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RESUMO

RODRIGUES, R.G. Inquérito epidemiologico molecular de hemoparasitos em cées de
dois municipios com diferentes condi¢cdes climaticas no estado de Santa Catarina,
Brasil. 2017. 54f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, 2017.

As hemoparasitoses de cées podem ser provocadas por parasitos intracelulares dos
géneros Babesia, Rangelia e Ehrlichia. Esses patdégenos produzem sinais
inespecificos e que se assemelham entre as enfermidades por eles causadas. A
anemia, plaquetopenia, prostracdo, perda de peso, anorexia, febre e desidratacéo sédo
sinais comuns na rangeliose, babesiose e erliquiose. Estas enfermidades s&o
consideradas um grave problema na clinica veterinaria. Com objetivo de verificar a
ocorréncia, por meio da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR), de Rangelia vitalii,
Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis em caes domiciliados e atendidos em clinicas,
de dois municipios do estado de Santa Catarina, Brasil, foram colhidas amostras de
sangue de 138 animais entre setembro de 2015 a janeiro de 2017. As amostras foram
obtidas em dois momentos. O momento A (mA) foi constituido de 17 animais atendidos
em clinicas e que apresentavam ixodidiose ou sinais de hemoparasitoses e outro
momento (mB) incluiu 121 animais com historico de ixodidiose em que as amostras
foram colhidas em visita aos domicilios onde habitavam. No mA haviam cinco
amostras de sangue de animais da area urbana e de um animal da area rural do
municipio de Blumenau e 11 amostras de animais da area urbana de Lages. O mB foi
subdividido em animais de area urbana (mB1) e de area rural (mB2). O mB1 constitui-
se por 25 amostras de sangue de cdes de Blumenau e quatro de Lages. O mB2
continha 59 amostras de Blumenau e 33 de Lages. No momento da colheita de
sangue, um questionario epidemiologico foi aplicado aos proprietarios. Amostras de
sangue de cada animal, foram colhidas por venopuncgao da jugular para a pesquisa
de R. vitalii, B. canis vogeli e. canis, por meio da PCR. Além disso, carrapatos, quando
presentes, foram colhidos para identificacdo. Constatou-se a ocorréncia de dois caes
infectados por R. vitalii, ambos da area rural do mA, sendo um de Blumenau e um de
Lages. Também em Blumenau, um cao foi positivo para Babesia canis vogeli. Nao
ocorreu positividade para E. canis nas amostras analisadas neste estudo. Os
carrapatos obtidos foram identificados como Amblyomma aureolatum, vetor de R.
vitalii, em cdes nos dois municipios. Em Lages foi constatado o parasitismo dos
animais por Rhipicephalus sanguineus, vetor de B. canis vogeli, e Rhipicephalus
microplus. Em Blumenau, além do A. aureolatum, foi verificado o parasitismo de caes
por Amblyomma ovale. Pode-se concluir, por meio da PCR, a ocorréncia de rangeliose
e babesiose canina em Lages e em Blumenau, indicando a necessidade de mais
estudos para avaliar a prevaléncia e importancia destas enfermidades.

Palavras-chave: Rangelia vitalii. Babesia canis vogeli. Ehrlichia canis. Ocorréncia.
Hemoparasitos, Santa Catarina.



ABSTRACT

RODRIGUES, R.G. Molecular epidemiological investigation of hemoparasitos in dogs
of two municipalities with different climatic conditions in the State of Santa Catarina,
Brazil. 2017. 54f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, 2017.

The hemoparasitosis of dogs can be caused by intracellular parasites of the
genus Babesia, Rangelia and Ehrlichia. These pathogens produce nonspecific signs
that be similar between the sicknesses caused by them. Anemia, thrombocytopenia,
prostration, weight loss, anorexy, fever, and dehydration are common signs in
rangeliosis, babesiosis and ehrlichiosis. These diseases are considered a serious
problem in the Veterinary Clinic. In order to check the occurrence, by the polymerase
chain reaction (PCR), of Rangelia vitalii, Babesia canis vogeli and Ehrlichia canis in
dogs domiciled and attended in clinics, of two municipalities in Santa Catarina State,
Brazil, were collected blood samples from 138 animals between September 2015 to
January 2017. The samples were obtained in two moments. The moment A (mA) was
made up of 17 animals seen in clinics and with ixodidiosis or hemoparasitosis signs
and other moment (mB) included 121 animals with a history of ixodidiosis in which
samples were collected in visits to households where lived. In mA had five blood
samples from animals in the urban area and rural area animal of the city of Blumenau
and 11 samples of animals from the urban area of Lages. The mB was subdivided into
animals (mB1) urban area and rural area (mB2). The mBL1 is constituted by 25 blood
samples from dogs of Blumenau and four of Lages. The mB2 contained 59 samples of
Blumenau and 33 of Lages. At the time of the Blood collection, an epidemiological
guestionnaire was applied to the owners. Blood samples from each animal were
harvested by venipuncture from the jugular, for PCR test, for R. vitalii, B. canis
vogeli and E. canis. In addition blood PCR, ticks, when present, were collected for
identification. It was noted the occurrence of two dogs infected by R. vitalii, both from
rural area of mA, being one of Blumenau and one of Lages. Also in Blumenau, a dog
was positive for Babesia canis vogeli. There has been positive for E. canis in the
samples analyzed in this study. The ticks were identified as Amblyomma aureolatum,
vector of R. vitalii, in dogs in two municipalities. In Lages was found the parasitism of
animals by Rhipicephalus sanguineus, vector of B. canis vogeli, and Rhipicephalus
microplus. In Blumenau, in addition to A. aureolatum, verified the parasitism of dogs
by Amblyomma ovale. Might conclude, by PCR, the occurrence of rangeliose and
canine babesiosis in Lages and in Blumenau, indicating the need for further studies to
assess the prevalence and importance of these diseases.

Keywords: Rangelia vitali. Babesia canis vogeli. Ehrlichia canis. Occurrence.
Hemoparasites, State of Santa Catarina.
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1 INTRODUCAO

Uma grande variedade de patdgenos pode ser transmitida por carrapatos para
0S animais, inclusive ao ser humano. Dentre eles estéo virus, bactérias e protozoarios
que, durante seu ciclo de vida, requerem a passagem por hospedeiros vertebrados.

Hemoparasitos, especialmente aqueles transmitidos por carrapatos,
constituem-se em graves agentes causais de enfermidades que afetam cées em todo
0 mundo.

No Brasil, merecem atencéo os protozoarios Babesia canis vogeli e Rangelia
vitalii, agentes da babesiose e da rangeliose, respectivamente. Também se destaca a
bactéria Ehrlichia canis que provoca a Erliquiose Monocitica Canina. Doencas com
sinais muito semelhantes entre si e que variam de intensidade conforme o agente, a
parasitemia e imunidade do animal. Além disso, por serem enfermidades transmitidas
por carrapatos, cuja dindmica populacional e intensidade das infestacdes estdo
diretamente relacionadas as condi¢des climaticas.

Os sinais clinicos comumente encontrados em animais acometidos por um
desses agentes s&@o anemia, febre, desidratacdio, letargia e perda de peso. E
importante ressaltar a ictericia presente, em particular, na babesiose e na rangeliose
sendo, nessa ultima, mais grave.

Também, tanto na erliquiose como na rangeliose, sinais de sangramento
espontaneo, além do aumento de linfonodos e da plaquetopenia séao frequentemente
observados.

Enquadradas entre as doencas transmitidas por vetores (DTV), a Babesia canis
vogeli e E. canis tém como vetor comum, o carrapato Rhipicephalus sanguineus, mais
prevalente em areas urbanas. No caso de R. vitalii a transmissdo cabe ao ixodideo
Amblyomma aureolatum, encontrado parasitando cdes que habitam localidades
proximas a matas, tais como a zona rural e regido periurbana.

Quanto a ocorréncia e prevaléncia no territério brasileiro, a babesiose e a
erliquiose tém sido relatadas em todos os estados do Brasil, sendo a prevaléncia maior
em regides de clima mais quente coincidindo com a maior ocorréncia de seus vetores.
Ja a rangeliose tem escassos relatos de ocorréncia nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, S8o Paulo, Rio de Janeiro e Espirito

Santo, sendo inexistentes os estudos sobre sua ocorréncia/prevaléncia em outras
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regides. Ha ainda publicacdes de ocorréncia no Uruguai e Argentina paises do Cone
Sul da América do Sul.

Dessa forma, varios sao os relatos de ocorréncia de hemoparasitos caninos em
diversas regides do Brasil e, normalmente, envolvem animais com sinais clinicos.
Porém, poucos séo os estudos que relatam a frequéncia em que ocorrem em cées
aparentemente assintomaticos.

Em virtude de terem quadros clinicos muito semelhantes entre si, além de
vetores similares, estas enfermidades demandam diagndstico diferencial por meio da
observacdo epidemiologica de sua etiologia, do quadro clinico e dos achados
laboratoriais que, analisados em conjunto, sdo necessarios para o adequado

diagndstico, prognadstico e tratamento.

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido utilizada para
pesquisas de ocorréncia e prevaléncia dos diferentes hemoparasitos que podem
acometer cdes, porém estudos dessa natureza, com esta técnica molecular, sédo
escassos em Santa Catarina.

A regido de Blumenau por possuir um clima quente e Uumido se mostra
adequada ao desenvolvimento de ixodideos transmissores de hemoparasitos para 0os
cées, sendo provavel uma significativa frequéncia de ocorréncia de hemoparasitoses
neste municipio.

Contrastando com o que ocorre em Blumenau, 0 municipio de Lages tem
caracteristica climatica de temperaturas mais amenas nao ultrapassando a média
anual de 22°C segundo a classificacdo Koppen-Geiger, por vezes adversa ao
desenvolvimento dos ixodideos transmissores. Porém, segundo relatos de médicos
veterinarios e de moradores de areas rurais deste municipio os caes tém manifestado
sinais que condizem com hemoparasitoses.

A PCR tem mostrado ser altamente sensivel e especifica sendo
frequentemente utilizada para estudos de ocorréncia de hemoparasitos.

Diante destes fatos e levando em consideracdo a gravidade destas
enfermidades e a escassez de estudos de ocorréncia de hemoparasitos em caes
nestes dois municipios em Santa Catarina, levantou-se a ocorréncia de Babesia canis
vogeli, Ehrlichia canis e Rangelia vitalii, por meio da PCR, em cées domiciliados em
areas urbanas e rurais de Blumenau e Lages, em animais com sinais clinicos

indicativos ou nao destas hemoparasitoses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As hemoparasitoses, devido a frequéncia com que ocorrem, sao algumas das
enfermidades mais importantes na clinica veterinaria no mundo todo (URQHUART et
al., 1998).

Na clinica de pequenos animais 0S hemoparasitos mais frequentes sao
rickettsias do género Ehrlichia e protozoéarios do género Babesia. Estes sédo parasitos
intracelulares obrigatérios transmitidos por Rhipicephalus sanguineus (COSTA, 2011).

Além destes, Loretti e Barros (2004) destacam, no estado de Santa Catarina, o
protozoario hemoparasito Rangelia vitalii, transmitido por Amblyomma aureolatum
(SOARES, 2014).

2.1 BABESIOSE CANINA POR Babesia canis vogeli

O protozoario Babesia spp., causador da babesiose, pertence ao filo
Apicomplexa, Classe Sporozoa, subclasse Coccidiasina, ordem Piroplasmorida,
familia Babesiidae (VIAL; GORENFLOT, 2006).

Este parasito foi descoberto por Babes, na Roménia, em 1888, quando
observou microrganismos em eritrocitos de bovinos. Na ocasido o0s animais
apresentavam-se com hemoglobinuria, também descrita como “febre da agua
vermelha”. O pesquisador, na mesma época, visualizou organismos semelhantes em
eritrocitos de ovinos (UILENBERG, 2006).

Em 1893, Smith e Kilborne demonstraram a transmissao desse parasito por
carrapatos. Neste estudo denominaram como Pyrosoma bigemina, o agente causador
de “Febre do Texas” em bovinos (NEITZ, 1956).

Em 1895, Piana e Galli-Valerio descreveram pela primeira vez na ltalia o
parasito Babesia canis. Os pesquisadores o chamavam Pyrosoma bigemina var. canis
(UILENBERG et al., 1989).

As grandes “Babesias” parasitas de cdes, como é classificada a Babesia canis,
sao transmitidas por carrapatos Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus sanguineus e
Haemaphysalis leachi (TABOADA; MERCHANT, 1991).

Por sua alta especificidade de vetor, sua diferenca genotipica, por ndo
expressarem imunidade cruzada e apresentarem patogenicidades distintas, aceita-se
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nos dias atuais que Babesia canis se divide em trés subespécies distintas
(UILENBERG et al., 1989; ZAHLER et al., 1998), a saber:
e Babesia canis canis: apresenta patogenicidade moderada, € transmitida
por D. reticulatus e parasita caes na Europa.
e Babesia canis rossi: altamente patogénica é encontrada parasitando
cées infestados por H. leachi na Africa do Sul.
e Babesia canis vogeli: a mais branda, é transmitida por R. sanguineus em
paises de clima tropical e subtropical.

Chauvin et al. (2009) destacam que no carrapato ocorre transmissao
transovariana e transestadial de Babesia spp., 0 que aumenta o potencial de
disseminagdo do protozoario, principalmente por carrapatos de mais de um
hospedeiro como o R. sanguineus.

Durante o ciclo bioldgico, esporozoitos de Babesia canis vogeli presentes na
glandula salivar de R. sanguineus sao inoculados pelo carrapato durante a
hematofagia e penetram em eritrocitos e tornam-se merozoitos, caracterizados por
possuirem formato de pera. Estes merozoitos dividem-se por fissdo binaria originando
dois merozoitos maduros e apds a ruptura dos eritrocitos movem-se em busca de
novos eritrécitos para dividirem-se e gerar mais merozoitos. Alguns destes tém seu
desenvolvimento interrompido, assumem um formato eliptico e tornam-se gamontes
que, ingeridos pelo ixodideo, dardo inicio a fase sexuada no intestino do carrapato.
No interior de células intestinais do carrapato migrogametas masculinos e
macrogamentas femininos se fundem e originam cinetos. Estes cinetos atravessam a
parede intestinal e via hemolinfa podem chegar ao ovério e serem transmitidos a futura
geracdo de carrapatos via transovariana ou alcancando as glandulas salivares se
tornam esporozoitos de onde serdo transmitidos aos cades (MEHLHORN; SCHEIN,
1985).

A prevaléncia destes hemoparasitos esta relacionada a distribuicdo geografica
dos vetores, como afirmam Benigno; Rodrigues e Serra-Freire (2011) ao se referirem
a Babesia spp..

No Brasil Babesia canis vogeli € considerada endémica, sendo prevalente em
varias regibes do pais e acometendo, principalmente, cdes adultos (DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006; JOJIMA et al., 2008). Este parasito teve sua primeira
deteccdo molecular no Brasil publicada por Passos et al., (2005).
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Segundo Labruna e Pereira (2001) o artrépode R. sanguineus tem uma maior
ocorréncia em areas urbanas. Segundo Passos et al. (2005) este fato tem estreita
relacdo com uma maior frequéncia de casos de Babesia canis vogeli nestas areas.

Araujo et al. (2015) constataram uma alta infestagéo de 61,4% dos cées por R.
sanguineus em areas rurais de Pernambuco se comparada a 47,5% dos caes de areas
urbanas na regido do semiarido daquele Estado, mostrando também a elevada
presenca destes ixodideos em zonas rurais.

Em Minas Gerais, Costa-Junior et al. (2009) observaram, por meio da técnica
de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI, 21:40), uma soroprevaléncia de
28,7% de caes positivos para Babesia canis vogeli em areas rurais de Belo Horizonte,
Lavras e Nanuque. Concluiram que a babesiose canina causada por B. canis vogeli é
endémica em areas rurais do estado de Minas Gerais e sua epidemiologia é
influenciada pelas condi¢des climaticas, principalmente a temperatura.

No oeste do estado do Maranh&o, em um estudo envolvendo 150 caes de area
urbana e 150 de area rural, verificou-se que 3,33% (10/300) apresentaram resultados
positivos na PCR para B. canis vogeli, sendo que destes 1,0% (3/300) eram de area
urbana e 2,33% (7/300) de area rural. Os autores concluiram neste caso que animais
de area rural ou urbana tiveram a mesma chance de contrair babesiose (SILVA et al.,
2012).

Em Pernambuco, testes de RIFI (cut off 21:40) de 404 amostras de sangue de
cées detectaram a presenca de anticorpos contra B. canis vogeli em 57,9% (234/404)
dos animais. A maior soroprevaléncia foi observada em animais de area rural. Como
fatores de risco para maior presenca de anticorpos, os autores verificaram que céaes
de porte médio, o contato com areas de floresta e 0 acesso a rua foram os fatores
predisponentes mais significativos (ARAUJO et al., 2015).

Em um estudo realizado no Parana por Vidotto e Trapp (2004), anticorpos
contra B. canis foram mais frequentes em cédes com mais de um ano de idade, que
viviam em area urbana periférica, contrastando com Ribeiro et al. (1990), que
observaram uma maior frequéncia de infeccdo em caes com trés a seis meses de
idade.

O periodo de incubacédo do agente pode variar de 10 a 21 dias, podendo a
infeccdo se manifestar de forma superaguda, aguda, crbnica ou assintomatica

(SCHOEMAN, 2009). Estes ultimos podendo se tornar portadores e manifestar a
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doenca em casos de estresse ou enfermidades concomitantes (BRANDAO;
HAGIWARA; MYIASHIRO, 2003).

A patogenia da babesiose pode variar de acordo com a espécie ou subespécie
de Babesia, a idade e a imunidade do hospedeiro. Os sinais clinicos estéo
relacionados, principalmente a hemolise intravascular, podendo essa hemolise ser
também extravascular (O'DWYER; MASSARD, 2002).

A babesiose representa patologia importante, com potencial agressivo,
apresentando alteracdes clinicas inespecificas (GUIMARAES et al., 2004).

De modo geral, clinicamente podem ser observados sinais de febre, anorexia,
depressao, oliguria, hemoglobinuaria, vémito, letargia, desidratacao, ictericia, mucosas
palidas, esplenomegalia e dispneia (IRWIN, 2009).

Nas formas aguda e superaguda os aspectos clinicos mais frequentemente
observados incluem anemia, hemoglobinudria, febre, taquicardia, taquipneia,
depressdo, anorexia, ictericia e esplenomegalia. Animais acometidos de forma
cronica, em geral, apresentam perda de peso e anorexia (O'DWYER; MASSARD,
2002).

Guimaraes et al. (2004), ao analisarem 500 cées no estado do Rio de Janeiro,
constataram que os achados laboratoriais mais comuns em cdes com babesiose
foram: anemia normocitica hipocrémica, policromasia, anisocitose, leucocitose por
neutrofilia, monocitose, linfopenia e trombocitopenia. As alteracdes clinicas
frequentemente observadas foram: mucosas palidas, apatia, febre, hiporexia.

O diagnostico laboratorial € realizado, principalmente, pela busca do parasito
intra-eritrocitario em observacdo de extensdo sanguinea corada com Giemsa
(DANTAS-TORRES, 2010).

Entretanto, o diagndstico em extensao sanguinea mostra-se uma técnica pouco
sensivel e mais eficaz na fase aguda da doenca. Outras técnicas disponiveis sédo as
sorologicas e a PCR, esta ultima bastante sensivel e especifica, porém custosa e mais
utilizada na pesquisa (BRAGA; SOUZA SILVA, 2013). Todavia, com o advento da
PCR se tornou possivel o diagnostico mais preciso da presenca de Babesia canis
vogeli no Brasil e em outras regidées do mundo .

Milken et al. (2004), ao pesquisarem a ocorréncia de babesiose canina em
Uberlandia (MG), observaram 51,74% e 2,72% das amostras positivas quando
analisadas pela RIFI (= 1:20) e pela extensdo sanguinea de ponta de orelha,

respectivamente.
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O’dwyer et al. (2009), estudando amostras de sangue de 150 cades de areas
rurais de trés municipios do estado de S&o Paulo, com auxilio de técnicas
parasitolégicas (extensdes sanguineas) e moleculares (PCR), constataram que na
analise de extensdes sanguineas, trés (2%) dos caes estavam infectados, enquanto
pela PCR, 12 (8%) dos animais foram positivos.

Em um estudo realizado em Londrina (PR) ao analisarem 282 amostras de caes
atendidos com suspeita de hemoparasitose, constatou-se que no exame microscopico
de extensdes de sangue coradas pelo Giemsa foram detectadas 38 (13,5%) amostras
positivas para Babesia spp. contra 105 (37,2%) positivas para este parasito pela PCR,
confirmando a importancia da deste método para o diagnostico da babesiose. Neste
estudo, ao observarem que anemia, leucopenia e trombocitopenia foram os sinais
mais frequentes nos animais positivos para Babesia canis vogeli, os autores
concluiram que a babesiose € um importante diferencial para animais com tais
condic¢des clinicas, que também ocorrem na erliquiose canina, por exemplo (JOJIMA
et al., 2008).

2.2 ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA

A erliquiose é uma doenca causada por bactérias intracelulares obrigatorias,
gram-negativas, pertencentes a Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae. As
espécies destes géneros causam varias doencas em animais e seres humanos,
reconhecidas inicialmente em 1910, quando Theiler descreveu o Anaplasma
marginale, agente etioldgico da anaplasmose em bovinos (AGUIAR et al., 2007,
DUMLER et al., 2001).

Ehrlichia canis infecta neutréfilos, mondcitos e linfocitos, mas pode também
alterar a quantidade de plaquetas provocando trombocitopenia, alteracdo mais
frequente na erliquiose monocitica canina (EMC) ( AGUIAR et al., 2007; HARRUS;
WARNER; NEER, 2011).

Esta bactéria foi descrita pela primeira vez em cées por Donatien e Letosquard
(1935), na Argélia. Entretanto, foi durante a guerra do Vietna que ela foi identificada
como causadora da doenca que provocou a infeccdo e morte de muitos cées da raca

Pastor Aleméao que prestavam servigco militar (HUXSOLL, 1976).
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A EMC ocorre mundialmente em regides tropicais e subtropicais em areas
urbanas e suburbanas onde ha maior concentracdo de Rhipicephalus sanguineus,
sendo este ixodideo considerado seu unico vetor (VIEIRA et al., 2011).

No Brasil, E. canis foi descrita pela primeira vez em cées da cidade de Belo
Horizonte, estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil (COSTA et al.,, 1973 apud
VIEIRA et al., 2011).

Apesar de ser comum a infestagéo por R. sanguineus nos cdes em Santa Maria,
no Rio Grande do Sul, um estudo encontrou apenas 14% de soropositividade na RIFI
(= 1:80) para E. canis. Para os autores, essa baixa soropositividade quando
comparada a valores acima de 30% em areas endémicas, sugere diferencas
genéticas entre o ixodideo no estado Rio Grande do Sul em relacdo a outras regides
do Brasil (KRAWCZAK et al., 2012).

Moraes-Filho et al. (2011) separaram espécimes de R. sanguineus encontrados
nas americas, segundo diferencas genéticas, em dois clados. Um tropical, presente
na regido sudeste do Brasil, e um temperado, este presente na regiao sul do Brasil,
mais especificamente no Rio Grande do Sul e também no Uruguai, Argentina e Chile,
no Cone Sul da América do Sul. Todavia Moraes-Filho et al. (2015) constataram que
somente o clado tropical foi competente para transmitir E. canis.

A EMC é uma doenca multissistémica que se manifesta nas formas aguda,
subclinica ou crénica (HARRUS; WARNER; NEER, 2011).

Manoel (2010) constatou que animais acima de oito anos de idade foram 0s
mais frequentemente afetados.

O periodo de incubacdo da EMC é de 8-20 dias. Durante este periodo, os
organismos E. canis entram nas correntes sanguinea e/ou linfatica e se localizam em
macréfagos, principalmente no bacgo e no figado, onde se replicam por fissdo binaria.
Posteriormente, macréfagos infectados disseminam a infec¢do para outros sistemas
e orgdos (HARRUS et al.,, 2005). Uma vez a bactéria no interior das células
mononucleares teciduais sao transportadas pela corrente sanguinea para os pulmoes,
rins e meninges, aderem ao endotélio vascular e causam vasculite e infec¢ao do tecido
subendotelial (FONSECA; HIRSCH; GUIMARAES, 2013).

De modo geral, os animais doentes podem manifestar febre, apatia, anorexia,
linfoadenopatia, sensibilidade abdominal, vimito, gastrenterite, diarreia e epistaxe. As

alteracdes hematoldgicas mais frequentemente observadas em infec¢des naturais sdo
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anemia, trombocitopenia e leucopenia (ALMOSNY; MASSARD, 2002; MANOEL,
2010).

A doenca aguda pode durar de uma a quatro semanas e é caracterizada por
febre alta, depressédo, letargia, anorexia, linfadenomegalia, esplenomegalia e
tendéncias hemorragicas, podendo se manifestar por petéquias dérmicas, equimoses
e/ou epistaxe. A maioria dos cdes se recuperam nesta fase se tratados
adequadamente (HARRUS et al., 2005; HARRUS; WANER, 2011).

As lesdes oftalmolédgicas nessa fase incluem uveite anterior, coriorretinite,
papiledema, hemorragia retiniana, presenca de infiltrados perivasculares retinianos,
descolamento da retina e cegueira. Manifestagcées neuroldgicas podem ocorrer como
resultado de meningite e/ou hemorragia meningea (COSTA, 2015).

Caes ndao tratados ou tratados de forma inadequada podem ingressar numa
fase subclinica da doenca. Nesta fase os animais podem se tornar portadores de E.
canis por meses ou anos. Acredita-se que a persisténcia da infeccéo seja facilitada
pela recombinagcdo repetida dos genes da proteina externa da membrana do
organismo, assim permitindo a evasao imune. O bago desempenha um importante
papel na patogénese da doenca e na persisténcia da infec¢do, e sugere-se que 0s
macrofagos do baco abriguem a bactéria durante a fase de portador (HARRUS et al.,
2005).

Durante a fase cronica, podem ocorrer sinais semelhantes aos observados na
fase aguda, mas com maior gravidade. Palidez de mucosa, fragueza, sangramento e
perda significativa de peso sdo achados comuns nessa fase e em casos graves pode
ocorrer pancitopenia (HARRUS; WANER, 2011).

Apesar da trombocitopenia ser frequente em animais com erliquiose, um estudo
realizado em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, identificou que 46,7% das amostras eram de
animais trombocitopénicos nao infectados por E. canis. Destes néo infectados por E.
canis, 38% apresentaram infeccao por Anaplasma platys ou Babesia spp. Conclui-se
que, mesmo em areas endémicas, a ocorréncia da trombocitopenia, isoladamente,
nao é parametro suficiente para o diagnostico da erliquiose. Os autores afirmam que
€ necessario o diagnostico diferencial para infeccdo por A. platys e Babesia spp.
(SANTOS et al., 2009).

Sales et al. (2015) observaram que 17,64% dos cées positivos para E. canis na
PCR apresentaram trombocitopenia. Porcentagem ainda menor do que a observada

no estudo citado anteriormente reafirmando que este parametro hematoldgico,
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isoladamente, é insatisfatério para o diagnostico da EMC. Neste estudo, os autores
demonstraram ainda que a nested-PCR é mais precisa para o diagndstico ao
verificarem que a PCR constatou 5,88% de positividade das amostras contra 1,17%
das observacdes de morulas de Ehrlichia spp. durante a pesquisa em extensdo
sanguinea.

Labarthe et al. (2003), ao realizarem uma pesquisa utilizando um kit comercial
de teste de Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimética (ELISA) para Ehrlichia spp.,
verificaram que a regido sul do Brasil é a que apresenta menor prevaléncia (1,7%) e
Santa Catarina, o estado de menor indice (0,7%). Na ocasido, caes da regido nordeste
foram os que apresentaram maiores niveis de anticorpos totalizando 43% dos animais
participantes da pesquisa.

Em Lages, Sartor et al. (2004) ao testarem 90 amostras de caes por ELISA (kit
de teste rapido) para E. canis ndo observaram casos positivos para esta bactéria.
Porém ao testar 120 amostras de caes, provenientes do litoral catarinense, utilizando
a mesma técnica, Sartor et al. (2006), constataram uma ocorréncia de 33,33%
(40/120) de animais positivos para E. canis.

Como relatado por Labarthe et al. (2003) a erliquiose canina parece ser
altamente endémica em varias regides do Brasil, embora dados de prevaléncia néo
estejam disponiveis em muitas delas.

Em 1989, nos Estados Unidos, Barton e Foy (1989) publicaram o segundo
relato oficial de caso de erliquiose em humanos. Tratava-se de um menino de quatro
anos de idade residente em uma éarea rural do estado de Missouri. Os autores
comentam que embora oficialmente apenas dois casos tenham sido relatados, tinham
conhecimento de pelo menos mais 45 casos em diferentes estados daquele pais. Na
ocasiao, foram colhidos diversos carrapatos parasitando o paciente e seu céo, porém
0s autores ndo mencionaram a identificacao da espécie, apesar de ressaltarem que o
ixodideo transmissor do patdgeno para os cdes € R. sanguineus.

O potencial zoonoético da E. canis foi contatado por Perez et al. (2006) ao
diagnosticarem por meio da PCR seis casos de seres humanos infectados por E. canis
na Venezuela. Manifestacdes clinicas relatadas foram febre, erupcéo cutanea, dor de
cabeca, mal-estar, mialgia, artralgia e citopenia.

O diagnostico laboratorial é rotineiramente realizado pela identificacdo direta

de estruturas morfologicamente compativeis com morulas de E. canis em amostras
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de sangue periférico, aliada a alteracéo dos parametros hematologicos (NAKAGHI et
al., 2008).

A andlise da extensdao sanguinea de 100 cdes com suspeita de
hemoparasitose, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, revelou que 9% foram positivas para E. canis. Ao realizar PCR foi
observado 57% de positividade destas mesmas amostras (RAMOS et al., 2009).

Ao comparar kits comerciais baseados em teste de ELISA e a RIFI com relagéo
a especificidade e sensibilidade, Harrus et al. (2002) concluiram que os kits foram
especialmente sensiveis e especificos para titulos de RIFI 21:320. Os autores
recomendam que, para minimizar problemas de sensibilidade, o teste seja repetido
uma a duas semanas depois do primeiro ensaio.

Um estudo realizado em dois distritos do municipio de Salvador (BA) investigou
por RIFI e PCR a prevaléncia de E. canis. Dos 472 cées estudados, 35,6% (168/472)
foram sororreagentes na RIFI (=1:80) e destes, 34,5% (58/168) estavam positivos na
PCR. Os autores ressaltam que pode ser interessante a associacao destas duas
técnicas para o diagnostico da EMC (SOUZA et al., 2010).

Harrus et al. (2004) analisaram, por PCR, amostras de sangue periférico e de
aspirado de baco durante o curso da infeccéo e tratamento de cinco caes infectados
experimentalmente por E. canis, 0s autores constataram que, durante a fase aguda
de infeccdo se obteve a mesma eficiéncia na detecgéo de Acido Desoxirribonucleico
(DNA) tanto na PCR do sangue quanto em aspirado esplénico, entretanto, apds a ndo
deteccdo do DNA do parasito no sangue, ainda foi possivel essa detec¢cdo em amostra
de aspirado do baco de trés dos cées analisados, demonstrando a melhor qualidade
deste material para deteccdo do DNA. Como conclusdo, os autores ressaltam a
importancia do uso de aspirado de baco para determinar a total eliminac&o de E. canis
e 0 sucesso do tratamento.

A PCR é considerada técnica de escolha para o diagndéstico da EMC, pois pode
detectar o agente mesmo antes da formacdo de morulas ou da soroconversao
(SCOLA; RAOULT, 1997).

A PCR, em particular a nested-PCR e a PCR em tempo real, vem sendo
utilizada para a amplificacdo de genes especificos do DNA de E. canis no sangue de
cées infectados, o que permite sua evidenciagdo durante a fase aguda de infeccéo
mesmo que essa bactéria exista em quantidades infimas na amostra (DAVOUST,
BONI; PARZY, 1999; MATHEW et al., 2000)
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Em Cuiaba (MT), um estudo envolvendo 254 amostras de caes de area urbana,
colhidas entre setembro de 2007 e abril de 2009, constatou através de RIFI (=1:40)
uma prevaléncia de 42,5%. N&o se observou associacdo significativa entre a
soroprevaléncia e as variaveis: sexo, faixa etaria, ragcas e acesso a rua ou a zona rural
(SILVA et al., 2010).

O diagnostico de EMC deve ser feito conjugando a anamnese, sinais clinicos e
resultados de testes laboratoriais. As coinfec¢cbes com outros agentes patogénicos
transmitidos por carrapatos podem influenciar os sinais clinicos e as alteractes
laboratoriais, complicando assim o diagndstico. A contagem de plaquetas e a
sorologia sdo boas analises laboratoriais; entretanto, técnicas de PCR e
sequenciamento sdo testes confirmatorios definitivos para a infeccdo por E. canis
(HARRUS; WANER, 2011).

2.3 RANGELIOSE CANINA (“NAMBIUVU”)

“Nambiuvd” (orelhas de sangue), “peste de sangue” ou “febre amarela dos
cades” é uma enfermidade que geralmente afeta cdes de areas rurais e suburbanas
nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Ao longo de anos esta doenca foi associada a
um organismo nao classificado que ocorre no interior de células endoteliais, eritrocitos
e leucécitos (LORETTI; BARROS, 2005).

Carini (1908) observou cées apresentando uma doenga mencionada como o
Nambiuvl. Suspeitava ser um piroplasma, pois apresentava sinais de ictericia
semelhante a babesiose, uma doenca que ndo havia sido descrita no Brasil. Pestana
(1910a, 1910b) estudou a morfologia e descreveu aspectos epidemioldgicos, clinicos
e patologicos da doenca causada por um piroplasma atipico e para o qual propds o
nome de Piroplasma vitalii. Carini e Maciel (1914) publicaram um trabalho sobre esta
doenca reafirmando ser causada por uma nova espécie de piroplasma canino que
deveria ser incluido em um género separado e ser renomeado como Rangelia vitalii
em homenagem a Bruno Rangel Pestana.

Soares et al. (2011), apos um estudo filogenético molecular de R. vitalii usando
PCR, concluiram que o agente do “nambiuvl” é uma espécie valida de piroplasmideo.
Separou-se, em conclusdo aos achados neste estudo, R. vitali de espécies de
Babesia spp. que infectam caes, tais como B. canis vogeli e B. gibsoni. Desde entéo,
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a PCR tem se mostrado de grande valia para o diagndstico e pesquisas sobre
rangeliose.

Lemos et al. (2012) utilizando a PCR, e posterior sequenciamento, para
pesquisa de R. vitalii, observaram que seis amostras possuiam alta homologia (99-
100%) com a R. vitalii encontrada por Soares et al. (2011) no Sul do Brasil,
confirmando assim, a presenca deste parasito, além de Babesia canis vogeli em caes
em Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil.

Estes estudos suportam fortemente a no¢ao de que R. vitalii constitui um taxon
diferente de espécies de piroplasmas caninos anteriormente descritos, embora ainda
seja necessaria uma analise filogenética mais profunda para um posicionamento
definitivo (FRANCA et al., 2014).

Apesar do ciclo biolégico de R. vitalii ndo estar completamente elucidado, sabe-
se que o parasito tem um estagio de desenvolvimento eritrocitario, em que o
protozoario se replica nos eritrécitos, e um estagio exo-eritrocitario no qual o parasito
se multiplica no interior de um vacuolo parasitéforo situado no citoplasma das células
endoteliais dos capilares sanguineos (CARINI; MACIEL, 1914; CARINI, 1948;
PESTANA, 1910b). Na extensdo sanguinea corada com Giemsa, Soares et al. (2011),
encontraram piroplasmas de R. vitalii dentro de eritrocitos, mondcitos e neutrofilos
(formas individuais) e esquizontes dentro de neutrofilos.

Segundo Loretti e Barros (2004) R. vitalii € encontrada em cées parasitados por
A. aureolatum e R. sanguineus, e a maior parte dos casos de rangeliose é observada
em caes das zonas periurbanas e rurais, porém atualmente admite-se A. aureolatum
como vetor exclusivo (SOARES, 2014).

Soares et al. (2014) ao constatarem, por meio da PCR, o parasitismo por R.
vitalii em Cerdocyon thous (graxaim-do-mato), nos estados do Rio Grande do Sul e
de Sao Paulo, alertam para a possibilidade do ciclo silvestre deste protozoario. O
protozoario também foi diagnosticado parasitando Lycalopex gymnocercus (raposa-
do-campo) no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina (FREDO et al., 2015;
QUADROS et al., 2015)

De acordo com Fighera (2007) o protozoario R. vitalii € descrito no Brasil, mais
frequentemente nas épocas quentes do ano quando a ocorréncia de carrapatos no
ambiente é maior, entretanto, casos de rangeliose podem ser observados em menor

ndamero em outras estacdes.
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Loretti e Barros (2004) relataram ainda que, no estado de Santa Catarina,
regido Sul do Brasil, ha historico de doenca que ocorre em caes das zonas rurais e
gue tipicamente causa sangramento bilateral profuso através das orelhas e, com
frequéncia, a morte.

Segundo Fighera et al. (2010) o parasito causa doenca hemolitica
exclusivamente extravascular e de origem imunomediada. A rangeliose cursa
invariavelmente com algum grau de hemorragia detectado na necropsia, mas nem
sempre clinicamente perceptivel.

Os principais sinais que devem chamar a atencdo para a suspeita clinica sao
anemia, ictericia e esplenomegalia. O principal achado hematologico é a ocorréncia
de anemia com sinais de regeneracdao eritroide (FRANCA, 2013; SILVA et al., 2011).

A principal lesdo observada € uma associacdo de hiperplasia linféide,
predominantemente plasmocitaria, por vezes granulomatosa. ApGs o aparecimento de
anemia regenerativa 0 agente pode ser encontrado nos linfonodos, no baco, na
medula 6ssea e no coragdo (FIGHERA et al., 2010).

Franca (2013) observou em animais experimentalmente infectados, que 10 dias
pos-infeccdo (DPI) os caes apresentaram anemia normocitica normocromica e
reticulocitose, porém aos 20 DPI exibiram anemia macrocitica hipocrémica e aumento
na amplitude de distribuicdo eritréide (RDW). Com relacdo aos leucdcitos se observou
uma significativa redugéao devido a neutropenia e a eosinopenia a partir do 10 DPI e
linfocitose e monocitose a partir do 20 DPI.

Costa et al. (2012) observaram aumento de alanina aminotransferase (ALT) aos
20 DPI. Também observaram aumento de aspartato aminotransferase (AST) e
creatina quinase (CK) durante os 30 dias em que monitoraram animais
experimentalmente infectados por R. vitalii.

Silva etal. (2011), em infeccéo experimental com R. vitalii em caes encontraram
em extensdo sanguinea corada por coloracdo de Romanovsky, formas intra-
eritrocitarias do parasito cinco DPI. A parasitemia aumentou progressivamente com o
pico entre os 9 e 11 DPI. Posteriormente, a parasitemia reduziu e o protozoario foi
visto no interior de leucécitos nos 17, 19 e 21 DPI. Os sinais clinicos mais observados
no 20 DPI foram letargia, febre e anorexia.

Franca et al. (2010) diagnosticaram a infeccdo por R. vitali em sete cées
atendidos no hospital veterinario da Universidade Federal de Santa Maria. Os animais

apresentavam palidez de mucosas, hipertermia, apatia e sangramento na borda da
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orelha. Na extensdo sanguinea foi possivel observar organismos intracelulares em
eritrocitos, neutréfilos e monaocitos de cinco animais.

Ao analisar o eritrograma, Franca et al. (2010) constataram significativa
reducdo da contagem de eritrocitos, hemoglobina e hematécrito se comparados aos
valores de referéncia da espécie (WEISS; WARDROP, 2011). Em amostras de cinco
animais se verificou uma anemia macrocitica hipocrdmica, porém em outros dois caes
a anemia era normocitica normocrémica. Verificou-se ainda anisocitose e
policromasia que, segundo o0s autores, sdo sugestivas de anemia regenerativa. As
constatacdes de estudo estdo de acordo com Krauspenhar, Fighera e Graca (2003)
que sugerem que a presenca do parasito induz a uma anemia hemolitica
imunomediada de carater regenerativo, porém segundo estes pesquisadores o
protozodrio € raramente encontrado no sangue sendo mais frequentemente
encontrado em linfonodos, medula Ossea e rins. O leucograma mostrou-se
inconsistente, segundo o0s autores, por variar da leucopenia a leucocitose em
diferentes animais. De acordo com Fighera (2007), na rangeliose € mais frequente a
ocorréncia de leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo podendo
haver também linfocitose e monocitose.

Com a validacéao do género Rangelia e o desenvolvimento de técnicas de PCR
para o diagnostico de infec¢ao por este protozoario por Soares et al. (2011) tornou-se
possivel o diagndstico molecular de infec¢Bes naturais por este parasito, relatado por
meio desta técnica, em localidades no sudeste e sul do Brasil e também em paises
do Cone Sul da América Latina.

Por meio da PCR, Soares et al. (2011) confirmaram a ocorréncia de R. vitalii
em Santa Maria e Cachoeira do Sul, no estado do Rio Grade Do Sul.

Entre 2011 e 2014, Soares (2014) analisou amostras provenientes de
municipios das regifes Sul e Sudeste do Brasil e constatou a ocorréncia de animais
infectados em dois municipios do estado de Minas Gerais, sete do estado de Sao
Paulo e 11 do Rio Grade Do Sul . Do estado de Santa Catarina uma amostra foi
positiva, proveniente do municipio de Xanxeré, regido Oeste do Estado. Segundo o
autor, foi a primeira vez que se detectou amostras positivas por PCR em MG, SP e
SC. Nao ha registros de casos detectados em cédes em outras regides de Santa
Catarina por esta técnica até o presente momento.

Além deste estudo, Fischer et al. (2009), constataram a ocorréncia de infec¢do

por R. vitalii em Pelotas (RS) e Lemos et al. (2012), em Teresopolis (RJ).
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Lemos et al. (2012) realizaram PCR do sangue de cées e, de 103 amostras,
obtiveram 5,8% (6/103) de positividade enquanto que pela técnica da extenséo
sanguinea somente trés amostras foram positivas.

Na Argentina e no Uruguai, recentemente foram relatados os primeiros casos
em caninos diagnosticados com uso da PCR (EIRAS et al., 2014; SOARES et al.,
2015).

2.4 CARRAPATOS VETORES DE DOENCAS PARA OS CAES

Os carrapatos sao invertebrados hematéfagos que dependem,
obrigatoriamente, de se alimentar do sangue de animais para sua sobrevivéncia (LA
FUENTE, 2003).

Estes artropodes pertencem a ordem Arachnida. Os ditos “carrapatos moles”
(familia: Argasidae) fixam-se no hospedeiro, tem alimentacdo completa dentro de
alguns minutos, e prontamente se desprendem. Os “duros” (familia: Ixodidae)
alimentam-se por tempo prolongado e permanecem aderidos através de seu aparelho
bucal por varios dias antes de completar o ingurgitamento (FORTES, 2004).

Sucessivas refeicbes em hospedeiros diferentes, como fazem os carrapatos
ixodideos trioxenos Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma spp., ao parasitarem
cdes e outras espécies, permitem a transmissao de agentes patogénicos presentes
no sangue, de um hospedeiro para outro (MASSARD; FONSECA, 2004).

Além disso, espécies de carrapatos com baixa especificidade de hospedeiros
podem transmitir microrganismos de espécies reservatorio incidentais (por exemplo,
roedores) para espécies sensiveis. O risco de transmissdo da doenca, portanto, é
determinado pela prevaléncia de carrapatos e pela probabilidade de um encontro
entre um carrapato infectado e um hospedeiro suscetivel (FRITZ, 2009).

A diversidade de espécies de carrapatos parasitando cdes no Brasil é
resultante dos diferentes ecossistemas do territorio nacional. Nesse sentido, as
caracteristicas ambientais e a diversidade de espécies de hospedeiros de cada area
sdo os pontos fundamentais para a existéncia de determinadas espécies de
carrapatos nos caes (MASSARD; FONSECA, 2004).

Rhipicephalus sanguineus é um ixodideo amplamente distribuido nas Américas
e vetor de Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis, é altamente prevalente em areas

urbanas e periurbanas. Ja os carrapatos do género Amblyomma sdo mais prevalentes
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em areas rurais e também florestais (LABRUNA et al., 2001; MASSARD; FONSECA,
2004).

Amblyomma aureolatum se encontra amplamente distribuido em &reas da Mata
Atlantica brasileira. E encontrado, na fase adulta parasitando canideos silvestres e
cdes de areas rurais. Fases jovens deste parasito sdo mais frequentemente
observadas parasitando roedores silvestres (GUGLIELMONE et al., 2003; PINTER et
al., 2004).

A intensidade média e a prevaléncia de infestacdo por ixodideos em caes pode
variar amplamente, tanto em termos geograficos como sazonais. Estes e outros
parametros ecoldgicos relacionados aos hospedeiros podem também variar de acordo
com diversos fatores ligados a populacao (por exemplo, a densidade da populagéo de
cdes e proporcdo dos cédes tratados com ectoparasiticidas ou repelentes de
carrapatos) e individuais (por exemplo, idade, raca e habitos) (PASSOS et al., 2005).

Além disso, a carga parasitaria € muitas vezes maior entre os caes urbanos em
comparacdo com os rurais. Em algumas é&reas rurais, R. sanguineus pode estar
ausente e cdes podem ser infestados por muitas outras espécies de carrapatos (por
exemplo, Amblyomma oblongoguttatum, Amblyomma ovale, e Amblyomma sculptum
em algumas areas do Brasil) (DANTAS-TORRES, 2008).

Em Santa Catarina, Bellato et al. (2003) realizaram um levantamento sobre 0s
ectoparasitos encontrados em cées na cidade de Lages e identificaram caes
parasitados por A. aureolatum, porém ndo encontraram R. sanguineus parasitando o0s
animais durante o estudo. Ja segundo observaram Stalliviere et al. (2009), na area
urbana do municipio de Lages, é possivel constatar a presenca de caes parasitados
por R. sanguineus porém de 622 animais amostrados apenas um (0,16%) cao
infestado foi encontrado e segundo o0s autores essa frequéncia baixa pode ocorrer em
virtude do clima ser desfavoravel ao desenvolvimento do ixodideo. Também, Quadros
et al. (2012) relataram o parasitismo por A. aureolatum e Amblyomma tigrinum em
carnivoros silvestres do planalto catarinense.

Em regides de clima mais quente em Santa Catarina, como Médio Vale do Itajai
e Grande Florianopolis, podem ser encontrados cées parasitados por Rhipicephalus
microplus, R. sanguineus, A. aureolatum, A. sculptum e A. ovale (LAVINA et al.,
2014), possiveis vetores de diversos patdgenos, entre eles Babesia, Ehrlichia e
Rangelia (COSTA, 2011; MURRELL; BARKER, 2003; SOARES, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

e Pesquisar a ocorréncia de Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis e Rangelia
vitalii em cées em dois diferentes municipios do estado de Santa Catarina.

3.2 ESPECIFICOS

e Verificar a ocorréncia de B. canis vogeli, E. canis e R. vitalii em caes suspeitos
de hemoparasitoses atendidos em clinicas e hospitais veterinarios nos municipios de
Blumenau e Lages, Santa Catarina.

e Verificar a ocorréncia de B. canis vogeli, E. canis e R. vitalii em cdes com
historico de parasitismo por ixodideos em domicilios rurais e urbanos nos municipios
de Blumenau e Lages, Santa Catarina.

e Verificar a ocorréncia de carrapatos vetores de B. canis vogeli, E. canise R.
vitalii em cdes domiciliados nas areas urbanas e rurais nos municipios de Blumenau

e Lages em Santa Catarina.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias, da Universidade do Estado de Santa Catarina
sob protocolo n® 2474060516.

4.1 LOCAIS DE ESTUDO

O municipio de Blumenau localiza-se na Mesorregido do Vale do Itajai em
Santa Catarina, a 21m de altitude e nas coordenadas 26° 55' 08” latitude Sul e 49° 03'
57" longitude Oeste. O clima do municipio é subtropical Cfa (mesotérmico umido e
verao quente) segundo a classificagdo Koppen-Geiger, com temperatura média anual
de 20°C, umidade relativa do ar média de 85% e pluviosidade média de 1460 mm/ano
(PANDOLFO et al., 2002).

Lages esta localizado na mesorregido Serrana nas coordenadas 27° 48' 58" Sul
e 50° 19' 34" Oeste e a 884m de altitude. O clima é temperado Cfb (mesotérmico
umido e verdo ameno) segundo a classificacdo Koppen-Geiger, com temperatura
meédia de 14°C, umidade relativa do ar média de 79% e pluviosidade média anual de
1400 mm (PANDOLFO et al., 2002).

4.2 AMOSTRAS

As amostras do sangue de cées acima de um ano de idade foram obtidas por
visitas a residéncias e também em clinicas veterinarias, entre setembro de 2015 a
janeiro de 2017.

Em virtude de o estudo buscar a ocorréncia de hemoparasitos transmitidos por
carrapatos ixodideos, durante a visita aos domicilios foram consideradas apenas
amostras de animais que estavam parasitados no momento da colheita ou que tinham
histérico de parasitismo por um periodo de até um ano anterior a data da colheita. J&
as amostras provenientes de clinicas veterinarias foram colhidas de animais suspeitos
de hemoparasitoses.

Em ambas as situacdes as amostras foram divididas de acordo com o municipio

e area onde os animais eram domiciliados.
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Ao final do periodo foram obtidas um total de 138 amostras que foram divididas
em dois momentos.

O momento A (mA) de amostras colhidas em clinicas, de animais com suspeita
de hemoparasitoses, tanto em areas rurais quanto em areas urbanas de Lages e
Blumenau. Foram obtidas 17 amostras desse segmento, sendo:

e Blumenau =1 animal de area rural e 5 de area urbana.
e Lages =11 animais de area urbana (ndo foram obtidas amostras de area
rural).

E o0 momento B (mB) composto por 121 amostras obtidas de animais com
historico de ixodidiose por meio de visita a domicilios nas duas localidades e que foram
divididas em:

e Area Urbana:
v' Blumenau = 25
v Lages =4

e Area Rural:
v" Blumenau = 59
v’ Lages = 33

Dados sobre sexo, idade e faixa etéaria, raga, endereco, tipo de alimentacéo,
namero de caninos na propriedade, se o animal fica solto ou fechado em uma
determinada area da propriedade, se 0 animal transita entre area urbana e rural ou
vice-versa, também a presenca e historico de parasitismo por carrapatos nos caes

foram obtidos por meio de um questionario (Anexo 1) e do exame fisico.

4.3 IDENTIFICACAO DOS CARRAPATOS

Apébs a inspecao visual dos animais e constatada a presenca de carrapatos,
estes foram colhidos e preservados a -20°C para posterior identificagdo no Laboratorio
de Protozoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Procedeu-se a identificacdo dos ixodideos de acordo com Barros-Battesti;
Arzua;Bechara (2006).
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4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

As amostras de sangue para a realizacdo da PCR foram colhidas com auxilio
de agulhas e tubos (5mL) a vacuo, por venopung&o jugular, com anticoagulante Acido
Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA). Apos a colheita foram mantidas congeladas a -
20°C até o momento de realizacédo dos ensaios.

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada individualmente
usando o Purelink Genomic DNA Mini Kit® (Invitrogen®) seguindo o protocolo do
fabricante.

Primeiramente as amostras passaram por uma triagem por PCR (BAB2)
convencional, em gel de agarose a 1,5% corado com Safer dye (Kasvi®), com o
objetivo de detectar positivos para piroplasma testando-as utilizando os primers BAB-
143-167 (5- CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3) senso e BAB-694-667 (5'-
GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3’) anti-senso, desenvolvidos para
amplificar um fragmento de aproximadamente 551pb do gene 18S rRNA (SOARES,
2011).

As amostras positivas foram, entdo, testadas para obtencdo de amplicons
especificos para Babesia canis vogeli e/ou Rangelia vitalii.

Para diagnadstico de R. vitalii foi realizada a técnica de Tagman Real-Time PCR
das amostras segundo Soares (2014). Utilizou-se os primers senso Rv751-770 (5'-
GCGTATCCCGAAGATTCAAA- 3 e antisenso Rv930-911 (5'- AGT GAA AGC GGT
GCA ACA TC- 3') e a sonda [5'- 6-FAM (CCTTATCAAATCATTCTTC) MGB NFQ -3
com objetivo de amplificar um fragmento de 179-pb do gene hsp70 de R. vitalii.

Para deteccdo de Ehrlichia canis empregou-se a técnica Real-Time PCR
(gPCR) em todas as amostras, conforme Doyle et al. (2005), visando a amplificacéo
do gene (dsb), empregando-se 0s primers dsb-321 (5-
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA-3) e dsb-671 (5'-
GCTGCTCAACCAAGAAATGTATCCCCTA-3) e a sonda E. canis - especifica (5'-
FAM AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-BHQ-1-3).

Os dados obtidos foram tabulados e as porcentagens calculadas com o auxilio

do programa Excel®.
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5 RESULTADOS

A origem das amostras (n=17) de animais atendidos com suspeita de
hemoparasitose em clinicas veterinarias (mA) esta apresentada na Tabela 1. Dentre
0s animais, 47,1% (8/17) apresentavam anemia, sendo este o sinal clinico mais
frequente (Tabela 2). Este sinal foi relatado como unico em 50% (4/8) dos caes
anémicos. Nos outros 50% (4/8) dos animais foram relatados esse sinal associado a

ictericia, a epistaxe, sangramento de orelha ou apatia e anorexia.

Tabela 1 — DistribuicAo das amostras de animais suspeitos de hemoparasitose
atendidos em clinicas veterinarias

S Area
Municipio Rural Urbana Total
Blumenau 1 (16,6%) 5 (83,4%) 6
Lages 0 11 (100%) 11
Total 1 (5,9%) 16 (94,1%) 17

Com relacao a pesquisa de hemoparasitos, trés destes 17 cées (17,65%) foram
positivos na PCR para piroplasmas (Babesia spp. ou R. vitalii). Destes caes, um foi
positivo para Babesia canis vogeli e era proveniente da area urbana de Blumenau, e
dois foram positivos para R. vitalii, sendo um cdo domiciliado na area rural de
Blumenau e um residente em area urbana de Lages. Nenhum animal apresentou
resultado positivo para E. canis (Tabela 3).

Ambos os animais positivos para R. vitalii eram sem raca definida (SRD) e com
idade entre um e trés anos. O canino residente em Lages era uma fémea e o
domiciliado em Blumenau um macho. Estes animais apresentaram sinal clinico de
ictericia como relatado pelo médico veterinario. Apesar de relatado parasitismo por
carrapatos em ambos os animais, ndo foram obtidos espécimes para identificacao.

A fémea canina positiva para Babesia canis vogeli residia na area urbana de
Blumenau, era da raca Yorkshire e tinha 10 anos de idade. Este animal néo
frequentava a area rural, porém acessava areas publicas da cidade e tinha contato
com outros animais. Ao exame fisico o médico veterinario destacou apenas sinais de
um animal apatico. Também foi constatado parasitismo por carrapato, porém nao

foram disponibilizados ixodideos para identificacéo.
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Tabela 2 — Sinais observados em cées atendidos em clinicas suspeitos de
hemoparasitoses em Lages e Blumenau

Sinais Observados N° de Casos
Anemia+epistaxe 1 (5,9%)
Anemia+sangue na orelha 1 (5,9%)
Anemia 4 (23,5%)
Anemia+apatia+anorexia 1 (5,9%)
Anemia+ictericia 1 (5,9%)
Anorexia+ictericia 1 (5,9%)
Apatia+anorexia 1 (5,9%)
Apatia 2 (11,7%)
Epistaxe 1 (5,9%)
Ictericia 1 (5,9%)
Ixodidiose 1 (5,9%)
Sangue na orelha 2 (11,7%)
Total 17

Tabela 3 — Distribuicdo do numero de casos de acordo com o resultado da PCR de
cées atendidos em clinicas veterinarias (continua)

o L, Rangelia vitalii Babesia canis vogeli
Municipios Variavel Positivo Negativo Positivo Negativo
Blumenau (area) rural 1 (100%) 0 0 1 (100%)
urbana 0 5 (100%) 1 (20%) 4 (80%)
Lages rural 0 0 0 0
urbana 1(9,1%) 10 (90,9) 0 11 (100%)
Blumenau (sexo) macho 1 (33,3%) 2 0 3 (100%)
(66,7%)
fémea 0 3 (100%) 1(33,3%) 2 (66,7%)
Lages macho 0 6 (100%) 0 6 (100%)
fémea 1 (20%) 4 (80%) 0 5 (100%)
Blumenau (habitat na Dentro de 0 2 (100%) 1 (50%) 1 (50%)
propriedade) casa
Fora de casa 1 (25%) 3 (75%) 0 4 (100%)
Lages Dentro de 0 1 (100%) 0 1 (100%)
casa
Fora de casa 1(12,5%) 7 0 8 (100%)
(87,5%)
Dentro e fora 0 2 (100%) 0 2 (100%)
de casa
Blumenau (acesso arua, sim 1 (20%) 4 (80%) 1 (20%) 4 (80%)
mata, outros locais)
nao 0 1 (100%) 0 1 (100%)
Lages sim 1 (25%) 3 (75%) 0 4 (100%)

n&o 0 7 (100%) 0 7 (100%)
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Tabela 2 — Distribuicdo do numero de casos de acordo com o resultado da PCR de
cdes atendidos em clinicas veterinérias (continuagéo)

Municipios

Rangelia vitalii

Babesia canis vogeli

Variavel

Positivo Negativo Positivo Negativo
Blumenau (mobilidade sim 1 (33,3%) 2 1 (33,3%) 2 (66,7%)
rural <>urbana) (66,7%)
néo 0 3(100%) 0 3(100%)
Lages sim 1(33,3%) 2(66,7%) 0 3(100%)
néo 0 8(100%) 0 8(100%)
Blumenau (contactantes) Caes 1 5 1 5 (83,3%)
(16,7%) (83,3%)
Lages Caes 1 5 0 6 (100%)
(16,7%) (83,3%)
Cédes e 0 1 (100%) 0 1 (100%)
silvestres
N&o canideos 0 1 (100%) 0 1 (100%)
nenhum 0 3 (100%) 0 3 (100%)
Blumenau (historico de sim 1 (20%) 4 (80%) 1 (20%) 4 (80%)
carrapatos)
néo 0 1 (100%) 0 1 (100%)
Lages sim 1 (20%) 4 (80%) 0 5 (100%)
néo 0 6 (100%) 0 6 (100%)
Blumenau (sinais) anemia 0 1 (100%) 0 1 (100%)
apatia 0 2 (100%) 1 (50%) 1 (50%)
apatia+anorexia 0 1 (100%) 0 1 (100%)
Anorexia 1 (100%) 0 0 1 (100%)
+ictericia
nenhum 0 1 (100%) 0 1 (100%)
Lages anemia 0 3 (100%) 0 3 (100%)
ictericia 0 1 (100%) 0 1 (100%)
epistaxe 0 1 (100%) 0 1 (100%)
apatia+anorexia 0 1 (100%) 0 1 (100%)
+anemia
anemia+ictericia 1 (100%) 0 0 1 (100%)
anemia+epistax 0 1 (100%) 0 1 (100%)
e
anemia+sangra 0 1 (100%) 0 1 (100%)
orelha
sangra orelha 0 2 (100%) 0 2 (100%)
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Tabela 2 — Distribuicdo do numero de casos de acordo com o resultado da PCR de
cées atendidos em clinicas veterinarias (conclusao)

L iavel Rangelia vitalii Babesia canis vogeli

Municipios Variave Positivo Negativo Positivo Negativo

Blumenau (faixa etaria) 1 a4 anos 1 (50%) 1 (50%) 0 2 (100%)

9a 12 anos 0 4 (100%) 1 (25%) 3 (75%)

Lages 1 a4 anos 1 7 0 8 (100%)
(12,5%)  (87,5%)

5a 8 anos 0 1 (00%) 0 1 (100%)

13 a17 anos 0 2 (100%) 0 2 (100%)

Blumenau (raca) SRD 1 2 0 3 (100%)
(33,3%)  (66,7%)

Racas definidas 0 3 (100%) 1 Yorkshire 2 (66,7%)

(33,3%)

Lages SRD 1 6 0 7 (100%)
(14,3%)  (85,7%)

Racas definidas 0 4 (100%) 0 4 (100%)

Dos 121 animais domiciliados (mB), que tinham histérico de parasitismo por
carrapato e nos quais, ndo se observou sinais de hemoparasitose, as amostras foram
negativas para os hemoparasitos objetos do estudo. Destas amostras, 69,4% (84/121)
foram colhidas em Blumenau e 30,6% (37/121) sdo provenientes de Lages. Das
colheitas em Blumenau 70,2% (59/84) foram realizadas em animais da zona rural e
29,2% (25/84) da area urbana. Em Lages obteve-se 89,2% (33/37) das amostras na
area rural e 10,8% (4/37) na zona urbana.

No que diz respeito ao sexo, 51,2% (62/121) das amostras foram de machos e
48,8 (59/121) foram de fémeas, sendo que em Lages 64,9% (24/37) eram de machos
e 35,1% (13/37) de fémeas, ja em Blumenau 54,8% (46/84) foram de fémeas e 45,2%
(38/84) de machos.

Pastor Alemao, com 7,4% (9/121) das amostras, foi a mais frequente dentre os
animais com raca definida, porém 57% (69/121) das colheitas foram realizadas em
animais sem raca definida (SRD).

No municipio de Lages, segundo os proprietarios dos 37 animais, 97,3%
(36/37) habitam apenas o ambiente externo da casa e nado transitam no interior da
residéncia. E destes 83% (30/36) tem acesso a rua, mata ou qualquer outro ambiente
estranho a propriedade e, também segundo os proprietarios, 47% (14/30) dos caes
tem contato com animais silvestres além de outros cdes. Nenhum dos cées circula

entre as areas urbana e rural.
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Ainda com relacéo a Lages 51,4% (19/37) situam-se na faixa etariaentre 1 a 4
anos de idade e em Blumenau 75% (63/84) também nessa faixa etaria.

No municipio de Blumenau, de acordo com o informado pelos proprietarios,
92,9% (78/84) dos animais ndo tém acesso ao interior das residéncias permanecendo
restritos a quintais, patios ou soltos nas cercanias das propriedades, entretanto, 75,6%
(59/78) destes caes tém acesso a rua, matas ou outros ambientes fora da propriedade.
Dos 59 caes com acesso ao exterior da propriedade apenas 15,3% (9/59) tém relato
de contato com animais silvestres, sendo 66,6% (6/9) de area rural e 33,4% (3/9) de
area urbana; 72,9% (43/59) dos animais, segundo os proprietarios, ttm contato com
outros cées, destes 81,4% (35/43) residem na zona rural e 18,6% (8/43) na urbana.
Dentre os com acesso fora da propriedade, apenas 5,1% (3/59) transitam entre zona
urbana e rural.

O proprietario de um cdo Doberman, macho, de um ano de idade, da area rural
de Blumenau, relatou que entre dois a seis meses anteriores a colheita, o animal
apresentou mucosas amarelas. Deste céo foi colhida uma fémea de A. aureolatum,
mas os testes da PCR da amostra de sangue para os hemoparasitos estudados foram
todos negativos. O proprietario ndo soube explicar detalhes sobre o tratamento e
cuidados tomados com o animal por ocasido da manifestacao dos sinais de ictericia.
Este animal tinha acesso a mata e contato apenas com outros caes. O proprietario
nao relatou contato com animais silvestres.

Dentre os 121 animais domiciliados, 10 (8,3%) apresentavam ixodidiose no
momento da colheita e foi possivel obter espécimes de carrapatos destes cées.

Destes 10 animais, trés (30%) eram de Lages. Um animal estava infestado
exclusivamente por R. sanguineus (Figura 3), em outro céo foi encontrado somente
exemplares de R. microplus e foi observada infestacdo mista de R. microplus e A.
aureolatum (Figura 1) em um terceiro animal. Todos residiam na area rural.

Do total de cées dos quais foram colhidos carrapatos, 70% (7/10) residem na
area rural de Blumenau. Em trés (43%) foram encontrados simultaneamente
parasitismo por A. aureolatum e A. ovale. Apenas um céo (14%) tinha A. aureolatum
como unico ectoparasito e em trés (43%) foram encontrados somente espécimes de
A. ovale (Figura 2). Nestes animais a espécie mais frequentemente encontrada foi A.
ovale 86% (6/7).
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Figura 1 — Fémea de Amblyomma aureolatum extraido de um céo

Fonte: préprio autor

Figura 2 — Macho de Amblyomma ovale retirado de um c&o

Fonte: préprio autor

Figura 3 — Machos de Rhipicephalus sanguineus obtidos de um céo

Fonte: préprio autor
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6 DISCUSSAO

Este estudo detectou DNA de Babesia canis vogeli em um céo, fémea, da raca
Yorkshire, com 10 anos de idade residente na area urbana de Blumenau. Este animal,
embora criado dentro de casa, tem acesso a rua e contato com outros caes, sendo
assim exposto ao risco de contrair infestacdes por carrapatos como citam Labruna e
Pereira (2001). Estes autores ressaltam que animais de area urbana estdo mais
sujeitos ao parasitismo por R. sanguineus, todavia outros estudos tém constatado a
ixodidiose por esta espécie e, também a babesiose canina, em animais de area rural
(ARAUJO et al., 2015; SILVA et al., 2012).

Como comprovado por Regendanz e Muniz (1935), o R. sanguineus é o
carrapato transmissor da Babesia canis vogeli no Brasil, assim, provavelmente o
carrapato visto parasitando este cédo pertencia a esta espécie, entretanto ndo se
obteve exemplares que comprovem essa suspeita. Lavina et al. (2014) relataram a
ocorréncia de R. sanguineus parasitando caes na regiao do Vale do Itajai, onde esta
localizada a cidade de Blumenau, corroborando essa hipétese.

Mesmo que a raca Yorkshire ndo esteja relacionada entre as racas mais
frequentemente acometidas por babesiose, de acordo com Benigno; Rodrigues e
Serra-Freire (2011), animais de raca definida sdo mais predispostos a desenvolver a
enfermidade que caes SRD.

A despeito de esta fémea ser adulta, Taboada e Merchant (1991) ressaltam que
animais jovens sao mais predispostos a desenvolver babesiose, porém o parasitismo
por Babesia canis vogeli pode ocorrer em caes de diferentes idades como esclarecem
Costa-Janior et al. (2009).

Segundo informacgdes obtidas na clinica veterinaria, além da presenca do
carrapato o animal apresentava apatia. Embora este sinal, ocorrendo como Unica
manifestacdo clinica, seja insuficiente para um diagndstico clinico seguro de
babesiose, Guimaraes et al. (2004) apontam que além do animal estar apatico, outros
sinais que podem ser frequentes na babesiose canina sdo: mucosas palidas, febre,
hiporexia e hemorragia nos coxins.

Um céo Pastor Aleméao, atendido em Blumenau, e outro cdo SRD, em Lages,
foram diagnosticados com ixodidiose por R. sanguineus, conforme a identificacdo dos
exemplares colhidos dos animais, mas os testes de PCR para hemoparasitos foram

negativos, entretanto este achado reforca registros anteriores (BELLATO et al., 2003;
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LAVINA et al., 2014) deste carrapato nestes municipios. Segundo relato dos médicos
veterinarios que atenderam esses animais, 0S mesmos nao apresentavam sinais de
hemoparasitose.

Por ter o vetor em comum, E. canis pode ser observada nas mesmas regioes
onde se constatam casos de babesiose canina (LABRUNA; PEREIRA, 2001;
VARGAS-HERNANDEZ et al., 2012). Porém, neste estudo ndo foram encontrados
animais positivos para E. canis pela PCR. Segundo Moraes-Filho et al. (2015)
espécimes de R. sanguineus pertencentes ao clado temperado ndo sédo capazes de
transmitir essa bactéria, portanto levantou-se a hipotese de serem esses 0sS
artropodes presentes na regido analisada.

A possibilidade de que os carrapatos obtidos no presente estudo ndo sejam
capazes de transmitir E. canis, associada a constatacéo de que somente 0,7% (1/142)
dos animais foram positivos ao teste de ELISA, para esta bactéria, em Santa Catarina
(Labarthe et al., 2003), suportam a hipotese de que, em regides de clima temperado,
como a regido do presente estudo, possa haver uma menor populacao de ixodideos
vetores competentes para transmitir esta rickettsia.

Os animais testados no presente estudo tinham mais de 12 meses de idade, e
Ueno et al. (2009) observaram que maior frequéncia de positivos ocorre em animais
até essa idade. Somado a este fato, a amostragem obtida no presente estudo néo
permite excluir a ocorréncia deste patdgeno na regido, pois, como comprovado por
Hoskins (1991), esta bactéria também pode ser transmitida por R. sanguineus e estar
presente em infeccbes mistas com Babesia canis vogeli, como observaram Benigno;
Rodrigues e Serra-Freire (2011). A PCR para Ehrlichia spp. € bastante sensivel e
especifica e foi demonstrado que uma Unica reacdo de amplificacdo € capaz de
identificar a presenga de microorganismos mesmo em baixa parasitemia (DOYLE et
al., 2005; McBRIDE et al., 1996).

As amostras de sangue analisadas nesta pesquisa para a deteccao de DNA de
Ehrlichia canis podem nao representar a fonte mais adequada para estudos em
animais assintomaticos ou cronicamente infectados, pois, de acordo com Harrus et al.
(2004), a presenca do parasito pode estar restrita a macréfagos no baco, o que reduz
significativamente a possibilidade de se obter DNA do parasito em amostras
sanguineas. O aspirado de baco tem a mesma eficiéncia de detecgcdo do parasito

mesmo em uma infeccdo aguda. Sugere-se, portanto a analise de amostras de
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aspirado de baco como método para analise de PCR em animais suspeitos,
principalmente naqueles cronicamente infectados.

O parasitismo por Rangelia vitali em caes e canideos silvestres tem sido
relatado no cone sul da América do Sul e também na regido sul do Brasil (CARINI;
MACIEL, 1914; CORREA et al., 2012; EIRAS et al., 2014; FREDO et al., 2017;
PESTANA, 1910a; SOARES et al., 2014; SOARES et al., 2015). Entretanto em Santa
Catarina ha escassez de relatos. Até o presente estudo ndo havia relatos de pesquisa
utilizando a PCR para a deteccao deste parasito em cdes domésticos nas regides do
Vale do Itajai e do Planalto Serrano do estado de Santa Catarina. Nesta pesquisa foi
possivel constatar a ocorréncia de um caso no municipio de Blumenau, localizado no
Vale do Itajai, e outro no municipio de Lages, no Planalto Serrano.

Foi obtida uma amostra positiva para R. vitalii em Blumenau. Este animal, SRD,
era um macho de trés anos de idade, residia na zona rural e foi atendido com sinais
de anorexia e ictericia. Era um animal que frequentava ambientes de fora da
propriedade (matas e ruas), transitava entre as areas rural e urbana e tinha contato
com outros caes. Histdrico de parasitismo por carrapato foi relatado, porém néo foram
obtidas amostras dos ixodideos para identificacao.

Em Lages o animal positivo na PCR para R. vitalii, era uma fémea, SRD, de um
ano de idade, residente na area urbana e que apresentou sinais de anemia e ictericia.
Mesmo sendo da zona urbana, este animal frequentava uma propriedade rural onde
tinha liberdade de circular em areas circunvizinhas do imével e, segundo o
proprietario, tinha contato com cées da vizinhanca e historico de infestacdo por
carrapatos. Também néo foram obtidos exemplares de ixodideos deste animal.

Pestana (1910b) ja se referia a rangeliose como uma doenga que acometia,
mais frequentemente, cées jovens, o que comprovaram Correa et al. (2012) ao relatar
0 caso de um cao de 11 meses, e Franca et al. (2010), ao descreverem casos em
cées com até cinco anos de idade. Em concordancia com estes estudos esta também
foi a faixa etaria em que se encontravam 0s animais positivos em Lages e Blumenau.
Entretanto, animais adultos também podem ser acometidos como observaram Eiras
et al. (2014) ao relatar o primeiro caso de rangeliose na Argentina, em um céo de 12
anos de idade.

A ictericia, a anemia e a anorexia séo sinais frequentemente presentes na
rangeliose (FREDO et al., 2017), assim como sangramento de orelha e melena

(FIGHERA et al., 2010). Porém sangramentos ou melena nédo foram observados ou
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relatado nos animais parasitados por R. vitali no presente estudo. Entretanto,
corroborando com o observado por Fredo et al. (2017), os animais manifestaram
apatia, anorexia, anemia e ictericia.

O animal positivo para R. vitalii de Blumenau residia na zona rural onde,
segundo Soares (2014), ha maior possibilidade de ocorrerem casos de rangeliose,
principalmente se o animal tem acesso a mata ou € um animal de caca como
descrevem Loretti e Barros (2004). Também Loretti e Barros (2004) citam que € uma
enfermidade que atinge os animais principalmente nas épocas mais quentes, todavia
a colheita de sangue do animal supracitado ocorreu no inverno (junho/2016).

Na area rural de Blumenau, muitas propriedades tém configuracdo de
residéncias construidas em area urbana. Foram visitadas casas totalmente cercadas
por muros e/ou alambrado corroborando com as condi¢cdes favoraveis ao
desenvolvimento de R. sanguineus citadas por Labruna e Pereira (2001), situacéo
menos favoravel a infeccédo por R. vitalii, pois este parasito estd mais associado a
areas de mata.

Também segundo relato dos moradores mais velhos, ha cerca de 20 ou 30
anos atras se observavam mais caes com o que eles intitulavam ser um “amarelao”
gue atacava os cdes e 0s matava em poucos dias. Hoje em dia acreditam ser mais
raros porque segundo esses moradores, ha menos cacadores do que antigamente e,
principalmente, em Blumenau, as propriedades sdo menores e os moradores rurais
trabalham mais proximos a residéncia e adentram menos a mata com seus cées.

Em Lages, apesar de o animal ndo residir na area rural, frequentava este
ambiente e tinha contato com animais ali residentes, fator que, somado com o historico
da presenca de carrapatos, provavelmente o tenha exposto ao risco de contrair a
infeccéo.

E comprovado que A. aureolatum € o transmissor de R. vitalii (SOARES, 2014),
sendo assim sua presenca no ambiente faz-se necessaria para a propagacéo do
protozodario. Nas regides do presente estudo este ixodideo j& foi observado
parasitando cdes domésticos (BELLATO et al., 2003; LAVINA et al., 2014) e também
canideos silvestres (QUADROS et al.,, 2012), este ultimo considerado um dos
hospedeiros preferenciais do carrapato (SOARES, 2014) e reservatorio de R. vitalii
(FRANCA et al., 2014). Dos animais do presente estudo, atendidos em clinicas, ndo

foram recuperados exemplares deste acarino, porém espécimes foram obtidos de
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animais dos quais foram colhidas amostras nos domicilios em que residem e ndo eram
suspeitos de hemoparasitose.

E importante ressaltar que, além dos trés animais positivos para
hemoparasitos, outros 14 foram inclusos no estudo de ocorréncia de hemoparasitose,
pois além de apresentarem historico de ixodidiose estes animais manifestaram um ou
mais sinais indicativos infeccdo por hemoparasitos. Dentre esses sinais merecem
destaque a apatia, anemia, anorexia, ictericia, diarreia e hemorragia nasal. Vale
lembrar que estes sinais podem estar presentes em uma ou mais das enfermidades
objetos do estudo, de acordo com o observado por diversos autores (ALMOSNY,
2002; EIRAS et al., 2014; FIGHERA et al., 2010; HARRUS; WANER, 2011; IRWIN,
2009).

Dos 121 animais amostrados em seus domicilios nenhum foi positivo para os
hemoparasitos testados na PCR, entretanto foi verificada a presenca dos vetores A.
aureolatum, de R. vitalii, e R. sanguineus, de B. c. vogeli e de E. canis.

Em virtude da presenca destes vetores, pressupde-se que estes animais
estejam em risco de contrair 0s parasitos. Além disso, alguns desses caes sao criados
nos quintais ou soltos na propriedade, tém acesso a rua, passeios publicos ou matas
e assim podem entrar em contato com ixodideos, reservatorios ou animais infestados,
como descrevem Loretti e Barros (2004) sendo esses fatores considerados
predisponentes para a infec¢éo por R. vitalii. Alguns desses fatores foram constatados
tanto em Blumenau quanto em Lages, e contribuem para a disseminacdo dos
hemoparasitos.

Os 10 animais dos quais foram colhidos carrapatos durante a visita as
propriedades para colheita de sangue eram todos de area rural e, de acordo com
Franca et al. (2014), os locais que predispde ao aparecimento de rangeliose, areas de
mata ou proximas as propriedades podem abrigar carrapatos da espécie A.
aureolatum, vetor de R. vitali. Como observado neste estudo, sete (70%) dos 10
animais dos quais foram obtidos carrapatos tinham acesso a mata e destes, 57% (4/7)
exibiam ixodidiose por A. aureolatum indicando a possibilidade de ocorrer a doenca
conforme os autores supracitados. Em Lages, destes quatro animais, um cao (25%)
apresentou parasitismo misto por A. aureolatum e R. microplus e em outro foi
encontrado R. microplus isoladamente. Em Blumenau, dois (50%) estavam
parasitados simultaneamente por A. aureolatum e A. ovale o que indica a necessidade
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de uma correta identificacdo dos carrapatos encontrados nos animais, pois A. ovale
nao transmite R. vitalii de acordo com Soares (2014).

As espécies de Amblyomma spp., bem como a frequéncia em que foram
encontrados em Blumenau e em Lages, confirmam o que constataram Lavina et al.
(2014) que, de forma semelhante, observaram, dentre outros géneros de ixodideos,
ser este 0 mais frequente em caes nas regides estudadas.

Dos 10 animais com ixodidiose, um cédo (10%), de Lages, apresentou ixodidiose
por R. sanguineus no momento da colheita de sangue. Este animal ndo frequentava
areas de mata e sua movimentacao era restrita as proximidades da residéncia. Estes
fatos estdo de acordo com Labruna e Pereira (2001), que descrevem essa situacao
como favoravel ao parasitismo de cées por este carrapato e nao por Amblyomma spp.

Apesar de poucos animais estarem parasitados por carrapatos no presente
estudo, os resultados assemelham-se aos observados por Stalliviere et al. (2009) que.
no municipio de Lages, de 622 caes, apenas em um foi constatado parasitismo por R.
sanguineus. Este céo residia na area central da cidade enquanto no presente trabalho,
0 cdo parasitado pertencia a area rural. De acordo com estes autores, a pequena
quantidade de ixodideos encontrada parasitando cdes provavelmente seja em razéo
do clima, principalmente se tratando de um carrapato trioxeno, em que as condi¢oes

climaticas exercem influéncia no seu desenvolvimento.
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7 CONCLUSOES

e Constatou-se a ocorréncia de animais infectados por Babesia canis vogeli e
Rangelia vitalii no municipio de Blumenau.

e No municipio de Lages, diagnosticou-se a ocorréncia de infec¢ao por R. vitalii.

e Neste estudo néo foi constatada a infec¢cado de caes por Ehrlichia canis em
Lages ou em Blumenau.

e Foram encontrados os ixodideos Rhipicephalus sanguineus (vetor de B. c.
vogeli), Amblyomma aureolatum (vetor de R. vitalii), também Amblyomma ovale e
Rhipicephalus microplus parasitando cées.

e S80 necessarios mais estudos para determinar a prevaléncia e a incidéncia
destas hemoparasitoses nestes municipios e em outras localidades do estado de
Santa Catarina.
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9 ANEXOS

Anexol — Questionario aplicado aos proprietarios dos caes amostrados

Questionario Epidemiologia Hemoparasitos

—Resenha

Amaostra Data Mome do Animal Raga Idade
o B . 1 [

] ] |
S ik ! f :

Sexp Municipo Bairra Zona

i H

i Macho 7 Femea < Lages i i " Urbana
- Blumenau “ Rural

Home do propretdno ou N° ¢ reqistre Ifotive da consulta ou Suspaita
I 3 i i

[~ t-Onde o animal fica na sropriedade

1 QuintaliPatio 7 Canil { | Dentro de Casa

2- 0 animal tem acesso a rua. mata ou algum outro local fora da progriedade?

7 Sim <) Mo

3- Animal de zona urbana visita zona rural ou viceversa?

£ 8im % Ndo
Contatos
Sz Sim, quais?
4-0 animal ten contato com outros animais? ]
T Sim 0 Nbo

5- O animal ja esteve ou esta parasitado por camapatos? Case POSITIVO guardar carrapate
em um frasco & CONGELAR

5 Bim 7 Mo

Tratamentos

6- Fez ou estd fazendo tratamento contra carrapsio ou pulga? Qual o produto usado?
i

i Faz tratamento i esta fazendo tratamenio
Mo

Sinais

7- Apresenta alguns dos sinais abaixo? No momento da consulia ou a peloc menos & meses atras
i kucosas amarsladas | Mucosas sshranquicadas

{71 Sangramento de ponta de orelha 7} Sangramente de Nariz ! Sinais ndo verificados

8- Ha gquanto tempo apresentou sinais?

.+ 1 semana ou mais - 1més
“2 a8 meses 7 6a 12 meses
i 12 meses ou mais " Nao se aplica ou ndo pode informar
Observacies | !

SCLICITO COLHER E CONGELAR O SANGUE EM FRASCO COM EDTA
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