UNIVERSIDADE PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

ESTADUAL DO EM BIODIVERSIDADE,

¥z | MARANHAO AMBIENTEE SAUDE
meas | CENTRO DE ESTUDOS
SUPERIORES DE CAXIAS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO - UEMA
CENTRO DE ESTUDOS SUPERIORES DE CAXIAS - CESC
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIODIVERSIDADE,
AMBIENTE E SAUDE - PPGBAS

CAROLINE KELLY COSTA ARAGAO

ESTUDO SOROLOGICO E MOLECULAR DE Ehrlichia canis (Rickettsiales:
Anaplasmataceae) EM CAES E CARRAPATOS NO MUNICIPIO DE CAXIAS,
MARANHAO, BRASIL

Caxias - MA
2016



CAROLINE KELLY COSTA ARAGAO

ESTUDO SOROLOGICO E MOLECULAR DE Ehrlichia canis (Rickettsiales:
Anaplasmataceae) EM CAES E CARRAPATOS NO MUNICIPIO DE CAXIAS,
MARANHAO, BRASIL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de  Pods-Graduagdo  em
Biodiversidade, Ambiente e Saude -
PPGBAS/CESC/UEMA, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Biodiversidade, Ambiente e Saude.

Orientadora Profa. Dra. Rita de Maria
Seabra Nogueira.

Co-orientadora: Dra. Arannadia Barbosa
Silva.

Caxias - MA

2016



A659e Aragao, Caroline Kelly Costa

Estudo soroldgico e molecular de Ehrlichia canis (Rickettsiales:
anaplasmataceae) em caes e carrapatos no municipio de Caxias, Maranhao,
Brasil / Caroline Kelly Costa Aragao.__Caxias-MA: CESC/UEMA, 2016.

70f.
Orientador: Prof?. Rita de Maria Seabra Nogueira

Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Estudos Superiores de
Caxias/lUEMA, Curso de Mestrado em Biodiversidade, Meio Ambiente e
Saude.

1. Ehrlichia canis. 2. Imunofluorescéncia indireta — Reacgao. 3.
Polimerase — Cadeia - Reacgéo. |. Aragao, Caroline Kelly Costa. Il. Titulo.

CDU 636.7:619.993(812.1)




CAROLINE KELLY COSTA ARAGAD

ESTUDG SOROLOGICO E MOLECULAR DE Ehrfichia caniy {Rickettsiales:
Anaplasmatacesc) EM CAES E CARRAPATOS NO MUNICIPIO DE CAXIAS,
MARANHAD, BRASIL

Dissenzcio de hestrado apsesentada ao Programa
ke Pl -Gmduncdo sm Biodiveradade, Ambiens ¢
Raide — PPGRASICESCUEMA, cume parte dag
requistios par obieogdo do il de Mesre dm
Bandiversidade, Ambiente & Seide,

Qriendndiora) Profi. D, Kita de Mona Scales
Mogueira

Co-orentadar: Arannsdes Barbesh Silva.

Aprovada em 501 { of fJ20lE

BAMNCA EXAMIMNATHIRA

’FE.E-H:&A‘V

Profa, Dra. Rita de Maria Seabra Nogueins [Onntadora}
Uipdvereidnedn Faisdonl dn Wsemnhiin - 1TEAMA

—_—

YA
far et

D, Prancisca Borges Costn (Memibea)
Ui versidade de S&e Pouly - LSP
Bol=isia FAFPESP

ceneide ¥ Ere s C imars {Membro)
imiversidade Estadugl o Maranhao - UEMA

/



DEDICATORIA

Aos meus pais, Carmem e Aragdo,

Fonte de todo amor e compreensao.



EPIGRAFE

“Quem elegeu a busca, ndo pode recusar a travessia.”

Guimardes Rosa.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela forca em todos os momentos e béncaos concedidas.

A Universidade Estadual do Maranhdio (UEMA) assim como ao Programa de Pés
Graduacgao em Biodiversidade, Ambiente e Satide (PPGBAS) pela valiosa formacao académica.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico do Maranhéo
(FAPEMA) pela concessao do edital de financiamento do presente projeto.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concessdo da bolsa de pds graduacao.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), especialmente ao prof. Gilberto Gazéta e a
profa. Marinete Amorim, do Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses
(LIRN), pelos estagios e parceria que foram de extrema importincia na realiza¢do do trabalho
e no meu aperfeicoamento profissional.

A profa. Maria Claudene Barros, pelo apoio e acondicionamento de amostras no
Laboratodrio de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL).

A profa. Rita de Maria Seabra Nogueira, pelo incentivo A pesquisa, confianca e
orientagao.

Aos meus pais, Carmem e Aragdo, que desde minha mais tenra idade, quando comecei
a demonstrar interesse pela natureza e por assuntos relacionados a mesma, investiram e ainda
investem na minha educag¢do. Ao meu irmao Jilio que sempre torceu por mim. Vocés sdo o
meu maior tesouro. E espero, retribuir em dobro tudo que até hoje gentilmente fizeram por mim.

A familia Ribeiro, especialmente 2 Dona Irani, que me acolheu nesse tltimo ano e que
tem sido como uma segunda mae. Obrigada pelo apoio, incentivo € compreensdo. Nao posso
deixar de mencionar, a minha irma de corac¢do, Rosa Christina que compartilha comigo todos
os momentos felizes e dificeis de um inicio de vida académica. Com vocé aprendi o significado
de amizade e respeito. Que nossa amizade perdure por muitos anos.

A Arannadia Barbosa, pela paciéncia, co-orientacio e por todo conhecimento que me
foi repassado com tanto esmero. Ao Diego Montenegro, pelo precioso auxilio estatistico neste
trabalho. A Juliana Bezerra pelo apoio nas corregdes. Serei eternamente grata. Aos amigos que
ajudaram nas coletas: Débora Pereira, Edén Pereira, Giovani de Abreu Junior e Sdmara Costa.
Aos amigos que durante os estdgios no LIRN, me ajudaram direta ou indiretamente: Karen
Medeiros, Tayra Sayto, Rebecca Caetano, Karla Bitencourth, Bia Gois, Ademar Ferreira,
Leonardo Moerbeck, Pablo Lemos, Glicio (coisa de Luxo).

As amigas de turma do mestrado, Walna Pires, Gizelia Porto (equipe bala) e Raiana
Cristina. Com vocés pude compartilhar momentos unicos de estudos, idas a0 campo, momentos
de lazer, alegrias. Meu agradecimento especial ao amigo Marcelo Ventura, por preciosos
conselhos e ajuda em varios momentos da minha vida. Aos demais amigos que fizeram parte
dessa jornada: Domingos Lukas, Elizete Castro, Geniana Reis, Maria Neta e Paulo Sergio.
Obrigada pelo apoio e troca de conhecimentos.

Muito Obrigada a todos!



RESUMO

A erliquiose monocitica canina é causada por Ehrlichia canis, uma espécie de riquétsia gram-
negativa da familia Anaplasmataceae. Os objetivos desse estudo foram avaliar a ocorréncia de
Ehrlichia canis em caes e carrapatos naturalmente infectados, em domicilios no municipio de
Caxias, no Estado do Maranhdo; Quantificar a taxa de infestacdo de carrapatos nos caes;
Determinar a soroprevaléncia de Ehrlichia spp. em caes no ambiente urbano e rural; Detectar a
presenca de Ehrlichia spp. em cdes e carrapatos por técnica molecular. Foram coletadas
amostras de sangue de 103 cdes sendo os mesmos provenientes de residéncias localizadas no
municipio e 1.473 carrapatos. Dentre os animais analisados, 53 (51,4%) mostraram reatividade
ao antigeno de E. canis pela RIFI e 10 (9,7%) amostras apresentaram resultado positivo pela
PCR para E. canis. Para PCR dos carrapatos, foram processados 534 espécimes para pesquisa
do gene dsb e dessas 25 (4,6%) espécimes de R. sanguineus foram positivos. As varidveis
bairro/localidade e infestacdo por carrapatos foram estatisticamente significativas quanto a
infeccdo por E. canis. Através da ferramenta BLASTn, as sequéncias obtidas neste estudo foram
comparadas e mostraram identidade de 96% a 100% em relacd@o a outras sequéncias de E. canis
disponiveis no Genbank™. A reconstrucdo filogenética gerou uma drvore com topologia
resultando na formacdo de dois clados bem definidos. A topologia da arvore filogenética
apresentou dois clados bem definidos. O primeiro clado (96% de bootstrap) foi formado por
amostras caracterizadas como FEhrlichia sp. com o protétipos de FEhrlichia canis
(DQ460716lJaboticabal) e Ehrlichia canis (CP0O00107.1IStrain. Jake). O segundo clado (98%
de bootstrap) formou-se com os protétipos de Ehrlichia canis (KR732922.11 CR1 Costa Rica;
AF403710.1Estados Unidos; GU586135.11Uberlandia; KR732921.11 CR2 Costa Rica). A
frequéncia de cdes sororreativos foi maior nos animais da zona rural do municipio estudado; O
sequenciamento do fragmento da PCR amplificado, baseada no gene dsb confirmou pela
primeira vez a detec¢do de E. canis em amostras de sangue e carrapatos obtidos de caes do
municipio de Caxias-MA

Palavras-chave: Ehrlichia canis. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. Rea¢do em Cadeia

pela Polimerase.



ABSTRACT

Canine monocytic ehrlichiosis is caused by Ehrlichia canis, a species of gram-negative
rickettsia of Anaplasmataceae family. The objectives of this study were to evaluate the
occurrence of Ehrlichia canis in dogs naturally infected ticks and in households in the city of
Caxias, in the state of Maranhdo; Quantifying the tick infestation rate in dogs ; To determine
the seroprevalence of Ehrlichia spp . in dogs in the urban and rural environment; To detect the
presence of Ehrlichia spp . and ticks in dogs by molecular techniques.103 blood samples of
dogs were collected from households located in the municipality and 1,473 ticks. Among the
animals studied, 53 (51.4%) showed reactivity to E. canis antigen by IFAT and 10 (9.7%)
samples were positive by PCR for E. canis. For PCR of ticks were processed 534 specimens
for research of dsb gene and of these 25 (4.6%) specimens of R. sanguineus were positive.
Variables neighborhood/locality and tick infestation were statistically significant as to infection
by E. canis. Through BLASTn tool, the sequences obtained in this study were compared and
showed identity of 96% to 100% in relation to the other E. canis sequences available in
GenBank™. Phylogenetic reconstruction generated a tree with topology resulting in the
formation of two well-defined clades. The topology of the phylogenetic tree showed two well
defined clades. The first clade (96% of bootstrap) was formed by samples characterized as
Ehrlichia sp. with Ehrlichia canis prototypes (DQ460716lJaboticabal) and Ehrlichia canis
(CP000107.1IStrain Jake.). The second clade (98% of bootstrap) formed with Ehrlichia canis
prototypes (KR732922.1ICR1 Costa Rica; AF403710.11United States;
GUS586135.11Uberlandia; KR732921.1ICR2 Costa Rica). The frequency of seroreactive dogs
was higher in animals of the rural municipality studied; The sequencing of the amplified PCR
fragment, based on gene dsb confirmed for the first time the detection of E. canis in blood
samples and ticks obtained from dogs in the city of Caxias-MA

Keywords: Ehrlichia canis. Indirect Inmunofluorescence. Polymerase Chain Reaction.
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1. INTRODUCAO

Ehrlichia canis foi primeiramente descrita como Rickettsia canis por Donatien e
Lestoquard em 1935 na Argélia, associado a casos agudos de febre e anemia em diversos caes,
sendo posteriormente reclassificada como Ehrlichia canis em 1945 (MACHADO, 2004). No
entanto, somente em 1963, a doenca, denominada erliquiose monocitica canina (EMC), teve
destaque mundial apds surto em cdes militares britanicos e americanos em Singapura e Vietna
(MAVROMATIS et al., 2006; HARRUS; WARNER, 2010). No Brasil, é considerado por
muitos, como um dos principais patégenos transmitidos por carrapatos aos caes, devido a
inexisténcia de vacinas, a grande quantidade do vetor e a crescente casuistica ao longo dos anos
(AGUIAR, 2006). O seu primeiro relato foi em Belo Horizonte, por Costa et al. (1973), e
posteriormente em 1978, na cidade de Jaboticabal, Sao Paulo (KAVINSKI, 1988).

Atualmente, o género Ehrlichia compreende seis espécies: E. canis, E. chaffeensis, E.
ewingii, E. muris, E. minasensis e E. ruminantium. Além destas, uma possivel espécie de erliquia
foi identificada no Japdo, tendo sido isolada a partir do carrapato Ixodes ovatus, e denominada
como E. oie (SHIBATA et al., 2000; DUMLER et al., 2001; D’AGNONE et al., 2003; AGUIAR,
2006; BORIN et al., 2009; CARVALHO et al., 2016).

Sao caracterizadas trés formas para E. canis, que representam estidgios de
desenvolvimento de vida do parasita: a) morulas, estruturas circundadas por uma membrana que
contém quantidade varidvel de corpusculos elementares (DAVOUST, 1993), descrita como
colonia arredondada, com granulos que se apresentam como corpusculos elementares corados
em azul escuro nos preparados corados pelo Giemsa; b) os corpuisculos elementares, organismos
unicos que se apresentam aderidos 2 membrana plasmadtica da célula, a qual se invagina para
dentro da célula (GREENE; HARVEY, 1984), através de endocitose, um processo mediado por
receptores protéicos sobre a superficie da célula (MESSICK; RIKIHISA, 1993); c) a forma
granular, corpuisculos iniciais, € composta de multiplos granulos. Estes granulos precisam ser
diferenciados das granulag¢des azuréfilas, que podem ocorrer no citoplasma de mononucleares
sanguineos de caes sadios. Os corpusculos iniciais, inclusdes pleomorficas, sdo formados a partir
do crescimento e multiplicacdo dos corpusculos elementares dentro do fagossoma, através da
divisdo bindria, entre o 3° e 5° dia de infeccao (NYINDO et al., 1971).

A transmissio da bactéria ocorre de forma mecanica, sendo transmitida através da saliva
do carrapato vetor, pela picada destes durante o repasto sanguineo, e estes se infectam ao se
alimentarem de um hospedeiro infectado pela ingestdao de leucdcitos infectados de caes na fase

aguda da doenca, e se disseminam pelo organismo do carrapato através dos hemdcitos do
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intestino, indo para a glandula salivar (ADRIANZEN et al, 2003). Apés a penetra¢io no
hospedeiro canino, a primeira replicacdo das erliquias ocorre nas células mononucleares e nos
linfécitos. O hemoparasita penetra na membrana celular através de fagocitose e, uma vez dentro
da célula hospedeira, inibe a formagao do fagolisossoma, desenvolvendo-se dentro deste. A
principio, no interior de mondcitos e neutréfilos sdo observados corpusculos elementares iniciais
com 0,5 a 1um, que depois se multiplicam por divisdo binaria formando uma inclusdo que recebe
o nome de mérula, e que mede um a dois micras de didmetro. Quando maduras, as moérulas se
dissociam em novos corpusculos elementares, que deixam as células por exocitose ou por lise
das mesmas, seguindo para parasitar novas células (MENDONCA et al., 2005; PEREIRA, 2006).

A erliquiose monocitica canina (EMC) é causada por E. canis, uma espécie de riquétsia
gram-negativa da familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2007). Mundialmente, E. canis é
transmitida pelo carrapato, Rhipicephalus sanguineus (NICHOLSON et al., 2010; HARRUS;
WANER, 2011). E caracterizada por infectar os monécitos dos cies, podendo afetar também
macréfagos e formam aglomerados intracitoplasméticos, chamados de mérulas (AGUIAR, 2006;
TAYLOR et al.,, 2007; GREENE, 2012). Estas morulas compreendem um conjunto de
microrganismos firmemente envoltos por uma membrana. As células infectadas se distribuem
pelo organismo através da circulacdo do sangue e pelas vias linfaticas (DUMLER et al., 2001;
ADRIANZEN et al., 2003).

Carrapatos da familia Ixodidae possuem altas taxas de reproducdo e podem ser
transportados por longas distincias através de seus hospedeiros. De forma geral em d&reas
urbanas, R. sanguineus € o principal carrapato de caes (SHAW et al., 2001). Porém, em areas
rurais, diferentes espécies do género Amblyomma eventualmente infestam cies que t€m acesso a
areas de matas e florestas podendo apresentar infestacdoes mistas (LABRUNA et al., 2000). Dessa
forma, os carrapatos sdo particularmente importantes ndo sO porque os cdes Sao animais
domésticos e de companhia, mas também, devido a sua distribui¢do cosmopolita e pelo fato de
circularem irrestritamente carreando carrapatos e patdgenos para ambientes preservados
(SZABO et al., 2010).

No Brasil, a infeccdo por E. canis estd veiculada ao seu vetor, o carrapato R. sanguineus,
de distribui¢do cosmopolita e que se encontra disseminado por toda drea urbana e periurbana do
Brasil (LABRUNA; PEREIRA., 2001), inclusive no estado do Maranhdo (GUERRA; BRITO,
2004; COSTA et al., 2013). Devido a ampla distribui¢do geogréafica de R. sanguineus, a presenga
desse vetor no animal caracteriza importante fator de risco para ocorréncia da doenca

(D’AGNONE et al., 2003; TRAPP et al., 2006).
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O carrapato R. sanguineus apresenta trés formas parasitdrias dentro de seu ciclo de vida:
larva, ninfa e adulto, este tltimo € o unico estddio com dimorfismo sexual. Cada estddio parasita
o hospedeiro por alguns dias (trés a sete dias para larvas e ninfas, cinco a 10 dias para fémeas e
mais de 15 dias para machos), quando se alimenta principalmente de sangue, mas também de
linfa e restos tissulares da derme e/ou epiderme lesada por diversas enzimas proteoliticas
secretadas pela saliva do carrapato (LABRUNA, 2004). No final do periodo parasitdrio, as larvas
e ninfas ingurgitadas se desprendem do hospedeiro para fazer, no ambiente, a ecdise para o
préximo estddio evolutivo, sendo ninfas e adultos, respectivamente. As fémeas ingurgitadas, que
foram fertilizadas pelos machos sobre o hospedeiro, se desprendem deste para fazerem a postura
de ovos no ambiente. Cada fémea pode colocar de 1.000 a 3.000 ovos, que apds incubados por
algumas semanas, dardo origem as larvas. Os machos, que ficam sobre o hospedeiro por vérios
dias ou semanas, ndo ingurgitam ou ndo aumentam nitidamente de tamanho, mas podem acasalar
e fertilizar varias fémeas neste periodo (LABRUNA, 2004). Os carrapatos sobrevivem como
adultos sem se alimentarem entre 155 a 568 dias, podendo transmitir a infec¢c@o por até 155 dias
apos se tornarem infectados (D’AGNONE, 2006).

A duracdo das fases de desenvolvimento em vida livre (ecdise, postura e incubagdo dos
ovos) pode variar de poucas semanas a alguns meses, sendo inversamente proporcional a
temperatura ambiente (LABRUNA, 2004). A viabilidade dessas formas de vida livre é
influenciada principalmente pelas condigdes microclimdticas e latitude. Tais condi¢Oes
representam os principais fatores reguladores do ciclo bioldgico (especialmente umidade
relativa) onde o carrapato ingurgitado se encontra para dar sequéncia ao ciclo. Nao h4 estudos
que evidenciem com clareza a duracdo de cada geracdo do R. sanguineus em condicdes naturais
no Brasil (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Os caes parasitados pelo vetor R. sanguineus sao mais propensos a infeccao por E. canis
(D’AGNONE et al., 2001; MOREIRA et al., 2003; COSTA JR et al., 2007; CARVALHO et al.,
2008; DANTAS-TORRES, 2008a; CESAR, 2008). Estudos apontaram que R. sanguineus é a
espécie prevalente em cdes de dreas urbanas. Isso se deve a disponibilidade de hébitat e ao
comportamento nidicola do carrapato, uma vez que esta espécie de carrapato tem por habito
penetrar em pequenos orificios e superficies de cimento e madeira (CESAR, 2008).

Caes em dareas endémicas e aqueles que sdo transportados para estas regides sao
susceptiveis a erliquiose. Canideos selvagens podem atuar como reservatérios da E. canis, tendo
sido demonstrada infeccdo natural e/ou presenca de anticorpos em chacal (Lycaon pictus), e
experimental em um coiote, com E. canis (ALMOSNY, 2002), gatos domésticos (OLIVEIRA et
al., 2009; ALMOSNY, 1998), gatos selvagens em cativeiro (ANDRE et al., 2010) e puma de
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vida livre (FILONI et al., 2006). Recentemente foi relatada a ocorréncia de infec¢cdo por E. canis
em primatas do género Callithrix (MAFRA et al., 2015).

Estudos epidemioldgicos constataram que a soroprevaléncia de E. canis em vdrias
regides do Brasil variou de 0,7% a 86,2%, dependendo do estudo da populagdo, drea geografica
e teste de diagndstico utilizado (VIEIRA et al. , 2013a). A prevaléncia de E. canis em diferentes

regides do Brasil estdo sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1. Ocorréncia de E. canis segundo métodos sorolégicos e moleculares, relatadas em
estudos nacionais.

Sorologia
Referéncia/ano Prevaléncia Método Local do estudo

CARLOS et al. (2007) 36% RIFI Bahia
COSTA Jr et al. (2007) 44.7% RIFI Minas Gerais
RISTOW et al. (2009) 54,9% RIFI Minas Gerais

SOUZA et al. (2010) 35,6% RIFI Bahia

SILVA et al. (2010) 42.5% RIFI Mato Grosso

KRAWCZAK et al. (2012) 4,4% RIFI Rio Grande do Sul
COSTA et al. (2015) 14,6% RIFI Maranhio
Biologia Molecular
Referéncia/ano Prevaléncia Método Local do estudo
D’AGNONE et al. (2003) 21,7% PCR Parana
BULLA et al. (2004) 30,9% PCR Sao Paulo
MACIEIRA et al. (2005) 26,8% PCR Rio de Janeiro

RAMOS et al. (2010) 38% PCR Pernambuco

SOUSA et al. (2010) 15% PCR Mato Grosso

SOUZA et al. (2010) 34,5% nested-PCR Bahia

COSTA et al. (2015) 2,8% PCR Maranhio

ROTONDANO et al. (2015) 25% PCR Paraiba

MAKINO et al. (2016) 76,3% PCR Mato Grosso

Em zona rural, poucos estudos t€ém sido realizados e a epidemiologia da erliquiose é
pouco conhecida. D’agnone et al. (2002) observaram que cdes que habitavam area urbana
periférica ou rural tinham maiores riscos de infeccdo por E. canis. De acordo com Rodriguez-
Vivas et al. (2005) e Carlos et al. (2007), o ambiente rural propicia maior risco de infec¢do, pois
a situacdo socioecondmica dificulta o controle do vetor e os cdes sdo facilmente infestados por
carrapatos. Em areas rurais dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, foi observada uma

prevaléncia de 4,8 e 5,94%, respectivamente, por meio de esfregacos sanguineos (RODRIGUES
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et al., 2004). Porém, essa prevaléncia provavelmente estd subestimada, ja que poucos caes com
infeccdo aguda de E. canis apresentam moérulas em esfregacos sanguineos (WOODY;
HOSKINS, 1991). Aguiar et al. (2007), no municipio de Monte Negro, estado de Rondonia
encontraram a prevaléncia de 24.8% (40/161) caes da area rural. Vieira et al. (2013b) no estudo
realizado em assentamento do Sul do Brasil, verificou que 42,4% (56/132) eram caes
soropositivos para E. canis.

Apesar de sua ampla distribui¢do em areas urbanas e suburbanas, o carrapato R.
sanguineus pode ocorrer em dreas rurais. Algumas formas de criacdo de cdes (construcdo de
canis) propiciam condi¢des favordveis e o estabelecimento do R. sanguineus nessas areas
(CESAR, 2008). Um estudo realizado com 450 caes de rua da cidade de Porto Alegre, Parana,
para a R. sanguineus indicou prevaléncia de 93,2% com taxas de infestacio média de 24
carrapatos por cdo (RIBEIRO et al., 1997). Rodrigues et al. (2001), analisou em dareas
semiurbanas da cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, a prevaléncia de carrapatos em caes
recolhidos por diferentes instituicdes. A espécie R. sanguineus, foi a mais prevalente em caes de
duas instituicdes avaliadas: no Setor de Apreensao Animal (SAA) 63,3% (38/60) e na Sociedade
Juiz forense de Protecdo aos Animais (SJPA) 56,8%(25/44). Ainda na cidade de Juiz de Fora,
Soares et al. (2006) verificaram maior prevaléncia do carrapato R. sanguineus em cdes que
habitavam casas 35% (68/196) em relacdo aos cdes residentes em apartamentos.

Souza et al. (2010), constataram através da nested-PCR dos carrapatos (R. sanguineus)
a ocorréncia de 21,9% (7/32) infectados por E. canis. Almeida et al. (2012) relatou que dos
carrapatos R. sanguineus coletados em seu estudo, 29.6% (81/274) amplificaram DNA de agentes
erliquiais, onde 38 (17.9%) amplificaram para E. canis. No entanto, Araes-Santos et al. (2015)
relataram que a infec¢do por E. canis foi encontrada em apenas 4,9% (14/285) dos carrapatos R.
sanguineus s.1, subetidos a PCR.

Os fatores epidemioldgicos relacionados as condigdes climdticas, distribui¢do do vetor,
populacdo sob estudo, comportamento animal e habitat, assim como a metodologia empregada
na investigacdo do agente podem afetar os niveis de prevaléncia da erliquiose canina o Brasil.
(D’AGNONE et al., 2001).

A erliquiose monocitica canina (EMC) € causada por E. canis, uma espécie de riquétsia
gram-negativa da familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2007). Mundialmente, E. canis é
transmitida pelo carrapato, Rhipicephalus sanguineus (NICHOLSON et al., 2010; HARRUS;
WANER, 2011). E caracterizada por infectar os mondcitos dos cies, podendo afetar também
macrofagos e formam aglomerados intracitoplasmaticos, chamados de moérulas (AGUIAR, 2006;

TAYLOR et al.,, 2007; GREENE, 2012). Estas moérulas compreendem um conjunto de
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microrganismos firmemente envoltos por uma membrana. As células infectadas se distribuem
pelo organismo através da circulacdo do sangue e pelas vias linfaticas (DUMLER et al., 2001;
ADRIANZEN et al., 2003).

A EMC apresenta as fases aguda, sub-aguda e cronica, segundo os sinais clinicos. Cada
fase possui algumas caracteristicas proprias, mas muitas vezes € dificil diferencid-las na rotina
veterindria. A intensidade dos sinais (perda de peso, presenca de petéquias e secre¢des nasais e
oculares) varia com a cepa infectante, a resposta imune do animal, a alimentagao e se hd ou nao
infeccdes concomitantes de outros agentes (GREENE, 2012; ISOLA et al., 2012).

O periodo de incubacdo geralmente é de 8 a 20 dias, nos quais 0 microrganismo se
multiplica por fissdo bindria no sistema fagocitico mononuclear, formando as mérulas. Como a
bactéria se divide em vacuolos protegidos da acdo dos lisossomos da célula, consegue desta
forma se disseminar pelo organismo, alojando-se principalmente no figado, baco e linfonodos,
infectando outras células com a ruptura da membrana celular apds a formacao de um estadio mais
tardio da mérula. Em seguida, tem inicio a fase aguda, que dura de 1 a 4 semanas. Com o
tratamento adequado prescrito pelo médico veterindrio, o animal pode se recuperar normalmente.
Se ndo tratado, ou tratado de forma inadequada, comeca o estddio subclinico da doenca, no qual
ha recuperacdo clinica do paciente, que passa a aparentar estar sauddvel, apesar de continuar
sendo um carreador de E. canis. Nessa fase, a contagem de plaquetas continua abaixo dos valores
de referéncia (D’AGNONE, 2001; HIRSH et al., 2003; TAYLOR et al., 2007; GREENE, 2012;
ISOLA et al., 2012).

A prevencao deve ser feita principalmente através do controle de carrapatos. Logo, o
conhecimento da ixodofauna que ocorre em uma determinada regido, € de suma importancia para
determinar quais patégenos transmitidos por carrapatos e determinar a competéncia vetorial dos
carrapatos para determinados bioagentes (OYAFUSO et al., 2002). Segundo Labruna (2004), o
controle quimico de R. sanguineus pode ser realizado diretamente no hospedeiro, ou seja, no cao
que apresenta parasitismo, onde estaria cerca de 5% dos carrapatos em um determinado instante.
Porém, o autor menciona que o alvo maior do tratamento carrapaticida deve ser realizado
diretamente no ambiente, pois 0s 95% da populacdo encontra-se em toda area que o cao transita,
incluindo o interior de residéncias, quintais e canis (LABRUNA, 2004).

As fémeas ingurgitadas se desprendem dos caes, e por apresentar geotropismo negativo,
deve-se priorizar a medida de controle nas paredes e teto do ambiente onde o cdo vive. Mesmo
dentro de uma casinha, as paredes e o teto sdo sempre os locais onde sdo encontrados em maior
nimero os carrapatos em vida livre, ao passo que o assoalho é um local raramente utilizado pelos

carrapatos para as fases de postura e ecdise. Diante dessas informacgdes, pode-se dizer que a
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aplicacdo de carrapaticidas no assoalho da casinha terd pouco ou nenhum efeito na populacao de
carrapatos, ao passo que uma devida aplicacdo nas paredes internas, externas e teto pode garantir
um controle adequado, notadamente quando o c@o passa grande parte da noite no interior da
casinha (LABRUNA, 2004). H4 evidéncias de que a grande maioria das larvas, ninfas e fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus se desprendem do hospedeiro durante a noite (PAZ et al., 2001).
Portanto, as dreas onde o cdo passa durante a noite devem ser priorizadas num programa de
tratamentos ambientais com carrapaticidas (LABRUNA, 2004).

A EMC apresenta sinais clinicos inespecificos e que podem levar a demora do
tratamento ou a um diagnéstico erroneo. O diagndstico da infeccdo inclui a visualizagdao
microscopica de morulas, cultivo, sorologia e a PCR. A Deteccdo de moérulas de E. canis é
incomum, nas fases subclinica e cronica da infeccao (HIBBLER et al., 1986), sendo dificil a
visualizagdo mesmo em amostras sorologicamente positivas (OLIVEIRA et al., 2000).

Alternativamente, o uso de isolamento de cultura de células (ICC) para deteccdo de E.
canis em sangue de cdes infectados tem se mostrado a forma mais sensivel e especifica (IQBAL
et al., 1994). No entanto, o isolamento € trabalhoso e pouco pratico em laboratorios de
microscopia clinica, o ICC leva de 1 a 4 semanas para obter resultados, limitando assim a sua
utilidade com uma ferramenta de diagndstico rdpido. Este requer uma técnica de cultura de
células e instalacdes adequadas, além de seu alto custo (IQBAL et al., 1994).

A técnica sorolégica mais utilizada para o diagndstico da E. canis € a
imunofluorescéncia indireta (RIFI), onde os anticorpos do tipo IgG sdo detectados e indica
exposicao a bactéria (RISTIC, 1972). A mesma € capaz de detectar anticorpos anti-E canis no
sétimo dia pés-infeccio (CESAR, 2008). E uma ferramenta valiosa para o diagndstico e triagem,
sendo que a RIFI é considerada padrdo ouro sorolégico, indicando exposi¢do a E. canis
(HARRUS; WARNER, 2011). Entretanto, estes testes podem indicar apenas exposi¢ao prévia
ao microrganismo. Apds o tratamento, os titulos de anticorpos diminuem gradualmente, desse
modo, o animal torna-se negativo entre 15 a 30 meses. Em dreas que apresentam endemismo de
erliquiose, pode ocorrer um aumento considerdvel de falsos-positivos devido ao alto titulo de
IgG para E. canis nos caes que ndo demonstram sinais clinicos (PERILLE; MATUS, 1991;
BULLA et al., 2004; RIKIHISA, 1991; WOODY; HOSKINS, 1991; WANER et al., 2001).

A PCR € um ensaio altamente especifico, especialmente quando utilizado em conjunto
com o teste de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para diagndstico da erliquiose
canina (HARRUS et al., 1998). A PCR € um teste que tem a capacidade de detectar baixa
parasitemia e se um cdo soropositivo € portador ou ndo, visto que, a sorologia pode manter-se

positiva mesmo em animais livres de parasito (IQBAL et al., 1994; HARRUS et al., 1998). Neste
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sentido, a utilizacdo de técnicas de biologia molecular também possibilita a diferenciacdo das
espécies dentro do género Ehrlichia, pela presenca de sequéncias especificas no DNA (CESAR,
2008).

O gene dsb codifica a proteina responsdvel pelas ligagdes dissulfidicas das bactérias.
Apesar disso, tem a sequéncia de DNA bastante polimorfica, entre as diferentes espécies, sendo
util para ensaios moleculares de alta especificidade. A amplificacdo do gene dsb, utilizando os
iniciadores (Dsb-330 e 728) detectam somente espécies do género Ehrlichia, ainda que realizada
em uma Unica reacdo de amplificacdo (DOYLE et al.,, 2005). Segundo Aguiar (2006), o
fragmento do gene dsb obtido pela amplificacdo por PCR, demonstrou completa conservagao
entre as amostras estudadas de E. canis, em contraste com as outras espécies de Ehrlichia, o qual
variou de 74% a 81%. Mesmo assim, o gene possui regides de dcido nucleico, suficientemente
heter6logas, que permite ser utilizado como alvo especifico para PCR de E. canis (CHIARI,
2010).

O estudo dos aspectos epidemioldgicos dos patdgenos, especialmente daqueles com
potencial zoondético, como é o caso de E. canis, permite antever situagdes de risco para a
populacdo humana e animal. Assim, a erliquiose tem sido motivo de grande interesse para
pesquisas em medicina veterindria e considera-se também seu possivel impacto para saide
publica, pela possibilidade de acometimento humano. Os cdes sdo hospedeiros primdrios do
carrapato R. sanguineus, vetor de E. canis e embora incomum, pode parasitar o homem, aliado
ao fato do estrito contato entre os caes, seus proprietirios e consequentemente seus ectoparasitos.

Nos altimos anos, vérios estudos relacionados a erliquiose tem sido realizados no Brasil.
Porém, no estado do Maranhdo os dados sdo ainda incipientes e restritos a uma s microrregiao.
O municipio de Caxias, ndo apresenta dados epidemioldgicos quanto a referida doenca. O
presente estudo representa o primeiro relato de ocorréncia da bactéria no municipio. E valido
mencionar que as condi¢des morfocliméticas favorecem o ciclo bioldgico do R. sanguineus e por
sua vez, a circulagc@o da bactéria no ambiente. As medidas de prevencdo devem ser mais incisivas
nos ambientes em que as condi¢des socioecondmicas sdo mais precdrias, devido a intensa
infestacdo de carrapatos em cdes que ndo passam por um controle carrapaticida eficiente e/ou
frequente. E de extrema importincia a realizacio de mais estudos, envolvendo técnicas
soroldgicas e moleculares no Maranhao, pois permitird inferir sobre a prevaléncia de E. canis e

sua dindmica como patdgeno.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de Ehrlichia canis em caes e carrapatos naturalmente infectados,

em domicilios no municipio de Caxias, no Estado do Maranhao.

2.2 Objetivos Especificos

° Quantificar a taxa de infestacdo de carrapatos nos caes;
° Determinar a soroprevaléncia de Ehrlichia spp. em caes no ambiente urbano e rural;

° Detectar a presenca de Ehrlichia spp. em caes e carrapatos por técnica molecular.
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3. METODOLOGIA

3.1 Area de estudo

As amostras foram coletadas de caes no municipio de Caxias, localizado na parte leste
do Maranhao, situada entre as coordenadas a 04°51'32"S e 43°2122"W. Possui area de 5.150,667
km? com populagio estimada de 159.396 habitantes (IBGE, 2013). O clima da cidade é
predominantemente tropical, muito quente e sub-timido, com dois periodos definidos, chuvoso
(janeiro a junho) e seco (julho a dezembro). Este municipio caracteriza-se por apresentar
cobertura vegetal tipica da zona dos cocais, sendo transicdo entre a Floresta Amazdnica e o
Cerrado. A temperatura média varia entre 26,1°C, no periodo chuvoso, a 35,6°C, no periodo
seco. A média anual de umidade relativa do ar é de 70%, a mdxima ocorre nos meses de marco
e abril, com valor de 83%, enquanto no periodo seco o valor pode chegar a 57%. A precipitacao
média anual é de 1.454,6 mm (GEPLAN, 2002).

As coletas (amostras sanguineas e carrapatos) foram realizadas em 11 pontos da cidade.
A zona urbana do municipio € formada por 35 bairros, segundo a lei 1.838/2009. O critério de
escolha dos bairros foi por sorteio e devido a disponibilidade da equipe veterindria. Um total de
seis bairros foram amostrados (Cangalheiro, Castelo Branco, Vila Alecrim, Volta Redonda, Nova
Caxias, José Castro) do perimetro urbano e as cinco localidades (Localidades semi urbanas:
Itapecuruzinho e Santa Terezinha; Localidades rurais: Soledade, Vila Esperanca e Queima Boca)

intencionalmente escolhidas pela proximidade de dreas de protecao ambiental (Figura 1).



Figura 1. Caracterizacdo da drea de estudo do municipio de Caxias, Maranhdo. Em
onde foram feitas as coletas de amostras (sangue e

destaque, os bairros e localidades

carrapato).

43"25|'D"W

43"19:30"W

4°50'30"S
1

4°56'0"S
1
\

~ Caxias/
Area de Estudo)|

Maranhdo/
Caxias

’ Pontos de Coletas

Y

Escala Grifica:
005 1 2 3 4
[ = Km

Sistema de Coordanadas: UTI Zona 235
Dawm:SIRGAS 2000
Dados: IBGE
©rg. Werton Francisco Nobre Silva

T
43°25'0"W

T
43°19'30"W

25

Fonte: Adaptado e editado a partir de imagens de satélite fornecidas pelos sites, Google imagens

e Google Earth (5 de julho de 2016).

3.2 Coleta do Material

Foram coletadas amostras de sangue de cdes sendo provenientes de residéncias

localizadas no municipio de Caxias, nos meses de Janeiro, Fevereiro, Maio, Julho e Agosto de

2015. As coletas ocorreram nesses meses devido a disponibilidade da equipe de médicos

veterindrios. As amostras foram coletadas aleatoriamente independentemente da idade, sexo, raca

ou sinais clinicos. Cada animal teve uma ficha individual com os seguintes dados: historico

clinico, presenga ou auséncia de ectoparasitos, € o termo de autoriza¢do assinado pelos

proprietdrios (Anexos 1 e 2).

As amostras de sangue foram coletadas da veia cefélica utilizando seringas 10 ml, sendo

que metade do sangue total (6 ml) foi acondicionada em tubos contendo o anticoagulante acido

etileno diamino tetracético (EDTA) para realizacdo da técnica de PCR e a outra parte transferida

para tubos sem EDTA para realiza¢ao da RIFI.
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ApOs a coleta, as amostras foram encaminhadas para o Centro de Estudos Superiores de
Caxias (CESC) da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA). As amostras de sangue € 0 soro
foram aliquotadas em microtubos de 1,5 mL Dnase e Rnase free, duplicados, identificados, e
armazenado em temperatura de - 20°C nas dependéncias do laboratério de Genética e Biologia
Molecular da Institui¢do acima referida.

Os caes amostrados foram inspecionados quanto a presenca de carrapatos. Os espécimes
foram coletados manualmente e identificados utilizando a chave de Aragdo e Fonseca (1961) e a

chave pictorica de chave Barros-Battesti et al. (2006).

4.PROCESSAMENTO DO MATERIAL

4.1 Analise sorologica

A sorologia para E. canis foi realizada através da pesquisa de anticorpos IgG anti-E.
canis, por meio da RIFI utilizando-se o kit para diagndstico in vitro de Erliquiose canina,
Imunodot® diagndsticos, seguindo o protocolo do fabricante. As laminas de E. canis
compreendem um conjunto de pogos contendo macréfagos canino fixados (Linhagem DHS82).
Como controle positivo foi utilizado soro canino reagente e como controle negativo soro canino

ndo reagente (provenientes no kit). Foi realizada uma triagem na diluicao 1:64.

4.2 Analise Molecular

4.2.1 Extracao de DNA Genomico (DNAg)

As amostras sanguineas coletadas foram submetidas a extracado de DNAg, utilizando-se
o Kit QIAmp DNA blood mini kit, Qiagen, seguindo as recomendacdes do fabricante. O DNAg
extraido foi armazenado a -20°C até a realizacdo dos ensaios de PCR.

Os espécimes de carrapatos identificados foram submetidos a extragdo de DNAg através
da técnica de extracdo por sal (ALJANABI; MARTINEZ, 1997), seguindo a rotina do
Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses — LIRN/FIOCRUZ. O DNAg

extraido foi armazenado a -20°C até a realizacdo dos ensaios (Anexo 3).
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4.2.2 Reacao para amplificacao de E. canis

As aliquotas de DNAg das amostras sanguineas e dos carrapatos foram submetidas a
ensaios de PCR através de oligonucleotideos (primers) Dsb-330 5-GAT GAT GTC TGA AGA
TAT GAA ACA AAT-3) e Dsb-728 5-CTG CTC GTC TAT TTT ACT TCTTAA AGT-3
(DOYLE et al., 2005) com o objetivo de obter a amplificacdo de um fragmento de 409-bp para
o gene dsb, foi realizada a reacdo de PCR contendo: 1X de solu¢do tampdo com pH 8.5
(Promega); 1,5 mM de MgCl, (Promega);0,2 mM de cada nucleotideo (DNTPs); 0,4 uM de cada
iniciador (primer);0,5 U de Taqg DNA polimerase (GoTaq G2 Hot Start Polymerase — Promega).O
volume restante foi completado com dgua DNAse/ RNAse free para 25ul. A sequéncia térmica
e de tempo de amplificacdo foram de: desnaturacdo inicial a 95°C por 2 minutos, 50 ciclos
compostos por desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos, e extensdo final a 72°C por 5 minutos (LABRUNA et al.,
2007; SOUSA, 2012).

A amplificacdo do fragmento génico ocorreu em um termociclador automatico
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Controles positivos (DNA de E. canis) e
negativos (dgua Dnase/ Rnase free) foram incluidos em todos os ensaios de PCR. Mediante o
risco em potencial de contaminac¢do, cada etapa, tais como extracdo de DNA, PCR e eletroforese,

foi realizada em salas separadas.

4.2.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
a 1,5% corado com brometo de etideo (Invitrogen®) (0,5 pL/mL) em tampao de corrida TAE
(40mM Tris-acetato, 2 mM EDTA pH 8,0). A eletroforese foi realizada a 90 V/ 50mA durante
90 minutos. Para a determinag@o dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (100 pb Ludwig Biotec®). Os resultados foram visualizados e
analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta bio-Imaging Systems (MiniBIS

Pro®) acoplado a um computador. (SOUSA, 2012).
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4.2.4 Sequenciamento

Ap06s a detecgdo do fragmento amplificado no tamanho esperado na PCR, estes foram
purificados utilizando Nucleospin gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-nagel, Duren, Germany)
e posteriormente submetidos ao sequenciamento de DNA. O processo de precipitacdo e a reacao
de sequenciamento foram realizados pela Plataforma Gendmica - Sequenciamento de DNA -
RPTO1A-PDTIS/FIOCRUZ. Os amplicons foram sequenciados em ambas as direcdes utilizando
os mesmos iniciadores aplicados na reacao de PCR, em um sequenciador automatico ABI 3730x1
DNA analyzer (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) de acordo com o protocolo
previamente descrito por Otto et al. (2008).

As sequéncias obtidas para o gene dsb foram editadas no programa ChromasPro 1.5
(Technelysium, Queensland, Australia), e alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW
(THOMPSON et al., 1994) disponivel no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). Todos
os alinhamentos foram inspecionados manualmente. Posteriormente, as sequéncias foram
identificadas através de busca no BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) do National
Center for Biotechnology Information-NCBI <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>.

As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas por Neighbor Joining utilizando o
modelo evolutivo Kimura-dois-parametros, com 1000 repeti¢des de bootstrap (FELSENSTEIN,
1985) e exclusdo dos gaps através do programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).

5. ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo estatistica dos resultados do presente estudo foi realizada com base na
associacdo das seguintes varidveis biologicas e dependentes: Infestacdo dos cdes por R.
sanguineus, infeccdo natural dos carrapatos por E. canis, a ocorréncia de cdes soropositivos
(anticorpos IgG anti-E. canis) pela RIFI e cdes positivos (infeccdo ativa) por E. canis pela PCR.
Os céaes soropositivos diagnosticados pela RIFI, indicam que os animais foram expostos em
algum momento a bactéria, o que configura uma infec¢do tardia. Porém, os cies com a presenga
de DNA de E. canis diagnosticados pela PCR, apresentaram-se com infec¢@o corrente e/ou ativa
para a referida bactéria, ou seja, expuseram agentes erliquiais nas amostras sanguineas. Para fins
de associagdo dos critérios anteriores foram empregadas as varidveis preditoras ou

independentes: idade absoluta de cdes, classes de idade <2 anos, 2-4 anos e >4 anos e sexo dos
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cdes, além dos fatores zona (urbana ou rural) e bairro/localidade. As perguntas de pesquisas
analisadas através da estatistica foram:

1. A infestagdo de cdes por carrapatos € heterogénea (Riqueza e abundancia de
espécies) entre drea rural e urbana? Para isso foram empregadas as medidas de tendéncia central
e distribuicdo de frequéncias das espécies de carrapatos infestando os cdes em bairros e
localidades da zona urbana e rural.

2. Pelo menos um dos fatores independentes influencia a taxa de infestacao e nimero
de individuos de R. sanguineus em caes? Inicialmente foi empregada andlise de componentes de
variancia para identificar os fatores que mais contribuiram na variabilidade da taxa de infestacao.
O teste de Levene’s foi aplicado para provar a homocedasticidade dos dados. Posteriormente foi
empregada ANOVA simples para identificar associacdo entre as varidveis priorizadas e a
varidvel resposta. Para corroborar o resultado das andlises, também foi feita ANOVA
multifatorial usando como varidvel resposta, a taxa de infestacdo e como fatores principais a
classe de idade, sexo e como covaridveis a zona e bairro/localidade (Figura 2).

3. A soropositividade e identificacdo ativa de infeccdo de cades por E. canis esta
associado a pelo menos um ou combinacgio de fatores independentes e com a taxa de infestacao
por R. sanguineus? A associacdo foi avaliada por meio de andlises de Modelos Lineares
Generalizados, sendo as varidveis respostas qualitativas (RIFI e PCR) e as independentes
qualiquantitativas (taxa de infestacdo, bairro/localidade, classe de idade e sexo). Foi utilizado
também gréficos de dispersdo para os resultados soroldgicos e moleculares, bem como o testes
post-hoc, método de Fisher de Menor Diferenca Significante (do inglés, Fisher's Least
Significant Difference - LSD), para identificar os fatores que causam efeito estatisticos
significantes nas varidveis dependentes (Figura 2). Em todas andlises, considerou-se o valor de
p=<0,05 estaticamente significativo, com intervalo de confianga de 95%. As andlises estatisticas
foram realizadas pelo programa Statgraphics® Centurion XVI (STATPOINT TECNOLOGIES,
2006).
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Figura 2. Delineamento experimental das amostras de cdes domiciliados no municipio de
Caxias, Maranhao.
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6. RESULTADOS

6.1 Variaveis e nimero amostral de caes

A populacido total desse estudo foi composta por 103 cides, sendo 49 (47,6%)
provenientes da zona urbana e 54 (52,4%) da zona rural. Quanto ao sexo, o nimero de fémeas
foram 52 (50,4%) e machos foram 51 (49,6%). Todos os cdes eram sem raga definida (SRD). A
faixa etaria com maior expressao foi a de caes com menos de dois anos dos quais 24 (52%) eram
da zona urbana e 23 (48%) da zona rural. A infestacdo por carrapatos foi observada em 79 caes,
onde destes 43 (54,4%) eram da zona urbana e 36 (45,6%) eram provenientes da zona rural

(Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo das amostras de caes (n=103) domiciliados no municipio de Caxias,
Maranhao.

Numero de individuos

Variaveis Zona urbana Zona rural ;‘(ZE;O;
N (%) N (%)

Bairros/localidades 49 (47,6) 54 (52,4) 103 (100)
Sexo Machos 28 (54,9) 23 (45,1) 51 (49,5)
Fémeas 21 (40,4) 31 (59,6) 52 (50,5)
< 2 anos 24 (52) 23 (48) 47 (45,6)
Faixa etaria 2- 4anos 16 (44,4) 20 (55,6) 36 (34,9)
> 4 anos 9 (45) 11 (56) 20 (19,5)
Infestacio de carrapatos Sim 4304.4) 36 (45.6) 79(76,6)
Nao 6 (25) 18 (75) 24 (23,4)

6.2 Carrapatos

Um de total 1.473 espécimes de carrapatos foi coletado, sendo que, 1.134 (77%) foram
coletados de cdes da zona urbana e 339 (23%) em cdes da zona rural. A espécie com maior
representatividade, foi R. sanguineus, com 1.465 espécimes (99,4%), seguido por seis espécimes
de Amblyomma spp, um individuo de Amblyomma cajennense s.1 e um de Amblyomma dubitatum

(Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo por espécie de carrapatos identificados em cdes da zona urbana e rural
domiciliados no municipio de Caxias, Maranhao.

Zona urbana Zona rural
Espécie F M N L F M N L
Estadio (%) (%) (%) @ " @) @ @ @
R. 317 398 405 14 1134 124 186 21 0 331
sanguineus  (27,9) (35,1) (35,7) (1,24) (37,4) (56,1) (6,3)
Amblyomma 2 1 3
0 0 0 0 0 0 6
spp 40) (10  (50)
A. 1
cajennense 0 0 0 0 0 (100) 0 0 I
A. 1
dubitatum 0 0 0 0 0 0 0 (100) 0 I

F= fémeas; M= machos; N= ninfas; L= larvas.

A taxa de infestacdo canina por R. sanguineus esti maiormente influenciada pela
varidvel classe de idade (81,8%) em comparagdo com as outras varidveis (Tabela 3). Porém, nao
se encontrou diferenca estatisticamente significante entre a média de infestacao de R. sanguineus

nos diferentes niveis do fator classe de idade (F(2:63)=0,35; P=0,70; teste Levene 's=0,72).

Tabela 3. Andlise de variancia para infestacio de R. sanguineus em caes da zona urbana e rural
domiciliados no municipio de Caxias, Maranhao.

Variaveis Soma de GI* Quaiir.a do Comp.(znefltes Porcentagem
quadrados médio variaveis

Zona 97,3877 1 97,3877 0,0 0,00

Bairro 2067,54 9 229,726 14,7636 10,85

Sexo 1552,59 11 141,145 9,91369 7,29
Classes de idade 4901,75 44 111,403 111,403 81,87
Total(corrigido) 8619,26 65

*QGraus de liberdade.

6.3 Diagnostico sorolégico (RIFI)

Dos 103 soros de caes testados, 53 (51,4%) mostraram reatividade ao antigeno de E.
canis pela RIFIL. Do total de cées sororreativos, 18 (33,9%) eram provenientes de zona urbana e
35 (66,1%) da zona rural; destes 28 (52,8%) eram machos e 25 (47,2%) f€meas. Quanto as classes
de idade; 23 (43,3%) caes eram menores de dois anos, seguido por 20 (37,7%) na faixa etdria de

dois a quatro anos e 10 (19%) maiores de quatro anos.
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Inicialmente, através do modelo estatistico linear generalizado foi possivel observar que
ha uma relacdo estatisticamente significante entre o nimero de cdes sororreativos € 0s cinco
fatores preditores (F15;50=2,53; P=0,007; IC=95%). Segundo a ordem que foram introduzidas as
cinco varidveis preditoras no modelo estatistico, se identificou que a frequéncia de caes
sororreativos estd influenciada estatisticamente pelos fatores bairro/localidade e pela taxa de
infestacdo de R. sanguineus (Tabela 4).

As varidveis (bairro e infestagdo de R. sanguineus) explicam o percentual de 43,19% da
variabilidade em caes sororreativos e que a ordem em que foram inseridas as varidveis no modelo,
ndo influenciaram o resultado encontrado ou ndao houve evidéncia estatistica de auto correlacao
entre as varidveis no ordem que foram inseridas (R*=43,19; R2 ajustado= 26,15%; Durbin-

Watson=2,342 (P=0,564)).

Tabela 4. Andlise de variancia para resultados da Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) de caes
domiciliados no municipio de Caxias, Maranhdao.

Variaveis Soma de quadrados GI* Quadrado médio Razdo-F P -valor
Bairro/localidade 29,9762 10 2,99762 2,68 0,0104
Classes de idade 3,4104 2 1,7052 1,52 0,2277
Sexo 0,0837533 1 0,0837533 0,07 0,7855
Infestacao 4,32136 1 4,32136 3,86 0,0549
Infecg¢do carrapato 1,15735 1 1,15735 1,03 0,3139
Residuos 55,9227 50 1,11845
Total (corrigido) 98,4394 65
*QGraus de liberdade.

A frequéncia de cdes sororreativos foi maior nas localidades oito (Santa Terezinha) e
nove (Vila Esperanca) apresentando 13 cdes, respectivamente. Na localidade Santa Terezinha foi
observada a ocorréncia de um macho com idade superior a quatro anos e 12 fémeas (cinco
menores de dois anos; seis na faixa etdria de dois a quatro anos e uma cadela com idade superior
a quatro anos). Na localidade Vila Esperanca a estratificacdo foi de oito machos (um menor de
dois anos; seis na faixa etdria de dois a quatro anos; um com idade superior a quatro anos) e
cinco fémeas (duas menores de dois anos; uma na faixa etaria de dois a quatro anos; duas com

idade superior a quatro anos) (Figura 3).
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Figura 3. Frequéncia de caes sororreativos (RIFI) relacionados por
bairros/localidades, sexo e faixa etaria.
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6.4 Diagnoéstico molecular (PCR)

Das 103 amostras sanguineas analisadas pela PCR, foram encontrados fragmentos
amplificados do gene dsb em 10 (9,7%) amostras, enquanto que em 93 (90,3%) amostras ndo foi
detectado a presenca deste fragmento génico (Anexo 4). Quanto aos pontos de coleta, trés (30%)
dos cées positivos eram oriundos da zona urbana e sete (70%) da zona rural; destes cinco (50%)
eram machos e cinco (50%) fémeas. Quanto as classes de idade; dois (20%) cdes eram menores
de dois anos, seguido por cinco (50%) na faixa etdria de dois a quatro anos e trés (30%) maiores
de quatro anos.

Para PCR dos carrapatos, foram processados 534 espécimes para pesquisa do gene dsb
e dessas 25 (4,6%) espécimes de R. sanguineus foram positivos (Anexo 5). Entre os carrapatos
positivos, 23 eram adultos (13 machos e 11 fémeas), 1 ninfa e um pool com 10 larvas.

Através do modelo estatistico linear generalizado foi possivel observar que hd uma
relacdo estatisticamente significante entre o numero de cdes positivos e os cinco fatores
preditores (F(15;50=2,84; P=0,002; IC=95%). Conforme a ordem que foram introduzidas as cinco
variaveis preditoras no modelo estatistico, identificou-se que a frequéncia de caes infectados por
Ehrlichia esté correlacionada estatisticamente pelos fatores bairro e pela taxa de infestacdo de R.
sanguineus (Tabela 5).0 percentual de 46,01% da variabilidade em cédes com infeccdo ativa e a

ordem em que foram inseridas as varidveis no modelo, ndo influenciaram o resultado obtido ou
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nao houve evidéncia estatistica de auto correlagc@o entre as varidveis ordem que foram inseridas

(R?>=46,01; R? ajustado= 29,83%; Durbin-Watson=2,613 ((P=0,906)).

Tabela 5. Andlise de variancia para resultados da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de
caes domiciliados no municipio de Caxias, Maranhao.

Soma de Gl Quadrado Razao-

Variaveis quadrados * médio F P-valor
Bairro/localidade 3,52711 10 0,352711 3,12 0,0037
Classes de idade 0,198077 2 0,0990386 0,87 0,4232

Sexo 0,0178435 1 0,0178435 0,16 0,693

Infestagao 0,780186 1 0,780186 6,89 0,0115

Infec¢do carrapato 3,01605E-05 1 3,01605E-05 0 0,987

Residuos 5,66005 50 0,113201

Total (corrigido) 10,4848 65

*Qraus de liberdade.

A frequéncia de cdes com infec¢do ativa foi maior no bairro seis (José Castro) com cinco
cies. Foi observada a ocorréncia de dois machos (um menor de dois anos e um individuo na faixa
etdria de dois a quatro anos) e trés fémeas (uma menor de dois anos; uma na faixa etdria de dois

a quatro anos; uma com idade superior a quatro anos (Figura 4).

Figura 4. Frequéncia de caes positivos (PCR) relacionados por bairros/localidades,
sexo e faixa etdria
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6.5 Resultados (RIFI/PCR) positivos e negativos para E. canis

Dos 53 soros reagentes, seis amostras de soro foram positivas e 47 amostras negativas
pela PCR para E. canis. Entre os 50 soros nio reagentes, quatro animais foram positivos e 46

negativos pela PCR (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados da RIFI e PCR das amostras de cdes domiciliados no municipio de Caxias,
Maranhao.

Caes positivos na PCR Caes negativos na PCR

E.canis E. canis Total
Caes sorore?gentes 6 47 53
E. canis
Caes nao-sororeagentes 4 46 50
E. canis
Total 10 93 103

A frequéncia de cdes que apresentaram nas duas metodologias resultados positivos foi
maior na zona rural em relagc@o a zona urbana. A tabela 7 mostra que a localidade Queima Boca
teve trés cdes com anticorpos anti-E. canis e infecdo ativa por E. canis. O cdo 53 oriundo dessa
localidade foi o Unico portador de amostras de soro, sangue e carrapato positivos para E. canis.
Os demais bairros e localidade tiveram casos Unicos de animais positivos para os métodos de

diagndstico abordados no estudo (Tabela 7).

Tabela 7. Distribui¢do de amostras positivas e negativas (RIFI e PCR) dos caes domiciliados no
municipio de Caxias, Maranhao.

RIFI PCR PCR
Identificacao Zona Bairro/localidade
Soro canino Sangue canino Carrapato

Cao 2 + + - Urbana Cangalheiro
Cao 53 + + + Urbana José Castro
Cao 57 + + - Rural Queima Boca
Cao 61 + + - Rural Queima Boca
Cao 76 + + - Rural Queima Boca
Cao 103 + + - Rural Soledade
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Das 10 amostras sanguineas, foi amplificado e sequenciado um fragmento de 409 pb do
gene dsb; quatro (40%) sequéncias foram caracterizadas como E. canis, sendo as mesmas
provenientes da zona rural. Quanto ao sexo, dois (50%) eram machos e dois (50%) fémeas com
a distribui¢do de um individuo por classe de idade (<2anos, 2-4 anos, >4 anos) em ambos 0s
sexos. Dos 25 espécimes de R. sanguineus positivos, duas (8%) sequéncias foram identificadas
com a presenca do gene dsb.

As sequéncias caracterizadas indicaram alto grau de identidade com as sequéncias
disponiveis no GenBank™ com uma variagao de 96% a 100%. Quanto a cobertura observou-se

que a variacdo foi de 96 a 97% (Tabela 8).
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Tabela 8. Anilise da similaridade das sequéncias do estudo com protétipos representantes de E.
canis relacionados ao gene dsb com seus respectivos numeros de acesso do GenBank™,

N Nuamero de
Sequéncias %e % acesso/ Espécie
do estudo identidade cobertura
GenBank
98% 97% CP000107.1  E. canis (str. Jake/Estados Unidos)
Cio 61 98% 97% AF403710.1  E. canis (Oklahoma/Estados Unidos)
Amostra 98% 97% KR732921.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
sanguinea 98% 97% GUS586135.1  E. canis (str.Uberlandia/Brasil)
98% 97% KR732922.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
97% 97% CP000107.1  E. canis (str. Jake/Estados Unidos)
Ciao 66 97% 97% AF403710.1  E. canis (Oklahoma/Estados Unidos)
Amostra 97% 97% KR732921.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
sanguinea 97% 97% GU586135.1  E. canis (str.Uberlandia/Brasil)
96% 97% KR732922.1 E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
97% 97% CP000107.1  E. canis (str. Jake/Estados Unidos)
Cao 76 97% 97% AF407310.1  E. canis (Oklahoma/Estados Unidos)
Amostra 97% 97% KR732921.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
sanguinea 97% 97% KR732922.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
97% 97% GU586135.1  E. canis (str.Uberlandia/Brasil)
99% 97% CP000107.1  E. canis (str. Jake/Estados Unidos)
Cio 103 99% 97% AF403710.1 E. canis (Oklahoma/Estados Unidos)
Amostra 99% 97% KR732921.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
sanguinea 99% 97% GU586135.1  E. canis (str.Uberlandia/Brasil)
99% 97% KR732922.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
100% 97% CP000107.1  E. canis (str. Jake/Estados Unidos)
Ciio 34 100% 97% AF403710.1  E. canis (Oklahoma/Estados Unidos)
Carrapato 100% 97% KR732921.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
100% 96% GU586135.1  E. canis (str.Uberlandia/Brasil)
100% 97% KR732922.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
100% 97% CP000107.1  E. canis (str. Jake/Estados Unidos)
Cio 53 100% 97% AF403710.1  E. canis (Oklahoma/Estados Unidos)
Carrapato 100% 97% KR732921.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
100% 96% GU586135.1  E. canis (str.Uberlandia/Brasil)
99% 97% KR732922.1  E. canis (Lagunilla/Costa Rica)
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6.7 Analise filogenética

A topologia da arvore filogenética apresentou dois clados bem definidos. O primeiro
cluster (95% de bootstrap) foi formado por cinco amostras caracterizadas como Ehrlichia sp.
com o prototipos de Ehrlichia canis (DQ460716lJaboticabal) e FEhrlichia canis
(CP000107.1IStrain. Jake). O segundo clado (98% de bootstrap) formou-se com os prototipos de
Ehrlichia  canis (KR732922.11 CR1 Costa Rica; AF403710.1lIEstados Unidos;
GUS586135.11Uberlandia; KR732921.11 CR2 Costa Rica). Foi incorporada a anélise o protétipo
de Ehrlichia ruminantium (CR925678.11 Str. Welgevonden) como grupo externo. Foram sete

sequéncias do estudo e sete sequéncias obtidas da base de dados do GenBank™ (Figura 5).

Figura 5. Arvore filogenética gerada pelo método Neighbor-Joining (NJ) agrupamento de
vizinhos pelo programa Mega 6.0.
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Foram cinco sequéncias do estudo e sete sequéncias obtidas da base de dados do GenBank™. Os

nimeros proximos aos ramos indicam os valores de bootstrap.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo relata a primeira detec¢do soroldgica e molecular de E. canis em caes
domésticos e carrapatos do municipio de Caxias, do Leste Maranhense. No total de animais
avaliados (103) verificou-se que a propor¢do de cdes machos na zona urbana foi maior (54,9%)
em relacdo as fémeas (40,4%). Canatto et al. (2012) observou em seu estudo a preferéncia dos
proprietdrios por cdes machos, pelo motivo de considerarem melhores na vigildncia das
residéncias. Outro motivo salientado € a dificuldade de se evitar a prenhez das fémeas, tendo em
vista que nem sempre esses animais permanecem retidos. Na zona rural ocorreu o inverso, sendo
a quantidade de cadelas superior (59,6%) em relacdo aos machos (45,1%). Devido as condi¢des
em que esses cies sdo mantidos, o controle de natalidade torna-se dificil, uma vez que esses
animais tém livre acesso as ruas e a outros animais errantes.

Os cées do estudo foram todos classificados como SRD (sem raca definida). Estudos
indicam que ndo h4 predisposi¢do racial quanto a infecc@o, porém os caes da ragca Pastor Alemao
apresentam maior gravidade clinica quando infectados (HARRUS et al., 1997; SOUSA, 2006;
SILVA et al., 2010; SOUSA et al., 2010).

O parasitismo por carrapatos foi maior na zona urbana (43;54,4%) do que na zona rural
(36; 45,6%). Observou-se que a espécie R. sanguineus foi a mais numerosa do estudo e a tinica
identificada na zona urbana (99,4%; 1.465/1.473). Resultado préximo foi encontrado por Costa
et al. (2013) no estudo realizado nas zonas urbanas e dreas rurais de Chapadinha e Imperatriz
(78%; 1.235/1584). Rodrigues et al. (2001), na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, verificou
que a taxa de infestacdo por R. sanguineus ficou em torno de 63,3%. Entretanto, o trabalho
realizado por Ribeiro et al. (1997) na cidade de Porto Alegre, Parand, encontrou um percentual
mais elevado de carrapatos para esta mesma espécie (93,2%; 220/236). Costa et al. (2015)
encontrou para a microrregido de Chapadinha, Maranhao, nas dreas urbanas o percentual de 37%
(344/929) e nas zonas rurais de 59,8% (472/929) para a espécie R. sanguineus. Outros trabalhos
realizados no Maranhao relataram infestacoes por esta espécie de carrapato (GUERRA; BRITO,
2004; COSTA et al., 2013).

O R. sanguineus é um carrapato que foi introduzido no Brasil com a colonizagdo e tem
estreita relacdo com o cdo doméstico (SZAB() et al., 2005). Como observado neste trabalho, esta
espécie domina infestacdes em dreas urbanas, corroborando a literatura (RIBEIRO et al., 1997,
SZABO et al., 2001; DANTAS- TORRES et al., 2004; LABRUNA et al., 2005; SOARES et al.,
2006; SZABO et al., 2010). Isso se deve a disponibilidade de habitat e a0 comportamento nidicola
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do carrapato, uma vez que, a espécie por hdbito penetra em pequenos orificios e superficies de
cimento e madeira (CESAR, 2008).

Os caes provenientes da zona rural do estudo apresentaram infestacdes mistas de
carrapatos da espécie R. sanguineus bem como do género Amblyomma (Amblyomma spp. e
Amblyomma cajennense s.1), sendo este achado o primeiro relato da ocorréncia destas espécies
para o municipio de Caxias (MA). Porém, outro estudo realizado no Maranhdo por Costa et al.
(2013) relatou a ocorréncia de A. cajennense de 2.5% (39/1.584).

O encontro dessas espécies em caes se justifica segundo Szabd et al. (2001), pelo fato
do cdo coexistir em locais permissivos para o desenvolvimento destas espécies, ou se este se
encontra em contato com outros animais, hospedeiros preferenciais, a infestacdo acontece.
Sugere-se que os cdes da zona rural que albergaram essas espécies do género Amblyomma
entraram em contato com dreas endémicas para as referidas espécies. Porém, parar testar esta
hipétese é necessdrio a realizagdo de mais estudos. O conhecimento da ixodofauna em dareas
rurais, tendo em vista as doencas que eventualmente possam ser transmitidas pelos carrapatos, é
um assunto pouco explorado em muitas regides do Brasil e que deve ser aprofundado devido sua
grande importancia para a epidemiologia de carrapatos e doencas transmitidas por estes
(MARTINS et al., 2009).

A andlise de variancia para a infestacdo de carrapatos da espécie R. sanguineus nos caes
mostrou-se influenciada pelo fator classes de idade do que pelas outras varidveis, porém nao
houve significancia estatistica. Rotondano et al. (2015) observou em seu estudo com animais do
municipio de Patos, Paraiba, que a média de R. sanguineus foram estatisticamente semelhante
(p> 0,05) entre os 100 cédes positivos e negativos para E. canis. Outro estudo voltado para a
avaliacdo de fatores de risco para infeccao por E. canis realizado por Minervino et al. (2015), nas
comunidades indigenas (Tapirapé e Karaja) do Mato Grosso, mostrou que as infestagdes por R.
Sanguineus foram homogéneas nas comunidades e estatisticamente significativas (p< 0,05) nos
cdes jovens (< um ano de idade).

No presente trabalho, a frequéncia de anticorpos anti-E. canis encontrada foi de 51,4%
(53/103). A ocorréncia de sororreativos foi maior na faixa etaria de caes menores de dois anos
(23; 50%). Faierstein et al. (2008) no trabalho sobre ocorréncia da EMC no municipio de Aracaju,
Sergipe, observaram maior prevaléncia em cdes jovens. Segundo Azevedo et al. (2011) o
acometimento de reagdes soroldgicas em animais jovens, principalmente com idade inferior a
um ano, ocorre porque o sistema imunoldgico ainda estd em formacdo, o que pode facilitar a
infec¢do por E. canis. Todavia, Baneth et al. (1996) descreveu que a maior prevaléncia em caes

adultos e idosos, se deve ao fato do maior tempo de exposi¢ao destes ao hospedeiro invertebrado.
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Tanikawa et al. (2013) verificaram que dentro dos resultados soroldgicos, houve maior
frequéncia de positividade em caes mais velhos (p<0,05).

Os animais da zona rural apresentaram-se mais reativos (35; 66,1%), embora tenha
apresentado um percentual mais baixo de infestagao por carrapatos. Este fato demonstra que
possivelmente as condicdes ambientais, sobretudo o clima da regido, propiciam a proliferacdao
dos carrapatos e consequentemente a disseminacao de E. canis nessa drea. Segundo Soares et al.
(2006), o ambiente de casa com quintal gera uma condi¢@o ecoldgica que favorece o parasitismo
por R. sanguineus e de outras formas imaturas de ixodideos. Costa-Jr et al.(2007) afirmam que
0s cdes que vivem nas zonas rurais estdo mais expostos a carrapatos vetores que aqueles que
vivem em dreas urbanas. Neste mesmo trabalho os autores ainda mencionam que os caes que
vivem em dreas urbanas sdo submetidos a mais tratamentos acaricidas periddicos do que os caes
de zona rural, pois nestes raramente sdo usados acaricidas e sim se procede a catagdo. No entanto,
no estudo de Costa et al. (2015) realizado na microrregido de Chapadinha, Maranhdo, apenas
14,6% (47/322) dos cées apresentaram soros reagentes € 16,2% (28/173) eram provenientes da
zona rural.

O estudo utilizou como ponto de corte 1:64. A diferenca observada nas frequéncias de
cdes sororreativos entre os estudos pode ser atribuida, dentre outros fatores, a padroniza¢ido da
RIFI, principalmente no ponto de corte determinado por cada estudo (variando de 1:20 a 1:80),
além da diversidade de modelos experimentaise protocolos de diagndstico utilizado pelos
autores, e fatores ambientais envolvidos na epidemiologia da erliquiose nas regides estudadas
(Costa et al., 2015).

No estado da Bahia, o trabalho de Carlos et al. (2007) realizado em Ilhéus e Itabuna, o
percentual foi mais baixo (36% ;72/200) em relacdo a frequéncia de soros reagentes para E. canis
mencionada no presente estudo. O mesmo fato foi observado em outro estudo conduzido por
Souza et al. (2010), onde a prevaléncia foi de 35,6% (168/472) para os caes na cidade de Salvador
(distritos de Itapua e Cajazeiras). No entanto, o estudo realizado no municipio de Patos, Estado
da Paraiba, a frequéncia de anticorpos anti-E. canis foi de 72,5% (79/109) (Azevedo et al., 2011).
Outro estudo realizado por Tanikawa et al. (2013) também no municipio de Patos, mostrou que
a frequéncia de caes com anticorpos, foi de 69,4% (75/108). No mesmo municipio, o trabalho de
Rotondano et al. (2015) constatou que 34% (34/100) dos animais analisados foram sororreativos
para E. canis. Ainda no nordeste, o estudo de Araes-Santos et al. (2015) relatou a prevaléncia de
23% (116/504) de E. canis de amostras dos municipios de Petrolina e Juazeiro.

Em outras regides do Brasil, vdrios trabalhos avaliaram a prevaléncia de E. canis.

Oyafuso et al. (2002) encontraram uma prevaléncia de 23% em 71 cdes na regido Norte do
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Parana. Albernaz et al. (2007) avaliaram 1.576 caes oriundos da cidade de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, e observaram prevaléncia de 13,9%. No Estado do Mato Grosso, na
cidade de Cuiab4, 254 cdes domiciliados foram selecionados e testados sorologicamente e foram
detectados 108 (42,5%) positivos para E. canis (SILVA et al., 2010).

O trabalho feito por Krawczak et al. (2012) envolvendo 316 caes da regido central do
Estado do Rio Grande do Sul, mostrou que apenas 4,4% (14/316) dos animais apresentaram soros
reagentes para E. canis de acordo com a RIFI, embora a infestacdo por carrapatos por R.
sanguineus seja comum nesta regido. O estudo de Vieira et al. (2013b), realizado em
assentamento do Sul do Brasil, verificou que 42,4% (56/132) eram cées soropositivos. O trabalho
realizado com caes nas comunidades indigenas de Tapirapé e Karaja, Mato Grosso, feito por
Minervino et al. (2015) verificou que a prevaléncia de caes soropositivos foi de 14,3% (46/327).
Krawczak et al. (2015) no estudo feito em uma regido do Nordeste de Belo Horizonte, encontrou
um percentual de 23.9% (23/96) de amostras com anticorpos anti-E. canis. Gottlieb et al. (2016)
avaliaram cdes no municipio Passo Fundo, Rio Grande do Sul. Nesse estudo foi encontrado um
percentual de 5,1% (3/58) de animais que apresentaram sorologia positiva para E. canis.

Neste estudo observou-se que a frequéncia de caes com soros reagentes foi influenciada
pelos fatores bairro/localidade e infestacdo de R. sanguineus, porém ndo houve evidéncia
estatistica de auto correlacdo entre essas varidveis. O estudo feito por Costa et al. (2013) observou
diferenca significativa quanto a média de infestacdo (R. sanguineus) para a microrregiao de
Imperatriz (p = 0,05). E vdlido mencionar que a frequéncia de anticorpos anti-E. canis é
dependente da distribuicdo do vetor, R. sanguineus (TANIKAWA et al, 2013). Vieira et al.
(2013a) nao observaram diferenca estatistica entre a associacdo de caes soropositividade para E.
canis e presenga de carrapatos (p >0,05). A presenca de carrapatos nos cdes também nao foi
associada estatisticamente a infec¢do por E. canis nos animais amostrados no estudo conduzido
por Ueno et al. (2009). Possivelmente, a populacdo canina do municipio de Caxias esta altamente
exposta a carrapatos R. sanguineus infectados por E. canis.

As localidades oito (Santa Terezinha) e nove (Vila esperanca), da zona rural do
municipio estudado, apresentaram as maiores frequéncias de cdes sororreativos anti-E. canis,
influenciando estatisticamente os resultados. Ueno et al. (2009) ndo observaram diferenca
significativa entre os cdes com livre acesso a rua e/ou com acesso a zona rural, no estudo
realizado na cidade de Cuiabd, Mato Grosso. No entanto, os animais das localidades do presente
estudo tinham acesso a rua e podem estar mais expostos a infeccdo em decorréncia de maior

chance de contato com carrapatos infectados.
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No trabalho de Araes-Santos et al. (2015) realizado em 4reas urbanas e rurais do
municipio de Petrolina, Pernambuco, os valores de soroprevaléncia foram maiores nas areas
rurais que nas areas urbanas destes municipios, corroborando com os dados do presente estudo.
Entretanto, ndo houve diferenga estatistica (p>0,05). O mesmo fato foi apontado no trabalho de
Minervino et al. (2015) pois nenhum fator de risco foi significativo para a soroprevaléncia de E.
canis nas comunidades indigenas (Tapirapé e Karajd) do Mato Grosso.

Nao foi observada predisposicao racial (todos os cdes SRD) e sexual quanto a infecc¢ao
por E. canis no municipio em estudo. Resultados similares foram vistos nos trabalhos de Sousa
(2006) e Silva et al. (2010). A taxa de infec¢do e classes de idade ndo apresentaram associa¢ao
significativa, igualmente visto por Aguiar et al. (2007) e Silva et al. (2010). Os resultados também
corroboraram com os de Vieira et al. (2013b) onde ndo houve associacao significativa encontrada
entre o sexo, presenca de carrapatos e soropositividade para E. canis.

A frequéncia de positivos pela PCR foi de 9,7% (10/103) de soros caninos reagentes
com ocorréncia maior na faixa etdria de dois a quatro anos (50%; 5/10). Aspecto discordante ao
presente estudo, foi encontrado por Ueno et al. (2009) na avaliacdo de 70 caes atendidos no
Hospital veterinério na cidade de Botucatu, Sdo Paulo, sendo maior frequéncia (65%) constatada
em cdes com idade até 12 meses. Resultado similar, foi observado no estudo de Witter et al.
(2013), dos 77 caes atendidos no Hospital Veterindrio (HOVET) da Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT), a frequéncia de animais positivos pela nested-PCR segundo a faixa etaria
(1 a 12 meses) foi de 33,3% (8/24).

O fato se justifica segundo os autores, pois cdes nessa faixa etdria estdo mais
susceptiveis a contrairem a infec¢do e apresentarem o agente circulante, decorrentes de alta
infestacdo por carrapatos (R. sanguineus). Porém, no trabalho de Tanikawa et al. (2013)
verificaram que na faixa etdria de um a trés anos, o nimero de caes positivos para E. canis foi
maior (7,1%; 2/28). Como o método empregado foi baseado na pesquisa direta de Ehrlichia sp.
a partir do sangue canino total, isto implica dizer que os cdes positivos deste estudo
provavelmente estavam em fase aguda da doenca ou no processo de renovagao parasit€émica que
ocorre na fase cronica.

Os animais provenientes da zona rural foram mais infectados (70%) neste estudo.
Entretanto no estudo realizado no Estado do Maranhdo, Costa et al. (2015) verificaram que entre
os nove caes (2,8%; 9/322) infectados por E. canis, quatro animais eram de dreas urbanas e cinco
de dreas rurais. O trabalho de Santos et al. (2013) apresenta uma diferenca sutil quanto a
frequéncia de positivos por zonas. Segundo os autores, entre os positivos, 15,6% (25/160) eram

da zona urbana e 14,4% (23/160) da zona rural. No entanto, Carlos et al. (2007) mencionou que
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o ambiente rural, cuja situacdo socioecondmica dificulta o controle do vetor com os caes
facilmente infestados por carrapatos, apresenta maior risco de infeccdao (RODRIGUEZ-VIVAS;
ALBORNOZ; BOLIO, 2005), o que possivelmente explica o resultado observado no estudo.

Trabalhos epidemiolégicos relacionados a detec¢do molecular de E. canis estdo sendo
realizados no Brasil. No Nordeste, o estudo de Ramos et al. (2010), realizado na cidade de Recife,
Pernambuco, encontrou um percentual de 38% (78/205) para E. canis. No mesmo estado, Araes-
Santos et al. (2015), realizaram um estudo no municipio de Petrolina e detectaram DNA de E.
canis em apenas 8,3% (42/504) de amostras de sangue canino. No trabalho de Souza et al. (2010)
realizado nos distritos de Cajazeiras e Itapud, Bahia, as amostras de sangue dos animais
soropositivos foram submetidas a pesquisa do DNA por nested-PCR. Dentre os positivos, 34,5%
(58/168) caes tiveram PCR positivos para E. canis. No trabalho de Rotondano et al. (2015) entre
os 100 animais analisados, do municipio de Patos localizado no Estado da Paraiba, 25% dos caes
foram positivos para E. canis pela PCR.

Na regido Centro-Oeste, o trabalho realizado em Cuiabd, Mato Grosso, por Sousa et al.
(2010), avaliaram 195 cdes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT e destes, uma
amostragem de 60 animais foi escolhida aleatoriamente para serem avaliados por PCR e
revelaram que 15% (9/60) eram positivos para E. canis.

A frequéncia de caes com infeccdo ativa por E. canis foi influenciada estatisticamente
pelos fatores, bairro/localidade e infestacdo de R. sanguineus. A associa¢do do parasitismo por
R. sanguineus e o numero de cdes postivos foi observado também no trabalho de Carvalho et al.
(2008) realizado com caes dos municipios de Ilhéus e Itabuna, Bahia (p<0,05). No estudo de
Tanikawa et al. (2013), os animais que permaneceram em ambientes sujos, apresentaram uma
maior frequéncia de positividade na PCR (p<0,05). No entanto, no estudo de Ueno et al. (2009)
a presenca de carrapatos ndo foi associada estatisticamente a infeccdo por E. canis nos animais
amostrados. Apenas o bairro seis (José Castro) da zona urbana do municipio, apresentou maior
frequéncia de cdes com infeccdo ativa por E. canis. Segundo Dantas-Torres et al. (2010),
ambientes carentes de controle vetorial, se tornam biétopos adequados para a manuten¢do de R.
sanguineus favorecendo o contato destes com os caes.

Os fatores, classes de idade e sexo, ndo apresentaram diferengas significativas no estudo
(p>0,05). Este resultado corrobora com o trabalho de Carvalho et al. (2008) e Santos et al. (2013).

A prevaléncia de carrapatos R. sanguineus infectados por E. canis foi de 4,6% (25/534)
no estudo. No entanto, Souza et al. (2010), constatou através da nested-PCR dos carrapatos (R.
sanguineus) a ocorréncia de 21,9% (7/32) infectados por E. canis. Almeida et al. (2012) relataram

que dos carrapatos R. sanguineus coletados em seu estudo, 29.6% (81/274) amplificaram DNA
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de agentes erliquiais, onde 38 (17.9%) amplificaram para E. canis. Percentual mais baixo, Araes-
Santos et al. (2015) relatou que a infeccdo por E. canis foi encontrada em apenas 4,9% (14/285)
dos carrapatos R. sanguineus submetidos a PCR. O que poderia justificar tal disparidade pode
estar associada com fatores climdticos, como a diversidade geogrifica e climdtica, além do
método de diagndstico aplicado (AKTAS et al., 2009).

Um estudo recente realizado no Brasil avaliou a competéncia vetorial de quatro
populagdes de R. sanguineus de diferentes regides geograficas (Sdo Paulo/BSP; Rio Grande do
Sul/BRS; Argentina/ARG; Uruguai/URU) para E. canis (MORAES-FILHO et al., 2015). No
entanto, apenas a populacdo BSP apresentou-se como vetor competente de E. canis, isto €, apenas
os cdes infestados com carrapatos adultos (populacdo BSP) desenvolveram sinais clinicos ,
soroconversao bem como PCR positivo para E. canis. Os autores sugerem que a populagdo de R.
sanguineus que circula na regido Sul do Brasil (BRS) ndo possui potencial de transmissao de E.
canis, o que justificaria baixa prevaléncia de erliquiose na regido do paifs.

Os resultados encontrados nas metodologias empregadas, evidenciou que entre as 10
amostras positivas pela PCR, seis amostras mostraram presenca de anticorpos, indicando
infeccdo com resposta humoral, enquanto as outras quatro amostras soronegativas, indicaram
infec¢do aguda, onde ainda ndo podem apresentar anticorpos (ALMOSNY, 1998). No entanto, o
estudo de Witter et al. (2013) todos os cées positivos pela PCR confirmaram-se positivos pela
RIFI e segundo os autores, este fato demonstra infeccdo ativa de E. canis. Caes soropositivos,
mas negativos pela PCR foram provavelmente infectados pelo agente (E. canis) e estes podem
ou nao evoluir para a fase cronica da doenga (HARRUS, WANER, 2011). Entre os 50 caes com
soros ndo reagentes do estudo, quatro amostras foram positivas e 46 negativas pela PCR. A
deteccao de E. canis apenas pela PCR, sugere fase aguda ou fase assintomética da doenga, pois
nesta ultima podem ocorrer ciclos de parasitemia do agente (WITTER et al., 2013).

No presente estudo, foi observado que o numero de cées positivos para os dois métodos
de diagnéstico (RIFI e PCR) concentrou na localidade Queima Boca, onde um c@o apresentou
reacdo soroldgica e positividade pela PCR nas amostras de sangue e carrapato, fato que evidencia
infeccdo ativa da bactéria na localidade.

As sequéncias das amostras sanguineas positivas pela PCR, indicaram alto grau de
identidade (96% a 100%) com as sequéncias de E. canis de diferentes dreas geograficas do Brasil
e de outros paises, disponiveis no GenBank™. Corroborando com os resultados deste estudo, o
trabalho de Alves et al. (2014) avaliando cdes do sudeste do Brasil,verificou que as sequéncias
obtidas, agruparam com 100% de identidade, com a sequéncia de E. canis Str Jake (CP0O00107.1).

Resultado igualmente visto por Cicuttin et al. (2016, no prelo) no trabalho realizado com
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amostras de cdes da drea metropolitana de Buenos Aires, Argentina. O mesmo foi encontrado
por Aguiar et al. (2013) no estudo envolvendo caes de vdrias regides do Brasil, com 100% de
identidade entre as amostras do estudo com a sequéncia (AF403710.11 Oklahoma) disponivel no
GenBank.

O trabalho de Braga et al. (2013), verificou que entre as amostras positivas,duas
sequéncias de DNA (350 pb) foram idénticas (100%) as sequéncias de E. canis na base de dados
GenBank (GU586135.1IStr.Uberlandia, DQ460716.1Jaboticabal, CP000107.11 Str. Jake).
Resultado semelhante foi observado no estudo de Santos et al. (2013) apresentando 100% de
identidade com as sequéncias (AF403710.11 Oklahoma, CP000107.1IStr. Jake, DQ460716.11
Jaboticabal).

As sequéncias obtidas dos carrapatos revelaram também alto nivel de identidade (100%)
com as sequéncias (CP000107.1, AF403710.1, KR732921.1, GU586135.1 e KR732922.1). Melo
et al. (2016), estudando cdes domésticos do pantanal brasileiro, encontrou o grau de identidade
(100%) de uma sequéncia de R. sanguineus com E. canis Uberlandia (GU586135.1). Resultado
similar foi observado por Cicuttin et al (2015), entre as sequéncias do estudo com as sequéncias
de E. canis do Brasil ( Jaboticabal , Uberlandia e Sao Paulo; nimeros de acesso GenBank:
DQ460716.1, GU586135.1, DQ460715.1)e Estados Unidos (Str. Jake; GenBank accession
numero: AF403710.1)

A infecc@o em caes por E. canis ja foi descrita em Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Belo
Horizonte, Parana, Rio Grande do Sul, Ronddénia, Bahia, Mato Grosso e em outros estados do
Brasil (ID’AGNONE et al., 2001; MOREIRA et al., 2003; BULLA et al., 2004; MACHADO,
2004; ALVES et al, 2005; MACIEIRA et al., 2005; AGUIAR et al., 2007a; LABRUNA et al,
2007; SANTOS et al., 2007; CARVALHO et al., 2008; SOUSA et al., 2010). Entretanto, apesar
da ampla ocorréncia de E. canis descrita na literatura, estudos moleculares, sobretudo no estado
do Maranhdo, ainda sdo incipientes.

Nesse contexto, a reconstrucdo filogenética evidenciou que as sequéncias caracterizadas
como Ehrlichia sp. do presente estudo sdo filogeneticamente mais préximas da espécie E. canis
(DQ460716lJaboticabal e CP000107.11Str. Jake). O segundo clado foi constituido por sequéncias
do GenBank™ (KR732922.1ILagunilla-Costa Rica, AF403710.110klahoma,
GUS586135.11Uberlandia, KR732921.11Lagunilla-Costa Rica) o que sugere monofiletismo da
espécie devido alto indice de bootstrap (98%).

O estudo de André et al. (2012), quanto a andlise filogenética baseada no gene dsb,
posicionou o DNA de Ehrlichia sp encontrado em um cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) no

mesmo ramo que E. canis (DQ460716lJaboticabal), com alto bootstrap (100%), corroborando
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assim com os resultados vistos neste trabalho. A PCR do gene dsb de Ehrlichia mostrou-se
altamente especifico, jd que € altamente divergente dos outros géneros de bactérias, mesmo

daquelas filogeneticamente mais préximas (DOYLE et al., 2005).
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

. Os cdes do municipio de Caxias apresentaram parasitismo por carrapatos Rhipicephalus

sanguineus, Amblyomma cajennense e Amblyomma dubitatum;

. R. sanguineus foi a espécie mais frequente no presente estudo;

. Os cdes domiciliados em dreas urbanas e rurais do municipio estdo expostos a infeccao

natural por E. canis, agente causador da erliquiose monocitica canina;

o A frequéncia de cdes sororreativos foi maior nos animais da zona rural do municipio
estudado;
. O sequenciamento do fragmento da PCR amplificado, baseada no gene dsb confirmou

pela primeira vez a deteccdo de E. canis em amostras de sangue e carrapatos obtidos de caes do

municipio de Caxias-MA.

. Mediante a importancia da EMC no Brasil, sugere-se a realizacdo de outros estudos
sorolégicos e moleculares no Maranhdo. As condi¢des ambientais e os fatores climaticos
apresentados pelo Estado sdo propicios para o desenvolvimento do vetor, o carrapato R.
sanguineus. Por sua vez, a caréncia de cuidados quanto ao controle de ectoparasitos favorecem

a disseminacdo do agente etioldgico, E. canis, e o estabelecimento da enfermidade nos caes.

. A frequéncia de caes infectados do municipio evidencia que os proprietirios estao
expostos a carrapatos contaminados, representando risco de infec¢ao. Diante dessas observagdes,
sugere-se a implantacdo de programas especificos de controles de vetores artrépodes de

riquetsioses no municipio de Caxias.
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Anexo 1-Ficha clinica

Data de coleta: / / Animal

Idade: Castracao: ( )sim ( )ndo Raca:

Porte: () pequeno ( )médio ( )curto pelagem/cor: ( )curto ()longo
Historico

Local de nascimento: ( )Caxias-MA Outro:

Permanece no local onde mora: ( )sim ( )ndo Quais outros

lugares?

Habitos do animal

( )vive no quintal/campo ( )passeios a rua ( )vive dentro de casa( ) canil
Suspeitas

Antecedentes clinicos: J4 teve hemoparasitose? ( )sim ( )ndo

Alteragdes clinicas gerais: ( )febre ( )apatia ( )perda de
peso

e Erliquiose: ( )secrecdo ocular/nasal ( )sangramento nasal ( )diarreia

sanguinolenta ( )incoordenacao

e Ectoparasitos: Possui ectoparasitos? ( )sim ( )ndo Quais? ( )carrapatos (
)pulgas

e Infestacdo: ( )leve ( )moderada ( )intensa

e Faz controle de ectoparasitos? ( )sim( )ndo Frequéncia( )1x/15dias ( )1x/més (
)maior

e Utiliza produtos ectoparasiticidas no ambiente: ( )sim ( )ndo

Frequéncia: ( )1x/semana  ( )2x/semana ( )1x/15dias ( )1x/més

( )maior

Observacgoes:
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Anexo 2-Termo de Autorizacio

Eu, autorizo por meio deste
documento, a coleta de sangue e carrapatos do(s)
animal(ais) de minha propriedade,

para fins de pesquisa na Universidade Estadual do Maranhdo, bem como informo estar ciente das

informacdes referentes a minha identidade na divulgacdo dos resultados do presente estudo.

Assinatura do(a) proprietario(a) do(s) animal(ais)
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Anexo 3-Protocolo de extraciao de DNA com Nacl
(ALJANABI; MARTINEZ, 1997)

. Triturar o material (carrapato ou pulga) em N> liquido ou vidro em po;
. Adicionar 400ul de buffer A;

. Adicionar 40ul de SDS 20% e 8ul de proteinase K (20mg/ml);

. Misturar no vortex;

. Incubar 55-56°C por 1 hora;

. Adicionar 300ul de Nacl 6M (ou 360ul de Nacl SM);

. Vértex por 30s;

Centrifugar a 10 000 rpm/30minutos a 4°C;

Transferir o sobrenadante para um novo tubo e precipitar com igual volume de isopropanol

por 1 hora a -20°C (600u1l);

10. Centrifugar a 10.000 rpm/10minutos a 4°C;

11. Desprezar o sobrenadante;

12. Colocar o mesmo volume (aproximadamente 600ul) de etanol 70°GL (Lavar o pellet);

13. Centrifugar a 10.000 rpm/10minutos (colocar papel toalha na UV);

14. Descartar o sobrenadante;

15. Inverter o tubo sobre o papel toalha para secar por aproximadamente 30 minutos;

16. Resuspender o pellet em 25u] de H20 milliQ;

17. Encaminhar o material a PCR ou estoca-lo a -20°C.
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Anexo 4-PCR de amostras sanguineas, usando inicidadores genéricos Dsb-330/Dsb-728 para E.
canis. Pocos 1,15,16 e 18 — Amostras positivas. PM=Peso molecular; CP1=Controle positivol;
CP2=Controle positivo2.
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Anexo 5- PCR de carrapatos, usando inicidadores genéricos Dsb-330/Dsb-728 para E. canis.
Pocos 2,4,6,8,10,14,22,23 — Amostras positivas. PM=Peso molecular; CP1=Controle positivol.
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