UFRRJ
INSTITUTO DE VETERINARIA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

DISSERTACAO

ANALISE EPIDEMIOLOGICA DE Babesia vogeli e Ehrlichia canis EM
CAES DE AREA RURAL NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

Rafaela Souza Abdo Elias
2023



L RUR,
((SLP' AL 5

£,
25
Q

S\DAD
\_\\\\E?‘ &
3
/2
yr3q 0%

%,

UFRRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
_ INSTITUTO DE VETERINARIA '
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ANALISE EPIDEMIOLOGICA DE Babesia vogeli e Ehrlichia canis EM
CAES DE AREA RURAL NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

RAFAELA SOUZA ABDO ELIAS

Sob a Orientacdo do Professor
Huarrisson Azevedo Santos

e Co-orientacdo da
Dr2 Patricia Gonzaga Paulino

Dissertacao submetida como
requisito parcial para a obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias
Veterindrias no Curso de Pos-
Graduacao em Ciéncias Veterinarias.

Seropédica, RJ
Setembro de 2023



Universidade Federal Rural do Rio de Janeino
Biblicteca Central { Seco de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fomecidos pelola) autor(a)

ED91a

ELIASE, Rafas=la Souza Abdo, 1993-

ARALIEE EPIDEMIOLOGICA DE Babesia wogeli e
Ehrlichia canis EM CAEE DE AREAR RURAL WO ESTADO DO
RID DE JANEIRD. / Rafaela Souza Abdeo ELIAE. - Rio de
Jan=iro, 2023.

L7 E.

Ori=ntador: Huarrisson Azevedo Santos.

Coorientador: Patricia Gonzaga Panlino.

Dissertagio(Mestrado) . -- Tniversidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, CiBncias Veterinfrias, 2023,

1. 2023. I. RAzevedo Eantos, Huarrissom |
1B/03/19B0-, orient. II. Gonzaga Paulino, Patricia ,
17/074/1980-, coori=nt. III Universidads Faderal Bural
do Rioc de Janesiro. Cifncias VeterinSrias. IW. Titulo.




5 - ({33 UFRR)
MINISTERIO DA EDUCACAO \\J e it oo
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
UFRR}

ATA N° 4500/2023 - PPGCV (12.28.01.00.00.00.00.50)

N° do Protocolo: 23083.068677/2023-72
Seropédica-RJ, 11 de outubro de 2023.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA ,
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

RAFAELA SOUZA ABDO ELIAS
Dissertagcao submetida como requisito parcial para a obtengao do grau de Mestre(a) em
Ciéncias, no Programa de Pés- Graduagao em Ciéncias Veterinarias.

DISSERTAGAO APROVADA EM 16/10/2023

(Assinado digitalmente em 16/10/2023 16:45)
CLAUDIA BEZERRA DA SILVA
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR

DeptPA (12.28.01.00.00.00.00.55)
Matricula: #4#035#8

(Assinado digitalmente em 16/10/2023 08:11)
ANA PAULA MARTINEZ DE ABREU
ASSINANTE EXTERNO
CPF: #4444 44444.387 -#4

Iai

Visualize o documento original em

(Assinado digitalmente em 16/10/2023 14:46)
HUARRISSON AZEVEDO SANTOS
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
DESP (12.28.01.00.00.00.00.52)

Matricula: ###014%2

sp informando seu niimero: 4500, ano: 2023,

tipo: ATA, data de emissdo: 11/10/2023 e o c6digo de verificagdo: 7a3e86d79b

B ztalizr




AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar quero agradecer a Deus por ter me permitido chegar até aqui. Em
seguida agradeco meus pais, Andréa Abdo e Célio Abdo, por todo apoio, forca, dedicacao e
incentivo que sempre me proporcionaram e por nunca terem medido esforcos para que eu
pudesse seguir com meus sonhos. Também quero agradecer meus avos, Vanilde Benevides e
Jodo Roberto, por todo amor, carinho e apoio, Vocés sdo muito especiais e importantes para
mim.

Agradeco a Daniele Santos e ao Técnico Josemar por terem me ensinado tanto no campo
quanto dentro do laboratério, a caminhada nem sempre foi facil, mas com o apoio, forca,
carinho e amizade de vocés a jornada se tornou mais leve e divertida, muito obrigada por sempre
terem acreditado na minha capacidade e por estarem sempre ao meu lado, sou extremamente
grata por tudo que fizeram por mim, vocés sempre terdo um lugar especial dentro do meu
coracao.

N&o poderia deixar de agradecer aos meus amigos Vanessa Karoline, Carolina Caccavo,
Thais Oliveira, Wellington de Souza e Thiago Alves por todo apoio, forga, compressdo e por
estarem sempre ao meu lado, a amizade de vocés me fortalece e me inspira a ser uma pessoa
melhor a cada dia.

Agradeco também ao meu orientador Professor Dr. Huarrisson Azevedo por ter me dado
essa oportunidade e ter contribuido tanto para 0 meu crescimento profissional, a experiéncia do
mestrado foi transformadora para mim. Assim como, agradeco a minha co-orientadora Dra.
Patricia Paulino por todos 0s ensinamentos e por me auxiliar mais uma vez na minha trajetoria.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior-Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001, agradeco o

financiamento desta pesquisa.



RESUMO

ELIAS, Rafaela Souza Abdo. Anélise epidemioldgica de Babesia vogeli e Ehrlichia canis em
cdes de area rural no estado do Rio de Janeiro. 2023.57p. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

O objetivo da presente pesquisa foi realizar uma analise epidemioldgica a partir da deteccédo de
Babesia vogeli e Ehrlichia canis através da técnica de PCR em tempo real (JQPCR) em amostras
de sangue de cdes domiciliados em sete municipios situados no estado do Rio de Janeiro. O
estudo observacional transversal foi realizado para verificar a associacao de fatores ambientais
e do hospedeiro com a presenca de DNA de B. vogeli e E. canis no sangue de cédes provenientes
dessas regides, através de testes estatisticos como andlise bivariada (Teste exato de Fisher) e
analise multivariada com a construcdo de modelos preditivos para as infec¢des por B. vogeli
e E. canis. Foram coletadas um total de 384 amostras de sangue de cdes provenientes dos
municipios de Seropédica, Paracambi, Pirai, Barra do Pirai, Barra Mansa, Pinheiral e
Vassouras, localizados no estado do Rio de Janeiro. A partir da coleta de sangue, o material
genético foi extraido e submetido a deteccdo de fragmentos especificos dos genes Heat shock
protein 70 kDa (hsp 70) de Babesia vogeli e da subunidade ribossomal (16S rDNA) de E. canis,
respectivamente, através da aplicacéo da técnica de gPCR. Um questionario epidemioldgico foi
elaborado e aplicado aos responsaveis dos cées, abordando fatores ambientais e caracteristicas
relacionadas ao hospedeiro que pudessem estar associados a ocorréncia da infec¢do por B.
vogeli e E. canis. Dentre os treze animais em que B. vogeli foi detectado, 5% (n = 2/40)
pertenciam a Barra do Pirai, 5,27% (n=2/38) pertenciam a Barra Mansa, 10% (n=1/10)
pertenciam a Paracambi, 3,77% (n=2/53) pertenciam a Pirai, 12% (n=3/25) pertenciam a
Vassouras, 12,5% (n=1/8) pertenciam a Pinheiral e 16,6% (n=2/12) pertenciam a Seropédica.
Enquanto dos 20 animais em que E. canis foi detectado, 5% (n=2/40) pertenciam a Barra do
Pirai, 7,90% (n=3/38) pertenciam a Barra Mansa, 10% (n=1/10) pertenciam a Paracambi,
15,09% (n=8/53) pertenciam a Pirai, 8% (n=2/25) pertenciam a Vassouras, 25% (n=2/8)
pertenciam a Pinheiral e 16,6% (n=2/12) pertenciam a Seropédica. Apos a andlise bivariada,
observou-se que ndo houve associacdo das variaveis (p> 0.05) estudadas com a deteccdo de B.
vogeli e E. canis em cées de areas rurais no estado do Rio de Janeiro. Contudo, a regressao
logistica demonstrou que cdes que residem no mesmo ambiente apresentam trés vezes mais
chances de se infectarem com E. canis (OR = 3,52; IC 1.21 — 10.24; p = 0.02). A anélise
epidemioldgica constatou que a presenga de mais de um cdo por propriedade é um fator
relevante a infecgdo por E. canis na area alvo deste trabalho.

Palavras-chave: cdo, epidemiologia, qPCR, area rural, Babesia vogeli, Ehrlichia canis.



ABSTRACT

ELIAS, Rafaela Souza Abdo. Epidemiologic analysis of Babesia vogeli and Ehrlichia canis
in dogs in rural areas in the state of Rio de Janeiro. 2023.57p. Dissertation (Master of
Science, Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The objective of this research was to carry out a epidemiological analysis based on the detection
of Babesia vogeli and Ehrlichia canis using the real-time PCR (qPCR) technique in blood
samples from dogs domiciled in seven municipalities located in the state of Rio de Janeiro. The
cross-sectional observational study was carried out to verify the association of environmental
and host factors with the presence of B. vogeli and E. canis DNA in the blood of dogs from
these regions, through statistical tests such as bivariate analysis (Fisher's exact test). and
multivariate analysis with the construction of predictive models for B. vogeli and E. canis
infections. A total of 384 blood samples were collected from dogs from the municipalities of
Seropédica, Paracambi, Pirai, Barra do Pirai, Barra Mansa, Pinheiral and Vassouras, located in
the state of Rio de Janeiro. From the blood collection, the genetic material was extracted and
subjected to detection of specific fragments of the genes Heat shock protein 70 kDa (hsp 70) of
Babesia vogeli and the ribosomal subunit (16S rDNA) of E. canis, respectively, through
application of the qPCR technique. An epidemiological questionnaire was developed and
applied to those responsible for the dogs, addressing environmental factors and characteristics
related to the host that could be associated with the occurrence of infection by B. vogeli and E.
canis. Among the thirteen animals in which B. vogeli was detected, 5% (n = 2/40) belonged to
Barra do Pirai, 5.27% (n=2/38) belonged to Barra Mansa, 10% (n=1/ 10) belonged to
Paracambi, 3.77% (n=2/53) belonged to Pirai, 12% (n=3/25) belonged to Vassouras, 12.5%
(n=1/8) belonged to Pinheiral and 16 .6% (n=2/12) belonged to Seropédica. While of the 20
animals in which E. canis was detected, 5% (n=2/40) belonged to Barra do Pirai, 7.90%
(n=3/38) belonged to Barra Mansa, 10% (n=1/ 10) belonged to Paracambi, 15.09% (n=8/53)
belonged to Pirai, 8% (n=2/25) belonged to Vassouras, 25% (n=2/8) belonged to Pinheiral and
16.6 % (n=2/12) belonged to Seropédica. After bivariate analysis, it was observed that there
was no association between the variables (p> 0.05) studied and the detection of B. vogeli and
E. canis in dogs from rural areas in the state of Rio de Janeiro. However, logistic regression
demonstrated that dogs that live in the same environment are three times more likely to become
infected with E. canis (OR = 3.52; Cl 1.21 — 10.24; p = 0.02). The epidemiological analysis
found that the presence of more than one dog per property is a relevant factor for E. canis
infection in the target area of this work.

Keywords: dog, epidemiology, gPCR, rural area, Babesia vogeli, Ehrlichia canis.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, mudancas no meio ambiente (urbanizag&o) e no clima, influenciaram
na elevacdo do contato humano e de animais domesticos com a vida selvagem propiciando
maior incidéncia e diversidade de infeccbes transmitidas por artropodes principalmente
carrapatos (ALVARADO-RYBAK et al., 2016).

Desta forma, as doengas transmitidas por vetores causam um impacto relevante no bem-
estar em animais de companhia, além de ocasionar riscos para satde humana, pois alguns desses
agentes apresentam potencial zoonoético. Regies onde hd uma grande biodiversidade, como na
Ameérica do Sul, e pouco cuidado e protecdo ambiental dessas areas, contribuem para que ocorra
uma intensificacéo e persisténcia de parasitos e vetores (MAGGI; KRAMER, 2019).

As hemoparasitoses que acometem cées ao redor do mundo normalmente s&o
ocasionadas por carrapatos de diferentes espécies. De acordo com Berrada e Telford (2009),
existem 800 espécies de carrapatos descritas presentes em diversos lugares. Os trés estagios
(larva, ninfa e adulto) desse artrépode sdo capazes de infestar cdes e sdo considerados 0S
principais vetores de hemoparasitos em animais de estimacdo. Além disso, podem transmitir
virus, protozoarios e bactérias — microrganismos causadores de inUmeras doencas.

Uma das principais patologias que acomete cdes no mundo todo € a babesiose (SELIM
et al., 2022), esta doenca € ocasionada pelo protozodrio Babesia pertencente ao filo
Apicomplexa, ordem Piroplasmida e género Babesia (CATALDO et al., 2020) e, é capaz de
infectar canideos domésticos e selvagens (PASSOS et al., 2005). Esses parasitos intracelulares
obrigatérios infectam uma grande variedade de hospedeiros vertebrados (VANNIER et al.,
2015) e apresentam a forma de pera durante o periodo em que estdao no interior dos eritrocitos
de seus hospedeiros vertebrados (UILENBERG, 2006).

O género Babesia € dividido em grandes espécies de Babesia, denominadas B. canis, B.
vogeli e B. rossi (UILENBERG, 2006) enquanto a pequena espécie de Babesia corresponde B.
gibsoni, todas conhecidas pela capacidade de infectar cdes (LEMOS et al., 2012). Sendo B.
vogeli, no Brasil, a principal espécie de Babesia relatada em cées (TRAPP et al., 2004).



O protozoéario Babesia é o responsavel por ocasionar a doenga hemolitica conhecida
como babesiose canina que esté distribuida no mundo todo e apresenta uma importancia global
significativa (BOOZER; MACINTIRE, 2003). Todas as espécies desse hemoprotozoario que
sdo capazes de causar doenga clinica em cdes (CATALDO et al., 2020). Babesia canis se
destaca por apresentar elevada prevaléncia em regides de clima tropical e subtropical
(TABOADA et al., 1992), enquanto B. vogeli € uma espécie cosmopolita transmitida pelo
carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (GARCIA-QUESADA et al., 2021).

O artropode R. sanguineus sensu lato atua como vetor de B. vogeli, e no intestino do
hospedeiro invertebrado este protozoério realiza a etapa sexual (gametogonia), onde ocorre a
fecundacdo do microgameta no macrogameta, dando origem ao oocineto. Os oocinetos serdo
liberados na hemocele do carrapato e, nas fémeas desse ectoparasito, irdo para 0 ovario, e se
estabelecerdo nos ovocitos, local onde ocorrera o desenvolvimento desses oocinetos em novos
carrapatos. Sendo assim, as larvas nasceréo infectadas com esse parasito, pois 0s oocinetos irdo
se desenvolver em células que dardo origem as glandulas salivares. Na glandula salivar ira
acontecer a esporogonia, ocorrendo a producdo dos esporozoitos, e estes serdo liberados
juntamente com a saliva do ixodiddeo, durante o repasto sanguineo, na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado. No sangue do hospedeiro vertebrado este parasito se replica
assexuadamente (merogonia) dentro dos eritrocitos, formando os merozoitos e completando seu
ciclo biolégico (CHAUVIN et al., 2009) e (SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Esta hemoparasitose tem importancia veterinaria (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO,
2006) e apesar de ndo ter sinais especificos, alguns sinais clinicos sdo comuns, como anorexia,
pirexia, epistaxe, petéquias, esplenomegalia, anemia e trombocitopenia (BOOZER;
MACINTIRE, 2003; SELIM et al., 2022). A gravidade da babesiose varia desde uma infec¢éo
subclinica até faléncia maltipla de 6rgdos e morte. As técnicas utilizadas para deteccdo das
subespécies desse parasito ocorrem por analise de esfregaco sanguineo e por meio de
diagndstico molecular através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo possivel
distinguir as diferentes infec¢des ocasionadas por Babesia spp. (SALEM; FARAG, 2014).

Outra hemoparasitose recorrente é a erliquiose monocitica canina, que é uma doenca
distribuida ao redor do mundo e é ocasionada pelo patdégeno Ehrlichia canis, uma bactéria
gram-negativa, intracelular obrigatoria e da ordem das Rickettsias (RAHAMIM et al., 2021).
O género de Ehrlichia pertence a familia Anaplasmataceae e contém algumas espécies
patogénicas como Ehrlichia muris, Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis e Ehrlichia ewingii,

todas transmitidas por carrapatos ixodideos (OJEDA-CHI et al., 2019). O principal vetor de E.



canis em cdes é o R. sanguineus sensu lato, ectoparasito capaz de transmitir este patdgeno por
meio de repasto sanguineo, e a presenca de carrapatos competentes, assim como a de
hospedeiros reservatorios sdo fatores que determinam onde a erliquiose ocorre com mais
frequéncia. (VIEIRA et al., 2010).

No Brasil, E. canis demonstra altas taxas de prevaléncia em diferentes regides do pais
(AGUIAR et al., 2019). A prevaléncia de infeccdo por E. canis varia de acordo com diversos
fatores, mas normalmente correlacionados com o nivel de exposicdo ao vetor infectado
(DANTAS-TORRES et al., 2018). Caes e outros canideos sdo hospedeiros naturais de E. canis
e quando infectados por este parasito podem desenvolver uma doenga febril e a infec¢do pode
persistir por anos. Além disso, apdés um periodo de remissdo a doenca cronica grave pode
progredir com febre, mal-estar, inapeténcia, perda de peso, linfadenopatia, membranas das
mucosas palidas, dor nas articulacdes, tendéncia a hemorragias, hiperglobulinemia e
pancitopenia (EBANI et al., 2014).

Portanto, cdes de area rural possuem acesso e contato com diferentes espécies de
carrapatos e, consequentemente, estdo sob risco de infeccdo por hemoparasitos dos géneros
Babesia e Ehrlichia e até mesmo de patogenos ainda nao associados a caes. Devido a esses
fatores, o presente estudo tem como objetivo investigar os fatores epidemioldgicos
associados a infeccdo por B. vogeli e E. canis em cées residentes em areas rurais no Estado

do Rio de Janeiro, utilizando ferramentas moleculares como nPCR e qPCR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Piroplasmose canina: um breve panorama

Protozoarios do filo Apicomplexa, ordem Piroplasmida e géneros Babesia, Theileria,
Rangelia e Cytauxzoon sdo responsaveis por ocasionar piroplasmose canina (OLIVEIRA et al.,
2023). Esses hemoparasitos apresentam complexo apical, que os auxilia a penetrar nas células
sanguineas de seus hospedeiros vertebrados e, dentro dessas células adquirir um formato
piriforme, morfologia que da nome a ordem a qual pertencem (GHAURI et al., 2019).

Essa doenca esta presente em todo 0 mundo e € capaz de provocar grandes impactos na
economia, medicina humana e veterinaria. A piroplasmose € considerada a segunda maior
hemoparasitose que infecta mamiferos ao redor do mundo (ALVARADO-RYBAK et al.,
2016), assim como a infec¢do por B. canis é apontada como endémica em regides tropicais e
subtropicais (GARCIA, 2006). No Brasil, as espécies de piroplasma mais relatadas sao B. vogeli
e B. gibsoni (IRWIN, 2010), sendo a espécie B. vogeli considerada endémica no pais
(OLIVEIRA et al., 2023).

Estudos anteriores realizados na América, Europa, Africa e Asia demonstraram que a
prevaléncia de cdes infectados com o género Babesia varia de 0,1% a 75% enquanto a infeccao
por Theileria sp. varia de 0,1% a 15% e Rangelia vitalii tem prevaléncia de 5,8% a 30% de
infecgBes e tem sido relatada na América do Sul como causadora de uma severa sindrome
hemorragica em cées. (INACIO etal., 2019). Contudo, no Brasil R. vitalii é descrita como sendo
mais restrita as regides sul e sudeste do pais (LEMOS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2023).

A piroplasmose é causada por protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa que
compreende a ordem Piroplasmida (LEVINE et al., 1980). Babesia e Theileria s&o os dois
principais géneros de hemoparasitos transmitidos por carrapatos, 0s quais pertencem a ordem
Piroplasmida (GHAURI et al., 2019).

2.1.1 Babesia sp.

No fim do século dezenove, um médico Romeno descobriu a presenca de
microrganismos nas hemécias do gado e de ovelhas por meio de observacdo do sangue desses
animais em microscopio. Esses microrganismos foram denominados de Babesia bovis e
Babesia ovis, pertencentes ao género Babesia. Apds um longo periodo, esses hemoparasitos

morfologicamente similares a Babesia spp. observados em ruminantes foram descritos pela



primeira vez infectando eritrocitos de cdes, na Italia. Porém, atualmente esse protozoério
ocasiona doenca em cdes no mundo todo (SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

A babesiose canina é uma doenca que é causada pelo protozoario do género Babesia,
pertencentes a ordem Piroplasmida do filo Apicomplexa (CATALDO et al., 2020), e (FINIZIO
et al., 2011). Apesar do agente etioldgico B. canis ter distribuicdo ao redor do mundo, este
parasito tem prevaléncia por regides tropicais e subtropicais, alcancando a Africa, Asia,
Australia, Europa, América do Norte, Central e do Sul, enquanto B. gibsoni é mais frequente
na Asia e menos predominante na América do Norte, Oeste da Africa, Sul da Europa e Sul do
Brasil (TRAPP et al., 2004).

O protozoario Babesia no Brasil estd distribuido em diferentes regides do pais. A
babesiose tem como vetor principal o carrapato R. sanguineus sensu lato, esse parasito é capaz
de infectar animais selvagens e domésticos (CATALDO et al., 2020). Além disso, a espécie
mais recorrente desse parasito que acomete cées no Brasil € B. vogeli, porém B. gibsoni tambeém
ja foi identificada através de microscopia Optica de esfregaco sanguineo, onde é possivel
analisar as diferencas morfoldgicas das espécies de Babesia presentes no interior dos eritrocitos.
Desta forma, designou-se os termos grande babesia para B. canis (3 a 5um) e pequena babesia
para B. gibsoni (0.5 a 2.5um), (BOOZER; MACINTIRE, 2003). Entretanto, a prevaléncia de
babesiose canina varia de acordo com cada regido (TRAPP; MORAIS; VIDOTTO, 2004).

Os carrapatos sdo 0s principais ectoparasitos de cdes e possuem alta relevancia na
transmissdo de patogenos (DANTAS-TORRES, 2008). O R. sanguineus sensu lato conhecido
por parasitar cdes domesticos pode ser encontrado em diversas partes do mundo, e no Brasil é
0 principal vetor de babesiose canina (PASSOS et al.,, 2005). Sendo assim, 0s vetores
responsaveis pela transmissdo de babesiose canina sdo o0s carrapatos dos géneros
Rhipicephalus, Haemaphysalis, Dermacentor e Hyalomma (GHAURI et al., 2019). Todavia,
algumas subespécies de Babesia apresentam vetores especificos como é o caso de B. canis que
é transmitido pelo carrapato Dermacentor reticulatus e B. vogeli pelo Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (CASSINI et al., 2009). Além disso, a forma de transmisséo de B. vogeli
ocorre diretamente através do repasto sanguineo do carrapato R. sanguineus sensu lato,
enguanto B. gibsoni é transmitido por meio de sangue através da mordida de cdes infectados
com o parasito, transfusdes de sangue e suprimento transplacentario (MAGGI; KRAMER,
2019).



O género Babesia apresenta um ciclo heteroxeno, onde o carrapato é o hospedeiro
definitivo (reproducéo sexuada) e o cdo é o hospedeiro intermediario (reprodugdo assexuada,

Figura 1).



O hospedeiro definitivo, ao realizar o repasto sanguineo no hospedeiro intermediario
inocula, através da saliva, esporozoitos no sangue desse cdo. Esses esporozoitos penetram nos
eritrocitos e se replicam assexuadamente, produzindo novas estruturas denominadas
merozoitos. Esses merozoitos ao serem liberados na corrente sanguinea irdo infectar novas
hemécias. Desta forma, 0s merozoitos ao serem ingeridos pelos carrapatos, durante seu
processo de alimentacdo, irdo atingir as células intestinais onde ocorreré a reproducao sexuada,
dando origem aos oocinetos. No caso de carrapatos fémeas esses oocinetos irdo para o0 ovario e
se estabelecerdo nos ovdcitos, no desenvolvimento desses ovdcitos em novos carrapatos, 0
protozoario se desenvolve em células que irdo originar as glandulas salivares, sendo assim, as
larvas de carrapato nascerdo infectadas com o parasito. Entretanto, essas larvas apesar de
estarem infectadas s6 conseguirdo infectar o hospedeiro vertebrado quando chegarem a fase de
ninfa, pois é nessa etapa de desenvolvimento que o parasito estara disponivel na glandula salivar
do carrapato na forma de esporozoito — forma infectante (CHAUVIN et al., 2009). Todavia, de
acordo com Irwin (2010), o carrapato R. sanguineus sensu lato é capaz de transmitir B. vogeli

em todos 0s seus trés estagios de desenvolvimento (larva, ninfa e adulto).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Babesia vogeli. (Fonte: Acervo Pessoal).



A babesiose canina pode provocar o desenvolvimento de anemia hemolitica e/ou
trombocitopenia, além de outros sinais clinicos como anorexia, febre, esplenomegalia, ictericia
e pigmenturia (CASSINI et al., 2009). A seriedade da doenca varia de uma infecgéo subclinica
a faléncia multipla dos 6rgdos e morte. Um fator determinante no nivel de patogenicidade da
doenca séo as diferentes espécies de Babesia que infectam o hospedeiro vertebrado, porém
outros fatores como idade, coinfec¢Ges com outros patdgenos e o estado imunolégico do animal
também influenciam no desenvolvimento da doenca (IRWIN, 2010).

A doenca se manifesta em cdes de todas as idades, todavia, a forma mais grave ocorre
em filhotes (ALMAZAN et al., 2022), onde a severidade da babesiose canina ndo esta
relacionada apenas com o grau de parasitemia pois, mesmo em fases agudas da infeccdo a
parasitemia permanece baixa. Sendo assim, 0s prejuizos ocasionados pelo parasita provocam
uma anemia devido a combinacdo de hemolises intravascular e extravascular que propicia a
ruptura das hemécias devido ao aumento da fragilidade osmotica das células (IRWIN, 2010).

Portanto, a patogenicidade ocasionada por Babesia pode ser considerada séria ou nao
de acordo com os sinais clinicos que o cdo apresenta. Na babesiose canina leve o animal
apresenta manifestacdes de anemia moderada, fraqueza, febre e ictericia enquanto a forma
grave da doenca os sinais clinicos ndo podem ser caracterizados apenas pela hemolise dos
eritrocitos, mas sim por disfungdo de um ou mais 6rgéos e morte (IRWIN, 2010).

2.2. Erliquiose monocitica canina

A erliquiose monocitica canina é uma doenca que estd amplamente distribuida no
mundo todo, porém ocorre com mais frequéncia em regiGes tropicais e subtropicais
(ARROYAVE et al., 2020). O patégeno causador dessa doenca é a Ehrlichia, uma bactéria
gram-negativa, pleomérfica e intracelular obrigatéria. O género Ehrlichia pertence a familia
Anaplasmataceae, da ordem das Rickettsias (DUMLER et al., 2001), esse género inicialmente
incluia dez espécies, porém, foi reorganizado e atualmente apresenta cinco espécies, Ehrlichia
canis, Ehrlichia Chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris e Ehrlichia ruminantium, e o
restante dos organismos foi reclassificado para o género Anaplasma. Este parasito foi descrito
pela primeira vez por Donatien e Letsquord (1935) durante a guerra do Vietnd, quando uma
doenca levou a Gbito varios caes da raca Pastor Alemao, que trabalharam para as forcas armadas
no periodo da guerra (VIEIRA et al., 2010).

Esta bactéria é transmitida aos cées por diferentes espécies de carrapatos como o

Amblyomma americanum, Haemaphysalis longicornis, Rhipicephalus sanguineus,



Haemaphysalis yeni e Dermacentor variabilis, entretanto o R. sanguineus é considerado o
principal vetor de Ehrlichia. O carrapato se infecta com E. canis quando realiza o repasto
sanguineo do sangue de cées infectados. Este parasito dentro do hospedeiro invertebrado ira se
multiplicar nos hemdcitos e nas células da glandula salivar, caracterizando a transmissao como
transestadial, capaz de transmitir o patdégeno de larva para ninfa e para o adulto do carrapato
(Figura 4).
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Ehrlichia canis (Fonte: Acervo Pessoal).

Durante a fase aguda da doenca alguns sinais clinicos como febre, depressdo, letargia,
anorexia, linfoadenomegalia, esplenomegalia e tendéncias hemorragicas (normalmente ocorre
exibicdo de petéquias dérmicas, equimoses e epistaxe). Além disso, lesdes oftalmoldgicas
também sdo frequentes e incluem uveite anterior, coriorretinite, papiledema, hemorragia
retiniana, presenca de infiltrados perivasculares da retina e deslocamento bolhoso da retina
(NAVARRETE et al., 2022).



Figura 5. Micrografia optica de Ehrlichia canis, cepa Jaboticabal, no interior de um macréfago
de um céo infectado experimentalmente. Fotografia de autoria da professora Dra. Machado,
R.Z. (VIEIRA et al., 2010).

2.3 Aspectos epidemiolégicos de parasitos que infectam cées

Na América latina, a babesiose em animais de estimacdo € causada principalmente pelas
espécies B. vogeli e B. gibsoni. H& muitos relatos dessa doenca na América do Sul enquanto
na América Central as informagdes sdo escassas (MAGGI; KRAMER, 2019). Paises como
Paraguai, Uruguai, Venezuela, Argentina, Equador e Colémbia também relataram casos de caes
infectados com Babesia spp. A frequéncia de B. vogeli em cdes no Paraguai é de 5.5 %, na
Argentina de 3% a 7% e na Colémbia 5.4% (INACIO et al., 2019).

O parasito Rangelia vitalii € o responsavel por ocasionar rangeliose em canideos
selvagens e domésticos. Essa doenca é negligenciada e ocorre principalmente no cone sul da
Ameérica do Sul (SOUZA et al., 2019). A prevaléncia do parasito R. vitalii em cdes do Paraguai
é de 4%, um percentual menor do que o ocorrido no Brasil (6.8% a 30%), esse hemoprotozoario
também infecta cies na Argentina e Uruguai (INACIO et al., 2019).

O protozoéario Theileria sp. pode causar theileriose canina e, € uma doencga que ocorre
em paises da Europa (Croacia, Franga, Portugal e Espanha) e Africa do Sul (ROSA et al., 2014).
As espécies de Theileria sp. que foram relatadas infectando cdes sdo Theileria annulata,
Theileria equi e Theileria annae. Esses parasitas, apesar de ndo apresentarem sinais clinicos
especificos, sdo capazes de provocar anemia, esplenomegalia e sindrome imunomediada. Na

Croécia, 3% de cdes sintomaticos testaram positivo para T. annae através de teste de
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PCR (DIXIT; VARSHNEY, 2010). Desta forma, de acordo com Salim et al. (2019) cdes séo
suscetiveis a infeccdo por T. equi e Theileria spp. e, apesar de ndo apresentarem sinais clinicos
especificos para theileriose podem atuar como reservatorios desse hemoparasita.

A bactéria intracelular obrigatéria E. canis é a responsavel por ocasionar erliquiose
monocitica canina (VIEIRA et al., 2022), no Brasil essa doenga € muito comum, principalmente
em lugares onde cées sdo altamente expostos ao carrapato marrom do céo, estudos conduzidos
em varias regides do pais indicam que a prevaléncia de infeccdo por E. canis em cées € de 0.7%
a50% (DANTAS - TORRES et al., 2018). Enquanto que no México a soroprevaléncia nacional
desse patdgeno varia de 33.1% a 74.3% (OJEDA-CHI et al., 2019). Em Cuba uma pesquisa
realizada em quatro municipios da regido oeste do pais, mostrou que had uma prevaléncia de
47.4% de caes infectados por E. canis (NAVARRETE et al., 2022).
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3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido a avaliacio pela Comissdo de Etica da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) sob registro de nimero 3915240616.

3.1 Local de andlises laboratoriais

As analises laboratoriais foram desenvolvidas no Laboratorio de Sanidade Avicola
(LASAVE) do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica (DESP), pertencente ao
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica
—RJ, Brasil.

3.2 Regiles selecionadas para a realizacdo do estudo

O referido estudo foi realizado em sete municipios pertencentes ao do Estado do Rio de
Janeiro: Seropédica, Paracambi, Pirai, Pinheiral, Barra do Pirai, Barra Mansa e Vassouras
(Figura 6). Essa regido foi selecionada por atender os critérios estabelecidos para a execu¢éo
deste trabalho, sendo uma localizacdo que apresenta reservas naturais importantes, como a Serra
da Mantiqueira e reduto de Mata Atlantica. Além de ficar situada préximo a Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde ocorreu o desenvolvimento da pesquisa.

O municipio de Seropédica esté situado na baixada fluminense, Sul do Estado do Rio
de Janeiro, encontra-se a 36 metros de altitude e apresenta as seguintes coordenadas
geograficas: Latitude: 22° 44> 29” Sul, Longitude: 43° 42’ 19” Oeste. Seropédica estd
localizada a 75 quilémetros da capital do Estado e boa parte da economia local gira em torno
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e da comunidade universitéria, porém a cidade
também conta com um polo industrial instalado as margens da BR 116 que se destina a
empresas de méedio e grande porte como a Usina Termelétrica Barbosa Lima Sobrinho e a
alimenticia Panco.

Barra do Pirai esta situado na regido Sul do Estado, a 22° 28 12” de latitude sul e 43°
49’ 32” de longitude oeste. Encontra-se a uma distancia aproximada de 100 quilémetros da
capital. As atividades econdmicas do municipio sdo baseadas na agricultura, metalurgia,
pecuaria e comércio (PIRAI, 2015). O municipio de Paracambi esta situado na regido
metropolitana do Estado do Rio de Janeiro e apresenta latitude de 22° 36’ 39” sul e longitude
de 43° 32’ 33” oeste e esta a 50 metros de altitude e 81 quilometros da capital do Estado. A
cidade faz parte da regido do Vale do Café, sendo uma cidade historica e com caracteristica

industrial devido ao surgimento da industria téxtil na regido. Pirai faz parte do Vale do Paraiba
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Fluminense (médio Paraiba), esta situado a 373 metros de altitude e apresenta latitude 22° 38’
17 sul e longitude 43° 54° 17” oeste. A economia da cidade ¢ baseada na agricultura, pecuéria,
silvicultura, pesca, inddstria, producdo e distribuicdo de eletricidade, construcdo civil e
prestacdo de servicos, além de possuir trés condominios industriais e abriga grandes empresas
na regido. Barra Mansa € um municipio pertencente a regido imediata de Volta Redonda e esta
localizado a 381 metros de altitude. Apresenta latitude 22° 32° 39” sul e longitude 44° 10’ 177
oeste, a economia da cidade apresenta um setor industrial em crescimento de micro e pequenas
empresas além de contar com os setores primario, secundario, terciario e de turismo na regido.
O municipio de Pinheiral também fica localizado no Vale do Paraiba Fluminense e encontra-se
a uma latitude de 22° 30’ 46” sul e longitude 44° 00’ 02” oeste, estando a uma altitude de 345
metros. A economia da cidade é baseada na agropecudria e contém pequenas industrias de
transformacéo.

O municipio de Vassouras encontra-se localizado no Centro-Sul do Estado do Rio de
Janeiro, apresenta uma altitude de 434 metros ¢ latitude de 22° 24°14” sul e longitude de 43°
39’ 45” oeste. E uma cidade historica e turistica e a economia ¢ baseada na agropecuaria,

comeércio, turismo, horticultura, pecuaria e equinocultura (VASSOURAS, 2018).

RIO DE JANEIRO

-23°6.000

B Municipios de realizagao das coletas

7 el

-44°24.000° -43712.000°
Figura 6: Localizagdo dos sete municipios da regido do vale do Paraiba, onde foram realizadas
as coletas: Seropédica, Paracambi, Pirai, Barra do Pirai, Pinheiral, Barra Mansa e Vassouras
(Fonte: IBGE 2017/2023; Sistema de Coordenadas Geograficas SIRGAS 2000).
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3.3 Procedimentos para coleta

As coletas foram realizadas no periodo de mar¢o de 2022 a marco de 2023, nas areas
rurais dos sete municipios da regido do Vale do Paraiba. As propriedades foram escolhidas de
modo aleatorio e as amostras coletadas tiveram a autorizacdo dos tutores dos animais que
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A). Os tutores foram
devidamente informados e instruidos sobre a realiza¢do do projeto e foi solicitado a cada um

deles uma entrevista por meio de um questionario epidemiolégico (Anexo B).

3.4 Determinacéo do nimero de amostras
Foram considerados parametros segundo Thrusfield (2007), o qual estabelece grau de
confianca de 95%, 5% de precisdo e uma prevaléncia de esperada de 50%. O calculo amostral

foi desenvolvido aplicando a formula a seguir:

1,962 x P (1-P)
dZ

N =

Onde:

N = NUmero de amostras para estimar a prevaléncia em uma populacéo infinita
P = Prevaléncia esperada

1,962 = fator determinante do grau de confianca

d = erro amostral

De acordo com a formula o nimero amostral minimo para um estudo epidemioldgico é
384. Desta forma, foram coletadas amostras de sangue de 384 cdes de 186 propriedades rurais
visitadas (Figura 7), todos esses animais foram devidamente inspecionados e avaliados
fisicamente. Porém, para a realizacdo do estudo epidemioldgico deste trabalho utilizou-se o
método de sorteio aleatério onde foram selecionados um céo por propriedade, tal fato foi

necessario em decorréncia do baixo numero de propriedades encontradas em area rural.
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Figura 7: Organograma do processo de coleta das amostras, apresentando a regido selecionada
e 0 numero de amostras coletadas em cada um dos municipios.

Durante o periodo de um ano diversas propriedades rurais, dentre estas fazendas, sitios
e chacaras com producdo de gado de leite e gado de corte foram visitados a fim de se obter a
amostragem de cédes necessaria para a realizacdo deste trabalho. Sendo assim, do total de 99
propriedades de gado de leite, 93 possuiam cées e apenas seis propriedades nao continham cées.
J& das 12 propriedades de criacdo de gado de corte, somente duas possuiam cdes.

3.5 Coletas de sangue e carrapato

Amostras de sangue de cdes foram coletadas a partir de venopuncdo cefalica,
acondicionadas em tubos contendo EDTA, devidamente identificados, e mantidas sob
refrigeracdo em caixa térmica até chegar ao laboratorio. Durante inspe¢do dos animais,
carrapatos encontrados em diferentes estagios de vida (larva, ninfa e/ou adultos) foram
coletados e armazenados em recipientes plasticos. No laboratorio, todas as amostras obtidas
foram armazenadas em freezer a — 20°C. Os animais e ambientes foram examinados com 0
intuito de detectar carrapatos. A retirada dos artropodes em cada céo foi realizada manualmente
e durava aproximadamente 15 minutos e, quando necessario era utilizado pinga hemostatica
para auxiliar na remocdo do ectoparasita. O ambiente também era inspecionado pelo mesmo

periodo. Para coletar os carrapatos encontrados no ambiente utilizou-se 0 método de arraste
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com o auxilio de uma flanela branca, em seguida esses artrépodes também foram armazenados
em recipientes de plasticos vedados e guardados em isopor com gelo até que as amostras fossem

devidamente triadas e armazenadas em freezer a — 20°C.

3.6 Aplicacao do Questionario Epidemioldgico

Foi realizada uma entrevista com cada um dos tutores responsaveis pelos animais que
participaram do estudo através de um questionario epidemiologico semiestruturado (Anexo B),
considerando: presenga de mata (Sim/Nao), quantidade de cdes na propriedade (um cdo/ mais
de um cdo), controle de carrapato (Sim/Nao), gato (presenca/auséncia), bovino
(presenga/auséncia), equino (presenca/auséncia), gambad (sim/ndo), roedores (sim/ndo),
silvestres (presenga/auséncia), sexo (Macho/Fémea), idade (>1 ano/<I ano), raca (SRD/RD),
cor (pelagem clara, pelagem escura), porte (pequeno ¢ médio/grande), castrado (sim/nao),
escore corporal (magro ou normal/ acima do peso), pelo (curto/ médio e longo), contato direto
com animais (sim/ndo), uso de medicamento (sim/ndo), uso de vermifugo (sim/ndo), tempo de
vermifugacdo (at¢ 3 meses/ mais de 3 meses), ectoparasita (sim/ndo), carrapato
(auséncia/presenca), infestacdo de carrapato (baixa/ média e alta), pulgas (presenga/auséncia),
piolhos (presenga/auséncia), sarna (presenca/auséncia), habito do animal (preso/solto).

Nas propriedades visitadas todos os caes residentes foram avaliados, inspecionados para
observagao de lesdes, escore corporal e presenca de ectoparasitos. A andlise do estado fisico do
animal ocorreu por meio de uma avaliagdo fisica no momento da coleta de carrapatos, o objetivo
foi verificar se o animal apresentava algum sinal clinico referentes a frequéncia cardiaca e

respiratdria, tempo de preenchimento capilar e temperatura.

3.7 Identificacido das espécies de carrapatos

Todos os carrapatos obtidos em cdes e no ambiente, foram identificados
morfologicamente através de estereomicroscopio utilizando chave taxondmica descrita por
Barros-Battesti et al. (2005). Os estagios ninfas de carrapatos do género Amblyomma foram
identificados através da chave taxondmica para espécie descrita por Martins et al. (2010). Os
estagios de larva dos carrapatos do género Amblyomma foram identificados por meio da técnica
de PCR-RFLP conforme descrito por Paiva (2019). Os carrapatos do Género Rhipicephalus nos
estagios de larva, ninfa e adulto foram identificados morfologicamente por meio da chave

taxondmica para a espécie descrita por Leitreile (1806), (NAVA et al., 2015).
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3.8 Processamento e armazenamento dos carrapatos

As larvas, ninfas, fémeas ndo ingurgitadas e machos passaram por um processo de
limpeza para remover eventuais sujidades, sendo imersos em uma solugdo de hipoclorito a 0,2%
e depois em uma solucdo de PBS 1x/soro fisiologico e entdo armazenados em tubos de
polipropilenos de 1,5 mL contendo S0uL de RNA later (invitrogen — Thermo Fisher Scientific)
e em seguida foram armazenados no freezer a -20°C.

As fémeas ingurgitadas foram limpas pelo mesmo processo e entdo dissecadas. Seus
orgdos (intestino, ovario e glandula salivar) foram separados, lavados com PBS 1x/soro
fisiol6gico armazenados individualmente em RNA later (invitrogen — Thermo Fisher Scientific)

até a extracdo do material genético.

3.9 Extracao de DNA

A extragdo de DNA das amostras de sangue coletadas foi realizada por meio de extracao
magnética, através do equipamento denominado Extracta 16, fabricado pela Loccus do Brasil
Ltda. Esse aparelho possui um sistema automatizado que realiza o procedimento de extragdao
através do uso de beads magnéticas, o que garante mais praticidade e reducdo das chances de
erro de pipetagem, além de promover uma amostra livre de impurezas. A Extracta 16 apresenta
alto desempenho e celeridade, pois permite que sejam processadas até¢ 16 amostras em um
periodo de aproximadamente 40 minutos, sem a necessidade da manipulacdo constante de um
usuario para executar 0 processo.

Para realizar a extracdo de sangue foi utilizado um kit especifico que acompanha o
equipamento. Esse kit € constituido de uma placa de 96 pogos, contendo reagentes especificos
para cada etapa do processo de extracdo, no qual foram adicionados 230uL de sangue sem
plasma nas colunas 1 e 7 da placa, 20uL de proteinase K e 60uL do reagente LS3.
Posteriormente, a placa foi inserida no aparelho, onde ocorreu todo o processo de extracao de
DNA de forma automatizada.

Ao final da extracdo, a placa foi retirada do aparelho e nas colunas 6 e 12 coletou-se
90uL de DNA extraido e eluido. O volume final de DNA foi armazenado em aliquotas de 30uLL

em tubos Eppendorf de 1,5mL e estocado em freezer a -80°C.

3.10 Deteccao molecular de Babesia spp. e Ehrlichia canis
A deteccdo molecular de espécies de Babesia spp. foi realizada atraves de dois ensaios

de PCR. Para a L realizacdo da nested PCR utilizou-se os primers externos BTF1
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(5 GGCTCATTACAACAGTTATAG 3’) e BTR1 (5> CCCAAAGACTTTG ATTTCTCTC
3”) que amplificam um fragmento de 930bp da sequéncia do gene 18S rRNA das espécies de
B. gibsoni, B. conrodae, B. canis canis, B. vogeli, B. rossi, Babesia sp., T. annae, T. equi, e um
segundo par de primers internos BTF2 (5 CCGT GCTAATTGTAGGGCTAATAC 3’) e BTR2
(5 GGACTACGACGGTATCTGATCG 3’) que amplificam um fragmento de 800bp também
da sequéncia 18S rRNA para as mesmas espécies do par de primers BTF1 e BTR1. A primeira
reacdo de PCR (BTF1 e BTR1) foi realizada em um volume total de 25uL contendo 2,5uL (1x)
de 10x PCR, tampdo [Tris — Cl 200Mm (Ph9), KCI 500mM, Triton 1% x-100], 1,5uL (3mM)
de MgCI2, 0,4mM de cada um dos quatro desoxinucleotideos trifosfatos, 1U Taq DNA
polimerase (Promega, Madison, WI, EUA), 20pmol de cada primer e 3ul (100ng/pL) de DNA.
As condicdes de termociclagem 94°C por 3 minutos, 58°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos,
seguidas por 45 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos, extensao
a 72°C por 30 segundos e uma etapa final a 72°C por 7 minutos. A segunda reagdo de PCR
(BTF2 e BTR2) também foi realizada em um volume total de 25uL contendo pL1X de 10x
PCR, tampdao [Tris — Cl 200Mm (Ph9), KCI 500mM, Triton 1% x-100], uL3mM de MgCI2,
0,4mM de DNTP, 1U Taq DNA polimerase (Promega, Madison, WI, EUA) e 20pmol de cada
primer e 3ul (100ng/pL) de DNA. As condigdes de termociclagem 94°C por 3 minutos, 58°C
por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguidas por 45 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 62°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e uma etapa final a 72°C por 7
minutos. Os produtos amplificados serdo visualizados em gel de agarose 1,5%, corados com
brometo de etideo e observados por iluminacdo UV (JEFFERIES et al., 2007).

Para deteccdo molecular de espécies de Babesia vogeli foram usados os primers BvqF
(5> GCTGGTGACACCCACCTT 3’) e BvgR (5° GGCACGCTTGTTGGTC 3’) que
amplificam um fragmento de 118bp da sequéncia de gene hsp70 para espécie B. vogeli, estes
primers foram sintetizados pela Invitrogen (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA). A reacéo de PCR foi realizada em um volume total de 12uL contendo TagMan universal
PCR Master mix (1x), 0,90uM de cada primer, 0,25uM de sonda e 2ul (100ng/uL) de DNA. As
condigdes de termociclagem 95°C por 10 minutos seguidas por 40 ciclos a 95°C por 20
segundos e 60°C por 1 minuto (PAULINO et al., 2018). Todas as rea¢des foram desempenhadas
em duplicada.
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A deteccdo molecular da espécie Ehrlichia canis foi realizada por meio de ensaios de
PCR, onde foram utilizados os primers Baneth-F5 (5 TATAGCCTCTGGCTATAGGAAATT
GTTA 3’) e Baneth-R5 (5 ACCATTTCTAATGGCTATTCCGTACTA 3’) que amplificam
um fragmento de 93bp da sequéncia de gene 16S rRNA estes primers foram sintetizados pela
invitrogen (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA) e sonda
também sintetizada pela Invitrogen (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific,
Wilmington, DE, USA). A reacdo de PCR foi realizada em um volume total de 12uL contendo
2X TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA),
0,90uM de cada primer, 0,25uM de sonda e 3ul (100ng/uL) de DNA. As condicGes de
termociclagem 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguidos por 45 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto (BANETH et al., 2009). Todas as reacGes foram

desempenhadas em duplicata.

Quadro 1. Primers para deteccdo molecular de Babesia spp. em amostras de sangue de cées
naturalmente infectados na Regido do Vale do Paraiba, no Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Primers Sequéncias 5°- 3’ Fragmento Referéncia
BTF1 GGCTCATTACAACAGTTATAG 930pb
BTR1 CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC
Jefferies; Ryan; Irwin,
BTF2 CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC 2007
BTR2 GGACTACGACGGTATCTGATCG 800pb

SONDA 6-FAM-CCTCCTCGTTGAGCACT-MGB

Quadro 2. Primers para deteccdo molecular de Babesia vogeli e Ehrlichia canis em amostras de
sangue de cdes naturalmente infectados na Regido do Vale do Paraiba, no Estado do Rio de
Janeiro, Brasil.

Primers e

Sequéncias 5°- 3’ Fragmento Referéncia
sondas
BVgF GCTGGTGACACCCACCTT oauling et al.
BvgR GGCACGCTTGTTGGTC 118pb 2018
Baneth-F5  TATAGCCTCTGGCTATAGGAAATTGTTA . Banethetal,
Baneth-R5  ACCATTTCTAATGGCTATTCCGTACTA 3P 2009

6-FAM-
SONDA  TGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGTAMRA
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3.11 Determinacao do controle positivo

Os controles positivos utilizados em cada uma das reacGes foram obtidos através de
amostras de DNA de sangue de cdes que apresentaram inclusdo para B. vogeli e presenca de
morulas em macrofagos e leucocitos para E. canis visualizadas em esfregaco sanguineo por
meio de microscopio 6ptico e confirmadas a partir de técnicas moleculares especificas para a
deteccgéo do referido agente. O PCR foi confirmado por meio das sequéncias de B. vogeli - BvgF
(5> GCTGGTGACACCCACCTT 3’) e BvgR (5 GGCAC GCTTGTTGGTC 3’) e E. canis
Baneth-F5 (5° TATAGCCTCTG GCTATAGGAAATTGTTA 3’) e Baneth-R5 (5’
ACCATTTCTAATGGCTATTCCGTACTA 3’) sequenciamento SANGER e as sequéncias
obtidas estdo disponiveis no GenBank.

3.12 Sequenciamento

Os primers que amplificaram as sequéncias da 18S rRNA para Babesia spp. de amostras
de sangue de caes foram purificados com kit ExoSAP sintetizados pela Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando 10pL do produto da nPCR com 4puL
do reagente ExoSAP (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), totalizando um
volume de 14pL. Em seguida as amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos para degradar
os primers e nucleotideos restantes. Posteriormente ocorreu incubagao a 80°C por 10 minutos
para inativar o reagente ExoSAP. Apos a purifica¢do no aparelho de termociclagem (ProFlex)
foram adicionados SuL de cada amostra em novo tubo e 2,5uL de solugdo de primer forward e
2,5uL de solugao de primer reverse, em cada uma das amostras, sendo o volume final de 10puL.
Por fim, o produto de PCR estava pronto para ser usado no sequenciamento de DNA.

As amostras purificadas seguindo as instrugdes do fabricante foram sequenciadas. O

sequenciamento foi realizado pelo método SANGER no Instituto Oswaldo Cruz.

3.13 Medidas utilizadas para evitar contaminac6es

Com o objetivo de obter resultados claros e satisfatorios optou-se por adotar algumas
medidas com o intuito de evitar contaminagfes. A preliminar higienizagdo do fluxo laminar e
da capela utilizados no experimento foi feito a base de alcool 70% e em seguida esterilizado a
luz UV ultravioleta por 15 minutos, também foram utilizadas ponteiras com filtro, assim como
sua apropriada substituicdo em cada uma das etapas das reagdes. Os reagentes usados nas
técnicas de qPCR e nPCR foram devidamente manuseados com luvas nitrilicas descartaveis e

em ambientes estéreis, livres de qualquer possivel contaminacao.
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3.14 Analise estatistica

Todos os dados estatisticos gerados a partir deste estudo foram realizados no ambiente
R (versdo 3.6.1), (Copyright © 2017 The Foundation for Statistical Computing) com o objetivo
de avaliar a associacao individual para cada uma das variaveis com a positividade para B. vogeli
e E. canis na gPCR. A principio, as amostras positivas e negativas foram correlacionadas em
uma planilha desenvolvida no Excel, em nivel dicotdmico qualitativo (onde positivo = 1 e
negativo = 0) e importada para o ambiente R. Posteriormente, foi construida uma analise
bivariada através do Teste Exato de Fisher. Em seguida, as variaveis foram submetidas a
diferentes combinagdes para a construcdo de modelos preditivos utilizando a ferramenta step
wise no pacote “modelo lineares generalizados” (glm) que se baseia na escolha do menor valor
do critério de Akaike (Bozdogan, 1987). A colinearidade entre as varidveis independentes foi
verificada de acordo com Menard (1995), assumindo o valor de tolerancia >0,1 e Fator de
Inflagdo de Variancia (VIF). O modelo final foi escolhido de acordo com o melhor valor de
performance (indice C) e ajuste estabelecida pelo teste de Hosmer-Lemeshow. O teste de
Mcnemar que apresenta nivel de significancia de 5% foi utilizado como forma de mensurar as
proporcoes de discordancia entre 0 gPCR e Cpcr objetivando o gene hsp70 assim como verificar
0 desempenho das sequéncias 16S Rdna e hsp70 para deteccdo molecular de B. vogeli
(MEDRONHO, 2009).
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4 RESULTADOS

Do total de 186 amostras, 13 estavam positivas para B. vogeli e 20 positivas para E.
canis, demonstrando uma frequéncia de 6,99% (13/186) para B. vogeli e prevaléncia de 10,75%
(n=20/186) para E. canis. Realizou-se também a frequéncia de B. vogeli e E. canis em cada um
dos municipios eleitos para compor este estudo, em Barra do Pirai foram selecionados sangues
de 40 cdes dos quais 5 % (n= 2/40) apresentaram positividade para B. canis € 5% (n=2/40) para
E. canis. Na regido de Barra Mansa foram colhidas 38 amostras e 5,27% (n=2/38) dos animais
estavam positivos para B. vogeli ¢ 7,90% (n=3/38) para E. canis, em Paracambi coletou-se 10
amostras de sangue e obteve-se 10% (n=1/10) de caes positivos para B. vogeli e 10% (n=1/10)
para E. canis, enquanto que no municipio de Pirai foram coletadas 53 amostras de sangue e
3,77% (n=2/53) encontravam-se positivas para B. vogeli e 15,09% (8/53) para E. canis, por fim
em Vassouras coletou-se 25 amostras de sangue e 12% (n=3/25) dos cdes apresentaram-se
positivos para B. vogeli e 8% (n=2/25) para E. canis, em Pinheiral 8 amostras de sangue foram
coletadas e 12,5% (n= 1/8) estavam positivas para B. vogeli e 25% (n=2/8) para E. canis ¢ em
Seropédica foi possivel obter 12 amostras de sangue, sendo 16,6% (n=2/12) positivas para B.
canis e 16,6% (n=2/12) para E. canis.

Junto com as amostras de sangue coletadas de caes de area rural da regido do Vale do
Paraiba também foram coletados carrapatos desses animais € do ambiente em que viviam,
totalizando 1006 carrapatos pertencentes aos géneros Amblyomma e Rhipicephalus. Desta
forma, foram obtidos 526 carrapatos de Amblyomma spp. e uma frequéncia de 35,04%
(n=526/1.006) desse género, enquanto foram adquiridos 480 carrapatos Rhipicephalus € uma
frequéncia 31,98 % (n= 480/1.006) desse género. Neste estudo foram adquiridos ixodideos de
varias espécies como Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus sanguineus sensu lato,
Amblyomma sculptum (6 machos), Amblyomma brasiliense (1 f€émea) e Amblyomma tigrinum
(01 macho) e nos trés estagios de desenvolvimento, larva, ninfa e adulto.

Além de averiguar e identificar a presenca de ectoparasitos como carrapatos e pulgas
outros parasitos como piolhos e dcaros causadores de sarnas também foram analisados em cada
um dos cdes que participaram da pesquisa, tendo sido constatado a baixa infestacdo de
carrapatos e pulgas e a inexisténcia de piolhos e acaros nos animais avaliados.

Outro ponto importante foi a presenca de carrapatos no ambiente externo. Tal situagao
ocorreu em duas propriedades de municipios diferentes, sendo uma das propriedades do
municipio de Barra do Pirai, onde foram encontrados e recolhidos 10 carrapatos de Amblyomma

spp. em diferentes estagios evolutivos, sendo 1 macho e 9 larvas, presentes no ambiente de
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quintal, onde os caes da propriedade tinham acesso e na cidade de Pirai também houve uma
propriedade em que foram encontrados 6 carrapatos machos do género Amblyomma no jardim
da casa em que esses animais residiam.

Na analise bivariada realizada através do teste de Fisher, observou-se nenhuma variavel
esteve associada a positividade dos animais para B. vogeli na populagdo amostral do presente
estudo e que somente sob a regressao logistica a quantidade de caes em cada propriedade (p =

0,01) foi um fator relevante para a positividade de caes para E. canis

Tabela 1. Analise bivariada de fatores que podem estar relacionados a presenca de DNA de
Babesia vogeli em caes da regido do Vale do Paraiba, Rio de Janeiro, Brasil.

. ANALISE BIVARIADA
FATOR EPIDEMIOLOGICO

VALOR DE P Razao de Probabilidade IC 95%

LOCAL
PRESENCA DE MATA
S'A'\g 0.32 1.89 046 - 6.94
QUANTIDADE CAES

>11 1 0.80 0.08 - 3.95
CONTROLE CARRAPATO
S]&'\g 1 1.02 027 - 474

GATO

SIM 2.72
NAO 0.15 0.67 - 15.93

BOVINO
SIM
NAO 0.55 1.86 045 - 10.88

EQUINO
SIM
NAO

GAMBA
SIM
NAO

1 1.17 032 - 473

0.77 1.29 034 - 5095
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ROEDORES
SIM
NAO

ANIMAIS SILVESTRES
AUSENCIA
PRESENCA

PARASITICIDA
SIM
NAO

SEXO
MACHO
FEMEA

RACA
RD
SRD

IDADE
<1ANO
>1ANO

PELAGEM
CURTO
MEDIO E LONGO

PORTE
PEQUENO E MEDIO
GRANDE

CASTRADO
SIM
NAO

PELO
CURTO
MEDIO E LONGO

ESCORE
MAGRO
NORMAL

USO VERMIFUGO
SIM
NAO

0.56

0.73

0.47

0.29

0.26

0.77

0.13

0.55

0.70

1.43

1.54

0.35

1.04

0.53

0.47

0.77

0.86

0.60

0.93

0.45

0.37

0.32

0.008

0.27

0.14

0.12

0.20

0.18

0.00

0.10

0.18

0.01

5.60

14.94

2.56

3.79

251

2.25

281

3.24

1.54

244

9.13

3.30
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ECTOPARASITO

rﬁ% 0.78 1.23 033 - 464

CARRAPATO

QF;JESSEEI\INCQI': 0.77 1.32 036 - 4.98
PULGAS
SIM

NAO 0.33 1.82 0.44 - 6.72

RHIPICEPHALUS

AMBLYOMMA

INFESTACAO FORTE
ﬁ‘% 1 0.95 002 - 735

INFESTACAO BAIXA
SIM

NAO 0.34 1.77 043 - 6.52

Tabela 2. Andlise bivariada de fatores que podem estar relacionados a presenca de DNA de
Ehrlichia canis em caes da regido do Vale do Paraiba, Rio de Janeiro, Brasil.

. ANALISE BIVARIADA
FATOR EPIDEMIOLOGICO

VALOR DE P Razéo de Probabilidade IC 95%
LOCA,L
SITIOS € CHACARAS 007 042 ou - 120
PRESENCA DE MATA
et 0,05 2,64 090 - 762
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QUANTIDADE CAES
1
-1 0,01
CONTROLE CARRAPATO
SIM
NAO

GATO
SIM
NAO

BOVINO
o
EQUINO
E
GAMBA
o
ROEDORES
N 0,62
ANIMAIS §ILVESTRES
s
PARASITICIDA
o
SEXO
RACA
SRRDD 0.77
IDADE
<1 ANO

>1 ANO 0.77

3,55

1,06

0,93

0,50

0,55

1,35

1,30

2,67

1,13

1,24

1,45

0,89

1,14

0,35

0,33

0,17

0,20

0,45

0,44

0,60

0,25

0,43

0,39

0,25

10,6

3,58

2,7

1,14

1,56

4,52

3,75

24,68

3,87

3,52

8,20

3,89
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PELAGEM
CURTO
MEDIO E LONGO

PORTE
PEQUENO E MEDIO
GRANDE
CASTRADO
SIM
NAO

PELO
CURTO
MEDIO E LONGO

ESCORE
MAGRO
NORMAL

USO VERMIFUGO
SIM
NAO

ECTOPARASITA
SIM
NAO

CARRAPATO
AUSENCIA
PRESENCA

PULGAS
SIM
NAO

RHIPICEPHALUS
PRESENCA
AUSENCIA

AMBLYOMMA
PRESENCA
AUSENCIA

INFESTACAO FORTE

SIM
NAO

1,00

0,80

0,53

0,47

0,50

1,00

0,63

1,00

0,42

0,60

0,30

0,20

0,90

0,82

0,50

1,41

0,64

1,00

1,31

0,91

1,59

0,30

1,69

2,25

0,32

0,24

0,05

0,47

0,19

0,18

0,47

0,28

0,50

0,39

0,55

0,38

2,58

2,42

2,30

4,03

2,88

3,82

3,78

2,70

4,62

3,91

481

9,58
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INFESTACAO BAIXA
SIM

NAO 0,60 0,65 0,15 - 218

Os fatores local, presenca de mata, controle de carrapato, gato, bovino, equino, outros
animais, gambad, roedores, animais silvestres, parasiticida, sexo, raca, idade, pelagem, porte,
castrado, pelo, escore, uso de vermifugo, ectoparasito, carrapato, pulgas, Rhipicephalus,
Amblyomma, infestacdo forte, infestacdo baixa nao apresentaram significancia para que
pudessem ser relacionadas com a infec¢do por Ehrlichia canis na regido selecionada para a
realizacdo deste trabalho (Tabela 3).

Na analise multivariada, o modelo selecionado continha as varidveis local, vegetagao,
quantidade de caes na propriedade, presenga e auséncia de outros animais € animais silvestres,
idade, escore e carrapato. A quantidade de cdes nas propriedades visitadas foi um fator
associado com a positividade por E. canis em nos municipios que fizeram parte do estudo
(Tabela 4).

Desta forma, foi possivel observar que caes os quais habitam propriedades onde existem
mais de um cdo residente tem trés vezes mais chances de se infectarem com E. canis do que

caes de propriedades aonde s6 existe um cao.

Tabela 3. Analise multivariada de fatores associados a presenca de DNA de E. canis em caes
da regido do Vale do Paraiba, no estado do Rio de Janeiro.

Analise Multivariada

Variaveis
Associadas C B DP P OR IC 95%
Local -1.01 0.57 0.07 0.36 0.12-1.11
Vegetagio 0.95 0.54 0.08 2.58 0.89 - 7.47
Nimero de cies 1.26 0.54 0.02 3.52 1.21-10.24
Outros 0.72 0.58 0.21 2.06 0.66 - 6.49
Silvestres 1.13 0.82 0.17 3.08 0.62 - 15.35
Idade 078 0.70 0.27 0.46 0.11 - 1.81
Escore -0.57 0.68 0.40 0.56 0.15-2.13
Carrapato -0.16 0.53 0.76 0.85 0.30-243
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O indice de performance foi de 0.8 (Figura 8), o ajuste do modelo foi 88% (p=0.88). O

referido modelo ¢ satisfatorio pois, a curva ROC encontra-se distante do classificador aleatorio

(0.5).

ROC curve using (N= 186)

1.0

08

086

AUC: 0.788 (0.702-0.874)

Sensitivity

04

02

o
[=]

T T T T T T T T
-2.000000e-01 2.000000e-01 6.000000e-01 1.000000e+00

1 - Specificity

Figura 8: Grafico da curva de ROC.
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5 DISCUSSAO

A erliquiose monocitica canina e a babesiose sao doengas que apresentam distribui¢ao
global sendo mais prevalentes em regides tropicais. Apesar de serem doengas comuns em caes,
ambos os parasitos ja foram detectados em humanos sendo o caso mais recente de E. canis
relatado no Panam4d (NAVARRETE et al., 2022), tal fato demonstra o potencial zoondtico
dessas hemoparasitoses. Sendo assim, a importancia de mais pesquisas referentes a esses
patogenos e seus vetores bem como sua relagdo com diferentes ambientes sdo achados
epidemioldgicos de relevancia para satde publica.

Neste estudo, desempenhado em area rural, obteve-se uma prevaléncia de 6,99% de caes
positivos para B. vogeli e 10,75% positivos para E. canis na regido do vale do paraiba. De
acordo com Dantas-Torres (2018) a prevaléncia de E. canis em caes de area urbana ¢ mais alta
quando comparada com caes de zona rural. Tal fato pode estar relacionado com as espécies de
vetores 0s quais esses animais estdo expostos, pois, apesar de R. sanguineus sensu lato ser o
principal transmissor de ambos os patégenos (CABEZAS-CRUZ et al., 2019), este artropode &
mais recorrente em regides urbanas enquanto que Amblyomma spp. € mais frequente em area
rural. Situagdo similar ocorre com B. vogeli, parasito presente em diversos estados brasileiros
(DANTAS — TORRES et al., 2006), seu principal vetor € o R. sanguineus sensu lato sendo que
este ectoparasito ¢ mais frequente em areas urbanas (COSTA et al., 2015). Desta forma, este
protozoario tem uma prevaléncia maior em zona urbana, onde a doenca ¢ endémica
(ODWYER et al., 2009). Além disso, a infec¢do dessa espécie de carrapato por patogenos pode
variar de acordo com a regido em que sao encontrados (DANTAS-TORRES et al., 2008).

Um dos fatores que pode ter influenciado diretamente na baixa frequéncia desses
parasitos foi a baixa infestagdo dos cdes com carrapatos. Um ponto importante observado nas
propriedades de zona rural foi que a maioria dos cdes ingeriam leite de vaca e algumas destas
vacas leiteiras recebiam tratamento com ivermectina, um parasiticida que € capaz de ser
transmitido através do leite. A ivermectina ¢ uma substancia lipofilica capaz de atravessar a
barreira epitelial das glandulas mamarias e, portanto, difundem-se com facilidade no leite
(SALMAN et al., 2022). Tal fato pode ter influenciado na infestacdo de carrapatos nos caes de
fazendas leiteiras, pois estes caes ao ingerirem o leite com residuos de ivermectina podem se
tornar protegidos contra o parasitismo dos ectoparasitos e consequentemente de hemoparasitos
como B. vogeli e E. canis.

Outro ponto relevante ¢ o fato do R. sanguineus sensu lato apresentar hébito nidicula

(LABRUNA; PEREIRA (2001), pois a maioria desses animais de propriedades rurais possuem
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o costume de estarem soltos e ndo apresentarem abrigo fixo, frequentando ambientes de pasto,
corregos e matas, fatores que dificultam o parasitismo do R. sanguineus sensu lato, uma vez
que este artropode vive em ninho, toca ou abrigo de seus hospedeiros vertebrados.

Outra condicao observada e que deve ser pontuada ¢ que em areas rurais ¢ comum que
cdes convivam proximo a diferentes espécies de animais, como equinos € bovinos e que
auxiliem a pastorear o gado, tal caracteristica permite que a interacdo desses animais propicie
o compartilhamento de ectoparasitas. O artropode hematofago R. microplus esta distribuido
globalmente em regides tropicais e subtropicais, e sao popularmente conhecidos pelo habito de
parasitar bovinos (PEREIRA et al., 2022). Estes ixodideos foram detectados parasitando caes
que tinham acesso ao pasto ou que desempenhavam a fungdo de pastorear o gado da
propriedade. Uma pesquisa realizada em area rural, no estado de Minas Gerais, aponta que
apesar do R. microplus nao ser a principal espécie de carrapato que infesta caes em zona rural,
este ectoparasito aparece esporadicamente parasitando cdes (COSTA-JUNIOR et al., 2012). Tal
fato apresenta relevancia devido a capacidade do R. microplus ser reservatorio e transmissor de
B. vogeli, protozoario que normalmente ¢ associado ao R. sanguineus (COTES-PERDOMO et
al., 2020). No entanto, neste trabalho foram encontrados poucos cades parasitados por R.
microplus, mais uma razdo que pode ter influenciado na baixa frequéncia desse parasito nos
caes avaliados.

O numero de cdes na propriedade foi uma caracteristica com significancia estatistica
quanto a presenca dos parasitos E. canis quando havia mais de um cdo nas propriedades. Desse
modo, basta que um dos cdes da propriedade rural tenha acesso a mata e contato com animais
silvestres ou outros caes para que este cao seja capaz de se infestar com diferentes vetores, e
consequentemente ser uma fonte de infeccdo para os demais cdes que residem na mesma
propriedade.

Sendo assim, propriedades que apresentavam mais de um cao tinham trés vezes mais
chance de se infectarem quando comparado a propriedades onde reside apenas um cao. Outros
fatores examinados na analise bivariada ndo apresentaram significancia como foi o caso da
presenca ou auséncia de gato (p=1), porém hé estudos que demonstram que mesmo sendo
menos frequente, gatos domésticos se infectam naturalmente com B. vogeli e E. canis
(VILHENA et al., 2017; MAGGI; KRAMER, 2019). Outro animal que n3o foi um fator
significativo para DNA de B. vogeli e E. canis foi o bovino (p=0,14), no entanto o carrapato R.
microplus, comum em bovinos, ¢ um dos ixodideos capazes de transmitir B. vogeli (COTES-
PERDOMO et al., 2020). Os fatores auséncia e presenca de ectoparasitas (p=0,63) e carrapatos

(p=1) também nao foram significativos para a infeccao de cdes com os hemoparasitos
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estudados neste trabalho, contrariando diversos estudos realizados com carrapatos que
comprovam que a presenc¢a do vetor da doenga ¢ um dos principais fatores para infec¢ao de
cdes com os patdgenos B. vogeli e E. canis (MAGGI; KRAMER, 2019). Além disso a variavel
idade (p=0,77) que de acordo com (IRWIN, 2010) costuma ter influéncia em relacao a infecgao
com esses hemoparasitos também nao foi significativa. O parasito B. vogeli ocorre em caes de
todas as idades sendo mais recorrentes em cies jovens (ALMAZAN et al., 2022), enquanto E.
canis ¢ mais frequente em caes mais velhos.

Em relagdo a utilizacdo de um método diagnostico preciso e eficaz para deteccao de B.
vogeli e E. canis, optou-se pela qPCr por ser uma ferramenta de alta especificidade e
sensibilidade, quando comparada com outras técnicas comumente utilizadas para o diagndstico
desses patogenos. No entanto, também foi adotado o método de nPCR com o intuito de
descobrir outras espécies de Babesia, porém as amostras positivas na nPCR foram enviadas
para sequenciamento na Fiocruz e todas as amostras positivas obtiveram 99.9% de semelhanga
com a espécie B. vogeli.

Entre as vdrias técnicas existentes de PCR foi escolhida a técnica de PCR em Tempo
Real (qQPCR) para a realizar a deteccao de B. vogeli e E. canis neste trabalho. A técnica de qPCR
¢ um método semiquantitaivo, de alta sensibilidade e permite obter resultados em um periodo
curto de tempo. Ela permite a deteccao direta dos produtos da PCR durante a fase exponencial
da reacdo, combinando amplificacdo e deteccao de uma s6 vez (REGITANO et al., 2007).
Enquanto o teste de McNemar mede as proporgdes de discordancia entre as duas técnicas de
PCR escolhidas.

Referente a escolha dos genes para B. vogeli e E. canis analisados nesse estudo, foi
baseado no gene Asp70 para espécie B. vogeli (PAULINO et al., 2018) e no gene 16S rRNA
para espécie de E. canis (BANETH et al., 2009), ambos os autores sugerem a técnica de qPCR
para seus respectivos genes. Os genes alvos escolhidos sdo amplamente utilizados para os
diagnosticos por meio de biologia molecular, devido a sua capacidade de se manter altamente

conservado.
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6 CONCLUSAO

Este estudo relatou que o numero de caes nas propriedades foi o unico fator
epidemiologico significativo associado as infecgdes de E. canis em caes nos sete municipios
selecionados para a realizagdo do trabalho, sendo assim na regido do vale do paraiba as
propriedades rurais que contém mais de um c@o apresentam trés vezes mais chances de terem
esses animais infectados com um ou ambos os hemoparasitos analisados. A baixa infestacao de
carrapatos nesses animais de zona rural ainda necessita de mais pesquisas para melhor
compreensdo da relagdo que hé entre meio ambiente, hospedeiro vertebrado, hospedeiro

invertebrado e hemoparasitos.
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ANEXOS
ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
ANEXO B - Questionario epidemioldgico semiestruturado aplicado aos proprietérios de cdes
domiciliados nos municipios selecionados para a realizacdo do presente estudo: Seropédica,
Paracambi, Pirai, Barra do Pirai, Barra Mansa, Pinheiral e VVassouras, todos situados no estado

do Rio de Janeiro

ANEXO C - Parecer do Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) autorizando a realiza¢io do

trabalho de pesquisa, cumprindo as diretrizes éticas de uso animal
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do participante:
Data de nascimento:

Vocé esta sendo convidado (a) para ser participante do projeto do curso de Pés-graduacao em
Ciéncias Veterinarias da UFRR], visando estudos epidemiomoleculLares de hemoparasitos em
bovinos e caes.

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte sobre qualquer duvida que vocé tiver. Caso se
sinta esclarecido (a) sobre as informacgdes que estdo neste Termo e aceite fazer parte do estudo,
peco que assine ao final deste documento, em duas vias, sendo uma via sua e a outra do
pesquisador responsavel pela pesquisa. Saiba que vocé tem total direito de ndo querer participar.
1. O trabalho visa estudos epidemiomolecuLares de hemoparasitos em bovinos e cdes de
propriedades rurais.

2. A participacdo nesta pesquisa consistira em oferecimento de campo para coleta de amostras de
bovinos e cdes para as pesquisas da P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da UFRR].

3. Os participantes ndo terdo nenhuma despesa ao participar da pesquisa e poderao retirar sua
concordancia na continuidade da pesquisa a qualquer momento.

4. Nao ha nenhum valor econdmico a receber ou a pagar aos voluntarios pela participacio, no
entanto, caso haja qualquer despesa recorrente desta participacdo havera o ressarcimento pelos
pesquisadores.

5. 0 nome dos participantes serd mantido em sigilo, assegurando assim a sua privacidade, e se
desejarem terdo livre acesso a todas as informacgdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo
e suas consequéncias, enfim, tudo o que queiram saber antes, durante e depois de sua
participacgao.

6. Os dados coletados serdo utilizados Unica e exclusivamente para fins desta pesquisa e os
resultados poderdo ser publicados.

Eu, , RG n® declaro ter sido informado e
concordo em sem participante do Projeto de pesquisa acima descrito.

de de 20__ .

Assinatura do participante

Assinatura do responsavel por obter o consentimento
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ANEXO B

Questionario epidemiolégico — Propriedade e tutor

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

Bairro ¢ Municipio: Altitude: Temperatura:

Coord. Geograf.:

Proprietério:

Endereco:

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 caes 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:
9)Presenga de animais silvestres: ( ) gamba () roedores( ) outros:

10)Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?

11)Utiliza prod. inseticidas no ambiente? ( ) sim ( ) ndo

12)Quais? Intervalos?

13)Utiliza mét. Fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)? () sim ( ) ndo

14)Quais? Intervalos?

Outras obs relevantes:
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Questionario epidemioldgico — Animal

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

Nome do animal: Sexo: () Macho () Fémea
Raga: Cor: Idade: Porte:

1)Animal Castrado? () Sim ( ) Nao

2)Animal nascido na propriedade? () sim ( ) ndo Se ndo, de onde veio o animal?

3)Ha quanto tempo esta com o animal?

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

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

6)Pélo: () curto () médio () longo

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

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

9)Animal vive dentro da residéncia: () sim ( ) ndo () as vezes

10)Locais de acesso do animal: () pastagens () corregos () matas ( ) ambiente urbano

11)Contato direto com outras sp animais: () sim ( ) ndo Quais?

Historico de patologias anteriores:

12)Fez uso de algum medicamento recente? Qual?
13)Tipo de alimentagdo: ( ) comida () ragdo ( ) ambos
14)Possui 4gua e comida a disposi¢ao o tempo todo? () sim ( ) ndo

Se ndo come quantas vezes ao dia:

15)Vermifugacgdo: () sim () ndo Hé qto tempo?
16)Qual produto?

17)Critério para escolha: () indicagdo ( ) balconista ( ) veterindrio ( ) propaganda
18)Possui ectoparasitos? () sim () ndo

19)Quais e quantidade? (+)

()pulgas_

() piolhos
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() sarnas

() carrapatos Fases:

Condic¢ao de limpeza do ambiente do animal:

() Ruim (') Satisfatoria () Insatisfatoria

espécies:
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Anexo C

Parecer do Comité de Etica do Uso de Animal (CEUA) autorizando a realizacio do trabalho de

pesquisa, cumprindo as diretrizes éticas de uso animal.

UFRRJ Comisséo de Eticano CS'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria U A A

CERTIFICADO

Corlificamas que 4 propasta intitulade "Novas metodologias moleculanes para detecclo Sos hameparasiios Ehrlichia canis,
Anagliama platys « Babesia vogeli em cles @ carrapalos *, protocslada sob o CEUA n® 3915240616 oo socaaw, Sob &
g onsatibdade de Huarrisson Atevedo Santos ¢ equined; Mtacia Gonzage Mcing - Gue efvolm & profuchs, manutensio eisu
WAZaChe S8 animal parlencenies 30 fis Ohordata. sflo Veretrala jeadets o hamerm), para Mns de pesgess Canbica ou ersino
- AL d¢ ACordn Com o6 pradatos da Les 11 794 de 8 de cutatve S 2008, com o Decreto 6 809 av 15 de jubha Su 2000, bem camo
Com aS formas edatus peks Cordelhe Nacoaal e Controle 20 Esparirnentacia A al (CONCEA), » fol aprovada pela Camisslo
de EUca ne Uso de Asirass da IestButo de Veterndnae da Universisade Faderal Raral do Mo de Jarsars (CEUALFRAJ) na resrsda de
260402017,

W Cortify Chatt the propoks! “New mofeculsr methods for the Setection of Hood parasites Elrdchia canis, Anapladma platys and
Babesia vogul In dogs end Udks *, wtiaiag 100 Doge (makss and females |, protocsl numter CEUA 3015280616 sz oo, under Uhw
resgont ity of Hoarrisson Azevedo Santos and dedm, Palncl Gonzagd Fauno - mhich srvdivs he production. Marmenancs
ndor use of asimalks belenging 10 e plytum Chardeta, scbiphnium Vertedrata (eacest humen tbeings), for scantific reseanch
Purpotes of lhaching - K 1t accordante with Law 11 194 of Ocioter 8, 2008 Decres €890 of july 15, 2000, a5 wel as win the roles
Issued by the Maticaal Counci lor Contral of Assmsl Esperismentation (CONCEA), and was approved by the Ethee Commitles o
Aritnd Usa of the Wetsrinary netitute of Rural Faderal Usiwversity of Ro o0 janere JCELUALF IR | in the medting of 04262017

Finaldate da Mropoite Pesgusss (Acaddncal

Vighatia S Mopaita: de D6Q0L) & DAQOLE Ared Microbishoga £ imaraiegls Wiermdrw

Origuer: b apticdvel Baléne

Espicm Ches e Machos » Flamas idose: 1a1Sance N 100
Lehagern  Dhwersas rages Pese: 1lab0hky

Lotal 3o expererento: O teslin makecolans demenvalvidios nesle Broets serds eoedutados no Laberaliro de Samndate Avicols &
Mufthuse o DESP @ lambém no Laboratédos du Mamoparaulo @ Vetores, Ested laborabinios posscen nfrasilrutiur e adeguada para
realiracio Se todas s elapas MelododGitat pravislin AL amosiras S Sanguw Se Lies sarda Cofetadas na Somicla o cda no
IS0 o e 26 janeirs, apdn Consantistdnlo dos propretines.

Seropddea 02 de Jarwirt de 2020

Tokio T Sectt P ———

Prof. Or. Fabia Barbour Scont Carlos Adezindre Ry Malun
Cosrdenador da Camitids e Etca o Lo de Anumaks Vice-Coordenador Sa Carmisilde e Etica no Use S8 Anirnint
Iraliute de Velirmaria S Univwedldade Fediral Raral do e g atiuto o Wetenind o da Usiversisade Federsd Rur 2o Ro de
Janrgiro Jarmre

AL D T T G PR Sl - e e s - I SEIRDON - et WA 31) NS S
N 0 S TV 8 W A AT e |ty b
388 M RTINS

46



