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RESUMO

Os animais domésticos e silvestres estdo frequentemente expostos a diferentes
espécies de carrapatos. O interesse nos carrapatos de animais domeésticos tem
aumentado principalmente por causa das doencas causadas pelos patdgenos por eles
transmitidos. De ocorréncia mundial, a Erliquiose Monocitica Canina (EMC) € uma
doenca infecciosa causada pela bactéria Ehrlichia canis. Considerada por muitos
como uma das mais importantes doencas transmissiveis na clinica de pequenos
animais. No Brasil, vem apresentando casuistica crescente em hospitais e clinicas
veterinarias. Ja a babesisose canina € causada por hemoprotozodrios do género
Babesia que parasitam os eritrocitos. O principal vetor dos agentes patogénicos
responsaveis por estas duas doencas, sdo carrapatos do grupo Rhipicephalus
sanguineus. Tanto a erliquiose quanto a babesiose podem apresentar manifestacdes
clinicas de fase aguda, subclinica e crénica, sem sinais especificos. No Estado do
Para, pode se dizer que ndo sdo conhecidos estudos sobre a ocorréncia dos
patdgenos causadores destas duas doencas. O presente estudo teve como objetivo,
investigar molecularmente caes capturados ou atendidos pelo Centro de Controle de
Zoonoses deste municipio, para a presenca de Ehrlichia e Babesia. Foram coletadas
amostras sanguineas de 94 céaes, entre fémeas e machos, em cinco dos seis distritos
compreendidos pela cidade de Marabd, no periodo de julho a setembro de 2018. Os
resultados mostraram que das 94 amostras testadas, trés apresentaram positividade
para E. canis e 23 para e B. canis vogeli, na deteccdo molecular pela PCR em tempo
real. Embora o nimero de animais investigados tenha sido pequeno, frente a
populacdo canina do municipio, este estudo confirma a ocorréncia destes dois
patdgenos nos caes do municipio de Marabd e alerta para a necessidade de estudos

mais abrangentes sobre estes dois agentes, causadores de graves doencas nos céaes.

Palavras-chave: Ehrlichia, Babesia, caes, carrapatos, estado do Para, Brasil.



ABSTRACT

Domestic and wild animals are often exposed to different species of ticks. The interest
in ticks of domestic animals has increased mainly because of the diseases caused by
the pathogens transmitted by them. Worldwide, Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME)
is an infectious disease caused by the bacterium Ehrlichia canis. Considered by many
to be one of the most important disease in the clinic of small animals. In Brazil, it has
presented increasing casuistry in hospitals and veterinary clinics. However, canine
babesiosis is caused by hemoprotozoans of the genus Babesia that parasitize
erythrocytes. The main vector of the pathogens responsible for these two diseases are
ticks of the Rhipicephalus sanguineus group. Both ehrlichiosis and babesiosis may
present clinical manifestations of the acute, subclinical and chronic phase, without
specific signs. In the State of Pard, it can be said that no studies are known about the
occurrence of the pathogens that cause these two diseases. The present study aimed
to investigate molecularly the dogs captured or attended by the Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) of this municipality, for the presence of Ehrlichia and Babesia. Blood
samples were collected from 94 dogs, between females and males, in five of the six
districts comprised by the city of Maraba, from July to September 2018. The results
showed that of the 94 samples tested, three of them showed positivity for E. canis and
23 for B. canis vogeli, in molecular detection by real-time PCR. Although the number
of animals investigated in this study was small when compared to the canine population
of the municipality, the results obtained confirms the occurrence of these two
pathogens infecting in the dogs of the municipality of Maraba and warns of the need
for more comprehensive studies on these two agents, responsible for causing serious

diseases in dogs.

Keywords: Ehrlichia, Babesia, dogs, ticks, Para state, Brazil.
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1. INTRODUCAO

Ehrlichia canis e Babesia canis sdo considerados 0s hemoparasitas mais
comuns em caes, 0s quais influenciam e comprometem a saude. Ambas sédo
enfermidades clinicamente diagnosticadas na cidade de Maraba, mas a epidemiologia
e técnicas de diagnostico sdo pouco conhecidas e desenvolvidas em todo o Estado

do Para.

A identificacdo e controle das doengas sao fundamentais para a manutencao
da saude coletiva, pois a interacdo homem-animal tem se intensificado ao decorrer
dos anos e junto a esse processo, 0 aumento na transmissdo dos patégenos

responsaveis por algumas destas doencas

O numero de abandonos de animais de estimacao, principalmente de caes,
ainda é muito maior que o de acolhimentos, o que leva a uma constante renovacéao
das populacdes de animais soltos em vias e logradouros publicos. Como € o caso do
municipio de Marab&-PA, onde a grande maioria dos cdes acaba sendo recolhida pelo
Centro de Controle de Zoonoses do municipio.

O conhecimento sobre a ocorréncia destes hemoparasitas nos caes do
municipio, associado a adequados métodos profilaticos deve ser utilizado para evitar
sua disseminacao. O presente estudo teve como proposta a investigacdo sobre a
presenca de patdgenos dos géneros Ehrlichia e Babesia na cidade de Marab4, PA,

usando técnicas de diagnoéstico moleculares.
1.1 Carrapatos

Os carrapatos sao artropodes ectoparasitas pertencentes a classe Arachnida,
com distribuicdo mundial e podem parasitar uma ampla variedade de vertebrados
terrestres, entre eles répteis, anfibios, aves e mamiferos. Sdo hematéfagos
obrigatérios, responsaveis pela transmissdo de inumeras doencas (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

No mundo, existem aproximadamente 900 espécies validas de carrapatos,
distribuidas em trés familias: Ixodidae com mais de 700 espécies, Argasidae com

cerca de 190 e Nuttalliellidae, que é monoespecifica e ocorre somente na Africa do



Sul e Tanzania (GUGLIELMONE et al., 2014). Para o Brasil, at¢ 0 momento, foram
registradas 70 espécies (DANTAS-TORRES et al., 2019), porém este numero ir4

aumentar brevemente (V.C.O., comunicacao pessoal).

Algumas espécies de carrapatos podem representar risco real ou potencial na
transmissdo de patdégenos. As principais zoonoses cujos agentes causadores sao
transmitidos por carrapatos sdo rickettsioses, borrelioses, erlichioses e
protozoonoses. As rickettsioses estdo associadas principalmente ao género
Amblyomma, as borrelioses aos géneros Ixodes e Ornithodoros, enquanto as
erlichioses e protozoonoses, em sua maioria, ao género Rhipicephalus (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

A maioria dos patdgenos cujos vetores sao 0s carrapatos, tem como
responsaveis por sua transmissdo, os estdgios de ninfa e adulto. Destacam-se
algumas excecbes relevantes como: Rickettsia rickettsii, bactéria causadora da febre
maculosa, e o0s protozodrios do género Babesia, que podem ser transmitidos por via
transovariana de fémeas adultas aos ovos, possibilitando a transmissdo aos

hospedeiros vertebrados por estagios larvais de carrapatos. (GREENE et al., 2012).

O tempo entre a fixacao do carrapato e a transmissao do patdégeno pode variar
dependendo de cada organismo ou espécie de carrapato. Outros fatores que também
podem influenciar no tempo em que o carrapato precisa ficar fixado para efetivar a
transmissao do patdgeno, sdo: processo de reativacdo do organismo, o estagio de
vida do carrapato, a temperatura ambiente e o tipo de hospedeiro vertebrado (KIDD &
BREITSCHWERDT, 2003).

1.1.1 Complexo Rhipicephalus sanguineus

As espécies pertencentes ao “grupo R. sanguineus” sdo carrapatos da familia
Ixodidae, sendo conhecidos popularmente no Brasil como “carrapato vermelho do
cao” ou “carrapato marrom do cao”. Possui comportamento nidicola, seu ciclo &
trioxénico e ocorre sempre proximo ao seu hospedeiro, podendo ser encontrado em
camas, residéncia, quintal ou canis, sempre onde ha maior indicio da presenca do céo
(LABRUNA et al., 2001).

Estudos realizados nos ultimos anos, onde foram avaliados a morfologia,

biologia e genética de diferentes populacdes de R. sanguineus, constataram que o



taxon Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), considerado por alguns como
complexo R. sanguineus”, estad representado por duas linhagens distintas,
conhecidas como “tropical” e “temperada”. Na América Latina a “Populagao tropical”
estéa distribuida do México ao sul do Brasil (excluindo o estado do Rio Grande do Sul)
e a “ populagao temperada” na regido compreendida pelo Cone-Sul (OLIVEIRA et al.,
2005; MORAES-FILHO et al., 2011; DANTAS-TORRES et al., 2013; NAVA et al. 2012,
2015; ZEMTSOVA ET AL., 2016; LABRUNA et al. 2017).

Moraes-Filho et al. (2015), testaram a competéncia vetorial de quatro
diferentes populacdes do grupo R. sanguineus da América do Sul, para transmissao
de Ehrlichia canis, tendo comprovado que somente aquelas pertencentes a linhagem

tropical, foram capazes de transmitir o patdgeno para novos hospedeiros.

O complexo Rhipicephalus sanguineus se caracteriza por possuir habitos
nidicolas, estando bastante adaptado aos domicilios urbanos, o que faz com que ele
permaneca no abrigo do hospedeiro durante as fases de vida livre, ndo tendo
dificuldade em encontra-lo novamente quando precisar de um novo repasto sanguineo
(ADRIANZEN et al, 2003; MORAES, 2006; SHERDING, 2008).

Atualmente as espécies do grupo R. sanguineus, sdo consideradas de grande
importdncia na Medicina Veterinaria, uma vez que se encontram amplamente
distribuidas pelo mundo, elevando assim a exposicdo dos cdes aos patégenos
carreados por eles (WALKER et al., 2000; FILHO, 2012).

No cdo, sdo responsaveis pela transmissdo de Babesia canis, Hepatozoon
canis, Ehrlichia canis e Anaplasma platys (DANTAS-TORRES, 2008b; LABRUNA,
2006), podendo também servir como hospedeiros intermediarios para diversos outros
agentes patogénicos (PINTER et al., 2004). No Brasil sdo considerados como um dos
principais ectoparasitas de cées, juntamente com as pulgas (LABRUNA, 2004; FILHO,
2012).

1.2 Patégenos

1.2.1 Ehrlichia

A Ebhrlichia é uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria, que infecta
animais e o homem em varias partes do mundo (DUMLER et al., 2001,
SKOTARCZAK, 2003). No Brasil, sdo relatadas as espécies E. canis e E. chaffeensis


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/taxon
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rhipicephalus

(ALMOSNY, 1998; MACHADO et al., 2006; LABRUNA et al., 2007), sendo a primeira
de maior prevaléncia nos caes e, frequentemente encontrada em carrapatos do
complexo R. sanguineus (ALMOSNY, 1998; TRAPP et al., 2006; AGUIAR et al., 2007,
SOUZA et al., 2010).

Na América do Sul, a erliquiose humana, causada pelas espécies E. canis e E.
chaffeensis, j& foi constatada por diagnéstico molecular na Venezuela (PEREZ et al.,
2006; MARTINEZ et al., 2008), e ha evidéncias soroldgicas de sua presenca na
Argentina e no Chile (RIPOLL et al., 1999; LOPEZ et al., 2003). No Brasil, ha relatos
de seres humanos positivos em sorodiagnostico nos estados de Minas Gerais (CALIC
et al., 2004) e Espirito Santo (SPOLIDORIO et al., 2010).

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) € uma doenga multissistémica com
quadro clinico inespecifico, caracterizada por sinais como febre, fraqueza, letargia,
anorexia, linfadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia e perda de peso (DUBIE
et al.,, 2014). Causada por E. canis, com vasta distribuicdo mundial, apresenta alta
morbidade e variada mortalidade em regides de clima quente (BARR & BOWMAN,
2010).

E uma enfermidade que afeta cdes em todo o mundo, sendo mais prevalente
em populacdes caninas de regides tropicais e subtropicais, onde seu vetor, carrapatos

do “ complexo Rhipicephalus sanguineus”, sdo abundantes (GROVES et al., 1975).

No Brasil, € uma doenca amplamente distribuida em cées, com diversos
estudos e diferentes casuisticas (0,7% a 92,3%), além dos diferentes métodos de
diagndstico (SPOLIDORIO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011). No pais, R. sanguineus
€ a espécie de carrapato que realiza a transmisséo de E. canis entre os cdes (WANER
et al., 2001; AGUIAR et al., 2007; GRENNE, 2015).

1.2.1.1 Epidemiologia

O primeiro registro de E. canis no Brasil, foi em 1973 no municipio de Belo
Horizonte, estado de Minas Gerais e, a partir de entdo, houve um aumento exponecial
dos registros nos diferentes estados do Brasil, com uma positividade de 20 a 30% nos
cées atendidos em hospitais e clinicas veterinarias (D’AGNONE et al., 2003; BULLA
et al., 2004a; AGUIAR, 2006; D’AGNONE, 2006; CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).



Também foram feitos trabalhos com levantamentos soroepidemiolégicos no
pais, indicando uma situagdo preocupante. Isso devido a prevaléncia de anticorpos
anti-ehrlichia em 70% das espécies caninas em algumas regides do Brasil (VIEIRA et
al., 2011). Entretanto, observou-se que nos levantamentos epidemioldgicos que tem
como base a sorologia, existem aguns limites. Um desses limites seria o tempo, pois
pode haver um intervalo de tempo entre a exposicéo do patdgeno e o desenvolvimento
de anticorpos. Isso afeta a certeza dos dados epidemiolégicos. Outro fator, sédo os
testes soroldgicos, pois presenca de anticorpos na corrente sanguinea pode alterar
a frequéncia de patégenos em uma populagdo de cées. Altos titulos de anticorpos
circulantes podem persistir no sangue desses animais por longos periodos de tempo
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

A prevaléncia da infeccao por E. canis em caes varia de acordo com varios
fatores, mas geralmente se correlaciona com o nivel de exposicdo a vetores de
carrapatos infectados (SAINZ et al, 2015). Nao ha predisposi¢do quanto a faixa etaria
ou raca dos cdes infectados (JERICO, 2015). Estudos realizados em diferentes
regides do Brasil indicam que a prevaléncia de cées infectados por E. canis varia de
0,7% a mais de 50% (Vieira et al,. 2011;Goottilieb et al 2016) e € maior em caes sem

tratamento antiparasitario externo (SAINZ et al, 2015).

Céaes com erlichiose também podem estar infectados concomitantemente por
Babesia spp. e Hepatozoon spp., uma vez que esses organismos também sao
transmitidos pela mesma espécie de carrapato (SOUSA et al. 2004; PEREIRA, 2006).

1.2.1.2 Patogenia

O periodo de incubacao da infeccéo por E. canis é de 8 a 20 dias. (HARRUS
et al,1999; MACHADO, 2004; GREENE, 2006). De acordo com Olicheski (2003), o
primeiro local de replicacdo na fase aguda acontece nas células mononucleares e
linfocitos, caminhando para as células do sistema reticulo endotelial do figado, baco
e linfonodos, resultando em hiperplasia linforreticular. Quando ocorre a juncao de
células infectadas e o endotélio vascular, ocorre uma vasculite nos pulmdes, rins e

meninges, podendo acometer em outros 0rgaos.

Em seguida ao processo de vasculite acontece a destruicdo periférica das

células alvo, acentuando a trombocitopenia e leucopenia. Em decorréncia da resposta



inflamatéria ocorre uma estimulacdo dos sistemas imunoldgicos e coagulagédo
diminuindo a meia vida das plaquetas e as destruindo, causando trombocitopenia
(OLICHESKI, 2003).

Ainda na fase aguda observa-se uma alteracdo no tempo de coagulagéo, isso
se d& pela inibicdo da agregacao plaquetaria. Podera acontecer a recuperacao do
animal, adiantar a fase subclinica, ou ir a 6bito, sendo a ultima, uma condicdo mais
rara de ocorrer (OLICHESKI, 2003).

No caso da E. canis, podem passar por uma fase subclinica comprida, que
pode se estender por anos e, sendo assim, podem manifestar os sintomas da doenca
em fase crénica. Assim, a maior parte das infec¢des por E. canis s6 é diagnosticada
nesta fase (SHERDING, 2008). Caracteriza-se na fase cronica da erliquiose, o
surgimento de hipoplasia medular, que leva a uma anemia aplasica, com monocitose,
linfocitose e leucopenia (OLICHESKI, 2003).

1.2.1.3 Sintomatologia

A EMC, apresenta trés fases clinicas: aguda, subaguda e crobnica.
(BREITSCHWERDT, 2004). E caracterizada por febre alta, linfadenomegalia,
hemorragia, depressao, letargia, anorexia e esplenomegalia (HARRUS et al ,2011).
Em alguns casos pode-se observar glomerulonefrite, NELSON; COUTO, 2001;
OLICHESKI, 2003; MENDONCGCA et al., 2005; CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

Na fase subclinica os animais podem ficar assintomaticos por 40 a 120 dias.
Em alguns casos pode ocorrer polidria, polidipsia, vomitos, hematuria e ulcera¢des na

cavidade oral.

Em geral, esta fase termina com epistaxe, hemorragias generalizadas e insuficiéncia
renal progressiva (NELSON; COUTO, 2001; ALMOSNY; MASSARD, 2002;
OLICHESKI, 2003; SHERDING, 2008).

Na fase crbénica, 0s animais se apresentam apaticos e caquéticos com diversas
infeccbes secundarias. Também podem apresentar epistaxe, melena, hematuria,
hematose, infecgbes oculares, pulmonares, do sistema nervoso, hepatomegalia,

linfadenopatia, esplenomegalia, dor abdominal, arritmias e déficits de pulso, poliuria e



polidipsia, presenca de articulacdes aumentadas e dolorosas a palpacédo, andar rigido
e claudicagdo (NELSON; COUTO, 2001; CHAVES et al., 2007).

1.2.1.4 Diagnostico

No Brasil, a erliqguiose € uma doengca amplamente distribuida em caes, com
diversos estudos e diferentes casuisticas (0,7% a 92,3%), além de métodos
diagnésticos diversos (SPOLIDORIO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011).

Os caes, quando infectados por E. canis, podem apresentar alteracdes clinicas,
hematoldgicas e bioquimicas bastante inespecificas, e o diagndstico presuntivo pode
ser feito com a observacao dos sinais clinicos e nos exames laboratoriais (SOUSA et
al., 2010).

Para o diagnadstico laboratorial, podera ser solicitado um hemograma, exames
bioquimicos e urinalise. No exame hematolégico destaca-se trombocitopenia, anemia
normocitica, normocrémica, eosinopenia, linfopenia e desvio nuclear de neutrofilos
para esquerda (NELSON; COUTO, 2001; MENDONCGCA et al., 2005). Também pode
ser realizado um esfregaco de sangue periférico de ponta de orelha, para a
observacdo de mérulas (ALMONSY; MASSARD, 2002; LIBERATI et al., 2009).

Porém, poucas moérulas sdo visiveis na fase aguda da EMC (HARRUS;
WANER; BARK, 1997), podendo ser encontradas em apenas 4% dos casos positivos
ou em frequéncias ainda mais baixas, principalmente na fase subclinica (HARRUS;
WANER, 2011), podendo gerar muitos falsos negativos por ndo encontrar o parasito
(ALMOSNY; MASSARD, 2002; LIBERATI et al., 2009).

Hoje, existem no mercado, diversos “kits” soroldgicos utilizados na deteccao da
erliquiose canina, como, por exemplo, o “kit” Immunocomb, baseado na técnica de
“Dot-blot-ELISA”, que é capaz de determinar anticorpos da classe IgG especificos
para o agente infectante (CASTRO, 1997; MACHADO, 2004). O dispositivo de
deteccdo tem as vantagens de ser leve, descartavel, altamente biodegradavel e
excelente quimicamente compativel (MARTINEZ et al, 2010; JOCKERTS et al,2012).

Analisadores automaticos de ELISA podem realizar controle automatico total
usando software para adicionar as amostras, realizar a analise e interpretar as
resultados, o que reduz erros acidentais de operacdo manual. Eles podem assim, usar

ensaios de imunodeteccdo de enzima multi-amostra e € superior aos métodos



manuais em termos de estabilidade e precisao (BUSSE et al, 2013; WHITWORTH et
al., 2014).

A RIFI é um teste para pesquisa de anticorpos IgG anti-E. canis, pois indica a
exposicdo do hospedeiro ao agente (HARRUS & WANER, 2011). Para a interpretagéo
final de um resultado de RIFI, tem que ser considerado o titulo de anticorpos anti-E.
canis, e também observados os sinais clinicos e os parametros hematoldgicos do
animal (WANER et al., 2001). Outra opcéo € a imunocromatografia, que serve como
auxiliar na fase de triagem, pois detecta anticorpos especificos séricos (BORGES et
al 2016; TIZARD, 2009).

Com o uso da biologia molecular através da deteccédo de E. canis por PCR,
houve um aumento nos registros de ocorréncia deste patdgeno, tanto como resultados
de estudos cientificos, como diagnésticos relacionados a atendimentos clinicos
(MACIEIRA et al.,2005; RAMOS et al., 2009; PIRES et al., 2011). A amplificacdo por
PCR do DNA do parasita, seguida por sequenciamento, permite uma identificacéo
mais confiavel e precisa das espécies que infectam cédes (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011). A PCR possibilita a deteccéo de sequéncias especificas do DNA do patégeno
escolhido (HARRUS et al., 2004b). Porém, o diagnostico ainda é dificil, devido as
varias fases da doenca e varias manifestacdes clinicas que acometem (ZANG. et al
2017).

1.2.2 Babesia

A babesiose é uma doenca causada por hemoprotozodrios do género Babesia,
familia Babesiidae, ordem Piroplasmida e filo Apicomplexa (IRWIN, 2009), que além
de parasitar os glébulos vermelhos, eles os destroem por causrem anemia hemolitica
(MURASE et al., 1993; BIRCHARD, 2003; VALLI et al., 2017). A babesiose canina do
Brasil € uma enfermidade cujo vetor sdo os carrapatos do complexo Rhipicephalus

sanguineus.

Caes podem ser acometidos pela Babesia gibsoni e Babesia canis, esta ultima
podendo ser dividida em trés subespécies: B. canis canis, encontrada na Europa e
transmitida por Dermacentor reticulatus; B. canis vogeli, encontrada no Nordeste

da Africa, norte da América e em regides tropicais e subtropicais da maioria



dos continentes (LEWIS et al., 1996; TABOADA e LOBETTI, 2006), transmitida pelo
complexo Rhipicephalus sanguineus e B. canis rossi encontrada no Sul da Africa e

transmitida por Haemaphysalis leachi (LEWIS et al., 1996).

1.2.2.1 Epidemiologia

O hematozoario causador da babesiose canina foi observado pela primeira vez
na Italia. Logo depois, a doenca foi diagnosticada em outros paises da Europa, na
Ameérica, Asia e Africa (ANTONIO; OLIVEIRA; ZAPPA, 2009).

O primeiro relato de B. canis vogeli no Brasil, foi em 2005, por PCR em caes
infectados espontaneamente (Passos et al, 2005). Esse agente também foi observado
em 33,7% dos cades examinados por testes soroldgicos e moleculares em um estudo
realizado no norte do estado do Espirito Santo (SPOLIDORIO et al., 2010). Esta é a
espécie mais frequentemente observada em cées no Brasil (SOUSA et al., 2013).

Também foram feitos no Brasil, em areas edémicas e nao endémicas,
pesquisas epidemioldgicas sobre a frequéncia e outros fatores relacionados a essa
patologia. Alguns desses estudos defeniram a presenca de anticorpos contra Babesia

spp. por ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFA) (MRLJAK et al., 2017)

Estudos epidemioldgicos em técnicas sorolégicas podem detectar a presenca
de anticorpos circulantes, porém isso ndo indica de fato uma infeccdo atual.
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

A maioria dos estudos epidemioldgicos realizam andlises de duas ou mais

variaveis para determinar fatores relacionados a infeccdo (NALUMBA et al., 2011)

Estudos retrospectivos sdo bem usados na tentativa de identificar algumas
caracteristicas epidemiologicas, e assim usar para o diagndstico precoce de doencas
e ate mesmo o controle. (LUCENA et al., 2010; RISSI et al., 2010). No Brasil, estudos
de restrospectiva epidemioldgica da babesiose foram realizados nos estados do Rio
Grande do Sul no sul do Brasil (ALMEIDA et al., 2006).

A distribuicdo geografica da doenca causada por B. canis, vem de um espécie
responsavel por uma forma virulenta de babesiose canina na Europa e na Asia
Ocidental, e vem se estendendo,por um aumento de casos em areas fora das regioes
endémicas (HALOS, 2014).
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Em caes, a doenca varia de subclinica a grave, (IRWIN 2009). A apresentacao
que domina nos caes infectados é a forma subclinica (LEISEWITZ et al., 2001)
dependendo das espécies de patdégenos, imunoldgica estado e idade do hospedeiro,
(IRWIM 2009). Outro fator importante, que, € muito comum um hospedeiro ter a
babesiose associada a erliquiose canina, fazendo com que agrava o quadro clinico e
aumenta o risco de 6bito (MILKEN et al., 2004; UNGAR DE SA et al., 2007).

1.2.2.2 Patogenia

Dentro das heméacias, ocorre uma multiplicacdo de parasitas por diviséo binéria,
dando resultado em dois individuos piriformes, com ligacdo das suas extremidades
mais afiladas (ANTONIO et al, 2009).

A patogenia da babesia tem total relacdo com a hemoélise provocada por esta
multiplicacédo do parasita dentro dos eritrécitos. Logo ocorre o rompimento das células
parasitadas, causando anemia, e posterior, uma liberacdo de hemoglobina,
estabelecendo hemoglobindria e bilirrubinemia. Uma grande quantidade de fracdo
indireta da bilirrubina, leva a uma sobrecarga do figado, provocando ictericia,
congestdo hepatica e esplénica e hepatoesplenomegalia (ETTINGER & FELDMAN,
2004)

Nos casos em que caes estdo com patdégenos, tanto B. canis quanto E. canis,
ha uma severa anemia normocitica normocrémica, ocasionada pela destruicdo de
eritrocitos maduros e como consequéncia um impedimento da eritropoiese, fazendo

com que a doenga se torne mais grave, principalmente em cées jovens (SA, 2007).

1.2.2.3 Sintomatologia

O quadro agudo pode ser visto em cées infectados, com anorexia, apatia,
diarréia, pneumonia, febre, hemoglobiniria, anemia branda a grave e talvez uma
ictericia. Pode ocorrer morte se doenca evoluir ou a lenta recuperagéo, que pode levar
mais de um més. Pode aparecer em alguns casos, sintomas neuroldgicos, com
extrema apatia ou agressividade, paralisia, desequilibrio e ataxia. (NELSON &
COUTO, 2015).
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Os sinais clinicos do paciente acometido pela babesiose em seus trés quadros da

doenca séo apresentados na tabela a seguir:

Hiperaguda Aguda Crobnica

Acidose metabolica Febre, hematuria e Febre interminente
ictericia

Sindrome da resposta Letargia e anorexia Dimiuicdo de

inflamatoria sistémica rendimentos em caes

atletas

Hipoxia Letargia e anorexia Diminuigao de apetite

Choque Esplenomegalia

Estase vascular Anemia hemolitica

Nelson&Couto 2015

1.2.2.4. Diagnéstico

O histérico associado a sintomatologia clinica, sdo, em geral suficientes para
suspeitar de babesiose. Em regides enzodticas, um diagndstico de babesiose canina
pode ser justificado se o0 animal estiver caquético, anémico, infestado por carrapatos
e com febre intermitente (PINTO, 2009).

De maneira habitual, o diagnéstico de Babesia spp. baseia-se na deteccdo
microscoépica de intra-eritrécito sem esfregacos de sangue periférico. (SOLANO-
GALLEGO & BANETH, 2011) As espécies de Babesia (B. canis, B. vogeli e Babesia
rossi), mesmo com diferencas na genética, na patologia e na associacdo com vetores,
sao indistinguiveis morfologicamente (KRAUSE et al., 1996; SOLANO-GALLEGO &
BANETH, 2011, SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

A parasitemia intermitente ou baixa que pode ocorrer em caes infectados por
Babesia em desenvolvimento no sangue periférico, pode ser prejudicial na detecgao

durante o exame citologico (CARDOSO et al., 2008). Mesmo com todo 0 avango nos
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meétodos sorolégicos para o diagnostico de Babesia spp., sdo conhecidos anticorpos
contra estes protozoarios que podem reagir de forma cruzada com os de outros
parasitas apicomplexos (IRWIN, 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Varios mecanismos moleculares, incluindo o ensaio de amplificacdo isotérmica
mediada por loop (LAMP), reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
real (qQPCR), e analise de fusédo de alta resolucdo (HRM), sdo usados para detectar
diretamente o DNA de amostras de hemoparasitas, fornecendo testes moleculares
rapidos (LYMBERY & THOMPSOM, 2012).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) detecta fragmentos de DNA de
Babesia spp. (PERSING et al., 1992), em praticamente qualquer material biol6gico
(Branddo & Hagiwara, 2002), fechando o diagnostico tanto em infeccées agudas,
subclinicas ou crdénicas mesmo nos casos de baixa parasitemia (MACINTIRE et al.,
2002). A PCR permite a visualizacdo do ciclo de processo da reacao por ciclo,
encurtando o tempo para obtencdo de resultados e evitando a contaminacdo pos-
amplificacdo (NALUMBAMBA et al, 2011).

Além dos testes moleculares, os testes sorolégicos, ensaio de imunoabsorgéo
enzimatico (ELISA) e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), tem se mostrado
capaz de detectar anticorpos em animais cronicamente infectados, sendo
normalmente mais usados em estudos de levantamentos epidemiolégicos (ARAUJO
et al. 1998).
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2. JUSTIFICATIVA

Quando os animais adoecem pela infec¢cdo por Ehrlichia e Babesia, pode
ocorrer a supressdo do sistema imunoldgico, fazendo com que fiquem mais
suscetiveis a infeccbes por outros patdégenos, inclusive aqueles causadores das
zoonoses. Isto evidencia a importancia da correta identificacdo destes patdogenos e do
controle das doencgas causadas por eles.

Outro fator de extrema importancia € que sdo poucos 0s estudos ou
informacdes sobre a ocorréncia de protozoarios dos géneros Babesia e Ehrlichia no
Estado do Paré e, praticamente inexistentes para a cidade de Maraba, principalmente
guando relacionados a epidemiologia e caracterizacdo molecular destes dois

patdgenos.

Apesar de a erliquiose e a babesiose caninas serem enfermidades clinicamente
diagnosticadas na cidade de Marabd, o uso rotineiro de técnicas de diagndstico mais
precisas, € uma pratica pouco utilizada ndo s6 neste municipio, como em todo o

Estado do Para.
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3. OBJETIVO

Investigar, através de métodos moleculares, a presenca de hemoparasitas dos
géneros Ehrlichia e Babesia em cées recolhidos ou atendidos pelo Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ) da cidade de Maraba-PA.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela CEUA-UNISA, N.41/2017 e as colheitas
ocorreram somente apds a concordancia e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 1), pelo responsavel do Centro de Controle de Zoonoses

(CCZ) do municipio.
4.1 Local de estudo

O estudo foi realizado na &rea urbana do municipio de Maraba, que esté situado
na margem esquerda do rio Tocantins, sudeste do Estado do Parg, regido esta
pertencente ao bioma Amazoénico. Com uma altitude média de 125m em relacdo ao
nivel do mar, o municipio possui uma area de 15.157,90 km2. Seus pontos extremos
apresentam as seguintes coordenadas: ao norte, 04°56'24”S e 48°57°08”W; ao sul,
06°13'09” S e 51°08'40"W; a leste 05°52°23"S e 48°42’53"W; a oeste 06°03’15S e
51°24’01"W. (RAIOL,2010). Populacdo no ultimo censo de 233.669 pessoas (IBGE,
2017).

O clima do municipio de Maraba caracteriza-se como equatorial, quente e
umido, segundo a clas-sifi cacdo Koppen, apresentando temperaturas meédias
mensais entre 22,9°C e 32°C, com média anual de 26°C, de acordo com dados do
Instituto Nacional de Meteorologia, obtidos na estacdo si-tuada em Maraba com
altitude de 95,00 m, entre o periodo de 1990 a 1994. (RAIOL, 2010)

A prefeitura da Cidade de Maraba, na lei 17.846, DE 29 DE MARCO DE 2018
aprova a organizagcdo municipal, definida por 12 Distritos Administrativos, um Distrito

Sede Municipal (Figura 1) e 11 distritos que abrangem a zona rural. S&o eles:
| - Distrito Sede Municipal (zona urbana), subdividido em:

a) Nucleo Marabé Pioneira;

b) Nucleo Cidade Nova;

c) Nucleo Nova Maraba;

d) Nucleo Sao Félix;

e) Nucleo Morada Nova,;
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f) Zona de Expanséo Urbana Nova Marabg;
g) Zona de Expansédo Urbana Cidade Nova
h) Distrito Industrial de Maraba - Fases | e |I;

i) Distrito Industrial - Fase llI;

Zona Rural:

I - Distrito de Murumuru com sede na Vila de Murumuru;

[l - Distrito de Brejo do Meio com sede na Vila Brejo do Meio;

IV - Distrito de Santa Fé com sede na Vila Santa Fé;

V - Distrito de Trés Poderes com sede na Vila Trindade;

VI - Distrito da Vila Unido com sede na Vila Uniéo;

VII - Distrito de Capistrano de Abreu com sede na Vila Capistrano de
Abreu;

VIII - Distrito de Josinopolis com sede na Vila Josinépolis;

IX - Distrito de Soror6 com sede na Vila Sororo;

X - Distrito de Alto Bonito com sede na Vila do Garimpo de Alto Bonito;
Xl - Distrito de Carim&a com sede na Vila de Alto Bonito;

XII - Distrito de Itain6polis com sede na Vila Itaindpolis.

- NUCLEO DA VELHA MARABA

Maraba teve sua origem na instalacdo de um nucleo agricola, na margem
esquerda do rio Tocantins, que foi organizado por Carlos Leitdo. (FAPESPA,
2016). Encontra-se entre dois grandes rios, Itacaiunas e Tocantins. Vista de cima, o
ndcleo da Velha Maraba tem o formato de “Y” (CAMARA MUNICIPAL DE MARABA,
2019).
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O setor Consolidado se caracteriza por predominio da concentracdo de
COMErcio e servigos e seu carater historico, presente no sistema de arruamentos, nas

edificacbes e monumentos de interesse historico e cultural. (PARA, 2018)

Em 1980 a cidade é arrasada pela maior enchente vista, com a elevacao de
17,42 m do Rio Tocantins. Em consequéncia disto ha um replanejamento urbano
sobre o crescimento e expansao da cidade. Em 1984, entra em funcionamento a
Estrada de Ferro Carajas, e em seguida no ano de 1988 da inicio aos preparativos
para a instalacao de industrias siderurgicas, para producéo de ferro-gusa, negocio que
veio trazer grandes beneficios e expansdo para o municipio (LINS, 2011).

As enchentes vinham de forma gradual e os moradores sabiam o momento em
que se fazia necessario deixar a habitacdo e ir para outro local, geralmente o bairro
Amapa, do outro lado do rio Itacailinas. Uma enchente anual dura, em média, de 2 a
4 meses, no periodo do “inverno” da Amazodnia, entre os meses de janeiro e maio de
cada ano (ALMEIDA, 2016).

- NUCLEO NOVA MARABA

Setor Consolidado abrange as duas margens da Rodovia Transamazodnica e
da Via Preferencial 08, a Area Militar e as folhas 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, parte
da 33, 34 e da 35 (os lotes situados na marginal da Rodovia Transamazonica).
Caracteriza-se pela concentracdo de usos comerciais, de servi¢cos e institucionais,
além do habitacional (PARA,2018).

Sob o pretexto de dar uma solugdo ao problema das enchentes dos rios
Tocantins e Itacailnas, o Governo Federal planejou a construcdo de uma nova cidade
em local seguro em relacao as inundacdes: a Nova Maraba. Em funcéo dos projetos
governamentais, inclusive a perspectiva da exploracdo do minério de ferro na Serra
dos Carajas, aumentou o fluxo migratério em direcdo ao municipio, sobretudo apés a
abertura da Transamazénica no inicio da década de 1970 e do projeto de colonizacdo
dirigida as margens dessa mesma rodovia. A sede municipal ndo dispunha de espago
para absorver esse fluxo, provocando o surgimento espontaneo de outros nucleos
préoximos a cidade, como a Vila Transamazoénica, ao mesmo tempo em que o projeto

da Nova Maraba sofria alteragdes na planta urbanistica (ALMEIDA,2016).
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A demora na implantacdo da Nova Marab4, as mudancas no projeto original e
a lentiddo no processo de assentamento no novo nucleo fizeram com que outras
possibilidades surgissem para os moradores e também para a populacdo migrante.
Uma dessas possibilidades foi a manutencdo do nucleo pioneiro ou Velha Maraba,
apesar de estar situado em uma éarea de risco em relacdo as enchentes
(ALMEIDA,2011).

Um novo projeto urbanistico cuja implantacdo aparentemente néo ficaria tao
custosa. De acordo com a arquiteta Helena Lucia Zagury Tourinho, o PEUM “buscou
inspiragdo em modelos naturalistas e, mais especificamente, nas experiéncias de
suburbios norte-americanos”. Dessa forma teve por base o “conforto ambiental” e a
topografia do solo como condicionantes do desenho urbano, prevendo baixas
densidades demograficas (TOURINHO, 1991).

A concepcao urbanistica do PEUM baseou-se em uma estrutura vegetal, que
lembrava uma arvore, onde os troncos seriam os “eixos viarios periféricos”, os galhos
“o sistema viario principal de penetracao” e as “folhas” as comunidades localizadas,
tal planta permitiria a expanséo futura da cidade de modo “sistematizado”, sendo

mantido o contato com a floresta por meio de areas de preservacédo (ALMEIDA, 2011).

O esperado esvaziamento da Velha Marab& n&o ocorreu e nem mesmo uma
desvalorizacdo dos iméveis, uma vez que as antigas familias e grande parte da elite
la permaneceram. A atividade comercial também se manteve, as agéncias bancérias,
0s escritorios e a Camara Municipal, apesar da mudanca da Prefeitura (ALMEIDA,
2011).

- NUCLEO CIDADE NOVA

O mesmo documento cita ainda que a necessidade de espaco por parte da
populacdo, sobretudo apo6s a construcao da Transamazoénica, fez com que surgisse
um terceiro ndcleo, Cidade Nova (na mesma area onde se encontrava a antiga Vila
Transamazénica) e que este “tém sido sistematicamente ignorado”. Constatou-se o
que ja poderia ter sido observado desde a fase inicial do processo de planejamento
da Nova Maraba, isto €, que a cidade ja apresentava uma tendéncia natural de
expansdo em direcdo a area onde hoje se encontra 0 Complexo Integrado Cidade
Nova (ALMEIDA, 2011).
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O Setor Consolidado corresponde aos bairros Cidade Nova, Agropolis do Incra,
Novo Horizonte, Liberdade, caracterizados pelo predominio dos usos de comércio,
servicos e institucional (PARA, 2018).

A Rodovia Transamazénica chega a Maraba em 1971, atravessando a cidade
e ocupando as areas da Cidade Nova e Nova Maraba (ONU-HABITAT, 2010).

- NUCLEO SAO FELIX E MORADA NOVA

Em 1981, com a implantacéo do programa Grande Carajas, houve a demanda
pela construcdo de duas pontes, uma sobre o rio Itacailinas que fazia ligacdo com o
nucleo Cidade Nova e outra sobre o rio Tocantins, mista com a ferrovia Carajas-ltaqui
gue ligava ao nucleo Séo Felix. Com a construcdo da ponte sobre o Rio Tocantins,
onde seguem a PA-150 e a ferrovia Carajas, os nucleos de Sao Félix e Morada Nova
foram consolidados como area de expansao urbana (CARDOSO & LIMA, 2009).

Para os nucleos Sao Félix e Morada Nova, o Setor de Recuperacdo e
Qualificacdo se caracteriza pela presenca de assentamentos precarios (ocupacoes
irregulares), alguns ocupando areas alagaveis e de protecdo ambiental (PARA, 2018).
Nestas localidades, ndo apenas do ponto de vista habitacional, mas também da néo
existéncia de equipamentos publicos, como fonte de renda e a informalidade,
determinam a necessidade da existéncia de outros nucleos mais consolidados (ONU-
HABITAT, 2010).
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Figura 1: Mapa da cidade de MARABA, com a divisdo dos distritos municipais.

690250 696525 702800 709075 715350 721625
/ Zoneamento da Sede Municipal de
Maraba, PA.
&
y 4

Zona de
Expansao *

Secretaria de Planejamento e Controle

9406500
00S90+6

Distritos

Distrito Industrial

Nicleo Nova Maraba

Zona Expansdo Nova Maraba
Nucleo Maraba Pioneira
Nucleo Cidade Nova

Zona de Expansiao Cidade Nova
Nicleo Morada Nova

Nucleo Sao Félix

Limite Perimetro Urbano

6TT00%6

OEE0EEERDnN

9400229

7.5 km

Revisio do Plano Diretor 2017
Datum: Sirgas 2000 / UTM
Fonte: IBGE - SEPLAN

690250 696525 702800 709075 715350 721625

FONTE: Secretaria de Obras da Cidade, 2019



21

4.2 Caracterizacao de amostras

Neste estudo foram coletadas amostras de sangue de 400 cées recebidos
ou atendidos no Centro de Controle de Zoonoses do municipio, provenientes de
diferentes bairros, pertencentes a cinco nucleos urbanos que fazem parte do
Distrito Sede Municipal. Os animais foram selecionados aleatoriamente,
independente do sexo, raca e idade, ou de apresentarem ou ndo sintomatologia

condizente com erliquiose ou babesiose.

Além da entrada diaria dos animais apreendidos pela carrocinha do CCZ,
uma quantidade média de 15 animais também eram recolhidos, seja com
consentimento ou por abandono nas dependéncias da instituicdo, ou ainda pelo
recolhimento de animais por solicitacdo da populacdo, além de algumas
denuncias de maus tratos. Logo, o nimero de animais que davam entrava no
CCZ por dia, era considerado alto, o que resultava em uma superlotacdo, além

de inviabilizar o trabalho rotineiro com os animais.

O Centro de Controle de Zoonoses é regido pela lei 15.725 DE 30 DE
DEZEMBRO DE 1998. Nela consta as diretrizes e procedimentos dos animais

gue dao entrada no centro. De acordo com paragrafo anico do artigo 8:

“Os animais que forem apreendidos em desobediéncia ao estabelecimento nesta

lei, serao:
Mantidos, por até 3 (trés) dias, em canil publico a disposi¢cao de seu proprietario”
Apds, de acordo com artigo 11:

“Os animais apreendidos poderao sofrer as seguintes destinagdes, a critério do
Orgao Sanitario responsavel: resgate, leildo em hasta publica, adoc¢éo, doacéo,

sacrificio”.

Devido ao grande numero de animais que entravam diariamente no CCZ,
o Ministério Publico do Estado do Para fez uma parceria com aquela institui¢ao,
na tentativa de diminuir o nimero de animais recebidos, além da participacdo de
ONG’s para ajudar na conscientizagdo da populagdo, no recebimento e na

administracdo dos animais dentro do Centro. Tudo isto, com o intuito de diminuir
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0 numero de eutanasias realizadas e, a0 mesmo tempo, tornar viavel o trabalho

realizado pelo CCZ.

Com isso, novas politicas internas foram adotadas, como diminui¢cdo na
frequéncia do recolhimento de animais pelas carrocinhas (passando a ter duas
saidas semanais para cées), recebimento de animais entregues somente por
adultos com RG e CPF, realizacdo de campanhas de castracdo e de
conscientizacéo, para reducdo do numero de abandonos. Isso fez com que a
entrada de animais diminuisse consideravelmente, melhorando o manejo dentro
do CCZ.

Porém, com estas mudancas, ndo foi possivel coletar o numero de
amostras necessarias dentro do prazo inicialmente estabelecido no cronograma
de trabalho. Para ajudar a completar este nimero, foram colhidas amostras de
cdes que compareceram ao CCZ durante as campanhas de combate a
leishmaniose e erliquiose. Durante este periodo, houve um aumento

consideravel no nimero de animais que passaram pelo CCZ (Figura 1).

Figura 1: Animais nas dependéncias do Centro de Controle de Zoonoses durante

uma das campanhas realizadas no local.

FONTE: Autor
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Apoés algum tempo, foi constatado que a quase totalidade dos animais
recebidos durante as campanhas foram provenientes do nucleo Cidade Nova,
quase ndo havendo representatividade de animais de locais dentro da area
urbana. Uma possivel explicacdo para isso, é que o CCZ esta localizado neste
mesmo nucleo, o0 que teria gerado uma maior concentracdo de animais dessa

localidade.

Foram também aproveitadas campanhas especificas do CCZ realizadas
em outros nucleos urbanos do municipio (Figuras 2). Como no caso das
localidades de S&o Félix e Morada Nova, nacleos mais afastados e de dificil
acesso, e em Nova Maraba, que fica mais proximo ao centro. Além disso,
durante uma das campanhas de vacinacdo contra raiva, que o CCZ realiza de

casa em casa, também foram amostrados alguns animais.

Figura 2: Campanhas realizadas fora das dependéncias do CCZ.

FONTE: Autor

Durante a execucdo do projeto houveram alguns imprevistos tanto no
periodo de coletas (vide paragrafos acima) quanto das investigacOes

moleculares, que inviabilizaram a finalizacdo da andlise de todas as amostras
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dentro do prazo incialmente previsto. Assim, como ndo haveria tempo habil para
testar todas as amostras até a data final para entrega da dissertacdo, foram
incluidas somente as 94 amostras que ja haviam sido testadas até aquele
momento. Os estudos para 0s patdgenos investigados, continuardo a ser

realizados com as demais amostras coletas.

4.3 Animais investigados

Dos 94 animais amostrados, 41 (43,6%) eram fémeas e 53 (56,4%) eram
machos. Dos cées, cujas amostras foram utilizadas neste estudo, 28 (30%)
foram provenientes de Cidade Nova, 24 (26%) de Nova Maraba, 19 (20%) de
Morada Nova, 15 (16%) de Sao Félix e 8 (8%) de Maraba Pioneira (Gréfico 1).

Grafico 1: Porcentagem de animais investigados por Nucleo.

AMOSTRA POR LOCALIDADE

M Cidade Nova Nova Maraba Morada Nova

Sdo Félix B Maraba Pioneira

Fonte: Autor

Ainda com relacdo a proveniéncia dos animais estudados, os distritos de
Cidade Nova e Nova Maraba foram os que apresentaram maior niumero de
bairros com representatividade de amostras, sendo respectivamente 17 e 14
bairros em cada um dos distritos (Graficos 2, 3). J& nos outros trés nucleos, Séo
Félix, Morada Nova e Maraba Pioneira, o nUmero de bairros representados foi

de cinco, dois e um, respectivamente (Graficos 4, 5, 6).

Grafico 2: Quantidade de amostras coletadas por bairro no nucleo de Cidade

Nova, municipio de Maraba-PA.
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Grafico 3: Quantidade de amostras coletadas por bairro no distrito de Nova

Maraba, municipio de Maraba-PA.
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Gréfico 4: Quantidade de amostras coletadas por bairro no distrito Sao Félix,
municipio de Maraba-PA.

25



26

Sao Félix — Maraba-PA

Sao Félix
Vale do Tocantins
SEo Felie 1
SEo Félie 11
S&o Félx |
Residenacial Tiradentes
0 1 2 3 4 > [<] 7 8 9

Fonte: Autor

Gréfico 5: Quantidade de amostras coletadas por bairro no distrito de Morada

Nova, municipio de Maraba-PA.
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Grafico 6: Quantidade de amostras coletadas por bairro, no distrito de Maraba

Pioneira (=Velha Maraba), municipio de Maraba-PA.
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4 .4 Coleta de amostras

As amostras de sangue total foram colhidas dos caes, independente de
apresentarem ou nao sintomatologia sugestiva para erliquiose e babesiose. O
sangue foi obtido assepticamente por venopuncao da veia cefalica (Figura 3),
utilizando-se seringa e agulha descartaveis, sendo em seguida transferido para
microtubos plasticos (1,5ml) contendo etanol absoluto (Figura 4). Em seguida
estes tubos foram etiquetados e acondicionados em temperatura ambiente até o

momento da utilizac&o.

Figura 3: Coleta de sangue total nos cées.

FONTE: Autor



28

Figura 4: Transferéncia do sangue para o microtubo com etanol e numeracao.

FONTE: Autor

4.5 Extracdo de DNA

As amostras de sangue total foram processadas individualmente,
utilizando-se o kit PureLink™ Genomic DNA Minikit (Invitrogen), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. O DNA resultante foi armazenado em freezer
a -20°C até o momento de sua utilizacdo. As extracdes foram realizadas no

Laboratério de Pesquisas Veterinarias — LabVet da Universidade Santo Amaro.

4.6 PCR em tempo real

Esta etapa do estudo foi realizada no Laboratorio de Doecgas Parasitarias
da FMVZ-USP.

Ehrlichia canis

O material obtido da extracdo de DNA do sangue dos cées, foi analisado
para E. canis pela determinacéo da sequiéncia de nucleotideos amplificados do
gene dsb, utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores denominados Dsb-321
(5"- TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA - 3°), Dsb-671 (5 -
GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA - 37), e a sonda TagMan (5'-
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AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA - 3) 5 FAM/BHQ - 1 3,
especifica para a espécie E. canis, conforme previamente padronizado (DOYLE
et al., 2005). A reacgédo foi realizada em placas de 96 pocgos submetidas a
variacfes térmicas correspondentes a um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos,
seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por minuto, conforme
descrito por Doyle et al. (2005). A amplificacdo, aquisicdo e analise de dados
foram realizadas em um sistema de detecgado multicolor para Real-Time PCR
(7500 Real-Time PCR Systems — Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA).

Babesia canis vogeli

O DNA obtido do sangue dos caes foi analisado para Babesia canis vogeli
pela determinacédo da sequéncia de nucleotideos amplificados do gene hsp70,
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores denominados senso hsp70-F (5'-
GTCATCACTGTGCCTGCGTACT-3) e antisensohsp70-R (5'-
GCATGACGTTGAGACCGGCAAT -3), associado a uma sonda interna
fluorogénica (5- Hex/AGCGCCAGGCCACCAAGGACGCT-3-IABIKFQ). Este
par de primers corresponde a amplificacdo de um fragmento de 84-pb (pares de
base) do gene hsp70 de Babesia canis vogeli (PELEG et al. 2010).

5.RESULTADOS

5.1 PCR em tempo real para Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli

Das 94 amostras analisadas pela técnica de PCR em tempo real, 23 foram
positivas para B. canis vogeli e trés para E. canis, representando 24,4% e 3,3%,
respectivamente, do total de amostras testadas. Dos 23 cées cujas amostras
foram positivas para B. canis vogeli, 13 (24,5%) eram machos e 10 (24,3%) eram
fémeas, enquanto dos trés positivos para E. canis, um (1,8%) era macho e duas

(4,8%) eram fémeas (Tabela 1).

Com relagéo aos cinco nucleos de onde foram provenientes os animais
amostrados, para cada um deles houve pelo menos um caso de positividade
para algum dos dois patogenos investigados. Porém, em nenhum dos nucleos,

houve registro de coinfec¢cdo nos cées investigados (Tabela 1).
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Tabela 1. Amostras positivas para Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli,

coletadas de cédes provenientes de cinco nucleos urbanos do municipio de

Maraba - PA, diagnosticadas molecularmente através da PCR em tempo real.

rt-PCR positivo/total (%)

Ehrlichia canis

Babesia canis vogeli

Sexo

Macho

Fémea

Nucleo
Morada Nova
Sao Félix
Maraba
Pioneira

Cidade Nova

Nova Marabéa

3/94 (3.2)

1/53 (1.8)

2/41 (4.8)

0/19

1/15 (6.6)

0/8
1/28 (3.5)

1/24 (4.1)

23/94 (24.4)

13/53 (24.5)

10/41 (24.3)

4/19 (21)

3/15 (20)

4/8 (50)
6/28 (21.4)

6/24 (25)

Fonte: Autor, 2019

Para B.canis vogeli, os nucleos de Cidade Nova e Nova Maraba foram os

mais representativos, com seis animais positivos cada, seguidos por Morada

Nova e Maraba Pioneira com quatro animais cada, e Sdo Félix com trés.

Enquanto para E. canis, Cidade Nova, Nova Maraba e Sdo Félix apresentaram

um animal positivo cada, ndo havendo casos de positividade para as amostras

dos cées provenientes de Morada Nova e Maraba Pioneira (Figura 7).
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Figura 7: Mapa de distribuicdo dos cédes positivos para Ehrlichia canis e Babesia
canis vogeli em cinco nucleos urbanos pertencentes ao municipio de Maraba,
PA.
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Legenda: Os tridngulos representam 0s animais positivos para E.canis e os circulos
agueles positivos para Babesia canis vogeli. Cada cor indica um dos nacleos com
amostras positivas. Branco - Morada Nova; Verde - Sado Félix; Vermelho - Nova

Maraba; Laranja - Marabd Pioneira; Azul - Cidade Nova.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados moleculares indicaram que 3,2% do total de animais
investigados foram positivos para E. canis e 24,4 % para B. canis vogeli. Com
relacdo ao primeiro agente, esta € uma porcentagem pequena quando
comparada a estudos com cées de area urbana de outras regides do pais,
principalmente a Sudeste. (UENO et al., 2008).

Porém, o encontro de baixa positividade para E. canis, também foi
observado por SOARES et al. (2014), que investigaram cédes de um municipio
do estado do Amazonas, e por ARAES-SANTOS et al. (2015) e DANTAS-
TORRES et al. (2018), em estudos com animais da regido semi-arida nordestina
do estado de Pernambuco. No primeiro estudo, todas as amostras testadas
foram negativas para E. canis, enquanto no segundo 8,3% foram positivas e no
terceiro houve apenas 1,7% de positividade.

Com relacdo aos locais onde estes cédes viviam, foram investigados
animais de areas urbanas e rurais (SOARES et al., 2014; ARAES-SANTOS et
al., 2015), e também de aldeias indigenas (DANTAS-TORRES et al., 2018). No
presente estudo somente cdes de area urbana foram amostrados. Nos trés
estudos citados acima, a deteccao molecular de E. canis foi realizada através da

PCR convencional, diferente do nosso, onde foi utilizada a PCR em tempo real.

Caes procedentes de seis diferentes municipios do estado do Espirito
Santo, foram investigados quanto a presenca de agentes transmitidos por
carrapatos. Das 378 amostras de sangue analisadas pela PCR convencional, 5
(1,32%) foram positivas para B. canis vogeli e 10 (2,64%) para E. canis (VIEIRA
et al., 2018). Estes autores, também testaram o mesmo total de amostras para
E. canis, utilizando a PCR em tempo real, o que resultou em 28 (7.40%) amostras
positivas.

Quando comparado com os resultados obtidos por Vieira et al. (2018),
especificamente para B. canis vogeli, a porcentagem de animais positivos
encontrada neste estudo foi bem maior que a daqueles autores. Porém, o fato
de uma investigacao ter sido realizada na regido Sudeste e outra na regiao Norte

do pais, além de terem sido utilizadas diferentes técnicas moleculares para
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deteccado do agente, ndo nos permite comparar os valores encontrados em cada

um dos estudos, sem discutir as diferencas apontadas acima.

O mesmo acontecendo com Spolidorio et al. (2011), que além dos dois
fatores diferenciais apontados acima, onde o estudo foi conduzido em cées da
cidade de Cuiaba, regido Centro-Oeste do pais, e a técnica utilizada foi a PCR
convencional, 0 niumero de animais investigados naquele estudo foi bem menor,

pois foram analisadas amostras de sangue de somente 10 cées.

Em vérios estudos onde as amostras de sangue dos animais investigados
foram testadas para ambos os patdgenos E. canis e B. canis vogeli, a
porcentagem de positividade para o primeiro agente foi maior que para o
segundo (SPOLIDORIO et al., 2011; COSTA et al., 2015; VIEIRA et al., 2018).
O mesmo nao acontecendo neste estudo, onde a porcentagem de amostras

positivas para B. canis vogeli foi quase oito vezes maior que para E. canis.



7. CONCLUSAO

Existe a circulacdo de patdogenos dos géneros Ehrlichia e Babesia em

caes de area urbana da cidade de Maraba, PA.

34
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