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OCORRENCIA E FATORES AMBIENTAIS ASSOCIADOS A INFECCAO POR
PATOGENOS TRANSMITIDOS POR Rhipicephalus sanguineus EM CAES NA
CIDADE DE MOSSORO, RIO GRANDE DO NORTE.

RESUMO

Os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus sdo responsaveis pela transmisséo de
inimeros patogenos aos caes, como Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli e
Hepatozoon canis. A infeccdo por esses parasitos depende ndo sé da associacdo entre
vetor e hospedeiro, como também de condi¢cBes ambientais favoraveis ao seu ciclo de
transmissdo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia de fatores
ambientais para a presenca de R. sanguineus na infeccdo de cdes por E. canis, A. platys,
B. vogeli e H. canis. Para tanto, foram incluidos 120 cées atendidos em clinica particular
do municipio de Mossoré/RN, dos quais foram colhidos quatro mililitros de sangue por
venopuncao jugular para extracdo de DNA e deteccdo molecular destes quatro parasitos.
Foi realizada anamnese e exame fisico de cada paciente, sendo avaliado parametros como
coloracdo de mucosas, temperatura corporal, sinais de apatia, perda de peso e presenca
de ectoparasitas. Apds a extracdo de DNA, as amostras foram quantificadas em
espectrometro e submetidas a PCR para detec¢do de gene de controle endogeno (B-actina
de céo). Para amplificacdo de DNA de E. canis e A. platys foi empregada nested-PCR,
enquanto a amplificacdo de B. vogeli e B. canis foi realizada por PCR convencional.
Foram visitados os imdveis de todos os cées participantes do estudo, a fim de identificar
caracteristicas que favorecessem a presenca do vetor R. sanguineus. Para verificar a
associacdo das diferentes variaveis estudadas e a positividade para as doencas
pesquisadas, os dados obtidos foram expressos em valores de frequéncia simples e
porcentagem, e realizados testes de Qui-quadrado e exato de Fisher. O patdgeno de maior
prevaléncia no estudo foi E. canis (13,3%), seguido por A. platys (11,7%), H. canis (6%)
e B. vogeli (6%). A andlise de correspondéncia realizada entre a positividade de E. canis
e as variaveis estudadas, demonstrou influéncia de fatores como histérico de carrapatos,
ndo vacinacdo e ndo uso de medicacdes antiparasitarias. As principais caracteristicas
ambientais que correlacionadas com a infeccdo por E. canis foi a presenca de arvores e
jardins nas residéncias. O reconhecimento dessas caracteristicas pode implicar na
elaboracdo de estratégias mais eficazes de prevencao e controle, visto que atividades de
manejo ambiental buscam diminuir a interacdo entre vetor e hospedeiro, e
consequentemente, a exposic¢do a doencas por eles transmitidas.

PALAVRAS-CHAVE: carrapatos, manejo ambiental, doencas transmitidas por vetores,
PCR.



OCCURRENCE AND ENVIRONMENTAL FACTORS ASSOCIATED WITH
INFECTION BY PATHOGENS TRANSMITTED BY Rhipicephalus sanguineus IN
DOGS IN THE CITY OF MOSORO, RIO GRANDE DO NORTE
ABSTRACT

Ticks of the Rhipicephalus sanguineus species are responsible for transmitting numerous
pathogens to dogs, such as Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli and
Hepatozoon canis. Infection by these parasites depends not only on the association
between vector and host, but also on favorable environmental conditions for their
transmission cycle. Thus, the objective of this work was to evaluate the influence of
environmental factors for the presence of R. sanguineus in the infection of dogs by E.
canis, A. platys, B. vogeli and H. canis. Therefore, 120 dogs treated at a private clinic in
the city of Mossor6/RN were included, from which four milliliters of blood were collected
by jugular venipuncture for DNA extraction and molecular detection of these four
parasites. Anamnesis and physical examination of each patient were performed, and
parameters such as mucosal color, body temperature, signs of apathy, weight loss and
presence of ectoparasites were evaluated. After DNA extraction, the samples were
quantified in a spectrometer and submitted to PCR to detect the endogenous control gene
(dog B-actin). Nested-PCR was used for DNA amplification of E. canis and A. platys,
while amplification of B. vogeli and B. canis was performed by conventional PCR. The
properties of all dogs participating in the study were visited in order to identify
characteristics that favored the presence of the R. sanguineus vector. To verify the
association of the different variables studied and the positivity for the diseases studied,
the data obtained were expressed in simple frequency and percentage values, and Chi-
square and Fisher's exact tests were performed. The most prevalent pathogen in the study
was E. canis (13.3%), followed by A. platys (11.7%), H. canis (6%) and B. vogeli (6%).
Correspondence analysis performed between E. canis positivity and the variables studied
showed the influence of factors such as tick history, non-vaccination and non-use of
antiparasitic medications. The main environmental characteristics that correlated with E.
canis infection was the presence of trees and gardens in the homes. The recognition of
these characteristics may imply the elaboration of more effective prevention and control
strategies, since environmental management activities seek to reduce the interaction
between vector and host, and consequently, the exposure to diseases transmitted by them.
KEYWORDS: ticks, environmental management, vector-borne diseases, PCR.
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1. INTRODUCAO

O carrapato € o vetor artrépode que transmite a maior variedade de doencas tanto
para humanos, como para animais (JONGEJAN e UILEMBERG, 2004; MAHACHI et
al., 2020). A transmissdo dessas enfermidades ocorre a partir da associacao entre vetor,
patdgeno e condi¢bes ambientais favordveis durante o ciclo de transmissdo. As
caracteristicas ambientais influenciam desde a sobrevivéncia e abundancia vetorial, até o
crescimento do patdgeno e sua sobrevivéncia no hospedeiro (RANDOLPH e ROGERS,
2010; SEMENZA e SUK, 2018).

Os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, também conhecidos como
carrapato marrom do cdo, sdo 0s que apresentam maior importancia epidemioldgica no
Brasil. Esta espécie possui distribuicdo mundial, sendo mais prevalente em regibes
tropicais e subtropicais (GRAY et al., 2013). Sua ampla distribuicdo geogréafica tem sido
facilitada pelo transporte do seu principal hospedeiro, o cdo doméstico. Além disso, se
adapta facilmente a viver nas constru¢gdes humanas, podendo se desenvolver
abundantemente em canis, criadouros de animais abandonados, jardins e até mesmo no
interior das residéncias (ESTRADA-PENA et al., 2013).

A infestacdo por R. sanguineus € mais comum em caes de areas urbanas, sendo
menor em animais de areas rurais, 0 que pode estar relacionado a menor densidade
populacional canina dessas regifes. Animais que vivem em ambientes confinados e ndo
fazem uso de ectoparasiticidas também costumam apresentar alto grau de infestacdo
(GRAY etal., 2013; DANTAS-TORRES e OTRANTO, 2014).

Esta espécie é capaz de completar seu ciclo de vida realizando o repasto sanguineo
em apenas um cachorro. Uma fémea bem alimentada é capaz de produzir até 4000 ovos,
dessa forma, apenas uma fémea e um hospedeiro canino dentro de uma propriedade pode
resultar em parasitismo severo (HANSFORD et al., 2017). Essa capacidade de infestacao
se torna ainda mais grave porque o carrapato marrom do cdo é o principal vetor de um
amplo nimero de agentes patogénicos, como Babesia vogeli, Ehrlichia canis,
Hepatozoon canis e Anaplasma platys (ESTRADA-PENA, 2017).

Os cdes geralmente sdo infectados por B. vogeli, E. canis e A. platys por meio da
picada de carrapatos contaminados, enquanto a infecgéo por H. canis ocorre por meio da
ingestdo de R. sanguineus (RUCKSAKEN et al., 2019). Esses patdgenos costumam
causar sinais clinicos semelhantes, embora suas apresentagdes possam variar desde uma
forma subclinica a quadros patoldgicos graves. Os sintomas mais comuns incluem febre,

anemia hemolitica, trombocitopenia, esplenomegalia e disfuncdo em diversos 6rgdos. A

10



coinfeccdo por esses agentes tem importancia clinica porque agrava os sinais clinicos,
complica o diagnostico, reduz a eficicia do tratamento e pode piorar o prognéstico
(WELZ et al., 2001; IRWIN, 2010; RUCKSAKEN et al., 2019). Além disso, B. vogeli,
E.canis e A. platys tém potencial zoonético.

O método de diagndstico mais comum destes hemoparasitas em cdes na rotina
clinica é o exame microscépico de esfregagos sanguineos, no entanto apresenta algumas
limitacbes como a baixa sensibilidade e necessidade de um profissional experiente, que
consiga diferenciar entre os diversos tipos de agentes patogénicos (CHOMEL, 2011;
KAEWKONG et al.,, 2014). Caracteristicas de eficacia semelhantes também sao
observadas nas técnicas soroldgicas mais aplicadas, como nos testes de
imunofluorescéncia indireta e ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) (GOMES
et al., 2016; LARA et al., 2020). Em contrapartida, as técnicas moleculares como a
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), permitem a deteccdo de DNA de patogenos
com alta precisédo, fazendo com que esta tenha se tornado uma ferramenta de diagnéstico
recomendada em todo o0 mundo (KAEWKONG et al., 2014).

Por sua tamanha competéncia vetorial, R. sanguineus é um vetor de grande
importancia médica, tanto na area veterinaria quanto na medicina humana (GRAY et al.,
2013). Porém, as maiorias dos estudos sobre este parasita focam em aspectos praticos de
identificacdo, excluindo os aspectos ambientais aos quais este estd relacionado. O
acompanhamento e estudo de doencas sob a visdo de diversos elementos envolvidos em
seu ciclo de transmissdo, como 0s aspectos sociais e ambientais, tem se tornado cada vez
mais comum, visto que a identificacdo desses fatores pode auxiliar de forma mais eficaz
a elaboracéo de medidas de prevencéo e controle dessas enfermidades (ALMEIDA et al.,
2014; ABRANTES et al., 2018), pois conseguem romper o ciclo de transmissdo de uma

determinada doenca a partir do adequado controle do seu vetor.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOLOGIA E ECOLOGIA DE Rhipicephalus sanguineus

O carrapato R. sanguineus, também conhecido como carrapato marrom do céo,
foi descrito pela primeira vez por Latreille (1806) como Ixodes sanguineus, e s
posteriormente colocado no género Rhipicephalus (GRAY et al., 2013). Atualmente
entende-se que hd um complexo de espécies que historicamente vinham sendo
classificadas como R. sanguineus, sendo que na América Latina uma dessas espécies
habita a Argentina, Uruguai e Chile, e outra diferente ocupa o Brasil. A taxonomia desse
grupo ainda ndo estd clara, dessa forma, novas analises moleculares, morfoldgicas,
bioldgicas e ecoldgicas deverdo ser realizadas para melhor defini¢cdo desse complexo
(MORAES-FILHO et al., 2011).

Mesmo sabendo da existéncia do complexo sanguineus de espécies
filogeneticamente muito proximas, é considerado que apenas a espécie R. sanguineus esta
presente na América (FILHO et al., 2013). Esta espécie é cosmopolita e provavelmente a
de maior distribuicdo geografica, 0 que pode estar associado as amplas migragdes
humanas pelo mundo, levando consigo o cdo doméstico, seu principal hospedeiro
(WALKER et al., 2000; AGUIAR et al., 2013).

Os carrapatos marrons machos e fémeas possuem entre 3 a 4cm de tamanho.
Quando nao estdo alimentados apresentam o idiossoma de coloracdo marrom escuro e o
escudo sem ornamentacdo (WALKER et al., 2000). Com relagéo ao ciclo de vida, séo
trioxenos, ou seja, cada estadio ativo de desenvolvimento se alimenta uma vez no
hospedeiro e as mudas sdo realizadas no ambiente (USPENSKY, 2008, NOGUEIRA,
2018). Os periodos de alimentacdo desses carrapatos sofrem influéncia de fatores
bidticos, como as espécies hospedeiras, e fatores abidticos, como a temperatura ambiente
(DANTAS-TORRES, 2008; DANTAS-TORRES et al., 2011).

Apbs realizarem repasto sanguineo as fémeas adultas descem do animal e
procuram um lugar seguro para fazer a postura. Esses ovos eclodem em larvas que
imediatamente procuram um hospedeiro para se alimentarem. As larvas se desenvolvem
em ninfas e estas em carrapatos adultos (SILVA, 2016). Enguanto as larvas e as ninfas
precisam de sangue para o processo de muda, fémeas e machos adultos utilizam o sangue
para fins reprodutivos, sendo que quando comparado as fémeas, os machos consomem

pouco sangue, embora possam permanecer parasitando o hospedeiro por varias semanas
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(GRAY et al., 2013; SILVA, 2016). O habito alimentar desses artrépodes e o seu ciclo
de vida favorece a transmissdao de doencas, visto a necessidade de se alimentar de um
hospedeiro para completar seu desenvolvimento (AGUIAR et al., 2013). A amplitude do
ciclo biologico pode variar entre seis a doze meses.

No Brasil, foi observado que cdes machos costumam ter maiores infestacGes por
R. sanguineus que fémeas, e cées habitantes de areas urbanas tendem a ser frequentemente
mais infestados que os de &reas rurais (SILVEIRA et al., 2009; DANTAS-TORRES et
al., 2009). O carrapato marrom do cédo raramente tem seu desenvolvimento limitado por
condicdes climéticas quentes e secas, pois conseguem se reproduzir adequadamente em
uma ampla faixa de umidade relativa, podendo variar de 35 a 95%. Também conseguem
tolerar ampla faixa de temperatura, reproduzindo efetivamente com faixas entre 20 e
35°C. Quanto maior a temperatura dentro dessa escala, maior 0 numero de geragdes que
R. sanguineus consegue completar por ano (GREY et al., 2013).

A carga de infestacdo de cées por R. sanguineus pode ser influenciada por fatores
individuais de cada hospedeiro, como idade e raga, sendo que alguns estudos sugerem
gue a carga parasitaria costuma ser maior em cées jovens que em caes adultos. No Brasil,
também é observado que a prevaléncia de R. sanguineus é maior entre 0s caes que vivem
em casas com quintais gramados, quando comparado aos cdes que vivem em
apartamentos (DANTAS-TORRES, 2010; OJEDA et al., 2019). O parasitismo por esta
espécie em hospedeiros que ndo sejam cdes é bastante incomum e geralmente esta
associada a presenca de cdes ja com alto grau de infestacdo em ambientes fortemente
infestados pelo parasito (DANTAS-TORRES, 2010).

No ambiente o carrapato procura locais seguros, sombrios e com pouca ventilacao,
podendo ser arvores, arbustos, vegetacdo rasteira, buracos no solo ou fendas em rochas.
Além disso, sdo bem habituados ao ambiente urbano, podendo habitar paredes de casas,
muros, maveis, cortinas ou quadros de paredes (SERRA-FREIRE et al., 2011). As fémeas
geralmente depositam seus ovos proximo ao local de repouso dos hospedeiros, tornando
mais facil que as larvas encontrem alimento ap6s a eclosdo (DANTAS-TORRES, 2008;
NOGUEIRA, 2018).

Exceto na fase de ovos, R. sanguineus possui capacidade de restabelecer os
estoques de dgua em seu organismo, absorvendo o vapor de agua do ar e bebendo agua
livre. Essas habilidades associadas ao seu habito nidicola permite que o vetor colonize
uma ampla variedade de habitats, aumentando ainda mais sua importancia na transmissao
de doengas (NOGUEIRA, 2018).
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2.2 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DE Rhipicephalus sanguineus

Os carrapatos foram os primeiros artropodes a serem estabelecidos como vetores
de patdgenos causadores de doengas, transmitindo uma grande quantidade de agentes
patogénicos tanto para animais, quanto para 0 homem (FUENTE et al.,, 2015). A
populacdo da América Latina tem passado por expansdo marcada por desigualdades
sociais, culturais e econémicas, o que tem criado condi¢des para 0 aumento e persisténcia
de vetores transmissores de doencas, podendo ser citado o mal controle populacional de
animais de rua, falta de conscientizacdo sobre bem estar animal e prevencédo de doencas,
além de condicBes econdmicas restritas para acesso a servigos veterinarios (MAGGI e
KRAMER, 2019).

O vetor R. sanguineus vem aparecendo em estudos realizados no Brasil desde
1973, no estado de Minas Gerais (LINARDI e NAGEM, 1973). Estudos realizados por
Luz et al. (2014) no Rio de Janeiro demonstraram que R. sanguineus era a espécie mais
prevalente nos cées incluidos na pesquisa, resultado semelhante ao encontrado por Costa
et al. (2014) no Maranhéo.

As doencas transmitidas por R. sanguineus apresentam alta prevaléncia no Brasil.
A eriquiose monocitica canina (EMC), por exemplo, é considerada enzootia no pais desde
1973 (Costa et al., 1973). Estudos epidemioldgicos demonstram que em algumas regides
brasileiras 70% da populacdo canina apresentam anticorpos anti-E.canis, sendo a
infestacdo por R. sanguineus o principal fator de risco (AGUIAR, et al., 2007; VIEIRA
etal., 2011; PAULINO et al., 2018). Ja no caso da anaplasmose, as taxas de prevaléncia
variam de 1,1% a 41,9% a depender da regido geografica, populacdo do estudo e método
diagnostico utilizado (COSTA-JUNIOR et al., 2013).

Outras doencas como hepatozoonose e babesiose canina também apresentam
prevaléncia variavel no Brasil. No caso da hepatozoonose, esta pode variar entre 0,9% a
71% (VOJTA et al., 2009; MIRANDA et al., 2014). A variacdo na prevaléncia das
infeccOes babesiais tem sido estudada e também pode estar relacionada as diferengas das
populacbes e tipos de métodos diagnosticos empregados nas pesquisas (DANTAS-
TORRES et al., 2021).

2.3 PRINCIPAIS DOENCAS TRANSMITIDAS POR Rhipicephalus

sanguineus
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Os cdes sdo hospedeiros e reservatdrios para varios patégenos transmitidos por R.
sanguineus, sendo alguns deles de interesse zoonotico (TOMMASI et al., 2013). Os
principais patdgenos transmitidos por R. sanguineus no Brasil sdo E. canis, A. platys, B.
vogeli. e H. canis., sendo que estas parasitoses podem ocorrer de forma isolada ou em
conjunto em um mesmo hospedeiro canino. Dentre esses patdgenos, apenas H. canis ndo
possui potencial zoonotico (KAEWKONG et al., 2014; MAHACHI et al., 2020).

Ehrlichia canis é uma bactéria intracelular obrigatoria responsavel por causar
erliquiose em cdes. Estagios imaturos de R. sanguineus sdo infectados quando se
alimentam de um céo que hospeda o parasito. A infec¢do nas fémeas é mantida de forma
transestadial, fazendo com que a transmissdo ao cdo ocorra quando o carrapato se
alimenta, seja em estagio de ninfa ou adulto (LITTLE, 2010). Carrapatos machos também
podem transmitir E. canis, mas de forma intraestadial, ao se deslocarem de um animal
para o outro. A infec¢do no cdo acontece por meio das secrec¢des salivares deixadas pelo
carrapato no seu local de alimentacdo (SAITO e WALKER, 2016).

O curso da doenca pode ser subdividido em trés fases: subclinica, aguda e cronica
(NEER, 1998; VIEIRA et al., 2016). A fase aguda geralmente ocorre ap6s um periodo de
incubacdo entre oito a vinte dias e pode persistir até quatro semanas, tempo em que ocorre
a multiplicacdo da bactéria dentro das células do sistema mononuclear e disseminagédo do
parasito no hospedeiro (SAITO e WALKER, 2016). As principais manifestacdes da
doenca na fase aguda envolvem anemia, febre, perda de peso, anorexia, letargia,
petéquias, esplenomegalia e linfadenomegalia (CASTRO et al., 2004; NAKAGUI et al.,
2008; MONGRUEL et al., 2018). Em casos crénicos da doenca, além dos sinais clinicos
citados na fase aguda, é possivel o aparecimento de mialgia, sangramentos, lesdes
oculares, insuficiéncia renal, poliartrite e anormalidades neuroldgicas (LITTLE, 2010).

Anaplasma platys, por sua vez, parasita exclusivamente plaquetas de cées,
causando a doenga conhecida como anaplasmose, uma zoonose (ALMOSNY e
MASSARD, 2002). A transmissdo natural acontece quando carrapatos infectados se
alimentam de um hospedeiro suscetivel, transmitindo a bactéria também por meio de suas
secrecgOes salivares (SILVA, 2010).

Normalmente, os cdes infectados por A. platys apresentam apenas episodios de
trombocitopenia ciclica, ndo estando associado a episodios hemorragicos (DANTAS-

TORRES, 2008). Quando ha aparecimento de sinais clinicos estes costumam ser
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inespecificos e parecidos com o da erliquiose, como anorexia, letargia, febre, anemia
cronica e émese (KAEWKONG et al., 2014).

A depender das caracteristicas genéticas, especificidade vetorial, manifestacGes
clinicas e distribuicdo geografica, o patogeno Babesia sp. pode ser dividido em trés
diferentes espécies: Babesia vogeli, Babesia canis e Babesia rossi (UILEMBERG et al.,
1989; PENZHORN, 2020). A babesiose também é uma doenca zoondtica e emergente
transmitida por carrapatos. Os agentes causadores da babesiose sdo protozodrios que
parasitam os glébulos vermelhos de seus hospedeiros, sendo uma das doencas mais
importantes dos cdes domésticos (LI et al., 2020).

A maior parte dos sinais clinicos causados por este protozoario estdo relacionados
a anemia hemolitica com destruicdo eritrocitaria e resposta inflamatdria sistémica. As
manifestacdes mais comuns incluem febre, anemia, palidez, ictericia, hemoglobindria e
esplenomegalia, podendo haver também disfuncéo hepatica, renal, pulmonar e cerebral
(BECK et al., 2008; BAJER et al., 2014. L1 et al., 2020).

Além dos microrganismos citados anteriormente, temos também o protozoario H.
canis, responsavel por provocar uma enfermidade em cédes denominada hepatozoonose,
transmitida por meio da ingestdo do carrapato contaminado. Uma vez dentro do
organismo, este protozoario infecta os leucdcitos dos hospedeiros e geralmente causa
quadro assintomatico ou subclinico (GOMES et al., 2016).

Para todas as doencas citadas € comum que em regides tropicais e subtropicais,
onde os vetores sdo abundantes, ocorra coinfeccdes dessas doencas, potencializando a
patogénese e alterando as manifestacdes clinicas singulares de cada uma (TOMMASI et
al., 2013). Fatores como esse podem complicar o diagndstico, tratamento e influenciar
negativamente no prognostico, caso as infeccdes ndo sejam descobertas de forma precoce
e tratadas simultaneamente. Dessa forma, para sucesso da terapia e restabelecimento do
paciente, é importante que o diagnostico dessas parasitoses seja realizado de forma
integral, podendo incluir microscopia, sorologia e PCR, principalmente em &reas
endémicas (DANTAS-TORRES, 2008).

2.4 DIAGNOSTICO

O diagndstico de doencas transmitidas por carrapatos geralmente se inicia com
avaliacdo clinica e historico de exposigdo a esses vetores. Exames de sangue indicando

trombocitopenia e outras anormalidades também ajudam na suspeita (LITTLE, 2010),

16



sendo que a confirmag&o laboratorial pode ser obtida por meio de métodos diretos, como
esfregaco sanguineo, sorologia ou PCR.

No caso do esfregaco sanguineo, a visualizagcdo do patégeno é um método que
pode ser dificil e demorado. Por exemplo, na pesquisa de E. canis, plaquetas, granulos
linfociticos e material celular fagocitado podem ser confundidos com inclusdes erliquiais
(HARRUS et al., 2011; SAINZ et al., 2015; CICUTTIN et al., 2016). Examinar uma
grande quantidade de células da camada leucocitaria pode aumentar a probabilidade de
identificacdo desse agente, porém cées cronicamente infectados raramente sdo detectaveis
microscopicamente (LITTLE, 2010). Ja quando se pesquisa A. platys, as morulas podem
ser encontradas dentro de plaquetas, porém pode ser dificil distingui-las de outros
granulos presentes nessas celulas. B. vogeli. e H. canis também podem ser identificados
em esfregacos sanguineos, no entanto este método possui baixa sensibilidade e
especificidade (GOMES et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Testes de imunofluorescéncia indireta baseados em sorologia estdo disponiveis
comercialmente para detecgdo de E. canis e A. platys. Também chamados de testes de
ponto atendimento ou POC testes, permitem o diagnostico rapido através da
imunocromatografia, sendo bastante utilizados como uma ferramenta de diagndstico
pelos médicos veterinarios (LARA et al., 2020). Porém, a sorologia pode apresentar
reacdo cruzada entre E. canis, outras espécies de Ehrlichia spp. e A. platys. Além disso,
ndo ha como diferenciar entre uma infecgéo atual e exposicdo anterior (CICUTTIN et al.,
2016). Independente do teste utilizado, a doenca clinica pode acontecer antes da
soroconversao, dessa forma, um teste de anticorpos negativos nao deve ser utilizado para
eliminar um diagnostico de erliquiose e anaplasmose em um paciente com a doenca
clinica (LITTLE, 2010).

Ainda sobre testes soroldgicos, o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA)
pode ser utilizado para o diagnostico de H. canis, sendo mais sensiveis que a analise de
sangue periférico, porém essa técnica necessita de amostras obtidas de cdes com
parasitemia extremamente alta, podendo implicar em resultados falso negativos em cées
com menor taxa de infeccdo (GOMES et al., 2016).

Diante do exposto, os métodos moleculares como a PCR, tém se mostrado mais
sensiveis e especificos no diagnostico dessas doencas parasitarias (SOLLANO-GALEGO
e BANETH, 2011; HARRUS, 2011; CICUTTIN et al., 2016). Em resumo, resultados
positivos na PCR confirmam infeccdo, enquanto resultados positivos do teste sorologico

apenas confirmam exposi¢do (CICUTTIN et al., 2016).
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O correto diagnostico dessas doencas, seja de forma isolada ou suas coinfecgdes
é de grande importancia para se estabelecer tratamentos eficazes. Além disso, estudar a
relacdo dessas infec¢des, suas manifestacfes clinicas e correlacdo com seus vetores,
auxiliam na compreensédo das perspectivas epidemiologicas, auxiliando na elaboracéo de

medidas de prevencdo e controle.

2.5 PREVENCAO E CONTROLE

O controle vetorial é a Unica medida efetiva para a maioria das doencas de
transmisséo vetorial no Brasil (DANTAS-TORRES, 2008). Levando em consideracao as
caracteristicas do ciclo de vida dos carrapatos, as medidas de prevencéo das infec¢fes por
R. sanguineus devem ser baseadas no controle de ectoparasitas tanto no cdo quanto no
ambiente que este vive, visto que 95% dos carrapatos estdo presentes no ambiente em
forma de ovos, larvas e ninfas, enquanto apenas 5% se encontram parasitando o céo.

A forma mais eficaz de atingir os 95% da populacdo de carrapatos presentes no
ambiente é a dedetizacdo com produtos a base de piretréides. De modo geral, trés a quatro
aplicacdes com intervalos de 14 dias sdo suficientes para eliminar infestacdes por R.
sanguineus quando ndo existem outras areas infestadas por perto (LABRUNA et al.,
2001). Deve-se ter cuidado ao aplicar produtos quimicos no meio ambiente, sendo
aconselhavel que os tutores consultem um veterinario ou especialista antes de realizar a
dedetizacdo do local (DANTAS-TORRES e OTRANTO, 2014).

Carrapatos adultos e suas formas imaturas possuem preferéncia em se esconder
em locais altos, ou seja, acima do nivel do solo. Desta forma, ao aplicar carrapaticidas no
ambiente deve-se priorizar as paredes e teto de onde o animal vive, devendo também
fechar rachaduras e fendas presentes nesses locais (LABRUNA et al., 2001; NOGUEIRA,
2018). Como os cdes estdo cada vez mais frequentando o ambiente intradomiciliar, é
preciso também dar atencdo ao interior das residéncias, como os sofés, cortinas, tapetes e
armarios. Os locais mais habitados pelo animal devem ser frequentemente lavados e
higienizados, diminuindo o risco de infestagoes.

Atualmente ha no mercado diversos produtos que previnem e controlam
carrapatos em cées, seja em forma de comprimido, produtos spot-on ou coleiras
repelentes. Para que essa protecdo seja eficaz, € necessario que o médico veterinario
conheca os diferentes medicamentos disponiveis, possibilitando assim indicar a melhor

profilaxia e tratamento de acordo com o risco de infeccdo, transmissdo de doengas,
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comportamento do animal e seu estilo de vida (LITTLE, 2010; ZARDO e PEREIRA,
2019).

Devido ao carater zoonGtico da maioria das doencas transmitidas por R.
sanguineus, o controle deste vetor e dos patdgenos que este transmite também constitui
um problema de saude publica. Sendo assim, algumas acdes como disponibilidade de
técnicas de diagndstico acessiveis, facil acesso a informacdes tanto a profissionais de
salde, quanto a populacdo, devem ser postas como prioridade. Além disso, a inclusdo da
populacdo por meio de programas educacionais relacionados a guarda responsavel de
animais de estimacéo e controle de ectoparasitas também constitui um pilar importante
no controle das doencas transmitidas por carrapatos (MAGGI e KRAMER, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia de fatores ambientais para presenca de R. sanguineus na
infeccdo de cdes por Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli e Hepatozoon

canis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar a ocorréncia de doencas transmitidas por R. sanguineus em cées
atendidos em clinica particular do municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte;
Verificar a presenca de fatores ambientais associados a presenca de R. sanguineus
nas residéncias dos caes participantes do estudo;
Analisar se ha correlacdo da infeccdo mais prevalente em cdes, com os fatores

ambientais que possam favorecer a presenca de R. sanguineus.
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CAPITULO 1

FATORES AMBIENTAIS ASSOCIADOS A OCORRENCIA DE DOENCAS
TRANSMITIDAS POR Rhipicephalus sanguineus
Veterinary Parasitology

Qualis ambientais A2
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RESUMO: O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia de fatores ambientais para
a presenca de Rhipicephalus sanguineus na infeccdo de cdes por Ehrliquia canis,
Anaplasma platys, Babesia vogeli e Hepatozoon canis. Para tanto, foram incluidos 120
caes, dos quais foram colhidas amostras de sangue para extracdo de DNA e diagndstico
molecular destes quatro parasitas. Foi realizada anamnese e exame fisico de cada paciente
e todos os imoveis foram caracterizados. Os testes de Qui-quadrado e exato de Fisher
foram utilizados para verificar a associagdo das diferentes variaveis estudadas. O
patdégeno de maior prevaléncia no estudo foi E. canis (13,3%), seguido por A. platys
(11,7%), H. canis (6%) e B. vogeli (6%). A anélise de correspondéncia realizada entre a
positividade de E. canis e as variaveis estudadas, demonstrou influéncia de fatores como
historico de carrapatos, ndo vacinacdo e nao uso de medicacBes antiparasitarias. Os
principais fatores ambientais observados na infeccdo por E. canis foi a presenca de
arvores e vegetacdo nas residéncias. O reconhecimento dessas caracteristicas pode
auxiliar na elaboracdo de estratégias de prevencdo e controle, visto que atividades de
manejo ambiental buscam diminuir a interacdo entre vetor e hospedeiro, e
consequentemente, a exposicao a doencas.

Palavras-chave: carrapatos, manejo ambiental, doencas transmitidas por vetores, PCR.

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the influence of environmental
factors for the presence of Rhipicephalus sanguineus in the infection of dogs by Ehrliquia
canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli and Hepatozoon canis. For that, 120 dogs were
included, from which blood samples were collected for DNA extraction and molecular
diagnosis of these four parasites. Anamnesis and physical examination were performed
for each patient and all properties were characterized. Chi-square and Fisher's exact tests
were used to verify the association of the different variables studied. The most prevalent
pathogen in the study was E. canis (13.3%), followed by A. platys (11.7%), H. canis (6%)
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and B. vogeli (6%). Correspondence analysis performed between E. canis positivity and
the variables studied showed the influence of factors such as tick history, non-vaccination
and non-use of antiparasitic medications. The main environmental factors observed in the
infection by E. canis was the presence of trees and vegetation in the residences. The
recognition of these characteristics can help in the elaboration of prevention and control
strategies, since environmental management activities seek to reduce the interaction
between vector and host, and consequently, the exposure to diseases.

KEYWORDS: ticks, environmental management, vector-borne diseases, PCR.

INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus sanguineus, também conhecido como carrapato
marrom do cdo, possui distribuicdo cosmopolita e forte associacdo com seu hospedeiro
canino, sendo um dos principais vetores de patdgenos de importancia médica e veterinaria
(DANTAS-TORRES, 2010; DANTAS-TORRES e OTRANTO, 2014; TUCKER et al.,
2020). Alguns fatores como urbanizacao, aumento de viagens e intercambios comerciais,
bem como alteracBes climaticas e mudancas ecologicas influenciam a dispersao
geogréfica e expansao populacional desses carrapatos (WIKEL, 2018), o que contribui
para 0 aumento de casos de doengas transmitidas por estes aracnhideos (LINDAHL e
GRACE, 2015; BARRADAS et al., 2020).

Com habito nidicola e comportamento endofilo, os carrapatos R. sanguineus
costumam habitar tocas e abrigos artificiais. Este vetor é predominantemente encontrado
em areas urbanas e suburbanas, onde vive em estreita proximidade com cédes e humanos.
Nessas areas, principalmente entre os cdes que habitam ambientes confinados e nao sdo
tratados com ectoparasiticidas, o grau de infestagdo costuma ser alto (LORUSSO et al.,
2010; GRAY et al., 2013).

Além do parasitismo, 0s carrapatos podem ser transmissores de importantes
infeccbes em seus hospedeiros e tais doengas representam um desafio diagnostico
consideravel, pois geralmente causam sinais inespecificos e suas manifesta¢oes clinicas
podem variar de acordo com o patdgeno envolvido, nivel de parasitemia e estado
imunoldgico do cdo (BANETH etal., 2011; ROJAS et al., 2014). O carrapato marrom do
cdo, aqui em destaque, € o principal vetor de um amplo nimero de agentes patogénicos
como Babesia vogeli, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis e Anaplasma platys. Os caes
geralmente sdo infectados por B. vogeli, E.canis e A. platys por meio da picada de
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carrapatos contaminados, enquanto a infec¢do de H. canis ocorre por meio da ingestéo de
R. sanguineus (RUCKSAKEN et al., 2019).

Apesar do carrapato marrom do céo ser bastante estudado, hd uma escassez de
informacdes quanto as caracteristicas ambientais que podem favorecer seu aparecimento,
e consequentemente a transmissdo de doencas. E como o animal ndo deve ser visto apenas
como individuo singular, mas sim uma interacdo entre este e 0 ambiente em que vive,
esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de fatores ambientais para a presenca
de R. sanguineus na infeccdo de cées por E. canis, A. platys, B. vogeli e H. canis. A
identificacdo desses fatores e sua correlacdo com a positividade das doencas, contribuira
para a elaboracdo de medidas de manejo ambiental que controlem a proliferacéo do vetor,

e, consequentemente, o contato deste com o homem.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo, cies e amostras

O estudo foi realizado no municipio de Mossor6, Rio Grande do Norte
(05°11'16,8” de latitude sul e 37°20'38,4” de longitude oeste). A cidade possui o clima
semiérido muito quente e com estacdo chuvosa no verdo atrasando-se para 0 outono,
apresentando temperatura média de 27,4°C, com precipitacdo pluviométrica anual muito
irregular e com umidade relativa média do ar de 68,9%.

Na pesquisa foram incluidos 120 cées, independente do sexo, raca e idade,
atendidos em uma clinica veterinaria particular, mediante protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido sob
ndmero 23091.013652/2018-95.

O célculo amostral foi determinado pela formula do Centro Panamericano de
Zoonoses (1997), em que: N = [p x (100 — p) x 2] / (d x p/100)?, sendo N = nimero de
amostras, p= prevaléncia esperada, Z = grau de confianca e d = margem de erro. Foi
considerado P = 50%, Z = 90%, e d = 15%, totalizando 120 animais.

Dos cées incluidos no estudo foram colhidos quatro mililitros de sangue por
venopuncgao jugular em tubo contendo anticoagulante (EDTA) para extracdo de DNA e

realizacéo do diagnostico molecular.

Questdes éticas e dados epidemiologicos

24



Durante o atendimento do paciente os tutores foram esclarecidos sobre o0s
objetivos da pesquisa e instruidos a lerem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Apos aceitagdo e assinatura, foi realizada anamnese e exame fisico do cdo, nessa etapa
foram avaliadas mucosas oculares para identificacdo de anemia ou ictericia, temperatura
corporal, presenca de ectoparasitas, sinais de apatia, anorexia, perda de peso, desidratacdo
e registro de quaisquer outras alteracBes clinicas em ficha clinico-epidemioldgica
individual.

No momento da anamnese o0s tutores foram questionados sobre a acessibilidade
do animal a rua, vacinagédo e convivéncia com outros animais, historico de ectoparasitas,
além de outros questionamentos que poderiam surgir de acordo com a individualidade de
cada paciente.

A visita aos imdveis onde residem os animais incluidos no estudo foi realizada
com o objetivo de identificar as caracteristicas ambientais de onde o animal esté inserido,
buscando fatores que favorecam a presenca de R. sanguineus, e consequentemente, maior

exposic¢ao dos animais ao transmissor das doengas.

Caracterizacéo dos imoveis

Foram visitados os imoveis de todos os animais participantes do estudo. As visitas
aos domicilios foram realizadas por um dos membros do projeto, mediante autorizacdo
dos tutores atraves de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As residéncias foram caracterizadas quanto a presenca de caracteristicas
ambientais que favorecem o aparecimento do vetor, como presenca de outros animais
domésticos, arvores ou madeira em decomposicdo, presenca de vegetacdo no
peridomicilio ou area verde proxima a residéncia, rachaduras em paredes, acimulo de

materiais de construcdo e presenca de cursos de agua proximos.

Extracdo de DNA e PCR

Para extracdo de DNA foi utilizado o kit comercial PureLink® Genomic DNA
Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), conforme recomendagdes do fabricante. Depois de
extraido, a qualidade e a concentracdo do DNA foram analisadas em espectrofotometro
(NanoDrop™ Lite, Thermo Scientific) ¢ as amostras armazenadas a -20 °C até o
momento da PCR. Com o DNA extraido, as amostras foram submetidas a PCR para
deteccdo de gene de controle endogeno (beta-actina de cdo) e, em seguida para 0s agentes

de estudo, sendo eles: A. platys, B. vogeli, E. canis e H. canis.
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Para deteccdo do DNA utilizou-se oligonucleotideos iniciadores (primers) e

programas de amplificacdo especificos previamente publicados e discriminados na

Tabela 1. Para as PCRs foram utilizados 200 a 300 ng de DNA das amostras e 12,5 pmol

de cada primer em um volume final de reacdo 25 pL (PCR Supermix Brasil,

Invitrogen®). Para amplificacdo de DNA de E. canis e A. platys foi empregada nested-

PCR, utilizando-se 1 pL do produto da primeira PCR como amostra para segunda reacao.

A amplificacdo do DNA de B. vogeli e H. canis foi realizada por PCR convencional. Para

todas as reacGes, foram utilizados como controle positivo DNA de amostras sabidamente

positivas para 0s agentes pesquisados e, como controle negativo, agua DPEC.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos, programas de amplificacdo e tamanho de
produtos amplificados em PCR para beta-actina do cdo (controle end6geno), Babesia
vogeli, Ehrliquia canis, Hepatozoon canis e Anaplasma platys utilizados nessa pesquisa.

Gene  Primer Sequéncia de oligonucleotideos Programa de amplificagdo Prod  Referé
alvo (5°-3%) uto ncia
(pb)
Actb-F Desnat.! inicial: 95°C, 10’
GGCATCCTGACCCTGAAGT 35 ciclos de:
Beta A Desnaturagio: 95°, 30’ 98pb  Turche
actina  Acth-R Anelamento: 60°C, 30’ tti
do Extensdo: 72°C, 30’ (2014)
cdo CGCAGCTCGTTGTAGAAGG  Extensdo final: 72°C, 5’
T
B. BAB1 Desnat! inicial: 94°C, 2’
vogeli GTGAACCTTATCACTTAAA  35ciclos de: Duarte
(18s GG Desnaturagdo: 94°, 30’ 602p et
rRNA BAB4 Anelamento: 56°C, 30"’ b al.
) Extensdo: 72°C, 60’ (2008)
CAACTCCTCCACGCAATCG  Extensdo final: 72°C, 5°
la Desnat.! inicial: 94°C, 10’
reacdo: AGAACGAACGCTGGCGGCA 40 ciclos de:
EHO-F AGCC Desnaturagdo: 94°, 60’
Anelamento: 60°C, 60°’ 478p
la CGTATTACCGCGGCTGCTG  Extensdo: 72°C, 60’ b
E.can reacdo: GC Extensao final: 72°C, 4’ Bulla
is EHO-R etal.
(16S (2004)
rRNA 2a Desnat.! inicial: 94°C 10’
) reacdo: CAATTATTTATAGCCTCTGG 35 ciclos de:
PLATSF  CTATAGGAA Desnaturagao: 94°, 60’ 389p
Anelamento: 60°C, 60’ b
2a TATAGGTACCGTCATTATCT  Extensao: 72°C, 60’
reacao: TCCCTAT Extensdo final: 72°C 4’
EPLAT3
R
H.can HC-18S- Desnat.! inicial: 95°C 3’
is F CACCAGGTCCAGACATAGA  35ciclos de:
(18s AAG Desnaturagdo: 95°, 30"’ 306p
Anelamento: 62°C, 30’ b
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rRNA HC-185- AAGCTTACCAGCCAAGGTT  Extensdo: 72°C, 45’ Kaur

) R AT Extensdo final: 72°C, 1’ etal.
(2020)
13 reagdo: Desnat.! inicial: 95°C 5’
EHR16S GGTACCYACAGAAGAAGTC 35ciclos de:
D-F C Desnaturagio: 94°, 30"’ 345p
Anelamento: 55°C, 30"’ b Matei
A. 1%reagdo: TAGCACTCATCGTTTACAGC Extensdo: 72°C, 90’ etal.
platys EHR16S- Extensao final: 72°C 5’ (2016)
(16 R
rRNA 22 reacdo: Desnat.! inicial: 95°C 5’
) PLAT5-F TTTGTCGTAGCTTGCTATGA 35 ciclos de:
T Desnaturagdo: 94°, 30’ 349p
2%reacdo: CTTCTGTGGGTACCGTC Aneclamento: 58°C, 30’ b
EPLAT3- Extensdo: 72°C, 45’
R Extensdo final: 72°C 5°

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x, utilizando o SybrSafe® como corante
evidenciador de DNA por 60 minutos a 100 volts. Para determinagdo do tamanho dos
produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb
(Promega®) seguindo recomendacdes do fabricante. Apds a eletroforese, o gel foi
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (Proteinsimple®) e registrado
utilizando-se o programa Alphalmager Mini system.

As amostras foram consideradas positivas para a deteccao do gene da beta-actina
de cdo, gene 18S rRNA de B. canis, gene 16S rRNA de E. canis, gene 18S rRNA de H.
canis e gene 16S rRNA de A. platys ao se detectar produtos amplificados com tamanho
aproximado de 98pb (TURCHETTI, 2014), 602pb (DUARTE et al., 2008), 389 pb
(BULLA et al., 2004), 306pb (KAUR et al., 2020) e 349 pb (MATEI et al., 2016)

respectivamente.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos em valores de frequéncia simples e porcentagem
obtidos através do programa estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
versdo 23.0. Para verificar a associagdo das diferentes variaveis estudadas frente as
parasitoses estudadas, foram utilizados os testes de Qui-quadrado e exato de Fisher. Este
ultimo utilizado quando a frequéncia esperada foi inferior a cinco. Neste sentido, foram
calculadas Odds ratio (OR) com respectivos intervalos de confianca de 95% (1C95%).
Por fim, foi realizada a analise de correspondéncia para conhecer a relacdo das variaveis

relacionadas a erliquiose canina. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

RESULTADOS
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A prevaléncia dos patdgenos pesquisados neste estudo foi de 13,3% (16/120) para
E. canis, 11,7% (14/120) para A. platys, 5% (06/120) para H. canis e 5% (06/120) para
B. vogeli. Sete animais apresentaram coinfeccdo desses patdgenos, sendo um céo positivo
para E. canis, H. canis e B. vogeli a0 mesmo tempo, quatro cées positivos para H. canis
e B. vogeli e dois cées positivos para E. canis e A. platys.

Os sinais clinicos encontrados durante exame fisico foram anorexia, perda de
peso, polidipsia, claudicacdo, onicogrifose, mucosas hipocoradas, febre, esplenomegalia,
linfadenomegalia, Ulcera de cornea, alteracGes digestivas e alteracBes dermatologicas.
Apenas 14 animais apresentaram algum tipo de alteracéo clinica durante o exame fisico,
enquanto os outros 106 de encontravam saudaveis.

Na Tabela 2 é possivel observar a prevaléncia de animais positivos para E. canis,
A. platys, B. vogeli e H. canis de acordo com os dados coletados na anamnese. Dos cées
reagentes para E. canis, 81,3% possuia acesso a rua, numero maior que o encontrado nos
outros patogenos. Além disso, 56,3% dos positivos para erliquiose conviviam com outros
animais. Com relacdo ao uso de medicamentos antiparasitarios, observou-se que 78,6%
dos cées com infeccdo por A. platys faziam uso dessas medicacdes.

Tabela 2 — Prevaléncia de Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli e
Hepatozoon canis de acordo com histérico clinico de caes atendidos no municipio de
Mossord/RN, 2021.

Erhlichia Anaplasma Hepatozoon Babesia

canis platys canis vogeli

Variaveis =16 =14 =06 =06

% % % %

Historico de acesso a rua 81,3 57,1 66,7 66,7
Histdrico de vacinado 37,5 85,7 66,7 66,7
aHniisrtT(]j;igo de convivéncia com outros 56.3 35,7 33,3 50,0
Historico de carrapato 31,3 7,1 33,3 50,0
Historico de usar medicacao 75.0 78,6 66,7 66.7

antiparasitaria

Fonte: Dados da pesquisa (2021)

Jana Tabela 3 é possivel notar a prevaléncia dessas mesmas parasitoses de acordo

com as caracteristicas ambientais as quais 0s animais participantes do estudo estavam
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inseridos. E possivel observar que a maioria dos cées positivos residiam em casas, com
destaque de 81,3% para E. canis. Dentre os animais positivos para A. platys, a variavel
que mais se destacou foi a presenca de vegetagdo, como pasto, grama e jardim.

Tabela 3 — Prevaléncia de animais infectados por Ehrlichia canis, Anaplasma
platys, Babesia vogeli e Hepatozoon canis de cées atendidos em Mossord/RN de acordo

com as caracteristicas ambientais que estes estavam inseridos, 2021.

Erhlichia Anaplasma Hepatozoon Babesia
canis platys canis canis
Variaveis n=16 n=14 n=06 n=06
% % % %
Tipo de ambiente
Casa 81,3 71,4 66,7 66,7
Apartamento 18,3 28,6 33,3 33,3
Presenca de arvore 18,8 14,3 16,7 16,7
Presenca de vegetacao
Pasto 6,3 7,1 0,0 0,0
Grama 6,3 14,3 0,0 0,0
Arbusto 6,3 7,1 0,0 0,0
Jardim 0,0 14,3 0,0 0,0
Area verde proxima a residéncia 6,3 0,0 16,7 16,7
Presenca de canil 0,0 0,0 0,0 0,0
Presenca de rio 0,0 0,0 0,0 0,0
Presenca de rachadura de parede 12,5 7,1 16,7 16,7
Presenca de pedras 12,5 14,3 16,7 16,7
Ambiente dedetizado hd menos de trés 0.0 0,0 0,0 0.0

meses

Fonte: Dados da pesquisa (2021)

Como E. canis foi o patdgeno mais prevalente do estudo e devido ao nimero
pequeno da amostra, apenas para esse agente foi determinada a correlagdo entre a
positividade da doenca, histdrico clinico e caracteristicas ambientais. Observou-se que,

0S Cdes gque possuiam acesso a rua e conviviam com outros animais (OR 0,98; p=0,971),
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ou 0s que possuiam histdrico de carrapatos e nao utilizavam medicacgdes ectoparasiticidas
(OR 0,58; p=0,478) ndo apresentaram, estatisticamente (p<0,05), maior probabilidade de
serem positivos para E. canis nessa pesquisa. No entanto, quando comparados animais
vacinados e ndo vacinados, foi observada maior prevaléncia de erliquiose neste ultimo
grupo (p<0,03), apesar de ndo haver vacina especifica para esta enfermidade.

A positividade para E. canis ndo sofreu interferéncia estatistica quando avaliada
a presenca de outros animais domésticos, e o tipo de ambiente que o animal morava, seja
casa (OR 0,73; p= 0,707) ou apartamento. VegetacOes como pasto, arbusto ou grama,
assim como &reas verdes proximas as residéncias ndao demonstraram significancia
estatistica. Também ndo houve correlacdo entre a positividade da doenca com outras
caracteristicas que podem favorecer a aparecimento de R. sanguineus, como a presenca
de canis, rachaduras em paredes, pedras e a ndo dedetizagdo do ambiente.

Ainda sobre anélise de correspondéncia, que pode ser visualizada na Figura 1,
observou-se que o historico de presenca de carrapatos e ndo uso de medicagdes contra
esses vetores parecem estar mais presentes em cdes positivos para E. canis. Ainda gque, a
Unica variavel com significancia estatistica tenha sido o histdrico de vacinagdo dos

animais.

Sem acesso a rua E
Convive sem outros animais| . B J:l
05} k? = - _," [Com histérico de medicacdo conira camapato]
- Sem historico carrapato
.b Teal 6’ 6' ,""'
et} - e e -=-=|Vive em casa
Sem presenca de caes CA
Convive com animais

-
© = .
i H

i Com acesso a rua e
-0.5 | Vive em apartamenio SELEN eI 1

-1 Sem histérico de medicacio contra carrapato

M&o vacinado
B

15}

Dimensao 2; Autovalor: 0,17118 (17,12% de inércia)

Positivo para erhlighi.
o

=]

Dimensao 1; Auto-valor: 0,22422 (22 42% de ineércia)
Figura 1 — Analise de correspondéncia do histérico clinico de cées atendidos em
clinica particular do municipio de Mossoro/RN, frente a positividade de Ehrliquia canis,
2021.

DISCUSSAO
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Todos os patdgenos transmitidos por R. sanguineus pesquisados foram detectados
na populagdo canina deste estudo, sendo E. canis (13,3%) o agente mais frequente.
Doengas transmitidas por vetores sdo historicamente endémicas em regides tropicais
(DANTAS-TORRES, 2008). Em algumas regides brasileiras, como Goiania/PE, a
prevaléncia de Ehrlichia spp. pode chegar a 64,7%, sendo a infestacdo por R. sanguineus
o principal fator de risco (DANTAS-TORRES et al., 2020). J4 em diferentes &reas do
Sudeste do Brasil, a prevaléncia dessa doenca sofreu variacbes de 15% a 44,7%
(MACIEIRA et al., 2005; COSTA et al., 2007). Em Sédo Joaquim de Bicas/MG, Dantas-
Torres et al. (2020) identificaram prevaléncia de 37,9%. O fato desta pesquisa ter
englobado animais com ou sem sinais clinicos, além do ndmero limitado da amostra, pode
ter contribuido para uma menor quantidade de animais infectados.

O maior nimero de cdes positivos para E. canis, quando comparado aos outros
patégenos também foi identificado em estudo realizado por Rojas et. al (2014), com
prevaléncia de 34% para E. canis, 10% para A. platys, 8,5% para B. vogeli e 7,5% para
H. canis. Dados como esses permitem identificar o perfil epidemioldgico de cada regido,
fornecendo informacgfes sobre quais patdgenos e doencas podem afetar os animais
daquele local em maior prevaléncia.

Em regibes com alto nivel de infestacdo por R. sanguineus, a coinfeccdo entre
esses agentes é comum. Em estudo realizado por Sarma et al. (2019) na india, coinfeccdes
entre Babesia gibsoni, H. canis e B. vogeli foram identificadas em 3% da populacao de
caes estudada. Ja Rojas et al. (2014) identificaram coinfec¢do entre E. canis e B. vogeli
(8/18), assim como de E. canis e A, platys (4/18), E. canis e H. canis (3/18) e A. platys e
B. vogeli (2/18). Nesses trabalhos, a presenca de mais de um agente esteve associada com
quadros clinicos mais severos, principalmente de anemia, demonstrando a importancia do
rastreamento de mais de um patdgeno na préatica veterinaria.

As principais alterac@es clinicas encontradas nos cdes participantes do estudo
foram anemia, febre, perda de peso, anorexia, esplenomegalia e linfadenomegalia, além
de lesdes oculares e distarbios gastrointestinais. Além das doencas pesquisadas, sinais
como onicogrifose e alteracfes dermatologicas também podem estar relacionados a
outros tipos de enfermidades, como leishmaniose visceral canina (QUEIROZ et al.,
2010).

No caso da anaplasmose, a infeccdo em fémeas foi mais diagnosticada do que em
caes, podendo estar relacionado a maior exposic¢ao que esses animais tiveram ao vetor da

doenca, quando comparado aos machos. Resultados semelhantes foram encontrados por
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Selim et al. (2021) no Egito, com maior prevaléncia da doenca em fémeas, principalmente
as da raga pastor aleméo.

Cées com historico de acesso a rua apresentaram maior positividade as doengas
qguando comparados aqueles que ndo saiam para passear, 0 que pode estar relacionado a
maior exposicao que esses animais podem ter ao vetor R. sanguineus. Em estudo realizado
por Guedes et al. (2015) no municipio de Ituberd/BA, cdes que tiveram contato com
outros cdes, domiciliados ou ndo, e que possuiam historico de infestagdo por R.
sanguineus apresentaram maior predisposicao a infeccdo por E. canis.

O uso de medicac0es ectoparasiticidas esta sabidamente associado a prevencao de
hemoparasitoses em cdes (DANTAS-TORRES, 2010, McTIER et al., 2016). Ainda
assim, neste trabalho, mesmo os cées que faziam uso destes medicamentos apresentaram
resultados positivos para erliquiose (75%), anaplasmose (78,6%), hepatozoonose (66,7%)
e babesiose (66,7%). Neste caso, é importante considerar que maioria dos produtos
disponiveis contra carrapatos possuem acdo acaricida direta e controla os parasitas no
proprio animal, porém, visto que 95% destes vetores ficam presentes no ambiente, um
controle eficaz deve envolver também dedetizacGes periddicas no intra e peridomicilio
habitado pelos cdes (LABRUNA et al., 2001; McTIER et al., 2016).

Fatores como presenca de arvores, rachaduras em paredes e acimulo de pedras
também foram visualizados no ambiente frequentado pelos animais positivos. Esses
locais fornecem condicGes favoraveis ao desenvolvimento e permanéncia de R.
sanguineus, favorecendo sua manutengdo no ambiente e consequentemente a
disseminacéo de doencas (DANTAS-TORRES, 2010).

Néo foi possivel correlacionar as caracteristicas ambientais a positividade de E.
canis, porém, as variaveis mais comuns nos animais reagentes foram a presenca de
arvores e quintais com vegetacdo. A correlacdo desses fatores com a presenca de R.
sanguineus tem sido estudada desde 1992, por Gilot et al. na Franga, sendo observado
que casas com jardins sdo bidtipos mais adequados para desenvolvimento de carrapatos
que edificios. No Japdo, cdes que tiveram contato com algum jardim duas semanas antes
de serem avaliados clinicamente, também tiveram mais chances de serem infestados por
carrapatos (SHIMADA et al., 2003). Um estudo realizado por Gonzéalez et al. (2016)
demonstrou que quanto mais um cédo estiver infestado por R. sanguineus, maior a
possibilidade de ser soropositivo. Além disso, 0 numero de cées por domicilio também

foi determinado como fator de risco a positividade de E. canis.
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Apesar de ndo haver vacina especifica contra a erliquiose, os cdes vacinados com
vacinas polivalente contra viroses demonstraram ter menor probabilidade de adquirir a
infeccdo por E. canis, assim como 0s cdes que ndo possuiam historico de carrapatos e
faziam uso de medicacOes ectoparasiticidas. Em estudo realizado por Angelou et al.
(2019) foi observado que os cées que ndo recebiam tratamento antiparasitario frequente,
tendiam a ser soropositivos para Ehrliquia spp. quando comparados aos animais que 0s
recebiam regularmente, destacando-se a necessidade do uso dessas medicacdes.

Mesmo que a maioria das variaveis ambientais ndo tenha apresentado
significancia estatistica frente a positividade de erliquiose canina neste estudo, sabe-se
que, ainda assim, atividades de intervencdo ambiental, como a dedetizacdo periddica do
ambiente, podem ser realizadas para reduzir condi¢6es favoraveis ao desenvolvimento do

vetor R. sanguineus e, consequentemente, as doencas transmitidas por esse vetor aos cées.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que E. canis foi o patdgeno de maior
prevaléncia encontrado nesse estudo, seguido de A. platys, B. vogeli e H. canis. Também
foi diagnosticado coinfeccdo entre esses agentes, demonstrando a necessidade do
rastreamento de mais de um patdgeno em regides endémicas para doencas transmitidas
por R. sanguineus.

As principais caracteristicas ambientais que influenciaram na positividade de
erliquiose canina foi a presenca de arvores e vegetacdo nas residéncias. Fatores como
historico de carrapatos e ndo utilizacdo de medicacfes antiparasitarias também foram
relacionados a sua positividade, destacando a necessidade do uso dessas medicacdes.

O reconhecimento dessas caracteristicas pode implicar na elaboracdo de
estratégias de prevencdo e controle, baseadas ndo somente nos cdes como individuos, mas

na interacdo destes com o ambiente em que vivem.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que E. canis foi o patdgeno de maior
prevaléncia encontrado nesse estudo, seguido de A. platys, B. vogeli e H. canis. Também
foi diagnosticado coinfeccdo entre esses agentes, demonstrando a necessidade do
rastreamento de mais de um patdgeno em regides endémicas para doencas transmitidas
por R. sanguineus.

As principais caracteristicas ambientais que influenciaram na positividade de
erliquiose canina foi a presenca de arvores e vegetagdo nas residéncias. Fatores como
historico de carrapatos e ndo utilizacdo de medicacbes antiparasitarias também foram
relacionados a sua positividade, destacando a necessidade do uso dessas medicacdes.

O reconhecimento dessas caracteristicas pode implicar na elaboracdo de
estratégias de prevencao e controle, baseadas ndo somente nos cdes como individuos, mas

na interagdo destes com o ambiente em que vivem.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Titulo da pesquisa: Doencas transmitidas por vetores em cdes no semiérido potiguar -
Epidemiologia e alteragdes clinicopatoldgicas

Pesquisador responsavel: Juliana Fortes Vilarinho Braga

Telefone para contato: (84) 3317-8540 (ramal 1433) / (84) 99700-5667
Instituicdo/Departamento: Universidade Federal Rural do Semi-Arido/Departamento
de Ciéncias Animais

Local da coleta de dados: Hospital Veterindrio Jerdbnimo Dix-huit Rosado Maia
(HOVET)/UFERSA

* Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa de forma totalmente
voluntaria.

* Antes de concordar em participar desta pesquisa, ¢ muito importante que vocé
compreenda as informagdes e instrucdes que Ihe foram repassadas.

* Os pesquisadores deverdo responder todas as suas duvidas antes de vocé decidir
participar.

* Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem
nenhuma penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

Objetivo do estudo: Determinar a ocorréncia de patdgenos transmitidos por vetores e 0s
aspectos epidemioldgicos e alteracGes clinicopatoldgicas associados a infec¢do em cées
sob suspeita clinica no semiarido potiguar.

Procedimentos: Sua participacdo nesta pesquisa consistira apenas em autorizar a coleta
de amostras de sangue para pesquisa de DNA de patégenos por Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) e Dual Plath Platarform (TR DPP®, Bio-Manguinhos, Fiocruz) e
amostras de sangue periférico e medula de seu cdo, além de responder aos
questionamentos sobre histérico e sinais clinicos que o seu animal esta e/ou esteve
manifestando.

Beneficios: Esta pesquisa trard conhecimento sobre a ocorréncia das doencas transmitidas
por vetores em cdes de nosso estado, o que resultara em beneficios no diagndstico,
tratamento e prevencdo dessas enfermidades. A pesquisa ndo trara beneficio direto para
VOCE.

Riscos: A participacao nesta pesquisa ndo representara qualquer risco de ordem fisica ou
psicoldgica para vocé ou para o seu animal. Para ele, pode haver um desconforto minimo
durante a realizacdo da coleta de amostras, caso o animal fique agitado.
Custos/Reembolso para os participantes: Os participantes da pesquisa ndo arcardo
com nenhum gasto decorrente da sua participacdo (questionario, exames laboratoriais e
acesso ao resultado de seu animal), assim como ndo receberdo qualquer espécie de
reembolso ou gratificacdo devido a participagdo na pesquisa.

Sigilo: As informages fornecidas por vocé serdo confidenciais e de conhecimento apenas
dos pesquisadores responsaveis. Os dados dos cdes da pesquisa ndo serdo divulgados de
forma individual, mas sim como grupos, no que se refere a sexo, raga e idade dos mesmos
no final de pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Eu, : RG

, CPF , declaro que li as informac0es contidas nesse
documento e fui devidamente informado(a) dos procedimentos que serdo utilizados,
riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes e confidencialidade
da pesquisa, Concordo em participar da pesquisa e, portanto, autorizo a coleta das
amostras de meu cdo NOME , IDADE , SEXO
e RACA . Foi-me garantido que posso retirar 0
consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro,
ainda, que recebi uma copia deste Termo de Consentimento.

Mossor6/RN, de de

Assinatura do responsavel
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APENDICE B

FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

IDENTIFICACAO

Animal N¢:

Nome:

Ficha clinica:

Sexo:

Idade:

Raca:

Peso:

Outras informacdes:

Tutor:

| Fone:

Endereco:

Suspeita clinica:

HISTORICO DO ANIMAL

Questionamento Sim |Nao

Observacoes

Tem acesso a rua?

E vacinado? Qual?

Convive com outros
animais?

Sadios?

Histdrico de carrapatos?

Usa medicacéo para
controle de carrapatos?

EXAME CLINICO

Alteracdo clinica Si

Observacoes

Sem alteracdes

Ectoparasitas

Apatia

Anorexia/hiporexia

Perda de peso

Desidratacéo

Polidipsia

Polidria

Hemoglobindria

Claudicacéo

Onicogrifose

Mucosas hipocoradas

Ictericia

Edema

Petéquias

Epistaxe

Febre

Conjuntivite

Esplenomegalia

Hepatomegalia

Linfadenomegalia
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Alteracao clinica Si | Na Observacoes

Alteracdes nervosas
Alteracbes oftalmicas
Alteraces digestivas
Alteracoes
respiratorias
Alteracdes urinarias
AlteracOes
reprodutivas
Alteracdes Localizagao:
dermatoldgicas
Ulceras
Nodulos
Seborreia

Outras:

RESULTADOS DOS EXAMES

Esfregaco de sangue Positiv | Negati Observagéo
periférico 0 VO
Anaplasma platys
Babesia sp.
Erhlichia sp.

Hepatozoon sp.
Leishmania sp.

Outros
PCR Positiv | Negati Observagéo
0 VO
Anaplasma platys
Babesia sp.
Erhlichia sp.

Hepatozoon sp.
Leishmania sp.

Outras informacdes relevantes
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APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
CLASSIFICACAO DE IMOVEIS

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMIARIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Este é um convite para vocé participar da pesquisa: Validacéo de Protocolo de Manejo
Ambiental Para Controle de Lutzomyia longipalpis Em Areas Endémicas Para
Leishmaniose Visceral, a qual é coordenada por Prof.2 Dr.2 Sthenia Santos Albano
Amora, e que segue as recomendacgdes da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saulde e suas complementares.

Sua participacdo é voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer
momento, retirando seu consentimento, sem que isso Ihe traga nenhum prejuizo ou
penalidade.

Esse trabalho tem como objetivo validar o protocolo de manejo ambiental para controle
da populacéo de flebotomineos no municipio de Mossord, Rio Grande do Norte. Caso
decida aceitar o convite, vocé sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: ter
0 seu imdvel classificado quanto a parédmetros ambientais favoraveis ao
desenvolvimento de vetores.

Os riscos envolvidos com sua participacdo sdo: desconforto, medo e constrangimento,
que serdo minimizados através das seguintes providéncias: esclarecimento sobre a
finalidade da pesquisa, garantia de privacidade durante a realizagdo da classificagdo, do
sigilo de identidade pessoal e das informacdes obtidas. VVocé tera os seguintes beneficios
ao participar da pesquisa: a realizacdo de préaticas de manejo ambiental para controlar o
vetor da Leishmaniose Visceral no seu domicilio e peridomicilio; assim como a
participacdo em atividades de educacéo e satde com base nos resultados da classificacdo
e esclarecimento de davidas sobre a Leishmaniose Visceral (Calazar).

Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo seré divulgado em nenhum
momento. Os dados obtidos nessa pesquisa serdo consolidados em material impresso e
arquivados na sala da profa coordenadora do projeto na instituicdo proponente por um
periodo de 05 anos e serdo obtidos especificamente para os propdsitos da pesquisa, tudo
sobre a responsabilidade da Prof.2 Sthenia S. A. Amora.

Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua participacdo na pesquisa, VOCE sera
ressarcido pela pesquisadora responsavel pelo projeto, a Prof.2 Sthenia S. A. Amora, caso
solicite. Em gualquer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente
desta pesquisa, vocé tera direito a indenizacao.

Vocé ficard com uma via deste Termo e toda a ddvida que vocé tiver a respeito desta
pesquisa, podera perguntar diretamente a: Prof.2 Dr.2 Sthenia Santos Albano Amora, no
endereco: Av. Francisco Mota, 572, Costa e Silva, Mossor6-RN ou pelo telefone (84)
3317-8538.

Declaramos que Duavidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser questionadas ao
Comité de Etica em Pesquisa da UERN no endereco Avenida Professor Antonio Campos,
s/n°, BR 110, km 48 — Campus Central — UERN, Bairro Presidente Costa e Silva, ou pelo
telefone (84) 3312-7032.

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera realizada, 0s riscos e
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beneficios envolvidos e concordo em participar voluntariamente da pesquisa “Vali@agéo
de Protocolo de Manejo Ambiental Para Controle de Lutzomyia longipalpis Em Areas
Endémicas Para Leishmaniose Visceral”.

Nome Completo:

Assinatura do Participante da Pesquisa

Pesquisador responsavel:

Profé. Dr2. Sthenia Santos Albano Amora

Endereco profissional: Av. Francisco Mota, 572, Bairro Costa e Silva, fone: (84) 3317-8538/ Comité de
Etica e Pesquisa: Avenida Professor Antdnio Campos, s/n°, BR 110, km 48 — Campus Central — UERN,
(84) 3312-7032.

52



APENDICE D

FATORES DE RISCO PARA DOENCAS TRANSMITIDAS POR Rhipicephalus

sanguineus
Caracteristica/Fator | Sim | Nao | Detalhar o que foi observado
Presenca de animais ()céo
domeésticos
( ) outro
Quantos?
Tipo de ambiente () casa

() apartamento

Presenca de arvores
ou madeira em
decomposicao

Presenca de vegetacao
na residéncia

() pasto
() grama
( ) arbustos

() jardim

Area verde proximo a
residéncia

Céo com acesso a rua

Presenca de canil

Presenca de rio, lago
ou cOrrego proximo a
residéncia

Presenca de rachadura
nas paredes

Presenca de pedras ou
materiais de
construcao
acumulados

O ambiente é
dedetizado para
carrapatos?

( ) a cada trés meses
( ) a cada seis meses
( ) uma vez por ano

Qual principio ativo?
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