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Resumo

Algumas hemoparasitoses tém carrapatos como vetores e assumem elevada importancia em
medicina veterinaria, além do potencial zoonético de algumas dessas doencgas. O objetivo deste
trabalho foi detectar espécies de carrapatos presentes nos cdes do municipio de Itabirito, Minas
Gerais, uma area de transicdo de mata atlantica e cerrado, correlacionando com dados sanitarios
destes animais e detectar hemoparasitos em circulagdo nestes hospedeiros. Foram coletadas
amostras de sangue e carrapatos de 100 cées, sendo nove cdes domiciliados destinados a
esterilizacdo cirargica realizada no canil municipal, 20 cées de rua resgatados e encaminhados
para o canil e 71 residentes no Bairro Portdes — considerada uma regido periurbana em contato
com ambiente de mata e rural. Foi também realizado questiondrio com tutores de cdes para
levantar informacdes sanitarias de 78 animais. O teste de Qui-quadrado com significancia de 5%
foi realizado para correlacionar as respostas do questionario com os cées parasitados. As coletas
foram realizadas entre 0s meses de outubro de 2017 a maio de 2018. Para a identificacdo dos
carrapatos coletados, foi utilizado chaves taxonémicas de ixodideos. Para a deteccdo de
hemopat6genos dos géneros Ehrlichia e Anaplasma foi realizada analise molecular em todas as
amostras de sangue, por meio da reacdo em cadeia da polimerase nested (NPCR) e para 0s géneros
Hepatozoon, Babesia e Rangelia por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foi
realizado sequenciamento nucleotidico para identificacdo especifica dos agentes etioldgicos
encontrados. Além disso, o diagnostico de Ehrlichia canis e Anaplasma phagocytophilum foi
realizado por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ndo sendo realizado este
método para outras espécies de hemopatdgenos. Foram coletados 210 espécimes de carrapatos.
Destes, foram encontrados, 47 fémeas, 68 machos, 62 ninfas e trés larvas de Rhipicephalus
sanguineus s. I; trés machos e cinco fémeas de Amblyomma aureolatum; oito ninfas, quatro
fémeas e oito machos de Amblyomma sculptum; e duas fémeas de Rhipicephalus microplus. O
parasitismo ocorreu em 3/9 (33,33%) dos cdes destinados & esterilizacdo cirdrgica, 11/20 (55%)
dos cées provenientes de captura — ambos grupos provenientes do canil municipal - e 48/71
(67,60%) dos caes examinados no bairro Portdes. Quanto aos dados sanitarios de 78 dos cées, foi
relatado que 60,26% dos cdes passeavam com 0s tutores, porém somente 6,08% destes sempre
utilizavam coleira com guia. Sobre o confinamento destes animais, 43,59% dos cdes ndo possuiam
barreiras fisicas de contencdo e 5,12% viviam em contato com areas de mata. Quanto ao contato
com outros animais, foi possivel identificar 75 caes com este perfil, sendo: 29 tinham contato com
outros cdes; 28 com outros animais domésticos; e 18 com animais domésticos e silvestres. Ndo
houve diferenca significativa na prevaléncia de infestacdo entre esses grupos de animais. O
controle da infestacdo por carrapatos era realizado em 57 cées, sendo o uso de banhos contendo
antiparasitarios o0 método mais comum. Em geral, os tratamentos ndo seguiam qualquer tipo de
acompanhamento veterinario, sendo demonstrado que 0s cées expostos a tratamentos
antiparasitarios ndo diferiram estatisticamente em prevaléncia de infestacdo dos ndo expostos. Na
andlise molecular houve amplificacdo em 17/100 das amostras, com o gene alvo 16S rRNA para
membros da familia Anaplasmataceae com tropismo por granuldcitos ou plaquetas (EG); em
9/100 das amostras para 0 gene de Piroplasma SSU rDNA; em 7/100 das amostras para o gene
18S rRNA de Hepatozoon spp.; em 5/100 das amostras para o gene dsb de Ehrlichia spp. e 1/100
amostra amplificou para o gene msp4 de A. phagocytophilum. Considerando os resultados do
sequenciamento, foi possivel identificar a circulacdo de E. canis, Anaplasma platys, Babesia
vogeli e Hepatozoon canis. No diagndstico soroldgico utilizando a RIFI, foi possivel detectar
19/100 amostras reativas para E. canis na diluicdo 1:40 e 6/100 para A. phagocytophilum, sendo:
uma amostra na diluicdo 1:40, duas 1:80, duas 1:160 e uma 1:320. Conclui-se que h4 a circulagdo
de hemopatdgenos transmitidos por carrapatos na populacdo de cdes em ltabirito — MG e estes
possuem contato com espécies domésticas e silvestres, o que predispde a populacdo humana ao



contato com carrapatos de ambientes silvestres e possivelmente a hemoparasitoses carreadas por
estes ixodideos. Futuras pesquisas devem ser realizadas para definir com maior precisdo a
circulacdo de Rangelia vitalli e A. phagocytophilum. Além desses patdgenos investigados nesta
pesquisa, seria importante uma investigacdo sobre organismos do género Rickettsia, transmitidos
por carrapatos e de grande importancia em medicina veterinaria e satde publica.

Palavras-chave: Hemopat6genos, caninos, PCR, carrapatos, RIFI.

Abstract

Some tickborne diseases play an important role in veterinary medicine in addition to the zoonotic
potential of some of these diseases. This study aimed to detect the species of ticks present in dogs
from Itabirito, Minas Gerais, a transition area of Atlantic forest and cerrado, connecting this with
health data of these animals, and detect hemoparasites in these hosts. Blood samples and ticks
were collected from 100 dogs. The origin of these animals were 9 domiciliated dogs which were
sent to the castration program, 20 stray dogs rescue and sent to the municipal kennel of the county,
and 71 domiciliated dogs in Portdes, a neighborhood of Itabirito. The samples from these dogs
were collected for convenience sampling. Also, were collected some health information about
these dogs with a questionnaire direct to their tutors. In order to assess whether there was a
statistical association between the data extract from questionnaire and tick infestation the chi-
square test was applied with 5% confidence. The study collections were performed between
October 2017 and May 2018. For the identification of the collected ticks, taxonomic keys of
ixodids were used. For the detection of hemopathogens of the genera Ehrlichia and Anaplasma,
molecular analysis was performed on all blood samples, using the nested polymerase chain
reaction (NPCR) and for the genera Hepatozoon, Babesia and Rangelia using the polymerase
chain reaction (PCR). Nucleotide sequencing was performed to specifically identify the etiologic
agents found. In addition, the diagnosis of Ehrlichia canis and Anaplasma phagocytophilum was
carried out through the indirect immunofluorescence reaction (RIFI), this method not being used
for other species of hemopathogens. Were collected 210 tick specimens. From these, were found:
47 females, 68 males, 62 nymphs and three larvaes of the Rhipicephalus sanguineus s. I; three
males and five females of the Amblyomma aureolatum; eight nymphs, four females and eight
males of Amblyomma sculptum; and two females of Rhipicephalus microplus. The parasitism
occurred in 3/9 (33.33%) refered for surgical sterilization, 11/20 (55%) dogs from capture — these
both group of animals were analysed in municipality kennel - and 48/71 (67.60%) dogs examined
in Portdes neighborhood. About the 78 dogs health data, it was reported that 60.26% of the dogs
walking with the tutors; however only 6.08% of these tutors always use leash and guide.
Regarding the confinement of these animals, 43.59% of the dogs do not have any physical block
barrier and 5.12% live in contact with forest area. Besides, other data reveal that 75 dogs had
contact with others animals, as follow: 29 with others dogs; 28 with others domestic animals; and
18 with domestic and wild animals. There was no statitical significant difference in the prevalence
of infestation between these groups of animals. The tick infestation control was performed in 57
dogs, and the most common method used was the bath with antiparasitic products. In general, the
treatments of dogs did not follow any veterinary professional instructions and, it has been shown
that dogs treated with antiparasitic drugs or other methods for tick control did not differ
statistically in infestation prevalence when compared with the group without any treatment. In the
molecular analysis 17% of samples were amplified using primers for 16S rRNA belongs to the
granulocytic and trombocytic Anaplasmataceae members. For SSU rDNA gene from Piroplasm
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9% of samples were amplified; 7% samples were amplified for the 18s rRNA gene for
Hepatozoon spp.; 5% of samples were amplified for dsb gene from Ehrlichia spp., and 1% of
samples were amplified using msp4 gene as target for A. phagocytophilum. By the serological
diagnosis using IFAT were detected 19% reactive samples for E. canis in 1:40 dilution and 6%
reactive samples for A. phagocytophilum in the following dilutions: 1 dog - 1:40; 2 dogs — 1:80;
2 dogs — 1:160; and 1 dog — 1:320. In conclusion, there was the circulation of tickborne diseases
in this population of dogs in Itabirito — MG and these dogs have contact with wild and domestic
species which predisposes the human population have contact with ticks from wild areas and
possible to hemopathogens carried by these ticks. Future studies are need in order to better define
the R. vitalli and A. phagocytophilum circulation. Beyond of these pathogens researched in this
work, it will be necessary an investigation about Rickettsia genus organisms, because they
represent great importance in veterinary medicine and public health.

Key-Words: Hemopathogens, dogs, PCR, ticks, IFAT.
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1. Introducdo geral

A relacdo entre humanos e animais é reconhecida desde tempos primordiais das civilizactes
humanas, sendo os cdes os primeiros animais domesticados, em torno de 15 mil anos atrés,
com uma popula¢do mundial estimada em 500 milhGes de individuos. Além disso, nos dias
atuais, cées sdo considerados por muitos tutores como membros da familia e possuem relagédo
muito proxima com comunidades humanas (Beck, 2000). No Brasil, a dindmica populacional
de animais de companhia demonstra maior participacdo dos cdes, com um nimero estimado
em 52,2 milhdes de individuos. Estes dados sdo relevantes, pois demonstram um estreito
vinculo entre a populagdo canina e humana (IBGE, 2015). Porém, tutores de animais de
companhia alheios as suas responsabilidades, incorrem na posse irresponsavel, o que acarreta
negligéncia na busca por auxilio veterinario e abandono desses individuos, por diversas razoes.
Cées abandonados e/ou livres ndo possuem controle reprodutivo ou de doencas, o que
predispde a populacdo ao crescimento desordenado, risco dos animais se tornarem
reservatorios de inUmeros agentes patogénicos zoonéticos, além do aumento dos acidentes por
mordidas e arranhdes, permitindo assim a transmissdo de zoonoses causadas por virus,
bactérias ou parasitos (Wandeler et al., 2000; Alves et al., 2013; Baquero et al., 2017). Deve-
se acrescentar, neste contexto, as espécies de animais silvestres com capacidade de serem
reservatdrios de zoonoses, uma vez gque no Brasil hd inmeras regifes com interface entre o
meio ambiente urbano, silvestre e rural, seja pela expansdo agropecudria ou processo de
urbanizagdo em direcdo a areas silvestres (Barbosa et al., 2011).

Em paises tropicais, dentre as doengas que acometem cdes, as hemoparasitoses sdo das mais
prevalentes, devido a alta densidade dos vetores, nestas regides. Os cdes acometidos por esse
grupo de agentes etiol6gicos podem continuar assintomaticos ou desenvolverem distirbios
graves, com possibilidades de evolucdo para o 6bito (Witter et al., 2013; Leal et al., 2015). Os
principais hemopatdgenos de cédes transmitidos por carrapatos de ocorréncia no Brasil sdo
causados por rickéttsias das espécies Anaplasma platys e Ehrlichia canis e protozoarios das
espécies Babesia vogeli e Hepatozoon canis (Alves et al., 2014; Araes-Santos et al., 2015;
Malheiros et al., 2016). Porém, outros agentes ja foram identificados em cdes no Brasil como
Babesia gibsoni (Trapp et al., 2006a), Rangelia vitalli (Soares et al., 2011), Anaplasma
phagocytophilum (Santos et al., 2013) e Ehrlichia ewingii (Oliveira et al., 2009).

No Brasil, os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) sdo exdticos e
chegaram nesta regido parasitando cées transportados pelos europeus, adaptando-se ao
ambiente urbano brasileiro. Esse carrapato tem como hospedeiro preferencial o cdo. Por
apresentar boa adaptacdo ao clima tropical brasileiro e ter habito nidicola, as populacées de R.
sanguineus s.l. conseguem se perpetuar por varias geragfes, mesmo com apenas um cao no
ambiente (Labruna e Pereira, 2001; Rodrigues et al., 2008). Carrapatos do género Amblyomma
estdo presentes em areas rurais, ambientes periurbanos e de mata nativa e sdo autoctones da
América, sendo que 0s cées expostos a estas areas estdo predispostos a infestagcdes por esses
carrapatos. Carrapatos deste género possuem, em geral, baixa especificidade parasitaria,
principalmente em suas fases de larva e ninfa. Vale ressaltar a grande importancia desses
ectoparasitos, ja que sao transmissores de inimeros patdgenos, além de causarem prejuizos
diretos ao parasitarem animais de companhia e produgdo (Labruna et al., 2001).

O municipio de Itabirito se localiza na regido central do estado de Minas Gerais e apresenta
areas de mata atlantica em transicdo com o cerrado, além de areas rurais e urbanas. Esta
caracteristica da regido permite o estabelecimento de diferentes espécies de ixodideos, que
podem parasitar os cdes e transmitir diferentes patdgenos a esta populagédo. O comportamento
da populagdo humana quanto aos cdes também foi levado em conta na escolha da area de
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estudo, como demonstrado por um levantamento sobre a popula¢do canina de Itabirito
conduzida por Bastos (2013), que demonstrou uma taxa de abandono de c&es no municipio de
3,60%, dado que revela uma taxa de renovacdo na populacdo de cdes ndo domiciliados, que
poderdo servir como fonte de contaminacéo e transmissdo para doencas infecciosas. Quanto a
posse de cées, foi mensurado por Bastos (2013) que 34,63% dos cdes domiciliados, saem para
passeios sem coleira com supervisao do tutor, 19,92% dos cées domiciliados, saem com o tutor
com o auxilio de guia e 3,07% dos cdes domiciliados, saem sem 0 acompanhamento do tutor.
Em 6,32% das casas ndo havia barreira fisica de contengdo doméstica dos céaes. Estes dois
altimos dados demonstram o possivel contato entre cdes domiciliados e cées ndo domiciliados
ou entre cées e animais de outras espécies, 0 que aumenta o potencial de infestacdo desses caes
por carrapatos e, possivelmente, a dispersdo de agentes transmitidos por esses ectoparasitos.
Considerando, o contato intimo dos cées com seres humanos da regido, levantou-se a
possibilidade de haver, dentre os agentes circulantes transmitidos por carrapatos, alguns com
potencial zoondtico e outros com potencial de causarem sinais clinicos graves em caes.
Portanto, pela importancia dos hemopatdgenos de cdes na saude animal e humana e pelas
caracteristicas propicias encontradas na regido para a proliferacdo de varias espécies de
carrapatos vetores, houve interesse na realizacdo da investigagdo de carrapatos e
hemopéatogenos de cdes no municipio de Itabirito.

Esta dissertagdo foi dividida em dois capitulos, sendo o primeiro dedicado aos carrapatos
encontrados nos cédes pesquisados em Itabirito e ao perfil epidemioldgico dessa populagdo
canina e, o segundo capitulo, & identificacdo de principais hemopatogenias caninas
transmitidas por carrapatos por meio de métodos de diagndstico moleculares e sorol6gicos
realizada em amostras dos mesmos animais.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi identificar carrapatos e hemoparasitos presentes em cées do
municipio de Itabirito — MG.

2.2 Obijetivos especificos

Coletar carrapatos em fase parasitaria nos caes e classifica-los por chaves taxonémicas;
Tracar o perfil epidemiologico dos cées e correlacionar com o parasitismo por carrapatos;
Detectar, por analise molecular, a presenga de hemopatgenos que acometem a populacgao de
cdes da microrregido em estudo;

Realizar a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para avaliar a presenca de
imunoglobulina G (IgG), visando & deteccdo de cées sororeagentes para Ehrlichia canis e
Anaplasma phagocytophilum.
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3. Reviséo de literatura
3.1 Carrapatos de cdes no Brasil

Os carrapatos apresentam-se como o principal ectoparasito de cdes em diversas regides brasileiras
(Ribeiro et al., 1997; Gonzalez et al., 2004; Dantas-Torres et al., 2009; Heukelbach et al., 2012).
Eles s&o reconhecidos como importantes vetores de patégenos (Aragdo, 1953; Aragdo e levam a
prejuizos diretos aos animais por espoliacdo, reacdo alérgica pruriginosa, inflamacéo, alopecia e
toxicose por neurotoxinas salivares encontradas em carrapatos fémeas, além de criarem porta de
entrada para infecgdes secundarias (Jongejan e Uilenberg, 2005; Edlow e McGillicuddy, 2008).
A grande capacidade vetorial desses organismos ocorre devido a sua necessidade bioldgica por
hematofagismo em todas as fases de vida, a facilidade de dispersdo no ambiente e sua resisténcia
em fases de vida ndo parasitaria (Walker, 1998; Parola e Raoult, 2001; Massard e Fonseca, 2004).
Além de sua importante fungdo vetorial, carrapatos apresentam-se como reservatérios com
competéncia para a transmissao transovariana de diversos agentes como, por exemplo, Babesia
canis e Rickettsia rickettsi (Azad e Beard, 1998; Trapp et al., 2006b).

A distribuicdo dos carrapatos em cdes é dependente de fatores ambientais, principalmente a
umidade relativa do ar e a temperatura ambiental, que controlam as fases de vida livre das
diferentes espécies e, consequentemente, determinam a eficiéncia de parasitismo em cédes. Além
do carrapato Rhipicephalus sanguineus s.l., 0 mais predominante em cées, no Brasil, ha relatos
de parasitismo por Rhipicephalus microplus, Amblyomma aureolatum, A. sculptum, A. ovale, A.
oblongoguttatum e A. tigrinum, todas essas espécies do género Amblyomma ocorrendo em areas
rurais, de mata ou ambientes periurbanos, com variagOes entre elas dentro das diferentes regides
do pais (Aragdo, 1936; Evans et al., 2000; Labruna et al., 2001a; Labruna e Pereira, 2001; Szabd
et al., 2001; Dantas-Torres, 2009; Costa-Junior et al., 2012).

3.1.1 Rhipicephalus sanguineus sensu lato

O carrapato R. sanguineus s. |. € cosmopolita, possuindo distribuicdo espacial em diferentes
biomas. A sua grande dispersdo por diferentes ambientes ocorre devido & sua boa adaptagdo a
ambientes antropizados, permitindo a este ixodideo sobreviver dentro de casa ou canis, em intima
relagdo com os cdes domésticos. O ambiente relativamente homogéneo, criado por seres humanos,
interfere em menor grau no seu ciclo em comparagdo com a variacao de temperatura e umidade
que ocorre em areas naturais como, por exemplo, as condi¢fes ndo favoraveis do inverno. Assim,
este carrapato mantém-se viavel por estar protegido no interior dos ambientes domésticos
(Pegram et al., 1987; Dantas-Torres et al., 2013; Nava et al., 2015; Labruna et al., 2017).

Esta espécie de carrapato é reconhecidamente adaptada ao cdo doméstico, sendo este considerado
0 seu hospedeiro primario em todas as suas fases de vida. Sendo assim, a presenca do cédo é
fundamental para a manutencéo deste carrapato nos ambientes domiciliares e peridomiciliares
(Labruna e Pereira, 2001). O R. sanguineus ¢ altamente adaptado ao cdo doméstico provavelmente
devido a uma ineficiéncia imunoldgica do hospedeiro, causada por substancias imunodepressoras
da saliva do carrapato em parasitismo, levando a uma queda na eficiéncia dos linfdcitos T na
regulacdo da resposta imune (Ferreira e Silva, 1998).

Os relatos de infestacdo mais comum causada por R. sanguineus s.l. ocorrem em ambientes
urbanos, pois nestes locais ha maior adensamento populacional, com maior grau de urbanizacao
e alta densidade de cdes. Esses fatores permitem uma alta eficiéncia no ciclo deste carrapato. No
entanto, em areas rurais, este ixodideos pode estar presente infestando cées (Aragdo, 1936; Evans
et al., 2000; Labruna et al., 2001a; Labruna e Pereira, 2001; Szabd et al., 2001; Dantas-Torres,
2009; Costa-Junior et al., 2012). Discute-se ainda o aumento da dispersdo de R. sanguineus s.l.
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para areas de latitudes mais elevadas, acarretando em possibilidade de transmissdo de novos
patdgenos para hospedeiros destas areas (Gray et al., 2009). A importancia deste carrapato como
transmissor de patdégenos para humanos (por exemplo, Rickettsia conorii, agente causador da
febre botonosa) e cdes (por exemplo, Ehrlichia canis e Babesia vogeli) (Dantas-Torres, 2010;
Solano-Gallego et al., 2015), o coloca como um parasito de importancia no cenério cientifico da
salde publica e medicina veterinaria. Casos de parasitismo em humanos por R. sanguineus s.l.,
no Brasil, sdo raros, sendo reportado um caso em Pernambuco e outro em Goias (Dantas-Torres
et al., 2006; Louly et al., 2006). Na regido mediterranea, casos de parasitismo por R. sanguineus
s.I. em humanos sdo mais frequentes, sendo reportado areas de endemicindade para a febre
botonosa. Outras doencas transmitidas por este carrapato podem possivelmente acometer
humanos. Dessa maneira, a transposi¢do dessa espécie de carrapato para homens em areas onde
0 parasitismo ocorre exclusivamente em cées, poderia colocar em risco a populagdo humana
(Goddard, 1989; Gilot et al., 1990; Arraga-Alvarado et al., 2014). Assim, o controle da infestacao
em animais de companhia é de suma importante como medida de prote¢éo a satde humana e para
a sanidade animal.

O controle desse parasito deve ser baseado no uso de drogas anticarrapaticidas de longa duracéo
em ambientes peridomésticos e domésticos, com énfase nos locais de repouso dos cées, ndo
desprezando frestas em paredes, devido ao comportamento geotrépico negativo das fémeas
ingurgitadas dos carrapatos R. sanguineus s.l., bem como deve ser realizado um tratamento com
drogas adequadas sobre os cées. Paz et al. (2008) demonstraram que o tratamento de infestagdo
por R. sanguineus s.l. deve associar o teste de sensibilidade de produtos acaricidas com estratégias
de aplicacéo do produto sobre os cées e nos locais onde encontram-se 0s animais. As drogas que
podem ser utilizadas para o tratamento dos cées infestados sdo o fipronil, com apresentagéo de
aplicagdo pour on ou pipeta. Os piretroides e 0 amitraz, podem ser utilizados com o uso de colares,
pulverizagdo e pipetas de aplicagdo cutanea. As isoxazolinas sdo substancias administradas por
via oral em cées (Estrada-Pena e Ascher, 1999; Jongejan et al.,2016).

3.1.2 Género Amblyomma

Os carrapatos do género Amblyomma sdo considerados um dos principais transmissores de
patégenos entre espécies animais como, por exemplo, R. rickettsi e R. vitalli. O parasitismo por
carrapatos do género Amblyomma estdo associados a areas periurbanas, rurais e silvestres. Os caes
quando estao presentes nessas areas irdo atrair estes carrapatos e por eles serdo afetados. Porém,
a presenca do cdo ndo € essencial para a manutengdo das populagdes desses carrapatos. Neste
cenario, sdo importantes as espécies A. sculptum, A. aureolatum e A. ovale (Labruna e Pereira,
2001).

3.1.2.1 Amblyomma scultpum

O carrapato Amblyomma sculptum é ectoparasito primario de equinos, considerando o cenario
dos animais domésticos, de capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e antas (Tapirus terrestris)
no contexto dos animais silvestres, em todas as suas fases parasitarias. A sua menor especificidade
parasitaria, especialmente em fases jovens, contribui para a maior veiculagdo e dispersdo de
agentes entre diferentes hospedeiros de diferentes espécies (Labruna et al., 2004a; Massard e
Fonseca, 2004; Soares et al., 2018). Esses carrapatos, além de infestarem mamiferos, podem
infestar aves, aumentando sua dispersdo e, consequentemente, a area de distribuicdo dos
patdgenos por eles veiculados (Tolesano-Pascoli et al., 2010; Pascoal et al., 2012; Luz e Faccini
et al., 2016).
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Na regido sudeste, A. sculptum é o principal transmissor de R. rickettsii, rickettsia de importancia
em salde publica e que pode causar doenga com sinais clinicos semelhantes aos de outras
riquetsioses caninas. Neste contexto, 0 cdo pode servir como transportador de carrapatos
infectados para o ambiente doméstico e peridoméstico, bem como podem transmitir a rickettsia
em fase transitoria de rickettsemia para o carrapato, demonstrando a sua importancia em acoes de
controle da febre maculosa considerando o contato com humanos (Piranda et al., 2003).

A distribuicao dos picos de infestacdo das fases parasitarias de A. sculptum na regido sudeste do
Brasil € bem conhecida. Dessa maneira, encontra-se 0s picos populacionais de larvas no periodo
de menor luminosidade e chuvas, compreendido entre os meses de abril a julho. Em sucesséo, a
maioria das ninfas sdo encontradas nos meses de julho a outubro. No periodo do ano de maior
luminosidade e umidade, sdo encontradas as maiores quantidades de adultos, principalmente entre
0s meses de outubro a margo. Esta distribuicdo é associada a efeitos de diapausa nas larvas em
periodos de maior luminosidade o que garante que as fémeas fagam a postura de ovos nos periodos
do ano de maior umidade, aumentando o sucesso reprodutivo da espécie (Labruna et al., 2003).
As medidas de controle dessa espécie de ixodideo sdo baseadas em sua distribuicdo anual e centra
as acOes em banhos carrapaticidas com produtos a base de piretroides nos equinos, principalmente
nos periodos do ano em que predominam as fases jovens, naturalmente mais sensiveis a esta droga
antiparasitaria (Labruna et al., 2004). Com este programa de controle estratégico, ao colocar o
equino na pastagem infestada, é possivel retirar um grande nimero de carrapatos das pastagens,
0 que possibilita o contato destes com as drogas antiparasitarias, evitando um grande impacto
ambiental e o uso excessivo de produtos quimicos no ambiente (LEITE et al., 1997).

3.1.2.2 Amblyomma aureolatum

O Amblyomma aureolatum é um carrapato associado a ambientes com alta umidade e
temperaturas médias entre 18 °C e 22 °C, condig¢des estas encontradas em areas de mata atlantica.
Além disso, as fases adultas sdo comumente encontradas parasitando carnivoros silvestres. No
entanto, as fases adultas deste carrapato possuem boa adaptacéo ao cdo doméstico. As fases jovens
estdo associadas a passeriformes e pequenos roedores (Guglielmone et al., 2003; Pinter et al.,
2004).

As taxas de infestagdo encontradas por Pinter et al. (2004) em uma &rea rural do estado de S&o
Paulo, foram em média de 1 a 3 carrapatos na maioria dos meses, sendo considerados baixas
guando comparadas com as altas taxas de infestacdo causadas por R. sanguineus s.l.,
provavelmente por fatores de dispersdo ambiental do parasito e ndo propriamente por uma boa
imunidade do céo (Labruna e Pereira, 2001). Neste mesmo estudo, 0s autores encontraram uma
abundancia constante das formas adultas em parasitismo nos cées, sem tendéncia clara de picos
populacionais em razdo de um periodo do ano. Sabe-se que na regido metropolitana da cidade de
S&o Paulo, A. aureolatum participa do ciclo de transmissdo de R. rickettsii, uma bactéria de alta
letalidade, causadora da febre maculosa de maneira significativa na regido metropolitana da
cidade de Séo Paulo (Labruna et al., 2011). Com isso, Pinter et al. (2004) concluiram que a febre
maculosa, nesta regido, pode ocorrer sem sazonalidade evidente.

Saraiva et al. (2014) demonstraram que o periodo de transmisséo de R. rickettsii em um modelo
experimental durou cerca de 10 horas para os carrapatos de A. aureolatum alimentados pela
primeira vez. No entanto, carrapatos j& previamente alimentados, foram capazes de transmitir a
bactéria por um periodo minimo de 10 minutos. A estreita relacdo entre os cdes e humanos, o
tropismo evidente da fase adulta de A. aureolatum para os cdes e a alta eficiéncia de transmisséo
transestadial e transovariana da bactéria, sendo de 100% da prole contaminada por varias
geracOes, nestes carrapatos (Labruna et al., 2011), dificulta as a¢Bes de controle da febre maculosa
nas regides endémicas em que este carrapato participa do ciclo de transmissao, sendo uma espécie
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de suma importancia em satde animal e humana e que deve ser melhor entendida pela literatura
cientifica.

3.2 Principais agentes da Familia Anaplasmataceae transmitidos por carrapatos para caes

A familia Anaplasmataceae é pertencente a ordem Rickettsiales e possui 0s géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia, sendo consideradas como a-proteobactérias (Dumler et al.,
2001). H& também os organismos do género Aegytianella que infectam eritrocitos de aves e,
embora ndo exista consenso quanto & sua classificagdo, sdo relacionados a Anaplasma marginale
(Rikihisa et al., 2003; Rikihisa e Kreier, 2015; Vanstreels et al., 2018).

S&o bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatorias, que se desenvolvem no interior das
células eucarioticas de seus hospedeiros em vacutolos originarios da membrana plasmatica da
célula parasitada, formando uma estrutura denominada morula. Para completar seu ciclo
biolégico, em geral, sdo necessarios um hospedeiro invertebrado e um vertebrado, sendo o0s
hemopatdgenos dos géneros Anaplasma e Ehrlichia transmitidos por carrapatos ixodideos e do
género Aegyptianella transmitido por argasideos. Os organismos do género Neorickettsia sdo
transmitidos por platelmintos da subclasse Digenea. Bactérias intracelulares do género Wolbachia
n&o causam infeccdo conhecida em células de hospedeiros vertebrados, sendo parasitos de insetos,
filarideos e aracnideos (Dumler et al., 2001; Shoemaker et al., 2002; Vieira et al., 2011; Vaughan
etal., 2012).

No Brasil, as rickéttsias endémicas da familia Anaplasmataceae sdo A. platys, que acometem caes
e gatos, E. canis, acometendo cées e A. marginale, agentes de ruminantes (Oliveira e Mouréo et
al., 2009; Vieira et al., 2011; Silveira et al., 2012; Sousa et al., 2013; Witter et al., 2013; Amorim
et al., 2014, Silva et al., 2014; Silveira et al., 2014; Fontalvo et al., 2016; Silva et al., 2018).
Ainda no Brasil, a espécie Anaplasma phagocytophilum foi detectada em cdes (Santos et al., 2011,
2013; Oliveira, 2015; Silveira et al., 2015; Silveira et al., 2017); equinos (Prado et al., 2018);
ruminantes silvestres (Silveira et al., 2012); aves silvestres (Machado et al., 2012); e nos
carrapatos R. sanguineus e A. sculptum. J& Ehrlichia chaffeensis foi detectada em cervo do
pantanal (Machado et al., 2006; Sacchi et al., 2012; Silveira et al., 2012; Silveira et al., 2014) e
em aves silvestres (Machado et al., 2012) e Ehrlichia ewingii foi descrita em um céo (Oliveira et
al., 2009).

Estudos referentes a epidemiologia de rickettsioses, bem como suas interacfes com animais e
humanos no Brasil, sd0 de suma importancia para acdes preventivas e de controle. Como
demonstrado, os cdes apresentam susceptibilidade a varios desses agentes e podem servir como
sentinelas para o monitoramento da circulacdo destes hemopatégenos ou mesmo como
reservatorios ao terem contato intimo com os seres humanos, aumentando o risco da transposi¢cdo
dessas doengas do cdo para a populagédo humana.

3.2.1 Ehrlichia canis

A primeira descricdo de E. canis foi publicada por Lestoquard e Donatien em 1935, sendo
observado inclusdes intracitoplasmaticas em mondcitos de cées infestados por R. sanguineus na
Argélia e foi denominado como Rickettsia canis. Seu nome foi alterado para Ehrlichia canis em
1945, por Moshkovski (Bool, 1959; McDade, 1990).

No Brasil, o primeiro diagndstico da doenga foi realizado em Belo Horizonte, Minas Gerais, no
ano de 1973 por Costa e colaboradores. Em anos subsequentes, foram relatados casos nos estados
do Rio de Janeiro (Carrillo, 1976) e Parana (Kavinski et al, 1988).

Com novos métodos de diagndstico e caracterizacdo, como a biologia molecular, estudos recentes
permitem melhor compreensédo dos fatores envolvidos na erliquiose canina em varias partes do
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mundo, sendo possivel inclusive identificar casos esporadicos de infeccdo em humanos pela E.
canis (Dawson et al., 1991; Perez et al., 1996).

O agente E. canis é uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatédria, pleiomérfica de
aproximadamente 0,5 micrometros (um) quando em forma individual, denominada corpudsculo
elementar. Apos a infeccdo das células, esta bactéria ird comegar a dividir-se por fissdo binéria,
formando o corpusculo inicial e ao formar uma coldnia dentro de um vacuolo intracelular,
apresenta-se como mérula, forma caracteristica de todos os membros da familia
Anaplasmataceae, que pode medir de 1 a 2 um. No hospedeiro vertebrado a rickéttsia possui
tropismo por células da linhagem monocitica (McDade, 1990; Dumler et al., 2001).

A principal forma de transmissdo de E. canis ocorre pelo carrapato vetor R. sanguineus s.l. de
forma transestadial. Quando a bactéria alcanca o intestino dos carrapatos, ha invasdo de células
epiteliais e hemdcitos e, apos esse periodo de replicagdo inicial, 0 microrganismo coloniza varios
tecidos do carrapato, incluindo as glandulas salivares. Ndo ha& evidéncias por microscopia
eletronica ou imunofluorescéncia de transmissao transovariana. Também ndo foi demonstrada a
presenca desta rickéttsia em ovarios de fémeas de carrapatos infectadas (Groves et al., 1975;
Smith et al., 1976; McDade, 1990). Dessa forma, as larvas de R. sanguineus s. |. ndo séo vetores
importantes. A transmissdo intraestadial em carrapatos machos foi demonstrada
experimentalmente por Bremer et al. (2005), o que aumenta o risco de transmissao de E. canis
para a populacdo canina, ja que os machos permanecem por periodos mais longos no hospedeiro
e ainda podem continuar transitando em diferentes individuos (Bremer et al., 2005; Stich et al.,
2008). O carrapato adquire o patdgeno em cdes que apresentam rickettsemia, geralmente em fases
agudas da infecgdo (Lewis et al., 1977), mas ha poucos estudos sobre esta dindmica de infecgdo
do carrapato que se alimenta em cées parasitados, ndo excluindo a possibilidade de infeccdo em
outras fases da doenca (Stich et al., 2008). Um estudo demonstrou que o carrapato infectado pode
transmitir E. canis para um cdo susceptivel apds poucas horas do inicio da alimentacéo (Fourie et
al., 2013). Porém, pode haver pequenas variagdes considerando o contexto da infec¢do no Brasil,
ja que esta pesquisa foi realizada com R. sanguineus de origem europeia e isolados de E. canis da
Africa do Sul, que apresentam maior similaridade com isolados da Asia. Esta rapida transmisséo
pode ser um problema quando sdo considerados métodos de controle da erliquiose baseados em
acaricidas individuais, pois foi demonstrado por Jongejan et al. (2016), que o periodo de agdo
desses medicamentos pode ser insuficiente para impedir a transmissdo da rickéttsia E. canis.

A transmissdo por transfusdes sanguineas em caes com rickettsemia pode ocorrer (Wardrop et al.,
2005) e cdes em fase subclinica da doenca podem permanecer por anos infectados por E. canis
servindo de fonte de infeccdo se ndo for realizado exames laboratoriais de triagem em cées
doadores (Harrus et al., 1998a).

Os cdes sdo considerados o reservatorio de E. canis por permanecerem infectados por longos
periodos, além de serem eficientes na transmissdo do patégeno aos carrapatos (Groves et al.,
1975).

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) é uma doenga de distribuicdo mundial e com relatos de
ocorréncia em praticamente todo o territério brasileiro, apresentando carater endémico em todas
as regides (Aguiar et al., 2007a; Vieira et al., 2011; Spolidorio et al., 2013; Sainz et al., 2015)
com excecdo do estado do Rio Grande do Sul (Krawczak et al., 2012). H& duas populagdes de R.
sanguineus s.l., uma no estado do Rio Grande do Sul (clima temperado) e outra no restante do
Brasil (clima tropical). A hipdtese atualmente aceita para explicar a ndo endemicidade da EMC
no estado do Rio Grande do Sul é baseada na baixa eficiéncia do carrapato de clima temperado
em transmitir E. canis (Aragdo; Fonseca, 1961; Szab6 et al., 2005; Moraes-Filho et al., 2011,
2015; Krawczak et al., 2012).

E importante ressaltar ainda que E. canis pode causar erliquiose em humanos de maneira
esporadica (Perez et al., 1996, 2006). No Brasil, ha dois relatos do vetor, R. sanguineus,
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parasitando humanos (Dantas-Torres et al., 2006; Louly et al., 2006), o que demonstra a
possibilidade de ocorréncia da erliquiose monocitica em humanos por E. canis em nosso pais.
Os sinais clinicos e alteracGes hematoldgicas na EMC sdo variaveis de acordo com diferentes
isolados, podendo causar alteracGes brandas ou graves (Harrus et al., 1997), além das diferencas
imunoldgicas inerentes aos individuos infectados, que apresentardo quadros clinicos da doenca
com diferentes gravidades, como, por exemplo, é demonstrado pela maior susceptibilidade
encontrada em cdes da raca pastor aleméo (Nyindo et al., 1980). Casos de co-infeccdo com outros
patdgenos transmitidos pelo R. sanguineus s.I. irdo aumentar a gravidade da doenca (Gal et al.,
2007; Gaunt et al., 2010). As alteracdes no organismo do animal que irdo desencadear a doenga,
sdo causadas principalmente por distdrbios imunolédgicos induzidos pelo agente etiologico
(Codner et al., 1985; Harrus et al., 1996, 1999). Harrus et al. (1998b) demonstraram que
mediadores inflamatorios esplénicos e/ou outras substancias esplénicas desempenham um papel
fundamental na patogénese da doenca e que cées esplenectomizados tiveram sinais brandos da
EMC em relagéo a cdes que ndo passaram pelo procedimento de retirada deste 6rgéo.

Em infecgBes experimentais, pode-se dividir a doenga em trés fases: aguda, subclinica e crénica,
embora em infec¢Bes naturais pode haver sobreposicao dessas fases (Sykes, 2010). A fase aguda
ocorre por volta de oito a vinte dias pos-infeccao e € caracterizada por sinais clinicos inespecificos
e variaveis. O agente induz plasmocitose da area cortical e medular do linfonodo e hiperplasia
linforeticular das zonas paracorticais, 0 que gera linfoadenomegalia em 40 a 75% dos cées
(Mylonakis et al., 2011). A erliquiose canina em sua fase aguda causa uma expressao imunoldgica
inflamatdria que leva a uma hepatite, com aumento de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
amino transferase (AST) (Munhoz et al., 2012; Carmo et al., 2015). O sistema de sinalizacdo
purinérgico é constituido por nucleosideos, purinas e enzimas regulatorias e controla a atividade
inflamatdria em linfocitos e esta envolvido na erliguiose canina em sua fase aguda, promovendo
um perfil pré-inflamatério em determinada fase da doenga com o aumento da enzima adenosina
deaminase (Silva et al., 2013). Este perfil de citocinas inflamatorias pode ser o fator
preponderante que desencadeia os sinais clinicos como a febre, apatia, emaciacdo, anorexia,
edema e dispneia (Unver et al., 2006; Silva et al., 2013). Mucosas palidas e fraqueza podem
ocorrer devido a anemia. Epistaxe, hematoquezia, melena e petéquias, sdo causados por disturbios
plaquetérios e vasculite. Alteracdes oculares e renais ocorrem por reagdes de hipersensibilidade
que irdo gerar os imunocomplexos. As alteracfes neuroldgicas sdo causadas principalmente por
alteracBes na microvascularizagio das meninges, devido ao tropismo de E. canis por esta regido
e por causa do infiltrado de leucdcitos. A tosse e as alteragfes pulmonares sdo causadas por
infiltrado plasmocitario e linforeticular, além da infeccdo das células monociticas em
microvascularizacdo de pulmdes. Este mecanismo esta também associado a esplenomegalia e
hepatomegalia. As dermatites sdo causadas por infec¢fes secundarias devido a imunodepressao
(Buoro et al., 1990; Rikihisa, 1991; Almosny e Massard, 2002; Moreira et al., 2003; Morais et
al., 2011; Harrus et al., 2012; Harrus 2015). Ainda na fase aguda, a alteracdo laboratorial mais
consistente é a trombocitopenia, causada pelo aumento no sequestro de plaquetas devido a
diversos fatores imunoldgicos, como anticorpos antiplaquetarios (Harrus et al., 1996; Harrus et
al., 1997; Waner et al., 2000), aumento no consumo das plaquetas devido a fatores inflamato6rios
do endotélio vascular, aumento do sequestro esplénico de plaquetas, distarbios que diminuem a
vida média das plaquetas, além de ocorrer alteracdo na adesividade plaquetéaria e o fator de
inibicdo da migracdo plaquetaria (PMIF), uma proteina liberada que atua inibindo a fungéo
normal das plaquetas, principalmente inibindo a formag&o dos pseuddpodes (Kakoma et al., 1978;
Abeygunawardena et al., 1990). A presenca de plaquetas gigantes indica que ha resposta medular
na fase aguda da doenca (Waner et al., 1995). Estas alteraces nos trombdcitos em conjunto com
a vasculite podem ser os fatores que causam os distirbios hemorragicos que ocorrem na EMC
(Lakkawar et al., 2003; Mylonakis e Konstantina, 2017). E comum ocorrer anemia arregenerativa
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devido a um processo de inflamacao que suprime a producdo de hemécias na medula dssea, além
de auto-anticorpos que se aderem em eritrdcitos (Harrus et al., 2012; Mylonakis e Konstantina,
2017). Outro processo envolvido pode estar relacionado com uma diminuicdo de ferro disponivel
para as células hematopoiéticas (Mylonakis et al., 2010).

A leucometria pode ser variavel, sendo a linfopenia, a eosinopenia e o desvio de neutréfilos a
esquerda na contagem diferencial de leucdcitos, achados comuns (Almosny e Massard, 2002;
Mendonca et al.,, 2005). Atipias linfocitarias podem ocorrer devido ao intenso estimulo
antigénico. E comum ocorrer monocitose (Almosny e Massard, 2002). Ha aumento das proteinas
de fase aguda nos primeiros dias pos-infecgdo. Em cées infectados experimentalmente, ocorreu
hipoalbuminemia, que pode ser explicado por diversos fatores como anorexia, perda de albumina
por aumento de permeabilidade vascular, nefropatia e queda da sintese de albumina (Munhoz et
al., 2012). Os animais que se encontram em fase aguda da doenga podem se recuperar
espontaneamente, principalmente quando desenvolvem uma resposta imune celular eficiente, que
é a indutora de protegdo, ou entram na fase subclinica da doenca (Sykes, 2010; Mylonakis e
Konstantina, 2017).

A fase subclinica é caracterizada por alteracdes na leucometria e, principalmente, na persisténcia
da trombocitopenia leve a moderada (Mylonakis e Konstantina, 2017). O estimulo constante
gerado pelo microrganismo, causa aumento de anticorpos que se mantém em titulos altos por um
longo periodo de tempo. Essas alteracdes sdo as principais nesta fase da doenca (Waner et al.,
1997). Cées infectados podem permanecer em fase subclinica por anos devido a mudanca
antigénica das proteinas de superficie como mecanismo de escape do sistema imune (Mavromatis
et al., 2006).

Alguns cdes desenvolvem a fase cronica da doenca, que apresenta sinais clinicos semelhantes ao
encontrado na fase aguda, porém de forma mais intensa. E comum os cdes apresentarem
emaciacdo, fraqueza, distrbios hematoldgicos e mucosas pélidas. Uma caracteristica desta fase
¢ a exaustdo da medula éssea com acentuada hipocelularidade do sistema hematopoiético, o que
causa uma pancitopenia. Pode ocorrer uma hipergamaglobulinemia associada a uma
hipoalbuminemia, havendo a inversao da relacdo albumina/ globulina. Nesta fase, o prognostico
é considerado grave e essas alteracdes sao consideradas a fase terminal da doenca. Os cdes podem
vir a obito por infeccbes secundarias ou por distarbios hemorragicos (Buhles et al., 1975;
Mylonakis et al., 2004; Harrus e Waner, 2011).

O diagnostico para a EMC é baseado nos sinais clinicos, histérico, epidemiologia, alteracdes
laboratoriais, testes soroldgicos, métodos diretos de visualizagdo do agente em mondcitos ou
linfocitos, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e isolamento (Mylonakis et al., 2003; Harrus e
Waner, 2011). E importante conhecer as fases da doenca e a dindmica de infecgdo por E. canis
para escolher o melhor método diagndstico, associando os achados clinicos e hematoldgicos
(Nakaghi et al., 2008).

Para a deteccdo das morulas de E. canis, Almosny e Massard (2002) afirmaram que a confeccéo
do esfregaco sanguineo utilizando a primeira gota da ponta de orelha aumenta a sensibilidade
deste teste diagndstico. Estes autores relatam que na primeira gota ha maior concentracdo de
mononucleares o que aumenta as chances de serem encontrados mondcitos apresentando mérulas.
As inclusbes em esfregaco sanguineo sdo encontradas em um curto periodo na fase aguda da EMC
e em uma pequena propor¢do dos mondcitos circulantes, dificultando sua deteccdo, como
demonstrado em infeccdo experimental em dois cdes por Moreira et al. (2005). Nesta pesquisa,
dois cées foram inoculados com um isolado de E. canis brasileiro (amostra Jaboticabal) e estes
apresentaram apenas uma moérula em sangue periférico no dia 11 e 13 pds-infeccao,
respectivamente. Mylonakis et al. (2003), fizeram a comparacéo por diferentes técnicas de exame
direto para detec¢do de E. canis, utilizando a capa de leucdcitos, sangue periférico, citologia de
linfonodo e medula 6ssea. O estudo foi realizado em 50 cdes com diagndstico confirmado de
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EMC. Neste trabalho, foi também demonstrado pequenas quantidades de células apresentando
moérulas, com uma mediana de duas células parasitadas para todos os testes citados. A
sensibilidade do esfregaco de sangue periférico foi a mais baixa, sendo detectado morulas em
monocitos e linfocitos de apenas 8% dos cdes, utilizando 500 campos e mil campos,
respectivamente. Para estes autores, 0 método de esfregago sanguineo para o diagndstico de EMC,
ndo é aconselhavel nem mesmo na fase aguda da doenca. Com o método de capa de leucdcitos,
foi possivel determinar a presenca de morulas em 66% dos cdes utilizando-se mil campos.
Utilizando o aspirado de medula 6ssea, foi possivel detectar mérulas em 56% dos cées, utilizando-
se mil campos. Os aspirados de linfonodos detectaram 34% dos cées parasitados, utilizando mil
campos. Quando se comparou animais com linfadenomegalia e aqueles sem esta alteracdo, o
exame de linfonodo apresentou melhor sensibilidade, detectando 74% dos caes com essa alteracao
e 33% dos cdes sem a alteracdo. Dessa forma, em cées com linfadenopatia, o aspirado de
linfonodo apresenta uma melhoria significativa na sensibilidade. O método de citologia da medula
Ossea demonstrou sensibilidade de 34% em mil campos, demonstrando-se mais sensivel ao
comparar-se com o de sangue periférico. Para concluir, a desvantagem demonstrada dos métodos
citologicos foi 0 tempo de execucdo da técnica por animal — aproximadamente 60 minutos em mil
campos — e a dificuldade em discrimar outras estruturas parecidas com as morulas, interferindo
na especificidade do teste e a relativa baixa sensibilidade (66%), mesmo no teste de melhor
desempenho dentro do estudo. Em outro trabalho, Nakaghi et al. (2008), selecionaram 30 cées
com sinais clinicos ou alteragcGes hematoldgicas sugestivas de EMC e comparou-se os testes de
diagndstico nPCR, dot-ELISA, RIFI e esfregaco sanguineo. Em apenas um unico animal foi
possivel detectar morulas, demonstrando um limite de deteccdo muito abaixo da nPCR, que
identificou 53,3% de cées positivos.

O teste da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi primeiramente desenvolvido por
Ristic et al. em 1972, devido a necessidade de um método soroldgico para a identificacdo de cées
com EMC, j& que os métodos diagndsticos presentes até esse periodo possuiam limitagGes quanto
a sensibilidade e reprodutibilidade. Neste trabalho, foi possivel a detec¢éo de anticorpos entre 0s
dias 11 e 28 pos-infeccdo, em todos os cées inoculados. Este aumento da titulagdo foi precedido
pelo periodo de febre nos animais. Devido ao desempenho do teste, os autores afirmaram no
estudo que a RIFI poderia ser uma ferramenta importante em levantamentos epidemiolégicos de
EMC, pois indica exposi¢do ao agente E. canis. Uma limitacdo do teste neste estudo foi a
impossibilidade de deteccdo de anticorpos no cdo em fase terminal da EMC, provavelmente
devido a uma falta de resposta medular por exaustdo e hipoplasia. Outro fator importante a ser
considerado é as reagOes cruzadas com outros agentes do género Ehrlichia, principalmente E.
ewingii e E. chaffeensis, interferindo na especificidade do teste em areas em que possa ocorrer a
sobreposicdo desses agentes (Wen et al., 1997; Waner et al., 2001). Nakaghi et al. (2008)
demonstraram que a RIFI é um método importante em levantamentos epidemioldgicos, pois
detecta os casos de cées portadores em fase subclinica, expostos e em fase cronica da EMC que,
em geral, ndo apresentam alta rickettsemia e, portanto, ndo séo detectaveis em testes diretos de
diagndstico. Harrus et al. (1998 b) fizeram a inoculagéo de E. canis em seis cdes e demonstraram
que estes animais sem tratamento podem entrar em fase subclinica da doenca e mantiveram altos
titulos de anticorpos detectaveis na RIFI durante os 36 meses de duragio do experimento. E
importante ressaltar também que para fins de diagndstico individual, em regides endémicas, €
primordial associar os achados da imunofluorescéncia com outras alterag@es clinico-laboratoriais,
pois cdes curados da infeccdo, podem apresentar titulos de anticorpos por longos periodos de
tempo e, neste contexto, ndo ha possibilidade de separar os caes que tiveram contato com o agente
e ndo sdo portadores daqueles em fase subclinica (Bartsch e Greene, 1996; Harrus et al., 1998g;
Almosny e Massard, 2002).
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Outros testes sorologicos incluem o ELISA (ensaio de imunoabsor¢do enzimatica) e o dot-ELISA.
Estes testes apresentam as mesmas limitacdes da RIFI. A vantagem do ELISA é a sua maior
especificidade em relacdo a RIFI, pois ndo apresenta reacao cruzada com outros agentes do género
Ehrlichia. O dot-ELISA tem a vantagem de ser utilizado pelo proprio clinico veterinario, sem a
necessidade de um laboratério especializado, porém apresenta a desvantagem de ndo haver
padronizacédo entre os diferentes laboratérios e € um teste qualitativo, portanto ndo é possivel
fazer um acompanhamento das titulagfes ao longo do tempo, importante para definir infecgbes
ativas (Sainz et al., 2015).

A PCR apresenta algumas vantagens em relacéo aos testes soroldgicos, pois é capaz de detectar
cdes positivos antes da soroconversdo e é um teste direto, 0 que aumenta sua especificidade ao
detectar o DNA do agente etioldgico e € capaz de detectar cdes que apresentam uma infeccao
ativa o que o define como um excelente teste para fins de diagnostico individual em cées na fase
aguda da EMC (Wen et al., 1997; Harrus e Waner, 2011). O limite de detec¢do da nPCR € outro
fator interessante. Wen et al. (1997) conseguiram realizar a amplificacdo do fragmento de DNA
da E. canis até mesmo em uma concentracao de 0,2 picogramas do referido material genético,
demonstrando a sua alta sensibilidade para detectar cdes positivos mesmo com baixa rickettsemia.
Doyle et al. (2005), desenvolveram um método de PCR em tempo real, utilizando iniciadores
para o gene dsb para deteccdo de varias espécies do género Ehrlichia. Ao se testar os diferentes
iniciadores para as espécies E. chaffeensis, E. canis e E. ewingii, em nenhum dos controles
testados houve reacdo cruzada entre essas espécies, o que demonstra alta especifidade do teste
baseado em quais iniciadores séo selecionados para a reagdo. Porém, as fases em que E. canis
encontra-se albergada em células do sistema mononuclear fagocitico, principalmente no baco,
ndo havera a deteccao por PCR deste organismo no sangue. (Wen et al., 1997). Considerando esta
patogenia, Harrus et al. (1998 b) realizaram a PCR em seis cdes experimentalmente infectados
com E. canis, utilizando como material biol6gico de diagndstico o sangue, fragmento do bago e
medula 6ssea. Os resultados encontrados foram: dois cées positivos utilizando o sangue, dois
positivos com a medula éssea e quatro cées, dentro do grupo de positivos ao se utilizar o bago.
Esse resultado era esperado, uma vez que ha uma concentragdo provavel maior de E. canis em
macrofagos do bago (Harrus et al., 1998 a). Assim, o material bioldgico de escolha para se
aumentar a sensibilidade da PCR no diagnostico de EMC deve ser proveniente do baco. Uma
clara desvantagem da utilizag&o de células deste 6rgéo, € a dificuldade de obtengdo do material
para analise. Neste quesito, 0 sangue é o tecido de escolha, principalmente em situacGes em que
as coletas devem ser realizadas em um grande ndmero de animais ou em que 0S recursos nao sao
apropriados para uma bidpsia do baco.

O isolamento do agente é laborioso, apresenta altos custos operacionais e demanda tempo para
confirmagdo do resultado, o que o torna incompativel com a rotina diagnostica. Por este motivo,
a cultura de E. canis € utilizada como metodologia de pesquisa (Harrus e Waner, 2011).

Em resumo, é importante conhecer a patogenia associada a E. canis para a escolha entre um
método direto e indireto. A PCR ou nPCR, por exemplo, sdo testes de escolha nas fases precoces
da doenga, devido & deteccdo precoce de cées portadores da bactéria, mesmo utilizando amostras
de sangue. Em cdes portadores de E. canis em fase subclinica ou cronica, testes sorolégicos sdo
interessantes, porém devem ser associados a outros parametros clinicos, laboratoriais e
epidemioldgicos. Devido a estes fatores, ha uma discordancia entre os métodos diretos e indiretos
de diagnostico para EMC (Harrus et al., 1998 b; Nakaghi et al., 2008). Em levantamentos
epidemioldgicos com amostragem randomizada, é interessante associar o teste soroldgico com o
método molecular para que possa cobrir todas as fases da doenga, ja que 0 interesse nestes casos
é detectar a circula¢do do agente em uma determinada populagéo.
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Atualmente, a droga mais utilizada no tratamento de EMC é a doxiciclina (Petrov et al., 2018),
sendo esta a droga de escolha (Eddlestone et al., 2007). Os protocolos de tratamento sdo variados
na literatura e demonstram que ndo ha sucesso terapéutico em muitos casos.

O grupo de Neer et al. (2002) apresentaram consenso no tratamento por 28 dias em uma dose de
10 mg/kg sid. Outro protocolo foi proposto por Eddlestone et al. (2007) utilizando-se 5 mg/kg
bid, por 28 dias, demonstrando eficécia no tratamento. Os dois planos terapéuticos podem ser
utilizados, sendo importante manter os dias recomendados de tratamento para evitar falhas
terapéuticas (Sainz et al., 2015).

A contagem de plaquetas e a normalizacdo de albumina e gamaglobulinas podem ser utilizadas
para determinar o sucesso do tratamento (Petrov et al., 2018), sendo indicado 0 acompanhamento
apos quatro a oito semanas e seis a hove meses pos-tratamento, respectivamente (Neer et al.,
2002). Em casos de infecgdes cronicas, quando os cdes estdo com anemia aplastica acentuada,
muitas vezes o tratamento ndo é eficaz (Mylonakis et al., 2004).

O dipropionato de imidocarb é indicado em casos de coinfec¢do com Babesia, pois ndo apresenta
eficacia na eliminagdo da infeccdo por E. canis (Eddleslone et al., 2006). A rifampicina é uma
droga promissora como alternativa ao tratamento utilizando doxiciclina (Theodorou et al., 2013).
O tratamento de suporte com transfusdo sanguinea, glicocorticoides, estimulantes de células
hematopoiéticas (filgrastim) e fluidoterapia deve ser avaliado individualmente (Mylonakis e
Konstantina, 2017; Palacios et al., 2017).

3.2.2 Anaplasma platys

O agente A. platys foi caracterizado pela primeira vez por Harvey et al. (1978). Estes
pesquisadores descreveram este patdégeno como inclusdes basofilicas no interior das plaguetas
dos cdes acometidos e, por meio de infeccdo experimental, puderam definir a trombocitopenia
ciclica associada com fases intercaladas de parasitemia causados pelo agente. Neste estudo, 0s
cdes ndo apresentaram sinais clinicos.

Esta bactéria é intracelular obrigatéria e, atualmente, esta inclusa na ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae, sendo reconhecida como o0 agente causador da trombocitopenia ciclica
infecciosa canina (Dumler et al., 2001; Nakaghi et al., 2008). Possui distribuicdo mundial, sendo
possivel haver pequenas variagdes genotipicas dentro deste grupo de organismos, que possuem
tropismo por principalmente por plaquetas (De La Fuente et al., 2006). O vetor associado a este
agente é o carrapato R. sanguineus s.l. devido a detec¢do de acidos nucleicos do patdgeno neste
carrapato e sua distribuicao de infec¢do coincidente com E. canis (Almeida et al., 2012; Latrofa
et al., 2014). Entretanto, Simpson et al. (1991) ndo conseguiram realizar a transmissdo
experimental entre um grupo de cées infectados e ndo infectados utilizando o R. sanguineus s.I.
como vetor. Porém, as possiveis diferencas especificas dentro do grupo R. sanguineus s.l. e as
diferencas genotipicas do A. platys, podem ser os fatores ligados a este fato, ja que foi
demonstrado que carrapatos R. sanguineus s.I. podem fazer transmissdo transestadial desta
rickettsia (Aktas e Ozubek, 2018). A transmissdo no Brasil é associada ao R. sanguineus s.l.
(Costa-Janior et al., 2013).

No Brasil, A. platys foi identificado em vérias regides como Minas Gerais (Costa-Junior et al.,
2013), Mato Grosso do Sul (Soares, R. et al., 2017) Rio Grande do Sul (Lasta et al., 2009), Parana
(Ribeiro et al., 2017), S&o Paulo (Santos et al., 2009).

Na fase de infec¢do aguda ocorre uma parasitemia em trombacitos, visualizadas em esfregacdes
de sangue periférico. Ap6s este periodo inicial, ha uma trombocitopenia, ndo associada com
disturbios hemorragicos. Depois desta fase, ocorre uma normalizag¢do da contagem plaquetéria,
apos trés a quatro dias com o retorno da rickettsemia, s6 que em menor grau. Este ciclo se repete
por volta de duas semanas. Na medula dssea pode haver uma hiperplasia megacariocitica

23



indicando uma resposta plaquetéria regenerativa. A doenca clinica em cées geralmente apresenta-
se como leve, sendo os quadros de maior gravidade geralmente associados a coinfecgdes, embora
possam causar trombocitopenia transitéria e ciclica com aproximadamente duas semanas entre 0s
episédios e anemia, além de outros sinais clinicos comuns as outras hemoparasitoses como
anorexia e disturbios hematoldgicos. Em algumas regibes do mediterraneo, sao relatados a
existéncia de cepas mais patogénicas (Dumler et al., 2001; Beaufils et al., 2002; Inokuma et al.,
2002; Gaunt et al., 2010).

O diagndstico pode ser baseado em exame microscopico direto pela visualizagdo das morulas em
plaquetas. A vantagem deste método é o seu baixo custo e sua alta especificidade. Porém, nas
fases de baixa parasitemia, a sensibilidade torna-se baixa. Métodos moleculares como a nPCR
podem ser utilizados, apresentando alta sensibilidade e especificidade, porém podem ser
negativos em fases de baixas parasitemias (Ferreira et al., 2007). Dentro dos métodos soroldgicos,
pode-se utilizer o dot-ELISA desenvolvido para o diagndstico de A. phagocytophilum em cées,
uma vez que este teste apresenta reagdo cruzada entre estes organismos (Lasta et al., 2013) e a
RIFI (Witter et al., 2013).

O tratamento com a tetraciclina se demonstrou eficiente para a remissao dos sinais clinicos e
alteracfes hematologicas, porém o cdo permaneceu como carreador assintomatico. Neste mesmo
estudo, ao utilizar a doxiciclina, os sinais hematolégicos e clinicos se normalizaram e esta droga
foi eficiente para a eliminag&o do agente na dose de 10 mg/kg sid por 10 dias (Chang et al., 1997).
Esta rickettsia pode possuir um potencial zoon6tico, sendo demonstrado material genético deste
agente em uma médica veterinaria em contato com animais na Irlanda, Africa do Sul e Granada
(Maggi et al., 2013) e em duas mulheres na Venezuela (Arraga-Alvarado et al., 2014). Assim,
mais estudos sobre a infeccdo em humanos seriam necesséarios para definir a verdadeira
participacdo deste agente na saude publica.

3.3 Principais hematozoarios transmitidos por carrapatos para caes

Os protozoarios transmitidos por carrapatos estdo incluidos nos géneros Babesia, Theileria,
Rangelia e Hepatozoon. O primeiro possui associagdo com infec¢fes em uma vasta gama de
animais e contém algumas espécies de carater zoonético, principalmente em individuos
imunodeprimidos e esplenectomizados e 0s outros trés reconhecidamente acometem animais
domeésticos e silvestres (Kjemtrup et al., 2000; Schuster, 2002; Massard e Fonseca, 2004; Heim
et al., 2007; Serra-Freire, 2014; Sousa et al., 2017).

No Brasil, os hematozodrios ja descritos parasitando cées, sdo: Hepatozoon canis, comum em
areas rurais e periurbanas (Demoner et al., 2013), Babesia vogeli (também descrita como B. canis
vogeli), patégeno com ampla distribuicdo pelo territério brasileiro (Dantas-Torres e Figueredo,
2006), Babesia gibsoni, descrito no estado do Parana por técnicas de biologia molecular (Trapp
et al., 2006a) e, recentemente confirmado como espécie de hemoprotozoario, Rangelia vitalli
(Soares et al., 2011).

3.3.1 Babesia spp.

A primeira identificagdo de microrganismos pertencentes ao género Babesia foi realizada por
Babés em 1888 na Roménia. Nesta ocasido, foram encontradas inclusdes em eritrocitos de
bovinos que apresentavam sinais clinicos como febre e hemoglobindria e 0 primeiro nome
associado a este microrganismo foi Haematococcus bovis. Em 1893, Smith e Kilborne
descreveram, na América do Norte, o agente etiologico da “Febre do Texas” constatando que se
tratava de um microrganismo semelhante ao encontrado por Babes, denominando-o como
Pyrosoma bigeminum. Estes pesquisadores definiram, provavelmente pela primeira vez, a
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transmissdo de patdgenos por carrapatos. O pesquisador Starcovicci analisou estes parasitos e
reclassificou-os, devido as regras taxonémicas, como Babesia bigemina, B. bovis e B. ovis (citado
por Neitz, 1956; Kjemtrup e Conrad, 2000; O"Dwyer e Massard, 2002a; Uilenberg, 2006).
Organismos do género Babesia que acometem cées, foram primeiramente identificados na Itélia,
por Piana e Galli-Valerio (1895) e o primeiro nome dado foi Pyrosoma bigeminum (Uilenberg et
al., 1989). Esta descricdo é provavelmente da atual espécie europeia, B. canis, devido sua
localizagdo geogréfica e provavel vetor (Uilenberg, 2006).

Devido as diferencas entre os vetores, distribuicdo geografica e patogenicidade, ainda em 1935,
Reichenow sugeriu a distingdo entre as espécies B. canis e B. major, a primeira de origem europeia
e transmitida pelo carrapato Dermacentor e a segunda transmitida por R. sanguineus. Porém, em
1937 sugeriu a mudanca para B. vogeli, por causa do uso anterior de B. major como um parasito
de bovinos. Devido a incapacidade de separacdo morfoldgica entre estes diferentes agentes, B.
canis permaneceu como uma unica espécie de distribuicdo mundial, sendo considerada como uma
grande babesia dos cées e a B. gibsoni como uma pequena Babesia que acomete cées (Uilenberg
et al., 1989; Birkenheuer et al., 2004).

Uilenberg et al. (1989) propuseram a separagdo da espécie B. canis em trés subespécies, devido
as diferengas em protecdo imunoldgica cruzada, vetores, patogenicidade, além de reacdo cruzada
parcial em exame soroldgico, entre estes isolados. Dessa maneira, a subespécie de ocorréncia na
Europa transmitida por carrapatos da espécie Dermacentor variabilis e de patogenicidade
intermediaria foi proposta como B. canis canis, a de ocorréncia na Africa, principalmente na
Africa do Sul, transmitida por Haemaphysalis leachi — atualmente, H. elliptica — citado por
(Penzhorn, 2011) e de maior patogenicidade foi proposto como B. canis rossi e a que possui
distribuicio nas Américas, Europa e parte da Africa, de transmisséo pelo R. sanguineus e de mais
baixa patogenicidade, classificou-se como a subespécie B. canis vogeli.

Por meio de andlises genéticas e biomoleculares, associados aos trabalhos anteriores, alguns
autores consideram as grandes babesias como entidades especificas, dividindo-as em trés
espécies: B. canis, B. vogeli e B. rossi (Schetters et al., 1997; Zahler et al., 1998; Carret et al.,
1999; Eiras et al., 2008). Com as novas andlises filogenéticas baseadas em biologia molecular,
novas caracterizacoes genotipicas referentes as pequenas babesias, permitiu a divisao deste grupo
de organismos em novas espécies: B. gibsoni sensu stricto (s.s.), B. conradae, B. microti-like, esta
Gltima em discussdo, sendo reportada como Theileria annae (Zahler et al., 2000; Trapp et al.,
2006a; Penzhorn, 2011), porém, devido a distin¢ao filogenética com o género Theileria, houve a
proposta de reclassificacéo para B. vulpes (Baneth et al., 2015).

O género Babesia esta compreendido na ordem Piroplasmorida, subclasse Coccidiasina, Classe
Sporozoasida, Sub-filo Apicomplexa e Filo Protozoa (O'Dwyer e Massard, 2002a). Os
organismos do género Babesia diferenciam-se do género Plasmodium por ndo formarem
pigmentos no interior das hemaécias, pelo fato de possuirem um metabolismo que degrada a
hemoglobina com maior eficiéncia, além de serem transmitidos por ixodideos. A diferenciacao
do género Babesia em relacdo ao género Theileria se da pelo fato de que todas as fases do
primeiro, no hospedeiro vertebrado, ocorrerem em eritrdcitos, além dos organismos desse género
serem eficientes na transmissdo transovariana em carrapatos infectados (Uilenberg, 2006).

A espécie B. vogeli, ao exame microscdpico de hemacias parasitadas, é caracterizada como uma
grande babesia com tamanho médio entre 2,5 a 5 um. A pequena babesia mede aproximadamente
entre 1,0 e 2,5 pum. Esses hemoparasitos, em esfregagos sanguineos, possuem morfologia
piriformes, geralmente se agrupam em pares, unidas por uma extremidade mais afilada
(merozoitos). E possivel, também, visualizar em esfregago, outras formas, apresentando-se como
organismos redondos, ovais, alongados ou ameboides, em razdo de fases de desenvolvimento
diferentes em relagdo aos merozoitos, tais como trofozoitos, esporozoitos e pré-gametocitos.
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Formas extracelulares no plasma podem também ser visualizadas (O"Dwyer e Massard, 2002a;
Duarte et al., 2008; Chauvin et al., 2009; Irwin, 2010).

Esporozoitos sdo as formas infectantes de eritrocitos da B. vogeli, sendo essas transmitidas ao céo
pela saliva do R. sanguineus s.1. infectado. O tempo médio para a ativacdo dos esporozoitos na
glandula salivar do carrapato é de 2 a 3 dias, considerando carrapatos adultos (Mehlhorn e Schein,
1985; Chauvin et al., 2009). Apo6s a invasdo dos eritrdcitos do cdo, comeca a fase de esquizogonia
com a mudanca fenotipica dos trofozoitos para merozoitos. A reproducédo na fase intraeritrocitica
no hospedeiro vertebrado é assexuada por divisdo binaria e eritrocitos podem se apresentar
parasitados por varios merozoitos. Apds este ciclo de reproducéo, novos merozoitos emergem das
células lisadas e invadem novas heméacias hospedeiras para recomegarem um novo ciclo de
replicacdo (Young e Morzaria, 1986; Mehlhorn e Schein, 1993; Chauvin et al., 2009). Alguns
merozoitos mudam para uma forma ovoide e desenvolvem-se em gamontes. No caso das grandes
babesias canina, este processo pode ocorrer ainda no eritrocito, podendo ocorrer mudanca
fenotipica até corpos raiados ainda no cdo (células com protrusfes na membrana em um lado e
uma “espicula” do lado oposto) (Mehlhorn e Schein, 1985, 1993). No carrapato ¢ onde ocorre a
reproducdo sexuada no ciclo da Babesia spp. Os merozoitos, ao serem ingeridos pelo carrapato,
sdo destruidos no seu intestino. Assim, os gamontes sdo as formas infectantes que irdo invadir as
células intestinais do carrapato e rapidamente transformar-se em corpos raiados. A partir desta
fase, havera a fusdo destes gametas e surgindo um zigoto, que passara por mudancas até se tornar
esporocinetos, que saem das células intestinais e invadem varios tecidos do carrapato via
hemolinfa, possuindo a capacidade de também invadirem os ovarios e 0s ovos da fémea, 0 que
permite a transmissdo vertical. Apds a invasdo das células do carrapato, hd mudanca desta forma
movel para uma forma polimérfica com cromatina nuclear frouxa e lobulada, iniciando a fase de
esporogonia. Nesta fase, haverd o crescimento do parasito e posterior fissdo, com producéo de
inimeros citdmeros, ao qual finalmente, irdo produzir mais esporocinetos, que continuarao este
processo de invasdo de novos tecidos, podendo também, invadir os ovarios e a glandula salivar.
Quando ocorre a muda ou o repasto sanguineo, 0s esporocinetos presentes na glandula salivar,
sdo ativados e comegam ciclos de replicagdo para gerarem novos esporozoitos infectantes, que
sairdo dos alvéolos glandulares e irdo entrar em contato com o0 novo hospedeiro vertebrado via
saliva, recomecando o ciclo (Mehlhorn e Schein, 1985, 1993; Irwin, 2010).

A infecgdo por Babesia spp., depende da disponibilidade dos vetores competentes e da circulagdo
do agente etiolégico entre seus hospedeiros, sendo reconhecido a distribuicédo entre as espécies B.
canis na Europa, B. vogeli em todos os continentes, B. rossi na Africa e B. gibsoni s.s. em varias
partes do mundo (Uilenberg, 2006; Solano-Gallego et al., 2008; Kada et al., 2017). Embora haja
diferencas nas linhagens de R. sanguineus s. |. e, possivelmente da competéncia vetorial nesse
grupo de espécies (Moraes-Filho et al., 2011; Nava et al., 2012; Latrofa et al., 2014; Dantas-
Torres e Otranto, 2015), B. vogeli ocorre em vérias regifes, tropicais e subtropicais, ao redor do
mundo (Caccio et al., 2002; Inokuma et al., 2004; Eiras et al., 2008; M’ ghirbi e Bouattour, 2008;
Beck et al., 2009; Beugnet e Marié, 2009; Adamu et al., 2014; Rojas et al., 2014; René-Martellet
et al., 2015; Starkey et al., 2016), demonstrando que diferentes linhagens (ou espécies) de
carrapatos R. sanguineus s.l. podem ser vetores competentes para esta espécie de Babesia, embora
estudos que comprovem esta afirmacdo sejam necessarios (René-Martellet et al., 2015). Como a
transmissdo de B. vogeli em carrapatos € transetadial e transovariana, estes podem ser
considerados reservatorios juntamente com o cdo, que apresenta infeccao por longos periodos de
tempo, muitas vezes assintomatica (Trapp et al., 2006b; Chauvin et al., 2009; Wang et al., 2018).
A transmissdo transplacentaria da B. vogeli no cdo é provavel, mas ndo ha confirmacgdo
experimental (Birkenheuer, 2013). Pode ocorrer transmissdo de Babesia spp por transfusdo
sanguinea (Dantas-Torres e Figueredo, 2006).
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A espécie B. gibsoni é reconhecidamente transmitida por Haemaphysalis bispinosa (Swaminath
e Shortt, 1937) e Haemaphysalis longicornis (Hatta et al., 2013). Porém, este hemoparasito ocorre
em regiGes onde ndo ha estes vetores, como no Brasil, EUA, Europa e América Central
(Birkenheuer et al., 2003; Trapp et al., 2006; Wei et al., 2014). Dessa maneira, podem estar
envolvidos em sua transmissdo outros vetores, como o R. sanguineus s.l., embora, haja
necessidade de mais estudos para comprovacgdo desta via de transmissdo (Dantas-Torres e
Figueredo, 2006; Hartelt et al., 2007; Chao et al., 2017). Além disso, evidéncias epidemioldgicas
de transmissdo direta entre cdes por contato com sangue, principalmente com histérico de mordida
por outros cdes. Esta forma pode ser uma importante via de transmisséo em regides onde ndo se
conhece o vetor do agente (Jefferies et al., 2007; Birkenheuer, 2013). Outras rotas de transmissao
possiveis para B. gibsoni é via transfusdo sanguinea (Stegeman et al., 2003) e transplacentaria
(Fukumoto et al., 2005).

No Brasil, a babesiose canina é causada principalmente por B. vogeli (Passos et al., 2005; Trapp
et al., 2006b; Moraes et al., 2015), podendo ser considerada uma doenca endémica de cdes em
todo pais (Dantas-Torres e Figueredo, 2006). B. gibsoni ndo é usualmente relatada no Brasil,
sendo diagnosticada por Trapp et al. (2006a) por meio de exames morfolgicos e moleculares.
Estudos no estado de Minas Gerais demonstram que o agente causador de babesiose canina
encontrado é a B. vogeli tanto em cédes de ambiente urbano (Passos et al., 2005), quanto em cdes
de &reas rurais (Costa-Junior et al., 2009).

A viruléncia e os sinais clinicos sdo variaveis de acordo com a espécie de babesia envolvida na
infeccdo dos animais (Schetters et al., 1997; Carret et al., 1999; Penzhorn, 2011), sendo que a
espécie envolvida no Brasil - B. vogeli (Passos et al., 2005; Costa-Junior et al., 2009) é a que
apresenta menor viruléncia em comparagdo com as demais espécies causadoras de babesiose
canina (Uilenberg et al., 1989; Zahler et al., 1998). Fatores individuais como coinfeccdes,
imunodepressdo e cédes esplenectomizados podem levar esses individuos a desenvolverem
babesiose com quadro clinico de maior severidade e maiores parasitemias. Assim, fatores como
a viruléncia do agente, o grau de infec¢do e particularidades do hospedeiro determinardo a grande
variagdo dos sinais clinicos da doencga, que pode ser subclinica ou até mesmo levar a morte do
hospedeiro em casos de infec¢bes superagudas (Shaw et al., 2001; Brown et al., 2006; Solano-
Gallego et al., 2008; Birkenheuer, 2013). O periodo de incubacdo medio para a B. canis é de 10
a 21 dias e para B. gibsoni € de 14 a 28 dias (Shaw et al., 2001). As infec¢Oes por Babesia spp.
costumam ser cronicas e podem durar longos periodos e, em alguns casos, a vida toda do animal.
Isso ocorre devido a diversos mecanismos de escape do sistema imune que permitem que 0
parasito matenha-se em processo de replicacdo, mesmo considerando o ambiente hostil do
hospedeiro (Allred, 2003).

A hemolise é uma alteracdo comum na babesiose (Birkenheuer, 2013) e sdo propostos varios
mecanismos para explicar esta alteracdo, que podem variar de acordo com a espécie de babesia.
A hemolise intravascular comega no primeiro momento pés infeccdo devido ao processo de
replicacdo da Babesia spp. e por danos diretos causados pelo parasito no processo de invasdo
celular. Neste periodo, os cées ficam assintomaticos (Murase et al., 1996; O"'Dwyer e Massard,
2002a; Birkenheuer, 2013). AlteracGes osmoticas em hemacias infectadas podem também estar
envolvidas na hemélise (Makinde e Bobade, 1994).

A hemodlise extravascular ocorre devido ao sequestro dos eritrocitos pelo sistema mononuclear
fagocitico, principalmente no baco e no figado. A presenca de antigenos do parasito na membrana
dos eritrécitos infectados e a aderéncia de antigenos soluveis da babesia @ membrana de hemacias
ndo infectadas e plaquetas, além da reacdo imunolégica contra autoantigenos, levam a uma
ligacdo de anticorpos e ativacdo do sistema complemento contra plaquetas e eritrocitos, levando
a hemdlise intravascular e/ ou extravascular e trombocitopenia (Shaw et al., 2001; Balch e
Mackin, 2007; Birkenheuer, 2013). A destruicdo de hemécias na infeccdo por B. vogeli é
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responsavel pela anemia regenerativa, geralmente acompanhada de reticulécitos e hemacias
nucleadas quando a infeccdo passa para uma fase mais crdnica de maior resposta medular
(O"Dwyer e Massard, 2002a; Carli et al., 2009). A hemdlise intravascular é responsavel pela
hemoglobinemia e hemoglobinuria, encontrada na infecgcdo por Babesia spp. (Stockham e Scott,
2008a, b). Como na hemdlise extravascular, as células do sistema mononuclear fagocitico (SMF)
fagocitam as hemacias, a hemoglobina entrard no ciclo da bilirrubina e, portanto, ndo contribui
para aumentos na hemoglobina circulante (Balch e Mackin, 2007). Porém, em casos de infeccBes
por B. canis, mecanismos imunologicos podem néo estar envolvidos na hemdlise, fato comum
em B. vogeli e B. gibsoni, provavelmente devido a maior cronicidade envolvida nas patologias
causadas por essas duas ultimas (Carli et al., 2009).

Solano-Gallego et al. (2008) fizeram um estudo comparativo na Itdlia onde foi possivel
demonstrar que B. canis esta associada a anemia ndo regenerativa e sinais clinicos mais
previsiveis, porém B. vogeli estava associada a comorbidades e apresentava maior variacdo dos
sinais clinicos com anemia regenerativa e trombocitopenia. Carli et al. (2009) demonstraram
maior grau de cronicidade em B. vogeli e houve associagdo desta espécie causando sintomatologia
quando ocorria comorbidades. Foi também comum anemia regenerativa. Casos de ictericia estdo
associados a sobrecarga do figado e maior concentragdo de bilirrubina (O'Dwyer e Massard,
2002a; Schoeman, 2009).

Na fase aguda da doenca, ocorre um desbalango imunoldgico e a resposta do tipo celular protetora
(Th1) é deslocada para uma resposta imune humoral (Th2), com alta producéo de anticorpos, que
leva a efeitos sistémicos como hipergamaglobulinemia, anticorpos autoreativos e a deposicdo de
imunocomplexos que podem se acumular na Uvea, rins, articulagdes e sistema nervoso central
(Shaw et al., 2001). Lobetti et al. (2002) relataram comprometimento cardiaco, principalmente
em casos de babesiose mais severos.

Wang et al., (2018) comentaram que as descricdes de doenca causada por B. vogeli de cées
infectados a campo possuem a limitagdo de possivel coinfec¢Ges. Com o intuito de acompanharem
cades com infeccdo experimental, estes pesquisadores acompanharam as alteracdes clinico
patoldgicas nesses animais dividindo-os em trés grupos: animais controle negativos, animais
esplenectomizados e animais com o baco, sendo os dois Gltimos grupos infectados com uma cepa
chinesa de B. vogeli. Foi demonstrado que a doenca causada € moderada e ha evidéncias de
desenvolvimento de doenga subclinica, principalmente nos cdes ndo esplenectomizados. Os cées
apresentavam infeccdo por longo periodo de tempo. As alteracBes laboratoriais incluiram
trombocitopenia e alteragdes das enzimas hepaticas, esta pode estar envolvida com hepatite aguda
ndo purulenta. Anemia regenerativa também foi relatada. Alguns dos cées esplenectomizados
apresentaram severa anemia e isso pode ter levado a sinais clinicos secundarios.

No Rio de Janeiro, pesquisadores ja descreviam casos de babesiose como uma infec¢do branda,
relatando uma infeccéo experimental com sinais clinicos mais intensos apenas em um c&o muito
jovem. Estes autores relatam casos de alguns cées e um canideo silvestre apresentando ictericia e
hemorragias, porém, considerando a descrigdo patoldgica e os sinais clinicos, pode-se tratar de
uma doenga causada por R. vitalli (Paraense e Vianna, 1948).

No Brasil, foi realizada infeccdo experimental com isolados do estado de Minas Gerais,
demonstrando ser de baixa viruléncia, com a maioria dos caes apresentando infeccdes subclinicas
e provavel associacdo com B. vogeli. O animal com sintomatologia apresentou fraqueza, anemia,
hemoglobinuria e depressdo. A alteracdo laboratorial mensurada no trabalho foi o volume
globular (VG), que apo6s a infecgdo apresentou-se baixo (Bicalho et al., 2002). Os autores ndo
mensuraram outros parametros sanguineos relacionados a bioquimica sérica e hemograma.

Caes esplenectomizados em infeccOes experimentais no Brasil e que vieram a ébito, apresentaram
leucopenia, devido a neutropenia e linfopenia. Animais que ndo sucumbiram a infeccéo
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apresentaram neutropenia discreta com linfocitose (Kagiwara e Holzchuh, 1987 apud O"Dwyer e
Massard, 2002).

Casos de cdes naturalmente infectados, incluiram como sinais clinicos: febre, apatia, anorexia,
perda de peso, desidratacdo, dor abdominal e sensibilidade renal a palpacdo. As anormalidades
laboratoriais foram anemia (64.3% dos animais), reducdo do volume globular (19.6%),
eosinopenia (62.5%), neutrofilia (64.3%) e anisocitose (89.3%), sendo a maior parte dos cées
acometidos com idade entre zero e quatro anos (Bastos, et al., 2004). Neste estudo, 0s autores
utilizaram registros de animais com babesiose e ndo foi relatado possiveis comorbidades que
pudessem estar associadas com os sinais clinicos apresentados. Médicos veterinarios clinicos em
Minas Gerais, respondendo a um questionario, descrevem que os sinais clinicos mais comuns em
cdes com suspeita de babesiose nesta regido, foram: apatia, anemia, febre e inapeténcia
(Guimaraes et al., 2002). Neste trabalho, também n&o é possivel inferir se coinfeccbes com E.
canis ou Leishmania infantum, comuns no Estado de Minas Gerais (Silva et al., 2001; Costa
Junior et al., 2007), estavam presentes, 0 que poderia interferir nos sinais clinicos.

O diagnostico da babesiose canina ira depender do historico do animal, por exemplo, quando ha
exposicao a carrapatos, dos sinais clinicos, das alteracGes laboratoriais e das alteracbes na
bioguimica sérica. A confirmagdo pode ser realizada por esfregacos de sangue, especialmente de
capilar periférico para aumentar a sensibilidade, imprints de 6rgaos durante necropsia, sorologico
e molecular (O"Dwyer e Massard, 2002a; Otranto et al., 2010).

O exame de esfregago sanguineo tem indicacdo de utilizagdo principalmente na fase aguda da
doenca, pois € 0 momento onde ocorre a parasitemia da Babesia spp. No entanto, este exame
apresenta baixa sensibilidade e ndo ha distingdo entre as subespécies (Silva et al., 2012; Gottlieb
et al., 2016).

O exame sorologico é capaz de demonstrar exposi¢do ao parasito, sendo muito atil em
levantamentos epidemioldgicos e em cdes com baixa parasitemia (Araujo et al., 2015), porém nao
diferencia exposicao de infeccéo ativa (Wagner et al., 1992; Jojima et al., 2008). Assim, para fins
de diagnostico individual, deve-se evitar a interpretacdo da sorologia isoladamente, sendo
importante reunir uma combinacdo de elementos (Dantas-Torres e Figueredo, 2006; Otranto et
al., 2010). Dentre os exames soroldgicos utilizados podem-se destacar a RIFlI e o ELISA
(O"Dwyer e Massard, 2002a).

A PCR é um exame de alta sensibilidade e especificidade para a detec¢do de cdes com Babesia
(Martin et al., 2006). Em cées com baixas parasitemias, Inokuma et al. (2004) demonstraram que
a PCR pode ser uma alternativa para deteccdo de cées cronicamente infectados por B. vogeli.
Fraga et al. (2011) sugeriram um estudo demonstrando as altera¢cdes no ultrassom de cdes com
babesiose. Os achados neste método de exame foram, principalmente: esplenomegalia,
hepatomegalia e mudanca na ecogenecidade dos rins. O eletrocardiograma ndo é um exame com
boa confiabilidade em casos de babesiose. Em infecgdes com comprometimento cardiaco, 0 uso
da troponina medida no soro dos animais é mais sensivel (Lobetti et al., 2002).

A eficiéncia das drogas antiprotozoais para a eliminacdo de Babesia spp. é variavel de acordo
com a espécie (Baneth, 2018). O dipropionato de imidocarb na dose de 2,5 mg/kg demonstrou-se
como uma droga terapéutica eficiente para melhora clinica (Uilenberg et al., 1981) e eliminagdo
da parasitemia, detectado por PCR em cées infectados com Babesia sp. é possivel na dose com a
aplicacdo de 6,6 mg/kg com intervalo de duas semanas entre duas aplicacfes (Birkenheuer et al.,
2004). Em é&reas endémicas, alguns clinicos podem dar uma subdose de imidocarb, para néo
eliminar a infec¢do por completo e manter um estado de premunic¢do no animal, pois a reinfeccdo
em cédes sem o parasito, pode causar sinais clinicos. A desvantagem dessa abordagem é que cées
cronicamente infectados com algum desequilibrio imunoldgico podem desenvolver babesiose e
podem continuar como transmissores do agente. O imidocarb pode causar efeitos colinérgicos e
como prevencdo pode-se usar uma dose de atropina com 30 minutos de antecedéncia (Vial e
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Gorenflot, 2006; Birkenheuer, 2013). Em cdes que apresentem lesBes renais, o imidocarb deve
ser utilizado com cautela e acompanhamento (Mathé et al., 2007). Uma alternativa ao tratamento
com o imidocarb é o diaceturato de diminazeno (5 mg/kg IM) em dose Unica (Vial e Gorenflot,
2006). Porém, esta droga apresenta alta toxicidade para cdes com baixa faixa de seguranca em
relagéo a dose terapéutica (Baneth, 2018).

Em casos graves de babesiose, a terapia de suporte deve ser realizada, como por exemplo
fluidoterapia e transfusdo sanguinea (Mitchell e Kruth, 2010; Birkenheuer, 2013; Baneth, 2018)

3.3.2  Rangelia vitalli

A descoberta de R. vitalli ocorreu em 1908 por Roberto Carini e descricdo de Bruno Rangel
Pestana, porém foi considerada por outros pesquisadores como 0 mesmo microrganismo causador
de babesiose canina, por muitos anos (Franca et al., 2014). Apoés este periodo de tempo, houve a
redescricdo dos aspectos patologicos, soroldgicos e morfologicos da doenga que, por possuir
aspectos unicos como ciclo em células endotelias e leucdcitos, foi considerada como uma possivel
espécie com necessidade de caracterizagdo molecular (Loretti e Barros, 2005).

Soares et al. (2011) relatam que R. vitalli pode se elevar a nivel de espécie separada de B. vogeli
por meio de caracterizacdo, por biologia molecular, utilizando sequéncias de nucleotideos dos
genes 18s RNA e HSP-70. Sendo assim, confirmou-se que R. vitalli é o agente etioldgico
envolvido na rangeliose (popularmente “nambitivu”; “peste de sangue”) e que o género Rangelia
possui associagdo taxondmica com o género Babesia (Silva et al., 2011). O agente causador da
rangeliose foi encontrado associado a canideos silvestres e cdes de ambiente periurbanos e rural
(Loretti e Barros, 2004; Fighera et al., 2010; Silveira et al., 2016a), possuindo relatos, até o
momento, no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (Franca et al., 2014; Sanchez et al., 2017).
Foi confirmado que o vetor é o carrapato Amblyomma aureolatum (Soares et al., 2018).

Os sinais clinicos associados a doenca sdo anemia, febre, ictericia, esplenomegalia,
linfoademegalia, hemorragia gastrointestinal, hemorragias na ponta da pina auricular, parte
externa da orelha, nariz e cavidade oral (Franca et al., 2010; Silva et al., 2011). As alteragdes
hematoldgicas sdo referentes a uma anemia hemolitica extravascular regenerativa e a uma
trombocitopenia imunomediada, que pode estar associada a casos de diatese hemorragica. Assim,
h& uma reducao na contagem eritrocitica, na hemoglobina e no hematocrito. No inicio tem-se uma
anemia normocitica normocrémica, devido ao tempo necessario para ocorrer a resposta medular.
Anemia macrocitica hipocrémica, anisocitose, policromasia, reticulocitose e metarubricitemia
indicam resposta medular (anemia regenerativa). Esferocitose, eritrofagocitose e presenca de
corpusculo de Howell-Jolly indicam anemia hemolitica imunomediada (Franca et al., 2010;
Franca et al., 2014).

As alteracfes no leucograma sdo variaveis, podendo apresentar leucocitose com neutrofilia e
desvio a esquerda, porém pode ocorrer leucopenia com neutropenia, além de linfocitose e
monocitose. Plasma ictérico € um achado frequente. Reducdo da agregacdo plaquetéria e
coagulacdo intravascular disseminada (CID) podem ocorrer. Na medula ocorre aumento da
linhagem eritroide (Franga et al., 2010, 2013). Cdes com rangeliose podem ter aumento nas
proteinas de fase aguda, hipoalbouminemia e hipergamaglobulinemia (Paim et al., 2013).

O diagnostico é baseado nos sinais clinicos, visualizagdo microscépica de inclusfes em
eritrocitos, neutréfilos, mondcitos e células endoteliais em esfregaco sanguineo ou fragmentos de
tecido em exames histopatoldgicos (Franca et al., 2010; Silva et al., 2011; S&nchez et al., 2017),
alteracdo nos exames laboratoriais (Franca et al., 2013; Paim et al., 2013) e PCR (Paim et al.,
2016).

O tratamento com prednisona, doxiciclina e dipropionato de imidocarb foi efetivo em cées
naturalmente infectados, embora dependendo do grau de acometimento do cdo o prognostico seja
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desfavoravel (Franca et al., 2010). Diaceturato de diminazeno é uma opcdo de tratamento,
mostrando-se eficaz no controle das alteragdes hematoldgicas e dos sinais clinicos (Franca et al.,
2013).

Em Minas Gerais, ha a possibilidade de subdiagnostivo da rangeliose, visto que o parasito foi
detectado em cées (Moreira et al., 2013) e em lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) (Silveira et
al., 2016b), bem como é conhecida a presenca de A. aureolatum em ambientes silvestres, neste
estado (Rodrigues et al., 2002) e a semelhanga dos sinais clinicos com outras hemoparasitoses
(Paim et al., 2016).

3.3.3 Hepatozoon canis

A hepatozoonose canina é causada por protozoarios do filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Subordem Adeleina e familia Hepatozooidae
(O"Dwyer e Massard, 2002b). A espécie H. canis é identificada como o agente etioldgico da
doenca em cdes no Brasil (Paludo et al., 2003). A transmissao é realizada pela ingestao de odcitos
esporulados em carrapatos R. sanguineus (Baneth et al., 2007; Giannelli et al., 2013).
Considerando as variagdes dentro do grupo de espécies R. sanguineus s.l. e a maior prevaléncia
da doenca em areas rurais, é possivel que esta espécie de carrapato ndo participe na transmissao
de H. canis, no Brasil. A provavel espécie de carrapato com capacidade vetorial é o A. ovale,
porém nao esta bem estabelecido a participacao epidemioldgica desta espécie de carrapato como
transmissora da doenga no pais (O’Dwyer et al., 2001; Forlano et al., 2005; Miranda et al., 2011;
Demoner et al., 2013).

No carrapato, H. canis realiza a fase sexuada do ciclo, onde encontra-se 0s esporocistos na
hemocele do carrapato. O parasito ndo atinge a glandula salivar do ixodideo, portanto, sua
transmissdo ocorre quando ha a ingestdo do ectoparasito pelo cdo, ocorrendo a liberagdo dos
esporozoitos no intestino do hospedeiro vertebrado. Apés isso, ocorre a invasdo do epitélio
intestinal do cdo, e por via hematdgena dentro das células do SMF, ha a invasdo de diversos
orgdos linfoides secundarios. Nestes locais, sdo formados os merontes (macromerontes e
micromerontes). Os micromerontes invadem neutrdfilos e macréfagos e sofrem processo de
gametogonia, formando os gamontes. Esta é a forma circulante que podera infectar o carrapato
no momento do repasto sanguineo. Nos tecidos dos cdes formam-se os esquizontes. No carrapato,
ocorre a transmissdo transestadial (O’Dwyer et al., 2001; Demoner et al., 2013). A predacédo de
hospedeiros paraténicos deve ser pesquisada ja& que o Hepatozoon americanum pode ser
transmitido por essa via alternativa (Johnson et al., 2009), bem como a transmissdo por pulgas,
de comum ocorréncia em outras espécies do género Hepatozoon (Smith, 1996).

Os caes infectados podem ser assintomaticos ou apresentarem sinais clinicos variaveis como
febre, letargia, anorexia, anemia, emagrecimento, poliuria, polidipsia, dor, vémitos, diarreia,
emanciacgdo, dificuldade em manter-se em estacdo, tremores musculares e linfadenopatia. A
gravidade dos sinais clinicos vai depender do grau de parasitemia e infeccdo concomitante com
outros patdgenos, como Babesia e Ehrlichia, sendo inconsistente a descri¢do de infecgdo por H.
canis como causa priméria de doenga no cdo (Mundim et al., 1992; O’Dwyer et al., 2001;
O’Dwyer e Massard, 2002b; Aguiar et al., 2004; Lasta et al., 2009). Lesdes teciduais, quando
presentes, sdo encontradas particularmente em tecidos hemolinfaticos, musculatura esquelética,
pulmdes e rins (Paludo et al., 2003).

As alteracBes hematoldgicas observadas por Paludo et al. (2003) incluiram anemia normocitica e
normocrémica, eosinofilia e basofilia, porém, neste estudo, os cdes estavam naturalmente
infectados e o diagndstico foi realizado por meio do esfregaco sanguineo, dessa forma ndo se
pode excluir coinfecgdes com outros hemoparasitos comuns em cées (O’Dwyer et al., 2001).
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O diagndstico pode ser realizado por meio da PCR, por esfregaco sanguineo e capa leucocitaria,
considerando os sinais clinicos e o historico dos animais (Otranto et al., 2011) e por exame
sorolégico pela RIFI (Baneth et al., 1996). No esfregaco sanguineo é possivel visualizar os
gamontes parasitando leucdcitos circulantes (Mundim et al., 1992).

O tratamento da hepatozoonose tem demonstrado resultados contrastantes quando utilizado o
dipropionato de imidocarb isoladamente. Quando esta droga foi associada a tetraciclina ou a
doxiciclina, os resultados foram mais satisfatorios (O"Dwyer e Massard, 2002b; Thakur et al.,
2018). Tratamentos utilizando somente a doxiciclina demonstraram a sua eficiéncia em diminuir
a parasitemia e recuperar a condicdo clinica. O uso de antiflamatdrios € benéfico (Roopali et al.,
2017).
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Capitulo 1: CARACTERIZACAO DA POPULAGAO DE CARRAPATOS EM CAES E O
PERFIL SANITARIO DESSES ANIMAIS NO MUNICIPIO DE ITABIRITO - REGIAO
CENTRAL DO ESTADO DE MINAS GERAIS, BRASIL.

Resumo

Carrapatos sao ectoparasitos de grande relevancia na medicina veterinaria, pois podem causar
prejuizos diretos aos animais, além de serem importantes vetores de virus, bactérias e parasitos.
A distribuigdo dos carrapatos em cdes é dependente de fatores ambientais, que irdo controlar as
fases de vida livre e das relacBes parasito/ hospedeiro. No Brasil, cdes podem ser parasitados por
inlmeras espécies de carrapatos do género Amblyomma, principalmente em é&reas rurais ou
periurbanas, mas sdo parasitados principalmente por Rhipicephalus sanguineus sensu lato.
Devido a importancia médico-veterinaria dos ixodideos e dos patogenos por eles transmitidos, o
objetivo deste estudo foi identificar as espécies de carrapatos em fase parasitaria em cées da regido
central do estado de Minas Gerais, municipio de Itabirito, e avaliar o perfil sanitario dos animais
por meio de questionario. Para avaliar a associacdo entre as variaveis medidas no questionario e
0 nmero de cdes parasitados, foi utilizado o teste do qui-quadrado com significancia de 5%. A
pesquisa de carrapatos foi realizada em 100 cées divididos entre errantes provenientes do canil
municipal ap6s resgate (n=20), encaminhados por tutores para a castracdo (n=9) e residentes no
bairro Portdes, com caracteristicas mistas entre ambiente periurbano e rural (n=71). As coletas
ocorreram entre os meses de outubro de 2017 e maio de 2018, excetuando-se 0 més de abril.
Foram coletados um total de 210 espécimes de carrapatos das seguintes espécies: 180 R.
sanguineus s.l. (85,71%); 20 Amblyomma sculptum (9,52%); oito Amblyomma aureolatum
(3,81%) e dois Rhipicephalus microplus (0,95%). De acordo com o estagio evolutivo do carrapato
a distribuigéo de R. sanguineus s. |. encontrada foi, 47 fémeas, 68 machos, 62 ninfas e trés larvas;
de A. aureolatum trés machos e cinco fémeas; de A. sculptum oito ninfas, quatro fémeas e oito
machos; e R. microplus duas fémeas. O parasitismo ocorreu em trés dos nove cées destinados a
esterilizacdo cirdrgica (33,33%), 11 dos 20 cdes provenientes de captura (55%) e 48 dos 71 cédes
examinados no bairro Portdes (67,60%). A coleta de apenas R. sanguineus s.1. foi realizada em
40 cdes, sendo 28 com origem no bairro PortBes, nove de cées resgatados e trés de area urbana
(encaminhados para castragdo). InfestagOes Unicas pelas espécies A. sculptum, A. aureolatum ou
R. microplus foram observadas, individualmente, em trés cdes do bairro Portdes. Ao considerar
as coinfestacOes, observou-se: dois cdes com A. aureolatum e A. sculptum (um c&o do bairro
Portdes e outro resgatado de area rural), um cdo com A. aureolatum e R. sanguineus s.I. (bairro
Portdes) e um com A. sculptum e R. sanguineus s.lI. (bairro PortGes). Com a avaliacdo do
questionario foi possivel levantar informacdes de 78 animais. Houve um baixo indice de
proprietarios que utilizavam coleira e guia nos passeios (6,08%). Grande parte dos cédes tinham
acesso livre a rua (43,59%) e 5,12% viviam em &reas em contato com a mata. Em relagdo ao
convivio com outros animais, 29 cdes tiveram contato com outros cées; 28 somente com animais
domeésticos; e 18 com animais domésticos e silvestres. O controle da infestacdo por carrapatos foi
realizado em 57 cées (73,07 %), sendo 0 uso de banhos contendo antiparasitarios 0 método mais
comum, utilizado em 31 animais (54,38%). Associagdes com mais de um produto foram relatadas
em 14 caes. Em geral, os tratamentos ndo seguiam acompanhamento veterinario. Conclui-se que
grande parte dos tutores de caes da regido em estudo ndo praticam a posse responsavel, além de
utilizarem produtos acaricidas sem orientacdo veterinaria, 0 que pode predispor a selecdo de
populacbes de carrapatos multi-resistentes. Foram encontradas varias espécies de carrapatos
circulando na populacéo canina da regido, em especial R. sanguineus s.I. O género Amblyomma,
cujas espécies de carrapatos podem comumente parasitar humanos, estava presente em cdes da
area periurbana e rural. Atencdo especial deve ser dada a cédes parasitados por esse género,
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considerando que esses carrapatos podem ser transportados para o ambiente domiciliar,
permitindo a transmissdo de patégenos de carater zoondtico a popula¢do humana presente nestes
locais.

Palavras-chaves Rhipicephalus, Amblyomma, canino.

Abstract

In veterinary medicine, ticks have great relevance, as they may cause direct loss in animals and
are important vectors for virus, bacteria, and parasites. The tick distribution in dogs depends on
enviromental factors, which can control the free living phases of the parasite and from relation
between host and parasite. In Brazil, dogs can be parasited for several species of Amblyomma
genus, mainly in rural or peri-urban areas. Nevertheless, the most important tick found in dogs is
Rhipicephalus sanguineus sensu lato. Due to the medical-veterinary importance of ticks and
pathogens transmited by them, the objective of this study was identify the tick species on parasite
phase in dogs from the central region of the Minas Gerais state, Itabirito county and evaluate the
health profile of the dogs using questionnaire. The ticks were colected on 100 dogs from differents
areas: 20 dogs from the municipal kennel, nine dogs from kennel castration campaing, and 71
dogs from Portbes neighborhood, which presents mixed characteristics between peri-urban and
rural areas. The ticks were collected between October 2017 and May 2018, except the April
month. Were collected 210 ticks especimens, distributed on the follow species: 180 R. sanguineus
s.l. (85.71%); 20 Amblyomma sculptum (9.52%); 8 Amblyomma aureolatum (3.81%) e 2
Rhipicephalus microplus (0.95%). The distribution of evolutive phases was: R. sanguineus s. I.
(47 females, 68 males, 62 nymphs, and 3 larvaes); A. aureolatum (3 males; 5 females); A.
sculptum (8 nymphs, 4 females e 8 males); and R. microplus (2 females). The parasitism was
detected in three of the nine dogs from castration (33.33%), 11 of the 20 dogs from kennel (55%),
and 48 of the 71 dogs from Portdes (67.60%). Only R. sanguineus s.l. was collected on 40 dogs,
being 28 from Portdes, nine from kennel rescue dogs and three from urban area. Single specie
infestation of A. sculptum, A. aureolatum or R. microplus was collected from three dogs. Co-
infestations were observed in two dogs with A. aureolatum and A. sculptum (one from Portfes
and another animal rescued from rural area), one dog with A. aureolatum and R. sanguineus s.I.
(from Portdes) and another one with A. sculptum and R. sanguineus s.I. (from Portdes). With the
evaluation of the questionnaire it was possible to collected health information from 78 animals.
Few dog’s owners reported using collar or guide in walking with dogs (6.08%). Great part of dogs
had free access to the street (43.59%), and 5.12% living in contact with forest areas. 29 dogs had
contact with another dogs; 28 had contact only with domestic animals; and 18 with domestic and
wild animals. The infestation tick control was used on 57 dogs (73.07%) at least one time, and
the main method used was antiparasitic baths (54.38%). Associations between products were used
in 14 dogs. In general, the treatments do not follow any veterinary instructions. In conclusion,
most of the dog’s owners from the Itabirito include in this study do not practice responsible
guarding. Besides, the indiscriminate use of acaricides without veterinary orientation, can lead to
a selection of tick populations resistant to many acaricides. Several species of ticks were found
circulating in the canine population of the region, especially R. sanguineus s.I. The genus
Amblyomma, whose tick species can commonly parasitize humans, was present in dogs from the
peri-urban and rural areas. Special attention should be paid to dogs parasitized by this genus,
considering that these ticks can be transported to the home environment, allowing the
transmission of zoonotic pathogens to the human population present in these places.

Keywords: Rhipicephalus; Amblyomma; canine.
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1. Introducéo

Os ectoparasitos sao organismos de grande relevancia pois causam sérios prejuizos a satde animal
de forma direta por lesdes espoliativas, que facilitam a entrada de microrganismos oportunistas
ou podem levar a paralisia motora flacida ascendente causada por neurotoxinas. De forma
indireta, sdo importantes transmissores de parasitos, virus e bactérias para animais e seres
humanos (Gonzélez et al., 2004; Edlow e McGillicuddy, 2008; Elsheikha, 2011). Os carrapatos
apresentam-se como o principal ectoparasito de cdes em diversas regides brasileiras (Ribeiro et
al., 1997; Gonzélez et al., 2004; Dantas-Torres et al., 2009; Heukelbach et al., 2012). Além disso,
desde os primdrdios da ixodologia no Brasil, carrapatos sdo reconhecidos como importantes
vetores de patgenos (Aragdo, 1936; Aragao e Fonseca, 1953a). A grande capacidade vetorial
desses organismos ocorre devido a sua necessidade biolégica por hematofagismo em todas as
fases de vida, a facilidade de dispersdo no ambiente e sua resisténcia em fases de vida ndo
parasitaria (Walker, 1998; Parola e Raoult, 2001; Massard e Fonseca, 2004). Além da funcdo
vetorial, carrapatos apresentam-se como reservatorios com competéncia para a transmissao
transovariana de diversos agentes como, por exemplo, Babesia canis e Rickettsia rickettsi (Azad
e Beard, 1998; Trapp e Dagnone e et al., 2006).

A distribuicdo dos carrapatos em cdes é dependente de fatores ambientais, principalmente a
umidade relativa do ar e a temperatura ambiental, que controlam as fases de vida livre das
diferentes espécies e, consequentemente, determinam a eficiéncia de parasitismo. A relacdo
parasito/hospedeiro é outro fator importantes para manter os niveis populacionais dos ixodideos.
Além do carrapato Rhipicephalus sanguineus s. I., 0 mais predominante em cées, no Brasil, ha
relatos de parasitismo nesta espécie animal por Rhipicephalus microplus, Amblyomma
aureolatum, Amblyomma sculptum, Amblyomma ovale, Amblyomma oblongoguttatum e
Amblyomma tigrinum, todas essas espécies do género Amblyomma ocorrendo em areas rurais, de
mata ou ambientes periurbanos, com variagdes entre elas dentro das diferentes regides do pais
(Aragdo, 1936; Evans et al., 2000; Labruna et al., 2001a; Labruna e Pereira, 2001; Szab0 et al.,
2001; Dantas-Torres, 2009; Costa-Junior et al., 2012).

O carrapato R. sanguineus s.l. esta disperso em varias regides do mundo, mesmo levando em
consideracéo diferentes biomas. 1sso ocorre devido a adaptacdo desta espécie frente a ambientes
antropizados, vivendo dentro de casas ou canis em intima relagdo com os cées domésticos. Uma
vez que o ambiente, relativamente homogéneo, criado por seres humanos interfere em menor grau
no seu ciclo em comparagdo com a variagdo ambiental que ocorre na natureza, o R. sanguineus
s.I mantém-se vidvel mesmo em condic¢Bes ndo favoraveis como no inverno, embora, atualmente,
discute-se variacdes especificas dentro deste grupo (Pegram et al., 1987; Dantas-Torres et al.,
2013; Nava et al., 2015; Labruna et al., 2017). A infestacdo causada por R. sanguineus s.l., ocorre
normalmente em ambientes urbanos, porém podem ocorrer também em &reas rurais (Aragdo,
1936; Evans et al., 2000; Labruna et al., 2001a; Labruna e Pereira, 2001; Szaho et al., 2001;
Dantas-Torres, 2009; Costa-Junior et al., 2012). A importancia deste carrapato como transmissor
de patdgenos para seres humanos — por exemplo, Rickettsia conorii, e cdes — por exemplo,
Ehrlichia canis e Babesia vogeli (Dantas-Torres, 2010; Solano-Gallego et al., 2015), o coloca
como um parasito de importancia em saude pablica e medicina veterinaria.

Os carrapatos do género Amblyomma sdo considerados um dos principais transmissores de
patdgenos entre espécies animais, ja que possuem menor especificidade parasitaria, especialmente
em fases imaturas (Massard e Fonseca, 2004). Esses carrapatos, além de infestarem mamiferos,
podem infestar aves, aumentando sua dispersdo e, consequentemente, 0s patégenos por eles
veiculados (Tolesano-Pascoli et al., 2010; Pascoal et al., 2012; Luz et al., 2016a).

Em relacdo ao carrapato de bovinos, Rhipicephalus microplus, infestagdes também podem ocorrer
em cdes com acesso a areas de pastagens contaminadas com altas cargas parasitarias (Labruna, et

35



al., 2001; Costa-Junior et al., 2012). Porém, o cdo é hospedeiro acidental deste carrapato e ndo é
capaz de ser mantenedor destes parasitos na natureza (Franque et al., 2007).

Devido a importancia médico-veterinaria dos ixodideos e dos patégenos por eles transmitidos,
alguns potencialmente zoondticos, o objetivo deste estudo foi identificar as espécies de carrapatos
em fase parasitaria em cées da regido central do estado de Minas Gerais, municipio de Itabirito.
A escolha pela microrregido de Itabirito para a realizacdo do presente estudo se deu devido a
presenca de condigdes adequadas para a existéncia de R. sanguineus e Amblyomma spp. (ambiente
de transicdo de mata-atlantica com o cerrado brasileiro) e as caracteristicas mistas entre area
urbanizada, rural e silvestre observadas no municipio. Além disso, avaliou-se o perfil sanitario de
caes amostrados, por meio de questionario, a fim de se conhecer os fatores de risco de exposicao
para a infestagdo por diferentes espécies de carrapatos.

2. Material e Métodos

2.1 Area de Estudo

O municipio de Itabirito localiza-se na latitude 20°15°11""Sul e longitude 43°47°21"" Qeste, na
regido central do estado de Minas Gerais ¢ pertence a regido do “quadrilatero ferrifero”,
localizando-se a 55 km da capital, Belo Horizonte (Figura 1). O municipio ocupa uma area de
541,93 km? e possui temperatura média anual de 18,5°C. O clima da regio é caracterizado como
tropical de altitude, sendo o periodo seco de junho a agosto e a época de chuvas entre novembro
e marco. O bioma é caracterizado por mata atlantica em transicdo com o cerrado brasileiro e
possui o relevo do tipo mares de morro. Itabirito faz parte do roteiro turistico mineiro, o que
determina uma populacdo flutuante anual, sendo possivel que cées de outras regides se infestem
por carrapatos presentes na mata ou em areas periurbanas. E possivel observar propriedades rurais
separando os fragmentos de mata nativa do ambiente urbano em expansdo no centro (Figura 2)
(“Dados geograficos, Prefeitura Municipal de Itabirito”, [s.d.]; Myr projetos sustentaveis, 2013).

Figura 1 — Localizagio do municipio de Itabirito no Estado de Minas Figura 2 - Area urbana do municipio de Itabirito e a sua
Gerais. expansdo para o meio rural e silvestre.
Fonte: IBGE (Modificado) Observam-se ainda areas fragmentadas de mata (asteriscos

brancos). Fonte: MapBox (modificado)
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2.2 Populagdo em estudo e coletas

Dados sobre a populagéo canina de Itabirito foram levantados por censo conduzido pelo Centro
de Controle de Zoonoses, estimando-se 0 numero total de individuos em aproximadamente 9.462
cdes em 2011 (Bastos, 2013). Como nao havia estudos de levantamentos de hemoparasitoses em
cées na regido, determinou-se uma prevaléncia padrdo de 50%, possibilitando o calculo do
tamanho da amostra pelo software Epi Info versdo 7.2.1.0 na aba “population survey”, com uma
margem de erro aceitavel de 10% (Naing et al., 2006). Em um intervalo de confianca de 95%, foi
determinado uma amostra aleatoria minima de 95 caes.

Foi realizada a coleta de carrapatos em 100 cées, sendo nove oriundos da esterilizagdo cirurgica,
realizada pela prefeitura do municipio (representados por simbolos azuis em areas urbanizadas na
figura 3), 20 resgatados de diversas areas do municipio e encaminhados para o canil municipal e
71 residentes no bairro Portdes (residéncias representadas por estrelas azuis na figura 4). Observa-
se que o bairro Portdes dispGem areas periurbanas e rurais, representadas nos locais de coletas
visualizados nas figuras 5 e 6.

Bt Portdes

Figura 3 — Mapa representativo da localizacdo dos cées Figura 4 - Bairro Portdes. Os locais de visita estdo
encaminhados para castragdo no canil municipal. Os pontos estéo marcados com estrelas azuis, areas de construgdo de

marcados com o simbolo azul com uma bandeira branca no centro. condominios com asteriscos pretos; pastagens com
Na parte superior a direita esta representado a entrada do bairro asteriscos amarelos e matas com asteriscos brancos.

Portdes. Fonte: Google Maps (Modificado). Fonte: Google Maps (Modificado).

Figura 5 — Quintal de uma residéncia localizada em &rea rural no Figura 6 — Area peri-urbana no bairro Portdes. Ao fundo
bairro Portdes. E possivel observar que ha locais com mata em é possivel visualizar area de pastagem e abertura de
volta das residéncias. Fonte: Arquivo pessoal. condominio. Fonte: Arquivo Pessoal.
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As coletas foram realizadas entre os meses de outubro de 2017 e maio de 2018, excetuando-se o
més de abril. Dos animais amostrados, todos foram classificados quanto ao sexo e tutores de 78
cdes responderam um questionario semiestruturado (Apéndice 1) ap6s concordarem com a
participacdo de seus animais no estudo (Apéndice II). A partir das respostas, foram obtidos dados
relacionados ao controle parasitério e a frequéncia de uso de carrapaticidas, ambiente em que 0s
animais viviam, acesso a matas ou pastagens e contato com outros animais.

Os carrapatos foram coletados no lado esquerdo do corpo do animal por catacdo manual, apos
inspecdo visual e tatil (modificado de Silveira et al., 2009). N&o houve o interesse em quantificar
0s carrapatos por cdo, assim a finalidade do uso desta metodologia de coleta era realizar uma
amostragem de carrapatos por animal, a fim de caracterizar as espécies presentes nos cées. Os
exemplares foram acondicionados em frascos individualmente identificados com o numero do
animal contendo etanol 70%.

Este estudo foi realizado com a anuéncia da Prefeitura Municipal de Itabirito (Anexo 1) e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA/UFMG) sob o registro 290/2017 (Anexo I1).

2.3 Identificagdo dos Carrapatos

A identificacdo dos carrapatos foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopico ken-a-
vision 3310, por chaves taxondmicas de ixodideos propostas por Aragao e Fonseca (1961a) para
ixodideos adultos e Martins et al. (2010) para ninfas de carrapatos do género Amblyomma. Para
a classificagdo de larvas e ninfas de R. sanguineus s.l. comparou-se com a morfologia proposta
por Pegram et al. (1987).

2.4 Teste estatistico

Foi utilizado, por meio do software bioestat 5.3, o teste do qui-quadrado com grau de significancia
de 5% (p<0,05) a fim de observar diferenca estatistica entre presenca ou auséncia de carrapatos
nesses cdes em relagdo ao sexo, histérico de exposicdo a tratamentos carrapaticidas e acesso a
rua.

3. Resultados

Foram coletados um total de 210 espécimes de carrapatos, distribuidos entre 180 de R. sanguineus
s.l. (85,71%); 20 de A. sculptum (9,52%); oito de A. aureolatum (3,81%) e dois de R. microplus
(0,95%). Quanto a distribuicdo entre os sexos e as fases dos carrapatos R. sanguineus s. I., foram
encontradas, 47 fémeas, 68 machos, 62 ninfas e trés larvas; de A. aureolatum trés machos e cinco
fémeas; de A. sculptum oito ninfas, quatro fémeas e oito machos; e de R. microplus duas fémeas
(Gréfico 1). A figura 7 ilustra exemplos de carrapatos coletados em caes neste estudo, sendo: um
macho (A) e uma fémea (B) de R. sanguineus s.l., um macho (C) e uma fémea (D) de A.
aureolatum, uma fémea (E) e um macho (F) de A. sculptum e uma fémea de R. microplus (G).

Sobre a espécie de carrapato predominante, R. sanguineus s. ., uma das larvas foi coletada em
um cdo no més de janeiro e outras duas em um Unico cdo no més de fevereiro. As ninfas deste
carrapato foram coletadas em todos 0s meses de coleta, exceto maio. As formas adultas foram
encontradas em todas as coletas. Sobre o A. sculptum, todas as ninfas foram coletadas no més de
novembro em um Unico céo. Ja as fases adultas deste carrapato foram coletadas em quatro cées
diferentes, sendo em um céo no més de novembro e, em outros trés cées, em margo. Os carrapatos
A. aureolatum foram encontrados nos meses de novembro, dezembro e mar¢o, sendo todos na
forma adulta. Os exemplares de R. microplus foram coletados em um Unico c&o no més de margo.
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Graéfico 1 - Distribuicao dos espécimes de carrapatos por instares e sexo coletados
em cdes do municipio de Itabirito - MG

Total -?_*20 —
180

Larvas

Ninfas
8—62
Fémeas -.2
47
Machos [
e —— 3
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Rhipicephalus microplus = Amblyomma aureolatum = Amblyomma sculptum  ® Rhipicephalus sanguineuss.|

Figura 7 - Espécies de carrapatos coletadas em cdes no municipio de Itabirito
- MG., representadas por espécimes adultos em posicdo dorsal. A: R.
sanguineus s.l. (Macho); B: R. sanguineus s. I. (Fémea); C: A. aureolatum
(Macho). D: A. aureolatum (Fémea); E: A. sculptum (Fémea); F: A. sculptum
(Macho); G: R. microplus (Fémea). Fonte: Arquivo pessoal.

Dos 100 cées examinados, 52 eram fémeas e 48 eram machos. Dentre as cadelas, 48,07% (25/52)
apresentaram carrapatos e, em relacdo aos cées machos, 47,91% (23/48) estavam infestados, sem
diferenca estatistica de parasitismo entre sexos (p=0,8538).

Dentre 0os nove animais encaminhados a esterilizacdo cirtrgica, todos provenientes de areas
urbanas, trés estavam infestados por carrapatos (33,33%). Dos 20 cdes provenientes de captura,
18 ndo tinham dados quanto a localizacdo da origem e dois eram de &reas rurais. A presenca de
carrapatos foi detectada em 55% dos caes desse grupo (11/20). Ja os 71 cées provenientes do
bairro Portdes foram considerados de origem periurbana, exceto cinco animais que se
encontravam em &rea rural. Em relagdo a esse grupo, 34 dos 71 cdes examinados (47,88%)
estavam infestados por carrapatos.
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A presenga de carrapatos exclusivamente da espécie R. sanguineus s.I. foi observada em 40 cées
(40%) nos trés diferentes tipos de area/ambiente: 28 do bairro PortGes (ambiente periurbano e
rural), trés encaminhados para esterilizacao cirurgica (ambiente urbano) e nove resgatados (sem
dados de origem ou de ambiente rural). Infestacdes exclusivas pelas espécies A. sculptum, A.
aureolatum, e R. microplus foram observadas, individualmente, em trés cdes de areas rurais do
bairro Portdes. Ao considerar as coinfestacBes, observou-se: dois cdes com A. aureolatum e A.
sculptum, ambos de ambientes rurais (bairro Portdes e resgatado de &rea rural), um cdo com A.
aureolatum e R. sanguineus s.1., de &rea periurbana do bairro Portdes, e um cdo com A. sculptum
e R. sanguineus s.1. (bairro Portdes) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo do nimero de cées infestados por ixodideos distribuidos pelo sexo e pela origem dos cées
examinados no municipio de Itabirito - MG.

CARRAPATOS NUMERO DE CAES NUMERO DE CAES INFESTADOS POR ORIGEM
INFESTADOS POR
SEXO
Machos Fémeas Portdes Esterelizacéo Resgatados
(Urbanos) (Canil)

Rhipicephalus sanguineus s. I. 16 24 28 3 9
Amblyomma aureolatum 1 0 1A 0 0
Rhipicephalus microplus 1 0 1A 0 0
Amblyomma sculptum 1 0 1A 0 0
A. aureolatum + R. 1 0 1 0 0
sanguineus
A. aureolatum + A. sculptum 1 1 1A 0 1A
R. sanguineus + A. sculptum 1 0 1A 0 0
R. sanguineus + A. 1 0 0 0 1A
aureolatum
Total 23 25 34 3 11

A: cdes encontrados em areas rurais.

Os dados do questionario demonstraram que em relacdo ao contato dos cdes com o ambiente
externo ao domicilio, 60,26% passeiam com os tutores, porém somente 6,08% destes sempre
utilizam coleira com guia e outros 10,63% utilizam as vezes. N&o houve diferenca de parasitismo
por carrapatos entre o grupo de cdes que passeava com 0s tutores e 0s cdes que ndo passeavam
(p= 0.6108). Para fazer esta inferéncia estatistica, foi retirado oito animais que ndo passeavam
com os tutores, porém tinham livre acesso a rua. N&o foi possivel fazer inferéncia estatistica entre
animais com uso de coleira ou ndo devido ao baixo ndmero amostral dos animais que sempre
passeavam com coleira. Em relagdo ao confinamento destes animais, 43,59% (34/78) dos cées
ndo possuiam barreiras fisicas de contencao e outros 5,12% (4/78) ndo tinham acesso a rua, porém
viviam em éareas de mata. Comparando 0s animais que tinham acesso a rua com aqueles
confinados, ndo houve diferenga significativa no nimero de animais infestados por carrapatos
(p=0,9849). Os quatro animais que viviam em matas, ndo entraram nessa inferéncia matematica.
Dos 40 cées que ndo possuem acesso a rua, 18 passeiam com 0s proprietarios pelo menos uma
vez ao més, podendo entrar em contato com carrapatos. Ja em relagdo ao convivio com outros
animais, 75 cées (58,5%) possuiam contato com outros animais, sendo: 29 somente com outros
caes; 28 somente com cdes e outros animais domésticos; e 18 com animais domésticos e silvestres.
O controle da infestacdo por carrapatos foi realizado em 57 cées (73,07%), sendo o uso de banhos
contendo antiparasitarios o método mais comum, utilizado em 54,38% dos animais tratados
(31/57). Os produtos e bases quimicas utilizados nos banhos eram variados, sendo as suspensées
carrapaticidas as mais utilizadas. Um animal (1,75%) recebia exclusivamente tratamento mensal
topico spot on a base de fipronil, e dois cdes (3,51%) recebiam somente ivermectina por via
parenteral, quando ocorria infestagdes por carrapatos. O método de catacdo manual era utilizado
em oito caes (14,04%). Em treze cées (22,81%), os proprietarios relataram o uso de produtos
carrapaticidas, porém ndo souberam relatar a forma de aplicacdo ou qual o produto utilizado.
Associagfes com mais de um produto foi relatado e 14 cées receberam este tipo de tratamento,
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sendo: seis cdes (10,53%) com associacao entre propoxur e cipermetrina em banhos, trés (5,26%)
entre sabdo antiparasitario e ivermectina, dois (3,51%) entre cipermetrina e ivermectina, um
(1,72%) entre fipronil e propoxur, um (1,72%) com xampu e propoxur e um (1,72%) com fipronil
e ivermectina. Em geral, os tratamentos ndo seguiam qualquer tipo de acompanhamento
veterinario. O quadro 1 resume os produtos antiparasitarios mais utilizados e os critérios de
aplicacdo na populacdo animal em estudo.

Quadro 1. Bases farmacologicas, métodos e critérios para a realizagdo de tratamentos, ja utilizados em
uma populacdo amostral de cdes no municipio de Itabirito — MG.

Base Grupo quimico Forma de aplicacéo Numero de % Critérios para a realizacéo
farmacol6gica/Produto animais que dos tratamentos
utilizado passaram por
tratamento
Propoxur Carbamato Banho 10 17,54 Semanal (1); Infestacéo de
carrapatos (1); quinzenal
(1) e sem frequéncia
definida (7)
Catacéo - - 8 14,04 Presenca de carrapatos
Sabonete * Banho 3 5,26 Quinzenal (1); presenca de
Antiparasitario carrapatos (2)
lvermectina Avermectina Parenteral 2 3,51 Infestacdo por pulgas ou
carrapatos
Xampu Antiparasitario * Banho 2 3,51 Aproveita os banhos
Amitraz Formamidina Banho 2 3,51 Quando o animal se coca
Fipronil Fluocyanobenpyraz Spot-on 1 1,75 Mensal
ole
Deltametrina Piretroide Banho 1 1,75 Trimestral
Permetrina + Piretroides Spray 1 1,75 Semanal
Tetrametrina
Néo definido - - 13 22,81 -
Propoxur e - Banho 6 10,53 Infestagdo por carrapatos
Cipermetrina
Sabonete - Banho e parenteral 3 5,26 Sem frequéncia definida
Antiparasitario e (1); presenca de carrapatos
lvermectina (1); banhos quinzenais (1)
Cipermetrina e - Banho e parenteral 2 3,51 Infestagdo por carrapatos
Ivermectina
Fipronil e Propoxur - Spot on e banho 1 1,75 Presenca de carrapatos
Xampu e Propoxur - Banho 1 1,75 Semanal
Fironil e Ivermectina - Spot on e parenteral 1 1,75 Sem frequéncia definida
Total de Tratamentos 57 100

* Né&o foi possivel saber qual a base quimica utilizada nestes tratamentos.

Considerando o grupo de 57 animais que passaram por tratamento, foram encontrados carrapatos em
26 destes, mostrando recorréncia das infestagdes em 45,61% dos cdes. Em 16 cées ndo expostos a
tratamentos carrapaticidas, foram encontrados carrapatos em 7 deles (43,75%). Os proprietarios que
ndo souberam informar qual o tipo de tratamento ou qual substéncia utilizavam tiveram seus cées
agrupados no grupo de animais tratados. Os cdes de proprietarios que ndo souberam informar se
faziam controle com carrapaticidas foram retirados do célculo estatistico (n=5). Comparando-se
esses dois grupos ndo houve diferenca estatistica entre animais parasitados com historico de algum
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tratamento carrapaticida e aqueles sem tratamento (p=0.8793). O quadro 2 discrimina os métodos de
tratamento em c8es que apresentaram reinfestagdo por carrapatos.

Quadro 2. Espécie de carrapato, método de tratamento e sua frequéncia e quantidade de cdes encontrados
parasitados, mesmo com o histérico de intervencdo para controle de carrapatos.

Carrapato Tratamento Frequéncia Quantidade
R. sanguineus + Amblyomma aureolatum  lvermectina Nao informado 1
A. aureolatum Catacéo Presenca de carrapatos 1
R. sanguineus Propoxur 15 em 15 dias 1
R. sanguineus Sabonete antiparasitario 15 em 15 dias 1
R. sanguineus Propoxur Todo banho 1
R. sanguineus Xampu antiparasitario Presenca de carrapatos 1
R. sanguineus Catacgdo N&o informado 1
A. aureolatum + A. sculptum Né&o informado Né&o informado 1
R. sanguineus + A. sculptum Né&o informado Presenca de carrapatos 1
R. sanguineus Propoxur + cimpermetrina Trimestral 1
A. sculptum Deltametrina Mensal 1
R. sanguineus Fipronil Semanal 1
Permetrina + Tetrametrina +
R. sanguineus Piperonila Presenca de carrapatos 1
R. sanguineus Sabonete antiparasitario Presenca de carrapatos 2
R. sanguineus Cipermetrina N4o informado 2
R. sanguineus Propoxur Néo informado 4
R. sanguineus Néo informado Néo informado 5
Total 26
4. Discusséo

A maior prevaléncia da espécie de carrapato R. sanguineus s. |., pode ser explicado pela bem-
sucedida adaptacdo desse ixodideo ao cdo, que é um hospedeiro ineficaz em produzir uma
resposta imunologica protetora, permitindo alta eficiéncia de infestacdo por esta espécie de
ectoparasito (Ferreira et al., 2003). Os animais da area urbana estavam infestados somente por R.
sanguineus s.l., ixodideo muito comum em caes, distribuido por todo o territério brasileiro e com
conhecida infestacdo em hospedeiros de ambientes urbanos (Aragao, 1936; Ribeiro et al., 1997,
Evans et al., 2000; Szab¢ et al., 2001; Labruna e Pereira, 2001; Oyafuso et al., 2002; Massard e
Fonseca, 2004; Dantas-Torres, 2009; Burlini et al., 2010; Szab0 et al., 2010; Klimpel et al., 2010;
Heukelbach et al., 2012; Vieira et al., 2018b). Entretanto, este carrapato também foi encontrado
em cdes de areas periurbanas e rurais, provavelmente em razéo dos caes repousarem em ambientes
com constru¢des humanas, 0 que permite a perpetuacdo do ciclo, ja que fémeas ingurgitadas
necessitam de locais como frestas em paredes ou madeira para a oviposicao. Esta adaptacdo do
R. sanguineus s. ., permite-o manter popula¢Ges em ambientes antropizados em presenca de seu
principal hospedeiro, o cdo (Dantas-Torres, 2008b). Outros estudos realizados em cées de areas
rurais e periurbanas também relataram R. sanguineus s.l. coletados destes animais (Szabo et al.,
2001; Rodrigues et al., 2008; Dantas-Torres, 2009; Costa-Junior et al. 2012; Santos et al., 2012).
Foram encontradas poucas larvas de R. sanguineus s.l., provavelmente por sua dificil visualizagéo
no momento da catacdo sobre o cdo. Silveira et al. (2009) fizeram o levantamento dos instares e
0 numero de geracBes anuais em condi¢cdes naturais dos carrapatos R. sanguineus em Belo
Horizonte, cidade com clima similar ao do municipio de Itabirito, e foi encontrando trés geracoes
anuais, com pequenos picos das fases parasitarias de larvas nos meses de agosto, novembro,
janeiro e abril e de ninfas em agosto, fevereiro, abril e junho. Estes pesquisadores observaram,
em Belo Horizonte, que durante todo o ano ha dominéncia das formas adultas, mantendo-se menor
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namero de ninfas, seguido de numero ainda menor de larvas. Resultado semelhante foi observado
no presente estudo em que a proporc¢do de formas adultas foi maior em relacdo as formas jovens.
No entanto, é importante ressaltar que as coletas de carrapatos em Itabirito ndo foram realizadas
em um periodo anual e ndo se manteve o numero de coletas constante nos meses analisados. Dessa
forma, as analises em relacdo as geragdes e as propor¢des dos instares devem ser cautelosos,
necessitando de mais estudos sobre a dindmica sazonal do R. sanguineus s.I ho municipio em
questdo. Também é interessante observar que houve maior propor¢do de R. sanguineus s. I.
machos encontrados nos cdes. Isso pode ser explicado pelo fato de que a fémea, ap6s a copula,
completa o repasto sanguineo e desprende do corpo do cdo para procurar locais no ambiente para
oviposicao. Porém, o macho continua em processo de parasitismo por longos periodos, trocando
os sitios de alimentacdo no mesmo cdo ou podem prontamente trocar de hospedeiro em busca de
novas fémeas para continuar o processo de acasalamento. Neste contexto, o macho faz
transmissdo intraestadial de patdgenos, tornando-os amplificadores dessas doencas (Bremer et al.,
2005; Little et al., 2007).

A presenca de ixodideos do género Amblyomma ocorreu em cées de areas rurais ou de regido com
menor densidade populacional e menor grau de urbanizacéo, fato conhecido no ciclo de algumas
espécies desses carrapatos, principalmente A. aureolatum e A. sculptum (Aragdo, 1936; Ribeiro
et al., 1997; Labruna et al., 2001a; Dantas-Torres, 2009; Costa-Junior et al., 2012; Araes-Santos
et al., 2015). Os carrapatos desse género ndo suportam areas sem um microambiente adequado
com cobertura vegetal para completarem seu ciclo (Labruna et al., 2001b; Szabé et al., 2013),
isso explica os cdes restritos de area urbana nesse estudo ndo serem parasitados por essas especies.
Ja 0 Amblyomma ovale é um carrapato melhor adaptado aos ciclos estritamente silvestres, sendo
encontrado em carnivoros silvestres e cies cacadores (Aragdo e Fonseca, 1961b). E comum o
relato dessa espécie parasitando cées em contato com a mata atlantica (Barbieri et al., 2014).
Entretanto, a ndo observacgdo dessa espécie no presente estudo se deve a sua adaptacdo a menores
altitudes comparadas as da regido pesquisada (Barbieri et al., 2015; Luz e Mcintosh et al., 2016)
e, possivelmente, por esse motivo, ndo foram encontrados nos cées que tinham contato com areas
silvestres (Aragdo, H. e Fonseca, 1961; Guglielmone et al., 2003; Garcia et al., 2013).

A identificacdo do parasitismo por A. sculptum ocorreu em cdes de regies periurbanas e em um
cdo da area rural. Fatores como ambiente degradado e o clima tropical, permitem o
estabelecimento das populagGes desta espécie em areas além de seu habitat natural, que € o
cerrado (Martins et al., 2016). Em sua fase adulta, A. sculptum apresenta moderada especificidade
parasitaria, sendo encontrado principalmente em equinos no contexto de animais domesticados
(Martins et al., 2016). Capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e antas (Tapirus terrestris) sao
considerados os hospedeiros primarios deste carrapato em ambiente silvestre, porém a fase adulta
pode ser encontrada em vasta gama de outros mamiferos. As fases jovens possuem baixa
especifidade parasitaria quando comparada aos adultos e podem infestar varios animais silvestres,
domeésticos e seres humanos (Aragao 1936; Aragao e Fonseca, 1953b; Labruna et al., 2003; Lopes
et al., 2008; Martins et al., 2016). A dinamica populacional de A. sculptum no sudeste do Brasil
é bem conhecida. H& um ciclo anual, com distribui¢do das fases de vida do parasito em picos
durante as estacGes do ano, assim as larvas prevalecem durante os meses de abril a julho, as ninfas
nos meses de agosto a outubro e os adultos de outubro a marco (Labruna et al., 2003; Labruna et
al., 2004; Lopes et al., 2008). Em razdo desta distribuicdo bem definida, foi coletado ninfas em
um céo da area rural no més de novembro coinfestado com um carrapato adulto, onde ainda ha
grande quantidade de ninfas nas pastagens e processo de crescimento da populagéo de carrapatos
adultos. Estes, foram encontrados em sua maioria no més de marco, época do ano onde ha o final
do pico desta fase do A. sculptum, provenientes dos picos das fases jovens dos meses secos do
ano anterior.

Amblyomma aureolatum foi encontrado em area periurbana com menor densidade populacional
e em um céo da &rea rural, conforme encontrado por Ribeiro et al. (1997). Esta espécie, comum
no sudeste e sul do Brasil, tem como hospedeiro primario de suas fases imaturas os passeriformes
e pequenos roedores silvestres (Guglielmone et al., 2003). Este fator pode ter sido determinante
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para ndo haver a identificacdo de instares imaturos desta espécie nos cdes em estudo.
Considerando a fase adulta deste carrapato, os carnivoros silvestres sdo seus principais
hospedeiros no bioma de mata atlantica, porém houve adaptacdo deste carrapato para 0s cées
domeésticos e, portanto, estes podem ser considerados hospedeiros primarios dos carrapatos
adultos presentes em areas rurais proximas desse bioma (Aragédo, 1936; Guglielmone et al., 2003;
Pinter et al., 2004; Labruna et al., 2005). Assim, as faixas de temperatura amenas e a alta umidade,
que sdo fatores comuns em &rea de mata atlantica e presentes na regido em estudo, permite o
estabelecimento de populacfes de A. aureolatum (Rodrigues et al., 2002; Pereira, 2009; MYR...,
2013). Esta espécie de carrapato foi comumente associada a areas rurais e de transicao entre area
urbana e silvestre por diversos autores (Aragdo, 1936; Evans et al., 2000; Guglielmone et al.,
2003; Acosta et al., 2016), corroborando com a identificacdo de A. aureolatum em cées no
presente estudo. A baixa taxa de infestacdo provavelmente ocorreu devido a fatores de protecéo
relacionadas ao ambiente e a baixa densidade relativa de hospedeiros, conforme relatado por
Pinter et al. (2004). No céo, este carrapato é vetor da Rangelia vitalli (Soares et al., 2018) e
importante em satde publica por ser competente vetor de Rickettsia rickettsi (Pinter e Labruna,
2006; Parola et al., 2013; Szabhd et al., 2013), abrindo possibilidades para a circulacdo destes
agentes, nessa regiao de estudo.

O carrapato Rhipicephalus microplus foi encontrado em um céo residente do bairro Portdes que
tinha contato com criacdes de bovinos. Embora o carrapato R. microplus apresente alta
especificidade parasitaria, em pastos com grande infestacdo pode ocorrer o parasitismo deste
carrapato em outras espécies como o cdo (Aragdo, 1936; Labruna et al., 2001a). E importante
ressaltar que a presenca de bovinos é essencial para manter este ciclo alternativo de parasitismo
(Bittencourt et al., 1990; Labruna et al., 2001b), ja que a eficiéncia de ovipostura desse carrapato,
quando parasitando cdes, é relativamente inferior a ovipostura no ciclo em bovinos (Franque et
al., 2007).

Assim como no presente trabalho, Silveira et al. (2009), em Minas Gerais, e Dantas Torres et al.
(2009), em Pernambuco, também ndo observaram diferenca significativa no nimero de cées
fémeas e machos infestados por carrapatos. A susceptibilidade a carrapatos também ndo
apresentou diferencga entre cées confinados e cdes com acesso a rua em ltabirito. Isso pode ter
sido observado, pois alguns cdes confinados passeavam com os tutores, sendo entdo expostos a
infestagdo na rua pelo contato com outros cdes, principalmente devido ao habito da maioria dos
tutores de ndo usarem guia em seus animais. Outros fatores a se considerar sdo: a propria
adaptacdo do R. sanguineus s.l. para manter ciclos endémicos na regido domiciliar e & capacidade
desses ectoparasitos de subir em muros predispondo a invasao de domicilios vizinhos infestando
novas areas. A circulacdo de cées infestados em ruas proximas as residéncias ndo deve também
ser descartada, ja que o R. sanguineus s.l. tem um habito de procurar pelo hospedeiro (Dantas-
Torres, 2008; 2010). Uspensky e Uspensky (2002) demonstraram que somente uma fémea pos
copula é capaz de infestar um ambiente com caes quando os fatores como temperatura e umidade
sdo favoraveis. Considerando essas caracteristicas do R. sanguineus s.l., era esperado que a
exposicdo fora do ambiente doméstico ndo fosse determinante para aumento das chances de
infestacdo por carrapatos na populacdo de caninos estudada.

Além do aspecto ambiental, favoravel a infestagdo de cées por varias espécies de carrapatos, 0
comportamento da populagdo humana quanto & guarda responsavel de cdes também foi levado
em consideragdo para a escolha do municipio de Itabirito na conducdo do presente estudo.
Anteriormente, um levantamento sobre a populacdo canina em ltabirito conduzida por Bastos
(2013) demonstrou que a taxa de abandono no municipio foi de 3,60%. Esse dado revela uma
taxa de renovacao na populacdo de cdes ndo domiciliados que poderéo servir como amplificadores
de populaces de carrapatos. O comportamento dos tutores quanto a guarda de cdes também foi
mensurado, indicando que 34,63% dos cdes domiciliados, saem para passeios sem coleira, com
supervisdo do tutor; 19,92% dos cées domiciliados saem com o tutor, com o auxilio de guia; e
3,07% dos cdes domiciliados, saem sem o acompanhamento do tutor (Bastos, 2013). No presente
estudo, esses dados foram ainda mais alarmantes: apenas 6,08% dos tutores passeavam com seus
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animais utilizando coleira e guia e o livre acesso a rua era permitido a 43,59% dos céaes. Quando
consideramos a guarda responsavel dos cdes, ambos estudos demonstram que, em geral, este é
um problema grave desta regido, porém no presente estudo a maioria dos animais eram de um
bairro periférico do municipio, sendo observado que a propria construcdo das casas e
comportamento dos tutores favoreceu o acesso dos animais as ruas e matas, aumentando,
provavelmente, o parasitismo por diferentes espécies de carrapatos e a possibilidade de transporte
desses carrapatos e patdgenos por eles transmitidos para o ambiente doméstico.

O questionario demonstrou que a maioria dos tutores de cdes urbanos, peri-urbanos e rurais da
regido em estudo ja utilizou algum produto quimico para o controle de carrapatos, embora, no
geral, ndo procurem auxilio veterinario para a orientacdo quanto a medidas preventivas dirigidas
aos seus cdes. Essa atitude pode explicar a alta taxa de recidivas de infestagOes por carrapatos nos
cdes amostrados. Szabo et al. (2001) relataram, na cidade de Franca, em Sao Paulo, que a maioria
dos animais da area urbana passaram por tratamento acaricida e que os cées da area rural foram
menos expostos a este tratamento. Porém, ndo houve comparagdo estatistica entre a
susceptibilidade dos cdes tratados com acaricidas e aqueles ndo tratados a reinfestacdes.
Humanos em contato com cdes de areas rurais sdo grupo de risco em rela¢do aos patdgenos
transmitidas por carrapatos, pois estes cdes tém contato com ambientes silvestres podendo atuar
como carreadores de carrapatos para 0 ambiente doméstico, além de servirem como reservatorios
de patégenos zoondticos (Szabd et al., 2001; Szabo et al., 2013). O uso indiscriminado de
parasiticidas, a falta de selecdo criteriosa da droga e a aplicagdo incorreta do produto podem ainda
favorecer a selecdo de populacdes resistentes de carrapatos (Fernandes et al., 2001; Coles e
Dryden, 2014). Estes fatores foram provavelmente determinantes para a falha no controle
demonstrado entre 0s animais que passaram por algum tratamento acaricida no presente estudo.
Santana et al. (2013) e Amaral et al. (2011) fizeram pesquisa por meio de questionario
epidemioldgico relacionando informagdes sobre a susceptibilidade de bovinos a altos indices de
infestacdo em relagcdo a percepcdo dos proprietarios sobre o entendimento dos métodos de
controle e encontraram uma falta de critérios para medidas de prevencdo e controle de R.
microplus nesses animais, semelhante ao ocorrido com os tutores de cées do presente estudo.
Maurelli et al. (2018) fizeram uma extensa pesquisa sobre infestacdo e distribui¢éo de carrapatos
em cdes da Itdlia. Diferente do que foi encontrado no cenario de ltabirito, os tratamentos
parasitarios foram protetivos contra carrapatos de diversas espécies. Outra medi¢do importante
demonstrada por estes autores foi a diferenca entre os tipos de tratamentos realizada nos cées,
sendo que o tratamento oral foi 0 mais protetivo em relagdo ao spot-on e coleiras impregnadas
com acaricidas. Uma diferenga marcante entre as pesquisas é que a populacdo de cdes selecionada
por Maurelli et al. (2018) estava em clinicas veterinarias da Italia e, portanto, aumentando as
chances de tutores seguirem critérios técnicos para o controle de ectoparasitos. Ndo foram
encontrados estudos referentes & percepgdo do controle e prevencdo de carrapatos em cées e 0
impacto epidemioldgico dessa intervencdo indiscriminada nos animais e no ambiente. Esta
dissertagdo demonstra que 0 uso ndo criterioso de acaricidas ndo foi capaz de gerar impacto na
prevencdo de carrapatos quando observados os aspectos epidemioldgicos em uma determinada
populacdo de cées a campo. Porém, outros estudos baseados nessa investigacdo devem ser feitos
para medirem grau de resisténcia parasitaria de carrapatos em cdes, comparacao entre métodos de
controle, acompanhamento ao longo do tempo em cées tratados com produtos antiparasitarios e
melhores métodos de controle que possam ser disseminados entre a populacao de proprietarios de
caes.

5. Conclusdes
e O carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus s.l. pode ser encontrado em cées de

todas as regides avaliadas no estudo: urbana, periurbana e rural;
o Rhipicephalus microplus pode parasitar cdo com acesso a pastagem na regido avaliada;
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e Asespécies de carrapatos A. aureolatum e A. sculptum parasitam a populacao canina das
regides rural e periurbana avaliadas;

¢ Nao ha diferenga na chance de se infestar por carrapatos considerando: sexo, acesso a
rua ou confinamento e entre o grupo de cdes tratados com acaricidas e ndo tratados;

e Cades podem carrear para o ambiente doméstico espécies de carrapatos com potencial de
causar parasitismo em seres humanos, permitindo um possivel fluxo de patdgenos de
carater zoondtico para a populacdo humana de Itabirito;

e Ha utilizacdo de produtos acaricidas sem orientacdo veterinaria adequada, predispondo
a resultados de controle ineficazes, a selecdo de populagBes multi-resistentes de
carrapatos e ao risco de transmissdo de agentes patogénicos tendo como vetores 0s
carrapatos;

o Devido ao perfil da populagdo humana de Itabirito, deve-se realizar educagdo em satde
em relacdo a guarda responsavel de cées.

Capitulo 2: DETECCAO DE HEMOPATOGENOS TRANSMITIDOS POR
CARRAPATOS POR MEIO DE DIAGNOSTICO MOLECULAR E SOROLOGICO EM
CAES NO MUNICIPIO DE ITABIRITO, REGIAO CENTRAL DO ESTADO DE MINAS

GERAIS, BRASIL

Resumo

Os patogenos transmitidos por carrapatos no Brasil possuem grande importancia na clinica
médica veterinaria de cdes, principalmente aqueles transmitidos por Rhipicephalus sanguineus
sensu lato (s.l.) devido a sua ampla distribuicdo pelo territorio brasileiro e adaptacdo ao cédo.
Assim, agentes como o Anaplasma platys, Ehrlichia canis e Babesia vogeli sdo endémicos em
grande parte do pais. O municipio de Itabirito é localizado na regido central do estado de Minas
Gerais e possui caracteristicas epidemioldgicas que permitem o estabelecimento de carrapatos do
género Amblyomma e R. sanguineus s.l. em cées. A possivel presenca desses carrapatos vetores
permite que agentes transmitidos por eles possam estar circulando na populacdo canina dessa
regido. O objetivo deste trabalho foi identificar as espécies de hemopatégenos em circulagdo na
populacdo canina de Itabirito, englobando animais de areas urbana, peri-urbana ou rural. Foram
coletadas amostras de sangue de 100 cées residentes no municipio, sendo 71 domiciliados no
bairro PortBes, 20 mantidos no canil municipal apds resgate e nove oriundos do programa de
castracdo da prefeitura. O diagndstico baseou-se em analise molecular por meio da rea¢do em
cadeia da polimerase nested (NPCR) para identificacdo de hemopatogenos dos géneros Ehrlichia
e Anaplasma e por meio da reagdo em cadeia da polimerase convencional (PCR), para
identificacdo de hematozoarios do género Hepatozoon, Babesia e Rangelia. Foi realizado
sequenciamento nucleotidico para identificacdo especifica dos agentes encontrados. O
diagndstico de E. canis e A. phagocytophilum foi também realizado por meio da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ndo sendo realizado este método para outras espécies de
hemopatogenos. Na analise molecular, houve amplificacdo em 17/100 das amostras, com o gene
alvo 16S rRNA para membros da familia Anaplasmataceae com tropismo por granuldcitos ou
plaguetas (EG); em 9/100 das amostras para o gene de Piroplasma SSU rDNA; em 7/100 das
amostras para o gene 18S rRNA de Hepatozoon spp.; em 5/100 das amostras para o gene dsb de
Ehrlichia spp. e 1/100 amostra para 0 gene msp4 de A. phagocytophilum. Considerando os
resultados do sequenciamento, foi possivel identificar a circulagdo de Ehrlichia canis, Anaplasma
platys, Babesia vogeli e Hepatozoon canis. No diagndstico soroldgico utilizando a RIFI, foi
possivel detectar 19/100 amostras reativas para E. canis na diluicdo 1:40 e 6/100 para A.
phagocytophilum, sendo: uma amostra na diluicdo 1:40, duas 1:80, duas 1:160 e uma 1:320.
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Conclui-se que ha a circulacdo de hemopatégenos transmitidos por carrapatos em cdes no
municipio de Itabirito, sendo necessarios mais estudos para a definicdo da epidemiologia desses
agentes e a confirmacdo da circulacdo de A. phagocytophilum e Rangelia vitalli. Outras pesquisas
referentes a outros agentes associados a transmissao por carrapatos e de importancia na salde
publica, como a Rickettsia rickettsi, devem também ser executadas.

Palavra-chaves: hemoparasitos, PCR, RIFI, canino

Abstract

In Brazil, tick-borne diseases have been the major role in the veterinary medical clinic of dogs,
mostly those transmited by Rhipicephalus sanguineus sensu lato. This occurs because this tick is
spread throughout the Brazilian territory and it is very adapted to the parasitism on the dog.
Therefore, pathogens like Anaplasma platys, Ehrlichia canis, and Babesia vogeli are endemic in
the country. Itabirito County is located in the central region of the Minas Gerais state and has the
epidemiologic characteristics that allowed the establishment of ticks in dogs of Amblyomma genus
and R. sanguineus s.l. The possible presence of these vector ticks allowed that agentes transmited
by them can be circulating in the canine population from this region. The aim of this study was
identify species of hemopathogens circulating in canine population from Itabirito, encompassing
animals from urban, peri-urban and rural areas. Blood from 100 dogs was collected in this study,
being 71 domiciliated in Portbes District, 20 rescued stray dogs and nine domiciliated dogs which
were sent to castration campaing. The diagnosis of hemopathogens was performed using the
nested polymerase chain reaction (nPCR) for identify Ehrlichia and Anaplasma genus, and
conventional polymerase chain reaction (PCR) for identify Hepatozoon, Babesia and Rangelia
genus. The detection of agents at species level was performed by nucleotidic sequencing.
Furthermore, it was performed the serologic diagnosis for Ehrlichia canis and Anaplasma
phagocytophilum by indirect fluorescence antibody technique (IFAT). For others hemopathogens
transmited by ticks, this method was not used. In the molecular analysis 17% of samples were
amplified using primers for 16S rRNA belongs to the granulocytic and trombocytic
Anaplasmataceae members. For SSU rDNA gene from Piroplasm 9% of samples were amplified;
7% samples were amplified for the 18S rRNA gene for Hepatozoon spp.; 5% of samples were
amplified for dsb gene from Ehrlichia spp., and 1% of samples were amplified using msp4 gene
as target for A. phagocytophilum. By the serological diagnosis were detected 19% reactive
samples for E. canis in 1:40 dilution and 6% reactive samples for A. phagocytophilum in the
following dilutions: 1 dog - 1:40; 2 dogs — 1:80; 2 dogs — 1:160; and 1 dog — 1:320. In conclusion,
it was possible to detect the circulation of hemopathogens transmited by tick bites in dogs from
Itabirito County, and it is necessary more investigation for better understanding of epidemiology
for these agentes and the confirmation of A. phagocytophilum and Rangelia vitalli pathogens in
this area. It is also important to mention that more investigation about other pathogens associated
with tick bites and that were not include in this study like Rickettsia rickettsi must be evaluated.

Keyword: hemoparasites, PCR, IFAT, canine

1. Introducéo
No Brasil, considerando as doengas que podem acometer os cdes, aquelas causadas por patégenos
transmitidos por carrapatos possuem posi¢do de destaque em prevaléncia e importancia, pois
podem levar alguns animais a desenvolverem quadro de doenga grave e os levarem a 6bito (Bastos
etal., 2004; Trapp et al., 2006b; Vieira et al., 2018a). Considerando este grupo de agentes, aqueles
transmitidos por R. sanguineus s.l. sdo mais prevalentes, pois a ampla distribuicdo do vetor pelo
territorio brasileiro e adaptagdo ao céo predispde para que ocorra este cenario (Aragdo e Fonseca,
1961a; Szabd et al., 2013; Vieira et al., 2018b). Neste contexto, os principais hemopatogenos de
caes transmitidos por carrapatos de ocorréncia no Brasil sdo da familia Anaplasmataceae, como
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Anaplasma platys — provavel transmissdo pelo R.sanguineus s. I. (Ramos et al., 2014) — e E. canis
e protozoarios da espécie Babesia vogeli (Dantas-Torres e Figueredo, 2006; Vieira et al., 2011).
Ja Hepatozoon canis é frequentemente encontrado infectando cdes no Brasil (Lasta et al., 2009;
Miranda et al., 2014; Ramos et al., 2015) e, em experimentos realizados em outras partes do
mundo, o carrapato transmissor € o R. sanguineus s. |. (Baneth et al., 2007; Giannelli et al., 2013).
No entanto, infec¢bes experimentais para demonstrar a participacdo de R. sanguineus s.l. na
transmisséo de H. canis no Brasil falharam (Forlano et al., 2005; Gomes et al., 2010; Demoner et
al., 2013). Apesar do insucesso na transmissdo de H. canis por R. sanguineus s.l. no Brasil, foi
demonstrado a possivel participacdo do carrapato Amblyomma ovale na transmissao (Forlano et
al., 2005; Demoner et al., 2013). Dessa maneira, outras rotas epidemiolégicas de infeccdo devem
ser estudadas (Demoner et al., 2013). C&es podem ainda ser infectados por outros hemopatégenos
transmitidos por carrapatos em circulacdo no Brasil, tais como Rangelia vitalli, transmitido pelo
Amblyomma aureolatum (Soares, J. F. et al., 2018), Rickettsia rickettsi (Labruna et al., 2009),
transmitido principalmente pelo Amblyomma sculptum e A. aureolatum (Moraes-Filho et al.,
2009) e outros trés agentes sem a confirmag&o do carrapato vetor: B. gibsoni (Trapp et al., 2006a),
E. ewingii (Oliveira et al., 2009a) e A. phagocytophilum (Santos et al., 2013).

O agente E. canis é uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria, que se desenvolve no
interior das células eucaridticas de seus hospedeiros em vacuolos originarios da membrana
plasmatica da célula parasitada, formando uma estrutura denominada mérula. Possui tropismo
por células da linhagem monocitica, principalmente mondcitos, sendo associada a doenga
erliquiose monocitica canina (EMC) (McDade, 1990; Dumler et al., 2001; Mylonakis e
Konstantina, 2017). A transmissédo de E. canis pelo carrapato é transestadial (Groves et al., 1975;
Smith et al., 1976) e em carrapatos machos pode ocorrer transmissao intraestadial, amplificando
a transmiss&o para os cdes (Bremer et al., 2005). E reconhecido que sua transmissao ocorre apos
poucas horas do inicio do repasto sanguineo (Fourie et al., 2013), o que dificulta o controle e a
prevencdo da doenga em estratégias baseadas em acaricidas (Jongejan et al., 2016). A infecgdo
em humanos por E. canis ocorre de maneira esporadica (Perez et al., 1996, 2006), mas em caes,
este agente causa uma doenga cosmopolita e endémica em todo o territério brasileiro, com
excecdo do estado do Rio Grande do Sul (Aguiar et al., 2007a, 2007b; Vieira et al., 2011,
Krawczak et al., 2012; Lasta et al., 2013; Spolidorio et al., 2013; Sainz et al., 2015; Rotondano
et al., 2017).0s cées sdo considerados o reservatorio de E. canis por permanecerem infectados
por longos periodos, além de serem eficientes na transmissdo do patégeno aos carrapatos (Groves
etal., 1975). AEMC é uma doenga complexa que pode ser arbitrariamente dividida em trés fases:
aguda, subclinica e cronica (Harrus et al., 1997; Sykes, 2010). Os cdes em fase aguda
desenvolvem os sinais clinicos tipicos da doenca, sendo os achados laboratoriais mais comuns
uma trombocitopenia, anemia arregenerativa e hipergamaglobulinemia (Harrus et al., 1996, 2012;
Harrus et al., 1997; Waner et al., 2000; Almosny e Massard, 2002; Munhoz et al., 2012). Alguns
animais podem se recuperar da fase aguda e debelar a infeccdo. Quando isto ndo ocorre, podem
entrar em uma fase subclinica onde é comum encontrar altera¢cdes hematoldgicas, principalmente
trombocitopenia, sem sinais clinicos (Sykes, 2010; Mylonakis e Konstantina, 2017). Ap6s um
periodo em fase subclinica, alguns animais pode desenvolver a fase cronica com sinais clinicos
graves, que pode levar a distdrbios hematol6gicos, deplecdo medular e morte por doengas
bacterianas secundarias ou hemorragias (Buhles et al., 1975; Mylonakis et al., 2004; Harrus e
Waner, 2011). E comum ocorrerem coinfecgdes com outros hemopatdgenos devido ao vetor em
comum, 0 que pode aumentar a gravidade da doenga (Gal et al., 2007; Gaunt et al., 2010; Low et
al., 2018).

Outro membro da familia Anaplasmataceae considerado endémico no Brasil é o A. platys que
causa a trombocitopenia ciclica infecciosa canina (Cardozo et al., 2007; Costa-Junior et al., 2013;
Lasta et al., 2013; Vieira et al., 2018b). Estes organismos sdo bactérias gram-negativas,
intracelulares obrigatorias que infectam plaquetas e geralmente ndo estdo associados a doenga
clinica em cées, sendo geralmente associada ao agravamento de outras doencgas, embora possam
causar trombocitopenia transitéria e ciclica com aproximadamente duas semanas entre 0s
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episodios e anemia, além de outros sinais clinicos comuns as outras hemoparasitoses. Em algumas
regides do mediterraneo, ha uma cepa mais patogénica (Dumler et al., 2001; Beaufils et al., 2002;
Inokuma et al., 2002; Gaunt et al., 2010). A epidemiologia deste patdgeno ainda ndo é
completamente compreendida (Ribeiro et al., 2017). Anaplasma platys pode possuir potencial
zoondtico, pois foi demonstrado material genético deste agente em uma médica veterinaria em
contato com animais na Irlanda, Africa do Sul e Granada (Maggi et al., 2013) e em duas mulheres
na Venezuela (Arraga-Alvarado et al., 2014).

A babesiose canina no Brasil é causada principalmente por B. vogeli (Passos et al., 2005; Trapp
et al., 2006b; Costa-Junior et al., 2009; Moraes et al., 2015), sendo considerada uma doenca
endémica em todo o pais (Dantas-Torres e Figueredo, 2006). A transmissdo deste patdgeno é
transestadial e transovariana e ocorre em carrapatos da espécie R. sanguineus, sendo necessario
dois a trés dias para ativagdo do patégeno nas glandulas salivares deste vetor (Mehlhorn e Schein,
1985, 1993; Chauvin et al., 2009). Nos cdes, a infeccdo tende a ser crbnica e, muitas vezes,
assintomatica, podendo perdurar a infeccdo durante toda a sua vida. Dessa maneira, 0 R.
sanguineus e o cdo podem ser considerados os reservatorios de B. vogeli (Trapp et al., 2006b;
Chauvin et al., 2009; Wang et al., 2018). Os sinais clinicos sdo variaveis, sendo a B. vogeli a
espécie causadora de babesiose canina menos patogénica, geralmente causando alteragdes em
cdes esplenectomizados, em estado de imunodepressdo ou que apresentem comorbidades. Cées
jovens podem apresentar doenga hiperaguda que leva a morte (Uilenberg et al., 1989; Schetters
etal., 1997; Zahler et al., 1998; Carret et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2008; Penzhorn, 2011,
Birkenheuer, 2013; Wang et al., 2018). Entre as alteracbes hematoldgicas comumente
encontradas estdo trombocitopenia, anemia hemolitica regenerativa e ictericia leve a moderada
(Bicalho et al., 2002; O"'Dwyer e Massard, 2002a; Bastos et al., 2004; Solano-Gallego et al.,
2008; Schoeman, 2009).

A infeccdo de cédes por H. canis é associada com a ingestdo de carrapatos contendo oocistos
esporulados. Nos tecidos dos cées, ha a formagdo de esquizontes e no carrapato é onde ocorre a
reproducédo sexuada. Neste vetor, a transmissdo é transestadial (O’Dwyer et al., 2001; Demoner
et al., 2013). Porém, rotas alternativas de transmissdo precisam ser investigadas para melhor
compreensdo da epidemiologia deste patdgeno no Brasil (Demoner et al., 2013). Hepatozoon
canis é frequentemente encontrado no Brasil, porém a sintomatologia associada a este parasito é
controversa. Os cdes podem ser assintomaticos e ha associacao a sinais clinicos mais intensos em
casos de coinfeccBes com outras hemoparasitoses (Mundim et al., 1992; O’Dwyer et al., 2001;
O Dwyer e Massard, 2002b; Paludo et al., 2003; Aguiar et al., 2004; Lasta et al., 2009). Lesbes
teciduais, quando presentes, sdo encontradas particularmente em tecidos hemolinfaticos,
musculatura esquelética, pulmdes e rins (Paludo et al., 2003).

O agente causador da rangeliose, R. vitalli, foi encontrado associado a canideos silvestres e cdes
de ambiente periurbanos e rural (Loretti e Barros, 2004; Fighera et al., 2010; Silveira et al.,
2016a), possuindo relatos, até 0 momento, no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (Franca et
al., 2014; Sanchez et al., 2017). A transmissdo em carrapatos ocorre de maneira transestadial e
transovariana (Soares et al., 2018). Os sinais clinicos comumente associados a rangeliose sdo
anemia, febre, ictericia, esplenomegalia, linfoadenomegalia, hemorragia gastrointestinal,
hemorragias na ponta e na parte externa da orelha, nariz e cavidade oral. E comum ocorrer anemia
hemolitica extra-vascular regenerativa associado a uma trombocitopenia imunomediada, que
pode evoluir para diatese hemorragica ou coagulacédo intravascular disseminada (Franca et al.,
2010, 2013; Silva et al., 2011). Outras alteracdes sdo plasma ictérico, hipoalouminemia e
hipergamaglobulinemia (Paim et al., 2013).

O presente estudo tem como objetivo identificar os principais hemopatogenos em circulagdo na
populacdo canina de Itabirito (Minas Gerais), municipio que apresenta caracteristicas
epidemioldgicas para o desenvolvimento de populagdo de carrapatos dos géneros Amblyomma e
Rhipicephalus, vetores de agentes causadores de doengas de cées, sendo alguns desses agentes
potencialmente zoonéticos.
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) 2. Material e Métodos
2.1 Area de Estudo

O municipio de Itabirito localiza-se na regido central do estado de Minas Gerais (Figura 1 —
capitulo 1). Pertence a regido do “quadrilatero ferrifero” e esta a 55 km da capital Belo Horizonte.
O levantamento da popula¢do humana residente, realizado em 2014, é de 49.203 habitantes. O
municipio ocupa uma area de 541,93 km? e possui temperatura média anual de 18,5°C. Possui o
relevo do tipo mares de morro. O clima da cidade configura como tropical de altitude, com periodo
seco de junho a agosto e a época de chuvas entre novembro e marco. A cidade é roteiro turistico,
0 gue determina uma populacdo flutuante anual, sendo possivel que cdes de outras regides se
infestem por carrapatos presentes na mata ou em areas periurbanas. A regido possui uma area
delimitada por um bioma fragmentado de mata atlantica, além de demarcada transicdo com o
cerrado brasileiro. Propriedades rurais separam os fragmentos de mata em rela¢do ao ambiente
urbano em expanséo no centro (Figura 2 — capitulo 1) (Itabirito, [s.d.] ; Myr..., 2013).

2.2 Populacéo e amostragem do estudo

Dados sobre a populagéo canina foram levantados por censo conduzido pelo Centro de Controle
de Zoonoses do municipio e a razdo homem/cdo descrita foi de 5,2:1 em 2011 (Bastos, 2013).
Dessa maneira, estimou-se 0 nimero total de individuos em aproximadamente 9.462 cdes. O
tamanho estimado da amostra para o presente estudo foi realizado pelo software Epi Info versao
7.2.1.0 utilizando a aba “population survey”. Como nédo se sabe a prevaléncia das doencas em
estudo, determinou-se uma estimativa de 50% de cées infectados com uma margem de erro
aceitavel de 10% (Naing et al., 2006). Em um intervalo de confianga de 95% foi determinado
uma amostra aleatdria minima de 95 caes, porém houve a restri¢do de que esses cdes ndo poderiam
estar em tratamento prévio com agentes antimicrobianos que afetem as rickettsias em estudo e/ou
babesicidas.

A amostra foi composta por 71 cées domiciliados no bairro Portdes, 20 cées provenientes de
resgate e mantidos no canil municipal, cujas localizagdes ndo foram obtidas e nove cées de
diversas localiza¢des dentro do municipio encaminhados por demanda espontanea para castracao
na prefeitura de Itabirito (Figura 3 — capitulo 1). A escolha do bairro PortGes (Figura 4 — capitulo
1) para a realizagdo da maioria das coletas em cdes ocorreu devido a area apresentar porcdes de
mata preservada, conforme pode ser observado em uma das residéncias do bairro ilustrada na
figura 5 — capitulo 1. No mesmo bairro € ainda possivel observar ambiente periurbano com areas
de abertura de condominios e pastagens (Figura 6 — capitulo 1) e presenca de cdes com livre
acesso a rua/pastagem/mata.

Todos os tutores de cées receberam o termo de consentimento livre esclarecido (Apéndice 1),
bem como houve anuéncia da prefeitura minicipal de Itabirito — MG para a realizacdo das coletas
em cées sob o poder do municipio (Anexo I). O presente projeto foi aprovado na Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG) sob o nimero 290/2017 (Anexo I1).

2.3 Coletas
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Foi realizada a coleta de sangue total por meio de venopuncéao da veia cefélica (Figura 1A) ou
jugular (Figura 1B) em 100 cdes e este material foi acondicionado em tubos identificados
individualmente contendo EDTA.

Figura 1 — Coleta de sangue por venopuncao em cées do bairro Portdes. A: coleta em veia
cefélica. B: coleta em veia jugular.

O sangue coletado foi acondicionado em caixa isotérmica com gelo até chegar ao laboratério de
Protozoarios e Rickéttsias da Escola de Veterinaria da UFMG. No laboratério foram separadas
aliquotas de sangue total e aliquotas de plasma e ambos foram congelados a — 20 ° C até o
momento da realizagdo dos testes moleculares e sorologicos.

2.4 Analises moleculares
2.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se um volume de 300 pl das amostras de sangue total
com EDTA por meio do kit de purificacdo Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA),
de acordo com as instrugdes do fabricante.

2.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Protozoologia Veterinaria, 1ICB/
UFMG. Para a amplificacdo de DNA foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
convencional e a nested PCR (nPCR), que consiste em duas reac@es de PCR da mesma amostra
para aumentar a sensibilidade. Foram realizados testes para o diagndstico das rickéttsias da
familia Anaplasmataceae e protozodarios dos géneros Babesia e Hepatozoon. Os iniciadores
utilizados e os genes alvo foram descritos no Quadro 1.

Os controles positivos das reagdes foram amostras de DNA extraidas de células de carrapatos da
linhagem IDES8 infectadas com A. phagocytophilum e amostras de sangue oriundas de cées
experimentalmente infectados com E. canis e B. vogeli. Amostras positivas de campo para
Hepatozoon canis, confirmadas por sequenciamento nucleotidico, foram utilizadas como controle
positivo na reacdo para identificacdo deste género. Como branco da reacéo para indicacao de ndo
contaminacdo de todas as reagdes, foi utilizada agua bidestilada miliQ.

As reagdes foram preparadas utilizando-se 1 pl da solugdo com DNA molde, 5,0 pl de
GoTag®Master Mix (1X), 0,2 pl de cada iniciador (10uM, cada) e 3,6 pl de agua livre de
nucleases (MiliQ), (Promega Corporation, 2016). Uma modificacdo dos volumes citados foi
adotada na reacdo com os iniciadores Piro A e Piro B, seguindo: 7,5 pl GoTag®Master Mix (1X),
0,4 ul de cada primer (10 uM, cada), 2 pl de DNA molde e 5,1 de &gua MiliQ.
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Quadro 1. Iniciadores utilizados para identificacdo das hemoparasitoses de cées

Especificidade Iniciador: sentido 5" 23" Nome Alvo Tamanho Fonte do desenho
esperado dos do Iniciador
amplicons
A. phagocytophilum Senso: MSP4AP5
ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG msp4 849 pb (De La Fuente et
al., 2005)
Primeira reagéo Atisenso: MSP4AP3
TAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG
Senso: msp4f
CTATTGGYGGNGCYAGAGT msp4 381pb (Bown etal.,
Segunda reagdo 2007)
Antisenso: msp4r
GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA
Anaplasmataceae Senso: NS16SCH1F
de mondcitos (EM) ACGGACAATTGCTTATAGCCTT (Kawahara et al.,
16S rRNA 1195 pb 2009)
Primeira reagéo Antisenso: NS16SCH1R
ACAACTTTTATGGATTAGCTAAAT
Senso: NS16SCH2F (Kawahara et al.,
GGGCACGTAGGTGGACTAG 2009)
Segunda reagao 16S rRNA 443 pb
Antisenso: NS16SCH2R
CCTGTTAGGAGGGATACGAC
Ehrlichia spp Senso: Dsb-330 (Doyle et al.,
GATGATGTCTGAAGATATAAACAAAT 2005)
Reagdo Unica dsh 378 pb
Antisenso: Dsh-728
CTGCTCGTCTATTTTACTTCT TAAAGT
Anaplasmataceae de Senso: GE3a (Massung et al.,
granulécitos e CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 1998)
plaquetas (EG) 16S rRNA 932 pb
Primeira reagéo Antisenso: GE10r
TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC
Senso: GE9f (Massung et al.,
AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 1998)
Segunda reagdo 16S rRNA 546 pb
Antisenso: GE2
GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG
Piroplasmas (Babesia Senso: Piro A (Olmeda et al.,
spp.; R. vitalli) AATACCCAATCCTGACACAGGG 1997)
SSU rDNA 408 pb
Reagdo Unica Antisenso: Piro B
TTAAATACGAATGCCCCCAAC
Hepatozoon spp. Senso: HEP-1 (Criado-Fornelio
CGCGAAATTACCCAATT 660-680 pb etal., 2006)
Reacéo Unica 18S rRNA
Antisenso: HEP-4

TAAGGTGCTGAAGGAGTCGTTTAT

As condigdes de temperatura e tempo para as duas reacGes de Anaplasmataceae de granulécitos
e plaquetas (EG), Anaplasmataceae de mondcitos (EM) e A. phagocytophilum, foram
estabelecidas de acordo com Silveira et al. (2014). Ja para as reac0es utilizando os iniciadores
Piro A/ Piro B, as condicBGes adotadas seguiram recomendacfes de acordo com Carret et al.
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(1999). Os ciclos para a amplificagdo de Hepatozoon sp. foram realizados segundo Rubini et al.
(2008). As temperaturas e tempos de cada ciclo das reacfes estdo descritas no Quadro 2.

Os produtos amplificados na PCR foram corados com GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA),
utilizando 5 pl de produto e 2 pl do corante, aplicados em gel de agarose a 1% e submetidos a
eletroforese com um campo elétrico de 100 milivolts e 400 amperes por 25 minutos. O tampéo
utilizado no gel e na solucéo de corrida foi o TAE (Tris-acetato-EDTA) a 0,5 X. O padréo de peso
molecular aplicado foi o 1Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen). Apos a eletroforese, o gel foi
analisado sob luz ultravioleta utilizando transluminador.

As amostras que apresentaram amplificacdo, na nPCR para Anaplasmataceae de mondcitos (EM),
foram encaminhadas para o Laboratério de Virologia e Rickettsioses do Hospital Veterinario
Faculdade de Medicina Veterindria Universidade Federal de Mato Grosso - UFMT para
realizacdo de PCR convencional utilizando um fragmento do gene dsb de Ehrlichia spp. e
posterior sequenciamento nucleotidico, segundo Aguiar et al. (2007b).

Quadro 2. Condicdes de tempo e temperatura aplicadas para amplificagdo de DNA dos hemopatdgenos em estudo.

Passo Reacdo EG/ EM/ A. Reacédo Piro A/ Piro B Reac&o género Hepatozoon
phagocytophilum
Ciclos Tempo Temperatura Ciclos Tempo Temperatura Ciclos Tempo Temperatura
(minutos) (°C) (minutos) (5 (minutos) (&5
Desnaturagdo 1x 5 94 1x 5 94 1x 3 94
inicial
Desnaturagdo | 29 x 1 94 30 x 1 94 35X 1 94
Anelamento 1 54 1 55 2 57
Extensdo 2 72 1 72 2 72
Extensdo 1x 8 72 1x 5 72 1x 7 72
final

2.4.3 Purificacdo dos produtos amplificados e sequenciamento nucleotidico

Algumas amostras que apresentaram amplificagdo de material genético foram purificadas e
encaminhadas para confirmagdo por sequenciamento nucleotidico. Novas reagdes dessas
amostras foram realizadas em duplicata ajustando os valores para 25 pl. Ap0Os essa reacdo, a
concentragdo e pureza das amostras de &cido nucleico foram mensuradas por espectrofotometria
utilizando o espectrofotdbmetro NanoDrop™. Os produtos foram purificados com
polietilenoglicol (PEG) a 20%, para eliminagdo de bandas com tamanhos menores que 300-400
pb (de acordo com http://labs.ich.ufmg.br/Ibem/protocolos/peg.html). Posteriormente, as
amostras foram reidratadas em volume proporcional com agua MiliQ até se atingir a concentracao
inicial do produto da PCR.

Para cada amostra a ser sequenciada, preparou-se uma mistura de DNA, primer e H,O, seguindo
as instrug@es do laboratério Myleus® (http://facility.myleus.com/), para o qual as amostras foram
encaminhadas para sequenciamento utilizando o método de sanger. Cada amplicon foi
sequenciado duas vezes: uma com o primer “senso” e outra com o “antisenso”.

As amostras sequenciadas foram analisadas usando 0 programa “Electropherogram quality
analysis” (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e, quando possivel, formou-se a fita
consenso, utilizando o mesmo programa. Para a identificacdo dos hemopatdgenos, as sequéncias
nucleotidicas foram alinhadas com outras bases homologas depositadas no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/,) utilizando 0 software Blast®
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

2.5 Diagndstico soroldgico

O diagnostico sorolégico foi realizado por RIFI a partir do plasma das amostras (n=100),
pesquisando-se separadamente E. canis e A. phagocytophilum. Foi utilizado anticorpo anti-lgG
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de cdo, marcado com o fluoréforo FITC. Os antigenos utilizados para a confecc¢ao das laminas de
RIFI foram provenientes dos isolados de E. canis e A. phagocytophilum cultivados em linhagem
celular de carrapatos IDE8 mantidas no Laboratério de Protozoologia Veterinaria do ICB/UFMG,
conforme Silveira et al. (2017).

O ponto de corte para determinar se o animal € reagente a E. canis foi de 1:40 (Aguiar et al.,
2007a). Para triagem dos animais reagentes para A. phagocytophilum foi determinado o corte na
diluicdo 1:40, sendo realizado a diluicdo seriada até 1:640 nos animais inicialmente reagentes.
Esta metodologia visa evitar reagdes cruzadas com outros agentes da familia Anaplasmataceae,
principalmente A. platys (Silveira et al., 2017). Para outros hemopatogenos de cées, ndo foram
realizados exames sorolégicos por indisponibilidade de antigenos para RIFI.

3. Resultados

3.1 Analises moleculares

Das 100 amostras analisadas molecularmente, 32% apresentaram-se positivas para pelo menos
um dos hemopatogenos testados (Quadro 3). Dezessete cdes foram positivos para agentes
granulociticos ou de plaguetas da familia Anaplasmatacea (EG) (Figura 2A). A partir do
sequenciamento dessas 17 amostras, apenas uma apresentou qualidade, demonstrando se tratar de
A. platys (identidade de 99,18%). Ainda em relacdo as espécies granulociticas, dos 100 animais,
um era positivo para A. phagocytophilum quando se realizou o nPCR com iniciadores para essa
espécie. O sequenciamento dessa amostra foi realizado, mas néo se obteve resultado satisfatério.
Quando as amostras foram testadas para espécies monociticas da familia Anaplasmataceae (EM),
14 delas foram positivas. Com o intuito de realizar o sequenciamento, essas 14 amostras foram
submetidas & reacdo de PCR com iniciadores para o gene dsb de Ehrlichia spp. e cinco delas
foram positivas. O sequenciamento das amostras positivas, com o posterior alinhamento entre
elas, demonstrou identidade de 100% com a espécie E. canis. A partir dos iniciadores para
hemoprotozoarios, nove amostras foram positivas para piroplasmas (Figura 2B) e sete para
Hepatozoon spp. (Figura 2C). Duas das amostras positivas para piroplasmas e uma para
Hepatozoon spp. foram enviadas ao sequenciamento confirmando as espécies B. vogeli
(identidade de 92% e 99,49%) e Hepatozoon canis (identidade de 99,55%), respectivamente. Os
consensos formados ap6s o sequenciamento das amostras podem ser observados no apéndice 111
O gréfico 1 representa a quantidade de amostras que obtiveram amplificacdo ao serem submetidas
aos testes moleculares propostos neste capitulo. As amostras que obtiveram sucesso no
sequenciamento serdo depositadas no GenBank.

Todos os cées da castragcdo (n=9) foram negativos para os patdgenos em estudo. Em relagdo aos
caes resgatados e mantidos no canil municipal (n=20), segundo a veterinaria responsavel, dois
vieram de uma mesma propriedade rural (comunicacdo pessoal, 2018), sendo que um deles foi
positivo para Hepatozoon spp. Dentre 0s outros animais resgatados de locais desconhecidos e
mantidos no canil municipal, um céo era positivo de E. canis e outro foi positivo para dois tipos
de agentes: E. canis e piroplasmas. Quanto as amostras provenientes do bairro Portdes (n=71),
houve amplificacdo de EG em 13 amostras, de E. canis em trés amostras, de piroplasmas em cinco
amostras e de Hepatozoon spp. em quatro amostras. As coinfec¢des de EG e piroplasma
ocorreram em duas amostras, de Hepatozoon spp. e piroplasmas em uma amostra, de EG e A.
phagocytophilum em uma amostra, e de Hepatozoon spp e EG em uma amostra (dados
compilados no quadro 3).
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Quadro 3. Distribui¢éo do nimero de amostras amplificadas por PCR ou nPCR

Patdégenos Alvo

Numero (%) de Amostras

Proveniéncia das Amostras

Amplificadas
(EG) 13/32 (40,62%) Portbes
E. canis 3/32 (9,37%) Portbes (n=2); Resgatado (n=1)
Piroplasmas 5/32 (15,62%) Portbes

Hepatozoon spp.
EG + Piroplasmas
E. canis + Piroplasma
E. canis + Hepatozoon spp.
Piroplasmas + Hepatozoon spp.
EG + A. phagocytophilum
Hepatozoon spp. + EG.

Total de amostras positivas

4132 (12,50%)
2/32 (6,25%)
1/32 (3,13%)
1/32 (3,13%)
1/32 (3,13%)
1/32 (3,13%)
1/32 (3,13%)
32 (100%)

Port6es (n=3); Rural — Resgatado (n=1)

Portbes
Resgatado
Portbes
Portbes
Portbes
Portbes

Figura 2. Géis de agarose a 1% corados com GelRed™ demonstrando a amplificagdo
de algumas amostras enviadas para sequenciamento utilizando os iniciadores para
espécies granulociticas e de plaquetas da familia Anaplasmataceae (A), Piroplasmas
(B) e Hepatozoon spp. (C). Na primeira coluna de todos os géis observa-se o padréo
molecular (1Kb) e na segunda coluna o controle positivo de cada reagdo (C+). Fonte:

Arquivo Pessoal.
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Grafico 1. Amostras de cées positivas para hemopatogenos por método molecular
no Municipio de Itabirito - MG

“EG =EM E. canis Piroplasma = Hepatozoon = A. phagocytophilum

3.2 Diagndstico soroldgico

Em relacéo a pesquisa indireta para E. canis, das 100 amostras investigadas, 19 foram reagentes,
representando 35% (7/20) dentre o grupo de animais resgatados, 22,22% (2/9) dentre 0s animais
castrados e 14% (10/71) dentre os cdes provenientes do bairro Portfes. Dos sete cdes reagentes
dentre o grupo dos resgatados, identificou-se que um cdo era de area rural. Dos 19 cées reagentes,
15,79% (3/19) tiveram o diagnostico confirmado para Ehlichia spp. por PCR e/ou nPCR.
Utilizando-se o antigeno de A. phagocytophilum na RIFI, foram identificados seis cdes reagentes
ao se testar as 100 amostras desse estudo, sendo trés amostras originadas de cées resgatados e
outras trés de caes do bairro PortGes. Dentre os cdes de resgate, um deles, reagente na diluicdo
1:40, era de regido rural e os outros dois, de localizagdo desconhecida, se mostraram reagentes
até a diluicdo 1:80. Considerando as trés amostras do bairro Portdes, dois caes reagiram até a
diluicdo de 1:160 e um céo até a diluicdo 1:320. Ao associar a sorologia com os resultados
moleculares, observou-se que a Unica amostra amplificada na nPCR de A. phagocytophilum néo
foi reagente na RIFI para este agente. A distribuicdo de amostras reagentes para E. canis, A.
phagocytophilum e coinfec¢des podem ser analisadas no quadro 4. O quadro 5 demonstra 0s
resultados da RIFI para E. canis comparados com os resultados da PCR para este mesmo agente.
As figuras 3A e 3B se referem a resultados de amostras reagentes para E. canis e A.
phagocytophilum, em laminas de RIFI cujos antigenos foram obtidos de cultivo dos agentes em
células IDES8. Ja a figura 3C representa uma reacdo negativa, em que se observam células IDE8
sem fluorescéncia.

Figura 3 — RIFIs utilizando plasma de céo. Reagdo positiva para inclusdes de E. canis (A). Reacdo positiva para
inclusdes de A. phagocytophilum (B). Reagao negativa, demonstrando somente as células IDE8 (C).
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Quadro 4. Amostras reagentes em RIFI para A. phagocytophilum e E. canis, suas dilui¢des e proveniéncia
das amostras.

RIFI/ Local de coleta Resgatados (n=20) Castracdo (n=9) Portdes (n=71) Total
E. canis * 6 2 9 17

A. phagocytophilum** 1 (1:40); 1 (1:80) 0 2 (1:160) 4

A. phagocytophilum** 1 (1:80) 0 1 (1:320) 2

correagente com E. canis

* As diluicbes para E. canis foram de 1:40
**As diluicBes para A. phagocytophilum estéo representadas entre parénteses.

Quadro 5. Comparagdo entre os resultados dos cdes utilizando exame sorolégico por RIFI de E. canis e
nPCR para membros da familia Anaplasmataceae que infectam células monociticas.

| RIFI (E. canis) Total de Amostras
+ -
PCR (E. canis — gene dsh) | + 2 3 5
- 17 78 95
Total de amostras 19 81 100
4. Discussao

A anéalise molecular por meio do sequenciamento genético das amostras demonstrou que ha
circulagdo, nos cées de Itabirito, dos patdgenos das espécies A. platys, B. vogeli, E. canis e H.
canis, sendo confirmado mais um local com a presenca desses hemopatogenos, melhorando o
entendimento da distribuicdo desses organismos na regido sudeste do pais. Outros trabalhos
demonstram a circulagdo e dispersdo de diferentes espécies de hemopatdgenos por todo o pais,
provavelmente seguindo a disponibilidade abundante de carrapatos capazes de transmitir esses
organismos. Moraes et al. (2015) demonstraram a circulagdo de B. vogeli em cdes no norte do
Brasil; Aratjo et al. (2015) detectaram, por métodos moleculares, B. vogeli na regido nordeste do
Brasil; Spolidorio et al. (2011) relataram B. vogeli e H. canis em Cuiab4, na regido centro-oeste
brasileira. Sousa et al. (2013) demonstraram cées sorologicamente e molecularmente positivos
para B. vogeli, E. canis e A. platys na regido do centro-oeste brasileiro no estado do Mato Grosso
do Sul. No Rio Grande do Sul, Ramos et al. (2015) ndo encontraram cdes com E. canis por meio
de diagndstico molecular e a maior parte dos animais com diagndstico de hemopatdgenos estavam
infectados com R. vitalli e B. vogeli (54,54% e 27,27% em relacdo aos cdes positivos,
respectivamente), demonstrando caracteristicas epidemioldgicas distintas da regido de Itabirito,
com uma prevaléncia consideravel de cdes com R. vitalli, fator ndo encontrado em outras regides
geogréficas do Brasil (Franga et al., 2010).

No estado de Minas Gerais, varios autores reportaram cdes infectados por hemopatégenos:
Mundim et al. (1992) relataram cdes com gametGcitos sugestivos de Hepatozoon em laminas em
Uberlandia; Passos et al. (2005) demonstraram por sequenciamento genético a circulagdo de B.
vogeli em dois cées da regido central e um da regido sul do estado; Costa-Junior et al. (2007)
demonstrou, por métodos soroldgicos, caes reagentes para E. canis em trés areas de Minas Gerais;
Costa-Junior et al. (2013) relataram ainda a presenga de A. platys em trés regies deste estado.
As amostras amplificadas pelos iniciadores para as espécies monociticas da familia
Anaplasmataceae (EM), ao serem submetidas a reagdo com os iniciadores para 0 gene dsb de
Ehrlichia spp, ndo foram totalmente confirmadas (5/14). Isso pode ter ocorrido devido as
caracteristicas da PCR realizada com os iniciadores para dsb, considerado como um gene
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conservado com um limite de deteccdo, para agentes do género Ehrlichia, de 50 cOpias por reagdo
pelos autores que desenharam esses iniciadores (Doyle et al.,2005). A nPCR utilizada
inicialmente nesta pesquisa pode apresentar maior sensibilidade comparada com a reacdo de PCR
para dsb pelo fato de executar duas reacGes de PCR, a primeira com iniciadores mais externos e
a segunda com iniciadores mais internos. Infelizmente, Kawahara et al. (2009), ndo relataram os
limites de detec¢do para confirmar esta hipdtese.

O sequenciamento das amostras amplificadas pelo gene dsb alinharam com E. canis. Este é o
principal agente causador de erliquiose canina no Brasil, com distribuigdo ja conhecida em todo
0 pais (Costa-junior et al., 2007; Vieira et al., 2011; Almeida et al., 2012; Fonseca et al., 2017).
Assim, os resultados encontrados no presente estudo confirmam a presencga deste patdgeno em
mais uma regido do estado de Minas Gerais, por métodos moleculares. Dagnone et al. (2009)
reportaram 90,2% de amostras sanguineas de cdes positivos para agentes da familia
Anaplasmataceae de cdes de Campo Grande e Jaboticabal. Essa alta prevaléncia pode ter ocorrido
devido as amostras serem provenientes de cdes com inclusbes em esfregaco sanguineo
previamente selecionados. Na nPCR esses pesquisadores encontraram 40% de cées de Jaboticabal
e 18,2% de Campo Grande com E. canis. Diferentemente do que ocorreu com o estudo em
Itabirito, esses autores ndo conseguiram encontrar evidéncias de outros agentes da familia
Anaplasmataceae em sua amostragem. Sousa et al. (2013) obtiveram amostras positivas na nPCR
para E. canis em 45% dos cdes em uma area do estado do Mato Grosso do Sul. A prevaléncia
acentuadamente maior de cdes positivos para E. canis em relagdo as amostras de Itabirito pode
ter ocorrido pelo fato de utilizarem na metodologia de extracao de DNA de amostras de baco,
sabidamente um tecido que favorece o aumento da sensibilidade do diagnéstico molecular de
EMC (Harrus et al., 1998a). Quando comparados com resultados em outros estudos que
utilizaram o gene dsb para identificacdo de Ehrlichia spp., Witter et al. (2013) identificaram
23,3% de cdes infectados, porém a amostragem neste trabalho foi de cdes com sintomatologia
sugestiva de doencas hemoparasitarias. Santos (2013) em cées da regido do Pantanal (Centro-
Oeste) encontrou em cées da area rural 14,4% e 15,6% em cées da &rea urbana, demonstrando
maiores prevaléncias do que o presente estudo.

Comparando-se os resultados moleculares e soroldgicos, em trés amostras cujos DNAs foram
amplificados e identificados como E. canis, ndo houve reacdo positiva na RIFI. Sousa et al. (2013)
encontraram concordancia de 100% entre os métodos de diagndstico nPCR e RIFI para E. canis
divergindo com o encontrado na pesquisa em Itabirito. Isso pode ocorrer quando o diagndstico
molecular, que tem alta sensibilidade para identificar pequenas concentracdes de DNA, é
realizado anteriormente a soroconversao desencadeada pelo agente (Wen et al., 1997; Nakaghi et
al., 2008). Dessa forma, € provavel que estes animais estivessem na fase aguda da doenca, em
inicio de infeccdo. Em relagdo aos cées reagentes para E. canis, observou-se que poucos foram
diagnosticados simultaneamente por PCR ou nPCR. E conhecido que cies podem permanecer
sorologicamente positivos por anos pos-exposicdo a E. canis ou por serem carreadores
assintomaticos do patégeno ou por permanéncia de titulos mesmo em casos de cura. Outra
situacdo em que pode ocorrer este perfil sdo cdes em fase cronica da doenca. 1sso ocorre pois,
nessas situagdes, nao havera rickettsemia em niveis suficientes para deteccdo direta e, portanto, o
exame molecular se apresenta negativo. Isso demonstra a importancia do conhecimento da
dindmica de infeccdo por E. canis para a maior confiabilidade do diagnostico definitivo (Harrus
et al., 1998; O’Connor et al., 2006; Nakaghi et al., 2008).

Em relacdo a origem dos animais reagentes para E. canis observou-se que o grupo de cdes
resgatados apresentou a maior propor¢éo de animais reagentes. Esse resultado pode ser explicado
pelo fato de que normalmente o resgate de cdes por prefeituras tem como objetivo a retirada de
animais sem tutores de areas urbanas, evitando-se assim acidentes e outros agravos causados por
animais errantes (Sdo Paulo, 2009). A permanéncia desses cdes em areas urbanizadas do
municipio pode ter favorecido o contato com R. sanguineus, principal vetor de E. canis (Groves
et al., 1975; Baneth et al., 2007).
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Em relacdo ao uso da nPCR para organismos granulociticos ou de plaquetas da familia
Anaplasmataceae (EG), ha possibilidade de deteccdo de uma grande variedade de
hemopat6genos, ja que foi a técnica usando primers para EG foi desenvolvida para a identificacdo
de rickéttsias que apresentam tropismo por células da linhagem granulocitica, algumas com
potencial zoonotico (Massung et al., 1998). Sobre 0s organismos ja detectados parasitando cées
no Brasil, os iniciadores EG sdo capazes de amplificar o DNA de A. platys (Krause et al., 2016)
e A. phagocytophilum (Santos et al., 2009). Desta forma, essa nPCR possui uma baixa capacidade
de diferenciar essas duas espécies, ndo sendo, portanto, uma ferramenta de diagnéstico definitivo
adequada sem o sequenciamento nucleotidico. Neste estudo, o0 sequenciamento das amostras
amplificadas por estes iniciadores foi bem-sucedido para apenas uma amostra, que se mostrou
compativel com A. platys, um hemoparasito de importante prevaléncia no Brasil (Lasta et al.,
2013). Em relacdo as outras amostras, ndo é possivel inferir nenhum diagnostico sem o
alinhamento com outras sequéncias. Portanto, podemos considerar que essas amostras positivas
na nPCR (EG) sdo produtos de reagdo inespecifica, que pode ocorrer em exames moleculares.
Embora a PCR apresente uma alta sensibilidade e especificidade, erros podem ocorrer por excesso
de alguns reagentes, em especial os iniciadores, contaminacgdo, processo de extracdo com pouca
concentragcdo de DNA e temperatura/ tempo inadequados durante o processo de anelamento. A
formacdo de moléculas estranhas no processo de replicacdo, podem também interferir nos
resultados do produto final amplificado (Wu et al., 1991; Cha e Thilly, 1993; Sharifian, 2010).
As falhas nos passos para o0 sequenciamento também podem ocorrer levando a baixa qualidade
da purificacdo das amostras ou mesmo interferindo na execucao da técnica em si.

Utilizando-se a nPCR do gene msp4, mais especifico para deteccdo de A. phagocytophilum, ndo
houve sucesso no sequenciamento nucleotidico da Gnica amostra positiva. O interessante é que
essa amostra também apresentou amplificagdo no gene 16s rRNA utilizando os iniciadores EG.
Falhas no sequenciamento podem ter ocorrido devido a baixa concentragdo de DNA resultante no
produto final da PCR.

J& foi descrito diagndstico molecular e direto, por visualizagdo de morulas em esfregaco
sanguineo, de coinfeccdo de um cao com A. phagocytophilum e Ehrlichia spp. em Belo Horizonte,
capital de Minas Gerais (Silveira et al., 2015). Pelo relato tdo préximo geograficamente, nova
tentativa de diagnostico utilizando outros genes como 0 ankA, glItA e groEL pode levar a um
diagndstico preciso em relacdo a esta amostra, pois esses genes possuem uma alta sensibilidade e
especificidade para organismos da familia Anaplasmataceae, apresentando um polimorfismo
maior entre espécies filogeneticamente préximas dentro desta familia (Guillemi et al., 2015). Sem
a confirmacéo definitiva, a deteccdo neste estudo de um unico cdo com A. phagocytophilum por
nPCR utilizando iniciadores para o gene msp4, pode apenas sugerir uma infec¢do e circulacao
deste agente no municipio de Itabirito, uma vez que a epidemiologia desta rickéttsia ndo esta bem
estabelecida no Brasil (Santos et al., 2013). A primeira detecgdo de A. phagocytophilum em cées
no pais foi ha pouco tempo, por Santos et al. (2011). Este cenério reforca a dificuldade de se
afirmar com precisdo se esta amostra foi realmente positiva para A. phagocytophilum sem o
sequenciamento nucleotidico confirmatdrio. Além disso, os cées que apresentaram reacdo na RIFI
contra o A. phagocytophilum ndo foram positivos na nPCR para 0 gene msp4 e tiveram titulagdo
maxima de 1:320, ndo sendo suficiente para evitar que esses resultados sejam de reacGes cruzadas
(Carrade et al., 2009). Uma explicacéo para cdes com titulos sem a detec¢éo na nPCR seria um
rapido decréscimo de rickettsemia, comum em cées infectados com A. phagocytophilum (Solano-
Gallego et al., 2006). Porém, o antigeno usado nas laminas de A. phagocytophilum também pode
reagir com anticorpos contra agentes do género Anaplasma e, até mesmo, E. canis (Strik et al.,
2007), reforgando a possibilidade de reagdes cruzadas. Visto que houve reagdo em dois cdes para
E. canis juntos com A. phagocytophilum, a possibilidade de que estes cées estejam reagindo
devido a anticorpos contra E. canis é epidemiologicamente mais significativo. As outras duas
amostras que ndo reagiram contra E. canis, podem se tratar de individuos sorologicamente
responsivos a infeccdo por A. platys. Em resumo, como E. canis e A. platys sdo agentes endémicos
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no Brasil (Dantas-Torres 2008a; Vieira et al., 2011), a reacdo cruzada é a explicagdo mais
coerente para os cdes que reagiram na RIFI para A. phagocytophilum.

O presente trabalho teve sucesso em detectar por métodos moleculares (PCR e sequenciamento)
0 parasitismo por B. vogeli em cdes de Minas Gerais, somando-se a outros autores que
encontraram a circulagdo desta mesma espécie em cdes de Minas Gerais e confirmaram por meio
de técnicas moleculares de sequenciamento (Passos et al., 2005; Costa-Junior et al., 2009).
Quanto as amostras positivas no PCR que ndo foram sequenciadas, ha grande probabilidade de
serem da espécie B. vogeli, devido aos outros relatos desse parasito no estado (Passos et al., 2005;
Costa-Junior et al., 2009). Apesar de outras espécies de babesias (B. canis e B. rossi) também
serem amplificadas pelos iniciadores usados (Piro A/ Piro B) (Carret et al.,, 1999),
epidemiologicamente é improvavel que haja circulacdo desses agentes na populacéo de cées dessa
regido (Dantas-Torres e Figueredo, 2006). Nao foi possivel realizar um teste sorolégico para B.
vogeli, 0 que poderia aumentar a proporcdo de cées apresentando indicios de contato com o
agente, j& que cdes cronicamente infectados poderiam se apresentar negativos nos testes
moleculares e positivos nos testes soroldgicos (Vargas-Herndndez et al., 2012). Outro
guestionamento seria a possibilidade de presenca de R. vitalli dentre as amostras positivas no PCR
com Piro A/ Piro B, uma vez que esses iniciadores também amplificam amostras infectadas com
este parasito (Lemos et al., 2012). Essa hipGtese poderia ser sustentada e deve ser investigada,
pois houve a identificacdo de carrapatos A. aureolatum, vetor de R. vitalli (Soares et al., 2018),
em cdes da area rural e periurbana de Itabirito (dados no capitulo 1).

O DNA de Hepatozoon foi amplificado em amostras de cdes da area periurbana e rural, o que
confirma os achados de outros estudos que encontraram cées infectados em regides semelhantes,
sendo uma infecgdo de maior prevaléncia em areas com menor grau de urbanizacdo (O’Dwyer et
al., 2001; O’ Dwyer et al., 2006; Silva et al., 2014). Porém, ndo podemos afirmar que nao possa
haver circulacdo deste agente em cdes da area urbana de Itabirito, pois, em outros trabalhos,
Hepatozoon spp. foi detectado neste ambiente (Paludo et al., 2003; O Dwyer et al., 2006;
Spolidorio et al., 2011). Devido a baixa amostragem de cées provenientes de areas urbanizadas
do municipio, a investigacdo de Hepatozoon spp. nestas regides pode ter sido prejudicada.
Levando em consideracdo que os iniciadores utilizados possuem maior especificidade para o
género Hepatozoon (Criado-Fornelio et al., 2006) foi enviado somente uma amostra para 0
sequenciamento, demonstrando similaridade com H. canis. Este resultado era esperado, pois 0
agente em circulacdo em cédes no Brasil é provavelmente desta espécie (Rubini et al., 2005).
Ramos et al. (2015) relatou na regido Centro-Oeste do Brasil, por meio de diagnéstico molecular,
3,63% de cées com Hepatozoon. Esse achado teve menor prevaléncia em relacdo aos animais de
Itabirito, que mesmo representando uma amostra sem vies de selecdo, foi encontrado 7% de
positivas por meio da mesma metodologia de diagndstico. No Rio Grande do Sul, Malheiros et
al. (2016) reportaram a presenca de H. canis utilizando o diagnostico molecular em apenas 1,25%
dos cdes analisados com sintomatologia clinica, apresentando menor prevaléncia. Spolidorio et
al. (2009), utilizando os mesmos iniciadores, encontraram maior prevaléncia de cdes com H. canis
no Espirito Santo (58,7%) utilizando amostras de varias partes desse Estado. Nesse trabalho, foi
interessante notar que grande parte dos animais eram assintomaticos, indicando que esse patégeno
apresenta baixa viruléncia.

No presente estudo, foram encontrados cées coinfectados por E. canis e um Piroplasma; H. canis
e E. canis; e H. canis e um Piroplasma. A deteccdo de coinfec¢Bes por diferentes agentes em
exames moleculares pode ser explicada por possuirem um vetor comum capaz de infectar-se com
dois ou mais patégenos ao mesmo tempo transmitindo-os ao hospedeiro vertebrado (Dantas-
Torres et al., 2012). Outros autores ja relataram coinfeccGes em cdes por mais de um
hemopatogeno. Mundim et al. (1992) relataram infec¢do em um mesmo animal por H. canis e E.
canis; Malheiros et al. (2016) encontraram cées sorologicamente positivos para B. vogeli e E.
canis; Ramos et al., (2010) relataram coinfeccGes detectadas em exames moleculares em cées na
cidade de Recife por E. canis e A. platys, E. canis e B. vogeli, A. platys e B. vogeli, A. platys e M.
haemocanis e infeccdo com até com trés agentes, sendo A. platys, B. vogeli e E. canis, além de A.
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platys, E. canis e H. canis. Outro estudo também reportou a associagéo de trés patogenos Babesia
spp., Hepatozoon spp. e Ehrlichia spp. (Sasanelli et al., 2009)

A deteccdo do DNA dos hemopatdgenos dos cdes de areas periurbana ou rural e dos animais
resgatados, cujas localizag¢6es sao indefinidas, pode ter ocorrido devido a esses animais possuirem
maior contato com carrapatos, 0 que acarreta em reinfeccdes recorrentes, pelo menos para 0s
animais infectados com rickéttsias (Neer et al., 2002). Quanto a infec¢do por B. vogeli, esta
hip6tese de reinfeccdo ndo se aplica, pois cdes em estado de portadores apresentam imunidade
protetiva e a parasitemia costuma ser baixa, podendo néo ser detectada por PCR (Brandao et al.,
2003). A amplificacdo de DNA no grupo de cées citados, pode indicar também recidivas devido
a estresse nutricional ou fisico, que diminui a capacidade de controle de parasitemia (Otranto et
al., 2009). Outra hipotese pode estar relacionada ao tamanho amostral, j& que cées da castracdo
foram somente 9% comparado ao restante da amostragem. O que sustenta esta Ultima afirmacéo
é o fato de o exame sorol6gico dos cdes de area urbana demonstrar uma exposicao prévia a E.
canis e ter sido encontrado parasitismo nesses animais por R. sanguineus s.l. (dados no capitulo
1).

5. Conclusoes

o Foi identificado as espécies de hemopatogenos B. vogeli, H. canis, E. canis e A. platys em
cdes no municipio de Itabirito, na regido central do estado de Minas Gerais, dados de acordo
com outros trabalhos da literatura;

e Nas amostras coletadas neste estudo, ndo foi possivel determinar a presenca de E. ewingii
ou E. chaffeensis parasitando cées;

e A biologia molecular é uma metodologia muito Gtil para o diagndstico de hemopatdgenos.
Porém, deve-se conhecer as peculiaridades de cada agente para interpretar os resultados
fornecidos por esta técnica;

e Em fases de provavel baixa rickettsemia para E. canis, foi possivel demonstrar neste estudo
que mesmo caes negativos em técnicas moleculares, podem apresentar reagdo sorolégica por
imunofluorescéncia indireta, indicando exposicao ou fase subclinica de erliquiose;

e A sorologia demonstrou contato dos cdes com hemoparasitos. Porém, a possibilidade de
reacdes cruzadas faz com que esta técnica seja interpretada com dados epidemiologicos. Com
isso, concluimos que utilizando o método soroldgico a E. canis circula em todas as regides
avaliadas no estudo, porém a sorologia reativa para A. phagocytophilum, pode tratar-se de
reacOes cruzadas com A. platys, principalmente.

e Considerando as condigdes do experimento, ndo se pode excluir a circulacdo de R. vitalli
nem de A. phagocytophilum entre os cées da area estudada;

e Futuros estudos com maior nimero de cdes da zona urbana da cidade sdo necessarios para
dados epidemiolégicos precisos de prevaléncia entre os patégenos identificados.

e Estudos com outras espécies animais, poderiam auxiliar na detecgdo de A. phagocytophilum
na regido.

6. Consideracdes finais

Os métodos moleculares confirmaram a circulacdo de hemopatdgenos transmitidos por carrapatos
das espécies B. vogeli, H. canis, E. canis e A. platys encontrados, todos estes comumente
associados a endemicidade em vérias regibes do pais. Este fato pode estar associado,
possivelmente, ao vetor, R. sanguineus, o principal encontrado em cées nesta pesquisa. Como ndo
se confirma na literatura a transmissdo pelo R. sanguineus de H. canis, no Brasil, outras rotas
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epidemioldgicas podem estar ocorrendo neste municipio. Este seria um campo interessante para
pesquisas futuras.

Patdgenos transmitidos por carrapatos do género Amblyomma para cdes, como no caso da
Rangelia vitalli, ndo foram confirmados neste estudo. Portanto, novos estudos sobre a presenca
deste patégeno seriam necessarios, visto que ha o contato dos cdes com ambientes silvestres e
rurais, além do parasitismo por A. aureolatum encontrado em fase parasitaria nos caes. Como este
trabalho ndo foi conclusivo a respeito deste hemoparasito, novas abordagens metodolégicas
poderiam ser otimizadas para a detecgdo deste patdgeno de alta viruléncia para cées.

A circulacdo de A. phagocytophilum foi também inconclusivo. Assim, estudos a respeito desta
rickettsia no municipio seriam muito importantes, visto que este patdgeno tem alto potencial
zoondtico. A pesquisa de carrapatos e hemopatdgenos em outros animais, domésticos e selvagens,
poderia ajudar a elucidar este impasse.

O hébito avaliado na maioria dos cdes permite concluir que ha facilidade de transito de carrapatos
entre eles. O contato desses hospedeiros com areas de mata, bem como seu contato proximo com
as populagBes humanas, permite concluir que o transito de carrapatos infectados por diferentes
hemopat6genos transmitidos por ele é possivel, expondo a populagdo do municipio e outros
animais ao risco. A presenca de carrapatos que podem parasitar humanos (A. aureolatum e A.
sculptum) e conhecidamente sdo vetores de R. rickettsi levanta a questdo da presenca deste
hemoparasito ndo estudado, no presente trabalho. Futuras investigacGes sobre esta rickettsia
poderia ser de extrema importancia para a saude publica e animal.
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Apéndice | - Questiondrio aplicado aos tutores de cdes no municipio de Itabirito — MG

Data: [/ [/

Endereco: Ne: Complemento:
Nome do Tutor: Nome do animal:

Idade do animal: Sexodoanimal: ( )F ( )M Raga:

1. Qual a forma em que vocé adquiriu o cdo?

( ) Adocéo ( ) Ganhou desde filhote ( ) Compra ( ) Ganhou de alguém que ndo gueria mais

2. Hé& guanto tempo o cdo esta com vocé?

3. O cao ja recebeu alguma vacina?

Raiva:  ()SIM ( )NAO () NAO SEI

Se SIM, onde foi vacinado? Na campanha da prefeitura () Na Clinica Veterinaria ( )
Recebe essa vacina todo ano? ( ) SIM () NAO () NAO SEI

Outras vacinas () SIM () NAO () NAO SEI

Se SIM, qual(is)?
Recebe essa(s) vacina(s) todo ano? ( ) NAOSEI ( )NAO ()SIM

4, Vocé passeia com o seu cd0? ( )SIM  ( )NAO

Se SIM: Usa guia (coleira)? ( ) SIM ( )NAO () ASVEZES

Qual a frequéncia dos passeios? ( ) Todo dia ( ) 1x por semana ( ) 2x por semana ( ) Mais de 2x vezes por
semana () 1x por més

5. Onde o cdo vive? ( ) AREA RURAL () AREA URBANA (CIDADE)
6. O céo convive com outros animais? ( ) SIM ( ) NAO
Se SIM: () outros cées (quantos? ) ( ) gatos ( ) galinhas ( ) animais silvestres

7. Onde o céo passa a maior parte do tempo?
()rua () mata ( )terreirodecasa ( ) interior de casa ( ) interior da casa e terreiro
( ) apartamento () area comercial (loja, fabrica, entre outros) ( ) outros:

8. Tem livre acesso a rua? ( ) SIM ( ) NAO ( )NAO SE APLICA (vive em fazenda ou sitio)
9. Ja tomou remédio contra vermes (vermifugos)? ( ) SIM ( ) NAO ( ) NAO SEI

Se SIM, qual remédio:

10. Vocé ja encontrou algum carrapato no corpo do c&o? ( )SIM ( )NAO ( ) NAO SEI

11. Ja usou algum remédio contra carrapatos no cdo? ( ) SIM  ( )NAO ( ) NAO SEI
Qual? Frequéncia?

12. O c&o ja foi tratado para doenca do carrapato? ( ) SIM () NAO ( ) NAO SEI

13. Ja perdeu outro cdo por doenca de carrapato? ( ) SIM () NAO () NAO SEI

Obrigado pela participacéo!
Contatos: Matheus Araljo de Alkmim (31) 99314-6774.
Prof? Camila de Valgas e Bastos Castro (31) 98806-7262 (31) 3409-2082.
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Apéndice Il - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Deteccdo de hemoparasitos e seus vetores na populacao de cdes no municipio de
Itabirito - MG
Pesquisador: Dra. Camila de Valgas e Bastos Castro
CIAEP/CEUA: 01.044.2013
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Eu, : tutor do(s)
animal(is) estou sendo convidado
a participar de um estudo denominado “Detec¢do de hemoparasitos e seus vetores na populagio
de cdes no municipio de Itabirito — MG” cujos objetivos e justificativas sdo a de realizar o
diagnostico de parasitos do sangue em cdes no municipio de Itabirito/MG, relacionando a
provavel infeccdo com a presenca de carrapatos e o ambiente onde vivem os animais.

Estou ciente de que o grupo de pesquisa deste estudo realizara somente uma visita no imovel e a
minha participacdo no referido estudo serd no sentido de permitir o exame clinico, coleta de
carrapatos e de sangue na veia jugular (pescoco) ou veia ceféalica (membro anterior) no (s) céo
(es) que estdo sob a minha responsabilidade, assim como coletar dados relacionados ao(s)
mesmo(s).

Fui esclarecido de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, tais como o
entendimento da possibilidade de ocorréncia de doengas transmitidas por carrapatos na regido,
inclusive possiveis zoonoses, e orientacdo de conduta que devo tomar com auxilio do servico de
satde do municipio, beneficiando a populagéo canina, bem como a populagdo humana.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos e riscos
decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, e 0s resultados positivos ou
negativos somente serdo obtidos apds a sua realizacdo. Assim, estou ciente de que meu (s) animal
(is) sera(serdo) contido(s) para a execugdo das acBes previstas, podendo no momento de
contengdo e coleta gerar desconforto a ele(s), tais como inchaco, vermelhid&o e dor, nos locais de
coleta.

Fui informado que a estimativa para o resultado do presente estudo é de 1 (um) ano a partir do
inicio das coletas e estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, sera mantido em
sigilo.

Sua autorizacdo para a inclusdo do seu animal neste estudo é voluntaria e posso me recusar a
participar do estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar,
e de, por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho
recebendo. Os membros da Ceua (Comissdo de Etica no Uso de Animais) ou as autoridades
regulatorias poderdo solicitar suas informacdes e, nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente
para fins de inspec@es regulares.

O Médico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) animal(is) sera o Dr. Matheus Araujo de
Alkmim, inscrito no CRMV sob 0 n® MG 15420. Além dele, a equipe do pesquisador principal:
Professor Romario Cerqueira Leite (EV-UFMG); Professora Camila de Valgas e Bastos Castro
(EV-UFMG); Professor Eduardo Bastianetto (EV-UFMG); Professora Julia Angélica Gongalves
da Silveira (Instituto de Ciéncias Bioldgicas ICB-UFMG) e Fernanda Batista de Oliveira Santos
(EV-UEMG), também se responsabilizard pelo bem-estar do (s) seu (s) animal (is) durante todo
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0 estudo e ao final dele. Quando for necessario, durante ou ap6s o periodo do estudo, vocé podera
entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos referidos ao
final da pagina.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a todas
as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequiéncias, enfim, tudo o
gue eu gueira saber antes, durante e depois da minha participacéo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o0 aqui mencionado e compreendido a natureza

e 0 objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando
totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha
participacao.

Ao assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s)
animal(is), identificado(s) a seguir, neste projeto. Este documento serad assinado em duas vias,
sendo que uma via ficard comigo e a outra com o pesquisador.

Contato:
Tel de Emergéncia: Matheus Araujo de Alkmim (31) 99314-6774.
Email: matheusalkmim@gmail.com

Prof® Camila de Valgas e Bastos Castro camilavetmail@gmail.com (31) 98806-7262
Escola de Veterinaria da UFMG

Endereco: Campus Pampulha da UFMG - Av. Antbnio Carlos, 6627 - Sdo Luiz, Belo Horizonte
- MG, 31270-901

Itabirito, de de20__ .
Nome: RG:

Identificacdo do(s) animal(is)

Nome (s): Espécie: canina Raca:

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(responsaveis)
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Apéndice 111 — Fitas consenso formadas apds sequenciamento

>Contig. Anaplasmataceae Granulécitos/ Plaquetas: 99,18% de identidade com Anaplasma platys isolate CA07 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence (nimero de acesso no genbank: KC989957.1). Cdo proveniente do bairro
Portdes.
ATCGGAATCTACCTAGTAGTATGGGATAGCCACTAGAAATGGTGGGTAATCCTGTATAATCCCTGCGGG
GGAAAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTATGTTAGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAG
GCAGTGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCTATGCCGCGTGAGTGA
GGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCC
GGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTA
AAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTAAA
AAACTGCCA 487 pb

>Contig. Piro A/ Piro B — 99,49 % de identidade com Babesia canis vogeli isolate L98_Peru 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence (nimero de acesso no genbank: KY349103.1). Céo proveniente do bairro Portdes.
ATACCCAAATCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCTAATGTCTTGTAATTGG
AATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTTAGCGTGTT
CGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCGAGTTCGCTTTTGGGTTTTCCCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGA
GTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTT
GTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCA 394 pb

>Contig. Piro A/ Piro B — 92% de identitade com Babesia canis vogeli clone 9-1A 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence (nimero de acesso genbank: MH143394.1). Cdo proveniente do bairro Portdes.
CCTATGCAGGATGCAATACTAGGCGATGTCCTGCAAGTCTAATCACGCTGACCCAACCCCCCACCCCAG
TACCTCACCAAGGGCAGTCTATTGCGGACAGGGGTCAGAATCATTGCCTTAAAAACGGAACTTAATTTC
TTAGTCGTAAAAAAGGGGTTGGATAACTGTCTGGAGGATAGGATTTGGAATTGGTTTGGCTGGGGCTAA
CTGGCCTGAGGATTGTCTCGTTGGCATTCGAAATTAAAAGAGTGTTTCAGGCAAACTTTTGTCTTAAAT
ACCTCGCCATGGCTAATAGACTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAG
TATGAACGGTGGGGGGCATTCGTATTTAAACC 378 pb

>Contig. Gene dsb — 100 % de identidade com Ehrlichia canis strain YZ-1 chromosome, complete genome

(nimero de acesso genbank: CP025749). Alinhamento de cinco amostras, sendo: trés cées do bairro Portdes e dois .1
cées do canil (resgate).
TGCTTGTAATGTAGTGCTGCATAATAGAAGTCTATGTACTTATTTGGATTAATCATATGTACAGCTAGTG
CTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAAGACTCACCAAGTATTGGAAAATCTCTGAATATAACATGCACTTTAC
CGTCTTGTACTATTTGTTTCATATCTTCAGACATCAT 176 pb

>Contig Hepatozoon — 99,55 % de identidade com Hepatozoon canis isolate 1 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence (nimero de acesso genbank: KX712124.1)

ATACATGACCAAAATCTCAACTTTATTAGAAGAGACGCATTTATTAGATAAAAAGCCAGTTCATGCTTT
TACAGTATGAAAATTGGTGATTTATAATAACTTAGCAAATCGCAAAGTGAAAACAGGCGATAAATCAT
TCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTTACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGG
GATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGC
GCAAATTACCCAATTCTAACAGTTTGAGAGAGGTAGTAACAAGAAATAACAATACAAGGCAGTTAAAA
TGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAACCCTTTTTAAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
AAGTTCTGCTGAAAGTAACCGGTCTGCTTTTAATAAAAGTGGTATCTTGGTATGTATTTA
GCAATGATGTCCTTTGAAGTGTTTTTTACTTTATTGTAATAAAGCATATTCAGGACTTTTACTTTGAGAA
AATTAGAGTGTTTCTAGCACGCTGACGCTTTGAATACTGCAGCATGAAATAATAAGAAGAAACTTGAAT
GATTTATCGCCTGTTTTCACTTTGCGATTTGCTAAGTTATTATAAATCACCAATTTTCATACTGTAAAAG
CATGAACTGGCTTTTTATCTAATAAATGCGTCTCTTCTAATAAAGTTGAGATTTTGCTCA 809pb
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Anexo | - Anuéncia da Prefeitura Municipal de Itabirito - MG

Itabirito, 20 de outubro de 2017

Declaro que Servigo de Controle Animal da Prefeitura Municipal de Itabirito esta ciente ¢ de
acordo com a realizagio do Projeto de Mestrado em Ciéncia Animal, da Escola de Veterindria
da UFMG, intitulado “Detec¢lio de hemoparasitos ¢ seus vetores na populacio de cies no
municipio de Itabirito — MG", do aluno Matheus Araiijo de Alkmim, que serd realizado no
Centro de Controle Animal — CCA do municipio € no bairro Portdes.

O Servigo de Controle Animal dard apoio ao projeto, por meio de seus funcionarios e

técnicos, para que este seja realizado da melhor forma possivel. pois sabemos da imponancia

da pesquisa e de scus beneficios.

da Silva Filho
Gerente do Centro d¢ Controle Animal- CCA.

4

Ana Liz Ferreira Bastos
Diretora Técnica do Servigo de Controle Animal
Prefeitura Municipal de Itabirito
CRMV-MG 5200

Dr® Ana Liz Bastos
“"’awzmm.
CRMV-MG 5200
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Anexo Il — Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG)

\mu","-
S, Lo,

s
34. ‘?'% UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

B PS _ CEUA
i COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a)

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma solicitacéo.

Protocolo CEUA: 290/2017
Titulo do projeto: Deteccdo de hemoparasitos e seus vetores na populacdo de caes no municipio de ltabirito —- MG

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Camila de Valgas e Bastos

Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva

Situacao atual: Decisdo Final - Aprovado
Aprovado na reunido do dia 30/10/2017. Validade: 30/10/2017 a 29/10/2022

Belo Horizonte, 31/10/2017
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https //aplicativos ufmag br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg bribioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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