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RESUMO

As doengas transmitidas por carrapatos sdo afecgdes de grande importancia na clinica médica
de pequenos animais, devido a alta casuistica e ampla distribuicdo vetorial no territorio
brasileiro. Os principais agentes responsaveis pelas infeccdes em cdes sao Babesia sp.,
Ehrlichia canis e Hepatozoon canis. Os animais infectados sdo assintomaticos ou apresentam
sinais clinicos inespecificos, sendo necessario a utilizacdo de testes diagnésticos para
definicdo do agente etioldgico, e diagnostico seguro. O objetivo do presente estudo foi
determinar a ocorréncia desses micro-organismos em cdes naturalmente infectados,
domiciliados nos municipios de Vila Velha e Anchieta, Espirito Santo, utilizando diferentes
testes de deteccdo: Reacdo em cadeia polimerase (PCR), sorologia para deteccdo de
anticorpos anti Ehrlichia canis e pesquisa de hematozoarios em esfregaco sanguineo. Foram
analisadas 65 amostras de sangue obtidas por venopungdo da veia cefélica. No teste de PCR,
4,62% dos animais foram positivos para Babesia vogeli e 1,54% para Ehrlichia canis sendo
os resultados para Hepatozoon canis negativos. No teste soroldgico para E. canis 90,77% dos
animais foram positivos para a presenca de anticorpos, e na pesquisa em ladminas de esfregaco
sanguineo 3,02% apresentavam outros hemoparasitas. Os resultados indicam a dispersdo
desses hemoparasitas na populacdo canina da regido de estudo, entretanto com baixa
ocorréncia. O teste de PCR demonstrou-se como o mais sensivel no qual Babesia vogeli foi o
agente mais observado.
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OCCURRENCE OF Babesia sp., Ehrlichia canis AND Hepatozoon canis IN
DOMICILED DOGS IN TWO MUNICIPALITIES OF THE STATE OF ESPIRITO
SANTO - BRAZIL.

ABSTRACT

Tick-borne diseases are of great importance in the medical practice of small animals, due to
the high casuistry and wide vectorial distribution in the Brazilian territory. The main agents
responsible for infections in dogs are Babesia sp., Ehrlichia canis and Hepatozoon canis.
Infected animals are asymptomatic or present nonspecific clinical signs, requiring the use of
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diagnostic tests to define the etiologic agent, and safe diagnosis. The objective of the present
study was to determine the occurrence of these microorganisms in naturally infected dogs
domiciled in the municipalities of Vila Velha and Anchieta, Espirito Santo, using different
detection tests: polymerase chain reaction (PCR), serology to detect antibodies against
Ehrlichia canis and research of hematozoa in blood smears. Sixty-five blood samples
obtained by venipuncture of the cephalic vein were analyzed. In the PCR test, 4.62% of the
animals were positive for Babesia vogeli and 1.54% for Ehrlichia canis, and the results for
Hepatozoon canis were negative. In the serological test for E. canis, 90.77% of the animals
were positive for the presence of antibodies, and in the research in blood smear slides, 3.02%
presented other hemoparasites. The results indicate the dispersion of these hemoparasites in
the canine population of the study region, however with low occurrence. The PCR test proved
to be the most sensitive, in which Babesia vogeli was the most observed agent.

Keywords: dogs, hemoparasites, Ehrlichia canis, Babesia sp., Hepatozoon canis.

OCURRENCIA DE Babesia sp., Ehrlichia canis Y Hepatozoon canis EM PERROS
DOMICILIADOS EM DOS MUNICIPIOS DEL ESTADO DE ESPIRITO SANTO -
BRASIL.

RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por garrapatas son enfermedades de gran importancia en la
practica médica de los pequefios animales, debido a la alta casuistica y amplia distribucion
vectorial en el territorio brasilefo. Los principales agentes responsables de las infecciones en
los perros son Babesia sp., Ehrlichia canis y Hepatozoon canis. Los animales infectados son
asintomaticos o presentan signos clinicos inespecificos, siendo necesario el uso de pruebas
diagnosticas para la definicion del agente etioldgico, y el diagnostico seguro. El objetivo del
presente estudio fue determinar la ocurrencia de estos microorganismos en perros infectados
naturalmente, domiciliados en los municipios de Vila Velha y Anchieta, Espirito Santo,
utilizando diferentes pruebas de deteccion: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
serologia para detectar anticuerpos anti Ehrlichia canis e investigacion de hematozoos en
frotis de sangre. Se analizaron sesenta y cinco muestras de sangre obtenidas por venopuncion
de la vena cefilica. En la prueba PCR, el 4,62% de los animales fueron positivos para Babesia
vogeli y el 1,54% para Ehrlichia canis, y los resultados para Hepatozoon canis fueron
negativos. En la prueba seroldgica para E. canis, el 90,77% de los animales fueron positivos a
la presencia de anticuerpos, y en la investigacion en laminas de frotis de sangre el 3,02%
presentaron otros hemoparasitos. Los resultados indican la dispersion de estos hemoparasitos
en la poblacion canina de la region de estudio, aunque con una baja presencia. La prueba PCR
resulto ser la més sensible, en la que Babesia vogeli fue el agente més observado.

Palabras clave: perros, hemoparasitos, Ehrlichia canis, Babesia sp., Hepatozoon canis.
INTRODUCAO

As hemoparasitoses transmitidas por carrapatos sdo doengas infecciosas causadas por
virus, bactérias e protozoarios que acometem diversas espécies de animais domésticos e
silvestres em todo o mundo, sendo de importancia para a saude publica devido ao potencial
zoonotico (1). No Brasil, os agentes etiologicos de maior relevancia encontrados em caes
domésticos sao Ehrlichia canis, Babesia sp. € Hepatozoon canis (2).
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Ehrlichia spp. é uma bactéria gram-negativa pertencente a familia Anaplasmataceae e
se caracteriza por ser um parasita intracelular obrigatério de leucdcitos mononucleares (3).
Babesia sp. e Hepatzoon canis sdo protozoarios integrantes do Filo Apicomplexa, ordem
Piroplasmida, que parasitam eritrocitos e leucocitos (neutrdfilos e mondcitos) de mamiferos,
respectivamente (4).

A transmissdo ocorre no momento do repasto sanguineo pelo vetor, os carrapatos do
género Rhipicephalus sanguineus e Amblyoma sp., ou por ingestdo destes, no caso do
Hepatozoon canis, e ainda por meio de transfusdes sanguineas (5, 6).

Os caes infectados por esses micro-organismos sdo, em sua maioria, assintomaticos ou
apresentam sinais clinicos inespecificos, como febre, anemia, letargia, anorexia, caquexia e
casos mais graves resultam em oObito. Os principais achados laboratoriais sdo anemia,
trombocitopenia e leucocitose (1, 7, 8). A presenca de alteragdes hematoldgicas depende do
estagio da doenca, visto que € necessario que o agente esteja circulante (1, 9).

Devido a similaridade dos sintomas e a possivel coinfeccdo entre esses parasitos (8, 10,
11), € necessario o diagnostico diferencial para identificar o agente responsavel pela infec¢ao,
e subsidiar o tratamento correto, a fim de se evitar o agravamento da doenga, quando for o
caso, e até a morte do animal.

O diagndstico das hemoparasitoses se baseia na associagdo das apresentagdes clinicas,
achados hematologicos e realizagcdo de outros testes diagndsticos, como pesquisa em ldminas
de esfregago sanguineo, ensaios sorologicos e analise molecular (7).

O exame direto consiste na visualizacdo de corpusculos de inclusdo nas células
infectadas (heméacias ou leucdcitos), porém a sensibilidade do teste depende da carga
parasitaria, ou seja, que haja alta parasitemia, que ¢ observada na fase aguda da doenca. Os
testes sorologicos sdo indiretos e se baseiam na deteccdo de anticorpos circulantes, entretanto
podem ocorrer reagdes cruzadas, ndo sendo também possivel, distinguir infec¢des ativas de
infecgdes prévias. A analise molecular, por outro lado, tem demonstrado maior especificidade
e sensibilidade que os demais testes, e possibilita a diferenciacao de espécies e subespécies
dos agentes envolvidos, na infec¢@o ou doenca (7,12).

O presente trabalho teve como objetivo diagnosticar e determinar a frequéncia de
hemoparasitas, utilizando diferentes testes diagnodsticos testes rapidos para detec¢do Ehrlichia
spp. € PCR para pesquisa de Hepatozoon canis, Babesia canis ¢ Ehrlichia canis), ¢ avaliar as
altera¢des hematoldgicas, na infec¢do ativa, em amostras de sangue de cdes domiciliados nos
municipios de Vila Velha e Anchieta, Espirito Santo.

MATERIAL E METODOS

A coleta de material biologico foi previamente aprovada pela Comissdo de Etica,
Bioética ¢ Bem Estar Animal da Universidade Vila Velha. Numero de aprovacdo do comité
de ética, protocolo 415-2017.

No periodo entre dezembro de 2017 a julho de 2018, foram coletadas amostras de
sangue periférico de 65 cdes (racas, idade e sexo variados) domiciliados em abrigos para
animais, de dois municipios do estado do Espirito Santo, Brasil (Vila Velha e Anchieta).

As amostras foram coletadas em tubo com anticoagulante  4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e em tubo sem anticoagulante, por meio de pungdo venosa
feita em jugular ou cefalica, e refrigeradas para posterior andlise no Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario “Prof. Ricardo Alexandre Hippler” da Universidade Vila
Velha. Os soros foram separados mediante centrifuga¢ao a 3.000 rpm, durante cinco minutos.

A realizacdo do hemograma foi feita mediante o uso do analisador hematologico
Mindray® ou manualmente, utilizando dilui¢do sanguinea colocada em um hemocitdmetro
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(camara de Neubauer), sendo as células contadas durante a observagdo microscopica (13),
ambos os métodos disponibilizaram a concentragdo celular.

Para a confec¢do das laminas de esfregaco sanguineo foi utilizada a técnica da cunha,
também chamada de método do deslizamento (14). As laminas foram coradas com Kit de
coloragdo panotico (Instant Prov®, Coloragdo diferencial rapida em hematologia, Newprov®),
segundo as instru¢des do fabricante. Em seguida, foi efetuada a avaliagdo das principais
linhagens celulares (leucocitos, eritrocitos e plaquetas) e a pesquisa pelos parasitas
intracelulares por meio da observagdo de alta magnificagdo (objetiva de 100x) em 6leo de
imersao.

A sorologia para E. canis das amostras, de sangue e soro, foi realizada pelo teste
detec¢do de anticorpos IgG (ImmunoComb Canine Ehrlichia, Biogal Galed Labs), conforme
instrugdes do fabricante. Os resultados foram classificados como negativo ou positivo, sendo
o ultimo também avaliado quanto a titulagdo de anticorpos.

Para a analise molecular foi realizado a extracdo do DNA total das amostras de sangue,
previamente congeladas a — 20°C, usando o kit de extragdo comercial (Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, Promega), de acordo com as especificagdes do fabricante.

No teste de reacdo em cadeia polimerase (PCR) foram utilizados os seguintes primers
para a deteccdo de Babesia sp., Hepatozoon spp. € Ehrlichia spp. (Tabela 1): BAB1 senso e
BAB4 anti-senso, que amplificaram um fragmento com cerca de 590 bp das regides
conservadas dos genes 18S rRNA e 28S rRNA de B. vogeli (15); Dsb-330 senso e Dsb-481,
que amplificaram um fragmento de 176 bp correspondente ao gene dsb de Ehrlichia spp. (16);
HEPF senso e HEPR anti-senso, entretanto ndo houve amplificagdo do gene 18S rDNA de
Hepatozoon spp. (17).

Para cada ensaio de PCR, foram utilizadas amostras sanguineas de caes naturalmente
infectados por B. vogeli, H. canis e E. canis, como controle positivo (2) e dgua ultrapura para
o controle negativo.

Todos os produtos da PCR, acrescidos de corante de acido nucleico (GelRed® Nucleic
Acid Gel Stain, Biotium), foram analisados em gel de agarose 1,5% e visualizados com um
sistema de captura de imagem (Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS System, Bio-Rad). As
amostras que revelaram bandas na altura do controle positivo foram consideradas positivas.

Tabela 1. Lista de primers utilizados nas PCR’s dos DNA’s extraidos das amostras
sanguineas coletadas de cdes no Espirito Santo, Brasil.

. Nome Sequéncia do Primer (5°-3°) Tamanho
Organismo A
Alvo Gene do Senso do produto  Referéncia
Primer Anti-senso amplificado
18S
. rRNA  BABI GTGAACCTTATCACTTAAAGG
Babesiasp.“5g5"  BAB4 CAACTCCTCCACGCAATCG 590bp  Duarte (15)
rRNA
Dsb-
Ehrlichia dsh 330 GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT 176 b Costa (16)
spp. s Dsb- TGCTTGTAATGTAGTGCTGCAT p osta
481
Hepatozoon 18S HEPF GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC i Almeida
spp. rDNA HEPR = ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG 17
RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 65 animais avaliados na PCR convencional, 1 (1,54%) foi positivo para Ehrlichia
canis e 3 (4,62%) Babesia sp. Com relacdo a PCR para Hepatozoon canis, todos os animais
foram negativos, o que difere dos resultados obtidos por Vieira et al. (11) onde Hepatozoon sp.
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demonstrou-se como o principal agente transmitido por carrapatos no Espirito Santo, estando
presente em 10,31% dos casos, enquanto Babesia vogeli foi o micro-organismo menos
frequente (1,3%). E ao contrario do que foi relatado por Moreira (10) ndo foi observada
coinfec¢do no presente estudo. Sugere-se que a negatividade de H. canis se deva ao fato de
tratar-se de agente oportunista e, portanto, dependente de fatores imunossupressores para se
liberar da fase tecidual do ciclo, e atingir a circulagdo sanguinea (18). Salienta-se que no
presente estudo, os animais ndo foram selecionados de acordo com sinais clinicos ou historico
de ectoparasitismo, como realizado nas pesquisas supracitadas, cujos animais eram
sintomaticos.

No teste soroldgico para detec¢do de anticorpos anti-Ehrlichia canis, 6 animais foram
negativos (9,23%) sendo 6,15% de VilaVelha e 3,08% de Anchieta e 59 (90,77%) positivos,
de Vila Velha 32,31% e de Anchieta, 58,46%, com escores de titulacao variados, com 83,08%
das amostras com reagdo de média a forte positiva, conforme demonstrado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Resultados da sorologia para Ehrlichia canis das amostras de sangue de cdes dos
municipios de Vila Velha e Anchieta, Espirito Santo — Brasil.

o o . .
Escore* al:in:i:is anigai(:e(" %) Vila Velha Vll?o): ; Tha Anchieta An(c021)e ta
sO 6 9,23% 4 6,15% 2 3,08%
sl 1 1,54% 1 1,54% 0 0%
s2 4 6,15% 1 1,54% 3 4,62%
s3 3 4,62% 2 3,08% 1 1,54%
s4 11 16,92% 2 3,08% 9 13,85%
s4-s5 16 24,62% 6 9,23% 10 15,38%
s5 4 6,15% 0 05 4 6,15%
$5-s6 17 26,15% 6 9,23% 11 16,92%
>s6 3 4,62% 3 4,62% 0 0%
Total 65 100% 25 38,46% 40 61,54%

*CombScale do teste InmunoComb Canine Ehrlichia (Biogal Galed Labs)

Tabela 3. Conversdo de titulos e interpretacdo dos resultados da sorologia para Ehrlichia

canits.
Escore* Titulos de Imunofluorescéncia Resultado da Reacio
sO 0 Reagdo Negativa
sl 1:20 Reacdo Fraca Positiva
s2 1:40 Reacdo Fraca Positiva
s3 1:80 Reacdo Média Positiva
s4 1:160 Reacdo Média Positiva
s5 1:320 Reagdo Forte Positiva
>s6 1:640 Reagdo Forte Positiva

*CombScale do teste ImmunoComb Canine Ehrlichia (Biogal Galed Labs)

Apenas um animal positivo na sorologia (1,69% — 1/59), com titulagdo 160 UI, possuia
o gene dsb de E. canis na PCR e todas as amostras que amplificaram fragmentos dos genes
18S rRNA e 28S rRNA de B. vogeli apresentaram titulos 320Ul — 640 Ul, de anticorpos IgG
anti-Ehrlichia (5,08% - 3/59).

O resultado obtido na sorologia foi significativamente maior que o encontrado por
Spolidorio et al. (19), fato que sugere que os animais tiveram uma exposi¢ao prévia a bactéria,
ndo se encontrando na fase de infeccao ativa, ou em fase cronica do processo infeccioso, uma
vez que titulos elevados de anticorpos podem permanecer por periodos de 6 a 12 meses, o que
explica a elevada soroprevaléncia, comparativamente aos resultados obtidos na PCR (20).
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Das amostras avaliadas quanto as alteragdes hematoldgicas 32,3% (21/65)
apresentavam leucocitose, 27,7% (18/65) trombocitopenia, 18,5% (12/65) anemia e 1,5%
(1/65) leucopenia. Os achados hematologicos encontrados nos animais positivos na PCR
representaram 11,5% (6/52) do total de alteragdes, sendo que 50% (2/4) dos animais estavam
anémicos, 75% (3/4) trombocitopénicos € 25% (1/4) com leucocitose. Esses resultados se
contrapdem ao encontrado por Valente (21), no qual as alteracdes de valores de hemograma
em animais positivos para um dos agentes foram responsaveis por 65,2% (43/66) dos achados.

Na pesquisa em laminas de esfregaco sanguineo ndo foi possivel detectar os
hemoparasitas propostos no presente estudo, entretanto foi observado em um animal (1,54%)
a presenca de corpusculo intraplaquetario, sugestivo de Anaplasma platys ¢ um animal
(1,54%) com adesdo de cadeia curta basofilica na superficie dos eritrocitos, indicativo de
Mycoplasma haemocanis, antes denominado Haemobartonella canis.

Sugere-se que a baixa ocorréncia dos patogenos esteja relacionada a disseminada
institui¢do de tratamento ¢ ao controle efetivo dos vetores na area pesquisada, visto que o
Brasil ¢ um pais endémico para esses agentes e que a ocorréncia destes esta diretamente
ligada a presenca de carrapatos (1, 22). A terapia ¢ baseada na administragdo de farmacos
derivados de carbanilidas (Dipropionato de imidocarb) e tetraciclinas (Doxiciclina) que atuam
em infec¢des causadas por Erlichia canis, Babesia sp., Hepatozoon canis e Anaplasma platys
(22, 23), e sao medicamentos utilizados comumente na pratica veterinaria.

Para melhor definir a prevaléncia dos agentes transmitidos por carrapatos propde-se que
estudos posteriores contemplem uma amostra populacional maior e que a area analisada seja
mais extensa, abrangendo regides rurais do estado, haja vista que a presenca desses micro-
organismos ¢ mais relatada nessas areas se comparada com a area urbana (19). Além de
acrescentar outras técnicas, como coleta de sangue periférico de ponta de orelha e esfregaco
de capa leucocitaria, uma vez que estas aumentam a sensibilidade da pesquisa de
hematozoarios (24).

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a presenca de Ehrlichia canis e Babesia spp. circulantes
na populacdo canina da regido analisada, e que Babesia vogeli foi o agente mais observado na
analise molecular. A sensibilidade do teste sorologico para E. canis e da pesquisa de
hemoparasitas em laminas de esfregaco sanguineo foi menor que da PCR, dentre os testes
utilizados no estudo. Os resultados encontrados sdo importantes para conhecimento da
distribuicdo dos agentes em cdes naturalmente infectados nos municipios estudados, para que
estes possam auxiliar na clinica médica veterinaria na obten¢do do diagndstico e determinar o
prognostico do paciente.
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