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RESUMO

Os cdes sdo susceptiveis a infeccdo por varios agentes transmitidos por ixodideos que carreiam
e transmitem grande variedade de patdgenos, como 0s protozoarios Babesia vogeli e
Hepatozoon canis, e bactérias como Ehrlichia canis e Anaplasma platys, no entanto, ainda se
observa uma escassez de estudos sobre a caracterizacdo molecular dos patdgenos envolvidos e
suas correlacbes com os aspectos epidemiolégicos e clinicos das doencgas transmitidas por
carrapatos no Nordeste do Brasil. Ante isso, 0 objetivo do presente estudo foi determinar a
frequéncia, caracterizacdo molecular e o perfil epidemioldgico e clinicopatoldgico de cées
monoinfectados, coinfectados e multi-infectados por A. platys, B. vogeli, E. canis e/ou H. canis
na cidade de Mossoro, Rio Grande do Norte. Para isso, 181 cdes de populacdo hospitalar sob
suspeita clinica e/ou laboratorial de hemoparasitoses foram selecionados e amostras sanguineas
foram coletadas para determinagdo do hematdcrito, contagem de plaquetas e extracdo de DNA
para realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para correlacionar as variaveis
epidemioldgicas, clinicopatolégicas e o tipo de infeccdo foram utilizados os testes de Qui-
quadrado ou exato de Fisher e a magnitude das associagdes foi estimada pelo Odds ratio seguida
por regressdo logistica multinomial. A PCR revelou que 72,3% (131/181) dos cées estavam
infectados por pelo menos um dos agentes pesquisados. Destes, 44,7% (81/181) estavam
monoinfectados, 21,5% (39/181) coinfectados e 6,1% (11/181) multi-infectados. E. canis foi 0
agente mais detectado nos animais (41,9%, 76/181), seguido por H. canis (35,4%, 64/181), A.
platys (21,5%, 39/181) e B. vogeli (7,7%, 14/181), onde 84,6% (33/39) dos animais
coinfectados estavam parasitados concomitantemente por diferentes espécies de bactérias e
protozoarios. Os cdes com historico de carrapato possuiram 3,41 vezes mais chance de estarem
coinfectados em comparacéo aqueles que ndo possuiam esse histdrico. Multi-infeccéo (90,9%)
e coinfeccdo (84,6%) foram mais frequentes em animais que ndo faziam uso de medicacao
carrapaticida, em comparacdo aos monoinfectados (56,8%) e ndo infectados (56%). Cées com
sinais clinicos de epistaxe, hiporexia ou anorexia, onicogrifose, desidratacdo e presenca de
ectoparasitas apresentaram mais chance de estarem multi-infectados em comparagéo aos outros
tipos de infeccdo. Dentre as variaveis hematoldgicas analisadas, a trombocitopenia apresentou
alta prevaléncia em todos os tipos de infeccao, tendo os cdes multi-infectados 16,3 vezes mais
chance de apresentarem esta condi¢do, e cédes coinfectados 2,11 vezes mais chance de
apresentarem anemia. A relacdo filogenética do gene 16S rRNA das sequéncias recuperadas
para A. platys e E. canis e do gene 18S rRNA para B. vogeli e H. canis demonstraram grande
similaridade as amostras de referéncia para essas espécies de outras regifes do Brasil e do
mundo. Este € o primeiro e 0 mais extenso trabalho a utilizar a PCR como método de
diagnostico da infeccdo por E. canis, A. platys, B. vogeli e H. canis, caracterizar
filogeneticamente e analisar as caracteristicas epidemioldgicas e clinicopatolégicas dos cédes
naturalmente infectados por esses patdgenos, correlacionando com os diferentes tipos de
infeccdo, considerando o nimero de agentes envolvidos. Em areas com condi¢des climaticas
favoraveis ao R sanguineus s.l., recomenda-se a investigacdo de um conjunto de patdégenos
envolvidos nas DTV, tendo em vista que as alteracdes clinicas e laboratoriais relatadas podem
ser comuns nos diferentes tipos de infeccdo. Esses achados contribuem para um melhor
entendimento do perfil epidemioldgico e clinicopatoldgico dos cées infectados por um ou
multiplos patégenos transmitidos por carrapatos, permitindo uma melhor compreensdo da
dindmica dessas doencas no semiarido Nordestino.

Palavras-chave: Anaplasma platys; Babesia vogeli; Ehrlichia canis; Hepatozoon canis;
Anadlise filogenética.



ABSTRACT

Dogs are susceptible to infection by several agents transmitted by ixodids that carry and
transmit a wide variety of pathogens, such as the protozoa Babesia vogeli and Hepatozoon
canis, and bacteria such as Ehrlichia canis and Anaplasma platys. However, there is still a lack
of studies on the molecular characterization of the pathogens involved and their correlations
with the epidemiological and clinical aspects of tick-borne diseases in northeastern Brazil.
Therefore, the objective of the present study was to determine the occurrence, molecular
characterization and epidemiological and clinicopathological profile of dogs monoinfected, co-
infected and multi-infected by A. platys, B. vogeli, E. canis and/or H. canis in the city from
Mossoro, Rio Grande do Norte. For this, 181 dogs from the hospital population under clinical
and/or laboratory suspicion of hemoparasitosis were selected and blood samples were collected
to determine hematocrit, platelet count and DNA extraction for use in the Polymerase Chain
Reaction (PCR). To correlate the epidemiological and clinicopathological variables and the
type of infection, the Chi-square or Fisher's exact tests were used and the magnitude of the
associations was estimated by the Odds ratio followed by multinomial logistic regression. The
PCR revealed that 72.3% (131/181) of the dogs were infected by at least one of the agents
studied. Of these, 44.7% (81/181) were mono-infected, 21.5% (39/181) co-infected and 6.1%
(11/181) multi-infected. E. canis was the most detected agent in animals (41.9%, 76/181),
followed by H. canis (35.4%, 64/181), A. platys (21.5%, 39/181) and B. vogeli (7.7%, 14/181),
where 84.6% (33/39) of coinfected animals were concomitantly parasitized by different species
of bacteria and protozoa. Dogs with a history of ticks were 3.41 times more likely to be co-
infected compared to those without this history. Multi-infection (90.9%) and co-infection
(84.6%) were more frequent in animals that were not using tick-killing medication, compared
to mono-infected (56.8%) and non-infected (56%). Dogs with clinical signs of epistaxis,
hyporexia or anorexia, onychogryphosis, dehydration and presence of ectoparasites were more
likely to be multi-infected compared to other types of infection. Among the hematological
variables analyzed, thrombocytopenia showed a high prevalence in all types of infection, with
multi-infected dogs having a 16.3 times greater chance of presenting this condition, and co-
infected dogs having a 2.11 times greater chance of presenting anemia. The phylogenetic
relationship of the 16S rRNA gene of the sequences recovered for A. platys and E. canis and
the 18S rRNA gene for B. vogeli and H. canis demonstrated great similarity to the reference
samples for these species from other regions of Brazil and the world. This is the first and most
extensive work to use PCR as a method for diagnosing infection by E. canis, A. platys, B. vogeli
and H. canis, phylogenetically characterizing and analyzing the epidemiological and
clinicopathological characteristics of dogs naturally infected by these pathogens, correlating
with the different types of infection, considering the number of agents involved. In areas with
climate conditions favorable to R sanguineus s.l., it is recommended to investigate a set of
pathogens involved in DTV, considering that the clinical and laboratory changes reported may
be common in different types of infection. These findings contribute to a better understanding
of the epidemiological and clinicopathological profile of dogs infected by one or multiple
pathogens transmitted by ticks, allowing a better understanding of the dynamics of these
diseases in the semi-arid Northeast.

Keywords: Anaplasma platys; Babesia vogeli; Ehrlichia canis; Hepatozoon canis;
Phylogenetic analysis.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que 17% das doencas infecciosas que ocorrem no mundo séo transmitidas por
artropodes, evidenciando o papel das doencas transmitidas por vetores (DTVs) (Who, 2017)
como inquestionaveis fatores na satde global (Oliveira et al., 2020).

Diversos patdgenos sdo transmitidos para animais e humanos através de vetores, sendo
0 carrapato um dos principais artropodes envolvidos nessa disseminacdo (Jongejan e
Uilemberg, 2004; Melo et al., 2016; Mahachi et al., 2020). O carrapato marrom Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.) é o ixodideo mais amplamente distribuido no mundo, prevalecendo
ao longo do ano em éreas tropicais e subtropicais, tendo o cdo doméstico (Canis lupus
familiaris) como hospedeiro natural e preferencial (Galay et al, 2018). Dessa forma, o cdo tem
um importante papel na epidemiologia dessas doencas, tendo em vista 0 aumento da prevaléncia
de doengas zoonoticas transmitidas por vetores no mundo (Han et al., 2016; Licari et al., 2017).

Os cdes sdo susceptiveis a infeccdo por varios agentes transmitidos por ixodideos, 0s
quais carreiam e transmitem grande variedade de virus, bactérias e protozoarios (Zhang et al.,
2017; Qiu et al., 2018), como os protozoarios Babesia vogeli e Hepatozoon canis, e bactérias
como Ehrlichia canis e Anaplasma platys, hemoparasitos frequentemente encontrados nesses
animais no Brasil (Dantas-Torres e Otranto, 2014; Malheiros et al., 2016; Sousa et al., 2017;
Vieira et al., 2018).

As hemoparasitoses em cdes constituem-se de enfermidades causadas por parasitos
intracelulares de células sanguineas, tais como as hemacias, plaquetas, leucdcitos
mononucleares (linfocitos e mondcitos) e/ou neutrdfilos (Silva et al., 2014; Leal et al., 2015), e
causam importantes alterac@es clinicas nos animais acometidos por esses patdgenos (Soares et
al., 2017). Essas doencas representam um desafio diagnostico importante na clinica médica
veterinaria, pois os sinais clinicos induzidos por diferentes microrganismos podem ser
semelhantes, podendo ainda serem agravados em situacdes de coinfeccdo, reduzindo a eficacia
do tratamento e prejudicando o prognostico (Rucksak et al., 2019; Guimarées et al., 2021).

O diagnostico dessas doencgas deve basear-se no historico de exposicéo a carrapatos,
achados clinicos e hematoldgicos compativeis e a confirmagéo laboratorial, por meio de testes
citologicos, soroldgicos e moleculares (Otranto et al., 2010; Santarém e Aguiar, 2016;
Guimarées et al., 2021). Os métodos de diagnostico mais comumente utilizados na rotina clinica
incluem o esfregaco sanguineo, que apresenta limitagbes quanto a baixa sensibilidade e

necessidade de um profissional experiente (Chomel, 2011; Kaewkong et al., 2014) e os testes
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soroldgicos réapidos, que ndo diferenciam infeccdo ativa e prévia exposicdo, podendo gerar
resultados falso-negativos e falso-positivos (Aktas et al., 2015).

As técnicas moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), por outro lado,
vém se tornando o metodo de eleicdo para a deteccdo de hemoparasitos em vertebrados e
carrapatos (Kaewkong et al., 2014; Aktas et al., 2015; Santarém e Aguiar, 2016; Dagnone e
Costa, 2018), por possuirem uma alta sensibilidade e especificidade em comparacéo a outros
métodos convencionais de diagndstico (Lew et al., 2002; Silva et al., 2021).

O risco de infeccdo por hemoparasitas e a gravidade dos sinais clinicos depende de uma
complexa inter-relacdo entre o agente infeccioso, o vetor artropode e a resposta imune do céo
(Movilla et al., 2017). Diante disso, varios estudos no Brasil evidenciaram a presenca de caes
infectados por patogenos transmitidos por carrapatos (Dantas-Torres et al., 2012; Braga et al.,
2013; Bernardino et al., 2016; Gomes et al., 2016; Soares et al., 2017; Sousa et al., 2017; Braga
et al., 2019; Guimaraes et al., 2021; Fonséca et al., 2022), no entanto, ainda se observa uma
escassez de dados sobre os aspectos epidemioldgicos e clinicos das doencas transmitidas por
carrapatos no Nordeste do Brasil, mesmo diante da presenca dos hemoparasitos e de condicdes
climaticas favoraveis ao vetor (Rotondano et al., 2017; Lopes et al., 2018; Souza et al. , 2018).

O municipio de Mossoro, localizado no estado do Rio Grande do Norte, possui clima
semiérido, tipo Aw’, segundo a classificacdo climatica de W. Kdppen, caracterizado por um
clima tropical chuvoso com inverno seco e estacdo chuvosa no verdo (Lemos Filho; Espinola;
Oliveira Junior, 2021), fornecendo caracteristicas climaticas favoraveis a distribuicdo de
ixodideos adaptados a ambientes menos dependente de umidade para a sobrevivéncia, como o
R. sanguineus s.I (Guimardes et al., 2011; Tanikawa et al., 2013). Segundo Gaunt et al. (2010),
infestaces por R. sanguineus s.| tem sido considerada um importante fator de risco para a

infeccdo por A. platys, B. vogeli, E. canis, e H. canis.

Trabalhos desenvolvidos por este grupo de pesquisa evidenciam a presenca desses
agentes na cidade de Mossord, Rio Grande do Norte, utilizando a PCR como método de
diagnostico. Dados ainda ndo publicados mostraram uma prevaléncia de 13,3% (16/120) para
E. canis, seguido de 11,7% (14/120) para A. platys, 5% (6/120) para H. canis e 5% (6/120) para
B. vogeli em populagdo de animais higidos, dos quais sete cdes apresentavam-se coinfectados
por pelo menos dois hemoparasitos. Em animais de populagéo hospitalar, sob qualquer suspeita
clinica, foi observada prevaléncia de 20% (5/25) para E. canis, seguido de 8% (2/25) para H.
canis e 4% (1/25) para B. vogeli, com presenca de coinfec¢do por E. canis e B. vogeli em um

cao.
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Esses dados ressaltam a importancia de estudos mais amplos em animais com sinais
clinicos sugestivos da doenca, principalmente devido a uma escassez de publicacbes que
abordem os aspectos clinicopatologicos envolvidos em coinfecgdes e multi-infecgdes, tendo
em vista que a associacao desses patdgenos podem ser responsaveis por potencializar a doenca
clinica, dificultar o diagnoéstico e a instituicdo de tratamento adequado (Lara et al., 2020).
Pesquisas dessa natureza permitirdo determinar a ocorréncia e caracterizar molecularmente
esses patdgenos na regido semiarida potiguar, bem como conhecer o perfil clinico-
epidemioldégico dos cdes infectados por um ou multiplos patdgenos transmitidos por
carrapatos, contribuindo para a compreensédo da dindmica das doencas na regido e fornecendo
subsidios que possibilitam auxiliar no diagndstico e, consequentemente, na instituicdo de

medidas de tratamento, controle e prevencdo adequadas as mesmas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR VETORES IXODIDEOS EM CAES

Dentre os artropodes hematdfagos, os carrapatos se destacam pelo elevado potencial de
transmissdo de agentes patogénicos (Jongejan e Uilemberg, 2004; Brito et al., 2006; Fuente et
al., 2015). Por permanecerem por um longo periodo no ambiente e possuirem uma grande
longevidade, sdo importantes vetores e reservatorios de agentes infecciosos (Labuda e Nuttal,
2004).

Dependendo do microrganismo, 0 patdégeno pode persistir por muito tempo nos
ixodideos, ja que a transmissdo pode ocorrer de estagio para estagio, de fémeas para ovos e/ou
de carrapato para carrapato via hospedeiro (Boulanger et al., 2019). Além disto, possuem
diversas substancias em sua saliva com acdo farmacologica (coagulacéo e inibigédo da dor), mas
também com potencial imunorregulatorio, que modula as atividades de citocinas nos
hospedeiros, favorecendo a inoculagdo e transmissdo de patdgenos (Peterkova et al., 2008;
Bonnet e Boulanger, 2017).

Segundo Labruna e Pereira (2001) e Labruna et al. (2005), os carrapatos em cées no
Brasil estdo intimamente relacionados ao ambiente onde o hospedeiro vive, ocorrendo em dois
cenarios distintos, o urbano, onde predominam carrapatos da espécie R. sanguineus s.1., e o de
areas rurais ou suburbanas, com predominancia de carrapatos pertencentes ao género
Amblyomma, pelos quais os cdes sdo acidentalmente parasitados ao invadir areas de matas.

Alguns ectoparasitos sdo estritamente associados aos cées, como € o caso do carrapato
R. sanguineus s.l., que tem o cdo como hospedeiro de importancia primaria para a manutencao
de sua populacdo no ambiente (Dantas-Torres, 2007; Galay et al, 2018). O R. sanguineus s.l.
pode ser encontrado infestando cdes em todas as regides brasileiras, no entanto, sua distribuicao
e prevaléncia podem variar a depender das condi¢des climaticas e do grau de urbanizacdo de
cada area (Bulla et al., 2004; Dantas-Torres e Otranto, 2014; Guimardaes et al., 2021; Fonséca
etal., 2022).

No territorio brasileiro, os principais patégenos transmitidos por carrapatos descritos em
cdes sao Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli, Hepatozoon canis e Mycoplasma
haemocanis (Dantas-Torres e Otranto, 2014; Malheiros et al., 2016), sendo responsaveis por
diversas manifestacGes clinicas, anemia, trombocitopenia e leucopenia nos hospedeiros
infectados, podendo em quadros clinicos mais severos levar a 6bito (Labarthe et al., 2003;
Spolidorio et al., 2011; Bernardino et al., 2016; Bouzouraa et al., 2017).
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2.2 ERLIQUIOSE CANINA
2.2.1 Etiologia e epidemiologia

A erliquiose monocitica canina (EMC) é uma doenga infecciosa causada pela bactéria
Ehrlichia canis, pertencente ao género Ehrlichia, ordem Rickettsiales e a familia
Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001). E uma bactéria Gram-negativa que infecta
primariamente células mononucleares maduras e imaturas, mede de 0,2-0,4 um de didmetro,
intracelular obrigatdria altamente pleomérfica (Dumler et al., 2001; COHN, 2003) e envolvida
por uma fina membrana externa rugosa, além de possuir apenas um cromossomo, circular,
contendo 1.315.030 nucleotideos (Mavromatis et al., 2006).

Ao incorporar informacdes de biologia molecular referentes aos genes 16S rRNA e
groESL, o género Ehrlichia foi reorganizado, agora albergando as espécies E. canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E. ruminantium (Dumler et al., 2001; Shibata et al., 2000) e
E. minasensis (Cabezas-Cruz et al., 2016), sendo a E. canis o0 agente etiolégico da erliquiose
monocitica canina; E. chaffeensis, agente etioldgico da erliquiose monocitica humana; E.
ewingii causadora da erliquiose granulocitica em cées e humanos; e E. ruminantium, que causa
a doenga do coragdo d’agua em ruminantes, caes e humanos (Little, 2010).

No Brasil, a E. canis foi identificada pela primeira vez em 1973 (Costa et al. 1973),
sendo a espécie mais comum no pais desde entdo, estando presente em quase todas as regides
(Nakaghi et al., 2008; Dagnone et al., 2009; Vieira et al., 2011; Sousa et al., 2013; Melo et al.,
2016; Reis e Pinto, 2017; Guimardes et al., 2021; Fonséca et al., 2022). No entanto, ja foram
descritas outras espécies, como a E. ewingii acometendo cdes no estado de Minas Gerais
(Oliveiraetal., 2009) e E. chaffeensis acometendo um veado pantaneiro no estado de Sao Paulo
(Machado et al., 2006).

Embora a erliquiose monocitica canina seja descrita atualmente em todo o pais, 0s dados
de prevaléncia variam a depender das caracteristicas da regido, da presencga e competéncia do
vetor (Moraes-Filho et al., 2015). No Brasil, ha duas populacbes de R. sanguineus
filogeneticamente distintas, a cepa tropical com maior competéncia para transmitir a E. canis,
e a cepa temperada, que possui menor competéncia de transmissdo (Moares-Filho et al., 2011;
Parpinelli et al., 2017), além de diferentes condic¢Ges climaticas e grau de urbanizacdo que
influenciam na distribuicdo do vetor e consequentemente na prevaléncia da doenca (Dantas-
Torres e Otranto, 2014).
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No Sul do Brasil a positividade para E. canis utilizando métodos soroldgicos variou de
1,7% a 42,4% (Labarthe et al., 2003; Trapp et al., 2006; Saito et al., 2008; Vieira et al., 2013).
A baixa ocorréncia em alguns estudos pode estar relacionada ao fato de possuirem em seu
territério o carrapato de baixa competéncia de transmisséo, além do clima temperado, que
influencia na distribuicdo e ocorréncia do vetor (Parpinelli et al., 2017; Mongruel et al., 2018).

O agente é relatado na regido Sudeste (Macieira et al., 2005; Ueno et al. 2009; Faria et
al., 2010; Bittencourt et al., 2022); Centro-Oeste (Santos et al., 2009; Melo et al., 2011; Makino
et al., 2016), Norte e Nordeste (Carvalho et al., 2008; Ramos et al. 2009; Carlos et al., 2011;
Brandéo et al., 2019; Guimardes et al., 2021; Pacheco et al., 2021; Fonséca et al., 2022), com a
ocorréncia variando a depender da populacdo estudada, local e método de diagndstico,

conforme observado no Quadro 1.
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Quadro 1. Registros da ocorréncia de erliquiose canina em caes domésticos no Brasil.

Popu.lagao Local Frequéncia I\./Ietoc,lo d € Referéncias
analisada diagndstico
Sul
Cées domiciliados Parana, Santa
(populagéo Catarina e Rio 1,7% ELISA! Laba;t(:10e3et al,
hospita|ar) Grande do Sul ( )
Cées domiciliados
(populagéo Londrina/PR 23% ELISA Trapp et al. (2006)
hospitalar)
Cées domiciliados Rio Grande do Sul 4,8% RIFI2 Saito et al. (2008)
Cées domiciliados Alvorada do 42,4% RIFI Vieira et al. (2013)
Sul/PR
Sudeste
Cées domiciliados Macieira et al
(populagéo Rio de Janeiro/RJ 35,6% PCR® '
. (2005)
hospitalar)
Cées domiciliados
(populagéo Botucatu/SP 40% PCR Ueno et al. (2009)
hospitalar)
Cées domiciliados 75% PCR
(populagéo Jaboticabal/SP Faria et al. (2010)
hospitalar) 82,5% RIFI
Esfregaco
0% sanguineo
Ciies domiciliados Vila Velha e 1,54% PCR Bittencourt et al.
Anchieta/ES Teste rapido (2022)
90,77%
ImmunoComb®
Centro-Oeste
Cées domiciliados
(populagéo Ribeirdo Preto/SP 38.9% PCR Santos et al. (2009)
hospitalar)
Cées domiciliados Pocone/MT 70,9% RIFI Melo et al. (2011)
— . Maki l.
Cées domiciliados  Varzea Grande /MT 76,3% PCR akino eta
(2016)
Nordeste
Cées domiciliados carvalho et al
(populagio IIhéus e Itabuna/BA 7,8% PCR '
. (2008)
hospitalar)
Cées domiciliados 0 Esfregaco
i 9% ,
(populagédo Recife/PE sanguineo Ramos et al. (2009)
hospitalar) 57% PCR
Cées domiciliados o Esfregaco
) 4,44% A )
(populacéo Teresina/Pl sanguineo Silva (2010)
hospitalar) 29,63% PCR
Esfregaco
Cées domiciliados 5,5% sanguineo
(populagéo Ilhéus/BA . Carlos et al. (2011)
hospitalar) 11% PCR
36% Dot-ELISA
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Vila de Fonséca et al.
u - .
Cées domiciliados Jericoacoara/CE 13,7% PCR (2022)
Norte
Caes domiciliados Belém/PA 39,4% PCR Branddo et al,
' (2019)
22,03% PCR Pacheco et al.
Cées domiciliad Ji-Parana/RO :
des domiciliados i-Paran 24.29% RIFI (2021)

Fonte: Elaborada pelo autor.
‘Ensaio imunoenzimatico; 2Imunofluorescencia indireta; *Reacdo em Cadeia da Polimerase.

A EMC pode acometer cées de qualquer idade, sexo e raga (Harrus et al., 1997), no
entanto, é encontrada mais comumente em animais de até um ano (COHN, 2003), e racas como
Pastor Alemdo (Harrus et al., 1997; Tilley et al., 2003), Dobermans e Pinchers demonstram

maior susceptibilidade a doenca (Tilley et al., 2003).
2.2.2 Patogenia e sinais clinicos

A EMC ¢ uma doenca infecciosa multissistémica, de sintomatologia complexa e alta
morbidade, com letalidade variavel a depender da fase clinica em que se encontra (Kakoma et
al., 2000).

A contaminacdo do cdo sadio ocorre quando o carrapato infectado realiza o repasto
sanguineo, onde o mesmo deve permanecer fixado no animal por pelo menos oito horas,
fazendo com que a sua temperatura eleve e ocorra a reativacdo da bactéria (Bremer et al., 2005).

A patogenia da doenca envolve um periodo de incubacdo que pode variar de oito a 20
dias (Zhang et al., 2017; Thomson et al., 2018). Na corrente sanguinea do animal, o agente
invade as células mononucleares no formato de corpusculos elementares e, uma vez dentro da
célula hospedeira, inibe a fusdo fagolisossomal, agindo como mecanismo de escape da resposta
imune do hospedeiro (Santarém e Aguiar, 2018). Além disso, multiplicam-se por fissdo binaria
formando os corpusculos iniciais e as morulas (Aguiar, 2015; Reis e Pinto, 2017). Apbs 12 a
18 dias, a morula se dissocia em corpusculos elementares, que iniciam o processo de saida da
célula por projecdes da membrana citoplasmatica ou ruptura da célula, deixando-as para
parasitar outras (Aguiar, 2015).

A fase aguda da infeccdo causada pela E. canis pode durar de duas a quatro semanas,
tempo em que ocorre a multiplicacdo da bactéria dentro das células do sistema mononuclear e
disseminacdo do microrganismo no hospedeiro (Saito e Walker, 2016). A bactéria se multiplica
nas células mononucleares circulantes e tende a se estabelecer em maior quantidade em érgaos

em que predominam células do tecido mononuclear fagocitario, como figado, baco e
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linfonodos, causando linfadenomegalia e hiperplasia linforreticular com consequente
inflamacéo (Cohn, 2003; Zhang et al., 2017; Thomson et al., 2018).

Os monocitos infectados séo transportados pelo sangue para outros érgdos do corpo,
especialmente pulmdes, rins e meninges, e aderem-se ao endotélio vascular, induzindo
vasculite, infeccdo tecidual subendotelial, anemia e supressdo da producdo eritrocitaria (Silva
et al., 2016; Malik et al., 2018; Mcfee., 2018; Thomson et al., 2018).

As principais manifestacdes da doenca na fase aguda incluem letargia, depressao,
anorexia, anemia, vasculite, febre, perda de peso, vomito, diarreia, desidratacao e uveite, bem
como esplenomegalia, linfadenomegalia, hepatomegalia e predisposicdo a hemorragias que
variam desde a formacdo de petéquias até epistaxe (Castro et al., 2004; Malik et al., 2018;
Mongruel et al., 2018).

Apds a fase aguda, o organismo do cdo imunocompetente pode eliminar a infec¢do ou
prosseguir para a fase subclinica, podendo durar meses a anos, até manifestarem sintomas da
doenca cronica (Harrus et al., 1998; Malik et al., 2018; Thomson et al., 2018). Durante a fase
subclinica, ha elevada titulacdo de anticorpos para E. canis e geralmente os animais infectados
ndo apresentam sinais clinicos (Igbal e Rikihisa, 1994; Harrus et al., 2004).

Os casos cronicos da doenca podem ocorrer meses ou anos ap6s a infecgdo, com 0s
sinais da fase aguda reaparecendo, mas com maior gravidade, podendo levar o animal a 6bito
(Aguiar, 2015). Além dos sinais clinicos da fase aguda, é possivel o aparecimento de mialgia,
sangramentos, lesdes oculares, insuficiéncia renal, poliartrite e anormalidades neuroldgicas,
sendo essa fase caracterizada pela supressdo medular e alta letalidade, podendo ocorrer
pancitopenia (Harrus et al., 1997; Dagnone et al., 2001; Little, 2010).

2.2.3 Diagnostico

Com o intuito de aumentar a confiabilidade, o diagnéstico da EMC pode ser realizado
associando as alteragdes clinicas e laboratoriais com testes de diagnostico sorolégicos e
moleculares, além das alteragdes macroscopicas a necropsia e histopatologia em animais que
vieram a Obitos pela doenga (Dagnone et al., 2003; Alves et al., 2005; Nakaghi et al., 2008).

Na fase aguda da doenca o animal apresenta trombocitopenia devido a destruicdo
periférica de plaquetas, reducdo da meia vida plagquetaria e producéo de anticorpos contra as
mesmas, além de leucopenia e discreta anemia normocitica normocromica regenerativa (Bulla
et al., 2004). Na fase subclinica, observa-se trombocitopenia persistente, leucopenia e anemia

na auséncia de sinais clinicos (Waner et al., 1997). J& na fase cronica, caracterizada como
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mielossupressora, destaca-se a anemia arregenerativa, trombocitopenia, leucopenia, linfocitose,
plasmocitose esplénica e de medula dssea (Borin et al., 2009; Gianopoulos et al., 2016; Petrov
etal., 2018).

Por ser uma técnica simples e barata, a identificacdo direta do agente através de citologia
é comumente utilizada na rotina clinica para a visualizacdo de moérulas em mondcitos no
esfregaco sanguineo, ou em macréfagos, em caso de aspirados de tecidos (Silva et al., 2012).
No entanto, esse método tem baixa sensibilidade e especificidade diagndstica, principalmente
da fase subclinica e cronica da doenca, sendo recomendado a associacdo com outros métodos
de diagndstico (Castro et al. 2004; Moreira et al. 2005; Silva et al., 2012).

O teste padrdo-ouro para o diagnoéstico da EMC é a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), que detecta anticorpos IgG anti-E. canis, indicando a exposicdo ao agente
(Mcbride et al., 2003). QOutros testes como ELISA e Dot-blot-ELISA também estdo sendo
bastante utilizados como uma ferramenta de diagndstico pelos médicos veterinarios na rotina
clinica (Lara et al., 2020), no entanto, é importante que os testes soroldgicos sejam interpretados
concomitantemente com o0s achados clinicos e as alteracbes laboratoriais, pois em areas
endémicas e em casos cronicos, os titulos de anticorpos ndo condizem com a doenca,
acarretando um aumento no nimero de resultados falsos-positivos (Bulla et al., 2004).

Diante disso, resultados positivos em testes soroldgicos indiretos apenas confirmam
exposi¢do ao agente, em contrapartida, resultados positivos em métodos moleculares como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) confirmam a infec¢do (Cicuttin et al., 2016).

A PCR € uma técnica que apresenta alta sensibilidade e especificidade, detectando o
agente antes da soroconversao e formagdo das morulas (Cicuttin et al., 2016; Santarém e
Aguiar, 2018). Desta forma, diversos sdo os trabalhos que utilizam esta ferramenta para
diagnostico e tipificacdo molecular, contribuido significativamente para o conhecimento
genético da E. canis (Igbal e Rikihisa, 1994; Doyle et al., 2005; Baneth et al., 2008; Zhang et
al., 2008; Chen et al., 2010; Reis e Pinto, 2017; Guimaré&es et al., 2021; Fonséca et al., 2022).

2.3 ANAPLASMOSE TROMBOCITICA CANINA

2.3.1 Etiologia e epidemiologia

A anaplasmose canina ¢ uma doenca infecciosa causada por uma bactéria pertencente
ao género Anaplasma, ordem Rickettsiales e familia Anaplasmataceae, possuindo pelo menos
seis especies com diferentes hospedeiros (Silaghi et al., 2017). Dentre as principais espécies
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que acometem cdes, podemos destacar a Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys,
sendo a A. phagocytophilum causadora da Anaplasmose Granulocitica Canina, transmitida por
carrapatos do género Ixodes spp., e A. platys causadora da Anaplasmose Trombocitica Canina
(ATC), transmitida pelo carrapato R. sanguineus s.l. (Little, 2010; Pennisi et al., 2017).

A prevaléncia da ATC varia a depender das condi¢Bes climéticas da regido e da
distribuicdo do vetor, além das praticas de manejo e habitat dos animais (Berrada, 2009;
Rodriguez-Vivas et al., 2016).

A anaplasmose foi relatada pela primeira vez na década de 90, e com o passar dos anos,
houve um aumento no nimero de casos no mundo todo (Harrus e Waner, 2011; Leal et al.,
2015; Mcfee, 2018), sendo observada uma maior incidéncia em areas tropicais e subtropicais,
como a América do Sul (Chomel, 2011).

No Brasil, 0 A. platys é um dos principais patdgenos transmitidos por carrapatos, sendo
descrito em varias regides do pais, com prevaléncia variando entre 8% e 90,2% (Ferreira et al.,
2007; Dagnone et al., 2009; Silva et al., 2012; Witter et al., 2013; Krause et al., 2016; Ribeiro
et al., 2017; Brandao et al., 2019; Paschoal et al., 2020; Guimardaes et al., 2021), conforme

observado no Quadro 2.
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Popu.lagao Local Frequéncia Metoglo _de Referéncias
analisada diagndstico
Esfregaco
14,85% A ;
Cées errantes Rio de Janeiro/RJ sanguineo Ferzglorg?e)t al.
18,81% PCR!?
Cées domiciliados .
x Jaboticabal e 0 Dagnone et al.
(populagéo Campo Grande/SP 90,2% PCR (2009)
hospitalar)
Cées domiciliados 22204 Esfregaco
(populagéo Teresina/Pl ’ sanguineo Silva (2010)
hospitalar) 41,48% PCR!
Cées domiciliados Jataizinho/PR 19,4% PCR Silva et al. (2012)
Caes domiciliados
(populagéo Cuiab&/MT 9,1% PCR Witter et al. (2013)
hospitalar
Caes domiciliados 1.1% Esfregaco
(populagéo Pelotas/RS sanguineo Krause et al. (2016)
hospitalar) 7,9% PCR
Cées errantes Pato Branco/PR 32,9% PCR Ribeiro et al. (2017)
Cées errantes e . 0 Brandao et al.
domiciliados Belem/PA 23,1% PCR (2019)
Cées domiciliados Paschoal et al
opulagdo ondrin 1%
(populagd Londrina/PR 15,1% PCR (2020) '
hospitalar)
Caées domiciliados Guimardes et al
(populagéo Belém/PA 8% PCR (2021) '
hospitalar)

Fonte: Elaborada pelo autor.
'Reacdo em Cadeia da Polimerase

N&o ha relatos de predisposicdo de raca, sexo ou idade para infec¢bes por A. platys
(Baneth, 2010; Vieira et al., 2011; Sainz et al., 2015; Mcfee, 2018).

2.3.2 Patogenia e sinais clinicos

A transmissdo da A. platys ocorre quando carrapatos infectados se alimentam de um

hospedeiro suscetivel, transmitindo a bactéria por meio de suas secre¢des salivares, podendo

ocorrer também por transfusdo sanguinea (Little, 2010). No vetor, a transmissao é transestadial,

sendo capaz de inocular o agente em todas as suas fases de desenvolvimento (Silaghi et al.,
2017; Dantas-Torres et al., 2018).

Apbs ser inoculado, o agente penetra as plaquetas pela sua aderéncia a superficie

plaquetaria, sequida de endocitose e multiplicagdo por divisdo binaria no interior dessas células,
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dando origem a uma variedade de inclusdes citoplasmaticas e morulas, com posterior ruptura
da célula que permite a disseminacdo da bactéria (Silaghi et al., 2017).

O periodo de incubacdo da anaplasmose em cdes € de oito a 15 dias (Machado et al.,
2010). Durante a fase aguda da doenca observa-se uma trombocitopenia ciclica devido a
replicacéo desse agente com conseguinte ruptura celular e, conforme a doenca vai entrando na
sua fase cronica, casos esporadicos de trombocitopenia leve a moderada podem ser relatados
(Machado et al., 2010; Dyachenko et al., 2012).

A. platys é considerado um agente menos patogénico em comparacdo a A.
phagocytophilum, que causa imunossupressao, facilitando a sua multiplicagéo pelo sistema
imune do hospedeiro e permitindo a entrada de agentes oportunistas (Santos et al., 2013; Jahfari
et al. 2014).

A sintomatologia da ATC varia de acordo com a gravidade da doenca, a resposta imune
do hospedeiro e a presenca de coinfec¢do com outros microrganismos transmitidos pelo mesmo
vetor (Machado et al., 2010). Os sinais clinicos mais frequentemente observados costumam ser
sinais inespecificos como febre, letargia, inapeténcia ou anorexia, perda de peso, diarreia,
nausea, vomito e dor abdominal (Kaewkong et al., 2014). Outros sinais clinicos incluem
polidria, polidipsia, sinais respiratorios, mucosas palidas, distdrbios hemorragicos, uveite,
congestdo escleral e sinais neuroldgicos (Granick et al., 2009; Mazepa et al., 2010; Eberts et
al., 2011; Chirek et al., 2018).

2.3.3 Diagnostico

Para o diagndstico da anaplasmose canina, assim como para outras hemoparasitoses,
recomenda-se a associacdo dos achados clinico-epidemiolégicos e alteracdes laboratoriais com
testes de diagnostico soroldgicos e moleculares (Leal et al., 2015; Kaewmongkol et al., 2017).

As principais alteracOes laboratoriais encontradas incluem episodios de trombocitopenia
ciclica, anemia normocitica leve a moderada ndo regenerativa, hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia (Tateishi et al., 2015; Kottadamane et al., 2017), além de neutropenia
(Tommasi et al., 2014; Leal et al., 2015; Kaewmongkol et al., 2017).

A pesquisa de moérulas do agente no interior de plaquetas por meio do esfregaco
sanguineo se apresenta como um teste diagndstico rapido e barato, no entanto, possui baixa
especificidade e sensibilidade, além de ser eficiente apenas quando o animal se encontra na fase
aguda da doenca (Ueno et al., 2009; Leal et al., 2015; Silaghi et al., 2017; Liu et al., 2017).
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Métodos soroldgicos sdo bastante solicitados na rotina clinica, tais como a RIFI e o
ELISA, no entanto, essas técnicas ndo distinguem a infeccdo atual de uma exposicéo prévia,
além de possuirem alta sensibilidade e baixa especificidade, determinando os niveis de
anticorpos, mas nao diferenciando a espécie (A. platys ou A. phagocytophilum) (Gianopoulos
etal., 2016; Liu et al., 2017).

Diante dessas limitacGes, os métodos moleculares de diagnosticos, como a PCR, se
mostram como uma excelente alternativa, por possuirem uma alta sensibilidade e especificidade
em comparacao aos outros métodos de diagnostico convencionais, proporcionando a detecgédo

direta do material genético de A. platys (Silaghi et al., 2017).

2.4 BABESIOSE CANINA

2.4.1 Etiologia e epidemiologia

A babesiose € uma doenca parasitaria que tem como agente etioldgico um
hemoprotozoario do género Babesia, familia Babesiidae, ordem Piroplasmida e Filo
Apicomplexa (Yabsley et al., 2008; Irwin, 2009). Dentre as principais espécies de babesia que
acometem cées, podemos destacar a Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia rossi e Babesia
gibsoni (Silva et al., 2014).

B. vogeli € transmitida por R. sanguineus s.l. em regides tropicais e subtropicais em todo
o mundo; B. canis é transmitida pelo ixodideo Dermacentor reticulatus na Europa e na Asia
(Solano-Gallego et al., 2016); B. rossi por Haemophysalis elliptica na Africa (Collett, 2000) e
B. gibsoni pelos carrapatos R. sanguineus s.l., Haemaphysalis bispinosa e Haemaphysalis
longicornis na Asia, América do Norte, Australia, América do Sul e Europa (Solano-Gallego
etal., 2016).

No Brasil ja foram relatadas duas espécies de babesia, B. vogeli e B. gibsoni (Trapp et
al., 2006). A doenca é considerada endémica, com sua ocorréncia variando de regido para regiao
a depender da distribuicdo do seu principal vetor no pais, o R. sanguineus s.l., principalmente
em areas urbanas e periféricas (Dantas-Torres; Figueiredo, 2006; Spolidorio et al., 2011; Silva
et al., 2014; DIAS E FERREIRA, 2016), sendo B. vogeli a principal espécie relatada (Braga e
Silva, 2013).

Babesia vogeli foi relatada em céaes no Brasil pela primeira vez em 2005 (Passos et al.,
2005) e desde entdo varios estudos foram realizados para determinar a ocorréncia da babesiose

canina no pais, sendo alguns destes resumidos no Quadro 3.
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Quadro 3. Registros da ocorréncia da babesiose canina em cdes domésticos no Brasil.

Jericoacoara/CE

Popu_lagao Local Freguéncia |\_/|et0(;i0 _de Referéncias
analisada diagndstico

Cées domiciliados
(populagéo Londrina/PR 36% RIFI? Trapp et al. (2006)
hospitalar)

Cées domiciliados Spolidorio et al
(populagio Cuiab&/MT 60% PCR? P 201D
hospitalar)

Campo 3,3% PCR
Caes errantes Grande/MS 616% RIFI Sousa et al. (2013)
Caes Abadia dos 0 Esfregaco .
domiciliados Dourados /MG 20,8% sanguineo Silvaetal. (2014)
N . 0,9% PCR
Cées domiciliados Chapadinha/MA ’ Costa et al. (2015)
16,1% RIFI
x - Esfregaco

Cées domiciliados 9
(populagéo Patos/ PB 2% sanguineo Rotondano et al.
hospitalar) 10% PCR (2015)

Cées domiciliados 0% Esfregaco
(populagdo S&0 Luis/MA sanguineo Galeno et al. (2018)
hospitalar) 7,69% PCR

Esfregaco

Caes domiciliados 2,2% sanguineo
(populagéo Teresina/PlI Braga et al. (2019)
hospitalar) 4.8% PCR

48,6% RIFI

Cées domiciliados Esfreqaco
(populagéo Cuiab&/MT 0,3% san u%ngo Pereira et al. (2021)
hospitalar) 9

Cées domiciliados Esfreqaco
(populagéo Fortaleza/CE 0,19% san u%ngo Veloso et al. (2021)
hospitalar) 9

0% Esfregaco
Cées errantes Montes Claros/MG sanguineo Vieira et al. (2021)
46,2% PCR
. Esfregaco .
0,

Cées domiciliados X:gh\i/eig}gse 0% sanguineo Blttergggg;t)et al
4,62% PCR

Cées domiciliados Vila de 15% PCR Fonseca et al.

(2022)

Fonte: Elaborada pelo autor.
Imunofluorescencia indireta; 2Reacdo em Cadeia da Polimerase

Alguns estudos relatam que ndo ha predisposicédo por sexo, idade ou raca (Ribeiro et al.,

1990; Costa-Junior et al., 2009), no entanto, trabalhos como o de Benigno et al. (2011) relataram

que animais de raca definida apresentaram maior predisposicdo para desenvolver a infecgéo.

Sabe-se também que filhotes e idosos possuem menor imunidade, desta forma, tém maior
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predisposicéo para certas infecgdes (Rotondano et al., 2015; Paulino et al., 2018), o que foi
observado por Fonséca et al. (2022), que identificou associacdo entre a idade do animal e

positividade para B. vogeli, onde os cdes menores de trés anos foram 0s mais susceptiveis.

2.4.2 Patogenia e sinais clinicos

O céo se infecta principalmente pela picada do carrapato que possui 0 parasita em sua
saliva, no entanto, o animal pode se infectar por outros meios, como transfusdo sanguinea e
feridas provenientes de brigas com outros cdes (Jefferies et al., 2007; Solano-Gallego et al.,
2016; Jalovecka et al., 2018), além da transmissdo via placentéaria (Cardoso et al., 2010;
Jefferies et al., 2007).

No carrapato vetor a transmissao pode ocorrer de duas formas, transovariana e salivar
(Chauvin et al., 2009). No repasto sanguineo, ap0s 0 carrapato ingerir os eritrocitos do
hospedeiro contaminados com o parasita na fase de merozoitos, o protozoario se reproduz
sexualmente no Iimen intestinal do vetor, originando a esporogdnia, que se fixa no epitélio da
parede intestinal e migra através da hemocele para outros 6rgédos do artropode (Chauvin et al.,
2009; Ribeiro et al., 2017), inclusive para o tecido das glandulas salivares contaminando as
celulas com esporozoitos (Uilenberg, 2006).

Os esporozoitos presentes na saliva do carrapato sao os responsaveis pela infeccdo, que
se aderem as hemécias do hospedeiro e as invadem formando trofozoitos (Uilenberg, 2006).
Os trofozoitos se dividem dentro dos eritrocitos por fissdo binaria, produzindo os merozoitos
qgue provocam a lise da célula e a sua liberacdo na corrente sanguinea, infectando outros
eritrcitos e provocando anemia hemolitica, decorrente da destrui¢do direta dessas hemacias
(Uilenberg, 2006; Dias e Ferreira, 2016).

O periodo de incubacdo entre a picada do carrapato e 0s primeiros sinais clinicos pode
levar semanas, sendo resultado da destruicdo das hemaécias pelo parasita (Lavan et al., 2018). A
infecgdo pode ser subclinica, crénica sem sinais clinicos ou com sintomas discretos; ou de
forma aguda, com sinais clinicos mais evidentes (Schnittger et al., 2012), sendo a forma
subclinica a apresentacdo predominante no Brasil (Vidotto e Trapp, 2004).

A gravidade da doenga pode variar a depender da idade, eficiéncia do sistema
imunologico e da presenca de coinfecgdes no animal (Schnittger et al., 2012), além da espécie
de Babesia sp. envolvida na infeccdo e grau de multiplicacdo do agente (Taboada e Lobetti,
2006).
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Os animais que possuem uma resposta humoral competente manifestam sinais clinicos
tipicos da doenca branda, que incluem mucosas palidas, febre, taquicardia, taquipnéia,
esplenomegalia, ictericia, anorexia e depressdo (Lobetti, 1998). Os casos mais graves incluem
anemia, esplenomegalia, febre, letargia e mucosas palidas, sendo que alguns podem apresentar
ictericia, hepatopatia, desidratacdo, insuficiéncia renal aguda, perda de peso, sindrome da
angustia respiratdria aguda, sinais nervosos e lesGes miocardicas (Lobetti, 1998; Lobetti et al.,
2002).

2.4.3 Diagnostico

O diagndstico da babesiose canina € baseado na associacdo dos achados clinico-
epidemioldgicos com outros métodos de diagndstico, como o diagnostico citologico através do
esfregaco sanguineo de sangue periférico, testes soroldgicos e testes moleculares (Schoeman,
2009).

O animal pode apresentar alteracbes laboratoriais como anemia regenerativa,
trombocitopenia, hiperbilirrubinemia, bilirrubindria, hemoglobinuria, acidose metabdlica,
azotemia, hipoalbuminemia e alterac6es leucocitarias (Solano-Gallego et al., 2016; Cota et al.,
2018). Nos primeiros dias apds a infecgdo, a anemia é normocitica normocrémica, e com a
progressao da doenca, se torna macrocitica, hipocrdmica e regenerativa (Dias e Ferreira, 2016).

O diagnostico através do esfregaco sanguineo pode ser realizado pela visualizagdo dos
parasitas no interior dos eritrdcitos ou livres no plasma, no entanto, essa técnica apresenta baixa
sensibilidade (Silva et al., 2014; Cota et al., 2018), sendo mais Util na fase aguda da doenca,
quando o nivel de parasitemia encontra-se alto (Dias e Ferreira, 2016; Gottlieb et al., 2016).
Dessa forma, mesmo ndo visualizando o parasita no esfregaco, é possivel que o cdo tenha a
doenca (Little, 2010).

Testes soroldgicos normalmente apresentam uma maior sensibilidade, porém com uma
baixa especificidade, além de ndo distinguirem a infeccdo atual da anterior (Gottlieb et al.,
2016). Exames mais sensiveis como a RIFI e o ELISA permitem identificar os niveis de
anticorpos e estabelecer se estdo altos ou baixos, no entanto, sem fornecer informagdes sobre o
estagio da infeccdo (Araujo et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2016). Testes rapidos também
vem sendo usados no diagnostico da doenca, mas podem gerar resultados falso-negativos e
falso-positivos (Irwin, 2009; Baneth, 2011).

Por esses motivos, as técnicas moleculares, como a PCR, tém sido aplicadas, por se

tratar de um método de diagndstico com alta sensibilidade e especificidade, permitindo o
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diagndstico em infecgBes agudas, subclinicas ou crénicas mesmo nos casos de baixa
parasitemia (Macintire et al., 2002). Outra vantagem na utilizacdo da PCR é que Vérias espécies

podem ser distinguidas atraves da técnica (Tayyub et al., 2019).

2.5 HEPATOZOONOSE CANINA

2.5.1 Etiologia e epidemiologia

O género Hepatozoon compreende protozoarios do filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiorida, subordem Adeleorina e familia Hepatozoidae
(Levine et al., 1988; Mathew et al., 2000). As espécies Hepatozoon canis e Hepatozoon
americanum sdo os agentes causadores da doenca em cdes (Vincent-Johnson et al., 1997;
Forlano et al., 2005), estando associados aos carrapatos R. sanguineus s.l. e Amblyomma
maculatum, respectivamente (Barati e Razmi, 2018; Prakash et al., 2018).

Desde os primeiros relatos na india em 1905 (James, 1905), a doenca vem sendo descrita
em diferentes regides do mundo, observando-se a presenca do H. canis na Europa, Africa, Asia
e na América do Sul, enquanto H. americanum infecta cdes nos Estados Unidos (Vincent-
Johnson et al., 1997; Baneth e Shkap, 2003; Allen et al., 2011), no entanto, ja foi identificado
infectando cdes no norte do Brasil (Gomes et al., 2016).

Assim como outras doencas transmitidas por vetores artropodes, a prevaléncia da
hepatozoonose canina esta estritamente relacionada a presenca e distribuicdo do carrapato vetor,
descrita principalmente em regides tropicais, subtropicais e de clima temperado (Baneth et al.,
2003; Baneth, 2011). No Brasil, os carrapatos R. sanguineus e Amblyomma spp. sdo 0s
principais vetores da doenca (Baneth et al., 2003; Baneth, 2011; Dantas-Torres et al., 2012).

H. canis possui ampla distribui¢do no territério nacional, sendo relatado na regido
nordeste (Ramos et al., 2010; Bernardino et al., 2016; Lopes et al., 2019; Fonséca et al., 2022);
norte (Gomes et al., 2016; Pacheco et al., 2021), sudeste (Mundim et al., 2008; Rubini et al.,
2008; Polidorio et al., 2009; Miranda et al., 2014; Vieira et al. 2018), centro-oeste (Ramos et
al., 2015; Melo et al., 2016); e regido sul (Malheiros et al., 2016; Mongruel et al., 2018),

conforme evidenciado no Quadro 4.
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Quadro 4. Registros da ocorréncia de hepatozoonose canina em cdes domésticos no Brasil.

Popu.lagao Local Frequéncia Metoglo _de Referéncias
analisada diagndstico
Nordeste
Cées domiciliados Ramos et al
(populagéo Recife/PE 0,49% PCR! :
- (2010)
hospitalar)
Cées domiciliados Areia/PB 9,3% Esfregago Bemardino et al.
sanguineo (2016)
Caes errantes Natal/RN 10% PCR Lopes et al. (2019)
5 - Vila de o Fonséca et al.
Cées domiciliados Jericoacoara/CE 11,8% PCR (2022)
Norte
Cées domiciliados
(populagéo Belém/PA 5,07% PCR Gomes et al. (2016)
hospitalar)
Caes domiciliados  Ji-Paran&/RO 48,02% PCR Pacheco et al.
(2021)
Sudeste
Cées domiciliados Anépolis/GO 5,56% Esfregago Mundim et al,
sanguineo (2008)
Botucatu, Rio Claro 11.7% Esfregago
Cées domiciliados e Presidente ' sanguineo Rubini et al. (2008)
Prudente/SP 53,3% PCR
Cées domiciliados Espirito Santo 64,3% PCR Spolidorio et al.
(2009)
Chies domiciliados  Uberlandia/MG 79,2% PCR M"?;g&‘;t al.
Cées domiciliados
(populagéo Espirito Santo 10,31% PCR Vieira et al. (2018)
hospitalar)
Centro-Oeste
Cées domiciliados
(populagéo Campo Grande/MS 3,63% PCR Ramos et al. (2015)
hospitalar)
Cées domiciliados Poconé/MT 8,75% PCR Melo et al. (2016)
Sul
Cées domiciliados Malheiros et al
(populagéo Passo Fundo/RS 1% PCR '
- (2016)
hospitalar)
Cées domiciliados
(populagéo Guarapuava/PR 1,33% PCR Mongruel et al.
- (2018)
hospitalar)

Fonte: Elaborada pelo autor.
!Reacdo em Cadeia da Polimerase

A hepatozoonose canina nao apresenta predisposi¢do por sexo, raca ou idade, sendo a

infeccdo mais comum em cées de areas rurais, provavelmente pelo maior contato do animal

com o vetor e maiores chances de infestacdo pelo artropode (O’dwyer e Massard, 2001;

O’dwyer, 2011).

2.5.2 Patogenia e sinais clinicos
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O carrapato se infecta ao ingerir sangue com presenca de neutréfilos contendo gamontes
do protozoario, onde se reproduz sexuadamente no intestino do carrapato, produzindo oocistos
contendo esporozoitos infectantes (Forlano, 2005; O’dwyer, 2011; Hornok et al., 2013). A
forma mais comum dos cdes se infectarem € através da ingestdo dos ixodideos presentes nos
pelos ou se alimentando de uma presa que esteja infestada de carrapatos contaminados (Baneth
et al., 2003).

Apos a ingestdo do artropode contendo o protozoario, 0s esporozoitos invadem as
células mononucleares e disseminam-se pela via sanguinea e linfatica para diferentes 6rgaos do
hospedeiro vertebrado, alcangando o sistema porta, chegando ao figado, pulmdes, baco, medula
0ssea, rins e linfonodos, podendo causar hepatite, glomerulonefrite e pneumonia (Baneth et al.
1997; Baneth e Shkap, 2003; Forlano, 2005).

As manifestacBes clinicas apresentadas na hepatozoonose canina sdo varidveis a
depender do nivel de parasitemia, da idade do hospedeiro, resposta imune do mesmo e
associacdo com outras doencas (Rubini et al., 2005), podendo se manifestar a partir do 16° dia
de infecgdo (Aguiar, 2016). No entanto, € uma doenca subclinica na maior parte dos casos, mas
pode chegar a quadros brandos a graves em situagcdes de baixa imunidade dos hospedeiros
vertebrados, com parasitemia acentuada (Mundim et al., 2008; Baneth et al., 2003; Baneth,
2011).

Os sinais clinicos mais comumente observados sdo anorexia, perda de peso, mucosas
palidas, febre, corrimento ocular, linfoadenomegalia, politria e polidipsia, diarreia, vémito,
degeneracdo muscular e atrofia, sendo a maioria dos sintomas inespecificos (Mundim et al.,
2008; Aguiar, 2016; Santos et al., 2018).

2.5.3 Diagnostico

O diagnostico da hepatozoonose canina pode ser realizado através da identificagdo de
gamontes em esfregacos sanguineos, exames histopatologicos, testes soroldgicos e moleculares
(Gonen et al., 2004).

As principais alteragfes hematologicas encontradas na hepatozoonose consistem em
anemia normocitica normocromica e leucocitose com neutrofilia, podendo apresentar uma
leucocitose severa, com até 200.000 leucocitos/uL, com desvio a esquerda e auséncia de
neutrdfilos toxicos (Baneth et al., 2003; Paludo et al., 2003; O’dwyer et al. 2011).

O diagnostico citologico, por meio da visualizacdo de gamontes no interior de

neutrofilos e monacitos no esfregaco sanguineo, muitas vezes ocorre de forma casual na rotina
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laboratorial em cdes sem sinais clinicos (O’dwyer e Massard, 2001; Forlano et al., 2005;
O’dwyer, 2011; Braga et al., 2020). Entretanto, apesar de pratico, esse método de diagndstico
possui baixa sensibilidade, j& que gamontes nem sempre sdo detectaveis, principalmente
quando a parasitemia € baixa ou intermitente (O’dwyer e Massard, 2001). Diante disso, a
auséncia de parasitemia néo indica auséncia de infeccdo, sendo recomendado a associagdo com
outros métodos de diagnostico (Eiras et al., 2007).

A RIFI, western blot e bidpsia tecidual tém sido usadas como técnicas alternativas no
diagnostico (Baneth et al., 1997), entretanto, tais métodos sdo laboriosos e demorados, além de
possuirem baixa especificidade, sendo usadas principalmente em estudos epidemioldgicos
(Inokuma et al., 1999).

Por ser um teste mais sensivel e especifico, a reacdo em cadeia da polimerase tem sido
usada frequentemente para o diagnoéstico e estudos epidemioldgicos de infec¢Bes por H. canis
(Allen et al., 2011), tendo em vista que a PCR, em conjunto com a ferramenta de
sequenciamento genético, nos permite conhecer a diversidade desse agente e fornece dados que
nos ajudam a compreender o impacto deste em diferentes espécies de animais (Marques et al.,
2022).

2.6 HEMOPARASITOSES DE CAES E SAUDE UNICA

A exposicdo de cdes a doencas transmitidas por carrapatos em todo o mundo esta
associada ao aumento da atividade dos ixodideos vetores em regides com condicdes climaticas
e ambientais favoraveis (Yabsley e Shock, 2013). A intima relacdo do cdo com o tutor,
associada a uma elevada prevaléncia dos artrépodes, aumenta o risco de exposi¢do do homem
a zoonoses transmitidas por eles, ressaltando a importancia que o cdo possui na saude Unica
(Castro e Rafael, 2006; Day, 2011).

Neste contexto, de acordo com Diniz et al. (2007), os cées sdo considerados sentinelas
para a determinac&o da prevaléncia da infeccdo de agentes transmitidos por carrapatos, além de
servirem como reservatorios de tais doencas para o ambiente domiciliar (Greene e
Breitschwerdt, 2006).

As zoonoses associadas a cdes domésticos incluem varias doengas, como febre
maculosa, babesiose e erliquiose (Kotton et al., 2010). Evidéncias soroldgicas indicam que 0s
humanos podem estar expostos ao risco de infec¢do por E. canis (Vieira et al., 2013), além do
cdo servir como portador assintomatico de outros hemoparasitos frequentemente encontrados

no Brasil, tais como H. canis e B. vogeli (Dias e Ferreira, 2016; Marques et al., 2022).
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Dada a importancia dos carrapatos na saude Unica devido a sua participagdo na
emergéncia e reemergéncia de diversas zoonoses (Dantas-Torres e Otranto, 2014), o controle
vetorial se mostrou a Unica medida efetiva para a maioria das doencas transmitidas por vetores
no Brasil (Dantas-Torres, 2008). E de suma importancia que a adocdo dessas medidas seja
realizada com base na prevaléncia de cada espécie da regido, com o intuito de estabelecer a¢oes
de controle e prevencéo adequadas, otimizando os recursos e diminuindo o impacto ambiental
(Torres et al., 2004; Zanella, 2016). A adocdo de medidas de controle populacional de animais
e programas educativos de guarda responsavel também contribuem para o controle do vetor, ja
que acarretam um menor numero de cdes errantes expostos ao risco de ectoparasitismo e
infestacdo ambiental por carrapatos, pulgas e piolhos (Andrade, 2011; Guimaraes et al., 2011;
Maggi e Kramer, 2019).

Cabe, no entanto, ressaltar que atualmente, as doencas transmitidas por carrapatos tém
apresentado desafios para a satde publica e veterinéria devido a recidivas condicionais, seu
modo de transmisséo e o desenvolvimento frequente de resisténcia a acaricidas. Uma vez que
ndo ha uma solucdo Unica ideal para o controle de carrapatos, o passo mais eficaz é
provavelmente uma abordagem de controle integrado, sendo necessaria a colaboracdo de
médicos veterinarios, médicos e pesquisadores, seguindo a abordagem de One health, com
ferramentas diagndsticas (Day, 2011). Ainda segundo Day (2011), as areas de colaboracéo
incluem amostragem de animais, carrapatos e humanos em diversas localizagdes, bem como

deteccdo do patdgeno por métodos moleculares e soroldgicos.
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3 HIPOTESE

Diante de condicdes climaticas favoraveis ao vetor R. sanguineus s.l. e a presenca de
hemoparasitos transmitidos por ixodideos no Estado do Rio Grande do Norte, considerou-se a
hipotese de que cdes de populacdo hospitalar na regido do alto oeste potiguar podem ser
naturalmente infectados por Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon
canis, o que contribui para a ocorréncia de coinfec¢des e manifestac@es clinicas mais graves

nos animais da regiéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL:

Determinar a frequéncia e a caracterizagdo molecular de Anaplasma platys, Babesia
vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis em cées com suspeita de doencas transmitidas por
vetores ixodideos na cidade de Mossoro, Rio Grande do Norte, além de descrever os aspectos

epidemioldgicos e clinicos relacionados a infeccdo por esses hemoparasitos nos animais.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Detectar o DNA de Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon
canis em cédes com suspeita clinica e/ou laboratorial de doencas transmitidas por vetores em
Mossord, RN utilizando a PCR;

- Determinar a frequéncia de Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e
Hepatozoon canis em monoinfeccdo, coinfeccdo e multi-infeccdo em cées com suspeita de
doencas transmitidas por vetores em Mossoro, RN;

- Determinar a associacdo entre o perfil epidemioldgico e clinicopatoldgico de caes
monoinfectados, coinfectados e multi-infectados por Anaplasma platys, Babesia vogeli,
Ehrlichia canis e/ou Hepatozoon canis;

- Descrever as alteracfes em hematocrito e plaquetas de cées infectados por Anaplasma
platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e/ou Hepatozoon canis correlacionando aos diferentes
tipos de infeccdo;

- Realizar analise filogenética dos agentes Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia
canis e Hepatozoon canis por meio da comparacdo das sequéncias obtidas com as disponiveis

no GenBank;
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CAPITULO 1:

Patdgenos transmitidos por R. sanguineus s.l. em monoinfeccoes,
coinfeccbes e multi-infecgdes em cdes no semiarido brasileiro:
frequéncia e caracterizacdo molecular

Bruno Vinicios Silva de Araljo; Isa Lorena Pinto Dantas Bezerra; Amanda Haisi; Jodo
Pessoa Araujo Junior, Juliana Fortes Vilarinho Braga; Jodo Marcelo Azevedo de Paula
Antunes.

Submetido ao periddico Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria (Online)
Fator de impacto: 1.3 (2022) — Qualis CAPES: A2
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Pat6genos transmitidos por R. sanguineus s.l. em monoinfeccdes, coinfec¢des e multi-
infeccBes em cdes no semiarido brasileiro: frequéncia e caracterizacdo molecular

Bruno Vinicios Silva de Araujo; Isa Lorena Pinto Dantas Bezerra; Amanda Haisi; Jodo
Pessoa Araujo Janior, Juliana Fortes Vilarinho Braga; Jodo Marcelo Azevedo de Paula
Antunes.

Resumo

O carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) € um ixodideo amplamente distribuido
em regides tropicais e subtropicais, sendo o cdo doméstico seu hospedeiro preferencial. No
Brasil, cdes sdo vulneraveis a infeccdo por diversos agentes patogénicos transmitidos por este
carrapato, incluindo os protozoarios Hepatozoon canis e Babesia vogeli e as bactérias Ehrlichia
canis e Anaplasma platys, no entanto, dados sobre a frequéncia e caracterizacdo molecular
desses patdgenos no semiarido nordestino ainda sdo escassos. Diante disso, o objetivo do
presente estudo foi determinar a frequéncia de E. canis, A. platys, B. vogeli e H. canis em
monoinfeccdes, coinfec¢bes e multi-infeccBes, além de caracterizar filogeneticamente esses
hemoparasitas. Para isso, 181 céaes de populacao hospitalar sob suspeita clinico-laboratorial de
hemoparasitoses foram selecionados e amostras sanguineas foram coletadas para a pesquisa
direta de hemoparasitas em lamina e extracdo de DNA para realizacdo de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Foram considerados animais monoinfectados, coinfectados e multi-
infectados aqueles em que houve deteccdo de um, dois e trés ou mais patdgenos,
respectivamente. Os dados foram expressos em frequéncia simples e porcentagem obtidos
através do programa estatistico SAS System for Windows 9.0. Para verificar a associagdo dos
diferentes métodos de diagnostico frente a infeccdo foram utilizados os testes de Qui-quadrado
ou exato de Fisher. A PCR revelou que 72,3% (131/181) dos cées estavam infectados por pelo
menos um dos agentes pesquisados. Destes, 44,7% (81/181) estavam monoinfectados, 21,5%
(39/181) coinfectados e 6,1% (11/181) multinfectados. E. canis foi 0 agente mais detectado nos
animais (41,9%, 76/181), seguido por H. canis (35,4%, 64/181), A. platys (21,5%, 39/181) e B.
vogeli (7,7%, 14/181), onde 84,6% (33/39) dos animais coinfectados estavam parasitados
concomitantemente por diferentes espécies de bactérias e protozoarios. Moérulas de Anaplasma
sp. foram observadas em 20,0% (36/180) e gametdcitos de Hepatozoon sp. em 15,0% (27/180)
dos cdes. Mérulas de Ehrlichia sp. foram visualizadas em 11,1% (20/180) e merozoitos de
Babesia sp. em 1,7% (3/180) dos animais. Dos cdes positivos na pesquisa direta em esfregaco
sanguineo para Anaplasma sp., Babesia sp., Ehrlichia sp. e Hepatozoon sp., 20,40% (10/49),
2,0% (1/49), 4,1% (2/49) e 6,1% (3/49) ndo corresponderam ao DNA de A. platys, B. vogeli, E.
canis e H. canis a PCR, respectivamente. A relacdo filogenética do gene 16S rRNA das
sequéncias recuperadas para A. platys e E. canis e do gene 18S rRNA para B. vogeli e H. canis
demonstraram grande similaridade as amostras de referéncia para essas espécies de outras
regides do Brasil e do mundo. Este € o primeiro e o0 mais extenso trabalho a utilizar a PCR como
método de diagnostico da infeccdo por E. canis, A. platys, B. vogeli e H. canis e caracterizar
filogeneticamente esses agentes no estado do Rio Grande do Norte. Os diversos padrdes de
coinfec¢des e multinfeccBes relatados reforcam a necessidade de diagnostico, vigilancia e
medidas preventivas adequadas para garantir a salde de animais de areas endémicas para R.
sanguineus s.l., uma vez que a associagdo desses patdgenos pode exacerbar as alteracGes
clinicas e dificultar a instituicdo de tratamento adequado para cada especie envolvida,
contribuindo para a disseminacéo da doenca e piora no progndstico do paciente.
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Palavras-chave: Anaplasma platys; Babesia vogeli; Ehrlichia canis; Hepatozoon canis; PCR;
Filogenia.
1. Introducéo

As doengas emergentes e reemergentes transmitidas por vetores tém-se mostrado um
desafio para a medicina veterindria e humana (Fbnseca et al., 2022), sendo de grande
importancia para a saude global (OLIVEIRA et al., 2020). Os carrapatos sdo 0s principais
artrépodes responsaveis pela disseminacao de agentes patogénicos (Jongejan; Uilenberg, 2004;
Fuente et al., 2015) e, devido as mudancas climéaticas e a0 aumento da acessibilidade a

determinados nichos ambientais, veem expandindo seus limites geograficos (Han et al., 2016).

No Brasil, é relatado que a ocorréncia das espécies de carrapatos é bastante variavel,
sendo as caracteristicas epidemioldgicas das regides determinantes para a ocorréncia em cada
localidade (Labruna; Pereira, 2001; Labruna et al., 2005). A dispersdo desses vetores e as
alteracfes no seu habitat podem influenciar a ocorréncia de patégenos em novas localidades,
além de contribuir para o aumento na incidéncia de doencas endémicas (Kilpatrick; Randolph,
2012).

Dentre os agentes infecciosos transmitidos por ixodideos frequentemente relatados no
territério brasileiro que acometem caes, podemos destacar as bactérias Ehrlichia canis e
Anaplasma platys, e os protozoarios Babesia vogeli e Hepatozoon canis (Malheiros et al.,
2016; Guimaraes et al., 2021). Esses hemoparasitos sdo responsaveis por diversas
manifestacdes clinicas inespecificas nos hospedeiros infectados (Gongalves et al., 2014;

Bouzouraa et al., 2017).

Clinicamente, os animais acometidos podem apresentar hipertermia, apatia, mucosas
hipocoradas, perda de peso e anorexia, sinais clinicos inespecificos e comuns em infeccGes por
E. canis, A. platys, B. vogeli e H. canis (Malik et al., 2018; Lima et al., 2021; Fonseca et al.,
2022; Cevidanes et al., 2023), os quais podem ser agravados a depender do status imunoldgico
do céo e da presenca de coinfeccbes (Movilla et al., 2017). Diante da importancia e semelhanca
clinica dessas doencas, o diagndstico precoce e preciso é fundamental para instituicdo de
medidas de tratamento adequadas e prognostico favoravel (Rucksak et al., 2019; Guimaraes et
al., 2021).

O diagnostico microscopico das hemoparasitoses € comumente utilizado na rotina

clinica, no entanto, a sensibilidade é baixa e varia a depender da fase da doenca e da experiéncia
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do profissional laboratorista (Kaewkong et al., 2014; Buddhachat et al., 2020; Kaur et al.,
2020). Diante das limitacdes citadas, os métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) se destacam por possuirem alta sensibilidade e especificidade, permitindo o
diagnostico nas diferentes fases de infeccdo, ao mesmo tempo em que identificam com preciséo

diferentes patogenos (Massetti et al., 2020; Silva et al., 2021).

Os aspectos climaticos do semidrido brasileiro que possuem irregularidade
pluviometrica témporo-espacial e elevadas temperaturas médias anuais (Lemos Filho;
Espinola; Oliveira Janior, 2021) favorecem a disseminacdo de vetores ixodideos,
principalmente Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.). Esses carrapatos sdo menos
dependente de ambientes umidos para a sobrevivéncia (Tanikawa et al., 2013), e possuem
grande importancia epidemioldgica na transmissdo das hemoparasitoses no Brasil (Gray et al.,
2013).

No territdrio brasileiro, ha diversos registros de agentes transmitidos por carrapatos
infectando caes (Melo et al., 2016; Mongruel et al., 2018; Guimardes et al., 2021; Vieira et al.,
2021; Bittencourt et al., 2022; Fonséca et al., 2022). Apesar das condicGes climaticas
favoraveis ao desenvolvimento de R. sanguineus s.l., ainda ha uma escassez de estudos sobre
a ocorréncia e caracterizacdo de patdgenos transmitidos por este vetor em cdes no semiarido
nordestino. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi determinar a frequéncia de A. platys,
B. canis, E. canis e H. canis em monoinfeccao, coinfeccdo e multi-infeccdo em cédes em uma
area endémica para R. sanguineus s.l. no Brasil e realizar a caracterizacdo molecular desses

patégenos.

2. Material e métodos

2.1 Area do estudo e definicdo da amostra

O estudo foi realizado no municipio de Mossor6 (5°11°15°"S, 37°20°39"W) que possui
clima semiérido, localizado no Estado do Rio Grande do Norte. Segundo a classificacéo
climatica de W. Koppen, o municipio é caracterizado por clima tropical chuvoso, com inverno
seco e estacdo chuvosa no verdo, com temperaturas elevadas e precipitacdo pluviométrica anual

muito irregular (Lemos Filho; Espinola; Oliveira Janior, 2021).

Na pesquisa foram incluidos 181 cées independente do sexo, raca e idade, sob suspeita
clinica e/ou laboratorial de infec¢do por Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Babesia vogeli e/ou

Hepatozoon canis provenientes de hospitais publicos e populares. O célculo amostral foi
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determinado segundo Heinrich et al. (2021), utilizando a férmula n=Z2«/2.P(1-P)/e2,
considerando o grau de confianca (Z) de 1,96, probabilidade de sucesso (P) de 50% e erro
amostral (e) de 9%.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (Parecer N° 25/2022).

2.2 Coleta de sangue dos cées

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo cefélica ou jugular mediante
antissepsia adequada e acondicionadas em tubos com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
a 4 °C para extracdo de DNA. Adicionalmente, foram confeccionadas laminas de esfregacos
sanguineos, coradas utilizando o método panotico rapido para a pesquisa de hemoparasitas e

visualizadas sob imersdo em objetiva de 100X utilizando-se microscépio de luz branca.

2.2 Extracdo de DNA e PCR

A extracdo de DNA das amostras sanguineas foi realizada utilizando-se o kit comercial
PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), conforme recomendacdes do
fabricante. ApOs a extracdo, o material gendmico foi quantificado em espectrofotometro
(NanoDrop™ L.ite, Thermo Scientific) e as amostras armazenadas a -20 °C até o momento da
PCR.

Como controle enddgeno da extragdo de DNA foi realizada uma PCR direcionada ao
gene de B-actina de cdo e para deteccdo do DNA de Anaplasma platys, Babesia vogeli,
Ehrlichia canis e Hepatozoon canis foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) e
programas de amplificacao especificos validados em trabalhos previamente publicados (Tabela
1).
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Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos, programas de amplificacdo e tamanho de produtos
amplificados por PCR para beta-actina canina, Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia
canis e Hepatozoon canis utilizados nesta pesquisa.

Gene Primer Sequéncia de oligonucleotideos ~ Programa de amplificacdo Produto  Referéncia
alvo (5°-3”) (pb)
Desnaturacdo inicial:
Actb-F GGCATCCTGACCCTGAAGTA 95°C, 10°
B-actina de 35 ciclos de: Turchetti
cdo Desnaturagdo: 95°, 30’ 98pb (2014)
CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT Anelamento: 60°C, 30’
Actb-R Extensao: 72°C, 30’
Extensao final: 72°C, 5’
Desnaturacdo inicial:
EPLATS-F TTTGTCGTAGCTTGCTATGA  95°C, 5°
A. platys T 40 ciclos de:
(165 rRNA) Desnaturagdo: 94°, 30’ 386pb Matei et al.
EPLAT3- Anelarr~1ento:058°C,30” (2016)
R CTTCTGTGGGTACCGTC Extensdo: 72°C, 45
Extensdo final: 72°C, 5’
Desnaturacéo inicial:
_ BAB1 GTGAACCTTATCACTTAAAG 94°C. 2
B.vogeli G 35 ciclos de:
(18S rRNA) Desnaturagdo: 94°, 30"’ 602pb Duarte et al.
Anelamento: 56°C, 30’ (2008)
BAB4 5. 770 »
CAACTCCTCCACGCAATCG  Extensdo: 72°C, 60
Extensdo final: 72°C, 5’
Desnaturacdo inicial:
EHO-F AGAACGAACGCTGGCGGCA  94°C, 10°
AGCC 40 ciclos de:
CGTATTACCGCGGCTGCTGG I[zzse?:gifs%?fc e
EHO-R c Extensao: 72°C, 60’
E.canis Extensdo final: 72°C, 4’ Bulla et al
(16S rRNA) (2000)
CAATTATTTATAGCCTCTGG  Desnaturacao inicial:
ECA-F CTATAGGAA 94°C, 10°
40 ciclos de:
TATAGGTACCGTCATTATCT  Desnaturagdo: 94°, 60°° 389pb
ECA-R TCCCTAT Anelamento: 60°C, 60’
Extensao: 72°C, 60’
Extensao final: 72°C, 4’
Desnaturacdo inicial:
HC-18S-F CACCAGGTCCAGACATAGA 95°C, 3’
H.canis AAG 35 ciclos de:
(18S rRNA) Desnaturagdo: 95°, 30’
Anelamento: 62°C, 30"’ 306pb Kaur et al.
HC-185-R AAGCTTACCAGCCAAGGTTA  Extensdo: 72°C, 45’ (2020)
T Extensdo final: 72°C, 1

As PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 12,5 pL. de master

mix (Platinum PCR SuperMix, Cellco®), 1 uL de cada primer (10uM), 9,5 uLL de &gua DEPC

e 1 pL de DNA. Para amplificacdo de DNA de Ehrlichia canis foi empregada a nested PCR,

utilizando-se 1 uL do produto da primeira etapa da PCR como amostra para a segunda reacao.
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A amplificacdo do DNA de Anaplasma platys, Babesia vogeli e Hepatozoon canis foi realizada
por PCR convencional. Para todas as reagdes foram utilizados como controle positivo DNA de
amostras sabidamente positivas para 0s agentes pesquisados, como controle negativo, agua
DEPC.

Todos os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
em tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 1X, utilizando GelRed® como corante evidenciador de
DNA por 50 minutos a 120 volts. Para determinagdo do tamanho dos produtos amplificados foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (Ludwig®), seguindo recomendacdes do
fabricante. Apds a eletroforese, o gel foi visualizado em transiluminador de luz UV
(Proteinsimple®) e registrado utilizando-se o programa Alphalmager Mini System. Foram
consideradas positivas para A. platys, B. canis, E. canis e H. canis as amostras que apresentaram
um produto amplificado de aproximadamente 386pb, 602pb, 389pb e 306pb, respectivamente.

2.4 Sequenciamento e analise filogenética

Os produtos de PCR foram submetidos a purificacdo utilizando esferas magnéticas
(SpeedBead Magnetic Carboxylate Modified Particles, Azide 0,05%, GE Healthcare UK
Limited, Little Chalfont Buckinghamshire), e sua concentracdo e pureza avaliadas por
espectrofotometria (NanoDrop™ Spectrophotometers, Thermo Scientific, Waltham, EUA). O
sequenciamento foi realizado no analisador genético 3500 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), pelo método Sanger, utilizando primers especificos para cada espécie (Tabela 1)

em ambas as direcdes.

As sequéncias senso e antisenso foram cortadas e montadas utilizando o software
Geneious Prime (versdo 2020.2.1). Posteriormente, foram comparadas com outras sequéncias
depositadas no banco de dados de nucleotideos GenBank® utilizando a ferramenta de
nucleotideos BLAST® para verificar o percentual de identidade. As sequéncias genéticas foram
alinhadas com sequéncias conhecidas obtidas do GenBank com a ferramenta Mafft v7.520
(Katoh; Standley, 2013). Uma arvore filogenética de maxima verossimilhanca foi reconstruida
usando o 1Q-TREE versdo 2.2.0.3 (Minh et al., 2020), empregando o modelo de ajuste ideal
determinado pelo ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). A visualizagdo e edicdo da

reconstrucdo foram realizadas utilizando o software FigTree v.

2.5 Andlise estatistica
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Os dados foram expressos em frequéncia simples e porcentagem obtidos através do
programa estatistico SAS System for Windows 9.0 (SAS Inst., Cary, Estados Unidos). Para
verificar a associacao das diferentes variaveis estudadas frente a infecgdo foram utilizados os
testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher. Este ultimo utilizado quando a frequéncia esperada

foi inferior a 5.

3. Resultados
Todas as 181 amostras submetidas a PCR para detec¢do do gene beta-actina de cdo
amplificaram um produto de aproximadamente 98 pb, sendo consideradas positivas e

confirmando a viabilidade do material gendmico utilizado.

E. canis foi o0 agente mais detectado a PCR nos animais deste estudo (41,9%, 76/181),
seguido por H. canis (35,4%, 64/181), A. platys (21,5%, 39/181) e B. vogeli (7,7%, 14/181)
(Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de positividade & PCR associada aos tipos de infeccdo* em cées de

populacdo hospitalar naturalmente infectados por Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia
canis e Hepatozoon canis em uma area do semiarido brasileiro, 2023.

L Multi-infeccéo Coinfeccéo Monoinfecgéo
Variaveis p-valor
Freq. % Freq. % Freq. %
PCR(+)! Anaplasma platys
i 10 90,9 18 46,2 11 13,6
Sim <0,001**
Néo 01 9,1 21 53,8 70 86,4
PCR(+) Babesia vogeli
Sim 06 54,5 06 15,4 02 2,5
*%x
Néio 05 455 33 846 79 975 <0001
PCR(+) Ehrlichia canis
Sim 10 90,9 25 64,1 41 50,6
0,022**
Nio 01 9,1 14 35,9 40 49,4
PCR(+) Hepatozoon canis
Sim 08 72,7 29 74,4 27 333
*
Nio 03 27,3 10 25,6 54 66,7 <0,001

* Significancia estatfstica (p<0,05 — Qui-quadrado); ** Significancia estatistica (p<0,05 — Exato de Fisher); *
Categoria “Negativos” excluida da analise.
IPCR(+): positivo a PCR.

Foi observada monoinfeccdo pelos patogenos estudados em 44,7% (81/181) das
amostras. Destes, 0 DNA de E. canis foi 0 mais frequentemente detectado em 22,6% (41/181)
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dos animais, seguido por H. canis em 14,9% (27/181), A. platys em 6,1% (11/181) e B. vogeli
em 1,1% (2/181).

Dos cées analisados, 21,5% (39/181) estavam coinfectados, sendo a coinfecgdo por E.
canis e H. canis a mais frequente, observada em 8,8% (16/181) dos animais, seguida pelas
coinfeccdes por A. platys com H. canis em 6,6% (12/181), A. platys com E. canis em 2,8%
(5/181), E. canis com B. vogeli em 2,2% (4/181), A. platys com B. vogeli em 0,5% (1/181) e
B. vogeli com H. canis em 0,5% (1/181) dos cées. Esses resultados revelam que 84,6% (33/39)
dos animais com co-infeccBes estavam infectados concomitantemente por bactérias e

protozoarios.

Dentre as multinfec¢des, a mais frequente foi E. canis com A. platys e H. canis, presente
em 2,8% (5/181) dos casos, seguida por B. vogeli com A. platys e E. canis em 1,7% (3/181),
E. canis com B. vogeli e H. canis em 0,5% (1/181) e A. platys com B. vogeli e H. canis em
0,5% (1/181). Um animal (0,5%) estava multinfectado por todos os quatro patdgenos

pesquisados.

Quanto a pesquisa direta dos agentes ao esfregaco sanguineo (Tabela 3), morulas de
Anaplasma sp. foram observadas em 20% (36/180) e gametdcitos de Hepatozoon sp. em 15%
(27/180) dos cées analisados. Mérulas de Ehrlichia sp. foram visualizadas em 11,11% (20/180)
e merozoitos de Babesia sp. em 1,67% (3/180) dos animais. A frequéncia de animais positivos
a hematoscopia que, apds confirmacdo molecular, constatou-se nao corresponder ao DNA de
A. platys, H. canis, E. canis e B. vogeli foi de 20,4% (10/49), 6,1% (3/49), 4,1% (2/49) e 2%

(1/49) dos caes, respectivamente.
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Tabela 3. Frequéncia da positividade a pesquisa direta em esfregaco sanguineo associada aos
tipos de infeccao! em cées de populacédo hospitalar naturalmente infectados por Anaplasma sp.,
Babesia sp., Ehrlichia sp., Hepatozoon sp. em uma &rea do semiarido brasileiro, 2023.

Variaveis inl;gl;:;t(;éo Coinfeccédo Monoinfeccdo Negativo p-valor
Freq. % Freq. % Freq. % Freq. %

ES(+)2 para

Anaplasma sp.
Sim 04 36,4 11 28,2 11 13,6 10 204 0,111
Né&o 07 63,6 28 71,8 70 86,4 39 79,6

ES(+) para

Babesia sp.
Sim 0 0,0 0 0,0 02 2,5 01 2,0 1,0
Né&o 11 100,0 39 100,0 79 97,5 48 98,0

ES(+) para

Ehrlichia sp.
Sim 03 27,3 05 12,8 10 12,3 02 4,1 0,105
Né&o 08 72,7 34 87,2 71 87,7 47 95,9

ES(+) para

Hepatozoon sp.
Sim 02 18,2 10 25,6 12 15,0 03 6,1 0,071
Né&o 09 81,8 29 74,4 68 85,0 46 93,9

Significancia estatistica (p<0,05 — Exato de Fisher).
1Tipo de infeccdo determinado pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
2ES(+): positivo ao esfregaco sanguineo.

Ao analisar a associacdo da positividade a PCR ao tipo de infec¢do, constatou-se que
todas as variaveis (patdgenos pesquisados) estavam significativamente associadas a
monoinfecc¢des, coinfeccdes e multinfecgbes (Tabela 2), diferentemente da positividade dos
agentes no esfregaco sanguineo, que demonstrou ndo estar associado aos diferentes perfis de

infeccdo (Tabela 3).

Foram selecionadas aleatoriamente 10 amostras de cada agente pesquisado para
sequenciamento genético, sendo todas provenientes de casos de monoinfeccdo. Os resultados
do alinhamento revelaram que todas as sequéncias geradas neste estudo foram idénticas entre
os amplicons de cada patdgeno. Por esta razdo, apenas uma sequéncia de cada agente foi
depositada na base de dados do Genbank. Foi observada 100% de identidade entre a sequéncia
consenso e as sequéncias obtidas do GenBank na pesquisa BLASTn (GenBank: A. platys
CP046391.1, E. canis MK281328.1, B. canis vogeli e H. canis AY461378). Sequéncias
parciais do gene 16S rRNA (E. canis e A. platys) e do gene 18S rRNA (B. vogeli e H. canis)
obtidas neste estudo foram depositadas no banco de dados GenBank sob os nimeros de acesso
PP211477, PP211197, PP211446 e PP211449, respectivamente.
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No momento da analise do cromatograma das sequéncias de H. canis, observou-se que
nove das 10 amostras de H. canis selecionadas apresentaram picos duplos em um sitio na
posicdo 1873 (Adenina/Guanina). Essas sequéncias ndo foram depositadas no banco de dados
GenBank.

A analise filogenética de maxima verossimilhanca da pequena subunidade do gene do
RNA ribossdmico mostrou que a sequéncia de Hepatozoon canis utilizada foi agrupada com
outras linhagens de H. canis (nimero de acesso: AY461378, MN181508), divergindo de outras
espécies do género Hepatozoon (Figura 1).

Hepatozoon ursi (EUB41717) - Ursus thibetanus japonicus

| Hepatozoon martis (0M256567) - Martes martes - Hungary

| p martis ( Jim lis concinna - Hungary

Hepatozoon felis (OM422756) - Felis silvestris - Hungary

Hepatozoon felis (0OM256568) - Felis silvestris - Hungary

Hepatozoon felis (00695453) - Haemaphysalis longicornis - China

Hepatozoon felis (MT216593)- Felis catus - Uruguay

Hepatozoon canis ( AY461378) - Canis familiaris - Spain

Hepatozoon canis (PP211449) - Brazil

Hepatozoon canis (MN181568) - Canis lupus - India

Hepatozoon canis (MH615606) - Canis Lupus - Israel

Hepatozoon canis (AY150667) - Vulpes vulpes - Spain

Hepatozoon canis (EF622696) - Hydrochaeris hydrochaeris - Brazil

Hep. americanum (AF176836)

Adelina dimidiata (DQ096835)

Figura 1. Arvore filogenética baseada na sequéncia parcial do gene 18S rRNA de Hepatozoon
canis detectado em cdes de populacdo hospitalar provenientes de uma area no semiarido
brasileiro, empregando o modelo de ajuste ideal determinado pelo ModelFinder, usando o
programa IQ-TREE versdo 2.2.0.3. Entre parénteses o nimero de acesso da sequéncia obtida
neste estudo e de outras provenientes do banco de dados GenBank.

A sequéncia de Babesia vogeli agrupou-se com outras cepas de B. vogeli descritas em
diferentes regibes geograficas (india, Cabo Verde, Taiwan, México, Tailandia, China, EUA),

bem como uma sequéncia descrita em Recife, Brasil (acesso GenBank: FJ588003) (Figura 2).
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Babesia canis canis (MK256974) - Brazil
Babesia canis rossi (LC331056) - Zambia
51

Babesia canis rossi (KY463431) - Brazil
Babesia canis rossi (LC556378) - Malawi
Babesia canis vogeli (P211449) - Brazil

Babesia canis vogeli ()X861393) - India

Babesia canis vogeli (F/588003) - Brazil

Babesia canis vogeli (EF180054) -Taiwan

29

10Babesia canis vogeli (MK881125) - China

'~ Babesia canis vogeli (EU084675) - USA

Babesia bigemia (KT124503) - Brazil

51

Babesia canis vogeli (GQ395377)- Cape verde

Babesia canis vogeli (KT946903) - Mexico

Nﬂabesia canis vogeli (ON005139) - Thailand

Figura 2. Arvore filogenética baseada na sequéncia parcial do gene 18S rRNA de Babesia
vogeli detectado em cées de populacdo hospitalar provenientes de uma area no semiarido
brasileiro, empregando o modelo de ajuste ideal determinado pelo ModelFinder, usando o
programa 1Q-TREE versédo 2.2.0.3. Entre parénteses o nimero de acesso da sequéncia obtida

neste estudo e de outras provenientes do banco de dados GenBank.

A relacdo filogenética do gene 16S rRNA das sequéncias recuperadas para Ehrlichia

canis e Anaplasma platys demonstrou sua semelhanca com diferentes cepas descritas

mundialmente, conforme ilustrado na Figura 3.

~ Anaplasma marginale (F/226454) - Japan

— Anaplasma centrale (EF520690) - Italy

Anaplasma platys (OK560288) -Taiwan
Anaplasma platys (MK121782) - Colombia
Anaplasma platys (KU500905) - Malaysia
Anaplasma platys (MN630836) - China
Anaplasma platys (KY594914) - Turkey
Anaplasma platys (KT982643) - India
Anaplasma platys (AF303467) - France
Anaplasma platys (AY530806) - Spain
Anaplasma platys (EF139459) - Thailand
Anaplasma platys (JQ396431) - Germany
Anaplasma platys (MN630834) - China
Anaplasma platys (LC269820) - Zambia

_ Anaplasma platys (KX180946) - Italy

Anaplasma platys (PP211197) - Brazil
Anaplasma platys (MK506833) - Cuba
Anaplasma platys (MK506833) - Cuba

Anaplasma phagocytophilum (KF790913) - Brazil

Ehrlichia canis (MW412717) - China
Ehrlichia sp. (MK281328) - India
Ehrlichia canis (PP211477) - Brazil
Ehrlichia canis (KF972446) - Brazil
Ehrlichia canis (JN982339) - Nigéria
Ehrlichia canis (U26740) - Israel
Ehrlichia canis (MK507008) - Cuba
Ehrlichia canis (KC479022) - Spain
Ehrlichia canis (JX861392) - India
Ehriichia canis (EF195135) - Brazil
Ehrlichia canis (EF011110) - Greece
Ehrlichia canis (EU263991) - Thailand
Ehrlichia canis (AY621071) - Turkey
Ehrlichia canis (AF536827) - Japan
Ehrlichia canis (EU439944) - Italy
Rickettsia rickettsii (DQ150694)
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Figura 3. Arvore filogenética baseada nas sequéncias parciais de 16S rRNA de Ehrlichia canis
e Anaplasma platys detectado em cdes de populacdo hospitalar provenientes de uma area no
semiérido brasileiro, empregando o modelo de ajuste ideal determinado pelo ModelFinder,
usando o programa IQ-TREE versdo 2.2.0.3. Entre parénteses o numero de acesso das
sequencias obtidas neste estudo e de outras provenientes do banco de dados GenBank.

4. Discusséo

Sabe-se que a exposicdo de cdes as hemoparasitoses em todo 0 mundo esté associada ao
aumento da atividade dos ixodideos vetores em regides com condi¢des climaticas e ambientais
favoraveis (Yabsley e Shock, 2013). O nordeste brasileiro apresenta condi¢es climaticas
propicias ao desenvolvimento do carrapato vetor R. sanguineus s.l. (Tanikawa et al., 2013),
aumentando a probabilidade desses animais serem expostos a mais de agente infeccioso
transmitido por esse vetor (Rotondano et al., 2017; Lopes et al., 2018), o que evidencia a
necessidade de estudos que determinem a ocorréncia de maltiplos patégenos transmitidos por

R. sanguineus s.l. nessa regiéo.

Este é o primeiro e 0 mais extenso trabalho a utilizar a Reagdo em Cadeia da Polimerase
como método de diagndstico para determinar a frequéncia de infeccdo Unicas e multiplas por
Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis e caracterizar
filogeneticamente esses agentes no estado do Rio Grande do Norte. Nosso estudo revelou
elevada frequéncia de hemoparasitas transmitidos por carrapatos em cdes de populagéo
hospitalar no seminario brasileiro, em que aproximadamente trés em cada quatro cdes estavam
infectados por pelo menos um agente patogénico pesquisado. Embora 44,7% destes estivessem
monoinfectados, a frequéncia de coinfec¢bes (21,5%) e multinfec¢bes (6,1%) também se

destacaram.

A elevada frequéncia desses agentes na regido estudada pode ter se dado devido a alguns
fatores, como a populacdo de estudo, método de diagnostico utilizado e a presenca e
distribuicdo do vetor. A populacéo analisada, por ser composta por cdes com suspeita clinico-
laboratorial de hemoparasitoses, pode ter contribuido para a elevada frequéncia nessa regiao,

além da alta sensibilidade e especificidade do método de diagnostico utilizado.

Devido a utilizacdo da PCR neste estudo como método de diagnostico, foi possivel
identificar ndo apenas uma exposi¢cdo ao agente, mas casos de infeccdo ativa por esses
patdgenos, demonstrando a real situacdo dessas hemoparasitoses no tipo de populagéo
analisada. Epidemiologicamente, a utilizagé&o dessa ferramenta molecular se faz importante por

permitir a identificacdo e distin¢do de animais sadios dos que sao fonte de infecc¢do para outros
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vetores e animais, além de favorecer o tratamento adequado direcionado ao patdgeno

envolvido na infeccao.

As condicdes climaticas favoraveis a presenca e distribuicéo do vetor na regido estudada
também podem ter influenciado, tendo em vista que habitualmente a transmissdo dessas
doencas esté ligada diretamente ao vetor (Dantas-Torres et al., 2020), além de contribuir para
a exposicdo desses animais a mais de um tipo de hemoparasita, ja que a abundéncia dos
ixodideos aumentam o risco de infec¢do (Piantedosi et al., 2017; Di Cataldo et al., 2021). O
que corrobora com os dados obtidos em nosso estudo, em que 84,62% dos animais coinfectados

estavam parasitados concomitantemente por diferentes espécies de bactérias e protozoarios.

A erliquiose canina é considerada uma das principais doencas infecciosas na rotina
clinica de pequenos animais, provavelmente devido a ampla disseminacdo do carrapato
Rhipicephalus sanguineus s.l. em todo Brasil (Dantas-Torres et al., 2012). Neste estudo, 0
DNA de E. canis foi o0 mais frequentemente detectado pela nPCR. A. platys, outra bactéria da
ordem Rickettsiales, foi o terceiro agente com maior ocorréncia na populacdo estudada,
evidenciando a necessidade de mais pesquisas para um melhor entendimento epidemiologico
dessas doencas no estado do Rio Grande do Norte, tendo em vista que 90,9% (10/11) dos

animais multi-infectados apresentaram positividade para E. canis e A. platys (Tabela 2).

A infeccdo por B. vogeli foi a que apresentou a menor deteccdo entre 0os patdgenos
estudados em monoinfeccdes (2,5%), coinfecgdes (15,4%) e multinfeccbes (54,5%) (Tabela
2). A baixa ocorréncia desse agente na regido nordeste também ja foi evidenciada por outros
autores que utilizaram a PCR como método de diagndstico. Braga et al. (2019) relataram uma
positividade de 4,8% (15/315) em cées de populacdo hospitalar no estado do Piaui, Costa et al.
(2015), obtiveram uma positividade de 0,9% (3/322) em populacfes caninas de area rural e
urbana do interior do Maranhdo e Rotondano et al. (2015) observaram uma positividade de
10% (10/100) em cdes de populagdo hospitalar na Paraiba. Mesmo com a baixa ocorréncia, se
faz necessario o acompanhamento periodico desse patogeno por meio de investigacOes
epidemioldgicos, tendo em vista que a prevaléncia desse protozoario pode variar a depender
da dispersdo do seu vetor R. sanguineus s.l. e 0 aumento da mobilidade dos hospedeiros
(Beugnet; Moreau, 2015).

Embora a forma subclinica da babesiose canina no Brasil seja a predominante (Vidotto

e Trapp, 2004), possivelmente devido a espécie de Babesia sp. mais prevalente no territdrio
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nacional ser a B. vogeli, animais com o status imunoldgico comprometido, bem como em casos
de coinfecgdes com outros patdgenos transmitidos por R. sanguineus s.l. podem intensificar a

gravidade da doenca e prejudicar o prognostico do paciente (Schnittger et al., 2012).

Dados sobre a ocorréncia da hepatozoonose canina no semiarido nordestino séo
escassos. A deteccdo de H. canis em 35,4% dos cées analisados evidencia a relevancia deste
estudo, tendo em vista que o0 patdgeno esteve presente em 74,4% dos casos de coinfeccdo e
72,7% das multinfec¢cdes. A importancia desses achados se da principalmente pela forma que
essa doenca pode se apresentar, variando desde manifestacfes assintométicas a uma variedade
de sinais clinicos inespecificos, além do carater cronico e debilitante que pode favorecer

infeccdes simultaneas por outros agentes (Baneth, 2011).

Estudos como o de Fonseca et al. (2022) relataram a ocorréncia de infeccdo por H. canis
em 11,8% (18/153) dos cédes domiciliados de Jericoacoara (Ceard), utilizando a PCR como
método de diagnostico, assim como Lopes et al. (2019), que relataram a deteccdo do DNA de
H. canis em 10% (2/20) dos cdes da zona rural de Natal (Rio Grande do Norte). A
hepatozoonose canina € mais prevalente em regides rurais, devido a possibilidade de o
patdgeno responsavel ter um ciclo natural silvestre e maior chance dos mamiferos envolvidos
se infestarem pelos vetores (Demoner et al., 2013). O aumento da frequéncia desse patdgeno
em areas urbanas ressalta a necessidade de mais investigacdes para a compreensdo da dindmica

epidemioldgica dessa doenca nessas localidades.

As consequéncias nas alteracdes clinicas em cdes coinfectados e multinfectados por E.
canis, A. platys. H. canis e B. vogeli ndo sdo bem esclarecidas na literatura. As diversas
combinacg0es de coinfecgbes e multinfeccOes relatadas neste estudo reforgcam a necessidade de
estudos que abordem os aspectos epidemioldgicos e clinicopatolégicos de cdes naturalmente
infectados por esses hemoparasitas, ja que a associacdo desses patdgenos podem ser
responsaveis por potencializar a doenca clinica, dificultar o diagndstico e a instituicdo de

tratamento adequado (Lara et al., 2020).

Ao confrontarmos os resultados da pesquisa direta dos patdgenos em esfregaco
sanguineo com aqueles do diagnostico molecular (Tabela 3), j& era esperada uma menor
positividade no primeiro método. Embora simples e de facil execucéo, a identificacdo direta

do agente em lamina apresenta uma baixa sensibilidade e especificidade, que ndo permite
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distinguir diferentes espécies e pode ser influenciada pela experiencia do profissional e a fase
da doenca em que o animal se encontra (Kaewkong et al., 2014).

Pat6genos identificados a hematoscopia e ndo confirmados ao diagnéstico molecular
podem ser decorrentes de inclusdes intracelulares inespecificas. Essas inclusées em células
sanguineas muitas vezes estdo relacionadas a ativagédo celular em processos inflamatorios, que
podem ser confundidas com outros hemoparasitas (Ferreira et al., 2007). Além disso, ndo
podemos descartar a possibilidade da infecgéo por outros organismos da ordem Rickettsiales,
espécies de piroplasmas e Hepatozoon spp. que ndo foram testados nesta pesquisa. O nivel de
parasitemia também deve ser considerado em casos de auséncia de amplificacdo a PCR
(Gomes et al., 2016), sendo recomendado outras variacdes dessa técnica molecular como a
reacdo em cadeia polimerase nested (nPCR) e a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(QPCR) nesses casos, por apresentarem maior sensibilidade de diagndstico (Rufino et al.,
2013).

Para a caracterizacdo genotipica de microrganismos por meio de sequenciamento
genético, recomenda-se a utilizacdo de genes que mantém alto grau de conservacao dentro do
género avaliado e que apresentem sequéncias de nucleotideos longas. O gene 16S rRNA
utilizado neste estudo para caracterizar filogeneticamente as bactérias E. canis e A. platys é
altamente conservado com baixas frequéncias de mutacéo, no entanto, ndo é o gene indicado
para observar variagfes genéticas dentro de cada espécie, mas apresenta grande aplicacdo para
a distingdo entre espécies (Dumler et al., 2001). Este fato também foi observado nesta pesquisa,
demonstrado pela alta similaridade entre as diferentes cepas descritas mundialmente com as de

Ehrlichia canis e Anaplasma platys provenientes deste estudo.

A partir do sequenciamento parcial do gene 18S rRNA que € utilizado para estudos
evolutivos de Babesia spp. e Hepatozoon spp. (Pinyoowong et al., 2008), foi possivel observar
grande similaridade das amostras de H. canis e B. vogeli obtidas na cidade de Mossoro,
localizada no seminario brasileiro, com amostras de referéncia para essas espécies de outras
regides do Brasil e do mundo. Apesar desse gene ser o mais estudado para 0s agentes em
questdo, ele apresenta algumas limitacfes para estudos moleculares e filogenéticos devido ao
tamanho das sequéncias geradas serem pequenos, o que pode impossibilitar uma caracterizagdo

filogenética mais detalhada a depender da aplicacdo (Gomes et al., 2016; Modry et al., 2017).
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A presenca de picos duplos na analise cromatografica de algumas das sequencias de H.
canis que ndo foram utilizadas para a analise filogenética neste deste estudo podem sugerir
uma possivel coinfeccédo por diferentes isolados, no entanto, é necessario utilizar a técnica de

clonagem molecular para caracterizar adequadamente essas sequéncias.

Os resultados das andlises moleculares realizadas neste trabalho representam uma
grande contribuicdo para o conhecimento da etiologia e distribuicdo geogréfica de A. platys,
B. vogeli, E. canis e H. canis no nordeste brasileiro, tendo em vista a auséncia de publicagdes
prévias que fornecam dados sobre a caracterizacdo molecular desses patdgenos na regido

estudada

5. Conclusodes

Este foi o primeiro e 0 mais extenso trabalho a utilizar a Reagdo em Cadeia da
Polimerase como método de diagndstico da infeccdo por Anaplasma platys, Babesia vogeli,
Ehrlichia canis e Hepatozoon canis, além de concomitantemente caracterizar

filogeneticamente esses agentes, no estado do Rio Grande do Norte.

Foi possivel evidenciar uma elevada frequéncia desses hemoparasitas na populacéo
estudada, sendo E. canis o patégeno de maior ocorréncia, seguido por H. canis, A. platys, B.
vogeli, com animais frequentemente infectados por diferentes espécies de bactérias e
protozoarios de forma simultdnea, demonstrando a necessidade de investigacdo de multiplos
patdgenos transmitido por R. sanguineus s.l. no diagndstico de doencas transmitidas por este

carrapato em regides endémicas.

As diversas combinagdes de coinfeccbes e multinfeccOes relatadas neste estudo
reforcam a necessidade de vigilancia e medidas preventivas adequadas para garantir a satde
desses animais, ja que a associacdo desses patdogenos podem exacerbar as alteracdes clinicas,
dificultar a instituicdo de tratamento adequado para cada espécie envolvida e piorar o
prognostico do paciente. Ainda, o diagndstico e tratamento precoces e precisos sdo essenciais
para reduzir a frequéncia de cées infectados, 0s quais podem ser fonte de infec¢do para outros

carrapatos vetores, favorecendo a transmissdo das doengas.
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Fatores epidemioldgicos e clinicopatoldgicos associados a infec¢do por multiplos
patdgenos transmitidos por R. sanguineus s. I. em cées naturalmente infectados no
Semiarido Nordestino, Brasil

Bruno Vinicios Silva de Araljo; Gabriela Linhares Leite; Michelly Fernandes de Macedo;
Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes; Juliana Fortes Vilarinho Braga

Resumo

Os cdes domesticos sdo susceptiveis a infeccéo por varios agentes transmitidos por ixodideos
que albergam e transmitem grande variedade de patdgenos, como 0s protozoarios Babesia
vogeli e Hepatozoon canis, e bactérias como Ehrlichia canis e Anaplasma platys, 0s quais
sdo responsaveis por diversas manifestacdes clinicas nos hospedeiros infectados. Raros séo
o0s dados sobre os aspectos epidemioldgicos e clinicos de cées coinfectados e multi-infectados
no territério brasileiro. Diante disso, o0 objetivo do presente estudo foi determinar o perfil
epidemioldgico e clinicopatolégico de cdes monoinfectados, coinfectados e multi-infectados
por A. platys, E. canis, B. vogeli e/ou H. canis. Para isso, cées de populagdo hospitalar sob
suspeita clinica laboratorial de hemoparasitoses foram selecionados e amostras sanguineas
foram coletadas para determinacdo do hematocrito e contagem de plaquetas. Foram
considerados animais monoinfectados, coinfectados e multi-infectados aqueles em que houve
deteccdo de um, dois e trés ou mais patdgenos, respectivamente. Para correlacionar as
variaveis epidemiologicas, clinicopatologicas e o tipo de infeccdo foram utilizados os testes
de Qui-quadrado ou exato de Fisher e a magnitude das associac¢Ges foi estimada pelo Odds
ratio seguida por regressao logistica multinomial. Esta é a primeira pesquisa a analisar as
caracteristicas epidemioldgicas e clinicopatolégicas dos cdes naturalmente infectados por
esses patdgenos, correlacionando com os diferentes tipos de infec¢do, considerando o
numero de patdgenos envolvidos. Os cdes com histdrico de carrapato possuiram 3,41 vezes
mais chance de estarem coinfectados em comparacdo aqueles que ndo possuiam esse
histérico. Multi-infec¢do (90,9%) e coinfeccdo (84,6%) foram mais frequentes em animais
que ndo faziam uso de medicacao carrapaticida, em compara¢do aos monoinfectados (56,8%)
e ndo infectados (56%). Os individuos que possuiam historico de uso de carrapaticidas
mostraram-se menos propensos a infecgdes. Os individuos machos apresentaram maior
chance de se infectar em comparacdo a fémeas. Cdes com sinais clinicos de epistaxe,
hiporexia ou anorexia, onicogrifose, desidratacdo e presenca de ectoparasitas apresentaram
mais chance de estarem multi-infectados em comparagéo aos outros tipos de infec¢do. Dentre
as variaveis hematoldgicas analisadas, a trombocitopenia apresentou alta prevaléncia em
todos os tipos de infeccdo, tendo os cdes multinfectados 16,3 vezes mais chance de
apresentarem esta condigéo, e cées coinfectados 2,11 vezes mais chance de apresentarem
anemia. Os achados deste estudo permitiram concluir que as variaveis epidemioldgicas
historico de ectoparasitismo e 0 uso de medicacdo carrapaticida foram influenciadas a
depender do tipo de infeccdo e os animais multi-infectados e coinfectados apresentaram um
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maior numero de alteracbes clinicas inespecificas, acompanhadas de alteracfes
hematologicas como anemia e trombocitopenia. Em é&reas com condi¢des climaticas
favoraveis ao R sanguineus s.l., recomenda-se a investigacdo de um conjunto de patégenos
envolvidos nas DTV, tendo em vista que as alteracBes clinicas e laboratoriais relatadas
podem ser comuns nos diferentes tipos de infeccdo. Esses achados contribuem para um
melhor entendimento do perfil epidemioldgico e clinicopatolégico dos caes infectados por
um ou multiplos patdgenos transmitidos por carrapatos, permitindo uma melhor
compreensdo da dindmica dessas doencas no semiarido Nordestino.

Palavras-chave: Anaplasma platys; Babesia vogeli; Ehrlichia canis; Hepatozoon canis;
Carrapatos; DTV.

1. Introducéo
As doencas transmitidas por vetores (DTV) representam um importante grupo de
doengas que acometem cdes e humanos (Who, 2017), sendo o carrapato um dos principais
artropodes envolvidos na disseminacao dessas enfermidades (Melo et al., 2016; Mahachi et
al., 2020), principalmente em areas altamente endémicas, como a América Latina (Bonilla-
Aldana et al., 2022).

A emergéncia e reemergéncia das DTV estdo ligadas a fatores de desordem ecoldgica,
como as alteragbes climaticas, perda da biodiversidade e urbanizacdo, que provocam a
redistribuicdo dos vetores, expansdo dos seus limites geograficos e aumento da
acessibilidade a determinados nichos ambientais, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais (Han et al., 2016; Solano-Gallego et al., 2016; Rocklév; Dubrow, 2020).

O cédo doméstico é susceptivel a infeccdo por varios agentes transmitidos por
ixodideos que carreiam e transmitem grande variedade de virus, bactérias e protozoarios
(Zhang et al., 2017; Qiu et al., 2018), como as bactérias Ehrlichia canis e Anaplasma platys
e 0s protozoarios Babesia vogeli e Hepatozoon canis, hemoparasitos frequentemente
encontrados nesses animais no Brasil (Dantas-Torres e Otranto, 2014; Malheiros et al., 2016;
Sousa et al., 2017; Vieira et al., 2018), sendo responsaveis por diversas manifestacdes
clinicas nos hospedeiros infectados (Bouzouraa et al., 2017).

Os sinais clinicos variam de infeccdes agudas potencialmente fatais a doencas

crbnicas recrudescentes que podem ser transmitidas por esses hospedeiros caninos durante
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toda a sua vida (Kidd, 2019). Segundo Cevidanes et al. (2023), febre, palidez de mucosas,
anorexia e perda de peso sdo os sinais clinicos comumente apresentados pelos animais
infectados, além de alteracdes hematolégicas como anemia, trombocitopenia e,
ocasionalmente leucopenia, tendo alteracbes mais exacerbadas a medida que multiplas

infeccdes acometem esses hospedeiros.

Essas hemoparasitoses causadas por A. platys, B. vogeli, E. canis e H. canis
representam um desafio diagndstico importante na clinica médica veterinéria, devido os
sinais clinicos induzidos serem semelhantes e agravados em situacdes de coinfeccéo,
reduzindo a eficicia do tratamento e prejudicando o prognostico (Rucksak et al., 2019;

Guimardes et al., 2021).

Em cées, a incidéncia de coinfec¢des por hemoparasitos aumentou principalmente em
paises tropicais e subtropicais, podendo chegar a 36% (Boonhoh et al., 2023). No Brasil,
varios estudos evidenciaram a presenca de cées infectados por patégenos transmitidos por
carrapatos (Dantas-Torres et al., 2012; Braga e Silva, 2013; Bernardino et al., 2016; Gomes
etal., 2016; Soares et al., 2017; Sousa et al., 2017; Braga et al., 2019; Guimardes et al., 2021,
Fonséca et al., 2022), no entanto, raros sdo os dados sobre os aspectos epidemioldgicos e
clinicos de cées coinfectados e multi-infectados por esses agentes. Diante isso, 0 objetivo do
presente estudo foi determinar a associacao entre o perfil epidemiolégico e clinicopatoldgico
de caes naturalmente monoinfectados, coinfectados e multinfectados por Anaplasma platys,

Ehrlichia canis, Babesia vogeli e/ou Hepatozoon canis.

2. Material e métodos
2.1 Area do estudo e definicdo da amostra

Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (Parecer N° 25/2022) e a
coleta do material bioldgico realizada somente apds a assinatura do Termo de Consentimento

livre e esclarecido pelos tutores.

O estudo foi realizado no municipio de Mossor6 (5°11°15°°S, 37°20°39"W), Rio

Grande do Norte, que possui clima semiarido, tipo Aw’, segundo a classificacdo climética de
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W. Kdppen, caracterizado por um clima tropical chuvoso com inverno seco e estacdo chuvosa
no verdo, apresentando temperatura media de 27,4 °C, com precipitacdo pluviométrica anual
irregular e umidade relativa média do ar de aproximadamente 68,9% (Lemos Filho; Espinola;
Oliveira Junior, 2021).

O calculo amostral para populac6es infinitas seguiu recomendacgdes propostas por
Heinrich et al., (2021) pela formula n=Z2c/2.P(1-P)/e2, considerando o grau de confianca
(2) de 1,96, probabilidade de sucesso (P) de 50% e erro amostral (e) de 9%.

Como critério de inclusdo a populacéo de estudo envolveu cées sob suspeita clinica
laboratorial de infeccdo por Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Babesia vogeli e/ou
Hepatozoon canis provenientes de hospitais publicos e populares, independente do sexo, raca
e idade. Desses cdes, 81 estavam monoinfectados, 39 coinfectados e 11 multi-infectados,
utilizando a Reacéo em Cadeia da Polimerase como método de diagnostico confirmatorio

(dados em fase de pré-publicacdo) (Aradjo et al., 2024).

2.2 Dados epidemiol6gicos e sinais clinicos

No momento da anamnese, 0s tutores foram questionados sobre o acesso do animal a
rua, uso de método(s) de controle de ectoparasitos, convivéncia do cdo com outros animais,
historico vacinal e historico de ectoparasitas. No exame fisico foram avaliadas as mucosas
oculares para identificacdo de anemia, ictericia e hemorragia, tempo de preenchimento
capilar (TPC), temperatura corporal e presenca de ectoparasitas. Essas informacdes e outras
alteracdes clinicas apresentadas pelo animal no momento do atendimento clinico foram
preenchidas em ficha clinico-epidemioldgica individual, onde também constava a suspeita

clinica, raca, sexo e idade do cao.

2.3 Coleta de sangue e analise hematoldgica

Para analise hematologica, foram coletados 0,5 ml de amostra sanguinea por
venopuncao cefélica ou jugular mediante antissepsia adequada e acondicionada em tubo com
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Os parametros considerados na pesquisa, HCT
(hematocrito) e PLT (plaquetas), foram determinados pelo analisador hematologico
automatico Hemacounter Vet 60-RT 7600® (Hemogram, Brasil), sendo a contagem de

plaquetas confirmada por meio de esfregacos sanguineos corados pela técnica de pandtico
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rapido, conforme Kerr (2003). Os valores de referéncia adotados foram estabelecidos por
Rizzi et al. (2010).

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em frequéncia simples e porcentagem obtidos através do
programa estatistico SAS System for Windows 9.0 (SAS Inst., Cary, Estados Unidos). Para
verificar a associagdo das diferentes varidveis estudadas frente a infec¢do foram utilizados os
testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher, sendo este utilizado quando a frequéncia esperada
foi inferior a 5. A magnitude das associagdes foi estimada pelo Odds Ratio (OR) com
intervalo de 95% de confianca (IC95%) seguida por regressao logistica multinomial para
verificar os multiplos fatores associados a infec¢do. Para essa analise, a categoria “negativo”
foi utilizada como referéncia. Inicialmente, participaram do modelo multivariado as variaveis
estatisticamente associadas ao desfecho na andlise univariada com valor de p<0,20,
permanecendo no modelo final somente as associadas com valor de p < 0,05. O teste de

Hosmer-Lemeshow foi utilizado para verificar a adequacdo dos modelos logisticos.

3. Resultados

Das sete varidveis epidemioldgicas analisadas neste estudo, apenas duas mostraram
estar significativamente associadas aos diferentes perfis de infeccdo, especificamente
historico de ectoparasitismo e uso de medicacdo carrapaticida. Mais da metade (54,5%, 6/11;
p=0,007) dos cdes multi-infectados e coinfectados (56,4%, 22/39; p=0,007) possuiam
historico de ectoparasitismo por carrapatos, e 0s animais com esse historico apresentaram
3,68 (IC 1,50 — 9,0) vezes mais chance de estarem coinfectados em comparacgdo aqueles que
ndo possuiam esse historico (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia e correlagdes entre variaveis epidemioldgicas e tipos de infeccGes em cdes naturalmente infectados por Anaplasma
platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis e atendidos no municipio de Mossor6/RN, 2023.

Variaveis Multi-infecgco Coinfeccéo Monoinfec¢do Negativo p-valor
OR (1C95%) OR OR
0, 0, 0, 0
Freq. % Freq. % (1C95%) Freq. % (1C95%) Freq. %
Sexo
Macho 07 636 2,85(0,73— 18 46,2 1,39(0,59 — 40 49,4 1,59 (0,77 - 19 38,0
11,06) 3,27) 3,26) 0.393
Fémea 04 364 1 21 538 1 41 50,6 1 31 62,0 ’

Historico acesso a rua

sim 05 455 0,46 (0,12 - 25 64,1 1,00 (0,42 - 50 61,7 0,90(0,43 - 32 64,0
1,75) 2,40) 1,88) 0,697
Nio 06 54,5 1 14 359 1 31 383 1 18 36,0 '
Historico vacinado
sim 01 9,1 0,16 (0,01 - 14 359 0,91(0,38 - 37 45,7 1,37 (0,66 — 19 38,0
1,37) 2,17) 2,81) 0,118
N&o 10 90,9 1 25 64,1 1 44 54,3 1 31 62,0
Historico convive outros
animais
sim 05 455 0,51(0,13 - 26 66,7 1,22 (0,51 - 41 50,6 0,62(0,30— 31 62,0
1,90) 2,94) 1.28) 0,264
N&o 06 54,5 1 13 33,3 1 40 49,4 1 19 38,0 '
Historico sadios
sim 03 27,3 0,41 (0,09 - 15 38,5 0,67 (0,29 — 25 30,9 0,48(0,23 - 24 48,0
1,71) 1,57) 1,02) 0,232
Nio 08 72,7 1 24 61,5 1 56 69,1 1 26 50,0

Histdrico de ectoparasitismo
por carrapato



Sim
Néo

Historico de uso de medicagdo
carrapaticida

Sim

Néo

06

05

01

10

54,5 3,41(0,89 -

13,10)
455 1
91 0,12 (0,01
1,07)
90,9 L

22

17

06

33

56,4

43,6

15,4

84,6

3,68 (1,50 —
9,0)
1

0,23 (0,08 —
6,51)

1

24

57

35

46

29,6

70,4

43,2

56,8

1,19 (0,54 —
2,64)
1

0,96 (0,47 —
1,97)

1

13

37

22

28

69

26,0

0,007*
74,0

44,0

0,002*
56,0

*Significancia estatistica (p<0,05 — Exato de Fisher). OR(IC95%) = Odds ratio (Intervalo de confianga 95%); Categoria “Negativo” foi utilizada como referéncia;

1 = Variavel de comparacéo.
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O uso de produtos carrapaticidas também demonstrou estar associado ao tipo de
infeccdo, onde a maioria dos cédes que ndo faziam uso dessas substancias encontrava-se
multi-infectados (90,9%, 10/11; p = 0,002) e coinfectados (84,6%, 33/39; p = 0,002), em
comparacdo aos monoinfectados (56,8%, 46/81; p = 0,002) e néo infectados (56%, 28/50; p
=0,002). Animais que possuiam histérico de uso de medicacdo carrapaticida mostraram-se

menos frequentemente infectados pelos agentes pesquisados (Tabela 1).

O teste de Qui-quadrado e o0 exato de Fisher utilizados para analisar o conjunto das
variaveis se complementaram com o OR, permitindo estabelecer a intensidade da relacéo
entre essas variaveis e o0s tipos de infec¢cdo, por meio de uma analise bivariada. Na tabela 1,
mesmo a variavel sexo ndo apresentando significancia estatistica, os machos apresentaram
2,85 (IC 0,73 —11,06) mais chance de estarem multi-infectados em comparacdo as fémeas.
A razdo de chance mais elevada para essa variavel em animais coinfectados (1,39, IC 0,59
— 3,27) e monoinfectados (1,59, IC 0,77 — 3,26) também existiu, no entanto, menor em

comparacdo a multi-infeccéo.

Das variaveis clinicopatoldgicas observadas na Tabela 2, apenas a frequéncia de
desidratacdo e onicogrifose variaram a depender do tipo de infeccdo. A desidratacdo foi mais
frequentemente observada em cées multi-infectados (54,5%, 6/11; p = 0,001) e coinfectados
(35,9%, 14/39; p = 0,001) quando comparadas aos ndo infectados (14%, 7/50; p = 0,001) e
monoinfectados (12,3%, 10/81; p = 0,001), assim como a onicogrifose, mais frequente em
individuos multi-infectados (18,2%, 2/11; p = 0,028) em comparacao a nao infectados (2%,
1/50; p = 0,028) e monoinfectados (1,2%, 1/81; p = 0,028).
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Tabela 2. Frequéncia das alteracdes clinico patoldgicas e sua correlagdo com os tipos de infeccbes em cées naturalmente infectados por
Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis atendidos no municipio de Mossor6/RN, 2023.

Multi-infecccdo Coinfeccéo Monoinfecgéo Negativo
Variaveis OR OR OR p-valor
0 0, 0 0
Freq. % (1C95%) Freq. % (1C95%) Freq. % (1C95%) Freq. %
Ectoparasitas
sim 04 36,4  4,19(0,93 11 28,2 2,88 (0,95 14 17,3 1,53 (0,54 - 06 12,0
—18,69) —8,67) 4,28) 0,101
NZo 07 63,6 1 28 71,8 1 67 82,7 1 44 88,0
Apatia
sim 06 54,5 1,52 (0,41 15 38,5 0,79 (0,33 28 346 0,67 (0,32 - 22 44,0
—5,67) -1,86) 1,38) 0,513
Nio 05 45,5 1 24 61,5 1 53 65,4 1 28 56,0
Anorexia
hiporexia
sim 08 72,7 474111 15 385 1,11(0,46 - 30 37,0 1,04 (0,50 - 18 36,0
—20,15) 2,64) 2,17) 0,148
Nio 03 27,3 1 24 61,5 1 51 63,0 1 32 64,0
Perda de peso
sim 05 45,5 2,95 (0,75 10 25,6 1,22 (0,45 13 16,0 0,67 (0,27 — 11 22,0
—11,54) —3,26) 1,65) 0,132
NZo 06 54,5 1 29 74,4 1 68 84,0 1 39 78,0
Desidratagéo
sim 06 54,5 7,37 (1,76 14 35,9 3,44 (1,22 10 12,3 0,86 (0,30 — 07 14,0
-30,82) —9,66) 2,44) 0,001*
Nio 05 45,5 1 25 64,1 1 71 87,7 1 43 86,0
Polidipsia
Sim 0 0,0 - 0 0,0 - 02 2,5 - 0 0,0
0,751
N&o 11 100,0 1 39 100, 1 9 975 1 50  100,0

Poliuria -



Sim

N&o
Hemoglobindria

Sim

N&o
Claudicacéo

Sim

Néo
Onicogrifose

Sim

Néo
Mucosas
hipocoradas

Sim
Né&o
Ictericia
Sim
Néo
Edema
Sim
Néo
Petéquias
Sim
Néo
Epistaxe

Sim

0
11

11

10

02

09

03

08

11

11

11

01

0,0
100,0 1
0,0 -
100,0 1

91  156(0,14

~ 16,65)
90,9 1
182  10(0,89 —
133,1)
81,8 1

27,3 0,797 (0,18

~3,41)
727 1
0,0 -
100,0 1
0,0 -
100,0 1
0,0 -
100,0 1

91 4,90 (0,28
~ 85,0)

0
39

39

03

36

39

15

24

39

39

39

04

0,0
100,0

0,0
100,0

1,7

92,3

0,0
100,0

38,5

61,5

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

10,3

1,30 (0,24
~ 6,85)
1

1,32 (0,55
~3,19)
1

5,60 (0,60
~52,27)

01
80

03
78

02

79

01

80

14

67

02
79

01
80

01
80

1,2
98,8

3,7
96,3

2,5

97,5

1,2

98,8

17,3

82,7

2,5
97,5

1,2
98,8

1,2
98,8

6,2

0,39 (0,64 —
2,46)
1

0,61 (0,036
~10,01)
1

0,44 (0,19 —
1,01)
1

3,22 (0,36 —
28,4)

0
49

50

03

47

01

49

16

34

11

11

11

01

0,0
100,0

0,0
100,0

6,0

94,0

2,0

98,0

32,0

68,0

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

2,0

72

1,0

0,439

0,344

0,028*

0,057

0,751

1,0

1,0

0,302



Né&o
Febre

Sim

Né&o
Conjuntivite

Sim

Né&o
Esplenomegalia

Sim

Né&o
Hepatomegalia

Sim

Nao

Linfadenomegalia

Sim

Néao

10

11

11

11

0
11

04

07

90,9

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

36,4

63,6

1,21 (0,31
—4,75)
1

35

03

36

03

36

0
39

01

38

20

19

89,7

7,7

92,3

7,7

92,3

0,0

100,0

2,6

97,4

51,3

48,7

0,75 (0,16
- 3,35)
1

0,75 (0,16
~3,35)
1

0,63 (0,05
~7,23)
1

2,23 (0,94
~5,31)
1

76

09

72

08

73

01

80

0
81

24

57

93,8

111

88,9

9,9

90,1

1,2

98,8

0,0
100,0

29,6

70,4

1,12 (0,35 —
3,57)
1

0,98 (0,30 —
3,20)
1

0,30 (0,02 —
3,39)
1

0,89 (041 —
1,01)
1

49

05

45

05

45

02

48

02

48

16

34

98,0

10,0

90,0

10,0

90,0

4,0

96,0

4,0

96,0

32,0

68,0

0,863

0,931

0,541

0,289

0,126

73

MEs*Significancia estatistica (p<0,05 — Exato de Fisher). OR(1C95%) = Odds Ratio (Intervalo de confianga 95%); Categoria “Negativo™ foi utilizada como
referéncia; 1 = Variavel de comparacéo.
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Pacientes que apresentavam onicogrifose (10,0, IC 0,89 — 133,1), desidratacao (7,37,
IC 1,76 — 30,82), epistaxe (4,90, IC 0,28 — 85,0), hiporexia ou anorexia (4,74, IC 1,11 —
20,15) e presenca de ectoparasitas (4,19, IC 0,93 — 18,69) possuiam mais chance de estarem
multi-infectados, e os que apresentavam epistaxe (5,60, IC 0,60 —52,27), desidratacao (3,44,
IC 1,22 — 9,66) e presenca de ectoparasitos (2,88, IC 0,95 — 8,67) tinham maior chance de
estarem coinfectados. As monoinfeccdes estavam relacionadas a uma maior chance em caes
que apresentavam ectoparasitas (1,53, IC 0,54 — 4,28) e epistaxe (3,22, IC 0,36 — 28,4)
(Tabela 2). Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica entre os tipos de infec¢cdes quanto
as alteracdes sistémicas (Tabela 3, material suplementar), foi observada elevada frequéncia

(63,6%, 7/11; p = 0,901) de alteragdes digestivas em animais multi-infectados.

Dentre as varidveis hematoldgicas analisadas, trombocitopenia apresentou alta
frequéncia em todos os tipos de infeccdo, chegando a uma OR de 16,3 (IC 3,48 — 77,0) em
caes multi-infectados, 7,95 (IC 1,70 — 4,20) em animais coinfectados e 5,16 (IC 2,07 — 12,84)
em monoinfectados. Cédes com anemia possuiram 2,11 (IC 0,90 —4,95) mais razao de chance
de estarem coinfectados, presente em 56,4% (22/39; p = 0,336) dos casos nesse tipo de

infeccdo (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia e correlagBes entre alteragdes hematoldgicas e tipos de infeccBes parasitarias causadas por Anaplasma platys,
Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis em caes atendidos no municipio de Mossor6/RN, 2023.

Multi-infec¢gdo Coinfeccéo Monoinfecgdo Negativo
Variaveis OR (IC95%) OR OR (1C95%) p-valor
0, 0, 0 0,
Freq. % Freq. % (1C95%) Freq. % Freq. %
Anemia
sim 04 36,4 0,932 (0,24 22 56,4 2,11 (0,90 — 35 43,2 1,24 (060 — 19 38,0
—3,61) 4,95) 2,55) 0,336
Nio 07 63,6 1 17 43,6 1 46 56,8 31 62,0
Trombocitopenia
sim 08 72,7 16,3 (3,48 - 22 56,4 7,95 (1,70 - 37 45,7 5,16 (2,07 - 07 14,0
77,0) 4,20) 12,84) <0,001**
Nio 03 27,3 1 17 43,6 1 44 54,3 1 43 86,0

Significancia estatistica (p<0,05 — Exato de Fisher). OR(IC95%) = Odds Ratio (Intervalo de confianga 95%); Categoria “Negativo” foi utilizada como

referéncia; 1 = Variavel de comparacéo.
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Apos a realizagdo do teste de Hosmer-Lemeshow para verificar se 0 modelo estava
ajustado, foi possivel observar um impacto significativo das varidveis nos tipos de infecgédo
estudados (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise multivariada multinomial* dos fatores associados aos tipos de infec¢do
por Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis atendidos no
municipio de Mossor6/RN, 2023.

Niveis de infeccdo OR (1C95%) p-valor
Multinfecgdo™
Trombocitopenia 14,21 (2,92 — 69,17) 0,001
Historico de carrapato 4,54 (1,10 - 19,77) 0,044
Historico de usar medicag&o contra carrapato 0,09 (0,01 -0,81) 0,032
Coinfeccdo™
Trombocitopenia 6,84 (2,37 —19,78) <0,001
Historico de carrapato 4,72 (1,72 - 12,95) 0,003
Historico de usar medicagdo contra carrapato 0,16 (0,05 —0,50) 0,002
Monoinfeccdo*
Trombocitopenia 5,17 (2,10 — 12,93) <0,001

Historico de carrapato -

Historico de usar medicacao contra carrapato -

* Categoria “Negativo” utilizada como base para analise; **Teste de Hosmer e Lemeshow: x*2 = 3,03; p=0,694;
***Teste de Hosmer e Lemeshow: x*2 = 4,39; p=0,494; ¥ Hosmer e Lemeshow n&o calculado.

4. Discussdo

Hemoparasitas dos géneros Anaplasma, Babesia, Ehrlichia, e Hepatozoon possuem
ampla distribuicdo no territdrio brasileiro (Vieira et al., 2013; Makino et al., 2016; Pacheco et
al., 2021; Bittencourt et al., 2022; Fonséca et al., 2022), causando graves problemas de saude
(Gallego et al., 2023), com morbidade e mortalidade significativas (Buddhachat et al., 2020).
No entanto, poucos sdo os estudos que abordam o impacto dessas infecgdes em individuos
coinfectados ou multi-infectados. Esta € a primeira pesquisa a analisar as caracteristicas
epidemioldgicas e clinicopatologicas dos caes naturalmente infectados por esses patdgenos,
correlacionando com os diferentes tipos de infec¢do, considerando o nimero de patogenos

envolvidos.
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Habitualmente, a transmissdo dessas doencas esta ligada diretamente ao vetor, o
carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.I), conhecido como carrapato marrom do céo,
0 qual apresenta ampla distribuicdo no Brasil, possuindo assim grande importancia
epidemioldgica na transmissdo dessas hemoparasitoses (Gray et al., 2013). O clima semiarido
presente na regido Nordeste favorece a disseminacdo dessa espécie de ixodideo, considerada
menos dependente de habitats mais Umidos para a sobrevivéncia (Yoder et al., 2006; Tanikawa
etal., 2013).

Cevidanes et al. (2023) sugerem que o risco de infeccdo por hemoparasitas esta mais
associado a abundancia do carrapato do que apenas a sua presenca. Dessa forma, o ambiente
favoravel a esse vetor aumenta as chances dos cées se infestarem, o que consequentemente
eleva a probabilidade de serem expostos a hemoparasitas (Costa-Junior et al. 2013; Piantedosi
et al. 2017; Di Cataldo et al. 2021), 0 que corrobora com os resultados deste estudo, onde cées
com historico de carrapatos apresentaram maior prevaléncia e chance de infeccdo para mais de

um agente.

O local de estudo, por possuir um clima tropical chuvoso com inverno mais seco e
estacdo chuvosa no verao (Lemos Filho; Espinola; Oliveira Janior, 2021) permite um ambiente
ideal para a proliferacdo do Rhipicephalus sanguineus s.I e, consequentemente, maior razao de
chance dos animais se coinfectarem (OR 3,68; IC 1,50 — 9,0) e multi-infectarem (OR 3,41; IC
0,89 — 13,10). A alta frequéncia de infeccdo para mais de um agente pode dificultar o
diagnostico e tratamento dessas enfermidades, particularmente em areas endémicas, devido as
alteragBes clinicas observadas nas diferentes DTV serem semelhantes (Guimarées et al., 2021),
0 que ressalta a importancia de métodos de diagnostico mais sensiveis e especificos como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para auxiliar no diagnéstico confirmatorio, permitindo

o0 tratamento adequado.

Neste estudo, foi observada uma maior razdo de chance de infeccdo em cédes machos.
Diferencas entre os sexos, com maior prevaléncia desses agentes em machos, também foram
evidenciados em outros trabalhos, possivelmente por esses animais terem mais acesso a rua,
sendo mais expostos a vetores e, consequentemente, a infec¢do por hemoparasitas (Souza et
al., 2010; Maksimovic¢ et al., 2022; Tadesse et al., 2023).
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O uso de carrapaticidas esta sabidamente associado a prevencao de hemoparasitoses em
caes (Mctier et al., 2016), no entanto, grupos socioecondmicos mais vulneraveis apresentam
um déficit no controle de vetores e uma falta de cuidados veterinarios na populacéo canina, o
que favorece uma maior prevaléncia das DTV nesses animais (Temoche et al., 2022; Gallego
et al., 2023). Como a nossa populacdo de estudo foi proveniente de hospitais publicos e
populares, destinados a tutores com menor poder aquisitivo, 0 ndo uso de carrapaticidas nesses
animais pode ser devido ao fator socioecondémico mais baixo, 0 que corrobora com a evidéncia

de cdes infectados que ndo faziam uso de medicac@es carrapaticidas.

Os cdes que apresentaram positividade para 0s agentes pesquisados mesmo com 0 uso
de medicacéo carrapaticida, pode ter se dado devido a maioria dos produtos contra carrapatos
disponiveis no mercado possuirem acgdo direta no préprio cdo, no entanto, sabe-se que 95%
dos carrapatos encontram-se presentes no ambiente, sendo necessario dedetizacdes periddicas
no local habitado por esses animais para um controle adequado (Labruna e Pereira, 2001,
Mctier et al., 2016).

Com relacdo as variaveis clinicas relatadas neste trabalho (Tabela 2), estudos
evidenciaram sinais clinicos inespecificos causados por hemoparasitas em cdes
monoinfectados, e na sua maioria sem significancia estatistica (Goncalves et al., 2014; Malik
et al., 2018; Lima et al., 2021; Fonseca et al., 2022), o que dificulta o diagndstico justamente
devido ao carater amplo e inespecifico dessas alterac@es. O fato de as alteracdes estarem mais
presentes em animais infectados por mais de um agente, corrobora com trabalhos como o de
Laraetal. (2020) e Lima et al. (2021), onde animais coinfectados apresentaram mais alteragdes

clinicas e uma maior gravidade em comparagdo aos monoinfectados.

Sinais clinicos como desidratacdo, epistaxe, febre, letargia, inapeténcia, anorexia, perda
de peso, diarreia, ndusea, vémito, dor abdominal, mucosas hipocoradas e linfoadenomegalia
sdo comumente relatados na infeccdo por E. canis e A. platys (Kaewkong et al., 2014; Aguiar,
2016; Zhang et al., 2017). E, apesar de geralmente a infec¢do por H. canis ser subclinica, as
coinfeccdes com outras hemoparasitoses podem exacerbar as alteracGes clinicas (Aguiar, 2016;
Santos et al., 2018), o que pode explicar as principais alteragdes relatadas neste estudo (Tabela
2), tendo em vista que os animais incluidos apresentavam uma maior prevaléncia para E. canis
em monoinfeccdes, E. canis com H. canis em coinfeccGes e E. canis com A. platys e H. canis

em multi-infecgbes (Araujo et al., 2024, dados em fase de pre-publicagéo).
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Na literatura observa-se vérios trabalhos que ja relataram esporadicamente coinfecgoes
e multi-infeccdes por hemoparasitas em cées (Aguiar et al., 2007; Bouzouraa et al., 2017), no
entanto, comumente a frequéncia desses tipos de infeccdo sdo baixas e, em sua maioria se
resumem apenas a identificacdo da exposicdo e/ou infeccdo por métodos sorologicos e
moleculares, respectivamente, ndo abordando os aspectos clinicos envolvidos. O que ressalta
a importancia do presente estudo, ao relatar e associar as alteragfes clinicas observadas em

animais monoinfectados, coinfectados e multi-infectados.

Sabe-se que as doengas transmitidas por carrapatos podem afetar direta ou indiretamente
0s parametros hematoldgicos (Guimardes et al., 2021). A trombocitopenia € um achado comum
em animais com hemoparasitoses, devido a varios mecanismos envolvidos, incluindo a
destruicdo de plaquetas por imunomodulacdo, agregacéo e sequestro esplénico (Thrall et al.,
2015) e, nos casos de infeccdo por A. platys, em consequéncia da proliferacdo do patégeno

durante a fase inicial da infeccdo em varios ciclos (Ferreira et al., 2008).

Thongsahuan et al. (2020) em seu estudo relataram contagem de plaquetas 17,63 vezes
menor em caes infectados por E. canis do que nos animais saudaveis, o que foi indicativo de
trombocitopenia, assim como maior risco (OR=15,19) de apresentar nimeros baixos de
hemacias. A hepatozoonose também foi associada & anemia no mesmo estudo. Esses achados
corroboram com os dados apresentados nesta pesquisa (Tabela 4), tendo em vista a alta

frequéncia de positividade para esses agentes nos animais analisados.

Mesmo a trombocitopenia sendo uma condicdo frequentemente associada a infeccdes
por E. canis (Bhadesiya; Raval, 2015; Wongsawang; Jeimthaweeboon, 2018; Thongsahuan et
al., 2020), a elevada frequéncia e razdo de chance da trombocitopenia em todos os tipos de
infeccdo relatadas neste estudo (Tabela 4) ressaltam a necessidade de investigacdo para as
demais hemoparasitoses na presenca dessa alteracdo hematoldgica, principalmente em areas
endémicas, onde 0s animais possuem maior chance de estarem infectados por mais de um
agente transmitido por R. sanguineus s.l.. Dessa forma, evitando o subdiagndstico dessas
hemoparasitoses em casos de coinfec¢des e multi-infeccdes, contribuindo para a instituicéo de

medidas terapéuticas direcionadas a cada agente.

Embora este estudo apresente um nimero consideravel de animais infectados para pelo

menos um patdgeno, é necessario reconhecer as limitacdes presentes com relacdo ao nimero
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de animais coinfectados e multi-infectados, que impossibilitaram a realizacdo de anélises
multivariadas direcionadas a cada combinacdo de coinfec¢Ges e multi-infecgdes, buscando
tracar um perfil mais detalhado, além da inviabilidade de testagem para outros patdégenos
transmitidos por vetores, que podem estar relacionados as alteracdes clinicas analisadas, a

exemplo da Leishmania infantum.

5. Conclusdes

Este foi o primeiro estudo a analisar o perfil epidemioldgico e clinicopatoldgico de cées
naturalmente monoinfectados, coinfectados e multi-infectados por patdégenos transmitidos por
R. sanguineus s.l., especificamente A. platys, B. vogeli, E. canis e H. canis. O histérico de
ectoparasitismo e 0 uso de medicacdo carrapaticida foram influenciadas a depender do tipo de
infeccdo, onde cdes apresentaram maior razdo de chance de infec¢do por mais de um agente
infeccioso na presenca de histérico de ectoparasitas. Esses animais multi-infectados e
coinfectados tenderam a apresentar um maior nimero de alteracfes clinicas inespecificas,
acompanhadas de alteracdes hematolégicas como anemia e trombocitopenia, o que ressalta a
necessidade de estudos mais amplos envolvendo animais infectados por multiplos agentes para
que possamos tracar um perfil clinicopatol6gico mais detalhado para cada tipo de infeccdo.

Em areas com condi¢des climaticas favoraveis ao R. sanguineus s.l., a presenca de
trombocitopenia ndo deve conduzir a investigacdo de apenas um patdégeno envolvido nas DTV
pesquisadas, mas a um conjunto de agentes, tendo em vista que essa alteracdo hematoldgica
esteve presente em monoinfecgdes, coinfeccbes e multi-infeccBes, o que contribuird para
instituicdo de tratamento adequado para cada agente envolvido. O reconhecimento dessas
caracteristicas serve de subsidios para a elaboracdo de medidas que possibilitam auxiliar no
diagnostico e, consequentemente, na instituicdo de medidas de tratamento, contribuindo para

um melhor prognostico dos casos de DTV em cdes nessas regioes.
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Material suplementar

Tabela 3 — Frequéncia e correlagdes entre alteracGes clinicas sistémicas e os tipos de infeccdes em cdes naturalmente infectados por
Anaplasma platys, Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis atendidos no municipio de Mossor6/RN, 2023.

Multi-infecgcéo Coinfeccéo Monoinfecgéo Negativo
Variéveis p-valor
Freq. % OR Freq. % OR Freq. % OR Freq. %
(1C95%) (1C95%) (1C95%)
AlteragBes nervosas
sim 01 9,1 0,90 (0,095 06 154 1,63 (0,46 8 9,9 0,98 (0,30 05 10,0
—8,57) -5,82) -3,20) 0820
Né&o 10 90,9 1 33 84,6 1 73 90,1 1 45 90,0
AlteracGes
oftalmicas
sim 01 9,1 0,90 (0,095 06 154  1,63(0,46 04 4,9 0,46 (0,11 05 10,0
—8,57) -5,82) —-1,83) 0236
Né&o 10 90,9 1 33 84,6 1 77 95,1 1 45 90,0
AlteracGes
digestivas
sim 07 63,6 1,61 (0,42 — 21 53,8 1,07 (0,46 46 56,8 1,21 (0,59 26 52,0
6,21) ~2,49) —22,46) 0,901

Né&o 04 36,4 1 18 46,2 1 35 43,2 1 24 48,0



AlteracGes
respiratérias

Sim
Né&o
AlteragBes urinarias
Sim
Né&o

AlteracOes
reprodutivas

Sim
Néo
AlteracGes

dermatolégicas
Ulceras

Sim
Né&o
AlteracGes

dermatologicas
nodulos

Sim

01

10

11

11

11

91

90,9

0,0

100,0

0,0

100,0

0,0

100,0

0,0

0,614 (0,06
—-5,57)

1

06

33

02

37

03

36

39

02

15,4

84,6

51

94,9

7,7

92,3

0,0

100,0

51

1,11 (0,34
—3,63)

1

1,30 (0,24
- 6,85)

1

0,33 (0,06
-1,69)

13

68

05

76

09

72

05

76

02

16,0

84,0

6,2

93,8

111

88,9

6,2

93,8

2,5

1,17 (0,43
~3,17)

1

1,95(0,50 —
7,61)

1

0,48 (0,13
~1,67)

1

0,15 (0,03
~0,78)

07

43

50

03

47

06

44

07

14,0

86,0

0,0

100,0

6,0

94,0

12,0

88,0

14,0

0,987

0,318

0,703

0,119

0,064
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Né&o 11
AlteracGes

dermatologicas
nodulos dois

Sim 0

N&o 11
AlteracOes
dermatolégicas
seborreia
Sim 0
Né&o 11
AlteracGes
dermatolégicas
prurido
Sim 1

Nao 10

100,0

0,0

100,0

0,0

100,0

91

90,9

37

01

38

02

37

02

37

94,9 1

2,6 0,30 (0,03

~2,82)
97,4 1
51 -
94,9 1
5,1 -
94,9 1

79

01

80

02

79

08

73

97,5

1,2

98,8

2,5

97,5

9,9

90,1

0,14 (0,01
~1,32)

1

1

43

04

46

50

0

50

86,0

8,0
0,200
92,0

0,0
0,428
100,0

0,0
0,068
100,0

Significancia estatistica (p<0,05 — Exato de Fisher). OR(1C95%) = Odds Ratio (Intervalo de confianga 95%); Categoria “Negativo” foi utilizada como referéncia;

1 = Variavel de comparacéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo deste estudo proporcionou uma importante contribuicao para a comunidade
cientifica, por se tratar do primeiro e mais extenso trabalho a utilizar a PCR como método de
diagndstico da infeccdo por Ehrichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli e Hepatozoon
canis, caracterizar filogeneticamente e analisar as caracteristicas epidemioldgicas e
clinicopatoldgicas dos caes naturalmente infectados por esses patdgenos, correlacionando com

os diferentes tipos de infeccao, considerando o numero de agentes envolvidos.

Os resultados das analises moleculares e clinicopatologicas permitiram um melhor
conhecimento com relacdo a etiologia e distribuicdo geografica dessas hemoparasitoses no
Nordeste brasileiro, além de um melhor entendimento do perfil epidemiol6gico e
clinicopatoldgico de cdes em monoinfeccdo, coinfeccdo e multi-infecgdo, permitindo uma

melhor compreensédo da dindmica dessas doencas na regiao.

As diversas combinacdes de coinfeccdes e multi-infecgdes relatadas neste estudo
reforcam a necessidade de vigilancia e estratégias de prevencdo e controle com o intuito de
garantir a salde desses animais, ja que a associacdo desses patdgenos podem exacerbar as
alteraces clinicas, dificultar a instituicdo de tratamento adequado e piorar o prognoéstico do

paciente.
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