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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos epidemiolégicos de
hemoparasitoses caninas no Estado de Minas Gerais, utilizando métodos diretos,
indiretos e moleculares. Durante a estagao seca (Abril a Setembro) do ano de 2004
foram coletadas amostras sanguineas e 0s ectoparasitos de 252 cées provenientes
de areas com caracteristicas rurais do estado de Minas Gerais, sendo 100 caes da
microrregidao de Lavras, 102 c&des da microrregido de Nanuque, e 50 cées da
microrregido de Belo Horizonte. Apds seis meses (Outubro a Margo)
correspondendo a estagao chuvosa, realizou-se nova coleta sangliinea dos mesmos
cées, sendo encontrado e coletado 71, 67, e 30 cdes das microrregides de Lavras,
Belo Horizonte e Nanuque, respectivamente. Outras 100 amostras de sangue foram
coletadas de caes dos centros urbanos, sendo 40 cédes da microrregiao Lavras, 40
caes da microrregiao de Nanuque e 20 caes da microrregidao de Belo Horizonte no
periodo chuvoso. Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para Babesia canis e
Ehrlichia canis foi realizada utilizando o plasma das amostras. O DNA do sangue foi
extraido e PCR em tempo real para Babesia canis vogeli, B. canis rossi, B. canis
canis, Ehrlichia canis e Anaplasma platys foi realizado, além da semi nested PCR
realizado para o diagnostico de B. gibsoni. Foi observado parasitando cdes em
areas rurais das trés regides estudadas os carrapatos R. sanguineus, A. cajennense
e B. microplus. Na regiao de Lavras além destas trés espécies foi encontrado A.
tigrinum e A. ovale. O carrapato mais prevalente foi A. cajennense, seguido de R.
sanguineus e B. microplus. Foi observado uma maior prevaléncia de B. canis vogeli
(através de RIFI e PCR em tempo real), E. canis (através de RIFI e PCR em tempo
real) e A. platys (através de PCR em tempo real) em Nanuque e Belo Horizonte em
comparagao a prevaléncia encontrada na microrregidao de Lavras, sugerindo haver
diapausa do vetor e/ou interferéncia no desenvolvimento dos parasitos. Uma forte
correlagdo entre a infestagéo por R. sanguineus e infecgado por B. canis vogeli, E.
canis e A. platys (PCR em tempo real) e A. cajennense e infecgao por E. canis (RIFI
e PCR em tempo real) e B. canis (RIFI) foi encontrada. Idade dos animais constitui
um fator associado a infeccéo de B. canis e E. canis (RIFI) e animais de areas rurais
machos e SRD sao mais expostos a E. canis (RIFI) do que fémeas e caes de raga.
Nao encontramos nenhum animal infectado com B. gibsoni, e dentre as subespécies

de B. canis apenas B. canis vogeli foi encontrada. Das sequéncias de B. canis

nhtidac Aa nradiitne Ada DCD ananac 1ima caniiAnecia dao Nanmiimiia o 1ima niitra
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sequencia de Belo Horizonte tiveram 99% de identidade das sequéncias de B. canis
vogeli de areas urbanas do Brasil, todas as outras sequéncias obtidas tiveram 100%
de identidade.
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1. INTRODUCAO

As hemoparasitoses constituem um amplo grupo de parasitos que afetam os
animais domeésticos e silvestres e incluem varios géneros dentre eles: Babesia,
Hepatozoon, Trypanossoma, Plasmodium, Theileria, Anaplasma, Ehrlichia, e
Mycoplasma. As infeccbes por estes parasitos assumem importancia na saude
animal por ocasionarem patologias variadas, podendo inclusive levar a morte.

No Brasil os principais hemoparasitos de cées sao Babesia canis (Piana &
Galli-Valerio, 1985), Ehrlichia canis (Donatien & Lestoquard, 1935), Anaplasma
platys (Harvey, Simpson & Gaskin, 1978), Hepatozoon canis (James, 1905) e
Mycoplasma haemocanis (Kikuth, 1908). A transmissao destes parasitos ocorre
principalmente pelo Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), sendo este o
principal carrapato de caes de zona urbana (Ribeiro et al., 1997; Shaw et al., 2001;
Labruna & Pereira, 2001).

Em cées de zona rurais os carrapatos do género Amblyomma s&o mais
frequentemente encontrados assumindo importdncia em comparagao ao R.
sanguineus (Massard, 1979; O’'Dwyer, 2000; Labruna & Pereira, 2001). Entretanto,
no Brasil, o estudo de hemoparasitos em animais de areas rurais limita-se a
trabalhos de prevaléncias baseados em reagdes sorolégicas, como a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), e/ou esfregagos sanguineos (Massard et al.,
1979; O’Dwyer, 2000; Rodrigues et al., 2004; Pires et al., 2004; Rubini et al., 2004),
tornando necessarios estudos moleculares para um melhor estudo epidemiolégico

da verdadeira situagao dos hemoparasitos dos céaes.



1.1. Babesia

Babesia spp. séo parasitos apicomplexas intraeritrocitarios transmitidos por
carrapatos, que infectam um grande numero de hospedeiros podendo causar
doenca grave em animais domésticos e silvestres (Kuttler, 1988). Mais de 100
espécies de Babesia tem sido identificada (Levine, 1988), entretanto poucas tém
sido encontradas infectando caes, sendo B. canis e B. gibsoni (Patton, 1910) as
espécies mais comumente encontradas.

B. gibsoni € uma pequena Babesia com tamanho dos merozoitos variando de
1 a 2,5 ym, comumente observados individualmente em formas circulares ou
piriformes (Conrad et al., 1991; Taboada & Merchant, 1991). Esta Babesia é
encontrada infectando cies predominantemente na Asia, e com menor freqiiéncia
na América do Norte, Oeste da Africa e Sul da Europa (Conrad et al., 1991;
Casapulla et al., 1998; Lobetti, 1998; Birkenheuer et al., 1999; Shaw et al., 2001). No
Brasil alguns relatos sugerem a ocorréncia de uma pequena Babesia nos Estados
do Rio Grande do Sul (Braccini et al., 1992) e Sao Paulo (Lucidi et al., 2004), e
apenas uma confirmagdo molecular de B. gibsoni foi realizada recentemente em
caes do Sul do Brasil (Trapp et al., 2006a). Os carrapatos incriminados como vetores
da B. gibsoni sao o Haemaphysalis bispinosa e R. sanguineus (Taboada &
Merchand, 1991; Shaw et al., 2001).

B. canis € uma grande Babesia com merozoitos maiores que 2,5 uym de
comprimento, piriformes que normalmente sdo encontrados aos pares dentro das
hemacias, apresentando até oito ou mais merozoitos. Essa espécie € encontrada na
Europa, Africa, Asia, india, América do Norte, e América do Sul (Martinod et al.,
1986; Uilenberg et al., 1989; Matjila et al., 2004). No Brasil esta espécie tem sido

identificada pela morfologia dos merozoitos em quase todos os estados (Paraense &



Vianna, 1949; Dell’Porto, 1986; Ribeiro et al., 1990; Braccini et al., 1992). Os
principais transmissores desta espécie de Babesia sao os carrapatos R. sanguineus,
Dermacentor reticulatus, D. marginatus e Haemaphysalis leachi (Ristic, 1988;
Taboada & Merchand, 1991; Shaw et al. 2001).

Uilenberg et al. (1989) observaram que isolados de B. canis da Franca, Norte
e Sul da Africa eram transmitidas pelo D. reticulatus, R. sanguineus e H. leachi,
respectivamente. Estes isolados apresentaram reatividade cruzada diferente, ja que
as cepas da Franca e do Norte da Africa ndo imunizaram caes contra a cepa do Sul
da Africa e vice-versa. Baseado neste estudo, foi proposta uma nomenclatura
diferenciando trés subespécies de B. canis: B. canis canis, transmitida pelo D.
reticulatus; B. canis vogeli, transmitida pelo R. sanguineus e B. canis rossi,
transmitida pelo H. leachi.

A patogenicidade varia de acordo com a subespécie de B. canis, sendo a B.
canis rossi a responsavel por uma babesiose clinica mais grave, a B. canis canis
moderadamente patogénica, € a B. canis vogeli causando doenga relativamente
branda (Irwin & Hutchinson, 1991). Schetters et al. (1997) relatam as diferencas na
patologia de B. canis canis e B. canis rossi, relacionando a patogenia da primeira
aos efeitos sobre sistema de coagulacdo, e a patogenia de B. canis rossi a alta
parasitemia periférica encontrada. Reatividade cruzada na sorologia tem sido
observada utilizando a RIFI (Uilenberg et al.,, 1989), Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) (Hauschild et al., 1995; Schetters et al., 1996) e Western Blotting (Hauschild
et al., 1995).

Zahler et al. (1998) sequenciando o primeiro e segundo espaco interno
transcrito (ITS-1 e ITS-2) e a regido 5.8S do rDNA, conseguiram segregar 0S

isolados de B. canis, separando-os em trés diferentes grupos de gendtipo apds o



alinhamento e construgdo do dendograma. No estudo observou-se a proximidade
dos isolados de B. canis canis e B. canis vogeli em compara¢gao com os de B. canis
rossi que constitui um grupo separado das duas subespécies anteriores.

Passos et al. (2005), sequienciando o fragmento 18S do rDNA de amostras de
zonas urbanas de Minas Gerais (Belo Horizonte, Lavras e Uberlandia) e Sao Paulo,
realizaram a primeira detecgdo molecular de B. canis vogeli no Brasil sendo
observada identidade de 100% entre os isolados estudados.

Lopes et al. (2006) sequenciando o fragmento 18S do rDNA de duas
amostras de zona rural do estado de S&do Paulo encontraram identidade com B.

canis vogeli ja caracterizada no Brasil.

1.1.1. Diagnéstico de Babesia spp.

N&o existem sintomas patognoménicos da babesiose, sendo o diagndstico
clinico baseado na anamnese e em sinais clinicos como febre, anemia, ictericia,
anorexia, letargia, linfadenopatia e esplenomegalia (Abdullahi, 1990). Entretanto,
estes sinais sdao comuns a outras doengas, como por exemplo, leptospirose,
ehrlichiose, anaplasmose, mycoplasmose, cinomose e hepatite. Portanto, para um
diagnéstico especifico e definitivo € necessaria a identificacdo do agente etioldgico.

O diagnéstico laboratorial da babesiose pode ser realizado por meio da
deteccdo do parasito (diagnostico direto) ou pela deteccdo de anticorpos
especificos, também conhecido como diagndstico indireto (IICA, 1987; Bose et al.,
1995).

O diagndstico direto detecta o parasito, sua fluorescéncia ou parte dos seus
nucleotideos. As principais técnicas de identificacdo direta de Babesia spp. sao

esfregacos sanguineos, gota espessa e testes utilizando o DNA do parasito, como



Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), nested PCR (nPCR), Polimorfismo por
tamanho de fragmento de restricdo (RFLP-PCR) e PCR em tempo real (Bose, 1995;
Matsuu et al., 2005; Martin et al., 2006; Jefferies et al., 2007).

O esfregago sanguineo realizado a partir de uma gota de sangue periférico &
considerado o teste de escolha para diagnéstico durante a fase aguda da babesiose
(Bose et al., 1995), entretanto em fase crénica onde a presenga do parasito é
escassa, torna-se dificil a visualizagdo do mesmo parasito através deste método
(Anderson, 1980; Levy et al., 1987; Wlosniewski et al., 1997). A gota espessa € um
teste de alta sensibilidade em comparacgéo a técnica de esfregaco sanguineo e baixo
custo, sendo bastante utilizado na Australia em estudos epidemiolégicos, entretanto,
a diferenciagao entre as espécies de Babesia é dificil, sendo feita apenas por técnico
experiente (Bose et al., 1995).

O gene encontrado na pequena unidade ribossomal DNA (ssu-rDNA) tem sido
amplamente utilizado para diagnostico e diferenciacdo de espécies e subespécies
de Babesia pela PCR, nPCR, RFLP-PCR, PCR em tempo real ou pelo método de
Southern Blot (Conrad et al., 1992; Olmeda et al., 1997; Zahler et al., 1998; Carret et
al., 1999; Fukumoto et al., 2001; Birkenheuer et al., 2003; Martin et al., 2006;
Jeffereis et al., 2007). Estes métodos de diagndstico apresentam boa sensibilidade,
entretanto requerem maior tempo de trabalho e sao de custo elevado (Raymond et
al., 1990; Hayden et al., 1991; Persing, 1991).

No diagnéstico indireto de Babesia, a sensibilidade e especificidade
dependem principalmente do antigeno usado, cuja fonte primaria é freqientemente
0 sangue com alta parasitemia, originario de animais experimentalmente inoculados

com cepas especificas de Babesia (Machado, 1991). Os métodos sorolégicos



apresentam limitagdes, a principal delas é que apenas indicam a exposi¢cao ao
agente, nao informando sobre o estagio atual da infecgao (Wagner et al., 1992).

O diagndstico soroldégico € muito utilizado para pesquisas epidemioldgicas por
permitir a deteccdo de animais portadores (Taboada & Merchant, 1991). Infeccdes
recentes podem resultar em falsos negativos, uma vez que para detecgao sao
necessarios de cinco a 10 dias apos a infecgao (Boozer & Macintire, 2003).

Diversos métodos de diagndstico indiretos, como a Fixagao de complemento,
Aglutinagdo em capilar, Imunocromatografia, RIFI e ELISA, séo utilizados para o
diagnostico da babesiose canina, sendo a RIFI a mais utilizada pelo seu baixo custo
e facil operacionalidade (Todorovic, 1975; Taboada & Merchant, 1991; Boozer &
Macintire, 2003; Aboge et al., 2007; Jia et al., 2007).

A prevaléncia da B. canis no Brasil varia consideravelmente (0,34 a 95,00%)
de acordo com o método de diagndstico utilizado, época do ano e amostra
populacional utilizada (Tab. 1).

Em zonas rurais do Brasil ndo existem estudos epidemioldgicos utilizando
métodos moleculares, ndo se conhecendo geneticamente as amostras de B. canis

vogeli nem a presenga das outras subespécies de B. canis e de B. gibsoni.



Tabela 1: Prevaléncia de Babesia canis no Brasil no periodo de 1990 — 2004 de acordo com as caracteristicas do parasito, da
procedéncia das amostras estudadas e método de diagndstico utilizado.

Prevaléncia

(“o)
0,34
1,28
1,47
1,98*
2,00*
2,00
2,50
2,76
4,00
5,20*
8,00
10,30
10,38
14,00
18,11
20,75
22,71
24,70
26,92
34,26
41,39
42,00
46,00
18,80
31,20
34,10
35,70
41,10*

Descricio dos animais estudados e localizacao

Hemogramas de cies de zona urbana de Uberlandia - MG

Prontuarios de laboratério de Cuiaba - MT

Caes de Campos dos Goytacazes - RJ

Caes de areas rurais de Juiz de Fora— MG

Caes de areas rurais do estado de Sado Paulo

Caes domiciliados em Juiz de Fora- MG

Caes saudaveis atendidos em clinicas de Belo Horizonte - MG

Caes atendidos no hospital veterinario da UFRPE, Recife - PE

Caes atendidos em clinicas de Belo Horizonte — MG

Caes de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro

Ciées de clinicas e domiciliados nos municipio de Ilhéus e Itabuna-BA
Cies de ruade Sao Paulo - SP

Caes de rua de Sao Paulo - SP

Caes de rua do Rio de Janeiro - RJ

Caes domiciliados no municipio de Campos — RJ

Caes capturados no municipio de Teresopolis — RJ

Caes apreendidos pelo CCZ de Campos-RJ

Caes capturados no municipio de Silva Jardim — RJ

Caes de rua de Juiz de Fora — MG

Caes de rua de Campos dos Goytacazes — RJ

Caes domiciliados de Campos dos Goytacazes— RJ

Estudo retrospectivo dos casos suspeitos de hemoparasitoses de Belo Horizonte
Caes com suspeitas de hemoparasitos da zona oeste do Rio de Janeiro — RJ
Caes da cidade de Porteirinha — MG

Cées da cidade de Porteirinha — MG (outubro/2003)

Caes atendidos em clinicas de Belo Horizonte - MG

Caes atendidos em clinicas de Londrina— PR

Caes de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro

Método de
Diagnostico
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
RIFI
RIFI
RIFI
RIFI
RIFI

Referéncia

Santos et al., 2004
Mouraet al., 2002
Mirandaet al., 2006
Rodrigues et al., 2004
Lopes et al., 2006
Soares et al., 2006
Bicaho et al., 2004
Limaet a., 2006
Spiewak, 1992
O’Dwyer, 2000

Carlos et a., 2006
Dell-Porto et al., 1993
Dell-Porto et al., 1990
Paraense & Viana, 1949
Almeidaet al., 2002
Cardoso & Serra-Freire, 2001
Almeidaet al., 2002
Cardoso & Serra-Freire, 2001
Rodrigues et a., 2002
Almeidacet al., 2006
Almeidacet al., 2006
Bastos et al., 2004
Massad et al., 2006
Maiaet a., 2007
Maiaet a., 2004
Spiewak, 1992

Trapp et a., 2006
O’Dwyer, 2000



42,40 Cies de ruade Sio Paulo - SP RIFI Dell-Porto et al., 1993

42,45 Cies de rua de Sdo Paulo - SP RIFI Dell-Porto et al., 1990
53,20 Caes com suspeitas de hemoparasitos RIFI Diniz et a., 2004
60,50 Cies saudaveis atendidos em clinicas de Belo Horizonte — MG RIFI Bicalho et al., 2001
66,90 Cies atendidos em clinicas de Belo Horizonte — MG RIFI Ribeiro et d., 1990
73,00 Caes oriundos da campanha de vacinagio anti-rabica de Jaboticabal - SP RIFI Furuta et al., 2004
78,40 Ciées apreendidos pelo CCZ de Belo Horizonte - MG RIFI Spiewak, 1992
95,00 Caes oriundos da campanha de vacinagao anti-rabica de Jaboticabal - SP ELISA Furuta et al., 2004
22,80 Cies saudaveis atendidos em clinicas de Belo Horizonte - MG CF Bicalho et al., 2001
8,00* Caes de areas rurais do estado de Sdo Paulo PCR Lopeset a., 2006
9,53 Cées com inclusdes em leucoécitos sugestivo de Ehrlichia em Jaboticabal - SP PCR Dagnone et al., 2004
9,70 Caes com inclusdes intraplaquetarias de Campo Grande - MS PCR Souza et al., 2004

*Prevaléncia de caes de area rural, ES — Esfregago Sanguineo, RIFI — Reagao de Imunofluorescéncia Indireta, ELISA — Ensaio
Imunoenzimatico, CF — Citometria de Fluxo, PCR — Rea¢ao em Cadeia da Polimerase.



1.2. Ehrlichia canis

Ehrlichia canis, agente etiologico da ehrlichiose monocitica canina, foi
originalmente descrita por Donatien & Lestoquard (1935) na Argélia e atualmente
tem uma ampla distribuicdo geografica, apesar de ser endémica nas regides
tropicais e subtropicais (Keefe et al., 1982). No Brasil este parasito foi descrito
inicialmente em Belo Horizonte, Minas Gerais por Costa et al. (1973), que
identificaram inclusdes (morulas) em linfécitos de um cao naturalmente infectado.

Taxonomicamente pertencem a ordem Rickettsiales (o, proteobacteria) e se
caracterizam por ser gram negativas, pleomorficas e de crescimento intracelular
obrigatério. Uma caracteristica que diferencia as Ehrlichias das Ricketsias € que elas
se replicam em vacuolos derivados da membrana celular das células infectadas, que
séo principalmente mondcitos e macréfagos caninos (Oteo & Brouqui, 2005).

A Ebhrlichiose Monocitica Canina se caracteriza por febre, depressao,
anorexia, e perda de peso na fase aguda, com trombocitopenia e gamaglobulinemia
como achados laboratoriais. Durante a fase crénica os sinais mais comuns séo
hemorragias, epistaxis, edema e choque hipotensivo, os quais podem levar a morte.
A infeccao subclinica é frequentemente encontrada e € associada com a
persisténcia do organismo e aumento dos anticorpos séricos (Huxsoll et al., 1970;
Buhles et al., 1974; Stephenson et al., 1975; Kuehn et al., 1985; Greene et al., 1990;
Hoskins, 1991 a,b).

O principal vetor de E. canis é o ixodideo R. sanguineus, coincidindo a
distribuicdo geografica mundial da Ehrliquiose canina com a distribuicdo deste
carrapato (Winler et al., 1990, Labruna et al., 2005, 2007). Estes se infectam com E.
canis ao se alimentarem em caes durante a fase aguda (Lewis et al., 1977; Swango

et al.,, 1989). E. canis multiplica nos hemocitos, no trato digestivo e na glandula



salivar sendo transmitida a outros cées pela saliva do carrapato vetor (Rikihisa,
1991; Smith et al., 1976).

O R. sanguineus é vetor de diversos outros patégenos entre eles B. canis, A.
platys, H. canis e M. haemocanis o que faz com que infeccbes mistas com estes
parasitos sejam frequentes (Christophers, 1906, 1907, 1912; O'Dwyer et al., 1997;
Inokuma et al., 2000; Moreira et al., 2003; Vilar et al., 2004).

Embora carrapatos do género Amblyomma nao tenham sido relatados como
vetores de E. canis, o0 A. americanum € vetor de E. chaffeensis espécie muito
proxima geneticamente e antigenicamente a E. canis (Anderson et al., 1991; Chen et
al., 1994), podendo assim utilizar vetores similares para transmissao a hospedeiros
susceptiveis, como tem sido comprovado experimentalmente com o D. variabilis.

(Johnson et al., 1998).

1.2.1. Diagnéstico de Ehrlichia canis

O diagnéstico de infeccbes de E. canis inclui histéria de exposicdo a
carrapatos, deteccao dos sinais clinicos compativeis ou anormalidades
hematoldgicas, identificacdo de moérulas em esfregacos sanguineos ou aspirados de
tecidos, ou através de cultura de células, amplificagado de DNA de Ehrlichia por PCR,
além de testes soroldgicos para deteccao de anticorpos especificos para E. canis.
Apesar das limitagdes dos testes soroldgicos, com respeito ao estabelecimento do
estado da infeccéo e reatividade cruzada com outras espécies de Ehrlichia, muitos
casos de Ebhrlichiose canina sao diagnosticados por RIFI (Wen et al., 1997;
Suksawat et al., 2000).

A PCR convencional para E. canis apresenta sensibilidade semelhante a

cultura de células, RIFI, e Western Blotting, entretanto pela rapidez, comodidade e
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por ser um diagnostico direto, este método ¢é utilizado como teste de
acompanhamento ao tratamento (Igbal et al., 1994; Wen et al., 1997). Outras
técnicas derivadas da PCR tém sido desenvolvidas com o objetivo de aumentar a
sensibilidade desta metodologia, como por exemplo, a NnPCR, RFLP-PCR e PCR em
tempo real (Murphy et al., 1998; Wen et al., 1997; Dagnone et al., 2003; Campagner
et al., 2004; Labruna et al., 2007).

A prevaléncia de E. canis no Brasil varia de 0,12 a 92,31% dependendo da
populacdo estudada e do método de diagndstico utilizado (Tab. 2) (Oliveira et al.,
2000; Moura et al., 2002). Em zona rural poucos estudos tém sido realizados e a
epidemiologia das erliquioses caninas € pouco conhecida. Em areas rurais dos
estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, foi observada uma prevaléncia de 4,80 e
5,94%, respectivamente, por meio de esfregagos sanguineos (O’Dwyer, 2000;
Rodrigues et al., 2004). Porém, esta prevaléncia provavelmente esta subestimada, ja
gue poucos caes com infecgdo aguda de E. canis apresentam morulas em
esfregagos sanguineos (Woody & Hoskins, 1991).

Apenas um estudo realizou o diagnéstico de E. canis em areas rurais do
Brasil, por testes de diagndsticos indiretos. Este estudo foi realizado no municipio de
Monte Negro (Rondénia) e foi observada uma prevaléncia de 24,80% dos céaes
infectados (Aguiar et al., 2007), entretanto estudos de epidemiologia mais aprofunda

dos sao necessarios em outras regides do Brasil.
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Tabela 2: Prevaléncia de Ehrlichia spp. e Ehrlichia canis no Brasil no periodo de 1990 — 2004 de acordo com as caracteristicas do
parasito, da procedéncia das amostras estudadas e método de diagnéstico utilizado.

Prevaléncia (%)

Descricio dos animais estudados e localizacao

Método de Diagnostico

Referéncia

0,12 (E. canis)
1,21 (E. canis)
4,28 (E. canis)
4,80 (E. canis)*
5,51 (E. canis)
7,00 (E. canis)
7,78 (Ehrlichia spp.)
9,72 (Ehrlichia spp.)
14,16 (Ehrlichia spp.)
14,82 (Ehrlichia spp.)

14,89 (Ehrlichia spp.)
16,00 (E. canis)
17,82 (E. canis)*
21,38 (E. canis)

29,00 (E. canis)
32,39 (Ehrlichia spp.)
39,73 (Ehrlichia spp.)

77,97 (E. canis)

10,37 (Ehrlichia spp.)

17,81 (E. canis)
21,27 (Ehrlichia spp.)
24,80 (E. canis)*
37,90 (E. canis)
19,80 (E. canis)

23,00 (E. canis)

Prontuarios de Laboratorio de Cuiaba — MS

Hemogramas realizados em Sao Jodo da Boa Vista - SP

Caes sem sintomatologia de area urbana de Niteroi — RJ

Caes de area rural do estado do Rio de Janeiro

Caes atendidos no hospital veterinario da UFRPE, Recife - PE
Ciées de areas urbanade Ilhéus e Itabuna - BA

Caes domiciliados de Campos dos Goytacazes — RJ

Caes de rua de Campos dos Goytacazes — RJ

Cies de areas urbana de Uberlandia — MG

Caes atendidos em clinicas e hospitais veterinarios de Campos
dos Goytacazes — RJ

Caes do municipio de Barra de Sao Francisco — ES

Caes domiciliados em Juiz de Fora - MG

Caes de areas rurais de Juiz de Fora - MG

Estudo retrospectivo dos casos suspeitos de hemoparasitoses de
Belo Horizonte— MG

Caes suspeitos de hemoparasitos na regido de Sao Carlos — SP
Caes domiciliados no municipio de Campos — RJ

Caes apreendidos pelo CCZ de Campos— RJ

Caes suspeitos para ehrlichiose em Juiz de Fora — RJ

Cées com idade < 1 ano atendidos em clinica no Rio Grande do
sul

Cées de Novo Cruzeiro - MG

Céaes do municipio de Barra de Sao Francisco — ES

Caes de area rural de Monte Negro — RO

Caes de area urbana de Monte Negro — RO

Cies atendidos em clinica do Brasil

Ciées de hospital veterinario de Londrina - PR

ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES
ES

ES
ES
ES
ES

ES
ES
ES
ES

Distensio de gota de coagulo

RIFI
RIFI
RIFI
RIFI

Dot Blot ELISA™

Dot Blot ELISA™

Mouracet al., 2002
Pichotano et al., 2004
Moreira & Castro, 2004
O’Dwyer, 2000

Limaet a., 2006
Carlos et a., 2006
Almeidacet al., 2006
Almeidaet al., 2006
Santos et al., 2004
Mirandaet al., 2006

Moreiraet a., 2004
Soares et al., 2006
Rodrigues et al., 2004
Moreiraet a., 2003

Pereiraet al., 2006
Almeidaet al., 2002
Almeidaet al., 2002
Rodrigues-Daemon et
al., 2006

Seibert et al., 1997

Galvio et al., 2002
Moreiraet a., 2004
Aguiar et al., 2007
Aguiar et al., 2007
Labartheet al., 2003

Trapp et a., 2006
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23,00 (Ehrlichia spp.) Caes atendidos em clinica de Londrina — PR Dot Blot ELISA™ Dagnone et al., 2002

33,33 (Ehrlichia spp.) Caes do litoral de Santa Catarina Dot Blot ELISA™ Bellato et al., 2006
36,00 (Ehrlichia spp.) Caes de zona urbana de Ilhéus e Itabuna - BA Dot Blot ELISA™ Carloset a., 2006
46,67 (Ehrlichia spp.) Caes domiciliados de Cabo de Santo Agostinho — PE Dot Blot ELISA™ Borbaet al., 2002
92,31 (Ehrlichia spp.) Cies suspeitos para ehrlichiose em Jaboticabal - SP Dot Blot ELISA™ Oliveiraet al., 2000
21,70 (E. canis) Ciées de hospital veterinario de Londrina - PR RFLP - PCR Dagnone et al., 2003
27,50 (E. canis) Cies de clinicas veterinarias de Jaboticabal — SP PCR Paz e Silva et al., 2006
30,30 (E. canis) Cies de clinicas veterinarias da cidade do Rio de Janeiro - RJ PCR Macieiraet al., 2005
30,90 (E. canis) Cies de Botucatu - SP nPCR Bullaet a., 2004
38,70 (E. canis) Cées com inclusdes intraplaquetarias de Campo Grande— MS PCR Souza et al., 2004
69,80 (E. canis) Cées com suspeita de hemoparasitos nPCR Diniz et al., 2004
85,72 (E. canis) Cées com inclusdes em leucocitos em Jaboticabal — SP PCR Dagnone et al., 2004
9,79 (Ehrlichia spp.) Caes atendidos em clinica de Itaborai - RJ clinico, e laboratorial Solozabal et al., 2003

*Prevaléncia de cdes de area rural, 'Kit SNAP 3Dx; “'Kit Immunocomb, ES - Esfregaco Sanguineo, RIFI — Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta, ELISA — Ensaio Imunoenzimatico, RFLP - PCR - Polimorfismo por tamanho de fragmento de restri¢ao, PCR —
Reacdo em Cadeia da Polimerase, nPCR — nested PCR.
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1.3. Anaplasma platys

Anaplasma platys é uma bactéria intracelular obrigatéria que parasita
trombdcitos circulantes de cées, sendo responsavel pelo aparecimento de um
guadro clinico denominado trombocitopenia ciclica canina. Este parasito foi primeiro
identificado nos Estados Unidos da América em 1978 por Harvey, Simpson &
Gaskin, sendo nomeado inicialmente como Ehrlichia platys. Dumler et al. (2001) ao
analisarem um fragmento do gene 16S do rDNA, propuseram uma reorganizagao na
taxonomia das familias Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, colocando algumas
espécies do género Ehrlichia no género Anaplasma.

Embora sem confirmagao experimental, o carrapato R. sanguineus tem sido
incriminado como o principal transmissor de A. platys (Hibler et al., 1986; Woody &
Hoskins, 1991; Harrus et al.,, 1997), ja que a infecgdo tem sido frequentemente
detectada nesta espécie (Inokuma et al., 2000; Brown et al., 2005). Brown et al.
(2005) suspeitam que o piolho Heterodoxus spiniger possa ser o vetor desta bactéria
durante o inverno na Australia, ja que a prevaléncia de A. platys e de H. spiniger
nesta estacdo € alta, e a do R. sanguineus muito baixa. Entretanto, a grande
dificuldade de se comprovar a competéncia vetorial tanto do R. sanguineus quanto
do H. spiniger por métodos de biologia molecular € saber se o DNA detectado
nestes artropodes € oriundo de uma recente ingestdo de sangue do hospedeiro ou
se os artrépodes sao realmente vetores desta bactéria (Inokuma et al., 2000; Brown
et al., 2005). Woody & Hoskins (1991) relatam a possibilidade de transmissao direta
pela inoculagdo de sangue infectado em animais susceptiveis.

Apds um periodo de incubagdo de oito a 15 dias, a infecgdo aguda por A.
platys €& caracterizada por parasitemia ciclica de plaquetas seguida de

trombocitopenia e linfadenomegalia generalizada (Baker et al., 1987). Céaes
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infectados normalmente ndo se apresentam clinicamente doentes e raramente
demonstram sinais de hemorragia, até mesmo os que tém grave trombocitopenia
(Harvey et al., 1978; Woody & Hoskins, 1991; Chang et al., 1996). Entretanto,
amostras mais virulenta tém sido relatadas na Grécia e nos E.U.A. (Kontos et al.,
1988 citado por Chang & Pan, 1996; Wilson, 1992). Na fase crénica o ciclo natural
de plaquetas algumas vezes diminui, resultando trombocitopenia ciclicas associadas

com parasitemias esporadicas (Harvey et al., 1978; Chang et al., 1996).

1.3.1. Diagnéstico de Anaplasma platys

N&o existem sintomas patognomdnicos da trombocitopenia ciclica canina, que
ocorre comumente associada a outras doengas (Chang et al., 1996). Normalmente o
diagnéstico da infeccao de A. platys é realizado pela detecgédo de inclusées
basofilicas dentro de plaquetas em esfregagos de sangue total ou de papa de
leucécitos (buffy coat) corados com derivados de Romanowsky (Harvey et al., 1978;
Woody & Hoskins, 1991; Martin et al.,, 2005). Entretanto, maior atengao deve ser
dada a este tipo de diagnéstico, uma vez que corpusculos de inclusao de E. canis
podem ser observados em plaquetas (Dagnone et al., 2004; Souza et al., 2004). E
importante ressaltar também a ocorréncia ciclica de plaquetas parasitadas por A.
platys (Harvey et al., 1978; Chang et al., 1996).

Como para E. canis, as técnicas sorolégicas sdo bastante utilizadas para o
diagnéstico da Anaplasmose, entretanto a inabilidade de se distinguir infecgao ativa
de infecgdes anteriores € um dos maiores empecilhos deste tipo de diagndstico.
Assim, a PCR convencional, RFLP-PCR, nPCR e PCR em tempo real tém sido
desenvolvidas e amplamente utilizadas (Chang & Pan, 1996; Inokuma et al., 2000;

Hancock et al., 2001; Dagnone et al., 2003; Martin et al., 2005; Teglas et al., 2005).

15



A prevaléncia de A. platys no Brasil varia de 1,16 a 41,90% dependendo da
populagdo estudada e do método de diagndstico utilizado (Tab. 3) (Moura et al.,
2002; Souza et al., 2004). Rodrigues et al. (2004) observaram através de esfregagos
sanguineos, prevaléncia de 9,90% dos caes da zona rural de Juiz de Fora (MG)
infectados com A. platys, sendo este o0 unico relato deste parasito em zona rural do

Brasil.
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Tabela 3: Prevaléncia de Anaplasma platys no Brasil de acordo com as caracteristicas do parasito, da procedéncia das amostras
estudadas e método de diagndstico utilizado.

Prevaléncia (%) Descricao dos animais estudados e localizacao Método de Referéncia
Diagnostico

1,16 Prontuarios de laboratorio de Cuiaba - MT ES Mouraet a., 2002
1,81 Hemogramas realizados em Laboratorio de Sao Jodo da BoaVista- SP ES Pichotano et al., 2004
9,90* Cies de areas rurais de Juiz de Fora - MG ES Rodrigues et al., 2004
14,49 Estudo retrospectivo dos casos suspeitos de hemoparasitoses de Belo Horizonte ES Moreiraet al., 2003
29,30 Cies atendidos no hospital veterinario da UFRPE, Recife - PE ES Limaet al., 2006
9,53 Ciaes com inclusdes em leucodcitos de Jaboticabal — SP PCR Dagnone et al., 2004
41,90 Caes com inclusdes intraplaquetarias de Campo Grande - MS PCR Souza et al., 2004

*Prevaléncia de caes de area rural, ES — Esfregago Sanguineo, PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Conhecer aspectos epidemiolégicos dos hemoparasitos de caes de zonas

rurais em trés microrregides do Estado de Minas Gerais.

2.2. Especificos

e Identificar e determinar a prevaléncia de ectoparasitos;

e Determinar a prevaléncia e a incidéncia de infecgdes por hemoparasitos
(Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis e Anaplasma platys), por meio de
esfregagcos sangliineos e da Reagao em Cadeia da Polimerase, verificando
possiveis ocorréncias de Babesia gibsoni, Babesia canis canis, e Babesia
canis rossi.

e Determinar a soroprevaléncia e incidéncia de Babesia canis vogeli por RIFI;

e Comparar molecularmente amostras de Babesia canis vogeli obtidas de
zonas rurais com amostras de zonas urbanas;

e Determinar a soroprevaléncia de Ehrlichia canis por RIFI;

e Avaliar fatores de risco para hemoparasitoses caninas nessas areas rurais.

18



3. METODOLOGIA

3.1. Locais de realizagao do estudo
3.1.1. Areas do estudo

As coletas das amostras de sangue e ectoparasitos dos caes foram
realizadas em seis municipios de trés diferentes macrorregiées do Estado de Minas
Gerais: Carrancas (21° 48’ 75” S; 44° 64’ 25” W), Cruzilia (21° 83’ 86” S; 44° 80’ 83”
W) e Sao Vicente de Minas (21° 71’ 25" S; 44° 44’ 42" W), que fazem parte da
macrorregidao Sul de Minas, mesorregiao do Campo das Vertentes, e Microrregido de
Lavras; Carlos Chagas (17° 70’ 31” S; 40° 76’ 64” W) e Umburatiba (17° 25’ 58” S;
40° 57’ 28" W), que fazem parte da macrorregiao Jequitinhonha/Vale do Mucuri,
mesorregiao Vale do Mucuri, e microrregido de Nanuque; Igarapé (20° 07’ 03” S; 44°
30° 177 W), que faz parte da macrorregido Central, mesorregido metropolitana de
Belo Horizonte, e microrregido de Belo Horizonte (Fig. 1) (Geominas, 2005;
Assembleia Legislativa-MG, 2005).

A microrregidao de Lavras apresenta um clima do tipo Tropical de altitude em
uma area de transicdo entre o cerrado e a mata atlantica, com temperatura média
anual de 19,4°C, umidade média de 76,2% e pluviometria de 1529,7 mm/ano (Brasil,
1992). As propriedades desta microrregido sao tradicionalmente destinadas a

pecuaria leiteira, com predominio de animais com sangue taurinos.
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Figura 1: Mapa geopolitico de Minas Gerais — Brasil, destacando as

mesorregides das coletas.

A microrregiao de Nanuque apresenta um clima do tipo Tropical umido, com
vegetacado originalmente de mata atlantica, temperatura média anual de 22,4°C,
umidade média de 79,0% e pluviometria de 1059,9 mm/ano (Brasil, 1992). As
propriedades desta microrregidao sao tradicionalmente destinadas a pecuaria de
corte com predominio de animais com sangue zebuinos.

A microrregidao de Belo Horizonte apresenta um clima do tipo Tropical umido,
com uma vegetacdo originalmente de cerrado, com temperatura média anual de
21,1°C, umidade média de 76,2% e pluviometria de 1529,7 mm/ano (Brasil, 1992). O
tipo de exploragdo das propriedades rurais nesta microrregido € bastante diverso,

tendo um pequeno predominio da horticultura.
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3.1.2. Local das analises laboratoriais

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Protozoologia
Veterinaria, e de Parasitologia Molecular do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), no Laboratério de Protozooses do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria e no
Instituto de Medicina Tropical Comparada e Parasitologia (Institut fur Vergleichende
Tropenmedizin und Parasitologie) da Universidade de Ludwig Maximilian (Ludwig —

Maximilian Universitat) em Munique, Alemanha.

3.2. Coleta e processamento das amostras

Durante a estagéo seca (Abril a Setembro) do ano de 2004 foram coletadas
amostras sanguineas de 252 caes, sendo 100 caes da microrregiao de Lavras, 102
cées da microrregido de Nanuque, e 50 cédes da microrregido de Belo Horizonte. Os
caes foram provenientes de areas com caracteristicas rurais (fazendas) e afastadas
do centro urbano. As fazendas foram selecionadas de acordo com o
acompanhamento de aulas praticas do curso de Medicina Veterinaria da Escola de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, sendo que as
fazendas em que ocorriam as aulas praticas eram consideradas como ponto sede e
eram visitadas propriedades rurais préximas do ponto sede. Todos o0s caes
encontrados nas propriedades visitadas eram amostrados.

Seis meses apos a primeira coleta (Outubro a Margo) correspondendo a
estacao chuvosa, realizou-se nova coleta sangliinea dos mesmos céaes, sendo
coletado 71 caes da microrregiao de Lavras, 67 caes da microrregido de Nanuque, e
30 caes da microrregiao de Belo Horizonte. Os cédes nao coletados deveram-se a

varios motivos como, por exemplo, morte do animal, ndo encontro do animal no
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momento da segunda visita, 0 ndo encontro dos donos ou responsaveis dos animais
e mudancga de residéncia dos donos.

Outras 100 amostras de sangue foram coletadas de cdes dos centros
urbanos, sendo 40 caes da microrregiao Lavras, 40 caes da microrregido de
Nanuque e 20 cées da microrregido de Belo Horizonte no periodo chuvoso, para
comparagdao com 0s animais de areas rurais. A escolha dos céaes foi realizada de
forma aleatéria evitando a coleta em areas com caracteristicas que poderiam gerar
duvidas se eram urbanas ou rurais, assim foi formado um cinturdo de no minimo um

km de regides com caracteristicas rurais.

3.2.1. Coleta dos ectoparasitos
No momento da coleta sanguinea todos os cades foram cuidadosamente
examinados para observagdo dos ectoparasitos. Carrapatos, e pulgas foram

coletados, conservados em alcool 70% para posterior identificagao.

3.2.2. Identificagao dos ectoparasitos

Os ectoparasitos foram observados em microscopio estereoscopio e o0s
carrapatos adultos foram classificados segundo Nuttall et al. (1926), Aragao &
Fonseca (1961) e Calderdn (2003). As pulgas foram classificadas segundo a chave

dicotdbmicas proposta por Linardi & Guimaraes (2000).

3.2.3. Identificagcao dos hemoparasitos
Esfregacos sangliineos de cada animal foram preparados com sangue
capilar, obtido por puncédo da ponta da orelha, secos ao ar e corados pelo May

Grinwald Giemsa. Os esfregagos foram observados sob microscopia 6ptica de
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imersao, aumento de 1000X, para detectar a presenga de Babesia spp., Erhlichia

spp. e A. platys.

3.2.4. Coleta de sangue

De cada cao foram coletados cinco mL de amostra sanguinea, em tubos a
vacuo contendo anticoagulante (EDTA), por meio de puncdo da veia cefalica ou
jugular. Desta amostra, uma aliquota de um mL de sangue foi acondicionada a
temperatura de —20°C para posterior extragdo de DNA. Com o volume restante foi
determinado o volume globular, através da técnica de microhematdcrito (JAIN,
1993). Posteriormente o sangue foi centrifugado a 2000g em temperatura ambiente

por cinco minutos e o plasma separado e armazenado a temperatura de —20°C.

3.2.5. Preenchimento do questionario

Apods a coleta das amostras sanglineas e ectoparasitos foi preenchido um
guestionario (ANEXO), visando obter informagbes sobre a propriedade em que os
cdes foram coletados, bem como também dados referente aos animais. Foram
registrados dados referentes ao tipo de vegetacdo predominante, animais
domésticos e silvestres existentes na propriedade. O questionario abrangeu também
informacbes especificas sobre os animais amostrados como: sexo, raga, idade,
pelagem, porte, alimentagao, presenca ou auséncia de ectoparasitos e observagao

da mucosa palpebral no momento da coleta.
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3.3. Producao de Antigenos de Babesia canis para imunofluorescéncia
3.3.1. Obtencéao de animais livres de hemoparasitoses

Foram utilizados dois caes, machos, sem raga definida (SRD), com quatro
meses de idade, oriundos do Canil de experimentagdo do Departamento de
Parasitologia do ICB. Estes animais foram esplenectomizados no Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG e no pds-operatério foram medicados
com antibiético (Benzilpenicilina benzatina) e antiinflamatério (Flunixin Meglumine).
Diariamente, durante um periodo de 14 dias apds a cirurgia, esfregagcos sanguineos
foram preparados com sangue capilar, obtidos por puncédo da ponta da orelha, e
posteriormente corados pelo método Pandtico Rapido (LABORCLIN). Os cées foram
considerados livres de infeccbes por hemoparasitos quando nao apresentaram

parasitos nos esfregagos sanguineos e RIFI negativa (Titulo <1:40).

3.3.2. Infecgcdo Experimental com B. canis e acompanhamento dos animais

Os caes foram inoculados por via endovenosa com 2,5 x 10° hemacias
parasitadas com B. canis vogeli, cepa Lavras/UFMG mantida criopreservada em N,
liquido na EV — UFMG.

Os animais foram acompanhados diariamente pela observacdo da
temperatura retal e de esfregacos sanguineos preparados com sangue capilar
corados pelo método do pandtico rapido. A parasitemia foi determinada, sob
microscopia Optica de imersdo, pela percentagem de eritrécitos parasitados
observados em 100 campos microscopicos. Quando os animais apresentaram
parasitemia > a 4%, foram colhidos dez mililitros de sangue em tubos a vacuo

contendo anticoagulante (EDTA), por pungéo da veia jugular.
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3.3.3. Preparacao do Antigeno de B. canis

Um volume de aproximadamente 20mL de sangue coletado com
anticoagulante (EDTA) dos caes infectados foi centrifugado a 1000g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante e a papa de leucdcitos foram descartados. As hemacias
foram lavadas com PBS (pH 7,4) e novamente centrifugadas a 1000g por 10 minutos
a 4°C. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes. No final das lavagens,
foram adicionados dois volumes de PBS (pH 7,4) a papa de hemacias.

Esfregacos sangliineos grossos foram confeccionados em |aminas de vidro
que, apos serem secadas ao ar, foram fixadas com acetona resfriada por 15

minutos, enroladas em lengos de papel e papel aluminio e conservadas a —20°C.

3.4. Reacgao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para B. canis vogeli
3.4.1. RIFl para Babesia canis vogeli

A RIFI foi realizada segundo técnica descrita por IICA (1987). As laminas de
antigenos foram retiradas do freezer imediatamente antes do uso, secadas a 37°C
por cinco minutos, marcadas com circulos (feitos com esmalte), onde foram
colocados 0s soros testes, o controle positivo (soro de animal sorologicamente
positivo para B. canis), controle negativo (soro de animal sorologicamente negativo
para B. canis), e controle PBS. Cada amostra foram testadas nas diluigdes de 1:40,
1:160, 1:640 e 2560.

Apos a incubagao a 37°C por 30 minutos, as laminas foram lavadas trés
vezes por cinco minutos com PBS e secas a temperatura ambiente. Posteriormente
foi adicionado em cada pogo conjugado anti-cdo marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (FIOCRUZ / Bio-Manguinhos) diluido a 1:100 em azul de Evans

(1:50, em PBS Tween). As laminas foram incubadas novamente a 37°C por 30
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minutos e posteriormente lavadas trés vezes por cinco minutos com PBS. As
laminas foram secas a temperatura ambiente, adicionado glicerina tamponada e
cobertas com laminula. As l|adminas foram observadas em microscépio de
epifluorescéncia, aumento de 400X. Foram considerados positivos soros com titulos

> 1:40.

3.4.2. RIFIl para Ehrlichia canis

As amostras de plasma da estagao seca foram submetidas a analise por RIFI
para o diagnostico sorologico de E. canis. O teste foi realizado usando o kit
MegaScreen fluoehrlichia canis kit (MegaCor, Gmbh), nas diluicbes de 1:40, 1:160,
1:640 e 2560 de acordo com as instrucbes do fabricante. As |aminas foram
observadas em microscopio de epifluorescéncia, aumento de 400X. Foram

considerados positivo soros com titulos > 1:40.

3.5. Reagao em cadeia da Polimerase (PCR convencional e PCR em tempo real)
3.5.1 Extracao de DNA
A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada empregando-se o

kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA), seguindo-se as recomendagées

do fabricante para extragdo de DNA de 300ul de sangue.

3.5.2. Dosagem do DNA
O DNA extraido foi dosado no espectofotdmetro nanodrop ND-1000 (PegLab,

Erlangen, Alemanha) e posteriormente diluido para uma concentragdo final de

50ng/pl.
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3.5.3. PCR em Tempo Real

As amplificagbes de DNA por meio da PCR em tempo real das subespécies
de B. canis, E. canis, e A. platys foram realizadas no Instituto de Medicina Tropical
Comparada e Parasitologia (Institut fir Vergleichende Tropenmedizin und
Parasitologie) da Universidade Ludwig Maximilian (Ludwig — Maximilian Universitat)

em Munique, Alemanha.

3.5.3.A. Amplificacao do DNA de subespécies de B. canis

As amplificagbes do fragmento do gene ITS2 das subespécies de B. canis
foram realizadas de acordo com Zahler (2004, comunicagdo pessoal), onde duas
diferentes rea¢des de PCR em tempo real foram feitas.

A primeira reacéo foi realizada utilizando os iniciadores BC-1, BC-2, BC-4 e
BC-6 (Tabela 5), os quais amplificaram um fragmento especifico para B. canis canis
ou B. canis rossi. Nesta reagcao foram utilizadas trés sondas diferentes, uma
especifica para a subespécie B. canis canis (BC-S1) marcada na extremidade 5’
com o corante repoérter 6-FAM, e na extremidade 3’ com o corante silenciador
Dabcyl. As outras duas sondas sao especificas para a subespécie B. canis rossi
(BR-S3 e BR-S4) marcada na extremidade 5 com o corante repérter Quasar 670
(sin. Cy5) e na extremidade 3’ com o corante silenciador BHQ-3 (Tab. 5).

A outra reacao foi realizada para amplificacdo de um fragmento da regiao
ITS2 especifico de B. canis vogeli. Nesta reacéo foram utilizados os iniciadores (BC-
2 e BC-3) e a sonda BV-S2 marcada na extremidade 5’ com o corante reporter HEX,
e na extremidade 3’ com o corante silenciador Dabcyl.

As reagdes foram processadas adicionando-se cinco ul (250ng) do DNA

extraido a 2mM Tris‘HCI; 10mM KCI; 0,2mM DTT; 0,01mM EDTA; 0,05% Nonidet®
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P-40; 0,05% Tween® 20; 5% glycerol; 8mM MgCl, (Qiagen, Hilden, Alemanha), 1uM
de cada iniciador (Thermo electron, Dreieich, Alemanha), 0,2uM de cada sonda
(Thermo electron), 200uM de cada dNTP (Fermentas, St. Leon-Rot, Alemanha),
1,25U de HotStart Taq DNA Polymerase (Qiagen) e agua ultra pura estéril para um
volume final de 25ul.

Como controle positivo foi utilizado DNA previamente extraido de sangue de
animais naturalmente infectados com B. canis canis, B. canis rossi e B. canis vogeli.
Como controle negativo foi utilizado DNA previamente extraido de sangue de
animais sabidamente negativos.

O material foi incubado em termociclador icycler (Bio-Rad, Munique,
Alemanha), empregando-se a seguinte sequéncia de ciclos:

1. Desnaturacao e ativagao da Taq: 95°C por 13 minutos;
2. Desnaturagao: 95°C por 30 segundos;
3. Anelamento: 50°C por 30 segundos;
4. Extensdo: 72°C por 30 segundos.
Apos estas etapas iniciais seguiram 50 ciclos com os passos 2, 3, e 4. A

analise foi realizada com o auxilio do programa icycler (Bio-Rad).

3.5.3.B. Amplificagcao do DNA de Ehrlichia canis.

As amplificacdes de DNA de E. canis foram realizadas por meio de PCR em
tempo real utilizando os iniciadores ECP-1 e ECP-2, e a sonda ECP-S1 (Tab. 4 e 5)
conforme descrito por Zahler (2004, dados nao publicados).

As reagdes foram processadas de acordo como descrito no item 3.5.2.A,

excetuando os seguintes reagentes: 5mM MgCl, (Qiagen), 0,25uM da sonda
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(Thermo electron), 100uM de cada dNTP (Fermentas) e 0,625U de HotStart Taq
DNA Polymerase (Qiagen).

Como controle positivo foi utilizado DNA previamente extraido de sangue de
animais naturalmente infectados com E. canis. Como controle negativo foi utilizado
DNA previamente extraido de sangue de caes sabidamente negativos.

O material foi incubado em termociclador icycler (Bio-Rad, Munique,
Alemanha), empregando-se a seguinte sequiéncia de ciclos:

1. Desnaturagio e ativagdo da Taq: 95°C por 8 minutos;
2. Desnaturagdo: 95°C por 30 segundos;
3. Anelamento: 57°C por 30 segundos;
4. Extensao: 72°C por 30 segundos.
Apoés estas etapas iniciais seguiram 50 ciclos com os passos 2, 3, e 4. A

analise foi realizada com o auxilio do programa icycler (Bio-Rad).

3.5.3.C. Amplificagao do DNA de Anaplasma platys

As amplificagdes do fragmento do gene 16S do rDNA de A. platys foram
realizadas por meio de PCR em tempo real utilizando os iniciadores Eplat-19f e
Eplat-117r e a sonda Eplat-55p (Tab. 4 e 5), conforme descrito por Teglas et al.
(2005).

As reacgdes foram processadas de acordo como descrito no item 3.5.2.A,
excetuando os seguintes reagentes: 5mM MgCl; (Qiagen), 0,4uM de cada iniciador
(Thermo electron) e 0,08uM da sonda (Thermo electron).

Como controle positivo foi utilizado DNA previamente extraido de sangue de
cées naturalmente infectados com A. platys. Como controle negativo foi utilizado

DNA previamente extraido de sangue de cdes sabidamente negativos.
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O material foi incubado em termociclador icycler (Bio-Rad), empregando-se a
seguinte sequéncia de ciclos:
1. Desnaturagao e ativagdo da Taq: 95°C por 10 minutos;
2. Desnaturagdo: 95°C por 15 segundos;
3. Anelamento e extens&o: 60°C por 60 segundos;
Apos estas etapas iniciais seguiram 50 ciclos com os passos 2 e 3. A analise

foi realizada com o auxilio do programa icycler (Bio-Rad).

3.5.4. PCR Convencional

As amplificagcbes de DNA de B. gibsoni foram realizadas no Instituto de
Medicina Tropical Comparada e Parasitologia (Institut fur Vergleichende
Tropenmedizin und Parasitologie) da Universidade de Ludwig Maximilian (Ludwig —

Maximilian Universitat) em Munique, Alemanha.

3.5.4.A. Amplificagdo do DNA de Babesia gibsoni

Para amplificacdo do DNA de B. gibsoni foi realizada uma Semi Nested PCR
com os iniciadores 455-479F e 793-772R na primeira reagcdo e os iniciadores
BgibAsia-F e 793-772R (Tab. 04) na segunda reagao (Birkenheuer et al., 2003), que

amplificam um fragmento de 180 pb do gene 18S rDNA.

3.5.4.A.1. Amplificagcdo do DNA de Babesia gibsoni através da PCR

As reagbes de PCR foram processadas de acordo com Birkenheuer et al.
(2003), adicionando-se 2,5ul (125ng) do DNA extraido a 2mM Tris-Cl; 10mM KCI;
0,21mM DTT; 0,01mM EDTA; 0,05% Nonidet® P-40; 0,05% Tween® 20; 5% glycerol,

1,5mM MgCl, (Qiagen), 1,0uM de cada iniciador (Thermo electron), 200uM de cada
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dNTP (Fermentas), 0,625U de HotStart Tag DNA Polymerase (Qiagen) e agua ultra
pura estéril para um volume final de 25pl.

Como controle positivo foi utilizado o DNA previamente extraido de sangue de
animais naturalmente infectados com B. gibsoni. Como controle negativo foi utilizado
DNA previamente extraido de sangue de caes sabidamente negativos.

O material foi incubado em termociclador icycler (Bio-Rad), empregando-se a
seguinte sequéncia de ciclos:

1. Desnaturagéo e ativagédo da Taq: 95°C por 13 minutos;
2. Desnaturagdo: 95°C por 45 segundos;
3. Anelamento: 58°C por 45 segundos;
4. Extensao: 72°C por 45 segundos;
Apods estas etapas iniciais seguiram 50 ciclos (passos 2, 3 e 4), com uma

extens&o final a 72°C por cinco minutos.

3.5.4.A.2. Amplificagcdo do DNA de Babesia gibsoni através da semi Nested
PCR

As reagdes de Semi Nested PCR foram processadas utilizando-se 0,5 ul do
produto amplificado na PCR e 49,5 ul da solugédo descrita no item 3.5.3.A.1, sendo
substituido somente o iniciador 455-479F pelo BgibAsia-F. A sequéncia dos ciclos foi
semelhante ao da PCR, excetuando a quantidade de ciclos que passou a ser 30.

Os produtos das reagbes da Semi Nested PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,0%, em tampao TAE (0,5X). Foram aplicados 15ul
do produto da amplificagéo e trés pl de tampéo da amostra 6X por canaleta do gel.
Como padrédo de peso molecular foi utilizado 100 pb GeneRuler DNA Ladder Mix

(Fermentas). O gel foi submetido a um campo elétrico de 100 volts, por
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aproximadamente 30 minutos, corado com uma solu¢ao de brometo de etidio por 15

minutos e observado sob lampada UV.
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TABELA 4: Seqléncia dos iniciadores utilizados nas PCRs.

Hemoparasito Iniciadores Seqiiéncia cinco’ - 3’ Referéncia
Babesia canis BC-1 TGT GTACTT GTT ACC GAATCT TC Zahler, 2004 (dados nao publicados)
BC-2 TGC TTA AAT TCA GCG GAT AG
BC-3 TGT GTATGT GAT ACC GAATCT TC
BC-4 GCT TAA ATT CGG CGG ATA G
BC-6 CTT AAATTC GGC GGA TCC
RIB-19 CGG GAT CCAACCTGG TTGATCCTGC Zahler et al., 2000
RIB-20 CCG AATTCCTTG TTACGACTT CTC
Ehrlichia canis ECP-1 AGT TAC CCT ATC ACA CCA GAAGTC
ECP-2 CGT CAA GAG TTA CTG AAG CAG ATG
Anaplasma platys Eplat-19f CGG ATT TTT GTC GTA GCT TGC TAT Teglas et al., 2005
Eplat-117r CCATTT CTAGTG GCTATCCCATACTACT
Babesia gibsoni 455-479- F GTCTTG TAATTG GAATGATGG TGAC Birkenheuer et al., 2003
793-772- R ATG CCC CCAACCGTT CCT ATTA
BgibAsia- F ACT CGG CTACTT GCCTTG TC
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TABELA 5: Seqliéncia das sondas utilizadas nas PCRs em tempo real.

Hemoparasito Iniciadores Seqiiéncia cinco’ - 3’ Referéncia
Babesia canis BC-S1 6-FAM CGCGATGGCGTTGCCCGAGACTGTGATCGCG Dabcyl Zahler 2004 (dados
BV-S2 HEX CGCGATGTGAGCCGTCTGACTCCGTGTATCGCG Dabcyl nao publicados)
BR-S3 BHQ-3 CGCGAGACGCTGTATGGTTGTGGATGATCGCG Quasar 670 (Cy5)
BR-S4 BHQ-3 CGCGATGAGCTTGCAACCACAACCATATAAATCGCG Quasar 670 (Cy5)
Ehrlichia canis ECP-S1 6-FAM CGCGATCTACTACAGGAGTTATTACAGGTATCTTCTCGATCGCG Dabcyl

Anaplasma platys Eplat-55p

6-FAM TGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGA BH1

Teglas et al., 2005
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3.6. Sequenciamento de Babesia canis vogeli

Foram selecionadas amostras positivas para B. canis vogeli na PCR em
tempo real de cada regido de zona rural. As amostras foram sequenciadas utilizando
os iniciadores RIB-19F, RIB-20R, 455-479-F e 793-772-R em diferentes
combinagdes (RIB-19Fe RIB-20R; 455-479-F e 793-772-R; RIB-19F e 793-772-R;
455-479-F e RIB-20R), que sao responsaveis por amplificar entre 350 e 1200 pb do
gene 18S do rDNA.

As reagdes foram realizadas utilizando 2,0 pl (100 ng) do DNA extraido a dois
mM Tris-Cl; 10mM KCI; 0,2mM DTT; 0,01mM EDTA; 0,05% Nonidet® P-40; 0,05%
Tween® 20; 5% glycerol; 2,5mM MgCl, (Qiagen), 1,0uM de cada iniciador (Thermo
electron), 200uM de cada dNTP (Fermentas), 1,25U de HotStart Tagq DNA
Polymerase (Qiagen) e agua ultra pura estéril para um volume final de 25pl.

O material foi incubado em termociclador icycler (Bio-Rad), empregando-se a
seguinte sequéncia de ciclos:

1. Desnaturagio e ativagdo da Taq: 95°C por 13 minutos;
2. Desnaturagdo: 95°C por 1 minuto;

3. Anelamento: 54°C por 1 minuto;

4. Extensao: 72°C por 1,5 minutos;

Apods estas etapas iniciais seguiram 30 ciclos (passos 2, 3 e 4), com uma
extensao final a 72°C por sete minutos.

Os produtos das reagcoes da Semi Nested PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,0%, em tampao TAE (0,5X). Foram aplicados 15 pl
do produto da amplificagédo e trés ul de tampao da amostra 6X por canaleta do gel.
Como padrédo de peso molecular foi utilizado 100 pb GeneRuler DNA Ladder Mix

(Fermentas). O gel foi submetido a um campo elétrico de 100 volts, por
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aproximadamente 30 minutos, corado com uma solu¢ao de brometo de etidio por 15
minutos e observado sob lampada UV.

As bandas especificas foram recortadas do gel e extraidas o DNA utilizando o
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). O DNA foi precipitado utilizando Acetato de
Ambnio e enviado para MWGAG Biotech (Ebersberg, Alemanha) para o

sequenciamento.

3.6.1. Analise das sequéncias

As sequéncias de B. canis vogeli obtidas de cada area rural foram
comparadas através de alinhamentos com as sequéncias de B. canis vogeli do
Brasil (acesso no GenBank numero AY371194, AY371195, AY371196), Franca
(AY072925), Egito 1 (AY371197), Egito 2 (AJO09796), Estados Unidos (AY371198),
Espanha (AY150061), Japdo (AB083374), Australia (AY102163) e Africa do Sul
(AF548006) utilizando o programa Clustal W do Instituto Europeu de Bioinformatica
disponivel no sitio http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw, erros de alinhamentos foram
consertados manualmente e realinhados quando necessarios. A busca de identidade
foi realizada utilizando-se o programa Blastn disponivel no sitio

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast (Altschul et. al., 1990).

3.7. Analise Estatistica

Os resultados das RIFIs e PCRs foram consideradas variaveis dependentes e
sexo, idade, presenca ou auséncia de carrapatos e volume globular as
idenpendentes, a associagao entre as variaveis foi testada pelo Qui-Quadrado e as
“‘Odds Ratio” foram calculadas para cada variavel separadamente usando o

programa BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003). A regressao logistica multipla foi feita
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com as variaveis com valores de P <0,20 na analise univariada usando o programa

Minitab 14 for Windows.

4. Resultados

Parte dos resultados encontra-se em trés artigos cientificos, sendo um ja
aceito (apresentado no item 4.1), o segundo aguardando aceite apds modificacbes
(apresentado no item 4.2), e o terceiro em fase final de elaboragdo para breve
submissao (apresentado no item 4.3). Os demais resultados sao apresentados e

discutidos no item 4.4.

4.1 - Factors influencing the epidemiology of canine ehrlichiosis in rural areas

of the state of Minas Gerais, Brazil. Veterinary Journal (in press).

4.2 — Factors associated with seroprevalence of canine babesiosis in rural

areas of the State of Minas Gerais, Brazil. Research Veterinary Science (aguardando

aceite).

4.3 - Development and validation of a Real Time PCR for detecting

subspecies of Babesia canis in endemic regions. (Em fase final de preparagao)
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Abstract

Ehrlichia canis has a worldwide geographic distribution, occurring particularly in tropical and subtropical areas. In Brazil, the main
vector in urban areas is believed to be the brown dog tick Rhipicephalus sanguineus, but little is known about the occurrence, transmission
and other epidemiological aspects of canine ehrlichiosis in rural areas, where Amblyomma ticks are found more frequently than R. san-
guineus. A sero-prevalence study of canine ehrlichiosis was carried out in three distinct rural regions of the State of Minas Gerais, Brazil.
Serum samples were collected from 226 dogs living on farms in Lavras (n = 85), Belo Horizonte (n = 45), and Nanuque (n = 96) and were
analyzed by an indirect fluorescent antibody test for the detection of anti-Ehrlichia canis antibodies. Age, breed, sex, presence of ticks and
packed cell volume were also recorded. There were 65.6% positive dogs in Nanuque, 37.8% in Belo Horizonte, and 24.7% in Lavras.
Animals living in Nanuque were 4.6 times more likely to be serologically positive than dogs living in the other two regions and antibody
titres were considerable higher in this area. Male dogs, dogs >5 years of age, those infested with ticks, and mongrels all showed higher
rates of positivity. The results point to the importance of canine ehrlichiosis in rural areas and indicate the need for further studies on

natural transmission and maintenance of the disease.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Ehrlichia canis; Ticks; Epidemiology; Brazil

Ehrlichia canis, the causal agent of canine ehrlichiosis,
has a wide geographic distribution, and is endemic in many
different tropical and subtropical areas (Keefe et al., 1982).
In Brazil, the main vector in urban areas is believed to be
the brown dog tick Rhipicephalus sanguineus. However, lit-
tle is known about the occurrence, transmission and other
epidemiological aspects of canine ehrlichiosis in rural
areas, where Amblyomma ticks are found more frequently
than R. sanguineus (O’Dwyer, 2000; Labruna and Pereira,
2001).

* Corresponding author. Tel.: +55 31 34992057; fax: +55 31 34992080.
E-mail address: lygia@vet.ufmg.br (L.M.F. Passos).

1090-0233/$ - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tvj1.2006.11.002

Based on examination of blood smears, two studies in
Brazil have reported prevalences of 4.8% and 5.9% for dogs
living in rural areas of the States of Rio de Janeiro and
Minas Gerais, respectively (O’Dwyer, 2000; Rodrigues
et al., 2004). Ehrlichia epidemiological data are however
lacking and the aim of the present study was to determine
sero-prevalence and the factors potentially associated with
a positive antibody response to E. canis in dogs living in
farms located in three distinct regions in the State of Minas
Gerais, Brazil.

From June to August 2004, blood samples were col-
lected randomly from 226 dogs living in rural areas within
Lavras (n=285), Belo Horizonte (n =45), and Nanuque
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Climatic data of the regions of Lavras, Belo Horizonte and Nanuque,

Minas Gerais State — Brazil

Parameter/location Lavras Belo Horizonte Nanuque
Latitude-south 21°48’ 20°07 17°70’
Longitude-west 44°64' 44°30’ 40°76’
Altitude (m) 1060 780 159
Mean temperature (°C) 19.2 21.8 224
Relative humidity (%) 76.2 76.2 79.0
Annual rainfall (mm) 1470 1272 1059

Source: http://www.almg.gov.br/munmg.

(n = 96), all in Minas Gerais (Fig. 1). The climatic and geo-
graphic data for each location are shown in Table 1. For
each sample, the packed cell volume (PCV) was determined
and the plasma was analyzed using an indirect fluorescent
antibody test (IFAT) (MegaScreen Fluoehrlichia canis
Kit, MegaCor) at dilutions of 1:40, 1:160, 1:640 and
2:560, according to the manufacturer’s instructions.

In all animals, the presence of ticks, age, sex and breed
were recorded. Ticks were collected and conserved in 70%
alcohol for identification according to Aragao and Fonseca
(1961).

The results were analyzed by 2 X K contingency tables of
exposure variables. The outcome variable was seropositiv-
ity to E. canis and the independent variables were: age (<2,
2-5, >5 years old), sex (male, female), tick (presence or
absence), species of tick (Amblyomma cajennense, R. san-
guineus), breed (mongrel dogs or other breeds), and PCV
(below or above 30%). Odds ratios (OR), 95% confidence
interval (CI) and P values were calculated separately for
each variable using the BioEstat software (Ayres et al.,
2003). The Chi-square test was used to evaluate associa-

50°

15° M%\ 150

tions between antibody titre and region, and presence or
absence of ticks.

A total of 101/226 (44.7%) dogs were found to be sero-
positive to E. canis. Prevalences in Nanuque, Belo Hori-
zonte and Lavras were 65.6%, 37.8% and 24.7%,
respectively. Male dogs >2 years of age and those infested
with ticks were highly associated with seropositivity to E.
canis (Table 2).

Animals living in the Nanuque region were 4.6 times
(CI =2.6-8.1; P<0.01) more likely to be seropositive to
E. canis than dogs living in the other two regions. The dogs
in this area also showed the highest percentage of tick infes-
tations (75.0%), compared with Lavras (21.2%) (P < 0.05)
and Belo Horizonte (37.8%) (P < 0.10).

A. cajennenese was the most prevalent tick species infest-
ing the dogs, with an overall infestation rate of 40.3%; next
was R. sanguineus (19.0%), Boophilus microplus (3.1%) and
Amblyomma tigrinum (1.8%). The Amblyomma infestation
rate was higher in Nanuque (65.6%) (P < 0.01) than in
Belo Horizonte (35.6%) or Lavras (14.1%). Animals
infested with A. cajennense and R. sanguineus were 2.3
(CI=1.44.0; P<00l) and 2.2 times (CI=1.1-4.3;
P < 0.05) more likely to be seropositive to E. canis than
other dogs.

The highest E. canis prevalence was also seen within the
region of Nanuque, in dogs >5 years of age (95.0%), in
males (70.0%), those that were tick infested (68.1%), in
mongrels (67.9%), and where PCV >30 (68.3%). However,
the OR was significantly different only with regard to the
ages ranging from 2 to 5 years (OR =4.1; CI = 1.2-14.9;
P<0.01l) and >5 years (OR =20.5; CI=2.5414;
P < 0.01). The lowest prevalence was seen in the region
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Fig. 1. Geographic location of the regions studied within the State of Minas Gerais, Brazil: A, Lavras; B, Belo Horizonte; and C, Nanuque.
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Table 2
Sero-prevalence of canine ehrlichiosis within each variable studied in rural
areas of Minas Gerais, Brazil, 2004

Variable Canine ehrlichiosis
% Sero-prevalence (+/n) OR 95% CI P-value
Age (Years)
< 33.6 (39/116) Ref.
2-5 52.7 (29/55) 22 1.2-4.6 0.020*
>5 60.0 (33/55) 3.0 1.5-5.7 0.001*
Sex
Male 50.6 (86/170) 2.8 1.4-5.4 0.001*
Female 26.8 (15/56) Ref.
Ticks®
Yes 54.2 (58/107) 2.1 1.2-3.5 0.001*
No 36.1 (43/119) Ref.
Breed
Mongrel 50.6 (89/176) 3.2 1.6-6.6 0.001*
Others 24.0 (12/50) Ref.
PCV (%)
<30 43.6 (17/39) 0.9 0519  0.980
>30 44.9 (84/187) Ref.

=+, Number of positive animals; #, number of samples per variable; OR,
odds ratios; 95% CI, 95% confidence interval; P, value probability; Ref.,
variable used as a reference value; * P <0.05.

# Ticks observed during blood collection.

of Lavras, with a similar correlational pattern among the
variables.

The analyses of serological data showed that the fre-
quency of titres followed a normal curve, however the high-
est frequencies of titres 1:640 (P < 0.01) and 1:2560
(P <0.01) were observed in animals living in Nanuque
and in Belo Horizonte (1:640, P < 0.01) (Fig. 2).

The prevalence of canine ehrlichiosis varies as a function
of climatic conditions (Keefe et al., 1982), due to certain
epidemiological factors, such as the distribution of the vec-
tor, animal behaviour, the age range of the studied popula-
tion (Rodriguez-Vivas et al., 2005), and management
practices and habitat where the animals live (Sainz et al.,
1996). In the present study, the overall E. canis prevalence
in dogs living in rural areas was 44.7%, which is much
higher than that reported for animals living in urban and
suburban areas in South Brazil (23%) (Trapp et al.,

80 T

60T

% Positivity
N
<

n
<
;

160 640
Antibody titer

Fig. 2. Frequency of antibody titers against Ehrlichia canis in dogs living
in farms in Lavras ([/), Belo Horizonte ([3) and Nanuque ([E), and the
mean (mm) in the State of Minas Gerais, Brazil, 2004. *: P <0.05

2006). The results suggest that dogs living in rural areas
are more exposed to tick vectors than those living in urban
areas and might be associated with the fact that urban dogs
are more likely to be sprayed with acaricides, while rural
dogs are scavengers and are rarely sprayed.

In the present study, infestations with A. cajennense
were much higher (40.3%) than infestations with other tick
species, and this result is in agreement with the findings
reported by Labruna and Pereira (2001). It therefore seems
possible that in rural areas, other species of ticks apart
from R. sanguineus, may act as vectors of E. canis.

Johnson et al. (1998) suggested that as Ehrlichia chaffe-
ensis and E. canis are genetically and antigenically closely
related, both species could utilize similar tick vectors for
transmission of pathogens to susceptible hosts. E. chaffeen-
sis 1s successfully transmitted to dogs by Amblyomma amer-
icanum (Ewing et al., 1995). Based on the results of the
present study, A. cajennense ticks should be included as a
potential vector of E. canis in rural areas of Brazil
(OR =23, CI=1.4-4.0; P<0.01), but this still remains
to be investigated.

We found high associations between age and E. canis
seropositivity (2-5 years: OR =220, CI=1.2-4.6,
P <0.05; >5 years: OR =2.96, CI =1.5-5.7, P <0.01).
Several other workers have also demonstrated this associa-
tion (Watanabe et al., 2004; Rodriguez-Vivas et al., 2005),
which can be attributed to the increased probability of a
dog being exposed to E. canis as it gets older, rather than
to a higher susceptibility among older dogs.

Other studies have shown no association between sero-
prevalence of E. canis infection and sex or breed (Watan-
abe et al., 2004; Rodriguez-Vivas et al., 2005). In rural
areas of Minas Gerais State, male mongrel dogs were
highly associated with E. canis seropositivity. In these
areas, mongrels are preferred on farms because they help
with routine work with cattle and other production ani-
mals; as a consequence, they are more exposed to the tick
vectors. Sainz et al. (1996) reported no differences between
breeds, however they did find an association between the
occupation of the dog (guard or guide dogs) and seropos-
itivity to E. canis.

In the present study, no correlation was observed
between positivity and low PCV (<30%) (OR =0.95,
CI=0.5-19, P = 0.05). A high frequency of tick-borne
disease is expected in dogs that are more exposed to arthro-
pod vectors (Moreira et al., 2003). This was confirmed by
the high association between E. canis seropositivity and
tick infestation at the moment of blood collection
(OR =2.1, CI =1.2-3.5, P < 0.01).

Climatic conditions also represent an important factor
influencing the dynamics of tick populations. In tempera-
tures <17 °C, ticks show a delay in oviposition, with an
interference of egg eclosion and an increased parasitic
phase, which results in reduction of the number of genera-
tions produced within a year (Sonenshine, 1993). Lavras,
where the lowest annual mean temperature was registered,
had the lowest percentage of tick infested animals (21.2%),
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the lowest sero-prevalence (24.7%) and the lowest levels of
E. canis antibodies. In contrast, Nanuque, in which the
optimal temperature for the development of the tick was
observed throughout most of the year, showed the highest
percentage of infested animals (75.0%), the highest sero-
prevalence (65.6%) and the highest titers of antibodies
against E. canis. Thus, dogs living in the Nanuque region
had 4.6 times (P < 0.01) higher risk of being seropositive
to E. canis, when compared to dogs living in the other
two regions.

Future epidemiological studies should incorporate
molecular techniques to determine other infecting Ehrlichia
species by DNA analysis at the time of sample collection.
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Abstract

This epidemiological survey on canine babesiosis was carried out in three distinct
rural regions (Lavras, Belo Horizonte and Nanuque) of the State of Minas Gerais, Brazil.
Ticks and blood samples were collected during a dry seson (Lavras, n=92; Belo Horizonte,
n=50; Nanuque, n=102) and a raining seson (Lavras, n=71; Belo Horizonte, n=28;
Nanuque, n=66) from dogs living in farms. Plasma samples were analyzed by the Indirect
Fluorescent Antibody Test (IFAT) for detection of anti-Babesia vogeli antibodies. DNA
was extracted from serologically positive dogs and molecular characterization of Babesia
species was performed. Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense and Boophilus
microplus were the tick species identified in all regions. In Lavras, in addition to those tick
species, A. tigrinum and A. ovale were also identified. The most prevalent tick species was
A. cajennense (35.3%), followed by R. sanguineus (19%) and B. microplus (4.0%). Dogs
living in Nanuque region were more infested by ticks than dogs living in Belo Horizonte
and Lavras regions. The overall frequency of anti-B.vogeli antibodies in the canine
population in rural areas of Minas Gerais was 28.7%, with prevalence rates of 49.0% in
Nanuque, 34.0% in Belo Horizonte and 3.3% in Lavras. The age of the animals and tick
infestation were factors associated with seroprevalence of Babesia vogeli. The analysis of
sequences showed that B. vogeli was the only species present in all three regions. This
study showed different rates of prevalence and incidence of canine babesiosis among the
three rural regions of Minas Gerais State. The results point to the importance of canine
babesiosis in rural areas and to the need of further studies related to its transmission and

maintenance in nature.

Key words: canine babesiosis, Babesia vogeli, seroepidemiolgy, Brazil
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INTRODUCTION

Canine babesiosis is a tick-borne disease of domestic and wild canidae characterized
by fever, depression and anemia (Kuttler, 1988). Previous studies carried out in Brazil have
shown that babesiosis due to Babesia canis is commonly distributed with rates of
seropositivity as high as 66.9%, as reported by Ribeiro et a/ (1990) in a survey at a
veterinary hospital in Minas Gerais State.

The main vector in urban areas is believed to be the brown dog tick Rhipicephalus
sanguineus (Shaw et al., 2001). However, little is known about the occurrence,
transmission and other epidemiological aspects of canine babesiosis in rural and wild areas
of Brazil, where Amblyomma ticks are most frequently found than R. sanguineus (Labruna
& Pereira, 2001), although no transmission by Amblyomma ticks has been reported.

Previous molecular studies carried out with samples from Brazilian infected urban
dogs have shown that Babesia vogeli was the etiological agent involved in all cases (Passos
et al., 2005). And only very recently few cases of Babesia gibsoni infections have been
molecularly characterized in dogs in Brazil (Trapp et al., 2006). Although studies on canine
babesiosis have increased over the last years in urban areas of the State of Minas Gerais
(Bastos et al, 2004; Passos et al., 2005), no information is available regarding prevalence
rates and the species involved in rural areas. Considering that climatic and geographic
conditions may play an important role on transmission of tick-borne pathogens, these
parameters should be taken into consideration (Friedhoff, 1988). Usually, the diagnosis is
made upon size and morphological appearance of the intra-erythrocytic forms in peripheral

blood smears. However, as parasitaemia are usually very low or the parasite is not
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detectable in blood smears, serodiagnostic methods are preferable for epidemiological
studies (Levy et al, 1987).

The aim of the present study was to determine the seroprevalence, the incidence and
the factors associated with Babesia infections in dogs living in three climatic distinct rural
areas within the state of Minas Gerais, Brazil, during a dry and a raining seasons. In
addition, blood samples were used to characterize with molecular methods the Babesia

species present in each region.

MATERIALS AND METHODS
Location and climatic conditions

The study was carried out in rural areas of three regions within the State of Minas
Gerais State, Brazil: Lavras (latitude—S 21°20°; longitude—W 45°00’), Belo Horizonte
(latitude—S 19°55’; longitude—W 43°56’) and Nanuque (latitude—S 17°49’; longitude—W
40°20’). In these areas two seasons are well defined during the year: a dry season (from
April to September) and a raining season (from October to March). Belo Horizonte and
Lavras have both a high-altitude tropical climate (elevation 850 to 900 m above sea level),
corresponding to class Cwa (Koppen classification), whereas Nanuque has a tropical humid
weather (altitude around 300 m above sea level), class Aw (Koppen classification). The

climatic data, as referred in http://www.agritempo.gov.br/agroclima/pesquisaWeb?uf=MG,

were obtained throughout the experimental period and the means were calculated.

Sampling procedure
During the dry season of 2004, ticks and blood samples were collected from dogs

living in farms as follows: Lavras (n=92), Belo Horizonte (n=50) and Nanuque (n=102). In
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the subsequent raining season, the same dogs were supposed to be re-sampled; however,
some of the dogs had either died, or been transferred to another farm or were missing and,
therefore, the following numbers of dogs were re-sampled in each region: Lavras (n=71),
Belo Horizonte (n=28) and Nanuque (n=66). Samples were collected randomly in farms in
each region and the number of dogs to be sampled was calculated based on an estimated
prevalence of 45%, determined in a preliminary study in the Nanuque region, with a
confidence interval of 95% and an error margin of 15% (Centro Panamericano de Zoonosis,
1973).

Ticks were placed into tubes containing 70% alcohol and were identified according
to Nuttall et al (1926) and Aragdo & Fonseca (1961). EDTA blood samples were processed
for Packed Cell Volume (PCV) determination (Jain, 1993). After centrifugation, the
plasmas were separated and stored at -20°C until being analyzed by the Indirect Fluorescent
Antibody Test (IFAT) for detection of anti-Babesia antibodies using four fold dilutions,
starting at 1:40. An aliquot of each packed red blood cells was frozen for later DNA
extractions. During the sampling procedures, all animals were clinically examined and the
presence of ticks was recorded. In addition, the animal breed, sex and the age, as informed

by the owner or estimated by teeth examination, were recorded.

Molecular characterization

DNA was extracted from 300 pl of thawed packed red blood cells from
serologically positive animals, using a commercial kit (Wizard Genomic DNA Purification,
Promega, Madison, USA).

Amplifications of the 18S rDNA were performed using nPCR where the first

reaction was carried out according to Zahler et al/ (2000). The nPCR amplifications were
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done with the set of primers RIB-19 and 793-772R, 455-479F and RIB-20, and 455-479F
and 793-772R, which amplify the genus Babesia (Zahler et al, 2000; Birkenheuer et al,
2003), in a total volume of 25 pl containing 1 x concentration of PCR buffer (Qiagen,
Hilden, Germany), 0.625 U of HotStar Taq Polymerase (Qiagen), 200 UM of each dNTP
(Fermentas, St.Leon-Rot, Germany), 1.0 UM of each primer, and 0.5 pl of PCR product.
The nPCR amplification was perfomed in a thermal cycler (iCycler, Biorad, Munich,
Germany) with an initial taq polymerase activation step of 13 min at 95°C, followed by 30
cycles of denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 56°C for 1 min and elongation at
72°C for 1 min and 30 sec.

PCR products were purified from the 2% agarose gels, using the QIAquick gel
extraction kit (Qiagen), and sequenced with the primers RIB-19, RIB-20, 455-479F, 793-
772R and BCV-F (Zahler et al, 2000; Birkenheuer et al, 2003).

Sequence alignments were performed using CLUSTAL W of the DNAMAN
software package (Lynnon Bio Soft, Quebec, Canada) and the search for identity was
performed with Blast n. For comparison, B. vogeli sequences from Brazil (Genbank
accession number AY371194), Spain (AY150061), France (AY072925), Japan
(AY077719), Australia (AY102162), and South Africa (AF548006) were included in the

analyses.

Statistical analysis
The results were analyzed by 2 x K contingency tables of exposure variables. The
outcome variable was seropositivity to B. vogeli and the independent variables were: age

(<2 years, 2 to 5 years or >5 years old), sex (male, female), tick (presence or absence),
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species of tick (R. sanguineus, A. cajennense, and Boophilus microplus), breed (mongrel
dogs or pure breeds), and PCV (below or above 30%). The Chi-square test was used to
evaluate any associations between perceptual IFAT titer, prevalence and incidence among
municipality and infestation rates of ticks; a probability of less than 0.05 was considered to
be statistically significant. Odds Ratios (OR) and P-values were calculated separately for
each variable using the BioEstat software (Ayres et al, 2003) and logistic regression was
performed with P-value <0.20 of variables in an univariate analysis using the program

Minitab 14 for Windows.

RESULTS
Tick species

Three species of ticks were identified in all three regions: R. sanguineus, A.
cajennense and B. microplus. In Lavras, in addition to those tick species, A. tigrinum and A.
ovale were also identified.

The most prevalent tick species infesting the dogs was A. cajennense, with an
overall infestation rate of 35.3% of the dogs. In Lavras, the infestation rate of dogs with A.
cajennense was 15.2% and 21.5%, during the dry and the raining seasons, respectively.
These infestation rates were significantly lower (P= 0.00) than those observed in Nanuque,
which were 65.7% and 47.8%, during the dry and the raining seasons, respectively, and in
Belo Horizonte, with 38.0% during the dry season. During the raining season, dogs living
in Belo Horizonte (6.7%) and in Lavras were similarly infested by A. cajennense.

During the two seasons, the overall infestation rate of dogs with R. sanguineus was
19.0%. In Lavras, the infestation rate of dogs with R. sanguineus was 3.3% and 3.1%,

during the dry and the raining seasons, respectively. These infestation rates of dogs with R.
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sanguineus were significant lower (P= 0.00) than those observed in Nanuque, which were
36.3% and 26.9%, and in Belo Horizonte, with 12.0% and 36.7%, during the dry and
raining seasons respectively.

The lowest prevalent tick species was B. microplus, with an overall infestation rate
of 4.0% of dogs. The origin of the dog did not influence the infestation rates with B.
microplus. In Lavras, the infestation rates of dogs with B. microplus were 3.3% and 3.1%,
in Nanuque 4.9% and 6.0%, and in Belo Horizonte, 2.0% and 3.3%, during the dry and

raining seasons respectively.

Prevalence of B. vogeli

During the dry season, the overall frequency of anti-B. vogeli antibodies in the
canine population in rural areas of Minas Gerais was 28.7% (70 out of 244 animals). The
variables sex, breed and PCV below 30% did not constitute risk factors related to
seroprevalence of B. vogeli. However, the age of the animals and tick infestation showed a
direct relationship with prevalence of Babesia infection; the older the animal was the higher
the seroprevalence (P= 0.00). Dogs older than 5 years of age were 4.3 times more likely to
be seropositive to B. vogeli than animals below 2 years of age. Animals infested with any
tick species and animals infested with A. cajennense were 3.1 times more likely to be
seropositive to B. vogeli than unifested animals (P= 0.00) (Table 1). A comparison among
the prevalence observed in each of the three regions shows that Nanuque (49.0%) and Belo
Horizonte (34.0%) have significant higher prevalence rates (P= 0.00) than Lavras (3.3%).
In addition, the most frequent antibody titers observed in Lavras and Belo Horizonte were

1:160 and 1:640, while in Nanuque titers higher than 1:640 were predominant (Figure 1).
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Incidence of B. vogeli

By re-sampling the same dogs, it was possible to calculate the incidence of Babesia
infections in the three regions over a 6-month period. This study showed that no new cases
occurred in Lavras. On the other hand, the highest incidence was observed in Nanuque,
where 8 dogs seroconverted, among the 32 negative animals, giving an incidence of 25.0%.
In Belo Horizonte, 6 dogs seroconverted, among 19 negative animals, giving an incidence

of 31.6% (P=0.00).

Molecular characterization

The DNA sequences obtained from the PCR products of Babesia-infected dogs
from Lavras, Nanuque and Belo Horizonte showed 100% identity to each other and to that
first described by Passos et a/ (2005), confirming the occurrence of B. vogeli in rural areas
of Minas Gerais. Only one partial sequence of approximately 240 bp from Nanuque
(DQ469737) and another sequence of approximately 280 bp from Belo Horizonte
(DQ469736) had a 99.0% identity to the sequences described by Passos et al (2005).
However, the sequence from Nanuque was 100% identical with a sequence from a B. vogeli

isolate from dogs in South Africa (AF48006).

DISCUSSION

Previous studies on canine babesiosis in Brazil have focused only on dogs living in
urban areas, particularly in big cities where prevalence rates vary from 37.0 to 67.0%
(Dell'Porto, 1986; Ribeiro et al, 1990). The present study had the aim to analyze dogs
living in rural areas and found that the overall prevalence of Babesia infections (28.7%) is

lower than those observed for urban areas of Minas Gerais. When analyzing the three
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different physiographic regions it is possible to note that the infection shows a distinct
pattern. However, the molecular characterization by PCR suggests that B. vogeli is the only
species present in all three regions and therefore the differences in prevalence rates are
possibly related to climatic differences among the regions. It is known that the dynamic of
tick populations is dependent on climatic conditions and affects transmission, as well as the
biological cycle of the Babesia parasites and consequently its maintenance in nature
(Friedhoft, 1988). The low temperatures observed in Lavras during the dry season resulted
in low levels of tick infestations on dogs and, consequently, low prevalence rates of
Babesia infections in the dog population. Maroli et al (1996) consider that temperatures
bellow 18°C and humidity below 50% hinders the development of the biological cycle of R.
sanguineus ticks. The lowest infestation rates of R. sanguineus on dogs and the lowest
seropositivity rates were found in regions with the lowest temperatures (Lavras), while the
highest prevalence rates were observed in regions with higher temperatures (Belo
Horizonte and Nanuque), in agreement with the results reported by Levy ef a/ (1987). In
addition, the antibody titers were considerable higher in these regions, suggesting higher
inoculation rates of the Babesia parasites by the ticks.

In rural areas, the gender of the animals, the PCV, and breed did not constitute risk
factors for B. vogeli infections. This is in agreement with other studies carried out in urban
areas (Bobade ef al, 1989, Ribeiro et al, 1990; Yamane et al, 1994). On the other hand, the
older the animal is, the higher the chance of seroconverting. These results were expected,
since older dogs tend to have higher and more frequent tick infestations and, therefore, have
increased possibility of acquiring infection and consequently become chronically infected,
as reported by other authors (Breitschwerdt ef a/, 1983; Bobade et a/, 1989; Ribeiro et al,

1990).
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The low prevalence rate and the lack of new cases of infection in Lavras suggest a
low level of transmission, either due to the low number of tick vectors or due to alterations
on tick behavior, or to both. When submitted to disfavored conditions, such as low
temperatures, low humidity, absence of hosts, arthropods reduce their metabolism. This
phenomenon is known as diapause (Obenchan & Galun, 1982) and may interfere with tick
behavior, for instance by increasing the incubation period of eggs or by inhibiting the
search for hosts (Sonenshine, 1991). It may take a long time for ticks to return to their
normal behavior after a period of diapause (Sutherst & Bourne, 2006). The higher
incidence rates of B. vogeli observed in Nanuque and in Belo Horizonte regions corroborate
with this hypothesis, since the temperatures in these regions were higher indicating an
absence of diapause.

The results from the present study indicate that the canine babesiosis by B. vogeli is
endemic in rural areas in the State of Minas Gerais and its epidemiology is influenced by
climatic conditions, mainly by the temperature. These results point to the need of further
studies, particularly aiming to identify and to understand the biology of potential vectors

and reservoirs.

Acknowledgements
The authors thank CNPq (The Brazilian National Council for Scientific and Technological
Development) for awarding a PhD schoolarship to Livio M. Costa-Junior, and CAPES and

DAAD for the financial support given to the project (Project 182/04).

11



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

REFERENCES

Aragdo, H., Fonseca, F., 1961. Notas de ixodologia. VIII. Lista e chave para os
representantes da fauna ixodologica brasileira. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 59,
115-129.

Ayres, M., Ayres-Junior, M., Ayres, D.L., Santos, A.A.S., 2003. BioEstat aplicagdes
estatisticas nas areas das ciéncias bio-médicas. Brazil/United States. CNPq/Wild life
conservation society, 291 pp.

Bastos, C.V., Moreira, S.M., Passos, L.M.F., 2004. Retrospective study (1998-2001) on
canine babesiosis in Belo Horizonte, Minas Gerais State, Brazil. Annals of the New
York Academic Science 1026, 158—160.

Birkenheuer, A.J., Levy, M.G., Breitschwerdt, E.B., 2003. Development and evaluation of
a seminested PCR for detection and differentiation of Babesia gibsoni (Asian genotype)
and B. canis DNA in canine blood samples. Journal of Clinical Microbiology 41, 4172-
4177.

Bobade, P.A., Oduye, O.0., Aghomo, H.O., 1989. Prevalence of antibodies against Babesia
canis in dogs in an endemic area. Revue d Elevage et de Medecine Veterinaire des Pays
Tropicaux 42, 211-217.

Breitschwerdt, E.B., Malone, J.B., MacWillians, P., Levy, M.G., Qualls Jr, C.W., Prudich,
M.J., 1983. Babesiosis in the Greyhound. Journal of the American Veterinary Medical
Association 182, 978-982.

Centro Panamericano de Zoonosis, 1973. Procedimentos para estudios de prevaléncia de

enfermedades cronicas en el ganado. Ramos Mejia, Buenos Aires. Nota técnica, 18. 35p.

12



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Dell 'Porto, A. Estudo da ocorréncia de Babesia canis em cdes de rua da cidade de Sdo
Paulo. 1986. 94p. Thesis (Doutorado em Medicina Veterinaria Preventiva)-Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Friedhoff, K. T., 1988. Transmission of Babesia. In: Ristic, M. Babesiosis of domestic
animals and man. Boca Raton: CRC Press, 23-52.

Jain, N.C., 1993. Essentials of Veterinary Hematology. Philadelphia: Lea & Febiger, 417 p.

Kuttler, K.L., 1988. Word wide impact of babesiosis. In: Ristic, M. Babesiosis of domestic
animals and man. Boca Raton: CRC Press, 1-22.

Labruna, M.B., Pereira, M.C., 2001. Carrapatos em caes do Brasil. Clinica Veterinaria 30,
24-32.

Levy, M.G., Breitschwerdt, E.B., Moncol, D.J., 1987. Antibody activity to Babesia canis in
dogs in North Carolina. Journal of the American Veterinary Medical Association 48,
339-341.

Maroli, M., Khoury, C., Frusteri, L., Manilla, G., 1996. Diffusione della zecca del cane
(Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806) in Italia: un problema di salute pubblica
Annali Dell' Istituto Superiore di Sanita 32, 387-397.

Nutall, G.H.F., Warburton, C., Robinson, L.E., 1926. Ticks: a monograph of the ixodoidea,
Part IV The genus Amblyomma. Cambridge University Press, 302 p.

Obenchan, F.D., Galun, R. (eds.), 1982. Physiology of Ticks. Great British Library, 470 p.

Passos, L.M., Geiger, S.M., Ribeiro, M.F., Pfister, K., Zahler-Rinder, M., 2005. First
molecular detection of Babesia vogeli in dogs from Brazil. Veterinary Parasitology 127,

81-5.

13



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Ribeiro, M.F.B., Passos, L.M.F., Lima, J.D., Guimaraes, A.M., 1990. (Frequency of anti-
Babesia canis antibodies in dogs, in Belo Horizonte, Minas Gerais). Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia 42, 511-517.

Shaw, S.E., Dayb, M.J., Birtlesc, R.J., Breitschwerdtd, E.B., 2001. Tick-borne infectious

diseases of dogs. Trends Parasitol 17, 74-80.

Sonenshine, D.E., 1993. Biology of Ticks. New York: Oxford University Press. EUA,
463p.

Sutherst, R.W., Bourne, A.S., 2006. The effect of desiccation and low temperature on the
viability of eggs and emerging larvae of the tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Murrell and Barker) (Ixodidae). International Journal for Parasitology 36, 193-200.

Trapp, S.M., Messick, J.B., Vidotto, O., Jojima, F.S., de Morais, H.S., 2006. Babesia
gibsoni genotype Asia in dogs from Brazil. Veterinary Parasitology 141, 177-180.

Yamane, I., Gardner, [.A., Ryan, C.P., Levy, M., Urrico, J., Conrad, P.A., 1994. Serosurvey
of Babesia canis, Babesia gibsoni and Erlichia canis in pound dogs in California, USA.
Preventive Veterinary Medicine 18, 293- 304.

Zahler, M., Rinder, H., Zweygarth, E., Fukata, T., Maede, Y., Schein, E., Gothe, R., 2000.
Babesia gibsoni of dogs from North America and Asia belong to different species.

Parasitology 120, 365-369.

14



Table
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Table 1 - Prevalence rates, and factors associated with Babesia vogeli infections in dogs

living in rural areas of Minas Gerais, Brazil, 2004.

Variable Serology
% Prevalence (+/ n) OR P-value 95% CI
Age
<2 years 9.0 (22/122) Ref. Ref. Ref.
2 — 5 years 35.0 (21/60) 2.66 0.00 1.29-5.52
>5 years old 43.5(27/62) 4.30 0.00 2.09-8.85
Sex
Female 21.9 (14/64) Ref. Ref. Ref.
Male 33.1 (56/180) 0.57 0.12 0.27-1.17
Tick®
Absent 19.4 (25/129) Ref. Ref. Ref.
Present 39.1 (45/115) 3.12 0.00 1.69-5.75
Species of Tick®
Absent 19.4 (25/129) Ref. Ref. Ref.
R. sanguineus 43.5 (20/46) 1.99 0.06 0.95-4.15
A. cajennense 40.0 (40/100) 3.06 0.00 1.67-5.61
B. microplus 22.2 (2/9) 0.63 0.58 0.12-3.29
Breed
Pure breeds 18.87 (10/53) Ref. Ref. Ref.
Mongrel 31.41 (60/191) 1.51 0.32 0.67-3.41
PCV (%)
> 30 30.85 (62/201) Ref. Ref. Ref.
<30 18.60 (8/43) 1.78 0.21 0.72-4.39

Overall prevalence 28.69 (70/244)

+: Number of positive animals; n: number of samples per variable; OR: Odds Ratios; P-value: probability; 95%
CIL 95% Confidence Interval; Ref.: variable used as a reference value; a: Observation during blood collection;

Hosmer-Lemeshow P = (0.98.
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Use of aReal Time PCR for detecting subspecies of Babesia canis in

endemic regions

Costa-Jinior, L.M. et al.

Introduction

Babesia species are tick-transmitted apicomplexa parasites that infect a wide
range of vertebrate hosts and cause severe diseases in wild and domestic animals
(Kuttler, 1988). B. canis and B. gibsoni are recognized as the two species that cause
canine babesioss, a clinically significant hemolytic disease of dogs (Yamane et al.,
1993; Lobetti, 1998).

Three subspecies of B. canis have been proposed (Uilenberg et al., 1989): B.
canis rossi, transmitted by the tick Haemaphysalis leachi in South Africa and causing a
usually fatal infection in domestic dogs even after treatment; B. canis canis, transmitted
by Dermacentor reticulatus in Europe and showing a more variable pathogenicity; and
B. canis vogeli, transmitted by Rhipicephalus sanguineus in tropical and subtropical
countries, and leading to a moderate, often clinically unapparent infection (Uilenberg et
al., 1989; Hauschild et al., 1995; Zahler et al., 1998; Caccio et al., 2002).

A recent molecular study carried out with Brazilian samples from infected dogs
living in urban areas has shown that B. canis vogeli is the etiological agent involved in
al cases (Passos et a, 2005) and only very recently few cases of Babesia gibsoni
infections have been molecularly characterized in dogs of the South regions in Brazil
(Trapp et a., 20064). Although the importance of canine babesiosis has increased over
the last years in urban areas of the State of Minas Gerais (Bastos et a., 2004), only

recently the prevalence rates in rural areas of Minas Gerais have been determined. In
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addition, B. canis vogeli was the only subspecies identified in these rura areas (Costa-
Junior et a, In Press).

Usually, the Babesia diagnosis is made upon size and morphological appearance
of the intra-erythrocytic forms in peripheral blood smears. However, the parasitaemia
are usualy very low or not detectable in blood smears in animals of chronic phase. The
Polymerase Chain Reaction (PCR) and the nested PCR offers a practical means to
detect and differentiate infections with various Babesia spp. and aso provides a
sensitive tool for assessing treatment outcomes (Birkenheuer et a., 2003). Real-Time
PCR detection is replacing the conventional PCR, nested PCR and sequencing methods
in the diagnosis and follow-up of many diseases, providing the ability to perform very
sensitive, accurate and reproducible measurements of specific DNA present in a sample
(Bretagne et a., 2001; Bell & Ranford-Cartwright, 2002; Matsuu et al., 2005; Oyamada
et al., 2005).

In the present study a Real Time PCR test was developed for canine babesiosis
with the aim to differentiate the three subspecies of B. canis. The test was validated in
an epidemiologica study of prevalence, incidence and evaluation of factors associated
with Babesia infections in rural areas in the state of Minas Gerais, Brazil during a dry

and araining season.

Materials and Methods
Development of Real Time PCR
Primers and probes designs
The sequences of internal transcribed spacer (ITS) of B. canis vogeli, B. canis
canis, B. canis rossi, B. gibsoni, B. microti, Hepatozoon canis, H. americanum,

Boophilus microplus, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma variegatum, Ixodes
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scapularis, Mus musculus, Homo sapiens and Oryctolactus cuniculus available in
Genbank were alignments using CLUSTAL W and primers and probes specific for B.
canis vogeli, B. canis canis, B. canis rossi (Tables 1 and 2) were designed using the

DNAMAN software package (Lynnon Bio Soft, Quebec, Canada).

PCRs analysis

For detection of B. canis vogeli, B. canis canis and B. canis rossi, a rea-time
PCR was performed with the primers (Table 1) for amplifying a fragment (around 125
bp) at the 3’end of the ITS 2 of the rDNA. Detection of specific products was based on
hybridization with a fluorescent probe of the molecular beacon type (Table 2).
Amplifications were done in a total volume of 25 pl containing Tris-Cl, KCI,
(NH,4)2S04, 8.0 MM of MgCl,, and 1.25 U HotStar Taq polymerase (Qiagen, Hilden), as
well as 200 uM of each ANTP, 25 pmol of each primer, 5 pmol of each probe and 250
ng of DNA. For each PCR test, an appropriate number of positive controls with
genomic babesial DNA and negative controls containing DNA from uninfected dogs
were included in every run. Amplifications of target genes were done using an iCycler
(Biorad, Munich) with an initial Tag Polymerase activation step of 13 min at 95°C
followed by 50 cycles at 95°C for 30 sec, annealing at 50°C for 30 sec and elongation at
72°C for 30 sec. Fluorescence was measured at each annealing step. Reactions were
evaluated using the software version 3.1 (iCycler iQ real-time PCR detection system,
Biorad) and were regarded as positive if the amount of fluorescence exceeded a
threshold value (basal emission plus the 10 fold of its standard deviation) and followed
acurve of asigmoid shape.

For detection of B. gibsoni, a Semi-Nested PCR was performed with the primers

described in Table 1, according to Birkenheuer et al. (2003).
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Epidemiological Study
Location and climatic conditions

The study was carried out in rura areas of three regions within the State of
Minas Gerais, Brazil: Lavras (latitude-S 21°20’; longitude-W 45°00°), Belo Horizonte
(latitude-S 19°55’; longitude-W 43°56°) and Nanuque (latitude—S 17°49’; longitude—W
40°20’). In these areas two seasons are well defined during the year: a dry season (from
April to September) and a raining season (from October to March). Belo Horizonte and
Lavras have both a high-altitude tropica climate (elevation 850 to 900 m above sea
level), corresponding to class Cwa (Koppen classification), whereas Nanuque has a
tropical humid weather (altitude around 300 m above sea level), class Aw (Koppen
classification). The climatic data, as referred in http://www.agritempo.gov.br/agroclima/

pesguisaWeb?uf=M G, were obtained throughout the experimental period and the means

were calculated.

Sampling procedure

During dry season of 2004, ticks and blood samples were collected from 252
dogs living in farms as follows: Lavras (n=100), Belo Horizonte (n=50) and Nanuque
(n=102). Samples were collected randomly in farms in each region and the number of
dogs to be sampled was calculated based in a preliminary study of seroprevalency to B.
canis vogeli (Costa-Janior et al., In Press) according to Centro Panamericano de
Zoonosis (1973). In the subsequent raining season, the same dogs were supposed to be
re-sampled. However, some of the dogs had either died, or been transferred to another
farm or were missing and, therefore, the following numbers of dogs were re-sampled in

each region: Lavras (n=71), Belo Horizonte (n=29) and Nanugue (n=66).
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Thin blood smears were prepared using peripheral blood and stained with a
Giemsa and examined by light microscope at 1000 X. The EDTA blood samples were
collected for Packed Cell Volume (PCV) determination (Jain, 1993) and DNA
extraction from whole blood with the Wizard Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, USA). The DNA was amounted using the spectrophotometer NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop, Wilmington, USA) and was diluted for 50 ng/pl.

Ticks were collected in dogs were placed into tubes containing 70% alcohol and
were identified according to Nuttall ez a/ (1926) and Aragao & Fonseca (1961).

During the sampling procedures, all animals were clinically examined and the
presence of ticks was recorded. In addition, the animal breed, sex and age, as informed

by the owner or estimated by teeth examination, were recorded.

Statistical analysis

The results were analyzed by 2 x K contingency tables of exposure variables.
The outcome variable was positivity to Babesia spp. and the independent variables
were: age (<2 years, 2 to 5 years or >5 years old), sex (male, female), tick (presence or
absence), species of tick (R. sanguineus, Amblyomma cajennense, and B. microplus),
breed (mongrel dogs or pure breeds), and PCV (below or above 30%). The Chi-square
test was used to evaluate any associations between prevalence and incidence among
municipality. Odds Ratios (OR) and P-values were calculated separately for each
variable using the BioEstat software (Ayres et al, 2003) and logistic regression was
performed with P-value <0.20 of variables in an univariate analysis using the program

Minitab 14 for Windows. The significance level was defined as p <0.05.

Results
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Babesia species and subspecies

Only large merozoites and trophozoites (size> 2.5 um) typical of B. canis were
found in blood smears. Results of PCR showed no amplification of B. canis canis, B.
canis rossi or B. gibsoni and all positive reactions showed specific amplification of B.

canis vogeli for dogsin al three rural areas of Minas Gerais.

Prevalence by blood smears examination
The overall prevalence of B. canis by blood smears was 0.8% (only 2 out of 252
animals). In Lavras region all animals were negative; however in Nanugue and Belo

Horizonte the prevalence rates were 1.0 (1/102) and 2.0% (1/50), respectively.

Prevalence by Real Time PCR

Using Real Time PCR technique the overall prevalence of B. canis vogeli a
canine population in rural areas of Minas Gerais was 9.9% (25 out of 252 animals). The
variables sex, age, breed, PCV, and infestation by 4. cajennense and B. microplus did
not constitute risk factors (p>0.05%) related to prevalence of B. canis vogeli. Animals
infested by R. sanguineus were 2.9 times (p=0.02; 95% IC 1.18 - 7.10) more likely to be
positive to B. canis vogeli.

A comparison among the prevalence observed in each of the three regions shows
that Nanuque (13.7%) and Belo Horizonte (12.0%) have significant higher prevalence

rates (p<0.05) than Lavras (5.0%).

Incidence by PCR
Re-sampling the same dogs in the raining season, it was possible to calculate the
incidence of B. canis vogeli infections in the three regions. By PCR this study showed

that in Lavras only one new case occurred, resulting an incidence of 1.5%. In Belo
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Horizonte one new case occurred among 24 animals negative, giving an incidence of
4.2%. However, the highest incidence was observed in Nanuque, where 14 new cases

were identified among 58 animals, giving an incidence of 24.1%.

Discussion

Three subspecies of B. canis have been proposed (Uilenberg et al., 1989) and
detected in many countries on the world (Martinod et al., 1986; Uilenberg et al., 1989;
Matjila et al., 2004). However the differential diagnostic of this subspecies are
impossible by usual diagnostic, as blood smears. In the present study we development
the Real Time PCR for specific diagnostic of B. canis canis, B. canis rossi and B. canis
vogeli and use this technique together with a semi nested PCR for specific diagnostic of
B. gibsoni for looking for these species and subspeciesin rural areas from Brazil.

Only the subspecie B. canis vogeli was recently detected in Brazil in urban and
rural area, but aways with few samples analyzed (Passos et al., 2005; Costa-Janior et
al., In Press). In this study we confirm the presence only the B. canis vogeli in rural area
of Minas Gerais state (Lavras, Belo Horizonte and Nanuque regions) and found the ticks
A. cajennense, R. sanguineus and B. microplus none this have been recognize vector of
B. canis canis and B. canis rossi (Uilenberg et al., 1989; Hauschild et al., 1995; Zahler
et a., 1998; Caccio et al., 2002).

A small piroplasm morphologically similar to B. gibsoni was observed in
peripheral blood smears in dogs from Rio Grande do Sul state (Braccini et al., 1992)
and Sio Paulo state (Lucidi et al., 2004), antibodies specific to this parasite was
detected in animals when came back to Germany after traveling by Brazil (Gothe &
Wegerdt, 1991) and recently confirm by molecular methods in animals from veterinary

hospital from southern of Brazil (Trapp et a., 2006a). In Minas Gerais state was not
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related dogs positive for B. gibsoni and we not found animals parasited with this
parasite in rural area.

We found in rural areas from Minas Gerais, a overall prevalence of B. canis by
blood smears of 0.8% (2 out of 252 animals), has been in Belo Horizonte region the
highest prevalence (2.0%). Few studies were performed in rural areas from Brazil where
the prevalence are between 1.9 to 5.2% (O’Dwyer, 2000; Rodrigues et al., 2004).

The standard method for quantification of parasites is microscopic examination
of ablood smear. Although this method is a rapid and inexpensive diagnostic test, it is,
however, of low sensitivity in detecting the parasites when an anima has low
parasitemia (Levy et al., 1987; Bose et al., 1995; Wlosniewski et al., 1997). The low
prevalence found in these studies shown the low sensibility from blood smears and the
difficulty to use this technique for epidemiological studies.

Real time PCR is a method that can be used to monitor amplicon formation
throughout the PCR reaction providing the ability to perform very sensitive, accurate
and reproducible measurements of specific DNA present in a sample (Bretagne et al.,
2001; Bel & Ranford-Cartwright, 2002; Matsuu et al., 2005; Oyamada et a., 2005). In
the present study, we development and used a highly sensitive qualitative real time PCR
that amplified a 125 bp fragment at the 3’end of ITS2 of the rDNA of B. canis
subspecies. We found prevalence of B. canis vogeli by Real Time PCR (9.9%) highest
than found by blood smears (0.8%) which confirm the higher sensibility the technique
development than microscopic examination.

The highest prevalence was found in Nanuque (13.7%) and Belo Horizonte
(12.0%) regions where shown highest temperature. The lowest prevalence was found in
Lavras where shown lowest temperature than others regions studied (data not shown).

These data, jointly the higher incidence rates of B. canis vogeli observed in Nanuque
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(24.1%), confirm the hypothesis the presence of diapause of tick in Lavras region and
indicate that the canine babesiosis by B. canis vogeli is endemic in rural areas in the
State of Minas Gerais and its epidemiology is influenced by climatic conditions, mainly
by the temperature (Maia et a., 2007; Costa-Janior et al., In Press).

Little is known about the possible risk factors for canine babesiosis in Brazil,
and the few studies are performed using IFAT as diagnostic methods (Trapp et a.,
2006b; Maia et a., 2007; Costa-Janior et al., In Press) despite are not applicable for
routine diagnosis (Bose et al., 1995). In rural areas from Brazil, the gender of the
animals, the PCV, breed and infestation by A. cajennense and B. microplus did not
congtitute risk factors for B. canis vogeli infections. On the other hand, animals infected
by R. sanguineus shown higher the chance to be positive to B. canis vogeli by Real
Time PCR. Others studies carried out in urban areas from Brazil and using IFAT as
diagnostic methods related infestation by any ticks as associated factor for B. canis

vogeli infections (Trapp et al., 2006b; Costa-Janior et al., In Press).
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Table 01: Sequences for the oligonucleotide primers development in this study

Primers Sequence 5° -3’ Specie or Subspecie
BC-1 TGT GTACTTGTTACCGAATCT TC B. canis canis

BC-2 TGC TTA AAT TCA GCG GAT AG B. canis vogeli
BC-3 TGT GTA TGT GAT ACCGAA TCT TC B. canis rossi

BC-4 GCT TAA ATT CGG CGG ATA G B. canisross

BC-6 CTT AAATTCGGC GGA TCC Babesia spp.
455-479- F GTCTTGTAATTG GAATGA TGG TGA C  Babesia spp.
793-772-R ATGCCCCCA ACCGTTCCTATTA Babesia spp.
BgibAsia-F  ACT CGGCTACTTGCCTTGTC B. gibsoni

Table 02: Probes development in this study

Probes Sequence 5° — 3’ Subspecie
BC-S1 6-FAM CGCGATGGCGTTGCCCGAGACTGTGATCGCG Dabceyl B. canis canis
BV-S2 HEX CGCGATGTGAGCCGTCTGACTCCGTGTATCGCG Dabceyl B. canis vogeli
BR-S3 BHQ-3 CGCGAGACGCTGTATGGTTGTGGATGATCGCG Cy5 B. canis rossi
BR-4 BHQ-3 CGCGATGAGCTTGCAACCACAACCATATAAATCGCG Cy5 B. canisross
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4.4. Fatores associados com a prevaléncia, através PCR em tempo real, de
Ehrlichia canis e Anaplasma platys.

PCR em tempo real para o diagnéstico de E. canis e A. platys foi realizada em
248 amostras de animais de areas rurais colhidos durante a estagcéo seca de 2004,
sendo 97 da microrregidao de Lavras, 102 da microrregiao de Nanuque e 49 da
microrregiao de Belo Horizonte. Na amostragem da estacédo chuvosa foram colhidas
165 amostras sendo 69 da microrregidao de Lavras, 67 de Nanuque e 29 de Belo
Horizonte. Amostras de 98 animais colhidas nesta mesma estagao de areas urbanas
também foram processadas sendo 37 animais da microrregiao de Lavras, 41 da

microrregidao de Nanuque e 20 da microrregido de Belo Horizonte.

4.4.1. Prevaléncia de Ehrlichia canis

A prevaléncia de E. canis observada em areas rurais do Estado de Minas
Gerais foi de 1,03 (1/97); 24,49% (12/49) e 26,47 (27/102) nas microrregides de
Lavras, Belo Horizonte e Nanuque, respectivamente.

Animais que vivem em areas rurais das microrregides de Nanuque e Belo
Horizonte tém 4,79 (P=0,00; IC 95% 2,34-9,79) e 2,44 (P= 0,03; IC 95% 1,14-5,23)
mais chances de estarem infectados com E. canis comparados com o0s da
microrregiao de Lavras. Dentro de cada regido nao foi observada nenhuma
associacao entre as variaveis estudadas e a positividade para E. canis.

A prevaléncia geral de E. canis em areas rurais de Minas Gerais foi de
16,13% (40/248), sendo que animais infestados com R. sanguineus e A. cajennense
tém 3,00 (P=0,00; IC 95% 1,38-6,51) e 2,65 (P=0,01; IC 95% 1,27-5,56) vezes mais
chances de serem positivos do que animais que n&o foram encontrados infestados

com carrapatos (Tab. 6).

71



Tabela 6 — Taxa de prevaléncia e fatores associados com infec¢cdes de Ehrlichia
canis diagnosticadas através de PCR em tempo real em caes oriundos de areas
rurais de Minas Gerais, Brasil, 2004.

PCR em tempo real para E. canis

Variavel % Prevaléncia (+/n) OR P IC 95%

Idade

<2 anos 14,5 (18/124) Ref. Ref. Ref.

2 -5 anos 14,5 (9/62) 1,16 0,75 0,45-2,96

>5 anos 21,0 (13/62) 1,97 0,09 0,89-4,36
Sexo

Fémea 10,3 (7/68) Ref. Ref. Ref.

Macho 18,3 (33/180) 2,06 0,12 0,82-5,18
Carrapatos®

Ausente 7,7 (10/129) Ref. Ref. Ref.

Presente 25,1 (30/119) 1,52 0,60 0,32-7,35
Espécies de Carrapatos

Ausente 7,7 (10/129) Ref. Ref. Ref.

R. sanguineus 34,8 (16/46) 3,00 0,00 1,38-6,51

A. cajennense 26,0 (26/100) 2,65 0,01 1,27-5,56

B. microplus 11,1 (1/9) 0,42 0,44 0,05-3,88
Raca

Raca pura 7,8 (4/51) Ref. Ref. Ref.

SRD" 18,3 (36/197) 2,11 0,20 0,67-6,64
Hematocrito (%)

> 30 14,6 (29/199) Ref. Ref. Ref.

<30 22,4 (11/49) 0,46 0,07 0,20-1,08

Prevaléncia Geral 16,13 (40/208)

+: Numero de animais positivos; n: Numero de amostras por variaveis; OR: Odds
Ratios; P: Probabilidade; IC 95%: Intervalo de Confiangca a 95%; Ref.: Variavel usada
como valor de referéncia; a: Carrapatos observados durante a coleta de sangue; b:
Sem Raca Definida.

A prevaléncia geral observada de E. canis em areas urbanas foi menor
(9,18%) do que em areas rurais. A prevaléncia deste parasito nas microrregides de
Lavras (0,00%), Nanuque (1,84%) e Belo Horizonte (3,65%) ndo apresentou
diferenca significativa (P> 0,05). Apenas a infestacdo por R. sanguineus (OR=6,3;
P=0,03; IC 95% 1,22-32,27) constituiu fator de risco para a infecgao por E. canis em

areas urbanas de Minas Gerais.
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4.4.2. Incidéncia de Ehrlichia canis

A incidéncia geral de E. canis observada em areas rurais de Minas Gerais foi
de 8,2% (12/158). Na microrregido de Lavras nenhum c&o dos 67 negativos na
estacao seca, tornou-se positivo na estagao chuvosa. Em contrapartida, a incidéncia
de E. canis nas microrregides de Nanuque e Belo Horizonte foram de 7,69% (4/52) e
29,6% (8/27) respectivamente, sendo estes valores significativamente diferentes

(P<0,05) dos observados na microrregiao de Lavras.

4.4.3. Prevaléncia de Anaplasma platys

A prevaléncia de A. platys observada em areas rurais do Estado de Minas
Gerais foi de 4,08% (2/49), 7,22 (7/97) e 19,61 (20/102) nas microrregides de Belo
Horizonte, Lavras, e Nanuque, respectivamente.

Animais que vivem em areas rurais da microrregido de Nanuque tém 3,71
(P=0,00; IC 95% 1,61-8,53) mais chances de estarem infectados com A. platys do
gue o0s animais que vivem em areas rurais das outras regides estudadas. Apenas na
microrregiao de Nanuque, o sexo feminino (OR= 3,47; P= 0,05; IC 95% 1,13-10,61)
e a infestagcdo por R. sanguineus (OR= 4,48; P= 0,00; IC 95% 1,59-12,63)
constituiram fatores de risco para a infeccdo de A. platys. Nas outras regides
nenhuma associagao entre as variaveis estudadas foi observada.

A prevaléncia geral de A. platys em areas rurais estudadas foi de 11,69%
(29/248), sendo que animais infestados com qualquer espécie de carrapato (OR=
3,74; P= 0,00; IC 95% 1,53-9,11), assim como animais infestados com R.
sanguineus (OR= 4,38; P= 0,00; IC 95% 1,92-10,00) tém mais chances de estarem

infectados com A. platys do que animais nao infestados (Tab. 7).
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Tabela 7 — Taxa de prevaléncia e fatores associados com infecgdes por Anaplasma
platys diagnosticadas através de PCR em Tempo Real em cées oriundos de areas
rurais de Minas Gerais, Brasil, 2004.

PCR em tempo real para A. platys

Variavel % Prevaléncia (+/n) OR P IC 95%

Idade

<2 anos 13,7 (17/124) Ref. Ref. Ref.

2 -5 anos 6,4 (4/62) 0,50 0,22 0,16-1,53

>5 anos 12,9 (8/62) 1,11 0,82 0,43-2,85
Sexo

Fémea 11,8 (8/68) Ref. Ref. Ref.

Macho 11,7 (21/180) 0,90 0,82 0,36-2,25
Carrapatos®

Ausente 5,6 (7/126) Ref. Ref. Ref.

Presente 18,0 (22/122) 3,74 0,00 1,53-9,11
Espécies de Carrapatos

Ausente 5,6 (7/126) Ref. Ref. Ref.

R. sanguineus 28,3 (13/46) 4,38 0,00 1,92-10,00

A. cajennense 17,0 (17/100) 1,72 0,20 0,74-3,99

B. microplus 22,2 (2/9) 1,93 0,47 0,32-11,60
Raca

Raca pura 11,8 (6/51) Ref. Ref. Ref.

SRD" 11,7 (23/197) 0,92 0,87 0,33-2,59
Hematocrito (%)

> 30 11,1 (22/199) Ref. Ref. Ref.

<30 14,3 (7/49) 0,67 0,42 0,26-1,76

Prevaléncia Geral 11,69 (29/208)

+: Numero de animais positivos; n: Numero de amostras por variaveis; OR: Odds
Ratios; P: Probabilidade; IC 95%: Intervalo de Confianga a 95%; Ref.: Variavel usada
como valor de referéncia; a: Carrapatos observados durante a coleta de sangue; b:
Sem Raca Definida.

A prevaléncia geral observada de A. platys em areas urbanas (5,1%) foi
menor do que as encontradas em areas rurais. A prevaléncia deste parasito nas
microrregides de Lavras (0,00%), Nanuque (9,76%) e Belo Horizonte (5,00%) nao
apresentou diferencgas significativas (P> 0,05). Nenhuma variavel estudada constituiu

fator de risco para a infecgao de A. platys em areas urbanas de Minas Gerais.
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4.4.4. Incidéncia de Anaplasma platys

A incidéncia geral de A. platys observada em areas rurais de Minas Gerais foi
de 12,33% (18/146). Na microrregido de Lavras nenhum c&o dos 62 negativos na
estacao seca, tornou-se positivo na estagao chuvosa. A incidéncia de A. platys nas
microrregides de Nanuque e Belo Horizonte foram de 22,81% (13/57) e 18,52%
(5/27), sendo estes valores significativamente diferentes (P< 0,01) dos observados

na microrregiao de Lavras.

4.4.5. Discussao

A prevaléncia da ehrlichiose e anaplasmose canina varia de acordo com as
condigbes climaticas (Keefe et al., 1982) e devido alguns fatores epidemioldgicos,
tais como a distribuicdo dos vetores, sobrevivéncia do animal, média de idade da
populacdo estudada, praticas de manejo e habitat dos animais (Sainz et al., 1996,
Rodriguez-Vivas et al., 2005).

A prevaléncia de E. canis e A. platys no Brasil, determinada através de
métodos moleculares, varia de 9,53 a 85,72% (Dagnone et al., 2003; Dagnone et al.,
2004; Souza et al.,, 2004), dependendo da populacdo estudada e da técnica
utilizada; porém todos esses estudos foram realizados em areas urbanas. No
presente trabalho encontramos prevaléncias de E. canis e A. platys em areas
urbanas (9,18 e 5,10%, respectivamente) significativamente menores do que as
observadas em areas rurais (16,13 e 11,69%, respectivamente).

Estes resultados sugerem que 0s caes que vivem em areas rurais estejam
mais expostos aos carrapatos vetores do que os que vivem em areas urbanas. Além
disso, pode-se inferir que os animais de areas urbanas sejam tratados com maior

freqiéncia com acaricidas, enquanto que os animais de areas rurais recebem menos
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cuidados e raramente s&o tratados com acaricidas. Este fato péde ser confirmado
durante as entrevistas, quando muitos proprietarios de areas rurais relataram que
sacrificaram ou doaram seus caes pelo fato deles estarem ‘perturbando’ os bovinos.

O principal vetor de E. canis é o ixodideo R. sanguineus, cuja distribuicao
geografica mundial coincide com a da Ehrliquiose canina (Winler et al., 1990,
Labruna et al., 2005, 2007). Embora sem confirmacao experimental, o carrapato R.
sanguineus tem sido também incriminado como o principal transmissor de A. platys
(Hibler et al., 1986; Woody & Hoskins, 1991; Harrus et al., 1997), ja que a infecgao
tem sido freqlentemente detectada nesta espécie de carrapato (Inokuma et al.,
2000; Brown et al., 2005).

Os dados epidemioldgicos do presente estudo dao suporte a essa hipotese, ja
gue observamos forte associagdo entre animais de areas rurais infestados com R.
sanguineus e infecgao por E. canis (OR=3,00; P= 0,00; IC 95% 1,38-6,51) e A.
platys (OR= 4,38; P= 0,00; IC 95% 1,92-10,00).

E. ewingii e E. chaffeensis sao transmitidos aos caes por A. americanum
(Anziani et al., 1990; Ewing et al., 1995); entretanto ndo existe comprovagao de que
Amblyomma spp. seja vetor de E. canis. Johnson et al. (1998) sugerem que,
considerando o fato de que E. chaffeensis e E. canis sao geneticamente e
antigenicamente semelhantes, ambas as espécies possam ser transmitidas por
vetores semelhantes.

Os resultados do presente estudo também indicam a possibilidade de A.
cajennense (OR=2,65; P= 0,01; IC 95% 1,27-5,56) poder atuar como vetor potencial
de E. canis em areas rurais de Minas Gerais, porém este fato tem que ser melhor

estudado tentando-se comprovar esta transmissao.
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Condicdes climaticas também reapresentam um importante fator na dindmica
da populagdo dos carrapatos. Sob temperaturas abaixo de 17° C, os carrapatos
apresentam um atraso na ovoposicdo, com interferéncia na eclosédo dos ovos e
aumento de duracao da fase parasitaria, o que resulta na redugao no numero de
geracao dentro de um ano (Soneshine, 1993).

As maiores prevaléncias de E. canis e A. platys foram encontradas em
Nanuque (26,47 e 19,61%, respectivamente) e Belo Horizonte (24,49 e 7,22%,
respectivamente), onde ocorre maior temperatura média anual, e maiores taxas de
infestacdo de carrapatos. Em contrapartida, as menores prevaléncias foram
encontradas em Lavras (1,03 e 4,08%, para E. canis e A. platys, respectivamente),
onde registramos a menor temperatura média anual e as menores taxas de
infestacdes de carrapatos. Estes dados sugerem a ocorréncia de diapausa dos
carrapatos na regido de Lavras, o que possivelmente interfere na transmissao de
patdgenos por esses carrapatos. Este fato ainda € corroborado pela auséncia de
incidéncia de E. canis e A. platys em Lavras, enquanto que altas taxas de incidéncia
foram observadas em Nanuque (7,69 e 22,81%, respectivamente) e Belo Horizonte

(29,60 e 18,52%, respectivamente).
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. RESUMO DOS RESULTADOS

e Caes de areas rurais de Nanuque, Belo Horizonte e Lavras séo parasitados
por carrapatos Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma cajennense e
Boophilus microplus. Em Lavras, além dessas espécies, ocorrem infestacoes
por Amblyomma tigrinum e A. ovale;

e A. cajennense constitui a espécie mais prevalente, seguida pelo R.
sanguineus e B. microplus;

e Os maiores indices de infestagdo por carrapatos ocorrem na regidao de
Nanuque, seguida por Belo Horizonte e Lavras;

e A prevaléncia global de infecgbes por B. canis vogeli foi de 0,8% por meio de
esfregagos sanguineos, 9,9% por meio da PCR em tempo real e 28,7% por
meio da RIFI;

e As prevaléncias de infecgdo por B. canis vogeli em caes das regides de
Nanuque e Belo Horizonte por meio da PCR em tempo real e RIFI sao
significativamente superiores a observada na regido de Lavras;

e As incidéncias de B. canis vogeli em Nanuque foram 25,0 e 24,1%, por meio
da RIFI e PCR em tempo real, respectivamente; em Belo Horizonte foram
31,6 e 4,2% por meio da RIFI e PCR em tempo real, respectivamente; e em
Lavras foram de 0,0% e 1,5% por meio da RIFI e PCR em tempo real,
respectivamente;

e A caracterizagdo molecular revelou que os isolados de B. canis vogeli
presentes em zonas rurais apresentaram alta identidade entre si e com
isolados de zonas urbanas.

e A prevaléncia global de Ehrlichia canis nas trés regides por meio de PCR em
tempo real foi de 16,1% e 44,7% por meio da RIFI;

e A prevaléncia global de Anaplasma platys nas trés regides por meio de PCR
em tempo real foi de 11,7%;

e Os maiores indices de prevaléncia de E. canis, por meio de RIFI e PCR em
tempo real, e de Anaplasma platys através PCR em tempo real, foram
encontrados na regiao de Nanuque.

e A incidéncia de E. canis e A. platys nas regides de Nanuque e Belo Horizonte
por meio de PCR em tempo real é significativamente superior a observada na

regido de Lavras;
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Idade e Infestagao por carrapatos constituiram fatores associados a infecgéo
por B. canis vogel,

Constituiram fatores associados a maior positividade soroldgica para E. canis:
Idade, sexo masculino, raga mestica (SRD) e infestagédo por carrapatos;
Infestagdo por R. sanguineus ou A. cajennense foi fator associado a infecgao
por E. canis;

Infestagcéo por R. sanguineus foi fator associado a infecgao por A. platys;

As prevaléncias de infecgdo por E. canis e A. platys em caes de areas rurais
sao significativamente superiores as de caes de areas urbanas;

As prevaléncias de infecgdes por E. canis e A. platys em caes de areas
urbanas séo semelhantes, independentemente da regiao geografica;
Infestacédo por R. sanguineus é um fator associado a infec¢ao por E. canis em

caes de areas urbanas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

Infestagbes por carrapatos e infecgdes por hemoparasitas (B. canis vogeli, E.
canis, e A. platys) em cées ocorrem de forma endémica nas trés areas rurais
(norte, cento e sul) do estado de Minas Gerais, sendo influenciadas pelas
condigdes climaticas;

Os maiores indices de infestagcdo por carrapatos e consequentemente 0sS
maiores indices de prevaléncia e incidéncia de hemoparasitoses ocorrem em
regides de temperaturas mais elevadas (norte do estado);

A técnica de PCR em tempo real € um método sensivel para deteccéo e
identificacao de infecgbes por subespécies de B. canis, apresentando grandes
vantagens quando comparada a deteccao direta dos parasitos em esfregacos
sanguineos;

Babesia canis vogeli foi a unica espécie e/ou subespécie de Babesia
encontrada infectando caes de areas rurais de Minas Gerais;

As amostras de B. canis vogeli presentes nas areas rurais sdao homologas

entre si e homologas as amostras de areas urbanas.
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8. ANEXO

Epidemiologia molecular de hemoparasitos de caes em Minas Gerais
Ficha N°

Municipio: Zona: ( ) Rural ( ) Urbana

Data: / /
1. Dados da Propriedade

1.1. Propriedade: 1.2. Proprietario:
1.3. Localidade:

1.4. Ponto de referéncia:

1.5. Ambiente:

1.6. Outros Animais domésticos: ( ) Sim ( ) Nao Quais?

1.7. Animais silvestres: ( ) Sim ( ) Ndo Quais?

2. Dados dos Caes
2.1. Mantidos: () Soltos () Presos
2.2. Alimentacéo: ( ) Racao ( ) Restos de comida

2.3. Acesso a outros animais: () Sim () Nado Quais?

2.4. Outros caes nao coletados: () Sim ( ) Nao

CAO:

Raca: Sexo: () Macho ( ) Fémea

Idade: ( ) <6 meses ( )6mesesaz2anos ( )2a5anos ( )>5anos
Porte: ( ) Pequeno ( ) Médio ( ) Grande

Pelagem:

Presenca de ectoparasitos: () Sim ( ) Nao

Anemia: ( ) Sim ( ) Nao
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