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Resumo

A erliquiose canina é uma doenca transmitida por carrapatos Rbipicephalus sanguineus e ocasionada pela
Ebrlichia canis, bactéria intracelular obrigatdria. O presente estudo verificou a prevaléncia de anticorpos anti-E. canis
em 254 cdes de quatro regides administrativas de Cuiabd, Estado de Mato Grosso, por imunofluorescéncia indireta,
observando-se uma prevaléncia de 42,5% (108/254) sem diferenca significativa entre as regides. As varidveis idade,
raca, sexo, hdbitat, acesso a zona rural e presenga de carrapatos foram analisadas. Os titulos de anticorpos variaram
entre 1:40 a 1:2.560. Somente 32 (29,63%) caes soropositivos estavam infestados por carrapatos, todos R. sanguineus.
O resultado encontrado confirma que nio hd predisposicao racial, sexual ou etdria, enquanto a menor ocorréncia de
ces reagentes no intradomicilio provavelmente estd relacionada 4 baixa infestacio por carrapato, apesar de nio ter sido
observada diferenca significativa entre os cies com ou sem a infestagio com o carrapato vetor.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, imunofluorescéncia indireta, Cuiabd, inquérito epidemiolégico.

Abstract

Canine ehrlichiosis is a disease transmitted by ticks Rhipicephalus sanguineus and caused by Ebrlichia canis, obligatory
intracellular bacteria. The present study examined the prevalence of anti-E. canis in 254 dogs from four administrative
regions of Cuiabd, Mato Grosso, by indirect immunofluorescence assay. There was a prevalence of 42.5% (108/254)
without significant difference between the studied regions. The variables age, breed, sex, habitat, access to rural and
ticks were analyzed. The antibody titers ranged from 1:40 to 1:2,560. Only 32 (29.63%) seropositive dogs were infested
with ticks, all R. sanguineus. The results confirm that do not have breed, sex or age predisposition to ehrlichiosis due
E. canis, while the lowest occurrence of reactive dogs indoors probably related to low tick infestation, although no

significant difference between dogs with or without infestation with the tick vector.

Keywords: Ebrlichia canis, indirect immunofluorescence, Cuiaba, epidemiological survey.

Introdugio

A erliquiose ¢ uma doenca de distribui¢io cosmopolita
transmitida pelo carrapato, Rhipicephalus sanguineus, causada
por bactérias do género Ehrlichia. A Ebrlichia canis é o agente
etiolégico da erliquiose monocitica canina, sendo um parasito
intracelular obrigatdrio de células hematopoiéticas maduras ou
imaturas, especialmente do sistema fagocitdrio mononuclear

(DUMLER et al., 2001).
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A primeira descri¢io da E. canis foi infectando um cdo Pastor
Alemio, na Argélia, por Donatien e Lestoquard, em 1935. O
primeiro relato da presenca de E. canis, no Brasil, ocorreu em
Belo Horizonte, Minas Gerais, por Costa et al. (1973), sendo
o segundo em Jaboticabal, Sio Paulo, em 1978 (KAVINSKI,
1988).

A patogénese da erliquiose monocitica canina envolve trés
fases consecutivas: a) aguda, b) assintomadtica persistente, também
denominada fase subclinica e ¢) cronica. A apresentacio dos
sinais clinicos pode variar, de acordo com as fases, sendo com
frequéncia observada letargia, anorexia, febre, linfoadenomegalia,
esplenomegalia, trombocitopenia, distirbios hemorrdgicos e

hipergamaglobulinemia (HARRUS et al., 2002).
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O diagnéstico da erliquiose é baseado na combinagio dos
sinais clinicos, anormalidades hematoldgicas, achados citoldgicos
e soroldgicos, sendo mais recentemente a reacio em cadeia da
polimerase incorporada ao plano diagnéstico NEER; HARRUS,
2006). A observacio microscépica de esfregacos sanguineos
submetidos a coloragio do tipo Romanowsky é simples, barata
e fornece um registro permanente (FRITZ, 2009); no entanto a
sua sensibilidade ¢ baixa, em torno de 4 a 5% dos casos na fase
aguda (HARRUS et al., 1997; MENESES et al., 2008).

As bactérias do género Ebrlichia sp. induzem resposta humoral
especifica, base para o diagndstico sorolégico (RIKIHISA, 1991),
ocorrendo soroconversio nos animais logo apés a infecgio
(OTRANTO et al., 2009). Dentre os testes sorolégicos, a
Imunofluorescéncia Indireta é utilizada no diagnéstico da erliquiose,
sendo aplicdvel tanto para estudos de infecgoes experimentais
quanto epidemioldgicos. Os antigenos utilizados sido procedentes
do cultivo de células infectadas com E. canis, havendo deteccao
de anticorpos precoces em até sete dias pds-infecgao, embora a
maioria dos caes se tornam soropositivos ap6s 28 dias da infecgio
(HARRUS et al., 1997).

A erliquiose tem sido motivo de grande interesse tanto para
pesquisas em medicina veterindria quanto para satide publica, em
decorréncia das recentes descobertas de infeccio em humanos
(STICH et al., 2008); portanto, este trabalho teve o propdsito
de verificar a soroprevaléncia da infec¢io por Ebrlichia canis em
caes domiciliados na cidade de Cuiabd, Estado de Mato Grosso,
por meio da imunofluorescéncia indireta.

Material e Métodos

1. Local e periodo do estudo

O presente estudo foi realizado em Cuiab4 (Figura 1), capital
do Estado de Mato Grosso, no periodo de setembro de 2007 a abril
de 2009. O municipio de Cuiabd possui drea de 3.538,17 km?,
correspondendo 254,57 km? de drea urbana e 3.283,60 km? de 4rea
rural. Localizado na mesorregido Centro-Sul Mato-grossense, possui
como coordenadas geograficas de 15° 35’ 56” S e 56° 06’ 01” O
(SILVA et al., 2008).

A regido ¢é cercada por trés biomas: a Amazonia, o Cerrado e
o Pantanal, sendo de clima tropical, quente e tmido.

2. Cdes amostrados

Os célculos para obtengao da amostragem dos caes foram
definidos pelo programa Epilnfo 3.3.2 (CDC, EUA), considerando-se
a proporgao de caes em relagio ao homem de 7:1, com uma
prevaléncia de 20% (LABARTHE et al., 2003), ¢ um intervalo
de confianca de 95% e erro aceitdvel de 5%.

Foram incluidas no estudo amostras provenientes de caes das
regioes Leste (61 amostras); Norte (68 amostras); Sul (54 amostras)
e Qeste (71 amostras), totalizando 254 amostras.

Os cies avaliados eram provenientes de ambientes urbanos
domiciliados, de idade e ragas variadas e ambos os sexos. Foram
obtidas informacoes contendo identificacao, sinais clinicos
apresentados no momento da avaliagdo clinica nas residéncias, e

Soroprevaléncia de anticorpos anti-Ebrlichia canis em caes de Cuiabd, Mato Grosso 109

de presenca de carrapatos. As amostras de sangue foram colhidas
de forma asséptica, por venopungio cefdlica ou jugular, de onde
foram obtidos os soros ap6s retragio do codgulo e conservadas a
—20 °C até o momento da prova soroldgica.

Os carrapatos presentes nos cies no momento do inquérito
foram colhidos e identificados conforme género e espécie, segundo
Aragio e Fonseca (1961).

3. Imunofluorescéncia indireta

A imunofluorescéncia indireta foi realizada a partir das células
DHS82 infectadas com o isolado Sao Paulo de E. canis, fixadas em
laminas de imunofluorescéncia, como descrito por RISTIC et al.
(1972). Os soros dos caes foram testados a partir da diluicio de
1:40 até 1:2560 (HARRUS et al., 1997; McBRIDE et al., 2001)
em solugio salina tamponada (PBS) pH 7,2, a 1% de soro albumina
bovina. Para marcagio do anticorpo, utilizou-se conjugado de
coelho anti-IgG de cio (SIGMA®) na diluigao 1:400. As lAminas
foram examinadas em microscdpio de epifluorescéncia (marca
LEICA®). Em cada lamina foram incluidos controles negativos e
positivos. A amostra foi considerada reagente quando apresentou
fluorescéncia a diluicio igual ou maior a 1:40.

4. Andlise estatistica

Para avaliar as associagoes entre diferentes varidveis, utilizou-se
o Teste do Quiquadrado(y?) corrigido por Yates, ou Exato de
Fisher, quando algum valor esperado foi igual ou inferior a 5.
Considerou-se o valor de p < 0,05 estatisticamente significativo.

Resultados

A prevaléncia de cies soropositivos para E. canis nos bairros
das regides administrativas de Cuiabd, Mato Grosso, foi de 42,5%
(108/254). Esse resultado, quando comparado entre as regioes,
nio apresentou diferenca significativa (p > 0,05; Tabela 1).

Nio foi observada associacio significativa (p > 0,05) entre o
resultado soroldgico e as varidveis estudadas: sexo, faixa etdria, acesso
arua ou a zona rural e racas (Tabela 2). Os caes sem raga definida
(46) representaram (42,6%) dos estudados e os de ragas puras

62 (57,4%), dentre eles, Poodle (16), Pitbull (11), Pinscher (10),
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Figura 1. Localizacdo geografica das regionais administrativas estu-
dadas do municipio de Cuiabd na América do Sul.
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Dachshund (6), Boxer (4), Rotweiller (4), Dogue alemio (3),
Dobermam (2) e Labrador, Pastor alemao, Pointer, Pequinés,
Akita e Shitzu um cada.

Com relagdo ao ambiente de maior permanéncia do cio, foi
observada menor frequéncia de anticorpos, nos animais com
acesso ao intradomicilio (y? = 9,428; p < 0,05). Dos 254 animais
avaliados, apenas 32 (12,6%) apresentaram infestacao por carrapatos
R. sanguineus, (x* = 5,87, p = 0,118). Destes, quinze (46,87%)
sororreagiram & imunofluorescéncia indireta (Tabela 2).

Diversas alteracoes clinicas foram observadas em 31 dos caes
sororreagentes, incluindo linfadenopatia (2), emagrecimento (2),
petéquias (2), apatia (1), hepatomegalia (1), esplenomegalia (1), além
dos sinais oftdlmicos (9), nervosos (1) e dermatoldgicos (20).

A proporgio dos titulos apresentados pelos cies na técnica de
imunofluorescéncia indireta foi: 40(4,6%), 80 (5,6%), 160 (8,3%),
320(13,9%), 640(14,8%), 1.280(20,4%) e 2.560(32,4%).

Discussao

A prevaléncia de E. canis encontrada neste estudo (42%) em
cdes domiciliados de Cuiab4 foi semelhante a relatada por Aguiar
et al. (2007), em municipio localizado no Estado de Rondénia
(37,9%), estando acima das relatadas por outros autores no Brasil:
23% no Parand (TRAPP et al., 2006) e 36% na Bahia (CARLOS
et al., 2007). Entretanto, foi inferior ao resultado de Almeida e
Sousa (2006), que observaram, pelo teste SNAP 3DX, a prevaléncia
de 60% em cies atendidos em hospital do mesmo municipio.

A prevaléncia de E. canis estd largamente associada a distribuicao
do vetor, encontrado principalmente em regioes tropicais e subtropicais
(RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO, 2005). No Brasil,
diferentes prevaléncias sao perceptiveis nos Estados do Nordeste e do
Sul, relacionando-se a uma melhor adaptagio e, consequentemente,
a0 maior niimero de carrapatos em clima quente e tmido do que
em clima temperado. No municipio estudado, a alta prevaléncia ¢
similar a outras dreas da regiao Centro-oeste ¢ Nordeste (LABARTHE
et al., 2003). Outros fatores epidemioldgicos que interferem na
percentagem de animais sororreagentes sdo: tipo de amostragem,
tamanho das amostras utilizadas nos estudos e sensibilidade dos
testes (CARLOS et al., 2007), além do comportamento do animal e
faixa etdria média da populagao estudada (RODRIGUEZ-VIVAS;
ALBORNOZ; BOLIO, 2005)

Nao foi observada associacio entre a taxa de infeccio e
a faixa etdria, corroborando Aguiar et al. (2007), no Brasil,
e Rodriguez-Vivas; Albornoz; Bolio (2005) no México. No
entanto, neste estudo, cies com idade entre 3 a 6 anos tiveram
maior soroprevaléncia, justificada pelo estado imunolégico
do hospedeiro ou exposigao ao carrapato por longo periodo
(RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO, 2005).

Nao foi observada predisposigao racial e sexual quanto a
infeccdo por E. canis na cidade de Cuiab4, igualmente como
visto por Sousa (2006). No entanto, maior severidade clinica da
erliquiose ¢ descrita em caes da raga Pastor Alemao, nio havendo
predisposicio dessa raga 4 infecgio (HARRUS et al., 1997). As
alteragoes clinicas observadas nos caes com infec¢io por E. canis
sdo condizentes com o estudo realizado por Ueno et al. (2009)
em cies atendidos em hospital veterindrio; contudo, neste estudo,
observou-se a maioria dos animais assintomdticos, por se tratar
de inquérito epidemiolégico.

Rev. Bras. Parasitol. Vet.

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos anti-Ebrlichia canis, em caes do
municipio de Cuiabd, MT, segundo os bairros estudados.

Bairro Ne caes Positivos Prevaléncia* IC-95%
estudado  avaliados (%)
Jardim 61 23 377 (26,20 -50,31)
Universitdrio
Cidade Alta 71 37 52,1 (40,50 — 63,50)
Coophema 54 25 46,29 (33,36 - 59,60)
Moradado ¢4 23 33,82 (23,30 - 45,60)
Ouro
Total 254 108 42,5 (36,50 — 48,60)
“p>0,05

Tabela 2. Frequéncia (%) e valor de Quiquadrado (?) dos caes
amostrados e reagentes a3 Imunofluorescéncia Indireta (titulo > 40)
contra antigenos de Ebrlichia canis, domiciliados em Cuiabd, MT.

Varidveis Caes (%)
Amostrados Reagentes*™* 2 P

Macho 119 56 (47,1)*
Fémea 135 52 (38,5 1,55 0,212
Faixa etdria
<1 29 12 (41,4)
21-3 78 28 (35,9)
>3-6 71 33 (46,5)*
>6 72 32 (44,5)* 0,775 0,378
Indeterminado 4 3 (75)
Sem Ragas Definidas (SRD) 101 46 (45,54)
Cies de racas puras 153 62 (40,52)* 0,44 0,50
Sem acesso A rua 135 59 (43,7)*
Acesso livre 4 rua 119 49 (41,2)* 0,08 0,777
Intradomicilio 13 1 (7,7
Peridomicilio 35 11 (31,4)*
Intra e Peridomicilio 206 96 (46,6)> 9,428 0,002
Acesso 4 zona rural 19 9 (47,4%)*
Sem acesso a zona rural 235 99 (42,1)* 0,04 0,838

* Letras diferentes na coluna indicam p < 0,05; **Letras iguais na coluna in-
dicam p > 0,05.

Quanto ao ambiente de maior permanéncia dos cies,
demonstrou-se menor frequéncia (p < 0,05) da infecgio por E. canis
nos com acesso apenas ao intradomicilio, o que provavelmente ¢
justificado pela menor ocorréncia de parasitismo por R. sanguineus,
possivelmente pela convivéncia muito préxima com seus proprietdrios
levando-os a zelar pelo controle de ectoparasitos (LABRUNA;
PEREIRA, 2001).

Nio foi observada diferenca significativa entre os cies com
livre acesso a rua e/ou com acesso a zona rural. De acordo com
Carlos et al. (2007),0 ambiente rural, cuja situagio socioecondmica
dificulta o controle do vetor com os ces facilmente infestados por
carrapatos, apresenta maior risco de infeccio (RODRIGUEZ-VIVAS;
ALBORNOZ; BOLIO, 2005), aspecto ndo observado nesta pesquisa, jd
que os cies amostrados frequentavam esporadicamente essas 4reas.

Segundo Trapp et al. (2006), o parasitismo por R. sanguineus
tem sido apontado como principal fator de risco para a erliquiose
monocitica canina. Das amostras de carrapatos coletadas nos caes
pesquisados, todas foram identificadas como dessa espécie. De
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acordo com Labruna e Pereira (2001), esse carrapato encontra-se
preferencialmente em regides urbanas do pafs, porém também em
menores densidades nas 4reas rurais e, provavelmente, em todo
o territério nacional, corroborando este estudo. Estes mesmos
autores descrevem reduzida infestagio canina por carrapatos em
determinadas estagoes do ano, em que apenas 5% da populagio ¢
encontrada no hospedeiro, enquanto 95% estariam no ambiente
nas fases de vida livre, o que justificaria o encontro de poucos cies
parasitados na coleta.

Nesse inquérito, observou-se elevada prevaléncia de anticorpos
anti-£. canis em caes domiciliados em Cuiabd, Estado de Mato
Grosso, apesar da baixa infestagio por carrapatos encontrada no
momento da pesquisa e elevado nimero de caes assintomdticos,
evidenciando o aspecto subclinico dessa infeccio e a ampla
distribui¢ao do agente no municipio.
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