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SANTOS, Débora Martins dos. Aspectos epidemiolédgicos e moleculares de Ehrlichia canis
em cdes domiciliados em municipios com diferentes altitudes no Estado do Rio de Janeiro.
80p. Tese (Doutor em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2021.
RESUMO

A Erlichiose Monocitica Canina é uma das doengas mais diagnosticadas na rotina da clinica
veterinaria de pequenos animais. O estudo objetivou analisar a epidemiologia e a variabilidade
genética da sequéncia 16S rRNA de Ehrlichia canis em amostras de sangue de cées
domiciliados em municipios do estado do Rio de Janeiro: Barra do Pirai, Paracambi, Petrépolis
e Teresopolis; em diferentes gradientes de altitude, pelo periodo de um ano. Um total de 456
amostras de sangue foram coletadas para analise epidemiolédgica e molecular. O DNA total foi
extraido das amostras com a utilizacdo do Kit comercial de extracdo DNeasy Blood & Tissue
kit QIAGEN. As amostras de DNA foram submetidas a gPCR com alvo na sequéncia 16S
rDNA, seguindo protocolo previamente descrito na literatura. Posteriormente, foram realizadas
duas reactes de PCR convencional, também descritas na literatura, objetivando caracterizar a
sequéncia 16S rRNA das amostras positivas. No modelo de regresséo logistica, foi observada
uma associacdo entre a frequéncia de cées positivos para E. canis e a altitude (p<0.002). Os
caes domiciliados nos municipios de baixa altitude demonstram 2,18 vezes mais chances de
infeccdo por E. canis quando comparados com os caes domiciliados em municipios de elevada
altitude. As variaveis relacionadas ao acesso a ambiente urbano, infestacdo por carrapatos
Rhipicephalus sanguineus s.l e cdes com raca definida também foram associados a presenca do
DNA de E. Canis. As variaveis ambientais como altitude, &rea de acesso dos cées, infestacdo
por carrapatos e cdes com raga explicam 73% a ocorréncia de E. canis nas regides estudadas.
Esses resultados demonstram que a altitude exerce influéncia sobre os determinantes causais e
a frequéncia da infeccdo por E. canis em cées nos municipios estudados, assim como as
caracteristicas intrinsecas ao cdo. Na analise filogenética todas as sequéncias se agruparam
dentro do clado de E. canis, o que demonstra que a sequéncia 16S rRNA é um excelente
marcador filogenético para classificacbes taxonémicas. No entanto, por ser bastante
conservado, ndo é tdo bom para avaliar diversidades genéticas. As sequéncias provenientes das
amostras coletadas no municipio de Teresépolis possuem maior variabilidade genética quando
comparadas com as sequéncias obtidas no municipio de Paracambi. E possivel que essa
diversidade se dé por condi¢des ambientais que ainda precisam ser elucidadas.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, epidemiologia, altitude, Analise filogenética.



SANTOS, Débora Martins dos. Epidemiological and molecular aspects of Ehrlichia canis
in dogs living in municipalities with different altitudes in the State of Rio de Janeiro. 80
p. Thesis (Doctor of Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Salde
Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

ABSTRACT

Canine Monocytic Ehrlichiosis is one of the most diagnosed diseases in the routine of small
animal veterinary clinics. The study aimed to analyze the epidemiology and genetic variability
of the 16S rRNA sequence of Ehrlichia canis in blood samples from domiciled dogs in
municipalities in the state of Rio de Janeiro: Barra do Pirai, Paracambi, Petrépolis e Teresopolis;
in different altitude gradients, for a period of one year. A total of 456 blood samples were
collected for epidemiological and molecular analysis. A total of 456 blood samples were
collected for epidemiological and molecular analysis. Total DNA was extracted from the
samples using the commercial QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Extraction Kit. DNA samples
were subjected to qPCR targeting the 16S rDNA sequence, following a protocol previously
described in the literature. Subsequently, two conventional PCR reactions were performed, also
described in the literature, aiming to characterize the 16S rRNA sequence of the positive
samples. In the logistic regression model, an association was observed between the frequency
of E. canis positive dogs and altitude (p<0.002). Dogs living in low-lying cities are 2.18 times
more likely to be infected by E. canis when compared to dogs living in high-altitude cities.
Variables related to access to an urban environment, infestation by Rhipicephalus sanguineus
s.l. ticks and defined breed dogs were also associated with the presence of E. canis DNA.
Environmental variables such as altitudes, access area for dogs, tick infestation and breed of
dogs explain 73% of the occurrence of E. canis in the regions studied. These results demonstrate
that altitude influences the causal determinants and frequency of E. canis infection in dogs in
the studied municipalities, as well as the intrinsic characteristics of the dog. In the phylogenetic
analysis, all sequences were grouped within the E. canis clade, which demonstrates that the 16S
rRNA sequence is an excellent phylogenetic marker for taxonomic classifications. However, as
it is highly conserved, it is not so good for assessing genetic diversity. The sequences from the
samples collected in the municipality of Teresopolis have greater genetic variability when
compared with the sequences obtained in the municipality of Paracambi. It is possible that this
diversity is due to environmental conditions that still need to be elucidated.

Keywords: Ehrlichia canis, epidemiology, altitude, phylogenetic analysis.
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1. INTRODUCAO

Ehrlichia canis é o patdgeno causador da Erlichiose Monocitica Canina (EMC). Esta doenca
acomete severamente cdes e esta distribuida por todo o globo. Nos ultimos anos, o género
Ehrlichia vem sendo estudado, principalmente, pelo seu potencial zoonotico e, por
consequéncia, como uma forma de prever medidas para a salde publica. Estudos
epidemiol6gicos vem sendo realizados para a compreensdo dos mecanismos de transmissao e
dos fatores de risco associados a transmisséo desta bactéria.

Com base em estudos, no Brasil, a deteccdo da infeccao varia de 0,5 % a 50% (DANTAS-
TORRES, 2008). Essas divergéncias decorrem devido a diversos aspectos, isto é, pela
pluralidade de microclimas e biomas que sdo encontrados no Pais, transformando-o em um
excelente laboratdério de campo para a compreensdo dos mais diversos fatores de risco para 0
desenvolvimento e a distribuicdo geografica da infeccéo.

A maioria dos estudos epidemiol6gicos apontam para o vetor Rhipicephalus sanguineus s.1.
como o principal fator de risco para presenca de E. canis em cédes. Este, por sua vez, chama a
atencdo por ter seu ciclo adaptado a ambientes urbanos e domiciliares (DANTAS-TORRES,
2015; PAULINO et al., 2018). A distribuicdo do carrapato é cosmopolita sendo mais frequente
em regides de climas tropicais e subtropicais. Porém, existe relatos de sua ocorréncia em outros
tipos de clima como o temperado, arido e semiarido (CICUTTIN et al., 2015; MALIK et al.,
2018) em frequéncias menores ou de linhagens diferentes que podem possuir capacidades
vetoriais diferentes para a transmissao de E. canis (MORAES-FILHO et al., 2015).

Alguns estudos relatam que diferentes altitudes e climas interferem na frequéncia do vetor
e na sobrevivéncia entre os estagios de desenvolvimento do carrapato (larva, ninfa e adultos).
Sabe-se que ambientes muito imidos e com temperaturas mais amenas interferem no ciclo
reprodutivo deste vetor (RANDOLPH, 2004). Nesse sentido, levantou-se a hipotese de que
ambientes com gradientes diferentes de altitudes podem apresentar diferentes prevaléncias da
infeccdo por E. canis por conta das variagdes ambientais encontradas.

Considerando que o relevo é capaz de interferir diretamente e indiretamente na umidade,
vegetacdo, temperatura do ambiente, sensacdo térmica e biologia de vetores, o estudo foi
desenhado para que envolvesse diferentes altitudes e que se analisasse de forma descritiva e
multivariada os possiveis fatores de risco inerentes a infeccdo do céo por E. canis em cada
regido. O territério do estado do Rio de Janeiro é contemplado com diferentes estratos de
altitude, desde regides que se encontra ao nivel do mar, como também o 5° maior pico de

altitude do pais, tornando-se assim, um interessante cenario para nortear estudos
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epidemioldgicos que buscam relacionar gradientes de altitude e tudo aquilo que é inerente
(clima, umidade, vegetacdo, vetores) a transmissao do agente patogénico.

O presente estudo objetivou avaliar a epidemiologia envolvida na frequéncia de E. canis
em diferentes altitudes no estado do Rio de Janeiro e analisar a conservacdo das cepas a partir
da sequéncia do 16S rRNA entre as amostras coletadas, individualmente, de quatro municipios
dos municipios do estado.



1 REVISAO DE LITERATURA
2.1. O Género Ehrlichia

As bactérias do género Ehrlichia, assim como outras riquétsias, responsaveis pela
ocorréncia da erliquiose e anaplasmose, sdo classificadas como proteobactérias alfa, sendo
consideradas como intermedidrias entre um virus e a bactéria. Existem semelhancas com os
virus, pois, tais bactérias sdo organismos intracelulares obrigatorios. Entretanto, apresentam
enzimas metabdlicas, utilizam oxigénio e sdo suscetiveis a algumas drogas antibacterianas,
além de apresentam parede celular (CABEZAS CRUZ et al., 2012; HARRUS et al., 2012).

Embora o género seja sabidamente composto por seis espécies, homeadamente como
Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris, Ehrlichia
ruminantium e Ehrlichia minasensis, encontradas no mundo todo (Tabela 1), nos dltimos 20
anos tém sido encontradas, a partir de analises moleculares, novas cepas que de forma
preliminar, foram apontadas como possiveis novas espécies do género Ehrlichia. (CICUTTIN,
2017; CICUTTIN, 2020). Apesar de possuir uma distribuicdo cosmopolita, sua frequéncia é
maior em regides tropicais e subtropicais devido a distribuicdo geografica de seus vetores
(VIEIRA et al., 2011; CABEZAS-CRUZ et al., 2016; SAITO; WALKER, 2016).

Quadro 1. Classificacdo do género Ehrlichia a partir de espécie, hospedeiro, vetores e sua

distribuicdo mundial.

Espécie Hospedeiro Vetor Distribuicéo
Mundial
E. canis Familia Canidae e Rhipicephalus sanguineus s.I  Cosmopolita;
humanos Dermatocentor variabilis preferencialmente

regides tropicais

e temperadas.

E. chaffeensis Humanos, cées, Amblyomma americanum, EUA, Europa,
veados, cavalos e Dermatocentor variabilis América do Sul,
roedores América Central

e Coréia.
E. ewingii Cées, humanos Amblyomma americanum, EUA, Africa e
Otobius megnini Coreia.
E. muris Roedores, humanos  Haemaphysalis spp. Japéo.
E. ruminantium  Ruminantes Amblyomma spp. Africa, Caribe,




E. minasensis Ruminantes Rhipicephalus (Boophilus) Brasil, Canada,
microplus Paquistéo,
Malasia, China,
Etiopia e Africa
do Sul.

Fonte: Moura de Aguiar et al., 2019.
2.2. Classificacdo Taxondmica da Ehrlichia canis

Ehrlichia canis é uma bactéria altamente pleomdrfica, com uma membrana externa fina.
Consiste em um unico cromossomo, contendo cerca de 1.315.030 nucleotideos. Parasitam,
especialmente, os mondcitos de seus hospedeiros, onde se multiplicam por divisdo binaria
(HARRUS et al., 2011). Estes parasitos sdo pertencentes a ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae, género Ehrlichia e espécie Ehrlichia canis.

2.3. Ehrlichia canis: sua historia e distribuicdo global

Donatien e Lestoquard (1935), descreveram uma riquétsia, até entdo desconhecida,
observada em esfregacos sanguineos de cdes mantidos no Instituto Pasteur da Argélia, notando
que estes parasitos eram encontrados exclusivamente no interior de mondcitos. Nesse mesmo
momento, observaram que cées infestados por Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.)
apresentavam a infeccdo pela bactéria que foi denominada Rickettsia canis. Ao longo dos anos
seguintes, a mesma bactéria foi descrita em cées em outras partes da Africa, no Oriente Médio
e na Asia por Ewing (apud HILDEBRANDT et al., 1973). O organismo foi renomeado em 1945
por Moshkovski em homenagem ao bacteriologista alemdo Paul Ehrlich, passando a ser
conhecido como Ehrlichia canis (MCDADE, 1990). No ano de 1963, Ewing e Buckner (apud
HILDEBRANDT et al., 1973) relataram a ocorréncia de E. canis em cdes em Oklahoma, sendo
esse o primeiro relato nos Estados Unidos da América. Foi relatada pela primeira vez no Brasil
por COSTA et al. (1973) na cidade de Belo Horizonte e a EMC é considerada uma das
principais doengas de rotina na clinica médica veterinaria.

Apesar da ocorréncia de E. canis ter sido descrita em varias partes do mundo, foi apenas na
década de 1960 que a doenca por ela causada foi caracterizada. A Pancitopenia Tropical Canina
(PTC), como previamente a ECM foi nomeada, chamou a atencdo de médicos veterinarios e
pesquisadores devido as altas taxas de mortalidade entre cdes militares tanto britanicos quanto
estadunidenses, desempenhando diferentes fung¢des durante a Guerra do Vietna. O carrapato R.

sanguineus s.l., transmissor de E. canis e Babesia canis, foi considerado o provavel vetor da
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doenca. Entretanto, ainda existiam ddvidas quanto ao seu agente etiologico, em virtude das
coinfec¢des apresentadas por alguns animais. A reprodugdo dos sinais clinicos da PTC em
animais infectados experimentalmente, com E. canis, permitiu a conclusdo sobre o agente
etioldgico da doenca e, embora testes soroldgicos ndo estivessem disponiveis na época para sua
deteccdo, a identificacdo das caracteristicas morfoldgicas nas células infectadas demonstrou
que o organismo em questdo era indistinguivel daquele descrito por Donatiem e Lestoquard
(HUXSOLL et al., 1970).

Desde o primeiro relato, em 1935, até os dias atuais a compreensdo sobre E. canis, seus
vetores e seu potencial zoonético avancaram. No entanto, ainda € necessario aprimorar 0s
conhecimentos sobre a patogénese, as formas eficazes de tratamento, além das estratégias para
sua prevencao. Sua importancia se deve principalmente ao fato de ser o principal agente causal
de uma doenca grave e potencialmente fatal para cdes em todo mundo (LITTLE, 2010).

No Brasil, a frequéncia da infeccao varia de 0,7% a 50%, dependendo da regido do pais que
esteja em questdo, bem como do quéo urbanizada é a area. De fato, Dantas-torres et al. (2018)
relatou elevadas quantidades de casos em areas urbanas do estado de Roraima, quando
comparadas as areas rurais do mesmo estado, enquanto no sul do estado do Parané os resultados
encontrados foram o oposto: maior frequéncia de casos em areas rurais. 1sso evidencia que 0s
diferentes climas, biomas, aspectos culturais e socioeconémicos observados em um pais de
dimensdes continentais como Brasil, apresentam variaveis capazes de gerar resultados bastante

diversos.
2.4. O Vetor Bioldgico da Ehrlichia canis

Os carrapatos duros, pertencentes a familia Ixodidae sdo, sabidamente, os transmissores de
E. canis. Embora haja relatos de detec¢do da bactéria em Haemaphysalis longicornis e Ixodes
turdus na Coréia do Sul (KIM et al., 2003) e ter sido comprovado, experimentalmente, por
Johnson et al. (1998) que Dermacentor variabilis consegue transmitir o patdgeno, o principal
vetor de E. canis que é o carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus s.I. (CRUZ et al.,
2012).

Rhipicephalus sanguineus sensu stricto (s.s.) foi descrito por Latreille em 1806 (apud
NAVA et al., 2015). Uma vez que a espécime-tipo tenha se perdido e, apesar da descri¢do
fornecida por Latreille ser parca, vaga e ndo conter ilustracfes, R. sanguineus s.s. € a espécie-
tipo do género Rhipicephalus (PEGRAM et al., 1987a), e é a base para o que hoje denomina-se
como complexo sanguineus. Esse complexo tem sido objeto de estudos morfoldgicos, genéticos

e bioldgicos que foram capazes de ressaltar as disparidades existentes entre as 12 espécies que
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0 compbe (PEGRAM et al., 1987a; BURLINI et al., 2010; NAVA et al., 2015). De fato, até
recentemente acreditava-se que apenas uma espécie do género Rhipicephalus era encontrada na
Ameérica do Sul, questdo que foi esclarecida por Szabo et al. (2005).

Encontrados em todo o mundo, principalmente entre as latitudes 50°N e 30°S, o fato desse
ectoparasito apresentar preferéncia pelo cdo como seu hospedeiro usual, facilitando sua
distribuicéo globalmente (DANTAS-TORRES et al., 2010). Entretanto, é importante ressaltar
que as mudancas climaticas, as modificacbes na ocupacdo do solo, a aproximacdo do ser
humano em areas de matas e florestas, 0 desmatamento e a facilidade de locomocéo de pessoas
e cargas pelo mundo sdo fatores que promovem alteracGes na distribuicdo de vetores como um
todo, inclusive de R. sanguineus s.l., levando a ocorréncia de doengas transmitidas por vetores
em locais onde as mesmas ndo eram outrora observadas (DANTAS-TORRES, 2015;
DANTAS-TORRES et al., 2007).

Em termos comportamentais, R. sanguineus s.| sdo carrapatos adaptados a areas internas,
sendo, porém, capazes de sobreviver em ambientes externos desde que haja disponibilidade de
abrigos (DANTAS-TORRES et al., 2010; PAULINO et al., 2018;). Sdo carrapatos de trés
hospedeiros, isto &, cada estagio de desenvolvimento de seu ciclo de vida requer um novo
hospedeiro (URQUHART etal., 1998; WALKER etal., 2000; DANTAS-TORRES, 2010). Séo
parasitos intermitentes, e passam a maior parte do seu tempo de vida no ambiente, estando
expostos a fatores bidticos e abioticos, tais como predadores, umidade do ar e temperatura
(RANDOLPH, 2004). Embora o hospedeiro de predilecéo de R. sanguineus s.l. seja o cdo, sdo
oportunistas e ha relatos desses carrapatos sendo encontrados em outros animais, como gatos,
cabras, carnivoros selvagens, roedores, coelhos e até mesmo em humanos (YOSHIZAWA et
al., 1996; WALKER et al., 2000; DANTAS-TORRES, 2008, MIRO et al., 2013).

Assim como outros carrapatos ixodideos, R. sanguineus s.l. passa por quatro estagios de
desenvolvimento em seu ciclo de vida: ovo, larva, ninfa e adultos (DANTAS-TORRES, 2008).
Larvas, ninfas e fémeas adultas se alimentam somente uma vez, por periodos que variam em
funcdo do estagio em que se encontram, enquanto machos podem se alimentar multiplas vezes
e até mesmo se deslocar para outro animal que coabite 0 mesmo ambiente, além de serem
capazes de permanecer no hospedeiro por longos periodos (LITTLE et al., 2007; DANTAS-
TORRES, 2008; DANTAS-TORRES, 2010).

Embora as fémeas adultas possam comecar a se alimentar mesmo sem a presenca de um
macho adulto, o ingurgitamento s6 serd completado apds o acasalamento, permanecendo entéo

no hospedeiro por um periodo cuja duracéo pode variar de 5 a 21 dias (PEGRAM et al., 1987b;
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DANTAS-TORRES, 2008a). Uma vez ingurgitadas, as fémeas se desprendem do hospedeiro e
buscam um abrigo para realizar a digestdo do sangue ingerido. De 3 a 14 dias apds deixar o
hospedeiro, ocorre a oviposi¢édo, cuja duracéo pode variar de 16 a 18 dias (DANTAS-TORRES
et al., 2008a). Os ovos, cuja contagem pode chegar a até 4.000, sdo depositados de uma Unica
vez, como uma massa continua e ao final do periodo de postura ocorre a morte da fémea
(DANTAS-TORRES, 2008).

De acordo com Dantas-torres (2008), os ovos sdo depositados pelas fémeas em locais
préximos aqueles usados por seus hospedeiros para descanso, 0 que talvez seja um
comportamento estratégico para que as larvas, apos a eclosdo dos ovos, sejam capazes de
encontrar rapidamente um hospedeiro para se alimentar. A aquisi¢éo e transmissao de E. canis
por R. sanguineus s.I ocorre de forma transestadial. As ecdises de cada fase ocorrem no
ambiente e os periodos entre cada fase os carrapatos permanecem em jejum, procurando locais
como forro (BREMER et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2008).

2.5. Ciclo Bioldgico da Ehrlichia canis

Rhipicephalus sanguineus se infecta com E. canis durante seu estagio de larva ou ninfa ap6s
a ingestdo de leucdcitos infectados, ao se alimentar de um hospedeiro que esteja na fase aguda
da doenca (SMITH et al., 1976; LEWIS et al., 1977). Uma vez no organismo do artrépode, a
bactéria se dissemina do intestino para a glandula salivar, onde sera inoculada em um novo
hospedeiro durante a alimentacdo do carrapato e ap0s penetrar no organismo do hospedeiro, a
bactéria E. canis é fagocitada pelos mondcitos. E importante ressaltar que monécitos infectados
pela bactéria ndo permitem a ocorréncia da fusdo fagolisossomal, permitindo entdo que ocorra
sua multiplicacdo — que ocorre por fissdo binaria — dentro dos limites do fagossomo. Ocorre a
formagdo de corpusculos iniciais, com tamanho de 1 a 2um e a isso segue-se 0 crescimento
adicional e multiplicacdo, culminando com a formacdo de mérulas (Figura 1). A liberacdo de
E. canis na circulacdo ocorre durante o rompimento do mondcito infectado ou liberacdo por

exocitose, dessa forma o ciclo infeccioso intra-hospedeiro se repete (NYINDO e al., 1971).



Figura 1. Inclusédo intracelular em monécito de cdo de Ehrlichia canis em formato de moérula. Fonte: acervo
pessoal de Roberta Tolomelli.

2.6. Patogénese

Apesar de possuir um genoma pequeno, a bactéria E. canis evoluiu de forma elaborada e
complexa que a permitiu ser capaz de infectar um hospedeiro vertebrado e um invertebrado e
ainda sobreviver no interior das células responsaveis pela imunidade inata dos hospedeiros
(HARRUS, 2011). A condicao de bactéria intracelular obrigatoria que possui com as células de
defesa (mondcitos e macrofagos) como células-alvo, fez com que desenvolvesse Varios
mecanismos para driblar o sistema imunoldgico do hospedeiro (ALVES et al., 2013).

A patogénese da doenca envolve efeitos diretos do patdgeno e efeitos secundarios causados
por mecanismos imunomediados no processo de invasdo das células hospedeiras por E. canis.
Esses processos acontecem de forma ciclica: adesdo, internalizacdo, proliferacéo intracelular,
exocitose e dispersdo extracelular (HARRUS et al., 2015).

A internalizacdo, a proliferacdo e o processo de dispersdo da bactéria envolvem varias
cascatas de sinalizacdo especificas de cada espécie, culminando na realiza¢do de forma bem-
sucedida da coleta de nutrientes, a evasao da destruicao por lisossomos e a inibi¢do do apoptose
de células hospedeiras (MATHEMA et al., 2013; ALVES et al., 2013).

Alves et al. (2013), em um modelo experimental in vitro, mostraram que a actina do
citoesqueleto na presenga de célcio e ferro esta envolvida no processo da multiplicacdo

intracelular de E. canis.
2.6.1. Aspectos clinicos

A EMC é uma doenca multissistémica e possui trés fases distintas. A fase aguda dura de 2

a 4 semanas, a fase subclinica tem duracdo que varia de meses a anos e a fase cronica que néo
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possui um periodo bem esclarecido na literatura em animais naturalmente infectados. A
distincdo entre as fases em cdes naturalmente infectados pode, entretanto, ser dificil (HARRUS
et al., 2012; MILONAKIS, 2019). Deve-se ter em mente que as manifestacfes clinicas da
doenca podem ser afetadas em virtude da patogenicidade e da viruléncia da cepa infectante de
E. canis e pela coinfecgcdo por outros patdgenos transmitidos por carrapatos, como Babesia
canis e Hepatozoon canis (GAL et al., 2007; MILONAKIS, 2019).

De forma geral, cdes com a doenca aguda apresentam hipertermia intermitente, letargia,
anorexia, depressdo, linfadenomegalia, esplenomegalia e tendéncia a hemorragias. A
ocorréncia de lesdes oculares também é frequente e podem ser observadas em uveite anterior,
papiledema, hemorragias de retina, coriorretinite e infiltrados perivasculares na retina
(KOMNENOU et al., 2007; CABEZAS-CRUZ et al., 2012; LAUZI, 2016; DARAMOLA
2017; MIKONASIS et al., 2019). Pode ocorrer também a manifestacdo de sinais neurolégicos
decorrentes de meningite ou sangramentos meningeos, a doenca pode progredir para a fase
subclinica, durante a qual ndo ha manifestacées clinicas (WANER et al., 1997), ou passar direto
para a fase cronica.

Os sinais clinicos apresentados na fase cronica podem ser semelhantes aqueles vistos na
doenca aguda, porém com maior gravidade. Os sangramentos se tornam mais proeminentes e
podem ser observados quadros de hematdria, epistaxe severa, petéquias e equimoses nas
mucosas, assim como melena. Além da existéncia de manifestacdo clinica de alteragdes
neuroldgicas, tais quais ataxia e convulsdes, em decorréncia de meningite ou de sangramentos
meningeos. Também podem ser observados edemas de membros e escroto (MYLONAKIS et
al., 2019).

2.7. Epidemiologia de Ehrlichia canis

O patogeno tem distribuicdo mundial ocorrendo principalmente em regiGes de clima
tropical e subtropical. Estudos epidemiologicos apresentam sempre divergéncias em seus
resultados, porque apesar de frequentemente existirem varidveis associadas a frequéncia do
patdgeno, essa associacdo somente poderd explicar aquele grupo especifico estudado. Com o
tempo e o aprofundamento dos estudos é possivel tracar fatores de riscos que sdo mais comuns
a presenca do parasito e, a partir disto, tracar medidas de controle e prevencdo. Vale observar
gue cada regido possui caracteristicas culturais, socioecondmicas, climaticas e geograficas
unicas e que essas informagdes interferem diretamente na prevaléncia e nos fatores de risco

associados.



Agentes patdgenos transmitidos por vetores, como é o caso de E. canis, estdo amplamente
relacionadas a presenca do vetor nas localidades e ao grau de infestacdo dos ambientes e
hospedeiros. Paises com uma prevaléncia maior geralmente estdo associados com uma maior
frequéncia do vetor ou a medidas de prevencdo falhas, quer seja por falta de orientacédo
populacional, quer seja por falta de recurso financeiro do tutor (MONTOY A-ALONSO et al.,
2020; OJEDA-CHI et al., 2019; DANTAS-TORRES et al., 2018).

E amplamente estabelecido que o ambiente influencia diretamente na presenca do vetor e
da doenca. Tanto o0 vetor quanto o patdgeno deverdo estar adaptados as condi¢fes ambientais
para que consigam sobreviver e perpetuar sua prépria espécie (SILVA et al., 2010). A
resisténcia do patdgeno no hospedeiro invertebrado (Ixodideo), por longos periodos, é
fundamental para que ele consiga sobreviver e chegar ao seu hospedeiro definitivo
(RANDOLPH, 2004).

Os principais fatores de risco associados a epidemiologia da Erlichiose estdo relacionados
de forma consistente com a presenca do vetor (SOLANO-GALLEGO et al., 2006; COSTA JR.
et al., 2007; BEALL et al., 2012; MIRCEAN et al.,, 2012; ORJUELA et al., 2015;
BARRANTES-GONZALES etal., 2016; MITTAL etal., 2017; DARAMOLA et al., 2018; DA
COSTA, 2018; DANTAS-TORRES et al., 2018; MIGLIORE et al., 2020).

A maior ocorréncia do parasito esta presente em regides de clima tropical ou subtropical,
onde o carrapato R. sanguineus s. | € encontrado (MALIK et al., 2015). Paises na Asia, como a
india, (MITTAL et al., 2017) relatam ocorréncias entre 5,5 e 22% e o Paquistdo entre 10 e 48%
(MALIK et al.,2015); enquanto na Africa do Sul, sdo relatadas ocorréncias que variam entre
12,5% e 22,7 % (KAMANI et al., 2013; DARAMOLA et al., 2018). No México, segundo
Ojeda-chi et al. (2019) a deteccdo de E. canis varia de 33,1 até 74,3%. Na Espanha, os valores
variam de 1 a 20% (MIRO et al., 2013; MONTOYA-ALONSO et al., 2020) e na Argentina, na
América do Sul, foi encontrado um caso detectado com técnicas moleculares (LOPEZ et al.,
2012; CICUTTIN et al, 2016); Uruguai e Bolivia ainda ndo haviam reportado casos até o ano
de 2016 (CICUTTIN et al., 2016). Na Colémbia, encontrou-se uma frequéncia de 22% na regido
estudada (ORJUELA et al., 2015). No Paraguai, foi relatada uma frequéncia de 10,41% em um
estudo realizado por Pérez-Macchi et al. (2018).

No Brasil, alguns estudos demonstram que a ocorréncia de E. canis pode variar de 0,5 até
50% dependendo da localizagdo estudada e a doenca pode ser encontrada em todo o pais, com
excecdo do estado do Rio Grande do Sul onde, até 2016 ndo havia sido registrado nenhum caso
(MORAES-FILHO et al., 2015; CICCUTTIN et al., 2016).
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Fatores intrinsecos ao c&o como idade (COSTA JR et al., 2007; MIRO et al., 2013;
ORJUELA et al., 2015; OJEDA-CHI et al., 2019), sexo (COSTA JR et al., 2007; ORJUELA et
al., 2015; OJEDA-CHI et al., 2019;) e Raga (SOLANO-GALEGO et al.,2006; COSTAJR et
al.,2007; ORJUELA et al., 2015; PAULINO et al., 2018; BARRANTES-GONZALES et al.,
2019) tém apresentado associagdo com a presenca do agente em caes.

Fatores ambientais como clima (MIGLIORE et al., 2020; MONTOYA-ALONSO et al.,
2020), zona rural (KAMANI et al., 2013; MIRO et al., 2013; DANTAS-TORRES et al., 2018),
zona urbana (VIEIRA et al., 2013b; VIEIRA et al., 2015) e acesso a rua ou ambientes externos
ndo controlados (MIRO et al., 2013; PAULINO et al., 2018; MONTOYA-ALONSO et al.,

2020), também foram relatados como variaveis de associagdo com a infeccao pelo patdgeno.
2.8. Diagndstico

O diagndstico da EMC é uma pratica complexa para 0 médico veterinario, pois requer a
execucdo de uma boa anamnese, baseando-se tanto no clinico quanto no histérico do animal
que ira fornecer base para raciocinio epidemiolédgico sobre quais doencas sdo prevalentes em
areas onde o paciente tem acesso (HARRUS, 2010; MALIK et al., 2015). O diagnostico
laboratorial ¢é tradicionalmente feito por meio de esfregagcos sanguineos e testes imunoldgicos.
O avanc¢o de técnicas moleculares, entretanto, combinados com a alta eficiéncia, quando
comparadas a outros métodos diagnosticos, fez com que o método de PCR convencional e PCR
em tempo real passassem a ser consideradas ferramentas de diagnéstico rotineiramente utilizada
na clinica médica veterinaria (PAULINO et al., 2018). A escolha do método para realizagdo do
diagnostico laboratorial ird se basear na fase da doenca em que o animal se encontra (HARRUS
etal., 2010; LITLE, 2010).

2.8.1. Hematologia

A avaliagdo do perfil hematoldgico é de fundamental importancia para o diagndstico da
EMC. Durante a fase aguda da doenca é comum observar a ocorréncia de trombocitopenia, que
pode variar de moderada a severa, além da possibilidade de ser acompanhada por anemia e
diminuicdo da contagem de leucocitos globais quando comparada a valores anteriores a
infeccdo.

Experimentalmente, a trombocitopenia comeca a se tornar significativa por volta do
décimo dia de infeccdo, com progresséo acentuada até a terceira semana da infec¢do quando a
contagem de plaquetas atinge valores entre 20.000/uL e 52.000/uL. Na fase subclinica, a
trombocitopenia pode estar presente mesmo sem a manifestagdo de sinais clinicos. Valores em
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torno de 140.000/uL ou menores sdo descritos por Harrus, 2011 e Rodrigues-Vivaz (2015). A
contagem global de eritrocitos e leucocitos também pode se apresentar reduzida, porém sem
evidéncias ou manifestagdes clinicas. Na fase crénica, observa-se acentuada pancitopenia, em
virtude da hipoplasia da medula 6ssea. A contagem de plaguetas é um importante marcador
para a triagem de animais em regiGes endémicas. O esfregaco sanguineo com a contagem
diferencial de células e a contagem de plaquetas é, entretanto, obrigatorio para confirmar a
presenca de trombocitopenia (HARRUS, 2010; RODRIGUES-VIVAZ, 2015).

2.8.2. Esfregago sanguineo

O esfregaco sanguineo é uma ferramenta diagnoéstica bastante interessante para a detec¢éo
de morulas de E. canis no interior de mondcitos. (DARAMOLA, 2017; DAGNONE, 2009).
Entretanto, Woody e Hoskins (1991) ressaltaram que a sensibilidade da técnica era de cerca de
4%, e recomendaram a avaliacdo de pelo menos 1.000 campos do esfregaco, como forma de
aumentar as chances de identificacdo de morulas. Esse tipo de conduta demanda pericia do
técnico e leva muito tempo. Além disso, outra limitacdo apresentada por essa técnica é que
outras bactérias intracitoplasmaticas também sdo capazes de formar mérulas no interior de
mondcitos, o que dificulta a identificacdo, sinalizando que a técnica ainda sofre de baixa
especificidade. E possivel, ainda, que o operador seja confundido por plaquetas, granulos
autofilicos de linfécitos e material nuclear fagocitado, acreditando se tratar de inclusdes de E.
canis, aumentando a chance de erros em diagndsticos feitos por essa técnica (HARRUS et al.,
2010).

2.8.3. Bioquimica sérica

As alteracdes nos exames de bioguimica sérica sdo simples e inespecificas, sendo comum
observar hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e hipergamaglobulinemia na EMC. Aumentos
discretos da alanina aminotransferase (ALT) e da fosfatase alcalina (FALC) séo frequentes em
cdes durante a fase aguda da doenca (HARRUS et al., 2011). Pode ocorrer também um aumento
da concentracdo de proteinas de fase aguda em periodos em que ocorrem manifestacdes clinicas
da doenca. J& as concentragdes da proteina C-reativa demonstraram aumento entre os dias 4 e
16 da infeccdo e atingiram o pico entre 15 e 42 dias ap0s a inoculagdo de E. canis em cées
(SHIMADA et al., 2002). Em outro estudo, os niveis de alfa-1-glicoproteina-acida (AGP)
aumentaram de duas a nove vezes em um periodo de quatro a seis dias apos a infecgédo
experimental por E. canis e esses mesmos niveis diminuiram gradativamente até atingir valores
de pré-exposicéo por volta do 34° dia ap6s a inoculacéo da bactéria (RIKIHISA et al., 1994). A
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bioguimica sérica, nesse sentido, teria um papel mais relevante para 0 acompanhamento clinico

dos animais doentes do que para um diagndstico da infeccao.
2.8.4. Testes sorologicos

McBride et al. (2003) relatam que o diagnostico a partir da deteccdo de imunoglobulina M
(IgM) ndo é indicado devido ao desenvolvimento inconsistente de anticorpos IgM no curso da
doenca. J& os anticorpos 1gG (imunoglobulina G) podem permanecer no organismo por um
periodo de meses a anos apos o tratamento e eliminacdo da riquétsia do organismo (BARTSCH,;
GREENE, 1996). Por esse motivo, o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) para anticorpos
IgG anti-E. canis é considerado o teste padrdo-ouro, indicando que houve exposicao a E. canis.
Entretanto, esse teste soroldgico nao é capaz de diferenciar entre anticorpos produzidos contra
E. canis, E chaffeensis, E. ewingii e E. ruminantium, o que significa que apesar da exceléncia
da técnica, ela apresenta algumas limitaces diagndsticas como nao poder definir qual o agente
causador da doenca ou determinar se o animal permanece infectado com o patdgeno ou se a
infeccdo ja foi debelada (DARAMOLA et al., 2017; CICUTTIN et al., 2016). Por esses
motivos, ndo deve ser utilizado como a Unica ferramenta de diagnostico para E. canis,
especialmente se o objetivo final for determinar a eficacia de um tratamento ou se o animal
permanece infectado pelo agente causador.

Além da IFI, os testes imunoenzimaticos do tipo ELISA sdo bastante uteis no diagnostico
da doencga. Testes rapidos laboratoriais como o 3Dx® e, posteriormente 0 4Dx® (ambos da
IDEXX Laboratories) foram desenvolvidos e tém utilizados com frequéncia na rotina clinica
da medicina veterinaria, sendo baseados na utilizacdo de peptideos sintéticos derivados das
principais proteinas imunodominantes de E. canis, a P30 e a P30-1 (HARRUS et al., 2002).
Apesar da praticidade, esses testes ndo sdo considerados relevantes na clinica quando utilizados
isoladamente sendo necessario associa-los aos sinais observados, a contagem global de
plaquetas ou a outros testes de diagndstico (KUKRETI et al., 2018). E necessario lembrar que
outros agentes podem causar reacdes cruzadas em testes soroldgicos (NAVARRETE et al.,
2018), e informagdes epidemiologicas séo de fundamental importancia para a relevancia e a
escolha de cada teste.

2.8.5. Isolamento

A linhagem de macrdfagos caninos DH82 vem sendo utilizada com sucesso para cultivar

E. canis, e foi bastante Gtil para o desenvolvimento de técnicas diagnésticas como os testes de
IFI, além de aprimorar as pesquisas sobre a EMC (LOVERING et al., 1980). Apesar dos
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avancos permitidos pelo seu uso, essa € uma técnica laboriosa que demanda tempo, méo de
obra especializada e equipamentos especificos tornando-a economicamente invidvel para
aplicacdo na rotina de diagnostico. Esses fatores terminaram por ser limitantes ao seu uso como
instrumento de diagndstico na clinica medica veterinaria, restringindo-a principalmente ao uso

como ferramenta de pesquisa (HARRUS, 2011).
2.8.6. Deteccdo molecular

Os métodos de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de sequenciamento do material
genético podem ser usados para detectar e caracterizar o DNA de E. canis em uma amostra
(CICUTTIN et al., 2015; DARAMOLA et al., 2017; KUKRETI et al., 2018). Apesar da
sensibilidade do método, podem ocorrer resultados falso-negativos em algumas situacées; no
caso do PCR, um resultado falso-negativo ndo implica necessariamente que o0 DNA-alvo néo
esteja presente na amostra, indicando apenas que ele nédo foi detectado no material utilizado.

Segundo Igbal et al. (1994), o DNA do parasito pode ser recuperado de forma mais
otimizada entre 4 e 10 dias apos a infeccdo do hospedeiro. Porém, sabe-se que é possivel
recuperar 0 DNA da bactéria por periodos mais longos ap6s a infeccdo. Os exames de PCR
baseados na por¢do 16S do RNA ribossomal (16s rRNA) e no gene P30 sdo 0s mais comumente
usados, sendo o ultimo mais sensivel que o primeiro (STICH et al., 2002). A avaliacdo de PCR,
utilizando como amostra o baco, € mais sensivel a avaliacdo de permanéncia de infeccdo apos
o tratamento quando comparado ao sangue e a medula 6ssea (HARRUS, 2011).

Exames de PCR quantitativo, em tempo real (QPCR), sdo mais sensiveis do que exames de
PCR convencionais, além de permitir a quantificacdo da carga bacteriana pela intensidade de
amplificacdo de copias presentes no material genético (BANETH, 2009; PELEG et al., 2010).
Em seu favor, o g°PCR é menos suscetivel a contaminacdo, que mesmo quando presente €
facilmente detectavel pela andlise da curva de dissociacdo. Em virtude das vantagens
apresentadas, o exame de PCR em tempo real tornou-se 0 método de elei¢éo para a detec¢édo de
E. canis (PAULINO et al., 2018).

2.9. Geoprocessamento em Estudos Epidemioldgicos

O geoprocessamento é uma area de conhecimento multidisciplinar que envolve ciéncias
como a cartografia, a geografia e a estatistica e faz uso de sistemas de informagdes gréaficas
(SIGs). O SIG é um sistema baseado em computador para planejar, armazenar e analisar
conjuntos de dados digitais georreferenciados (NORSTROM, 2001); esses sistemas permitem
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a visualizacdo de mapas georreferenciados juntamente com as informagdes que se pretende
abordar.

Os SIGs tém se tornado uma importante ferramenta para a epidemiologia e a satde publica
de um modo geral, pois possibilita a juncdo de dados socioecondmicos, de saude e ambientais
em um grupo de bases espaciais (BARCELLOS; BASTOS, 1996). Esses sistemas sdo capazes
de construir uma relagcdo entre a ecologia e a doenca, e permitem de certa forma, criar um
modelo para prever a distribui¢éo espacial da doenca, ou dos agentes etioldgicos, ou até mesmo
dos vetores em funcéo dos dados obtidos e computados no sistema.

Segundo Durr e Gatrell (2004), o SIG vem se tornado uma importante ferramenta nas areas
da salde e nas ciéncias parasitoldgicas, principalmente para os estudos que envolvem as
doencas transmitidas por vetores. Andlises espaciais podem gerar mapas com a distribuicéo das
doencas revelando informacbes em termos de direcdo, intensidade e se determinada doenca
possui a probabilidade de expansdo para outras regides, tornando-se uma ferramenta
fundamental para detectar, mitigar possiveis surtos (DELMELLE et al., 2014).

A contribuicdo de analises espaciais exploratorias, incluindo mapas de pontos e mapas de
densidade, estimada de Kernel para monitorar doencas é bastante documentada na literatura.
(DELMELLE et al., 2014; MRLJACK et al., 2017). Mrljack et al. (2017), confeccionaram
mapas de calor de Kernel para a demonstracdo dos pontos de doencgas transmitidas por vetores
em cées. Os mapas de Kernel sdo um tipo de analise espacial amplamente utilizado para atuar,
principalmente, quando existe sobreposi¢cdo de pontos, tornando a distribuicdo do espaco
amostral mais branda e permitindo uma visualizacdo melhor do nimero de casos de forma
regional ao invés de pontual. Trata-se de um método ndo paramétrico de curvas de densidade,
onde o nucleo é o ponto que aparece a maior densidade e as curvas de densidades sdo geradas
a partir da distancia em relacdo ao nucleo (WEBER; WOLLMAN, 2016).

Jain e Kumar (2017), se basearam na utilizacdo de ferramentas de densidade e
geoprocessamento para relacionar o aparecimento de sintomas de doencas transmitidas por
mosquitos (Dengue, Chikungunya e Malaria) em funcéo do tempo, utilizando as midias sociais
para a coleta de dados. O modelo de geoprocessamento desenvolvido foi capaz de construir um
mapeamento preditivo do aparecimento dos sintomas em determinadas regides da india.

A Organizacdo Mundial de saude (OMS) tem utilizado as ferramentas de analise espacial e
geoprocessamento (SIG) para realizar programas de medidas de prevencdo, determinar a
epidemiologia de determinadas doencas em regides do globo e planejar medidas de intervengéo
a partir dos resultados (WHO, 2010).
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Allen e Wong (2006), utiliza técnicas de geoprocessamento para exemplificar como o SIG
juntamente com analises estatisticas espaciais sdo ferramentas importantes na anélise e na
gestdo de doencas transmitidas por vetores. No seu estudo, o virus do Nilo ocidental, um
arbovirus transmitido por mosquitos, é utilizado para ilustrar os modelos que relacionam
técnicas para identificar areas de acasalamento dos mosquitos com o risco da doenga na
populagéo.

Os estudos relacionados a utilizacdo de geoprocessamento em hemoparasitoses de caes
ainda sdo escassos; no entanto, a facilidade de acesso a bases de dados de informacGes
geogréficas, socioeconémicas e demogréaficas fornecidos por 6rgdos, como o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica. A implementacdo de modelos de estudo que propde o
conceito de Satde Unica. (One Health) e a facilidade de acesso a softwares gratuitos para o
desenvolvimento desse tipo de pesquisa vem tornando cada vez mais possivel a utilizacdo
destas ferramentas de custo baixo e que auxiliam, em grande parte, no entendimento e na

prevencdo de hemoparasitoses.
2.10. Analise Filogenética de Ehrlichia canis

A expansdo da quantidade de material genético sequenciado na Gltima década vem
construindo uma filogenia robusta e permitindo uma classificacdo taxonémica mais exata. O
desenvolvimento de uma adequagdo da taxonomia dos microrganismos € importante para
descrever corretamente a diversidade microbiana, para auxiliar na interpretacdo de dados
metagendmicos e, principalmente, para permitir que exista uma uniformizagdo da linguagem
para comunicar dados cientificos (PARKS et al., 2017).

As arvores filogenéticas baseadas em sequéncias fornecem uma estrutura para o
desenvolvimento de uma taxonomia que leve em conta ndo so as relagfes evolutivas como
também as diferentes taxas de evolugdo entre os organismos.

A sequéncia 16S rRNA é uma ferramenta importante na identificacdo e na classificacdo
genotipica das cepas de E. canis e é uma das macromoléculas mais utilizadas para tracar a
evolucéo de procariontes (SIARKOU et al., 2007). Uma caracteristica desta sequéncia é que
apesar do patégeno ter uma ampla distribuicdo mundial, ele permanece bastante conservado
entre as cepas 0 que torna essa sequéncia uma boa ferramenta para classificagfes taxondémicas,
apesar de ndo ser tdo indicada para avaliar variabilidades genéticas. (SIARKOU et al, 2007;
MAEKAWA et al., 2017).

Outros importantes marcadores moleculares para E. canis séo as groEL, dsb, gltA, gp200,

gp32, gp36 (AGUIAR, 2019). Estes, quando combinados com a sequéncia 16S permitem uma
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avaliacdo mais profunda das divergéncias entre as cepas, avaliando regides mais conservadas e
outras ndo tdo conservadas assim de modo a permitir estudos moleculares mais completos.
(MAEKAWA et al., 2017).

17



3. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo epidemiologico e molecular, que contou com a participacédo
de cées provenientes de diversas regides do estado do Rio de Janeiro, foi necessaria a submissédo
do projeto ao Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(CEUA/UFRRYJ), aprovado sob nimero 3915240616.

3.1. Caracterizagdo do Espaco Amostral

Foram selecionados quatro municipios do estado do Rio de Janeiro com diferentes
gradientes de altitude: Paracambi e Barra do Pirai, com uma altitude media de até 600 metros e
Petrépolis e Teresopolis, com altitude média acima de 600 metros de altitude. Esses municipios
foram selecionados porque atendiam aos critérios de altitude, e possuiam proximidade com a
sede do laboratorio. As coletas foram realizadas mensalmente nas zonas rurais (Figura 2) e
urbana (Figura 3) de cada municipio no periodo de um ano (de novembro de 2018 até outubro
de 2019).

Para que uma area fosse considerada zona rural, a propriedade deveria atender ao menos
dois dos critérios descritos a seguir: estar localizada em regides com menor densidade
populacional quando comparadas ao centro comercial da cidade, possuir criacbes agropecuarias
e/ou producdes agricolas, possuir pavimentacao precéaria, regides com sitios, fazendas e areas
de matas.

Considerou-se como zona urbana, regides com uma maior densidade populacional no
municipio, areas de concentracdo comercial, areas com maior aglomerado de residéncias e com
maior facilidade de acesso, como pavimentacdo das ruas e calcadas e maior nimero de linhas
de Onibus.

Os municipios selecionados foram separados em dois grupos de acordo com a altitude
média de cada municipio. No Grupo de baixa altitude incluem-se Barra do Pirai e Paracambi
(até 600 metros de altitude) e no Grupo de alta altitude, incluem-se Petropolis e Teresopolis
(altitudes acima de 600 metros). A caracterizagdo dos municipios encontra-se abaixo:

O municipio de Barra do Pirai esta situado na regido do Vale do Paraiba do Sul, interior da
Regido Sul-fluminense do estado do Rio de Janeiro e no Censo do IBGE de 2018, contava com
uma populacdo de aproximadamente 100.000 habitantes. Apesar do crescimento urbano, o
municipio se beneficia principalmente de atividades agricolas, industriais, metalomecanicas e
pecuarias. A economia baseia-se também no comércio, atendendo a diversos distritos da regido.

Ocupa o0 20° lugar no estado do Rio de Janeiro em indice de desenvolvimento humano (IDH).
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Localiza-se a uma latitude 22°28'12" Sul e a uma longitude 43°49'32" Oeste, estando a uma
altitude média de 363 metros acima do nivel do mar. Apresenta temperatura média de 21,4°C
com oscilacdo média de 6,4°C. A pluviosidade média do municipio € de 1594mm e a
precipitacdo média varia cerca de 250mm entre 0 més mais seco e 0 mais chuvoso do ano.

O Municipio de Paracambi pertence & Regido Metropolitana do Rio de Janeiro. Localiza-se
a22°36'39" de Latitude Sul e 43°42'33" de Longitude Oeste. Sua populagédo estimada pelo censo
de 2018 do IBGE é de estimada € de 52.683 habitantes. Ocupando o 33° lugar em IDH do
estado, o clima se caracteriza como tropical e possui uma altitude média de 54 metros acima do
nivel do mar. A economia é baseada em comércio local, agricultura e pecuéria. Tem como
temperatura média 22,1°C, sendo a temperatura média no més mais frio do ano 18,7°C. Quanto
a sua pluviosidade média anual é de 1594mm com uma média de 281mm nos meses mais
umidos e 50mm no més mais seco.

O Municipio de Petrépolis fica situado na Regido Serrana fluminense e possui uma
estimativa de 305.687 habitantes. Sua economia se baseia principalmente em turismo, na
producdo de cervejas e téxtil. Petropolis ocupa o 11° lugar em IDH do estado. O clima € o
tropical de altitude, com verdes Umidos e quentes e invernos secos e relativamente frios. O alto
relevo, formado por montanhas de grandes altitudes, tem grande influéncia no clima do
municipio. A altitude média é de 838 metros acima do nivel do mar e sua temperatura media é
19,6°C e apresenta 1917mm como pluviosidade média anual (CLIMATE.DATA.ORG).

O Municipio de Teresopolis é caracterizado como 0 municipio mais alto do estado,
atingindo uma altitude média de 871 metros acima do nivel do mar. O clima ¢ o tropical de
altitude e uma das caracteristicas do municipio é a temperatura fria. As coordenadas sao
Latitude: 22° 24" 44" Sul, Longitude: 42° 57' 59" Oeste. Ocupa 0 23° lugar em IDH do estado
do Rio de Janeiro. Sua populacdo estd estimada em 180.000 habitantes, apesar de ter uma
economia agricola forte, a principal fonte do PIB de Teresopolis é o setor terciario. A
pluviosidade média anual é 2081mm, atingindo 325mm de precipitacdo nos meses mais

chuvosos e 60mm no més mais seco.
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Figura 2. Imagens das Zonas Rurais e interior de domicilio de coleta: A — Paracambi; B — Barra do Pirai; C —

Teresopolis; D — Petropolis.

Figura 3. Imagens da Zona Urbana e interior de domicilio de coleta: A — Barra do Pirai; B-Teresopolis; C-

Paracambi; D — Petropolis.
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3.2. Tamanho da Amostra

Para a determinacdo do tamanho da amostra foram levados em consideracdo parametros de
uma populacédo infinita para um nivel de prevaléncia esperada de 50%, um erro amostral de
5% e admitindo um nivel de significancia de 95% (FULGENCIO, 2006), utilizando a formula:

N = p (100 — p). o
(d.p /1002

Sendo: N =numero de amostras para estimar a prevaléncia em uma populacéo infinita; p
= prevaléncia esperada; a? = fator determinante do grau de confianca; d= erro amostral.

A equacdo resultou de um N amostral de 384 cdes. No presente estudo, foi coletado um
total de 456 amostras distribuidas nos quatro municipios como pode ser observado no

organograma abaixo (Figura 4):

Petropolis (103)

resapolis (104)

Figura 4. Organograma demonstrando a sequéncia de eventos no processo de coleta de amostra de sangue de cées

dos municipios de Paracambi, Barra do Pirai, Petrdpolis e Teresopolis, RJ, Brasil.

3.3. Coleta de Amostras

As coletas foram realizadas entre o periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019 nas
zonas rurais e urbanas das cidades. Foi utilizada a ferramenta de mapas do Google para a
selecdo das zonas rurais e urbanas. As residéncias foram escolhidas por conveniéncia e as
amostras foram coletadas apenas nas residéncias onde o tutor responsavel pelo animal assinava
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1) consentindo em participar do

estudo.
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O tutor recebeu explicacdo do projeto pela equipe, e participou de uma entrevista
respondendo a um questionario epidemioldgico (APENDICE I1). Apenas um animal era
selecionado por residéncia e o critério utilizado para a selecdo do animal foi sorteio.

Foi coletado cerca de 3 ml de sangue por puncéo periférica da veia cefalica utilizando-se
seringa de 3ml e agulhas de 25mm. Desses 3 ml, cerca de 2,5 ml foram coletados em tubos de
EDTA e os 0,5ml de sangue foram coletados em tubos préprios, sem anticoagulante, para a
obtencdo de soro sanguineo. As amostras foram acondicionadas em isopor com gelo, e
posteriormente levadas ao Laboratorio de Sanidade Avicola e Multiuso (LASAVE) do
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro e armazenadas a -20°C para posterior extracdo do DNA.

3.3.1. Questionario epidemiologico

Foi realizado um questionario epidemioldgico semiestruturado na entrevista com o tutor.
Neste guestionario foram avaliadas as seguintes variaveis ambientais de forma dicotémica:
namero de cédes na casa (1 ou mais de um), acesso do animal a rua (sim ou ndo), acesso a areas
de pasto (sim ou ndo), acesso a regido de matas ( sim ou ndo), presenca de jardim no quintal
(sim ou ndo), estacdo do ano no momento da coleta (primavera, outono, verdo, inverno), periodo
(chuvoso ou seco), regides (Regides de Baixa altitude ou Serrana), temperatura no momento da
coleta (até 25°C, maior que 25°C), zona (zona rural ou urbana), presenca de animais silvestres
nas proximidades (sim ou ndo), presenca de outros animais domeésticos na casa (Sim ou nao),
presenca de cdrregos nas proximidades (sim ou ndo) e as condi¢des de limpeza do ambiente era
assinalada a partir de observacdo do entrevistador (boa ou ruim).

Também foram avaliadas variaveis intrinsecas dos caes tais como: idade (até 5 anos e acima
de 5 anos), sexo (fémea ou macho), raga (com raca definida ou sem raca definida), faz controle
de ectoparasitos (sim ou ndo) e a periodicidade e forma de uso, see o animal possui
acompanhamento veterinario (sim ou ndo), estado clinico no dia (saudavel ou com manifestacédo
clinica de qualquer natureza), escore corporal (peso ideal, sobrepeso ou abaixo do peso), porte
do animal (pequeno e médio porte, aqueles que pesam até 15 kg ou grande e gigantes, 0s que

pesam 16 kg ou mais).
3.3.2. Avaliacdo clinica dos animais e coletas de ectoparasitos

No momento da coleta, avaliou-se o escore corporal pela tabela fornecida por Burkholder
et al. (2000), no ANEXO I. Tamanho e consisténcia dos linfonodos, coloracdo das mucosas
oral e ocular (hipocoradas, normocorada ou hipercorada), tempo de preenchimento capilar com
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a pressdo dos dedos do examinador na gengiva do animal e uma inspe¢do minuciosa da pele
pela procura de lesdes; verificagdo de presenca de otites e dermatites e os pardmetros
cardiologicos e respiratorios. Também foi avaliada a denticdo do animal e se o animal se
encontrava ativo, atento ou apatico e pouco responsivo.

O animal também foi inspecionado com intuito de localizar carrapatos. A catacao do animal
durava um periodo médio de 15 minutos, ocasionalmente com ajuda de um pente fino. Os
carrapatos encontrados foram removidos manualmente e o ambiente do animal também foi
inspecionado por um periodo equivalente. Os carrapatos encontrados foram acondicionados em
tubos de ensaio de 13x10mm, os quais foram vedados com algoddo hidrofébico. Os
ectoparasitos foram armazenados em estufas B.O.D e processados no dia seguinte a coleta.

3.3.3. ldentificacdo morfologica do carrapato

Para a identificacdo das espécies de carrapatos adultos foi utilizada a chave dicotdmica
descrita na literatura por Barros-Battesti (2006). Ninfas de carrapatos do género Amblyomma
foram identificadas utilizando a chave de Martins (2011), enquanto as larvas foram
identificadas em nivel de género (BARROS-BATTEST]I, 2006). Para uma melhor visualizagdo
dos espécimes e seus detalhes morfoldgicos, foi utilizada uma lupa estereoscdpica Nikon®

MODEL C-LEDS com capacidade maxima de aumento de 35 vezes.
3.4. Extragéo de DNA Total

O DNA total do sangue foi extraido utilizando o kit de extracdo de DNA (DNeasy Blood
& Tissue kit QIAGEN) seguindo as recomendagfes do fabricante. Todas as amostras foram
extraidas e 0 DNA separado em 3 aliquotas de 30 uL cada; as amostras foram acondicionadas
em freezer com temperatura média -20°C para posterior utilizacdo nas reacdes em cadeia de
polimerase.

3.5. Quantificacdo do DNA Total

Todas as amostras foram quantificadas por espectrofotometria utilizando o
espectrofotdbmetro Nanodrop® 2000 da Thermofisher. Amostras com quantificacbes
superiores & 100ng de DNA total foram diluidas para concentragdo de 100 ng com o tampdao
Tris-EDTA (TE) (DNeasy® Blood & Tissue da Qiagen).
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3.6. Realizacdo de PCR em Tempo Real (QPCR) para Deteccéo de Ehrlichia canis.

A deteccdo molecular de E. canis foi realizada pelo qPCR utilizando-se o par de Primers
e sonda (Quadro 2) descritos por Baneth et al. (2009). Os primers amplificam um fragmento de

93 pares de base (pb) utilizando como alvo o gene 16S rRNA.

Quadro 2. Sequéncias de primers e sonda para deteccdo molecular de Ehrlichia canis por PCR

em tempo real a partir de amostras de DNA extraido de sangue de cées.

Primers e Sonda

Forward F5” TATAGCCTCTGGCTATAGGAAATTGTTA ‘3
Reverse R5> ACCATTTCTAATGGCTATTCCGTACTA ‘3
Sonda 5°6-FAM-TGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGG- TAMRA-3°

Fonte: Baneth, 2009

As reagOes foram realizadas em volume final de 10 uL, contendo 0s seguintes reagentes: 1x
de TagMan® Fast Advanced Master Mix, 0,5 uM de cada primer, 0,2 uM da sonda e
aproximadamente 200ng de DNA. As condicOes de termociclagem foram as seguintes: 50 °C
por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 2 segundos e 60 °C por
20 segundos. Foram consideradas positivas as amostras com valor de Cq igual ou inferior a 40

ciclos.

3.7. PCR Convencional para amplificacido da sequéncia 16S rRNA de Ehrlichia canis e

sequenciamento

Com intuito de fazer uma andlise filogenética do gene 16S das amostras positivas para E.
canis, foram realizadas duas reacdes de PCR para a amplificagdo completa do gene 16S. As
reacOes foram descritas por Unver et al. (2001) nas quais sdo usados dois pares de primers de
866pb (reacdo 1) e de 691pb (reacdo 2), respectivamente (Quadro 3). Ambas as reaces foram
executadas em 16 amostras com Cq menores que 33, obtidos na reacdo de qPCR, previamente
descrita. Os Cgs maiores foram excluidos devido a dificuldade de gerar produtos de PCR em

concentracdo suficiente para o sequenciamento.

Quadro 3. Sequéncia dos primers para amplificacdo da sequéncia completa do 16S rRNA de
Ehrlichia canis descritos por Unver et al. (2001).

Primers (Forward e Reverse) Numero de Pares de base  Reacéo
Al7-5°GTTTGATCCTGGCTCAG 3’(F) 866 1
817R — 5’-GAGTTTTAGTCTTGCGAC (R)

750F-5’"TAGTCCACGCTGTAAACG 3’ (F) 691 2

EC3-5’ACCCTAGTCACTAACCCAAC3’(R)
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As reacgOes possuiam um volume final de 25ul contendo os seguintes reagentes e
concentragdes: 2,5 ml de DNA polimerase buffer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE,USA), Cloreto de Magnésio na concentracdo 2mM; 0,2mM de oligonucleotideos; 0,4uM
de cada primer e 1,5 Unidades da enzima Taq Polimerase e as condi¢des de termociclagem
foram as seguintes: 4 minutos de desnaturagdo inicial a 94°C, 40 ciclos com 60 segundos a
94°C, 60 segundos a 54°C e 60 segundos a 72°C apds os 40 ciclos, 7 minutos a 72°C etapa de
extensdo final. Os produtos de PCR amplificados foram sujeitos a eletroforese em gel de
agarose a 2%. A eletroforese corre a 5V/cm. O gel foi corado com brometo de etidio (0,4mg/ml)
e observado sob luz ultravioleta usando L-P1X Touch System (Locus Biotecnologia, Cotia, SP,
Brasil). Os produtos de PCR foram purificados usando Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up
System (Promega, Madison, WI, USA). Em seguida, foram enviados para a Rede de
plataformas tecnologicas da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) na area de genémica situada no

Instituto Oswaldo Cruz, Manguinhos, Rio de Janeiro.
3.8. Analise Espacial

Os mapas tematicos foram confeccionados a partir da base cartogréfica do estado do Rio de
janeiro e suas municipalidades, disponivel no banco de dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2017). Utilizou-se o formato de arquivo tipo — shapefile (SHP)
na escala 1:25, mantendo as coordenadas previamente definidas pelo IBGE em graus decimais
no Sistema de Referéncia Geocéntrico para as Américas (SIRGAS, 2000).

As coordenadas geogréficas coletadas com GPS de navegacdo, foram previamente
organizadas em formatos de graus decimais. Em seguida, foi elaborada a tabulac¢do dos dados
relacionados aos cées, a tabulacdo das amostras que apresentavam resultado positivos para E.
canis no gPCR; estas foram salvas em arquivos de formato CSV - Comma Separated Value
para a construcao da tabela.

A tabela CSV gerada, foi importada para o ambiente SIG, QGIS e salva como um arquivo
vetorial de pontos no formato SHP. Todos os dados do municipio coletado foram incorporados
no formato de georreferenciamento, zona Universal Transversa de Mercator (UTM) 23 Sul e
0s mapas foram reprojetados para SIRGAS 2000/UTM zona 23 S. Utilizando o arquivo com 0s
pontos de coleta elaborados na etapa anterior, criou-se um mapa de densidade utilizando o
estimador de densidade de Kernel contido na ferramenta interpolagéo - Mapa de calor do QGIS.
Neste mapa, respeitando um gradiente de cores, estabeleceram-se 4 classes com intervalos

iguais referentes ao nimero de casos positivos distribuidos no mapa.
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3.9. Analises Estatisticas

Os dados obtidos nas entrevistas, do exame clinico e das analises laboratoriais foram
colocados em plataforma digital e submetidos a testes estatisticos para anélise dos dados. Os
testes de Qui-quadrado e o exato de Fisher foram realizados para avaliar a associacao entre a
positividade de E. canis nas amostras e as variaveis obtidas pelo questionario epidemioldgico
(em nivel dicotbmico qualitativo 0 = negativo, 1= positivo).

Para avaliar diretamente os aspectos relacionados as diferentes altitudes, apds a realizagdo
da andlise descritiva dos dados das amostras, essas foram separadas em dois grupos. Um
correspondente aos municipios localizados em regides de baixa altitude (Barra do Pirai e
Paracambi) e outro com municipios localizadas em regides de altitude elevada (Petropolis e
Teresépolis). O teste de Qui-quadrado e o modelo de regresséo logistica foram novamente
aplicados. Os valores foram considerados significativos estatisticamente quando o p-valor foi
>0.05.

Um modelo de regressao logistica binario foi construido para explicar os possiveis fatores
de risco associados com a presenca de E. canis nas amostras de sangue de cdes. As varidveis
significativas nos testes de Qui-quadrado ou Exato de Fisher admitindo-se um valor de p
inferior a 0,25 (p-valor) foram analisadas pelo método de regressdo logistica maltipla. As
variaveis incluidas no modelo foram submetidas ao método de Wald que testa a significancia
da inclusdo das variaveis em cada estagio usando 0,1 como ponto de corte. As variaveis
incluidas na analise multivariada foram analisadas para verificar multicolinearidade de acordo
com Jesse e Menard (1996), assumindo o valor de tolerancia >0,1 e Fator de Inflagdo de
Variancia (FIV) <10. Entre as varidveis altamente correlacionadas aquela de maior
plausibilidade biologica foi mantida na analise de regressao logistica multipla. A precisdo do
modelo de regresséo final foi estabelecida pelo teste de Hosmer-Lemeshow (p-valor > 0,05).

As variaveis significativas nos testes de qui-quadrado ou exato de Fisher admitindo-se um
p valor inferior a 0,25 (p-valor) foram analisadas e entre as variaveis altamente correlacionadas
foram mantidas aquelas com maior FIV para a analise de regressdo logistica multipla. A
precisdo do modelo de regresséo final também foi estabelecida pelo teste de Hosmer-Lemeshow
(p-valor >0,05).

3.10. Analise filogenética

A identidade das sequéncias 16S rRNA de E. canis foi avaliada por uma busca inicial com
a ferramenta nBLAST, disponivel em https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. A distancia

evolutiva foi calculada usando o modelo de Kimura-2-parametros com uma taxa de variagdo
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entre 0s sitios modelada por uma distribuicdo gama. A distancia evolutiva foi calculada
utilizando o software MEGA X (KUMAR et al., 2018).

Para andlise filogenética foi construido um banco de dados composto por 68 sequéncias da
porcdo 16S do DNA ribossomal de Ehrlichia canis, Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e
Neorickettsia spp. disponiveis no GENBANK. O alinhamento das sequéncias foi realizado com
o algoritmo CLUSTAL W disponivel no software MEGA X (KUMAR et al., 2018). A
reconstrucdo filogenética foi estimada através do método de Méaxima verossimilhanca. A
selecdo do melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi realizada pelo software
ModelTest v2.1.9 (POSADA; CRANDALL, 1998). A distancia entre pares foi calculada com
0 modelo de substituicdo de Kimura-2-parametros + G (TAMURA et al., 2013). Para a analise
de confianca dos grupos, foi utilizado o teste de “Bootstrap” com 1000 pseudoréplicas. A
analise filogenética foi realizada no software MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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4. RESULTADOS

Foram coletadas 456 amostras de sangue de cdes nas zonas rurais e urbanas de quatro
municipios do estado do Rio de Janeiro ao longo do periodo de novembro de 2018 até outubro
de 2019 (Figura 5). Foi observada uma frequéncia global de 22,59% (n = 103/456) de cdes

positivos para E. canis através da qPCR. (Tabela 1).
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Figura 5. Mapa de pontos de coleta e animais positivos nos municipios de Paracambi, Barra do Pirai (baixa

altitude), Petrépolis e Teresdpolis (elevada altitude) no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

No Municipio de Barra do Pirai, foram coletadas 127 (n = 127/456) das amostras; destas,
63 pertenciam a zona rural e 64 amostras pertenciam a zona urbana representando 27,8% das
amostras coletadas. Foi observada uma frequéncia de 26,8% (n = 34/127) de cdes positivos
para E. canis nas amostras coletadas. Nao houve diferenca estatistica entre as frequéncias
obtidas na zona rural e urbanas deste municipio.

No Municipio de Paracambi, foram coletadas 122 amostras representando 26,7% do total
das amostras (122/456); dessas, 59 (48,4%) pertenciam a areas da zona Rural e 63 (51,6%)
amostras pertencentes a zona urbana. Em todo o municipio foi observada uma frequéncia de
31,1% (n = 38/122) de cdes positivos para E. canis através da reacdo de gPCR. Uma frequéncia
de 35,59% (n = 21/59) de cées positivos para E. canis foi observado na zonal rural e 27% (n =
17/63) na zona urbana.

No municipio de Petrépolis, das 103 amostras coletadas (22,6%), 65 (63,1%) pertenciam

a zona urbana e 38 (36,9%) pertenciam a zona Rural. A frequéncia de casos positivos foi de
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9,7% (10/103) das amostras coletadas. Na zonal rural deste municipio foi observada uma
frequéncia de 7,9% (n = 3/38) e na zona urbana 10,8% (n = 7/65).

E por fim, no municipio de Teresépolis, foram coletadas 104 (22,8%) amostras no total,
sendo que, destas, 52 (50,0%) amostras pertenciam a zona urbana e 52 (50,0%) pertenciam a
zonarural. A frequéncia de casos positivos encontrada neste municipio foi de 20,19%. Na zonal
rural deste municipio foi observada uma frequéncia de 19,2% (n = 10/52) e na zona urbana
21,15% (n = 11/52). As frequéncias podem ser observadas na tabela 1. A distribuicdo de
positivos da amostra pode ser observada no mapa de calor Kernel (Figura 6), neste mapa pode
observar a distribuicdo dos casos positivos por area de concentracao.
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Figura 6. Mapa de densidade Kernel demonstrando a distribuicdo de cdes positivos na deteccdo do gene 16S
rDNA de Ehrlichia canis em regido de baixada, médio Vale do Paraiba e Regido Serrana do estado do Rio de

Janeiro, periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

Tabela 1. Positividade global e frequéncia segundo o municipio de infecgdo por Ehrlichia canis em cées através

da PCR em tempo real nos municipios de Barra do Pirai, Paracambi, Petrdpolis e Teresopolis, RJ, Brasil.

Municipios n° de amostras Positividade global  Frequéncia relativa
Todos 456 22,59% (103/456) -

Barra do Pirai 127 - 33,0% (34/103)
Paracambi 122 - 36,9% (38/103)
Petropolis 103 - 9,7% (10/103)
Teresopolis 104 - 20,4% (21/103)

As coletas foram realizadas por um periodo de um ano, os resultados positivos (103

amostras) foram distribuidos ao longo do periodo de um ano, sendo o periodo de junho do ano
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de 2019, o periodo com maior nimero de amostras positivas (16/103) ou uma frequéncia de
15,53% e os meses de maio (5/103), julho (6/103) e dezembro (3/103) 0os meses com menor
frequéncia de positivos apresentando uma frequéncia de 4,8%,5,8% e 2,91%, respectivamente
(Figura 7).

Frequéncia de positivos durante um ano
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Figura 7. Frequéncia de ces positivos para Ehrlichia canis através da PCR em tempo real, segundo o més de
coleta no periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

Do periodo de novembro de 2018 a outubro de 2019 foram visitadas 456 domicilios.
Em 84 residéncias foram encontrados carrapatos, totalizando 412 espécimes, sendo 8 larvas,
109 ninfas e 295 adultos. Foram identificadas como R. sanguineus s.I 8 larvas, 92 ninfas e 290
carrapatos adultos. J& 17 ninfas e 5 adultos foram identificados como pertencentes ao género
Amblyomma spp. Através da divisdo do N amostral, por municipios, registrou-se no municipio
de Barra do Pirai 109 R. sanguineus adultos; no municipio de Paracambi obteve-se 60 ninfas e
64 individuos adultos; no municipio de Petrépolis foram coletados 19 fémeas e 19 ninfas de R.
sanguineus e 2 espécimes de Amblyomma spp e no municipio de Teresopolis encontrou-se 98
R. sanguineus adultos (Figura 8).
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4.1. Achados Epidemioldgicos

Os resultados das analises bivariadas foram dividos em 4 tabelas: as variaveis ambientais
biogeograficas (tabela 2), variaveis ambientais (tabela 3), variaveis comportamentais (tabela 4)
e variaveis intrinsecas ao cdo (tabela 5).

A anélise bivariada demonstrou que as variaveis de baixa altitude (p-valor = 0,001). As
residéncias com mais de um céo (p-valor 0,045), a presenca de carrapatos (p-valor = 0,028), a
presenca de carrapatos da espécie R. sanguineus s.l (p-valor = 0,005), acesso a matas (p-valor
= 0,004), acesso a pasto (p-valor = 0,005), acesso a rua (p-valor = 0,032) apresentaram
associacdo com a presenca do DNA de E. canis nas amostras de sangues de cées.

A anélise bivariada dos fatores intrinsecos ao cdo demonstrou que a variavel raca (com raca
definida ou sem raca definida) apresentou associagcdo com a presenca de DNA de E. canis nas
amostras de cdes (OR = 1,85; p valor = 0,016; IC: 1,11-3,07). O risco de infeccdo por E. canis
é maior 1,85 vezes em caes com raca definida quando comparados com cédes que ndo possuem
uma raca definida. As ragas amostradas neste estudo foram American bully, Basset hound,
Beagle, Blue heeler, Buldogue americano, Buldogue francés, Bull terrier, Chow-chow, Cocker
Spaniel, Dachshund, Fox paulistinha, Golden, Labrador, Lhasa Apso, Maltés, Pastor aleméo,
Pinscher, Pitbull, Poodle, Pug, Red heeler, Rottweiler, Salmoieda, Sdo Bernardo, Shih-Tzu,
Spitz, Terranova e Yorkshire.

Demais variaveis extrinsecas como zona (rural e urbana), estacdo do ano, periodo do ano,
temperatura, presenca de outras espécies domésticas no domicilio, presenca de animais
silvestres nos arredores, presenca de vegetacdo em casa, limpeza do ambiente, se o animal

possui abrigo, e intrinsecas como escore corporal, porte (grande ou gigante, pequeno ou médio),
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castrado, comprimento dos fios longo ou curto), se 0 animal possui assisténcia veterinaria ,

idade (até 5 anos e acima de 5 anos), se animal faz controle de ectoparasitos, estado clinico no

dia (saudavel ou apresentam sinal sintoma clinico). Nao foi observada associacdo significativa

entre os fatores relacionados ao animal e a presenca do DNA do patégeno em suas respectivas

amostras

Tabela 2. Andlise estatistica descritiva e bivariada das variaveis biogeogréficas na presenca de DNA de Ehrlichia

canis nas amostras coletadas no periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

Anélise Descritiva Analise Bivariada

Ne de Numero d Frequencia

Variivels amostras positivos %

I

Regido Serrana (acima de 600 207 31 150
metros)
Regido de Baixada (abaixo de 210 n 289

600 metros) *

Utbana* 44 51 209
Rural 12 52 245
Chuvoso * 173 41 217
Seco 283 62 219
1°C até 25°C* 270 63 233
Maior que 26°C 186 40 215

¢ Relaia X! Pvalort* OR (IC 95%)

Tabela 3. Analise estatistica descritiva e bivariada das varidveis ambientais na presenca de DNA de Ehrlichia

canis nas amostras coletadas no periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

Anilise Descritiva Anailise Bivariada

Varidveis Ne de Numero Frequéncia
amostras positives Relativa (%) valor**

#
o

Sim* 113 34 30,1
Nio 343 69 20,1

Rhipicephalus sanguineos s 1* 67 24 358
|Outro ou nada 389 79 20,3

Apenas 1 cio 271 70 258
Dois ou mais*® 185 33 17,8
Sim* 257 57 222
Nio 199 46 231

Sim* 377 26 22,8
Nio 79 17 215

Sim* 318 77 24,2
Nio 138 26 18,8
Ruim* 150 28 18,7
Boa 306 75 245

Nao* 180 41 228
Sim 276 62 225
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Tabela 4. Andlise estatistica descritiva e bivariada das variaveis comportamentais na presenca de DNA de

Ehrlichia canis nas amostras coletadas no periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

Andlise Descritiva Andlise Bivariada

. Frequéncia .
Variaveis N° de amostras Nimero de positives Relative (% X Praler** OR(IC%95%)
Sim* 155 4R 302
Nao 297 35 18,5
Ciotemacessoarus 46 4@ 0B 16008252
Sim* 197 54 27,4
MNio 259 43 18,9
Clotemnesssoamata 4% B30 190(L229%
[im* 188 35 20,3
Nao 268 48 17.8
Sim * 148 40 270
Mo 08 63 20,5

Tabela 5. Andlise estatistica descritiva e bivariada das variaveis intrinsecas na presenca de DNA Ehrlichia canis

nas amostras coletadas no periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

Analise Descritiva Analise Bivariada
e . Ne de Numero de Frequéncia P
Variaveis amostras positives Relativa (%) X valor** OR (IC95%)
Com raca definida 305 79 259
Sem raga defimda 151 24 15,9
Longo 193 33 17.1
Curto 263 70 26.6
Abaixo do Peso 91 26 286
Normal ou Sobrepeso 365 77 211
Pequeno e médio (até 15kg) 314 68 1.7
Grandes e Gigantes ( acima de 16 kg) 142 35 246
Nio 343 71 20.7
Sim 113 32 283
Nio 228 55 241
Sim 228 48 21,1
Macho 233 57 245
Fémea 223 46 206
Mais de 6 anos 278 56 201
Até 5 anos 178 47 264
Nio 433 99 229
Sim 23 4 17.4
Nio 286 60 21,0
Sim 170 43 253
Saudével 328 68 20,7
Algum sintoma 128 35 273

w
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As variaveis acesso a rua, altitude, raca e presenca de R. sanguineus s.l. no animal e/ou no
ambiente em que habita foram selecionadas para 0 modelo de regressdo logistica apds a
avaliacdo de variaveis altamente correlacionadas e a exclusdo das varidveis correlacionadas
selecionadas como biologicamente menos relevantes em comparagdo a outra. O modelo de
andlise multivariada apresentou as variaveis: Raca (OR:1,87; p-valor 0,018; 1C:1,11-3,14),
acesso a rua (OR: 1,77; p-valor: 0,014; 1C:1,12-2,80), Altitude (OR:2,18; p-valor=0,002;
IC:1,35-3,54); Presenca de R. sanguineus (OR:1,87, p-valor: 0,034, IC:1,05-3,33)

significativamente associados a presenca de DNA de E. canis nas amostras. (Tabela 6).

Tabela 6. Analise de regressao logistica das variaveis associadas com cées positivos para Ehrlichia canis através

da reacdo de PCR em tempo real nos municipios de Paracambi, Barra do Pirai (baixa altitude), Petropolis e

Teresopolis (alta altitude) no estado do Rio de Janeiro, Brasil, periodo de novembro de 2018 até outubro de 2019.

+
Numero de animais: 456
Erro P
Variaveis Categorias J ()] Wald valor OR (IC 95%)
ELs
£ 3
SRD 0.63 0.27 5.55 0.018 1.87(1.11-3.14)
Raca
CRD*
0,23
Cdo com acessoa  Sim 0.57 6.04 0,014 1,77 (1.12-2.80)
Rua
Nio
Abaio  de
Altitude 600metros 0.78 0.25 10,04 0.002 2.18(1.35-3.54)
Acima de
600metros
0.30
. 4.49 0.034 1.87(1.05-3.33)
Sim 0.63
Presenca de
hap:c_ephafm Outro ou
Sqngniness.s. nenhum
Constant -2.52 0.31 64,87 0.000 008

Variaveis dependentes: animais positivos, resultados em p: beta; Frro; OF- razdo de changgs - (95% IC): Intervalo de confianca
com p** <005 * SRD - Sem Ragi Definida, CRD — Com Raca Definida

Em seguida, apds o teste de Wald foi realizada a prova de Hosmer-Lemeshow no qual foi
obtido um p-valor de 0,921 com a finalidade de testar a forca que as variaveis causais inclusas
no modelo explicam a ocorréncia de E. canis em cées nas condi¢fes do estudo. Quando p-valor
for maior que 0,05, significa que o modelo de regresséo logistica serve para explicar 0s casos
positivos do estudo. Ao fim do teste, 0 modelo com as quatro variaveis citadas explica 73% dos

casos de infeccdo por E. canis neste estudo realizado.

34



Com o objetivo de isolar o efeito da altitude sobre a epidemiologia de E. canis, foi realizada
uma nova analise estatistica das variaveis em cada gradiente de altitude (regido até 600m de
altitude e regides de mais de 600metros de altitude) separadamente. Para os cdes domiciliados
na regido de menor altitude (Paracambi e Barra do Pirai) as variaveis ambientais que obtiveram
associacdo com a presenca de DNA de E. canis nesse grupo foram: presenca de R. sanguineus
s.| (OR=2,08; p-valor=0,025; IC= 1,09-3,97), acesso a pasto (OR=1,84, p-valor=0,035;
IC=1,06-3,19), acesso a mata (OR=2,02, p-valor=0,012; 1C=1,16-3,50) e a presenca de
carrapatos (OR=1,81, p-valor=0,043; 1C=1,01-3,21). A variavel intrinseca que tive associa¢do
nesse grupo foi: animal castrado (OR=0,38, p-valor=0,004; 1C=0,20-0,75).

Para o grupo de cdes domiciliados nos municipios com elevada altitude (Petrépolis e
Teresopolis), a variavel extrinseca que foi associada a presenca de DNA de E. canis foi 0 acesso
a rua (OR=1,45, p-valor=0,048; 1C=0,84-2,50). Com relacdo as variaveis intrinsecas apenas
caes sem raca definida apresentou associac¢do com E. canis (OR=1,81, p-valor=1,705; 1C=0,91-
3,19).

As variaveis que apresentaram significancia foram submetidas aos testes para a realizacao
de modelos de regressdo em cada regido (baixada e serrana). O grupo de variaveis para 0s cdes
domiciliados na Regido Serrana apresentou alta colinearidade e, portanto, ndo foi possivel a
realizacdo de um modelo. J& no grupo dos cées domiciliados em baixas altitudes, as Unicas
variaveis que ndo apresentaram colinearidade foram animais ndo castrados (OR=2,7, p- valor:
0,004, 1C=1,38-5,41) e os de acesso a mata OR=0,739, P-valor: 0,010, 1C=1,193-3,675)
explicando 71,5 % dos casos.

4.2. Analise filogenética

A identidade das sequéncias 16S rRNA de E. canis obtidos no presente estudo (n=16)
variou de 98,74 a 100% quando comparada com outros isolados disponiveis no Genbank. A
amostra 464 apresentou um percentual de identidade que variou de 91,04 a 91,86% com
isolados de Ehrlichia spp. disponiveis no Genbank. No presente estudo foi observado uma
maior heterogeneidade das sequéncias 16S rRNA de E. canis entre as amostras obtidas de caes
domiciliados no municipio de Teresépolis (exceto a amostra 464), com uma distancia evolutiva
de 0.0037.

No municipio de Paracambi, as sequéncias 16S rRNA de E. canis foram mais homogéneas,
com uma distancia evolutiva de 0,0011. A distancia evolutiva entre as sequéncias 16S de E.
canis obtidos de cdes do municipio de Barra do Pirai foi de 0,0017. Quando a distancia

evolutiva foi comparada entre as sequéncias de diferentes municipios, uma maior divergéncia
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genética foi observada entre os municipios de Barra do Pirai e Teresopolis, com uma distancia
de 0, 00264. A distancia evolutiva calculada entre os demais municipios pode ser consultada
na Tabela 6 e a distancia evolutiva entre todas as sequéncias 16S rRNA de Ehrlichia spp. variou

de 0,0 a 0,0992, conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Distancia evolutiva média (distancia-p) entre as sequéncias de 16SrRNA de Ehrlichia canis, obtidas de
cdes naturalmente infectados, dos municipios de Paracambi, Barra do Pirai, Teresdpolis e Petrépolis, estado do

Rio de Janeiro, Brasil.

Paracambi-RJ Barrado Pirai-RJ  Teresopolis-RJ

Paracambi-RJ

Barra do Pirai-RJ 0,00135
Teresopolis-RJ 0,00230 0,00264
Ehrlichia sp.- Teresopolis-RJ 0,09390 0,09436 0,09467

Na andlise filogenética, as sequéncias 16S rRNA de E. canis obtidas nesse estudo
agruparam-se em um unico bloco junto com as outras sequéncias de E. canis de diversas partes
do mundo. A amostra 464 agrupou-se entre os clados de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.,
entretanto, esta filogeneticamente mais relacionada com as espécies do género Ehrlichia
(Tabela 8). Porém, através da analise filogenética a amostra 465 pode ser classificada apenas

dentro do género Ehrlichia, ndo sendo possivel a classificagdo em nivel de espécie (Figura 9).

Tabela 8. Matrix de distancia evolutiva (distancia-p) par-a-par entre as sequéncias de 16SrRNA de Ehrlichia
canis, obtidas de cdes naturalmente infectados nos municipios de Paracambi, Barra do Pirai, Teresépolis e
Petropolis, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

88 T 127 264 W 276 366 188 28F M0 IM 0 W6 0 4 4B
Amottrs 68 . Paraoambl-RJ
Amotira 78 . Barra do PiralRJ
Amocirs 127.Barra & PiralRJ  0.0000 0
Amogirs. 264 . Paracambdl RY
Amottra.314 - Barra do PiralRJ 00
Amocira.276. Barra do PiralRd  0.0000 0
Amodra 366 . Tere tdpolic-R)
Amotira 188 . Parscambi R)
Amotira 268 - Barra & PiralR)
Amosdra 300 . Tere tdpolic-R)
Amotira 324 . Parsoambl-RJ
Amocdra 350 Ters cdpolie-RJ
Amostra 336 . ParacamblRJ
Amocira 370.Barra & PiralR)  0.0042
Amocira 433.Barra do PiralRJ 0.0
Amocira 468 . Paracambl RJ
Amotdra 434 . Tars sdpolic-R) 00934 00934 008 34 0003 00934 00M5 0.0M5 009
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EU139493.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN17

EF139458.1_Ehrlichia_canis
AY394465.1_Ehrlichia_canis

JX861392.1_Ehrlichia_canis_strain_Bareilly

KX180945.1_Ehrlichia_canis_isolate_M86_

KR920044.1_Ehrlichia_canis_

JN982336.1_Ehrlichia_canis_strain_NGR_clone_80
@ Amostra - 324 - Paracambi-RJ

EU178797.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN18

EF011111.1_Ehrlichia_canis_strain_GR78

KY594915.1_Ehrlichia_canis_isolate_b2-15

KC479023.1_Ehrlichia_canis_strain_171

AY621071.1_Ehrlichia_canis_strain_Kutahya
@ Amostra - 456 - Paracambi-RJ

EU106856.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN1

@ Amostra - 127 - Barra do Pirai-RJ

KJ513194.1_Ehrlichia_canis_isolate_TrKysEcan1

JN982339.1_Ehrlichia_canis_strain_NGR_clone_9%4

EU263991.1_Ehriichia_canis_strain_ECAN_Bkk_07

EF011110.1_Ehrlichia_canis_strain_GR21

t— @ Amostra - 370 - Barra do Pirai-RJ

@ Amostra - 254 - Paracambi -RJ

@ Amostra - 355 - Teresopolis-RJ

MK507008.1_Ehrlichia_canis_clone_CuD125

KJ513197.1_Ehrlichia_canis_isolate_TrKysEcan3

GU810148.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN

KC479024.1_Ehrlichia_canis_strain_222

| EU143637.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN4

AF536827.1_Ehrlichia_canis_strain_Kagoshima
AB723712.1_Ehrlichia_canis_isolate:_CMM-19_2006

sill AB723711.1_Ehriichia_canis_isolate:_CMM-19_(2002)
AB723709.1_Ehrlichia_canis_isolate:_E-60
AB723708.1_Ehrlichia_canis_isolate:_W-134
AB723710.1_Ehrlichia_canis_isolate:_W-137J

MK507009.1_Ehrlichia_canis_clone_CuD126

KJ513196.1_Ehrlichia_canis_isolate_TrKysEcan

JN622141.1_Ehrlichia_canis_strain_NGR_clone_64

EU143636.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN3

AF373612.1_Ehrlichia_canis_isolate_VHE

t— @ Amostra - 300 - Teresépolis-RJ

@ Amostra - 275 - Barra do Pirai-RJ

{| @ Amostra - 314 - Barra do Pirai-RJ

KC479022.1_Ehrlichia_canis_strain_105_

EU439944.1_Ehrlichia_canis_strain_Nero

EU123923.1_Ehrlichia_canis_strain_TWN2

@ Amostra - 78 - Barra do Pirai-RJ
M73226.1_Ehrlichia_canis

51 NR_118741.1_Ehrlichia_canis_strain_Oklahoma

at| || @ Amostra - 168 - Paracambi-RJ

EF195135.1_Ehrlichia_canis_strain_Brazil-CO2

@ Amostra - 436 - Barra do Pirai-RJ

@ Amostra - 350 - Teresépolis-RJ

@ Amostra - 365 - Paracambi-RJ

MKS507007.1_Ehriichia_canis_clone_CuD102

L UN121379.1_Uncultured_Ehrlichia_sp._clone_D12E

L KJ659037.1_Ehriichia_canis_isolate_S3b

~ NR_148800 Ehrlichia minasensis UFMG-EV

AB013009.1_Ehrlichia_muris

M73227.1_Ehrlichia_ewingii_strain_Stillwater

X61659.1_Ehrlichia_ruminantium

@ Amostra - 464 - Teresépolis-RJ

a5 - M82801.1_Anaplasma_platys
EF139459.1_Anaplasma_platys
M73224.1_Anaplasma_phagocytophilum
M73223.1_Anaplasma_phagocytophilum
U10873.1_Anaplasma_sp.

[— M21290.1_Neorickettsia_ristici
35 L M73225.1_Neorickettsia_sennetsu

Figura 9. Arvore filogenética inferida pelo método de Maximum Likelihood a partir de sequéncias 16S rRNA de

Ehrlichia canis, Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Neorickettsia spp.
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A anélise filogenética foi inferida usando o método de Maximum Likelihood a partir de
sequéncias 16S rRNA de Ehrlichia canis, Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Neorickettsia spp.
O modelo de substituicao de nucleotideos utilizado foi Kimura-2-parametros.

Os numeros nas ramificacdes indicam o valor do Bootstrap em 1000 réplicas. A analise
envolveu 68 sequéncias de nucleotideos e havia um total de 1287 posi¢des no dataset final. As
andlises evolucionarias foram realizadas no Mega X (KUMAR et al., 2018).
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5. DISCUSSAO

A EMC é uma das principais doencas que acometem cdes no Brasil e no Mundo. A
elaboracdo de estudos epidemioldgicos permite compreender melhor as situaces que podem
influenciar a difusdo desta bactéria, que é transmitida por carrapatos. A EMC faz parte da rotina
da clinica veterinaria de cées e seu agente etioldgico tem potencial zoonético, o0 que torna
importante sua compreensdo para medidas de saude publica.

Ao realizar a analise descritiva desse estudo, foi encontrada uma frequéncia de 22,6 % de
resultados positivos para a presenca de DNA de E. canis nas amostras coletadas nos quatro
municipios do estado do Rio de Janeiro. Um estudo semelhante, que também utilizou deteccéo
molecular, realizado por Paulino et al. (2018) em outros municipios do interior do estado do
Rio de Janeiro, apresentou uma frequéncia semelhante (24,8%) apesar de ndo se encontrar em
locais proximos da maioria dos municipios estudados neste experimento.

O presente estudo e o de Paulino et al. (2018) foram realizados com animais aparentemente
sadios ao exame clinico, isto €, com auséncia de sinais clinicos comuns a EMC. Isso sugere
gue os animais pesquisados apresentavam uma infeccdo subclinica e, portanto, uma quantidade
reduzida de DNA da bactéria disponivel no sangue do animal que pode gerar resultados falsos
negativos, resultando, entdo, em uma frequéncia real de infecgdo por Ehrlichia canis, nos
animais da amostra, podendo ser maior do que as frequéncias encontradas nesses estudos.

Uma alternativa para diminuir as chances de falsos negativos seria a coleta de material de
outros 6rgaos como baco, medula dssea e figado. (WARNER et al., 2014; PAULINO et al.,
2018). No entanto, a metodologia € bastante invasiva e limitada, pois precisaria do acesso
desses animais a um ambulatério veterinario para a coleta dessas amostras.

Uma outra solucdo para determinar com maior precisdo a prevaléncia desse parasito, seria
ampliar o modelo experimental adicionando outras metodologias de diagnéstico, por exemplo,
testes soroldgicos, como o ELISA, através da microscopia ética com esfregacos sanguineos de
ponta de orelha e langando mao de critérios de amostragem probabilisticos e representativos
da populag&o sob risco. E importante ressaltar que todas essas técnicas possuem suas proprias
limitacGes, mas utilizar mais de uma metodologia pode ser uma alternativa para aumentar a
precisao da andlise descritiva.

Os municipios que obtiveram a maior frequéncia de positivos, Paracambi e Barra do Pirai,
respectivamente, encontram-se em territdrios de altitude baixa a moderada (OR: 2,309; p-valor:
0,00IC:1,44-3,70). Esta variavel esta associada a frequéncia de positivos neste estudo

apresentando um risco 2,3 vezes maior, quando comparada a regides de altitudes mais elevadas.
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A caracterizacao da altitude, portanto, pode exercer um papel importante na epidemiologia do
agente.

E possivel que a variacdo de altitude entre cada municipio cause interferéncia diretamente
no clima, principalmente no que se diz respeito a umidade. Regides montanhosas, como é o
caso de Petrépolis e Teresopolis, tm maior dificuldade na dispersdo da umidade, isto é, que
ela consiga passar livremente para outros lugares, o que torna o clima significativamente mais
Uumido e com uma sensacgdo térmica menor do que regides como vales e baixadas, como € o
caso de Barra do Pirai e Paracambi, por exemplo, pois as nuvens carregadas de umidade podem
transitar livremente sem a barreira rochosa e se dispersar para outros lugares. Apesar da
variavel de temperatura no momento que ocorreu a coleta ndo apresentar significancia
estatistica, ela ndo € o Unico fator que é capaz de interferir no clima da regido.

Um estudo elaborado por Cronenberger et.al. (2011), objetivou caracterizar os microclimas
inerentes ao estado do Rio de Janeiro. Segundo o estudo, 0os municipios de Barra do Pirai e
Paracambi caracterizam-se pelo clima mesotérmico, ou seja, estacdo quente e chuvosa no verao
e estacdo seca no inverno. Da-se a esse tipo de clima, o nome de Cwa de acordo com a
classificacdo de Koépen. Ja a regido Serrana, nome que se dé & regido da Serra dos Orgéos
(Petropolis e Teresdpolis), caracteriza-se como uma regido de elevadas altitudes e de caréater
montanhoso e por isso permanece com um clima imido e chuvoso ao longo de todo o ano. Dé-
se, a esse tipo de clima, o nome de Cfb pela classificagdo de Kdpen, o que caracteriza um clima
de verdes brandos e sem estacdo seca.

A umidade presente nos municipios de altitude pode ser responsavel por uma reducao no
namero de vetores de E. canis nestes locais, 0 que por sua vez pode reduzir as chances de
infeccdo do cdo pelo agente, uma vez que, menos vetores estdo viaveis. Sabe-se que o clima
de um lugar influencia diretamente no comportamento e na frequéncia do vetor (RANDOLPH,
2004; DANTAS-TORRES et al., 2015).

Quando o parasito se depara com temperaturas mais amenas ou ambientes que se encontram
em situagBes mais chuvosas, sua postura de ovos cai, assim como a eclosdo dos mesmos, o
namero de carrapatos pode diminuir ao longo daquele ano ou lugar (LABRUNA; PEREIRA,
2001; COSTA JR et al., 2006). Um estudo realizado por Miglinore et al. (2020) realizado na
regido da Sicilia, na Italia, encontrou-se uma quantidade significativa de casos positivos e
infestacOes por carrapatos em regides onde as chuvas ndo eram tdo frequentes, e por conta

disso, 0 numero de animais infestados por carrapatos foi maior. Dessa forma, esse achado
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sustenta a hipotese de que durante o estudo, 0s municipios de alta altitude poderiam ter menos
vetores e por isso menos infecgdes pelo agente.

Costa-Junior et al. (2007), encontraram no municipio de Nanugue, regido mineira que fica
ao nivel do mar (168 metros aproximadamente), uma frequéncia maior de positivos quando
comparada aos outros dois municipios que se encontram em altitudes maiores, Lavras (1060
metros) e Belo Horizonte (780 metros). Nanuque possui uma temperatura média considerada
quente e possui, pelo menos, uma estacéo seca ao longo do ano. Tal qual € o caso do municipio
de Paracambi e do municipio de Barra do Pirai, com isso ajuda a sugerir que a variavel altitude
pode estar relacionada com uma maior frequéncia do agente.

Randolph (2004), afirma que ndo existem duvidas sobre os fatores climaticos influenciarem
a forma que as doencas transmitidas por vetores funcionam. No entanto, também afirma que o
clima é multidirecional e ndo apenas unidirecional, ou seja, assim como algumas variacfes
climéaticas podem beneficiar a transmissdo de patdgenos, outras variagbes em um mesmo
ambiente podem atrapalhar o desenvolvimento desses mesmos patdgenos. Portanto, esse tipo
de dado deve ser avaliado com cautela, porque, em alguns casos, esse antagonismo de
caracteristicas (variavel benéfica versus variavel inibidora) promovem uma regulacdo interna
e ndo ocasionard uma prevaléncia maior de um agente patogénico. Com isso, deve-se observar
com cuidado os dados epidemioldgicos extrinsecos no que diz respeito a fatores ambientais.
Varidveis ndo associadas ou fracamente associadas podem na verdade ter suas associa¢es
mascaradas por terem sido avaliadas por um periodo curto ou por terem outras variaveis
inibidoras do desenvolvimento dentro daquele modelo.

A variével temperatura, periodo seco ou chuvoso ndo foram varidveis associadas a infec¢do
por E. canis na regido estudada. Apesar disso, deve-se levar em consideracao que o periodo de
estudo foi de apenas um ano, isso limita em boa parte uma analise mais acurada dessas
variaveis, porque a flutuacdo pluviométrica no periodo de um ano é maior, inconstante e
passivel de influéncias climaticas isoladas. Estudos por periodos mais longos podem mudar a
percepcao desse resultado, porque a flutuacdo pluviométrica poderd diminuir e eventos
isolados acabam sendo diluidos em funcdo do tempo permitindo uma avaliagdo mais acurada
da variavel pluviosidade.

Ao relacionar a altitude e, por consequéncia, 0 microclima inerente a esse tipo de topografia
como um fator associado a frequéncia do patdégeno nos caes, nédo € possivel deixar de relaciona-
los a frequéncia do vetor (carrapato) na ocasido da coleta e como esta variavel se relaciona com

a frequéncia de amostras positivas para 0 DNA do patdgeno gue é objeto deste estudo. Animais
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que estavam parasitados por carrapatos apresentavam 1,71 vezes mais chance de apresentarem
E. canis em sua amostra de sangue (OR=1,71, p-valor=0,023, IC 1,06-2,77).

Paulino et al. (2018) e Azevedo et al. (2011) relataram um resultado parecido de associagédo
entre o vetor (o carrapato) e a frequéncia de cées positivos para E. canis. Também foi observado
em ambos os trabalhos que o acesso do cdo a ambientes ndo controlados, ou seja, ambientes
onde ndo é possivel controlar a exposicdo do cdo ao patégeno, COMo 0 acesso a rua, acesso a
matas, a pastos etc., como um fator de risco importante para a infeccdo por E. canis e isso
acontece muito provavelmente porque aumenta-se as chances de exposicdo do cdo ao vetor
infectado pelo agente.

E sabido, através de inimeras referéncias na literatura, que a exposicio ao vetor € um dos
mais importantes fatores de risco para a infeccdo por E. canis. Outros fatores importantes estao
indiretamente relacionados a exposi¢do do cdo ao vetor transmissor como, por exemplo, o
ambiente que o animal habita e regiGes endémicas para o vetor (AZEVEDO 2011; BEALL et
al., 2012; MIRCEAN et al., 2012; DARAMOLA, 2017; PAULINO et al., 2018).

Animais constantemente e altamente infestados por carrapatos apresentam mais chances de
se infectar, possivelmente, por uma maior frequéncia de exposi¢do ao vetor. Desta forma,
quanto maior e mais frequente for a infestagdo, maiores as chances de um carrapato infectado
se fixar no hospedeiro e transmitir o patégeno.

Também é possivel considerar que animais que estdo parasitados pelo vetor no momento
da coleta podem estar com uma bacteremia mais alta e, por consequéncia, é mais facil detectar
0 DNA do agente patogénico nesses animais.

A presenca da espécie do carrapato, no caso, R. sanguineus, também apresentou associacao
estatistica com a infeccdo em cdes por E. canis (OR=2,19, p-valor =0,005, 1C=1,26-3,82).
Talvez a frequéncia maior de R. sanguineus quando comparada a outras espécies de carrapato
possa ser relacionada a sua ecologia adaptada a viver em espagos urbanos e ambientes
domiciliados. Parte do seu ciclo se d& em rachaduras de paredes no interior de domicilios e no
abrigo dos animais ndo necessariamente passando pela vegetagdo (LA BRUNA; PERERIA,
2001).

Daramola et al. (2018) na Nigéria e Paulino et al. (2018) no Brasil, também relatam que a
frequéncia de cées positivos para E. canis estava associada a presenca deste vetor. Na regido
de Yucatan no México, a elevada taxa de endemicidade da bactéria esta relacionada,
principalmente, as altas infestacdes por R. sanguineus s.I. (OJEDA-CHI et al., 2019).
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Segundo Trapp et al. (2006) a presenca de R. sanguineus é o principal fator de risco para o
desenvolvimento de Erlichiose. No entanto, é importante considerar que para um animal ser
infectado por E. canis, basta um Unico carrapato infectado. Portanto, apesar da frequéncia de
carrapatos estar associada a presenca do DNA de E. canis, dentro do ambiente da rotina clinica
veterinaria, mesmo que o animal ndo apresente carrapatos por ocasido do exame clinico, outras
variaveis deverdo ser consideradas para a triagem correta e posterior pesquisa para deteccdo de
E. canis no animal (DANTAS- TORRES et al., 2018).

Trapp (2006) sugere que os principais fatores de risco relacionados a transmissdo do
patdégeno sdo aqueles que aumentam as chances do animal ser infestado por carrapato. O
namero de cdes em um mesmo ambiente, 0 acesso desses animais a ambientes ndo controlados
como a rua, pastos e matas sao fatores que favorecem a infestagdo por carrapatos.

Animais deste estudo que se encontravam em ambientes com mais de um cdo ou em
criagcBes promiscuas com muitos cdes, possuem 1,6 vezes mais chances de serem positivos para
E. canis (OR: 1,6; p-valor: 0,045; IC: 1,01-2,55); uma hipotese para esta afirmacdo é que
guando existem mais de um cdo em um mesmo ambiente aumenta-se a probabilidade de, pelo
menos, um se infestar com carrapatos e tornar-se positivo. Stich et al. (2014), Barrantes-
Gonzales et al. (2016) e Perez Macchi et al. (2018) encontraram também essa associagao.
Também é valido sugerir que, quanto mais hospedeiros para o carrapato existirem, maior a
disponibilidade de alimentos e maior a chance de se completar o ciclo, aumentar sua populacao
e, consequentemente, a chance de infestar outros animais.

A ecologia do carrapato Rhipicephalus sanguineus tem por base que a fémea utiliza o
hospedeiro apenas para se alimentar, enquanto o0 macho além de se alimentar, usa 0 hospedeiro
para procurar fémeas para copular podendo, inclusive, mudar de animal no intuito de copular
com outras fémeas (DANTAS-TORRES, 2010). Esse comportamento facilita a disseminacao
de Ehrlichia canis e ajuda a justificar porque mais de um cdo em um mesmo ambiente pode
ser um fator agravador do risco para a infeccao pela bactéria.

Deve-se levar em consideracdo também que mais de um animal na casa aumenta 0s custos
para 0 controle de ectoparasitos e foi observado, durante as entrevistas, que o custo dos
produtos ou a falta de orientacdo quanto a forma mais correta de usar eram fatores impeditivos
para 0 uso de ectoparasiticidas.

As varidveis “acesso a rua, “acesso a pasto” e “acesso a matas” que apresentaram
associacao com a infeccdo dos cées neste estudo, demonstraram conforme ja foi especulado,

que o aumento da exposicdo do animal a outros ambientes ndo controlados eleva o risco para
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um resultado positivo para a infeccdo pelo patégeno. E muito provavel que isso se dé, por
aumentar as chances de exposicdo ao vetor, conforme descrito por Santos et al. (2013). O
acesso a outros ambientes com caracteristicas diferentes de higiene, vegetacdo e contactantes
torna possivel a infestacdo por carrapatos presentes nesses lugares e por isso, torna-se um fator
de risco para a infeccéo pelo agente patogénico.

A variavel acesso a rua, no modelo de regressdo logistica global das amostras, ajuda a
justificar 73% dos casos encontrados juntamente com as variaveis racga, presenca de R.
sanguineus e por estarem localizados em baixas altitudes.

Quando foi realizado um novo modelo de regressao logistica isolando a varidvel de baixa
altitude, constatou-se que 71% dos casos positivos encontrados nas regides de baixas altitudes
podem ser explicaveis por essa variavel (acesso a mata) associada ao fato dos animais ndo
serem castrados (OR=2,70, p- valor: 0,004, IC=1,38-5,41). Animais ndo castrados tendem a ter
um comportamento mais exploratorio e territorialista e isso faz com que saiam mais vezes de
casa em busca de cépula ou no intuito de espantar outros “caes invasores” em seu territorio
gerando uma chance maior de exposicao ao vetor.

Conforme dito anteriormente, o comportamento do macho R. sanguineus é mudar de
hospedeiro em busca de mais fémeas para a procriacdo. O contato proximo entre cdes nao
castrados no momento da copula ou de disputa de fémeas, corrobora as chances de animais nao
castrados apresentarem mais resultados positivos.

Também ¢é possivel ressaltar que apesar da presenca de espécies silvestres néo
apresentarem associacao estatistica neste estudo, animais com acesso a mata nos municipios
da baixada podem ter mais chances de adquirir a doenca ao se expor a animais silvestres como
quatis e gambas durante seus passeios nas matas proximas. Até o0 momento, ndo foi encontrada
infeccdo por Ehrlichia canis em carnivoros silvestres na regido. No entanto, existem relatos de
carnivoros silvestres na Europa como raposas, lobos e coiotes (MIRO et al., 2013; ANDRE,
2018) infectados por esse bioagente. Animais silvestres podem ser reservatorios de inimeros
agentes de doencas transmitidas por vetores. (ANDRE, 2018). Mir6 et al. (2013), justificam
seus achados de uma prevaléncia maior de Ehrlichia spp. em animais ao norte da Espanha
levantando a hipotese de que a presencga de matas na regido, juntamente com o contato préximo
desses cdes com canideos silvestres no local seja a maior razdo de ocorréncia na area. Essa
justificativa é cabivel para os dados encontrados, porém, um trabalho maior, com uma coleta
distribuida em mais municipios em situa¢Ges e condi¢cBes parecidas poderia trazer mais

algumas respostas, assim como a avaliacdo hematoldgica e molecular de sangue da fauna
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selvagem local. Esses achados contribuem para vincular a ideia de que o acesso do animal a
outros ambientes aumenta as chances dele se infectar com o agente etioldgico.

Cées com mais de 3 anos foram associados a uma maior frequéncia de E. canis em um
estudo conduzido em Yucatan no México (OJEDA-CHI et al., 2019). Os autores Gonzales-
Barrantes et al. (2016) e Vieira et al. (2013) também encontraram associacao entre idade e a
presenca de DNA de E. canis em cées. E provavel que animais nessas faixas etarias tenham
mais oportunidades para a infeccdo através do contato com o vetor ou que o estado imunoldgico
do animal seja mais debilitado. No entanto essa variavel ndo se mostrou significativa neste
estudo (p-valor <0,05). Paulino et al. (2018) e Silva et al. (2012) também ndo encontraram
associacOes entre a idade e infec¢do por E. canis, talvez porque as faixas etérias estipuladas
foram diferentes, o que pode interferir no resultado do estudo. Isso ndo quer dizer que a
hipdtese deva ser rechacada, porém mais estudos devem ser realizados para relacionar esse tipo
de varidvel, em um periodo maior de estudo. As condi¢fes ambientais pertinentes na regido do
México (areas relatadas com grande propensdo a infestacdes pelo vetor) sdo o fator de risco
que fomenta as chances de infeccdo por E. canis em funcdo da idade, permitindo esse tipo de
associacdo. O que ira divergir, de acordo com a regido estudada, sao as caracteristicas inerentes
a cada regiéo.

A variavel comprimento do pelo, apresentou fraca associacao estatistica (p-valor 0,016,
IC: 0,36-0,90) neste estudo. Silva et al. (2012) e Paulino et al. (2018), também n&o encontraram
associacdo estatistica em seus resultados.

A variavel relacionada ao ambiente urbano x ambiente rural € debatida por diversos autores
como um importante fator de risco paraa EMC. Sua relevancia é limitada ao municipio, regido
e ao estado observado (VIEIRA et al. 2013; AGUIAR et al., 2015; BARRANTES-
GONZALES et al., 2016; CONSTANTINO, 2017; DANTAS-TORRES, 2018). No presente
estudo ndo se observou associacdo estatistica entre os resultados positivos para E. canis nas
regides rurais e urbanas. Existe uma enorme divergéncia de resultados entre esses trabalhos;
no entanto, € necessario que se caracterize de maneira inquestionavel o que cada estudo entende
como zona urbana e zona rural para que posteriormente seja mais facil compreender os
resultados.

Vieira et al. (2013) relatam uma associagcdo maior de animais soropositivos em zonas
urbanas do Parana; porém, naquele estudo, foi considerado uma zona urbana, uma area com
acesso a pasto, onde os cées tinham contato com cavalos, no qual séo animais tipicamente

caracteristicos em ambientes rurais. A classificacdo do que torna um ambiente rural em um
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pais em desenvolvimento, como o Brasil, é dificil, principalmente porque a maioria estrondosa
das regides ndo se encontram nas metropoles e por isso 0s ambientes “urbanos” e “rurais”
tornam-se mesclados e dificeis de dividir.

Dantas-Torres (2018), relata que areas rurais de vilas indigenas no interior de Pernambuco
possuem uma incidéncia maior de E. canis quando comparadas a zonas urbanas no mesmo
estado. No entanto, ressalta-se que para além da taxa de infestacdo dos carrapatos e dessa
divisdo entre zona urbana e zona rural, outros fatores ambientais, como acesso a outros
ambientes, clima, temperatura média, pluviosidade estdo presentes e podem influenciar no
namero de animais positivos em cada lugar.

Uma hipotese para a auséncia de associagao entre as zonas urbanas e rurais neste trabalho
estd justamente no tamanho de cada municipio estudado e no desenvolvimento urbano das
regides do interior do estado do Rio de Janeiro. Apesar de ser possivel a “olho nu” diferenciar
regibes que apresentam maior urbanizagdo, ruas pavimentadas, presenca de tratamento de
esgoto, itens de saneamento bésica, maior nimero de acesso de linhas de 6nibus, nimero de
construcdes civis etc., 0s municipios estudados neste trabalho sdo relativamente pouco
populosos e urbanizados.

O municipio de Petrdpolis, que é o municipio com maior nimero de habitantes, ndo
ultrapassa os 300.000 habitantes e apresenta um desenvolvimento urbano limitado sendo
conhecida como uma cidade de turismo ecoldgico e historico e por isso com éareas de
urbanizacdo pequenas quando comparadas com regiGes metropolitanas, grandes capitais ou
outras cidades de porte maior. Portanto, é provavel que a variagdo ambiental do que de fato é
um ambiente rural e um ambiente urbano nesses lugares ndo seja significativa o suficiente para
causar uma divergéncia entre o nimero de caes positivos para E. canis entre as regides rurais
e urbanas do municipio.

Outra hipotese é de que os animais, mesmo em ambientes rurais, vivem em condicdes
semelhantes as do ambiente urbano, e que por mais que tenham contato com outros carrapatos,
eles também tém contato com o R. sanguineus s.l. que € a principal espécie de carrapato
transmissora de E. canis (LABRUNA; PEREIRA, 2001).

A sensibilidade de animais de raga na doenga vem sendo muito discutida ao longo dos
anos, inclusive, ha relatos de que animais como cées da raca Pastor alemé&o e Husky siberiano
séo mais vulneraveis a doenga (HARRUS, 1997).

Harrus (1997), em seu estudo, levanta a hipotese de que as diferengas de resisténcia entre

as racas devem a forma diferente que cada raga pode produzir a resposta imunologica, celular
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e/ou humoral. Na presente pesquisa, os cdes com raca definida apresentavam 1,8 mais risco
(p-valor: 0,016; 1C:1,12-3,07) na analise multivariada de serem positivos para E. canis quando
comparados a animais sem raca definida.

Barrantes-Gonzales (2016), relata um resultado diferente cujo animais sem racga definida
apresentavam uma frequéncia maior (55,6%) quando comparados a animais de raca. No
entanto, também se justifica em seu estudo que muito possivelmente isso se devesse ao manejo
do animal e as medidas de prevencdo relatadas pelos tutores desses animais do que a uma
resposta imunologica. Animais sem raca definida sdo considerados animais mais resistentes a
doencas, por sua diversidade genética, sendo menos propensos a doencgas genéticas causadas
por pressao seletiva de genes que tem o intuito de aprimorar ragas pré-existentes ou perpetuar
caracteristicas através de melhoramento genético. Essa robustez pode ser um dos motivos para
serem menos sensiveis a infecgdes por E. canis.

As sequencias 16S rRNA foram mais conservadas em cées residentes em municipios de
Paracambi quando comparado ao Municipio de Teresopolis. E possivel que em Teresdpolis
existam condi¢des ambientais com uma diversidade maior de espécies de carrapatos e que
nesses carrapatos ocorra uma variagao genética maior de E. canis. Porém isto é uma hipétese
e para que seja validada sdo necessarios mais estudos quanto a variedade de espécies de
carrapatos e a presenca do agente nesses espécimes.

Ehrlichia minasensis, foi identificada em diversas espécies de carrapatos, tanto
pertencentes ao género Rhipicephalus, como o género Amblyomma, Hyalomma e
Haemaphysalis. Apesar do vetor de E. minasensis ainda ser desconhecido, esse achado sugere
que pode haver mais de um vetor relacionado a esse agente (MURARO et al., 2021). Tal achado
pode ser um indicativo do potencial de existirem outras espécies de carrapatos como vetores
de E. canis e ajudar a esclarecer como as divergéncias genéticas da bactéria podem aumentar
guando expostas a diferentes hospedeiros tanto invertebrados quanto vertebrados.

Aguiar et al. (2017) atraves de analises moleculares de diversos marcadores genéticos,
confirmou que E. minasensis é uma irma taxonémica bastante préxima de E. canis e que uma
analise detalhada do genoma das duas espécies pode contribuir para a compreensdo de como
funcionou a mudanca de hospedeiros das bactérias do género Ehrlichia.

Bactérias possuem plasticidade genémica, ou seja, um DNA altamente flexivel e por isso
uma maior capacidade de diversificacdo génica em fungdo de tempo, quando comparados a
individuos pluricelulares. Sua replicacdo acontece de forma mais rapida e, portanto, suas

mutac0es, hibridizacOes e diversificaches em seus genomas podem ser observadas com mais
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rapidez (LITCH, 2019). Tendo isso em mente, é esperado que uma vez em contato com outros
hospedeiros em ambientes diferentes, o agente acabe por se diversificar geneticamente a fim
de se adaptar.

Caracterizacfes moleculares recentes no Uruguai, realizadas por Felix et al. (2021)
apontam novos gendtipos de Ehrlichia sp. presentes em carrapatos de vida livre (Ixodes
auritulos). Nele, se ressalta também que esses carrapatos s&o mais encontrados em aves. E
possivel que toda essa pressdo ambiental estimule de certa forma a diversificagdo da espécie.
Portanto, se em Teresopolis existirem fatores causais que pressionem de alguma forma uma
maior diversidade genética do agente aumenta-se a plausibilidade da hipdtese. Porém, para isso
sd0 necessarios mais estudos voltados para este fim.

Todas as sequéncias genéticas deste estudo se agruparam no clado de Ehrlichia canis, o
gue nos mostra que o 16S rRNA é um 6timo marcador filogenético para avaliar questdes
taxondmicas, porém nao € tdo bom para avaliar diversidade genética pelo fato de ser bastante
conservados. Essa homogeneidade entre as sequéncias também foi observada por Pérez-
Macchi et al. (2019), quando objetivaram fazer uma caracterizacdo molecular de cepas de
Ehrlichia canis no Paraguai. De fato, em ambos o0s estudos seria interessante para uma melhor
compreensdo da diversidade genética dessas amostras uma avaliagdo mais detalhada das
amostras utilizando além do 16S rRNA, outros marcadores moleculares de regibes menos

conservadas para confirmar essa identidade entre as sequéncias.
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6. CONCLUSAO

Nas condicdes deste estudo, a altitude exerceu forte influéncia sobre os determinantes
causais e a frequéncia da infeccdo por E. canis em cédes nas regides estudadas. Também
estiveram associadas a presenca do DNA da bactéria, a presenca do vetor. Os componentes
causais como altitude, presenca de carrapato, cdes domiciliados em ambiente urbano e cées
com raca definida, explicam 73% dos casos de E. canis. Portanto, estudos epidemioldgicos
realizados por um periodo maior poderdo excluir situages casuais e aprimorar os resultados e
0 modelo de regressao logistica. A prevencdo da infestacdo por carrapatos em cées continua
sendo a principal ferramenta para prevenir a disseminacdo da doenca nos animais; logo, todas
as amostras sequenciadas encontraram-se dentro do clado de Ehrlichia canis e para uma melhor

compreensdo da variedade genética nessas amostras outros marcadores deverao ser utilizados.
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APENDICE |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG:
endereco: ,
telefone: recebi explicacdes sobre o projeto do curso de Pés-Graduacao

em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ, visando estudos epidemiomoleculares de hemoparasitos em cées,
autorizo a coleta de material biolégico em meus cdes, estando ciente gque minha identidade sera
preservada, que ndo havera danos nos animais decorrentes da coleta do material e auséncia de custos na
realizacdo dos exames.

Em_ [ [/

Assinatura:
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APENDICE II

Questionario epidemioldgico aplicado aos proprietarios de cdes domiciliados.

Ficha de Propriedade e Proprietario

Data: / / Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana

Localidade: Altitude:

Coord. Geograf.:

Proprietario:

Endereco:

Pt de referéncia:

Temperatura ambiente:

Tel:

e-mail:

1) Tipo de residéncia: () pau a pique () alvenaria ( ) madeira () outros:
2) Ha parasitismo por carrapatos em pessoas: () sim () ndo () ja ocorreu

3) Tipo de vegetacdo predominante:

4) Quantos cées possui em casa?
5) Pratica alguma acdo para controle de carrapato? sim () ndo () Qual?

6) Leva o cdo ao veterinario? sim () ndo () Qual a 7)Periodicidade?

8) Presenca de outras espécies domésticas:
(') gatos

() bovinos

() equinos

() outros: Quais?..................

9) Presenca de animais silvestres:

() gamba
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() roedores

() outros: Quais?

10) Proprietéario informado sobre os riscos das doengas Transmitidas por Carrapatos?

11) O proprietario conhece alguma doenca transmitida por carrapatos?  Qual?

12) Nunca ouviu falar (') Ja ouviu falar () Sabe da relacdo com o céo () Sabe da relagdo com o carrapato

0

13) Conhece  algum  sintoma ()  sim ( ) néo. Se  sim, qual?

14) Proprietéario informado sobre os riscos dos carrapatos? () sim () ndo
Conhece 0 nome do vetor ()

Conhece a forma de transmisséo ()

15) Conhece algum caso na localidade de “doenga do carrapato” em humanos?
() sim () ndo

Condicdo  econdmica  (observacional): ( ) baixa ( ) média ( ) alta
16) Escolaridade:

() Nunca frequentou a escola priméaria
() 1° grau incompleto

() 1° grau completo

() 2° grau incompleto

(') 2° grau completo

() superior

17) Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?

18) Utiliza produtos inseticidas no ambiente? () sim () ndo

19) Quais? Intervalos?

20) Utiliza mat. fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?
() sim () ndo
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21) Quais? Intervalos?

Outras obs relevantes:

FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°

Data:_/ _/ __ Propriedade N° Zona: () Rur () Urb Localidade:

Proprietario:

Nome do animal: Sexo: () Macho ( ) Fémea Raca:

Cor: Idade: Peso estimado:

1)Animal Castrado? () Sim () Néo

2)Animal nascido na propriedade? () sim () ndo Se ndo, de onde veio o animal?
3)Ha gt tempo estd com o animal?

4) Historico de carrapatos antes: () sim () ndo

5)Histdrico de carrapatos na vizinhanga: () sim () ndo

6)Pélo: () curto () médio () longo

7)Escore: ()caquético ()magro ( )normal ( )obeso

8)Comportamento: () triste () ativo/normal () agitado

9)Idade: () <6 meses () 6 mesesa2anos ()2ab5anos()5al0anos()>10anos
10)Historico de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim () nao

Apresenta algum sintoma
Qual?

atualmente?

11)Animal vive dentro da residéncia: () sim () ndo () as vezes
12)Locais de acesso do animal: (') pastagens () corregos () matas () ambiente urbano

13)Contato direto com outras sp animais: () sim () ndo Quais?
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Histdrico de patologias anteriores:

14)Animal teve “doencga do carrapato” ? () sim () ndo qual?

15)Como diagnosticou? () clinicamente () laboratorialmente () outras
16)Foi tratado? () sim () ndo

17) Lembra do tratamento? se sim, qual?

18)Fez uso de algum medicamento recente? Qual?
19)Tipo de alimentacdo: () comida () racdo () ambos
Marca da racao

20)Tipo de comidas e petiscos que

come:

21)Possui agua e comida a disposicao o tempo todo? () sim () ndo

Se ndo, come quantas vezes ao dia:

22)Vermifugacdo: () sim () ndo Ha gto tempo?

23)Qual produto?

24)Critério para escolha: () indicacéo () balconista (') veterinario () propaganda
25)Possui ectoparasitos? () sim () ndo

26)Quiais e quantidade? (+)

()pulgas____

(piolhos____

() sarnas

(') carrapatos Fases: espécies:

27)Faz tratamento? () sim () ndo Qual produto?

28)Se ndo trata, qual motivo?

29)Critério para escolha do produto:
() indicacéo

() balconista
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() veterinario

() propaganda

30)Habito do animal?

() sempre preso

() preso de dia e solto a noite
() solto

() outros ___

31)Apresenta abrigo? () sim () nédo Tipo:

32)Tipo de ambiente do animal:

() cimentado

() de terra

() gramado

() outros

33)Freq de recolhimento e limpeza das fezes:
() diariamente () 2 a 3 x por sem

()1 x por semana

Exame fisico:

Temperatura: Pulso: FR: FC: TPC: Turgor: Linfonodos:

Mucosa ocular: () hipocorada () normocorada () ictérica () congesta
Mucosa oral: () hipocorada () normocorada () ictérica () congesta

Outras alteracBes sanitarias atuais:

Secrecdo ocular:

Disturbios atuais de coagulacdo na pele: () petéquias () equimoses (') outros:

Observacoes sobre a salde do animal ao exame fisico:
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Dermatopatias? () sim () ndo
Sinais de otite? () sim () ndo

Outros tipos de lesGes:

() néo faz
Tem assisténcia Veterinaria? () sim () ndo
Frequéncia? () a cada 6 meses () 1 x por ano () s6 qd fica doente

Animal é vacinado? (') sim () ndo Quais vacinas?

Banho: () semanal () quinzenal () mensal () outros

Usa produtos parasiticidas? () sim () ndo Quais?

Outras obs relevantes:

Condicéo de limpeza do ambiente do animal:

() ruim () moderada () satisfatério
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ANEXO |
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(1) MUITO MAGRO (2) ABAIXO DO PESO (3) IDEAL

STV

(5) OBESO

Classificagdo do escore de condigao corporea canino no sistema corporal de 5 pontos (Burkholder W. J. & gl P. W., 200
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