY
et al. 1991).

4.7.3 Analises dos produtos amplificados

Os produtos amplificados da reacédo de PCR foram visualizados com
aparelho de eletroforese em gel de agarose a 2% (100 ml TBE 0,5%; 2,0g

agarose UltraPure™ Agarose Invitrogen™).
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4.7.4 Purificagcéo e Sequenciamento de Nucleotideos

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o produto
comercial ExoSAP-IT (USB Corporation) e em seguida feita a reacdo de
sequenciamento com o kit comercial BigDye TM Terminator (Perkin Elmer) de
acordo com especificacfes do fabricante. As amostras foram seqienciadas em
sequenciador automatico (Applied Biosystems/PerkinElmer, Modelo ABI Prism

310 Genetic, CA, US) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

4.8 PREENCHIMENTO DO QUESTIONARIO

Antes da coleta das amostras sangliineas e dos carrapatos foi
preenchido um questionario (em anexo), visando obter informagdes sobre o
estado de saude dos animais, e informacdes especificas tais como: faixa etaria,
sexo, grupo racial, procedéncia dos caes ( zona urbana e zona rural), presenca

de ectoparasitos e atividade de caga.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através de tabelas de contingéncias
com as diferentes variaveis pelo teste Qui-quadrado, corrigidas por Yates,
quando nao possivel, pelo teste Exato de Fisher e Qui-quadrado por
Independéncia, utilizando-se o Programa Epi Info (CDC, versdo 3.4.3).
Associacdes entre variaveis e frequéncia de soropositivos foram estimadas a
partir do nivel de significancia de 5% (p < 0,05) e pela Odds Ratio (OR), com
intervalo de confianca de 95%.

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal — CEEA do Curso de Medicina Veterinaria, conforme o
protocolo n° 036/2009.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo da populacdo canina da zona urbana e rural da

microrregidao de Chapadinha- MA.

A populagdo canina da éarea urbana e rural da microrregido de
Chapadinha foi caracterizada segundo sexo, idade, raca e atividade de caca.

Do total de animais, 182 caes eram machos (56,7%), 93 da zona
urbana e 89 da zona rural e 139 fémeas (43,3%), sendo 79 da zona rural e 60
da zona urbana. Verificou-se que ndo houve diferenca significativa em relacéo
a proporcdo macho e fémea, o que difere dos resultados relatados por Dias et
al. (2004), que observou a preferéncia por machos, provavelmente, motivada
pela crenga, comumente disseminada, de que s&o melhores caes de guarda e
pela dificuldade de evitar a prenhez das fémeas, principalmente em animais
nao confinados.

Quanto a faixa etaria, 86 (26,7%) da populacdo canina
apresentavam idade inferior a 12 meses. Animais com idade de um a trés anos
constituiam 58,1% (187) da populagcdo. Apenas 15,2% (9) dos cédes tinham
mais de 3 anos de idade. E provavel que a pouca longevidade destes animais
esteja relacionada as condicbes de criacdo, pois grande parte dos animais
tinham acesso irrestrito a rua o que leva a risco mais alto de contagio de
doencas e a morbimortalidade, concordando com Silva et al. (2010) que afirma
gue um dos fatores determinantes do risco sanitario a que 0s animais estao
sujeitos refere-se ao nivel de confinamento, somando a isso observa-se
também o pouco indice de coberturas vacinais (39%).

Observou-se quanto ao tipo racial que 96,6% (311) dos animais
eram sem raca definida (SRD) e um (0,3%) Basset Hound, trés (%) Poodle,
dois (0,6%) Dalmata, um (0,3%) Pinscher, um (0,3%) Pitt Bull, um (0,3%)
Pastor Belga e dois (0,6%) Pastor Alemao, constituindo um total de 11(3,4%).

Com relacdo ao acesso a rua observou-se que, no ambiente urbano,
98 (65,8%) cdaes tinham acesso livre a rua enquanto que 51 (34,2%) eram
domiciliados. Quanto aos caes do ambiente rural, 161 (93,1%) tinham acesso
livre & rua, enquanto 12 (6,9%) eram domiciliados (IC 95%: 0,07 — 0,29%).

46



Quanto a atividade de caca, observou-se que 39,9% dos caes da
area rural exerciam essa atividade, diferindo estatisticamente (p < 0,05) dos
animais da zona urbana (Tabela 1). Observa-se que animais da zona rural séo
em (grande parte cacadores, isto possivelmente tem relacdo a classe
econdbmica dos proprietarios, que muitas vezes recorrem a caga COmMoO
alternativa de alimentacdo ou lazer e os cdes acabam acompanhando os

proprietarios nessa atividade.

TABELA 1- Cées da zona urbana e rural da microrregido de Chapadinha com
atividade de caca, no periodo de marco de 2010

Cées
Area
Cacadores N&o cacadores Total OR IC P
N % N %
Urbana 16 10,7 133 89,3 149 0,18 0,09-0,34 0,0000000012%
Rural 69 39,9 104 60,1 173

(%) Fisher (*) Associacao significativa

5.2 Carrapatos

O parasitismo por carrapatos foi encontrado em 193 (59,94%) dos
322 caes amostrados. As seguintes espécies foram identificadas:
Riphicephalus sanguineus, Amblyomma ovale e Amblyomma cajennense.

Do total dos caes parasitados, 79 (40,93%) eram animais de areas
urbanas e 114 (59,06 %) provenientes de zona rural. Foram coletados no total
929 espécimes de carrapatos sendo 0 R. sanguineus a espécie mais
numerosa, com 344 (37,03%) adultos e 21 (2,26%) ninfas em cédes de areas
urbanas e 472 (50,82%) adultos e 29 (3,12%) ninfas em cées de areas rurais.
Quanto a espécie A. cajennense apenas dois adulto e uma ninfa (0,32%) foram
encontrados nos cdes de area urbana e trinta e um adultos (3,34%) foram
encontrados nos cées de areas rurais. Para a espécie A. ovale, encontrou-se
somente exemplares adultos e em caes de areas rurais totalizando 24 (2,58%)
espécimes. Coletou-se 5 ninfas de Amblyomma sp., sendo uma ninfa(0,11%)

na zona urbana e 4 (0,43%) da zona rural.
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Nos municipios de Chapadinha e Anapurus houve maior presenca
de carrapatos do género Amblyomma. Em Mata Roma, apenas um animal tinha
uma ninfa de Amblyomma sp.

As espécies e ou género de carrapatos parasitando os cédes de zona
urbana e zona rural da microrregido de Chapadinha e respectivas frequéncias,

estao descritas na tabela 2.

TABELA 2- Carrapatos identificados em cées da zona urbana e rural da
microrregido de Chapadinha, no periodo de marco de 2010

CAES

ECTOPARASITOS Urbano Rural Total

N % N % N %
A.ovale - - 1 0,53 1 0,53
A. cajennense - - 1 0,53 1 0,53
R. sanguineus 77 39,87 87 45,07 164 84,94
R. sanguineus X 1 0,53 11 5,70 12 6,23
A. cajennense
R. sanguineus X - 10 5,18 10 5,18
A. ovale
R. sanguineus X 1 0,53 2 1,03 3 1,56
A. cajennense X ninfa
de Amblyomma sp.
Ninfa de Amblyomma - - 2 1,03 2 1,03
sp.
TOTAL 79 40,93 114 59,07 193 100

N= nUmero

O R. sanguineus € um carrapato que foi introduzido no Brasil com a
colonizacéo e tem estreita relacio com o cdo doméstico (SZABO et al., 2005).
Como observado neste trabalho, esta espécie domina infestacbes em areas
urbanas, o que concorda com trabalhos ja descritos (SZABO et al., 2001;
SZABO et al., 2010). Infestacdes por esta espécie de carrapato ja tinha sido
descrita por Guerra & Brito (2004) na cidade de Séo Luis — MA.

Na zona urbana dois animais foram infestados por A. cajennense. A
fonte destes carrapatos deve ser atribuida ao acesso freqiente destes animais
a mata, uma vez que segundo relatos dos proprietarios esses sdo animais de
caga, concordando com Szabo et al. (2001) que afirmam que se o cdo esta em

local permissivo para o desenvolvimento destas espécies, ou se este se

48



encontra em contato com outros animais, hospedeiros preferenciais, a
infestacdo acontece.

E importante ressaltar que tanto R. sanguineus como A. cajennense
sdo reconhecidas como vetores de Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da
febre maculosa no Brasil e em outros paises da América Latina (MORAES-
FILHO et al., 2009; PADDOCK et al., 2008).

Na zona rural, identificou-se carrapatos das espécies R. sanguineus,
A. cajennense , A. ovale e ninfa de Amblyomma sp. Esses resultado se
assemelham com os encontrados por Szabé et al. (2010) que identificaram
carrapatos de cdes da zona urbana e rural de Uberlandia- MG e encontraram
R. sanguineus e A. cajennense parasitando cédes de zona urbana e rural e A.
ovale , ninfas e larvas de Amblyomma sp. e ninfas de Boophilus microplus, em
cées de zona rural.

A prevaléncia de R. sanguineus superou a de espécies do género
Amblyomma,, concordando com Rodrigues et al. (2008) que encontraram
resultados similares em caes de areas rurais em Juiz de Fora-MG., justificando
a maior prevaléncia de R. sanguineus em detrimento das espécies do género
Amblyomma, pelo fato de um numero consideravel de caes terem seus locais
de repouso junto as residéncias dos proprietarios favorecendo assim,
infestagbes por R. sanguineus que apresenta habito nidicola. Neste estudo,
este fato justifica-se por que o ambiente de casa com quintal, gera uma
condicdo ecoldgica que favorece o parasitismo por R. sanguineus e de formas
imaturas deste ixodideos.

Segundo O‘Dwyer et al. (2001) as espeécies do género Ambyomma
sdo mais freqientemente encontradas em caes que vivem em area rural.
SHIMADA et al. (2003), relataram que R. sanguineus foi mais associado a
infestacbes em areas urbanas e suburbanas. Szabo et al. (2001) observaram
ocorréncia de R. sanguineus tanto em caes de areas urbanas quanto rurais.

Ressalta-se que este achado corresponde ao primeiro registro de
infestacdo por carrapatos do género Amblyomma na espécie canina no
Maranh&o, porém A. cajennense ja foi encontrado na Ilha de S&o Luis- MA por

Guerra & Brito (2004), parasitando suinos.
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Quanto ao tipo de infestacOes observou-se que 77(39,90%) e
90(6,63%) dos animais tinham infestacdes simples para zona urbana e rural,
respectivamente. Para infestacfes mistas, apenas 2(1,03%) caes da zona
urbana e 24(12,44%) na zona rural estavam parasitados.

Estes resultados, quando comparados pelo teste do x?, verificam-se
associacao significativa (p < 0,05), apenas para infestacdo mista sendo que,
animais da zona rural apresentaram maior frequéncia, 12,44% de animais
infestados e zona urbana foi considerado um fator de protecéo para infestacéo
(OR=0,08) (Tabela 3).

TABELA 3- Tipo de infestacdo por carrapatos em cées da zona urbana e rural
da microrregido de Chapadinha no periodo de marco de 2010
Infestacdo Mista

Infestado Nao total OR IC Total
Infestado
Zona Urbana 2 147 149 0.08 0,01- 0,00009232*
1,34% 98,66% 0,38
Zona Rural 24 149 173
13,87% 86,13%

(@) Teste de Fisher (*) Associagdo significativa OR =0dds ratio

A presenca de infestacdo mista em cdes de areas rurais neste
estudo esta relacionada a forma de criagdo destes cées, onde parte do dia
estdo soltos tendo dessa forma acesso livre a &reas de matas e outros
ambientes diferentes do domicilio e do peridomicilio onde se expbe a
ectoparasitos de diversos animais que frequientam aquela area, principalmente
carrapatos do género Amblyomma e no momento de repouso Sao presos, onde
passam algumas horas do dia. Segundo Labruna et al. (2001) embora R.
sanguineus seja um carrapato adaptado as condi¢cdes das areas urbanas,
algumas formas de criacdo de cdes em areas rurais possibilitam o seu
estabelecimento nessas areas, isto porque nas areas rurais a disponibilidade
de habitats para as fases de vida livre do R. sanguineus é limitada, ficando
concentrada as instalacdes feitas pelo homem, onde os cées soltos tendem a
passar algumas horas do dia, contribuindo dessa forma para a manutencgéo de

populacdes de R. sanguineus nas areas rurais.
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Quanto ao controle de ectoparasitos nos caes, observou que apenas
98 (31,9%) realizam ou realizaram este procedimento, sendo este direcionado
apenas ao hospedeiro, ndo se observando preocupacdo por parte dos
proprietarios em manterem o ambiente livre de abrigos para as formas imaturas
dos carrapatos. De fato, os caes amostrados, mesmo o0s que eram submetidos
ao controle, apresentaram consideravel nivel de infestacdo, o que demonstra
que este deve ser direcionado, no caso de R. sanguineus, principalmente ao
ambiente, onde se encontram 95% da populacéo de carrapatos (LABRUNA et
al., 2004) ao passo que em A. cajennense, 0 manejo de vegetacao influencia
sobremaneira o controle (OLIVEIRA, 2004).

Com relacéo a atividade de caca desenvolvida pelo animal e o tipo
de infestacdo, observa-se que houve associacao significativa (p < 0,05) para
animais que exercem atividade de caca, com frequéncia de 69,2 %. Os animais
nao exercerem atividades de caca foi considerado um fator de protecéo para
infestacdo mista (OR= 0,09). (Tabela 4).

TABELA 4 — Atividade de caca exercida pelos caes da zona urbana e rural da
microrregido de Chapadinha no periodo de marco de 2010

Cées
Tipo de  Cagadores N&o cacadores Total OR IC P
infestacéo N % N %
Simples 27 16,2 140 83,8 167 0,09 0.03-0,24 0,0000000777%*
Mista 18 69,2 8 30,8 26

(®) Teste de Fisher (*) Associac&o significativa OR =0dds ratio

Os cédes que vivem principalmente em &reas rurais tem contato
maior com animais silvestres, através da atividade de caca, aumentando assim
a possibilidade de contato com carrapatos silvestres, ou ao contrario,
modificando o ambiente natural com a introducdo de carrapatos de animais
domeésticos, permitindo um intercambio de agentes patogénicos e o surgimento
de novas doencas. Esses resultados concordam com e Labruna et al. (2000),
que afirmam que em areas rurais, diferentes espécies do género Amblyomma

infestam cées que tém acesso a areas de matas e florestas.
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5.3 Imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Babesia canis

Dos 322 soros de cées testados, 52 (16,1%) mostraram reatividade
ao antigeno de Babesia canis pela RIFI.

No que se refere aos diferentes locais de coleta, 33 (63,46%), dos
cées soropositivos eram provenientes de zona urbana e 19 (36,54%) da zona
rural, verificando-se associacdo significativa (p < 0,05), onde animais da zona
rural tiveram um risco menor de se infectar (OR= 0,43). (Tabela 5).

A soroprevaléncia de B. canis (16,1%) na microrregido de
Chapadinha estabelecida no presente estudo diferiu dos encontrados nos
estados de Belo Horizonte (66,92%), Parana (37,7%), Sao Paulo (67,7%) e
Minas Gerais (73,3%) (RIBEIRO et al., 1990; TRAPP et al., 2006; FURUTA et
al., 2009; GUIMARAES et al., 2009). Entretanto, foi semelhante aos resultados
de Maia et al. (2007) na cidade de Porterinha- MG que encontraram uma
prevaléncia de 18,8%, sugerindo que a diferenca na transmissédo da babesiose
dentro de diferentes regides do Brasil esta relacionada com as variantes de
carrapatos ixodideos encontrados nestas areas, uma vez que Pegram et al.
(1987) demonstraram que entre as espécies de R. sanguineus originario de
diferentes regides neotropicais, existem consideraveis variacdes genéticas,
morfologicas e bioldgicas, e que as posi¢cdes taxondmicas das muitas variantes
de R. sanguineus sdo controversas, além disso, diferencas biolégicas e
morfologicas entre as espécies R. sanguineus foram também encontrados em
exemplares coletados na Argentina e no Brasil (OLIVEIRA et al., 2005;. SZABO
et al., 2005).

TABELA 5- Freqiéncia de anticorpos anti —Babesia canis em soro de cdes na
area urbana e rural da microrregido de Chapadinha no periodo de marco de
2010

Area Reagente N&o reagente Total OR IC P

N % N %
Urbana 33 22,1 116 77,9 149 0,43 0,22-0,83 0,0103%*
Rural 19 11 154 89 173

(?) Qui- Quadrado (*) Associacao significativa OR =0dds ratio
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A prevaléncia maior de animais sorologicamente positivos em areas
urbanas pode ser explicada pela alta prevaléncia do vetor R. sanguineus . Esse
resultado estd de acordo com Passos et al. (2005), que afirmam que as
elevadas taxas de infeccdo por Babesia spp. nas areas urbanas em regioes
tropicais se deve as condigcbes ambientais presentes no desenvolvimento e
manutenc¢ao de populac¢des do vetor R. sanguineus.

A presenca de caes do ambiente rural com titulos de anticorpos anti-
B. canis demonstram que apesar da presenca deste parasito neste ambiente,
houve prevaléncia muito baixa indicando que essa enfermidade realmente n&o
€ um problema em caes de areas rurais, considerando que quase metade dos
animais infestados por carrapatos estavam parasitados com R. sanguineus.
Entretanto, deve-se considerar que, como 0s caes de areas rurais ttm menos
contato com este protozoario ndo ha o desenvolvimento de imunidade efetiva,
esta area torna-se um ambiente instavel para a infecgéo, ja que, cdes que nao
adquirem imunidade a infeccdo por Babesia podem ser predispostos a
apresentar sinais clinicos se infectados, como afirmam O’Dwyer et al. (2009).

Em relacdo aos trés municipios incluidos no estudo (Anapurus,
Chapadinha e Mata Roma), observa-se que B. canis € um patégeno que se
encontra difundido entre os cdes na microrregido de Chapadinha, entretanto
nao se verificou associacao significativa (p > 0,05) para a infeccédo nestas trés
localidades, sendo que, Anapurus apresentou maior frequéncia, 38,5% de
amostras reagentes e Chapadinha menor freqiiéncia, 28,8%.

Na figura 2, registra-se a distribuicdo dos titulos de anticorpos anti —
B. canis em amostras séricas de caes. Em relacdo aos titulos verificou-se que
variaram de 40 a 640 obtendo-se 32,7% (17/52) de amostras reagentes para
titulo de 40 e 15, 40% (8/ 52) apresentaram titulos de 80, 320, 640 e
21,20%(11052) para titulos de 160.

E importante ressaltar que um resultado positivo na sorologia ndo
indica necessariamente infeccdo e sim uma exposicao prévia do animal ao
agente etiolégico, entretanto pela titulacdo dos anticorpos, constatou-se que
15,40% dos caes apresentaram titulos igual 640, indicando que estes animais

sofreram uma infeccao recente.
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FIGURA 2 - Frequéncia de anticorpos anti- Babesia canis em soros de caes
(n=322), da microrregido de Chapadinha no periodo de marco de 2010.

A auséncia de associacédo (p > 0,05) entre soropositividade e as
variaveis sexo e faixa etaria (Tabela 6), demonstra que 0s animais,
independentemente do sexo e da faixa etaria, tiveram oportunidades iguais
para se infectarem com B. canis, confirmando que a idade e 0 sexo nao sao
fatores de risco para a infeccdo. Achados estes concordantes com a maioria
dos estudos epidemiolégicos realizados para babesiose canina (GUIMARAES
et al., 2002; MAIA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2009).

Em relacdo ao grupo racial houve associagao significativa (p < 0,05)
para animais com raga definida, apresentando frequéncia de 54,54%. Dessa
forma, os caes com raca definida apresentaram maior chance (OR=6,91) de
contrair a infeccdo quando comparados aos caes sem raca definida,
contrariando a maioria dos trabalhos (MAIA et al., 2007; GUIMARAES et al.,
2009; COSTA- JUNIOR et al., 2009) nos quais os cdes sem raca definida
apresentaram maior prevaléncia de infeccdo por B.canis. Esses dados
sugerem que esta maior susceptibilidade pode estd associada ao tipo de
manejo que cada raca € submetida, favorecendo ou ndo a exposicdo ao

carrapato, ja que Yamane et al. (1994) afirma que sob o mesmo manejo,
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eliminando-se as particularidades inerentes a rotina diaria de atividades as
quais os caes sdo submetidos, provavelmente n&o seriam observadas

diferencas de susceptibilidade de acordo com as racas.

TABELA 6 - Distribuicdo da frequéncia das variaveis sexo, faixa etaria e grupo
racial em cdes soropositivos para Babesia canis da microrregido de
Chapadinha no periodo de marco de 2010

Variavel Reagente N&o reagente  Total OR IC P
N % N %
F 18 12,86 122 87,14 140 0,64 0,33-1,24 0, 2094
Sexo
M 34 18,68 148 81,32 182
Definida 6 54,54 5 45,45 11 6,91 1,77-27,48 0, 0033™
Raga
Indefinida 46 14,46 265 85,54 311
<lano 12 13,95 74 86,05 0,82 0,37-1,77 0, 7083
Faixa 1-3anos 31 16,58 156 83,42
etaria
> 3 anos 9 18,37 40 81,63 0,88 0,37-2,18 0, 9335
Presenca Sim 25 13,3 163 86,7 0,61 0,32-1,15 0,1353
de
carrapatos N&o 27 20,1 107 79,9

(M) machos (F) fémeas (a) Exato de Fisher (*) Associagao significativa OR=0dds ratio 1C= Intervalo de
Confianga

No presente estudo a presenca de carrapatos nos cdes néo foi
associada estatisticamente a presenca de anticorpos por B. canis nos animais
amostrados. Isto pode ter ocorrido pelo baixo numero de animais
sorologicamente positivos, demonstrando um menor numero de carrapatos
portadores de Babesia spp. Estes dados apontam para a necessidade de mais
estudos envolvendo amostragens maiores do vetor, incluindo variacGes
sazonais e dados sobre as fases clinicas da doenca nos cdes amostrados, uma
vez que sabe-se que, em areas endémicas a aplicacao da RIFI é limitada pela
possibilidade de ocorrer resultados falso-negativos nos estagios iniciais da
infeccédo (BICALHO et al., 2004).

Apesar da babesiose canina ser uma enfermidade que possui
distribuicdo cosmopolita, os dados que se referem a prevaléncia de anticorpos

anti-B. canis sdo escassos no Maranhdo. No pais, os poucos estudos
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referentes a epidemiologia desses parasitas séo realizados em sua maioria em
cées de areas urbanas. Poucos estudos realizaram a pesquisa desse agente
em cées de areas rurais (COSTA JUNIOR et al., 2009; ODWYER et al., 2009).
Dessa forma, esse estudo estudo constitui a primeira investigacdo de

babesiose canina em zona rural no Maranhao.

5.4 Imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Ehrlichia canis

Dos 322 soros de caes testados, 47 (14,6%) mostraram reatividade
ao antigeno de Ehrlichia canis pela RIFI.

A prevaléncia de E. canis (14,6%) na microrregido de Chapadinha foi
similar aquela encontrada por Macieira et al. (2005) no Rio de Janeiro (15%),
estando abaixo das relatadas por outros autores no Brasil: 23% no Parana
(TRAPP et al., 2006), 37,9% em Rondobnia (AGUIAR et al., 2007), 36% na
Bahia (CARLOS et al., 2007), 42% em Cuiaba (UENO et al., 2009), 35,6% na
Bahia (SOUZA et al., 2010) e acima dos encontrados por Saito et al. (2008) no
Rio Grande do Sul (4,8%).

A diferenca observada nas freqiiéncias de cées soropositivos entre
os diversos estudos pode ser atribuida, dentre outros fatores, a padronizacao
da RIFI, principalmente no ponto de corte determinado por cada estudo
(variando de 1:20 a 1:80), além da diversidade de modelos experimentais e
protocolos de diagnéstico utilizado pelos autores, e fatores ambientais
envolvidos na epidemiologia da erliquiose nas regides estudadas.

No que se refere aos diferentes locais de coleta, 19 (12,8%), dos
cdes soropositivos eram provenientes de zona urbana e 28 (16,2%) da zona
rural. Estes resultados, quando comparados pelo teste do X?, verificou-se que
ndo houve associacdo significativa (p < 0,05), entre essas duas variaveis.
(Tabela 7).

No presente estudo, foi observado ocorréncia de anticorpos anti-E.
canis em 12,8% dos caes urbanos. Esses caes eram parasitados quase que

exclusivamente pela espécie R. sanguineus. Segundo Trapp et al. (2006), o
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parasitismo por R. sanguineus tem sido apontado como principal fator de risco

para a erliquiose monocitica canina.

TABELA 7- Frequéncia de anticorpos anti —Ehrlichia canis em soro de cées na
area urbana e rural da microrregido de Chapadinha no periodo de marco de
2010

Area
Reagente N&o reagente Total OR IC P
N % N %
Urbana 19 12,8 130 87,2 149 1,32 0,67-2,60 0,4766
Rural 28 16,2 145 83,8 173

(*) Qui- Quadrado ( *) Associacao significativa OR =Odds ratio

Carlos et al. (2007), que afirmam que o ambiente rural, cuja situacao
socioecondmica dificulta o controle do vetor com os caes facilmente infestados
por carrapatos, apresenta maior risco de infec¢do por E. canis. Dessa forma,
explica-se a presenca de sorologia positiva em cédes da zona rural (16,2%)
neste estudo. Esses resultados concordam dos encontrados por Silva et al.
(2010) que ndo observaram diferenca significativa entre os caes com livre
acesso a rua e/ou com acesso a zona rural . Contudo, Aguiar et al. (2007)
verificou maior prevaléncia nos caes urbanos do que nos cées rurais (p < 0,05),
atribuindo esse fato a ocorréncia de pouca infestacdo por R. sanguineus em
animais nessa area.

Costa-Junior et al.(2007) estudando soroprevaléncia e fatores de
riscos em areas rurais do estado de Minas Gerais acharam uma prevaléncia de
44,7% sugerindo que 0s cdes que vivem nas zonas rurais estdo mais expostos
a carrapatos vetores que aqueles que vivem em areas urbanas associando
esse fato de que nos caes que vivem em areas urbanas é mais provavel o uso
de acaricidas do que em caes de zona rural, pois nestes raramente sédo usados
acaricidas e sim procede-se & catacdo. Os autores sugerem ainda que o
carrapato A. cajennense deve ser incluido como um vetor potencial de E. canis

em areas rurais do Brasil.
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Em relacdo aos trés municipios incluidos no estudo (Anapurus,
Chapadinha e Mata Roma), néo se verificou associac¢ao significativa (p > 0,05)
para a infeccdo por E. canis, sugerindo que esses animais tiveram
oportunidade iguais de se infectarem, em qualquer uma destes municipios.

Na figura 3, registra-se a distribuicdo dos titulos de anticorpos anti —
E. canis em amostras séricas de cdes, com titulos que variaram de 80 a
163.480.

17,0%  17,0%

FIGURA 3 - Frequéncia de anticorpos anti- Ehrlichia canis em soros de cées
(n=322), da microrregido de Chapadinha no periodo de marco de 2010.

A presenca de cdes do ambiente urbano e rural com altos titulos de
anticorpos anti-E. canis associada ao fato dos animais ndo apresentarem
sintomatologia compativel com a doenca, levam a conclusdo que os animais
soropositivos tiveram contacto prévio com o0s agentes, recuperando-se da
infeccéo.

E importante observar que as bactérias do género Ehrlichia induzem
resposta humoral especifica, base para o diagnéstico soroldgico (RIKIHISA,
1991), ocorrendo soroconversdo nos animais logo apés a infeccdo (OTRANTO
et al., 2009). Dessa forma, a presenca de altos titulos de anticorpos circulantes

para E. canis, ndo significa que o animal estd com o a infecgdo no momento da
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coleta mas que tiveram um estimulo antigénico através do contato com o
parasito e que este circula na regido em estudo.

N&o foi observada associacdo entre a taxa de infeccdo e a faixa
etaria (Tabela 8), corroborando com Aguiar et al. (2007) em Rondoénia,
Carvalho et al. (2008) em Salvador e Silva et al. (2010) em Mato Grosso que
afirmam que a faixa etaria do animal ndo é um fator de risco pra E. canis, no
entanto, Ueno et al. (2009) estudando uma populacdo de cées atendidos em
hospital veterinario em S&o Paulo encontrou uma maior frequéncia (65%) da
infeccdo em cé@es com idade até 12 meses indicando maior risco dos animais
contrairem a infec¢@o nessa faixa etaria, contudo Costa-Junior et al. (2007)
relata que animais mais velhos estdo mais susceptiveis a infeccdo uma vez

aumenta a chance do animal ser exposto a infeccdo com o tempo.

TABELA 8 - Distribuicdo da frequéncia das variaveis sexo, faixa etaria e grupo
racial em cdes soropositivos para Ehrlichia canis da microrregido de
Chapadinha no periodo de marco de 2010

Variavel Reagente N&o reagente  Total OR IC P
N % N %
F 18 12,9 122 87,1 140 1,10 0,52-2,34 0,5378
Sexo
M 29 15,9 153 84,1 182
Definida
Raca
Indefinida

<lano 14 16,3 72 83,7 86 1,10 0,52-2,34 0,9225

Faixa 1-3anos 28 15 159 85 187 1,55 0,53-4,87 0,5316
etaria
> 3 anos 5 10,2 44 89,8 49

Presenca Sim 2 13,5 167 86,5 193 0,80 0,41-1,56 0,5904
de
carrapatos Nao 21 16,3 108 83,7 129

(M) machos (F) fémeas (a) Exato de Fisher (*) Associagao significativa OR=0dds ratio IC= Intervalo de
Confianca

A ocorréncia de anticorpos anti-E. canis, quando avaliada segundo o

sexo, ndo apresentou diferenca entre machos e fémeas, dessa forma o sexo
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parece ndo ter importancia epidemiologica na infeccdo por E. canis como
afirmado em estudo anteriores por Aguiar et al. (2007) e Silva et al. (2010).

Em relacdo ao grupo racial ndo foi verificada associacao significativa
(p > 0,05). Estudos conduzidos por Costa-Janior et al. (2007) relatam que caes
sem raca definida nas zonas rurais estdo mais susceptiveis a infeccdo por
serem o0s animais preferidos para a rotina de trabalho, estando mais
predisposto ao carrapato vetor, dessa forma Sainz et al. (1996) relatam néo
haver diferencas entre as racas, mas sim uma associacao entre as ocupacao
do céo e soropositividade a E. canis.

Neste estudo a presenca de carrapatos nos caes nao foi associada
estatisticamente a infec¢do por E. canis nos animais amostrados, concordando
com resultados de Ueno et al. (2009). Considerando que os cées nao exibiam
sinais clinicos da doenca, uma parte dos animais infectados poderia ter
evoluido para a cura, conservando titulos detectaveis de anticorpos anti-E.
canis. Entretanto, R. sanguineus permanece como O principal transmissor e
fator de risco para a infeccdo por E. canis em céaes no Brasil (TRAPP et al.,
2006; AGUIAR et al., 2007), fato reforcado em estudo que relatou a auséncia
de E. canis infectando outras espécies de carrapatos no Brasil que ndo R.
sanguineus (LABRUNA et al., 2007).

5.5 Imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Rickettsia spp.

Das 322 amostras testadas pela RIFI para Rickettsia spp., 61
(18,9%) continham anticorpos que reagiram para algum tipo de Rickettsia. Ao
se considerar a utilizacdo de antigenos de diferentes espécies, 0s animais
mostraram-se reagentes para R. rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephali, R. bellii
R. amblyommii. Conforme interpretacdes previamente padronizadas por
Labruna et al. (2007), no qual para uma espécie ser homéloga a uma dada
espécie de Rickettsia o titulo apresentado por ela deve ser pelo menos quatro
vezes maior que o titulo mais alto obtido para as demais espécies, determinou-

se R. amblyommii como provavel antigeno responsavel pela infeccdo natural
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de 12 amostras de soros (19,67%) com titulos que variaram de 1: 64 a 1: 4096,
conforme tabelas 10, 11 e 12.

A prevaléncia de cées sororreativos encontrada no presente trabalho
(18,9%) € considerado expressivo, quando se compara com resultados de
prevaléncia obtidos de area ndo endémica, como os encontrados por Silva et
al. (2010) em Belo Horizonte (0,66%), entretanto, quando se compara com
resultados encontrados no Sul do pais observa-se que houve uma menor
prevaléncia (42,4%) (SAITO et al., 2008). Estudos de prevaléncia de anticorpos
para Rickéttsias do GFM em caes de area endémica nos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Espirito Santo registraram resultados que variam entre 8%
a 69,6% (LEMOS et al., 1994; LEMOS et al., 1996; PINTER et al., 2008).

O estudo soroldgico de cdes como possiveis animais sentinelas para a
FMB na regido do Baixo Parnaiba através da técnica da RIFI sugere a
presenca de atividade riquetsial com presenca de Rickettsia do grupo da Febre
maculosa. Porém, se faz necessario maiores estudos nesta area, pois
Magnarelli et al. (1981) sugerem que deve haver uma correlacdo entre
positividade nos vetores, hospedeiros e reservatorios para que se confirme
atividade riquetsial local.

O presente trabalho € o primeiro estudo de soroprevaléncia de
infeccdo por Rickettsia spp. em cdes no Maranhdo. Até entdo, a maioria dos
estudos soroldgicos sobre prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia spp. em
hospedeiros amplificadores havia se concentrado em areas endémicas relatado
na regido Sudeste do Brasil que inclui os estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Espirito Santo, onde a ocorréncia de casos fatais se apresenta
frequente. A escolha do Maranhao foi oportuna, pois ainda que nao tenham
casos registrados de FMB em humanos neste estado, jA& h& relatos com
notificacdes registradas em estados da regido nordeste como Bahia (SILVA et
al., 2011).

Em relacdo aos trés municipios incluidos no estudo (Anapurus,
Chapadinha e Mata Roma), observou-se que Mata Roma apresentou maior
frequéncia, 31,3% de amostras reagentes e Anapurus menor frequéncia, 2%.

Verificou-se associacao significativa (p < 0,05), entre Anapurus e 0S municipios
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de Chapadinha e Mata Roma, ndo havendo diferenca significativa entre
Chapadinha e Mata Roma.

Silva et al. (2010) afirmam que para que haja ocorréncia de
rickettsiose € necesséario que a cidade retna condi¢cdes epidemioldgicas tais
que proporcionem um potencial bidtico, como exemplo numerosa populacéo
canina, que vai possibilitar estreito convivio entre pessoas, animais e
carrapatos. Além do mais, em relacdo ao vetor, ha ainda outros aspectos a
serem considerados na epidemiologia que sdo presenca de hospedeiros
primarios e condicdes ambientais favoraveis as fases de vida livre do
carrapato. Neste aspecto a latitude, temperatura e tipo de cobertura vegetal
influenciam no estabelecimento do vetor (EVANS et al., 2000). Nesse estudo, a
diferenca entre Anapurus e as outras dois municipios sdo desconhecidas, ja
que observa-se que o0s trés municipios rednem potencial bidtico para o
estabelecimento do vetor e a presenca de animais sororeagentes condizem
com circulacdo de Rickettsias do grupo da febre maculosa, evidenciando a

vulnerabilidade da regiao.

TABELA 9- Frequéncia de anticorpos anti —Rickettsia spp. em soro de cées
nos municipios de Anapurus, Chapadinha e Mata Roma, Maranhao, Brasil

Municipio
Reagente N&o reagente Total OR IC P
N % N %
Anapurus 2 2 98 98 100° - - -

Chapadinha 28 22,8 95 77,2 123° 0.07 0,01-0,31 0,0000155%*

Mata Roma 31 31,3 68 68,7 99° 0,04 0,01-0,20 0.00000012*

(?) Qui- Quadrado (*) Associacao significativa OR =Odds ratio

(> Letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente.

No inquérito soroldgico realizado em Anapurus de um total de 100
cdes testados por RIFI para cinco espécies de Rickettsia apenas 2 (2%)
animais reagiram de forma cruzada para R. rhipicephali, R. amblyommii e R.
belli, sem reagir para R. parkeri e R. rickettsii. Dessa forma, baseando-se nos
estudos de HORTA et al. (2004) e LABRUNA et al. (2007), ndo ha como indicar
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um provavel agente causador da resposta imune, uma vez que nenhuma
espécie apresentou titulo pelo menos quatro vezes maior que o titulo mais alto

obtido para as demais espécies.

TABELA 10- Imunofluorescéncia Indireta para Rickettsia spp.,em cées do
municipio de Anapurus, Maranhdo, Brasil

Titulos finais de reatividade para antigenos de Rickettsia

Soro de Localidade R. rickettsii ~ R. parkeri R. amblyommii R. rhipicephali R. belli  Antigeno
cao provavel
105 Anap./Urbana NR NR 64 64 128
128 Anap./Urbana NR NR 256 128 NR

NR = N&o reagente

No municipio de Chapadinha de um total de 123 cédes testadas por
RIFI para cinco espécies de Rickettsia, 28 (22,8%) animais apresentaram soros
que reagiram de forma cruzada para algum tipo de Rickettsia. Destes 9
reagiram soro-especifico para R. amblyommii ou uma espécie estreitamente
relacionada e 19 reagiram de forma cruzada para R. rhipicephali, R.

amblyommii, R. belli, R. parkeri e R. rickettsii. (Tabelall).

Para o municipio de Mata Roma verificou-se que de um total de 99
cédes testadas por RIFI para cinco espécies de Rickettsia, 31 (31,3%) animais
apresentaram soros que reagiram de forma cruzada para algum tipo de
Rickettsia. Destes, apenas 3 animais reagiram soro-especifico para R.
amblyommii ou uma espécie geneticamente relacionada e 28 reagiram de
forma cruzada para R. rhipicephali, R. amblyommii, R. belli, R. parkeri e R.
rickettsii (Tabelal?2).

Observa-se que 18,9% dos cées apresentaram soros reagentes para
Rickettsia spp., nos quais pelo menos 12 tinham evidéncias soroldgicas de
infeccdo por R. amblyommii ou uma espécie geneticamente relacionada. A
distribuicdo geogréafica desses 12 cdes abrangeu os municipios de Chapadinha
e Mata Roma e embora ndo se podendo determinar o provavel antigeno
envolvido na infec¢cdo, no municipio de Anapurus, os dois animais reagentes
tiveram titulos compativeis com R. amblyommii, sugerindo uma ampla

distribuicdo desta espécie de Rickettsia na mesorregiao do leste maranhense.
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TABELA 11- Imunofluorescéncia Indireta para Rickettsia spp.,em cées do
municipio de Chapadinha, Maranh&o, Brasil

Titulos finais de reatividade para antigenos de Rickettsia

Soro de Localidade R. rickettsii  R. parkeri  R. amblyommii R. rhipicephali R. bellii Antigeno

céo provavel

8 Chap./Urbana 128 NR 256 128 NR

27 Chap./Urbana NR 128 128 NR NR

51 Chap./Urbana NR NR 128 128 NR

53 Chap./Rural NR NR 128 NR NR R. amblyommii
54 Chap./Rural NR NR 128 NR NR R. amblyommii
55 Chap./Rural NR NR 4096 1024 NR R. amblyommii
56 Chap./Rural 256 128 4096 1024 NR R. amblyommii
59 Chap./Rural NR NR 2048 1024 NR

60 Chap./Rural NR NR 128 64 NR

61 Chap./Rural NR NR 512 256 NR

62 Chap./Rural NR NR 512 64 NR R. amblyommii
63 Chap./Rural 256 128 2048 1024 256

65 Chap./Rural NR NR 2048 2048 NR

69 Chap./Rural 128 128 4096 2048 128

70 Chap./Rural NR NR 256 128 NR

74 Chap./Rural 512 128 256 128 128

75 Chap./Rural 128 128 256 256 NR

76 Chap./Rural NR NR 128 128 NR

78 Chap./Rural 128 64 256 64 NR

79 Chap./Rural NR NR 128 NR NR R. amblyommii
82 Chap./Rural NR NR 256 128 NR

83 Chap./Rural NR 128 256 256 NR

84 Chap./Rural NR NR 4096 1024 NR R. amblyommii
85 Chap./Rural 128 256 2048 2048 64

86 Chap./Rural NR NR 512 256 NR

87 Chap./Rural NR NR 256 NR NR R. amblyommii
88 Chap./Rural NR NR 128 NR NR R. amblyommii
89 Chap./Rural NR NR 256 128 NR

NR = N&o reagente

As reacdes especificas de amostras caninas contra R. amblyommii

constituem os primeiros indicios de que essa bactéria esteja circulando no

Maranhdo, estado antes do presente estudo considerado indene a esta

bactéria. Provavelmente, esteja sendo mantida em ciclo silvestre por algum

animal adaptado as condi¢cdes de hospedeiro. Esse achado € de grande

importancia, pois segundo Silva et al. (2010) os caes sdo animais proximos dos

humanos e podem desempenhar importante papel na cadeia epidemiolégica da

febre maculosa.
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TABELA 12- Imunofluorescéncia Indireta para Rickettsia spp., em cées do
municipio de Mata Roma , Maranhao, Brasil

Titulos finais de reatividade para antigenos de Rickettsia

Soro de Localidade R. rickettsii  R. parkeri  R. amblyommii R. rhipicephali R. bellii Antigeno
céo provavel
202 M. Roma/Rur - - 128 - - R. amblyommii
204 M. Roma/Rur - - 2048 1024 128
205 M. Roma/Rur - - 4096 2048 -

206 M. Roma/Rur - - 256 64 256
207 M. Roma/Rur 256 64 4096 2048 256
209 M. Roma/Rur 128 128 1024 1024 -
210 M. Roma/Rur - 64 4096 2048 -
211 M. Roma/Rur - - 256 128 -
213 M. Roma/Rur 64 256 512 512 -
215 M. Roma/Rur 128 256 4096 2048 -
216 M. Roma/Rur 64 128 512 128 64 R. amblyommii
218 M. Roma/Rur 128 128 256 256 -
219 M. Roma/Rur - 128 512 512 -
221 M. Roma/Rur 512 512 2048 1024 128
222 M. Roma/Rur - - 2048 1024 64
223 M. Roma/Rur 512 512 2048 1024 -
224 M. Roma/Rur 512 512 2048 2048 -
225 M. Roma/Rur 256 256 4096 1024 256 R. amblyommii
228 M. Roma/Rur - - 512 512 -
229 M. Roma/Rur 128 128 512 512 256
232 M. Roma/Rur 1024 512 256 512 256
233 M. Roma/Rur 512 256 4096 2048 -
234 M. Roma/Rur 512 128 2048 1024 -
235 M. Roma/Rur 128 - 128 128 -
236 M. Roma/Rur 128 - 512 128 256
237 M. Roma/Rur 256 512 1024 1024 256
238 M. Roma/Rur 256 256 1024 1024 256
239 M. Roma/Rur 256 128 512 256 128
240 M. Roma/Rur 512 128 512 256 512
241 M. Roma/Rur - - 512 512 -
242 M. Roma/Rur - 64 512 512 -

NR = N&o reagente

Considerando que o cdo € um animal sentinela para FM e que

convivem proximos a seres humanos e com a fauna sinantropica regular,

podem ser importantes disseminadores de bactérias do grupo da febre

maculosa, uma vez que podem carrear vetores infectados para areas indenes.
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Os expressivos titulos obtidos nestas amostras sugerem a possibilidade do
animal ter sofrido infeccdo recente. No entanto, pode-se apenas afirmar que
tem havido contato entre esses individuos e a(s) bactéria(s) do GFM ou
microrganismo antigenicamente semelhante, e que os caes, devem ser uma
sentinela eficiente para a infeccdo humana por R. amblyommii, ainda que se
desconheca a patogenicidade desta bactéria para esta espécie animal.

Em estudos anteriores realizados em Monte Negro, oeste da
Amazobnia, com base em provas soroldgicas Labruna et al. (2007) chegaram a
conclusdo de que pelo menos trés espécies de Rickettsia acometem caes
nesta regidao: R. parkeri, R. Amblyommii e R. rhipicephali. No presente estudo a
presenca R. amblyommii sugere que esta bactéria estd amplamente difundida
na regido amazonica e nordeste do Brasil, jA que o Maranhdo encontra-se
numa area de transicdo com varios biomas, entre eles amazébnia legal e
cerrado (alvo desse estudo).

Estes resultados diferem dos encontrados por Otomura et al. (2010)
gue encontraram auséncia de anticorpos contra Rickettsias do GFM nos cées,
encontrando apenas uma baixa prevaléncia em equinos no Parand, sugerindo
que na area em que o estudo foi realizado, a probabilidade de infeccdo humana
é baixa.

E importante ressaltar que mesmo que n&o haja na literatura prova
cientifica que a indiqgue como patogénica para seres humanos, R. amblyommii
ja foi incriminada como possivel agente causador da doenca febril em seres
humanos nos na Carolina do Norte - Estados Unidos, tendo no A. americanum
seu provavel vetor (APPERSON et al.,, 2008). No Brasil essa bactéria ja foi
detectada em carrapatos da espécies A. cajennense e A. coelebs na floresta
amazonica brasileira e também em A. longirostre (LABRUNA et al., 2004).

No que se refere aos diferentes locais de coleta, 4 (2,7%), dos cées
soropositivos eram provenientes de zona urbana e 57 (32,9%) da zona rural,
verificando-se associacao significativa (p < 0,05), onde animais da zona urbana
tiveram um chance menor de se infectar (OR= 0,06) com Rickettsia sp. (Tabela
13).
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TABELA 13- Frequéncia de anticorpos anti —Rickettsia spp. em soro de cées
na area urbana e rural da microrregidao de Chapadinha no periodo de marco de
2010

Animais de Chapadinha

Area
Reagente N&o reagente Total OR IC P
N % N %
Urbana 4 2,7 145 97,3 149 0,06 0,02 0.000001%
Rural 57 329 116 67,1 173

(*) Qui- Quadrado ( *) Associacao significativa OR =Odds ratio

Em relacdo as trés municipios estudados, verificou-se que em
Anapurus os dois animais reagentes eram da zona urbana, em Mata Roma os
31 animais reagentes eram da zona rural e em Chapadinha 3 (6%), dos caes
soropositivos eram provenientes de zona urbana e 25 (34, 25%) da zona rural,
verificando-se associacao significativa (p < 0,05), onde animais da zona urbana

tiveram um risco menor de se infectar (OR= 0,06) (Tabela 14).

TABELA 14 - Frequéncia de anticorpos anti —Rickettssia spp. em soro de cées
na area urbana e rural no Municipio de Chapadinha no periodo de marco de
2010

Animais de Chapadinha

Area
Reagente N&o reagente Total OR IC P
N % N %
Urbana 3 6 47 94 50 0,12 0,03-0,47  0,00055**
Rural 25 34,25 48 65,75 73

(?) Qui- Quadrado ( *) Associacao significativa OR =Odds ratio

Estes resultados concordam com Saito et al. (2008) que afirmam
gue os cades que tém contato direto com as areas de pastagem ou floresta tém
2 vezes mais probabilidade de ser sororreativos para Rickettsia do que os caes
sem contato direto.

Os resultados de Chapadinha associados com o de Mata Roma
reforcam a hipétese de Labruna et al. (2007) ao afirmarem que cées da area
rural tem uma maior prevaléncia de animais soropositivos para Rickettsia do

GFM, possivelmente, ligada a maior diversidade de carrapatos que estes
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cées sao expostos, em contraste com o animais de zona urbana onde somente
h& contato com carrapato R. sanguineus.

Segundo relato dos proprietarios, os seres humanos da regido rural
da microrregido de Chapadinha sdo comumente infestados por espécies de
carrapatos que infestam os cdes, observacdo esta também feita por
Guglielmone et al. (2006) e Szabd et al. (2007) que registraram parasitismo por
A. ovale em seres humanos e Guedes et al. (2005), Sangioni et al. (2005),
Guglielmone et al. (2006) que afirmam que A. cajennense é muito agressivo
aos humanos.

Dessa forma, os cées de fato servem como sentinelas para
Rickettsia em humanos. Com base nesta assertiva e nos resultados do
presente estudo, os seres humanos que vivem na regido do leste maranhense
sao passiveis de serem infectados por pelo menos uma espécie de Rickettsia:
R. amblyommii. Trabalhos para avaliar infeccdo humana por esses agentes no
Maranhdo s@o necessarias para verificar o papel potencial desta Rickettsia
como possivel patdbgeno para humanos.

N&o foi observado associacdo (p> 0,05) entre a soropositividade
para Rickettsia sp. e as variaveis raca e faixa etaria (tabela 15), sugerindo que
essas variaveis nao constituem fatores de risco para a infeccdo, concordando
com Saito et al. (2008) que também ndo encontraram associacdo entre essas
variaveis.

Quanto ao sexo observa que houve associagdo significativa (p<0,05)
para fémeas, apresentando frequéncia de 25%. Dessa forma, as fémeas
apresentaram maior risco (OR=2,0) de contrair a infec¢cdo quando comparados
aos machos, fato este ainda nao relatado na literatura.

Com relacao a atividade de caca observou-se que animais que exerciam
essa atividade tinham mais chance (OR= 2,33) de adquirir a infeccdo que
animais que nao eram cacadores. Esses resultados concordam com Saito et al.
(2008) que também encontraram uma associagao significativa entre animais
soropositivos para Rickettsia e cdes que sao usados para pastoreio ou caga,
indicando que o possivel vetor da Rickettsia na regido de estudo prefere viver

em areas rurais, sugerindo que esteja sendo mantida em um ciclo silvestre.
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TABELA 15 - Distribuicdo da frequéncia das variaveis sexo, faixa etaria, grupo
racial e atividade de caca em céaes soropositivos para Rickettsia spp. da
microrregido de Chapadinha no periodo de marco de 2010

Variavel Reagente N&o reagente  Total OR IC P
N % N %
F 35 25 105 75 140 2 1,10-3,66  0,02209%*

Sexo

M 26 14,3 156 85,7 182

Definida 0 0 11 100 11
Raca

Indefinida 61 19,6 250 80,4 311

<1ano 19 221 67 77,9 86

Faixa 1-3anos 33 17,6 154 82,4 187
etaria

> 3 anos 9 18,4 40 81,6 49

Atividade Cacador 25 294 60 70,6 85 2,33 1,24-4,35 0,00674%*
de caca

Nao 36 152 201 84,8 237

cacador

(M) machos (F) fémeas (%) Qui- Quadrado (*) Associag&o significativa OR=0dds ratio IC= Intervalo de
Confianca

5.6 Co-soropositividade e co-soronegatividade para B. canis e E. canis.

Dos 322 animais amostrados, 7 mostraram-se soropositivos para
ambos os antigenos de B. canis e E. canis. Duzentos e trinta animais nao
foram reagentes para nenhum dos dois agentes (Tabela 16).

Dos 52 animais soropositivos para B. canis, 45 deles foram
soronegativos para E. canis. Dos 47 cées soropositivos para E. canis, 40
animais ndo apresentaram anticorpos anti-B. canis.

Em cées, é muito comum a infeccdo concomitante por E. canis e B.
canis (OLIVEIRA, 2004; DAGNONE, 2003; NAKAGHI et al., 2008). Esse fato é
justificado pela presenca do R. sanguineus que o carrapato vetor para ambos
0os hemoparasitas, e mesmo que 0S animais nao estivesse parasitados no
momento da coleta, ndo significa que ndo tenham tido contato em algum

momento da vida com este vetor.
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A coinfeccéo entre E. canis e B. canis no presente estudo foi baixa.
Apesar da soroprevaléncia um pouco maior de B. canis em relacdo a de E.
canis, esperava-se que essa diferenca fosse maior, ja que a presenca de
animais infectados é necessaria para a manutencdo da E. canis em uma
populacdo de carrapatos pois ndo ocorre transmissao vertical nos artropodes
(NEER, 1998). Babesia canis vogeli, entretanto, pode ser transmitida por via
transovariana e ser passada para a prOxima geracdo de carrapatos na
auséncia de animais infectados (BOOZER & MACINTIRE, 2003).

TABELA 16 - Co-soropositividade e co-soronegatividade dos cdes amostrados
frente aos antigenos de E. canis e B. canis.

Animais Animais ndo
sororeagentes a sororeagentes
E. canis a E. canis
N % N % Total
Animais 7 13,5 45 86,5 52
sororeagentes a B
canis
Animais néo- 40 14,8 230 85,2 270
sororeagentes a B
canis
Total 47 14,6 275 85,4 322

5.7 Co-soropositividade e co-soronegatividade para E. canis e Rickettsia
spp.

Dos 322 animais amostrados, 10 mostraram-se soropositivos para
ambos os antigenos de E. canis e Rickettsia sp. 224 animais ndo foram
reagentes para nenhum dos dois agentes.

Dos 47 animais soropositivos para E. canis, 37 deles foram
soronegativos para Rickettsia sp. Dos 61 cédes soropositivos para Rickettsia
spp., 51 animais ndo apresentaram anticorpos anti- E. canis (Tabela 17).

Os resultados estdo de acordo com os obtidos por Saito et al.

(2008), no Rio Grande do Sul, que encontraram seis cées reagentes para E.
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canis e Rickettsia sp., sugerindo que, como houve pouca reatividade cruzada
entre Ehrlichia e Rickettsia, ndo se pode descartar a possibilidade de alguns
soros reativos para Enrlichia canis ter sido resultado de reatividade cruzada

com Rickettsia.

TABELA 17- Co-soropositividade e co-soronegatividade dos caes amostrados
frente aos antigenos de E. canis e Rickettsia spp.

Animais Animais nao
sororeagentes a sororeagentes
Rickettsia a Rickettsia
N % N % Total
Animais 10 21,3 37 78,7 47
sororeagentes a E.
canis
Animais ndo- 51 18,5 224 81,5 275
sororeagentes a E.
canis
Total 61 18,9 261 81,1 322

5.8 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

5.8.1 PCR para B. canis vogeli

Das 322 amostras analisadas pela PCR, trés foram positivas para
B. canis, com bandas visualizadas em 590 pares de base (pb). Destas, dois
animais eram provenientes da zona urbana de Chapadinha e tinham resultados
de RIFI negativos e o outro era proveniente de um animal da zona rural de

Anapurus, o qual tinha RIFI positiva para Babesia canis (Figura 4).
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<=1 590 pb

FIGURA 4 - PCR convencional, usando iniciadores BAB1/BAB4,
especificos para Babesia canis vogeli. 1, 2 e 3 — Amostras
positivas com amplificado de 590 pb.

B. canis vogeli & importante protozoario de cées transmitido por
carrapatos. Esta espécie esta distribuida em toda regido tropical e sutropical,
onde o vetor se faz presente. No Brasil, poucos estudos tém sido feito no pais
e pouco se sabe sobre os aspectos epidemioldgicos em cées de areas rurais
(PASSOS et al., 2005). Assim, esse trabalho avaliou a infec¢cdo de cées de
areas rurais e urbanas utilizando a técnica de PCR, e mostrou que apenas
0,93% dos animais foram positivos. Estes resultados levam-nos a inferir que os
animais poderiam estar em periodo de parasitemia antes da soro-conversao e
assim apresentaram PCR positivo e sorologia negativa; ou poderiam estar em
fase crbnica, e assim apresentaram PCR negativo e sorologia positiva, ja que a
sorologia nao diferencia os animais verdadeiramente positivos, pois a pesquisa
de anticorpos revela apenas se o0 animal ja teve contato com o parasita; e ainda
poderia haver parasitemia baixa, ndo detectada na PCR convencional, talvez
somente detectada no isolamento ou PCR em tempo real, que sdo técnicas
mais sensiveis.

Estudos no Brasil, utilizando métodos moleculares revelam
percentual maior de animais positivos por essa técnica. O’'Dwyer et al. (2009)
relataram a presenca de infeccdo por Babesia spp. em 8% dos caes de areas

rurais do Estado de S&o Paulo. Na regido Nordeste, Ramos et al. (2010) em
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Recife- Pernambuco, observaram positividade de 7,31% de animais por PCR
para B. canis vogeli .

Quando comparamos com RIFI, observa-se que nesta 16,1%
mostraram reatividade ao antigeno de Babesia canis, percentual maiores do
que encontrados pela PCR. Isso provavelmente ocorreu porque no caso da
PCR, sabe-se que o0s animais positivos realmente estdo infectados pelo
parasita, independente se em fase aguda da doenca ou em estado de portador
assintomatico, Ja a RIFI indica apenas uma exposicdo prévia do animal ao
agente etioldgico e que o parasito circula na regido em estudo. Dessa forma, é
de se esperar que os dados obtidos pela RIFI sejam superiores aos obtidos
pela PCR.

Resultados da sorologia associados aos da biologia molecular e ao
fato de os animais ndo apresentarem sintomatologia compativel com qualquer
uma das doencas, levam a conclusdo que 0s animais soropositivos tiveram
contato prévio com os agentes, tendo conseguido recuperar- se da infeccao.

A determinacdo das espécies, subespécies e genoétipos dos agentes
que causam a babesiose canina é importante, uma vez que a viruléncia, o
prognostico e a resposta ao tratamento sdo diferentes (BIRKENHEUER et al.,
2003). Os dados mostram que no Maranhdo, Babesia canis vogeli esta
presente na regido, sendo necessarios mais estudos, como analise de
sequéncia genética visando o esclarecimento a respeito das subespécies ou
cepas que ocorre nessa regido e de sua epidemiologia e otimizacdo de
estratégias de controle.

Devido a extensdo territorial do estado e as diferencas
epidemioldgicas, estudos semelhantes devem ser conduzidos em outras areas
para que se possa ampliar os conhecimento sobre a infeccdo por B. canis em

caes do estado do Maranhéao.

5.8.2 PCR de sangue para Rickettsia spp.
Das 322 amostras analisadas pela PCR, nenhuma foi positiva para

0 gene citrato sintase (gltA) .
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Tomassone et al. (2010) analisando amostras de sangue de 44
animais, verificaram que um animal era positivo para 0 gene citrato sintase
(gltA), mas sendo negativo para o PCR ompA e ompB, sendo este cao positivo
na sorologia para R. parkeri. Segundo Horta et al. (2007) a deteccdo de DNA
de Rickettsia em sangue de hospedeiro vertebrado é considerado um evento
raro, além disso a concentracdo do agente no sangue € baixo (LA SCOLA &
RAOULT, 1997). Desta forma, justificando a falta de resultados positivos no
PCR das amostras de sangue dos animais analisados para 0 gene citrato
sintase (gItA) tendo a necessidade de técnicas mais sensiveis e especificas
para a deteccdo da bactéria, assim como o gene utilizado e a fase de

riquetissemia.

5.8.3 PCR dos carrapatos para Rickettsia spp.

No total, foram processados 253 carrapatos para pesquisa dos gene
gltA e dessas apenas uma amostra de A. ovale foi positiva, sendo testada para
0 gene ompA, onde também revelou positividade. Todos os fragmentos
amplificados tiveram as duas fitas do DNA sequenciadas que apresentaram
similaridade com as sequéncias de nucleotideos de Rickettsia bellii (GenBank
U59716).

Diversos estudos no Brasil, com varias espécies de carrapatos tém
resultado no isolamento ou caracterizacdo de espécies patogénicas de
Rickettsia: A. cajennense infectado com R. felis (SANGIONI et al., 2005) e com
R. rickettsii (GUEDES et. al., 2005), A. triste infectado com R. pakeri (SILVEIRA
et al., 2007), A. aureolatum infectado com R. rickettsii (PINTER & LABRUNA,
2006), R. sanguineus infectado com R. felis (OLIVEIRA et al., 2008) e com R.
rickettsii (MORAES-FILHO et al., 2009).

Além disso, Rickettsia bellii, uma espécies classificadas fora do
GFM, tem sido relatado infectando inumeras espécies de carrapatos
pertencentes aos géneros Amblyomma, Haemaphysalis e Ixodes no norte e no
sudeste Brasil.(PINTER & LABRUNA, 2006; LABRUNA et al., 2007; HORTA et
al., 2007).
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Estrada et al. (2006) encontraram em carrapatos de um parque
urbano, no municipio de Sdo Paulo, sequéncias de nucleotideos do fragmento
do gene gltA, género-especifico similaridade com R. bellii (GenBank U59716).
Sugerindo que esta espécie esteja amplamente distribuida no Brasil. R. belli
também ja foi encontrada em A. cooperi capturados no estado de S&o Paulo
(LABRUNA et al., 2004a).

Labruna et al. (2004a) afirmam que R. belli € a espécie de
Rickettsia mais comum infectando carrapatos em Rondonia, sendo encontrada
em A. ovale, A. scalpturatum e A. oblongoguttatum. Os autores afirmam que
estas espécies de carrapatos sdo as que mais se alimentam em seres
humanos neste estado, supondo que o potencial de exposi¢cdo dos humanos as
Rickettsias patogénicas conhecidas na Ameérica do Sul pode ser minimizado
pela alta taxa de infeccdo com R. bellii , j& que existem estudos que mostram
que a presenca de uma espécie Rickettsia dentro de uma populacdo de
carrapatos pode minimizar ou até mesmo inibir a transmissdo de uma segunda
espécie Rickettsia. Dessa forma, ndo se pode descartar que a populacdo de
carrapatos deste estudo possam esta infectado a uma taxa baixa por outra
espécies de Rickettsia que nao a R. bellii.

Até o momento, esta bactéria, por ainda nao ter sido encontrada em
humanos, tem sido considerada ndo patogénica. Tem a peculiaridade de nao
se classificar dentro do GFM ou GT; é tida como provavel ancestral das
riquétsias pertencentes dos dois grupos classicos.

Sugere-se que novos estudos, devam ser realizados na regido Leste
do Maranhéo, abrangendo também carrapatos na fase ndo parasitaria, a fim de
se constatar a real presenca de vetores infectados com espécies de Rickettsia

no Estado.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pdde-se concluir que:

e Os cédes da microrregido de Chapadinha apresentaram parasitismo por
carrapatos Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennese e
Amblyomma ovale.

e Cdes residentes em areas urbana e rural da microrregidao de
Chapadinha- MA estdo expostos a infec¢cdo natural por agentes da
babesiose canina, erliquiose canina e ricketsioses.

e Houve co-infecgdo entre Babesia canis e Ehrlichia canis, Rickettsia sp. e
Ehrlichia canis, porém nao houve co-infe¢éo entre os trés agentes.

e Grupo racial e area urbana foram associadas a infeccdo por Babesia
canis.

e As varidveis sexo, atividade de caca e area rural foram associadas a
infecgdo em Rickettsia.

e A PCR permitiu amplificar o DNA de Babesia canis vogeli no sangue.

e O sequenciamento do fragmento da PCR amplificado, baseada no gene
OmpA confirmou pela primeira vez a deteccdo de Rickettsia bellii em

carrapatos obtidos de cées da microrregidao de Chapadinha- MA.
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ANEXO
FICHA N° DATA
QUESTIONARIO INVESTIGATIVO

Este questionario pretende conhecer alguns aspectos das condi¢bes de
criacdo de cades nos municipios de Chapadinha, Mata Roma e Anapurus. Os
dados obtidos serdo usados em trabalhos cientificos dos grupos de pesquisas
Morfobiologia e Patogenia de Parasitos de Animais, Imunopatologia e
Morfofisiologia e Patogenia de Artropodes Apteros, e na Universidade Estadual
do Maranhéo e da Fundacao Oswaldo Cruz.

Zonarural () Zona Urbana ()
1-Identificac&o do Proprietario

Sexo: () Macho ( ) Fémea Idade: ( )21ano ( )<1ano Pelagem: ()
curta ( ) longa

3- Aspectos Sanitarios

Seu animal é vacinado? () sim, viroses () sim, viroses e raiva () Apenas a
de raiva () outras () nao

Presenca de ectoparasita () sim () ndo

Qual (is)? ( ) Pulga ( ) Carrapato ( ) Piolho ( ) outros

Seu animal ja teve carrapatos? () Sim () Nao () Nao sei

Ele foi tratado? () Sim () N&o

O que foi utilizada para acabar com os carrapatos? () Banhos com
Carrapaticidas () Sabao comum associado a extragdo manual ou com pinga
() Banhos com remédios caseiros Qual ?

4- Habitat

O cao tem contato com a mae? ( ) Nao ( ) Sim

O animal tem acesso a rua? ( ) Nao ( ) Sim

O animal é de caca? ( ) Nao ( ) Sim

Se positivo, com qual frequéncia? ( ) Diario ( ) Semanal ( ) Esporadico

O cao tem contato com espécies silvestres (em fazendas, sitios, etc.)? ( ) N&o
( )Sim

Se positivo, quais
= L] 0P 1S3OS

Onde o cao passa a maior parte do tempo? ( ) Rua ( ) Quintal ( )Interior da
residéncia
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O cao tem contato com roedores? ( ) Ndo ( ) Sim

O cao tem contato com gatos? ( ) Nao ( ) Sim

Possui outros animais em casa? ( ) Nao ( ) Sim

Se positivo, quais? ( ) Caes ( ) Gatos ( ) Aves( ) Outros
Proximidade de mata? () sim () né&o

5- Parametros Clinicos

Estado Geral do Animal: () bom () ruim () caquético

Conjuntivas () normal () ictérica () palida () hiperémica () cianética
Mucosa Oral () normal () ictérica () palida () hiperémica () cianética
Apresentou doencas reprodutivas? ( ) Nao ( ) Sim

Apresenta ou apresentou manifestacdes neuroldgicas? ( )Nao( ) Sim

Petéquias () Equimoses ( ) Epixtasia ( )

Observagoes:
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