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INTRODUCAO

A erliquiose canina é uma doenca transmitida por carrapatos e provocada por
bactérias Gram negativas de ocorréncia intracelular obrigatéria nas células
mononucleares do hospedeiro (Murphy et al., 1998; Skotarczak, 2003). Considerada
uma das doencas infecciosas mais importantes para 0s caes, a prevaléncia desta
enfermidade tem relacao direta com os vetores ixodideos, os quais sdo dependentes
das populacbes de hospedeiros susceptiveis a infestacdo e das condi¢cdes
climaticas. Apesar de no Brasil a E. canis ser a Unica espécie descrita de Ehrlichia
sp infectando os caes, ha evidéncias soroldgicas da presenca de E. chaffeensis em
caes no Estado de Minas Gerais (Galvao et al., 2002) e deteccdo de DNA desta
espécie em cervideo Blastocerus dichotomus) capturado no Rio Parana entre o
sudoeste do Estado de Sao Paulo e leste de Mato Grosso do Sul (Machado et al.,
2006). Tendo-se conhecimento que o0 R. sanguineus é capaz de transmitir a E. canis
e a E. ewingii e, potencialmente E. chaffeensis, e que possui distribuicdo mundial,
incluindo o Estado da Bahia, a principal hipétese no presente trabalho é que além da
E. canis, a E. ewingii e a E. chaffeensis possam estar infectando os cdes no
municipio de Salvador, Bahia, mas, ndo estdo sendo corretamente diagnosticadas
em vista da possibilidade de reacfes-cruzadas nos testes sorolégicos. O objetivo
deste estudo foi identificar as espécies de Ehrlichia sp em caes e carrapatos vetores
em dois distritos sanitarios do municipio Salvador, Bahia.

METODOLOGIA

Area de estudo

O estudo foi realizado nos Distritos Sanitarios (DS) de Itapud e Cajazeiras, no
municipio de Salvador, Estado da Bahia. A gestdo da saude em Salvador é
planejada com base na subdivisdo geografica do municipio em 12 Distritos
Sanitarios (DS), cada um composto por diversos bairros. (Figura 1).

Animais

O tamanho total da amostra a ser examinada foi definido utilizando 1% da populacao
canina de cada distrito sanitario investigado, sendo 269 animais no distrito de Itapua
e 203 no distrito de Cajazeiras, totalizando 472 caes. Foi estabelecido um total de 79
setores censitarios a serem estudados, sendo 44 no distrito de Itapud e 35 em
Cajazeiras. A amostragem por setor censitério foi determinada pela populagéo dessa
area segundo IBGE, proporcionalmente a amostragem total do DS. As coletas das
amostras de sangue canino e carrapatos foram realizadas nos meses de marco,
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maio e julho de 2006. Apenas um céo por domicilio foi incluido na investigacdo. Dos
cades investigados que apresentavam infestacdo por carrapatos, estes eram
removidos dos caes e acondicionados a -20°C até extracao do DNA.

Imunofluorescéncia Indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta seguiu o protocolo descrito por Aguiar et al,
(2007a), sendo que foi utilizada ponto de corte uma diluicdo dos soros de 1:80 em
PBS com 0,5% de albumina sérica bovina (BSA). A leitura das laminas foi realizada
em microscopia de epifluorescéncia (BX50, OLIMPUS®) com o aumento de 400X.

Extracdo de DNA e Nested-PCR

A extracdo de DNA das amostras de sangue dos caes soropositivos para E. canis foi
realizada com Kit Comercial (Wizard ® Genomic DNA Purification Kit, Promega,
Madison, USA) conforme a descricdo do fabricante. Os carrapatos coletados foram
classificados quanto a espécie e submetidos a extracdo de DNA (Sambrook et al.
2001). A amplificacdo de fragmentos de DNA de Ebhrlichia spp, em amostras de
sangue periférico de cées e carrapato dos animais selecionados, ocorreu de acordo
com a técnica descrita por Murphy et al. (1998).

Analise estatistica
Para o célculo da amostragem do inquérito canino e sorteio dos setores censitarios
investigados neste trabalho, utilizou-se o software Minitab statistical.

RESULTADOS

A prevaléncia de cées soropositivos para E. canis nos distritos sanitarios
investigados foi de 35,6% (168/472), sendo de 41,4% (84/203) no DS de Cajazeiras
e de 31,2% (84/269) em Itapua. A nested-PCR para E. canis, E. chaffeensis e E.
ewingii nas amostras soropositivas resultou em 34,5% (58/168) de positividade para
E. canis (Figura 3), ndo sendo detectados animais positivos para E. chaffeensis e E.
ewingii (Figura 4).
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos amplicons do gene
16S rRNA de E. canis das amostras do DNA de cées soropositivos dos
distritos sanitarios de Itapud e Cajazeiras. Linha 1: controle negativo; Linha
2: controle positivo para E. canis; Linhas 4, 10, 11: amostras positivas para
E. canis; Linhas 3, 5, 7, 8, 9, 12: amostras negativas para E. canis; Linha
6: Marcador de pares de base (100 pb)



389 pb =——p

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos amplicons do gene
16S rRNA de E. chaffeensis das amostras do DNA de cdes soropositivos dos
distritos sanitarios de Itapud e Cajazeiras. Linha 1 controle negativo; Linha
2: controle positivo para E. chaffeensis; Linhas 3 11: amostras negativas
para E. chaffeensis; Linha 12: Marcador de pares de base (100 pb).

Foram coletados e classificados os carrapatos em 35 cées. Todos pertenciam a
espécie Rhipicephalus sanguineus e apresentavam diferentes estagios do ciclo de
vida. Dos cées em que os carrapatos foram coletados, 22 eram soronegativos e 13
soropositivos, sendo que destes soropositivos trés cdes eram também PCR-positivos
para E. canis. Em 20% (7/35) dos carrapatos foi detectada infeccdo por E. canis,
através da nested-PCR. Dos sete carrapatos PCR-positivos, dois foram obtidos de
cées soronegativos e cinco de caes soropositivos, sendo que dois dos cinco caes
soropositivos eram, também, PCR-positivos para E. canis. Em nenhum dos
carrapatos a nested PCR com primers especificos para DNA de E. chaffeensis e E.
ewingii produziuamplicons.

DISCUSSAO

Neste estudo ficou demonstrado que 35,6% (168/472) dos caes, investigados nos
DS’s de Cajazeiras e Itapud, apresentavam anticorpos anti- E. canis. Aguiar et al.,
(2007b) no municipio de Monte Negro, Roraima obtiveram uma prevaléncia similar
ao observado neste estudo de 37,9% (58/153), utilizando uma amostragem de area
urbana selecionada aleatoriamente. Em um estudo realizado nos municipios de
Itabuna e Ilhéus, regido sudoeste da Bahia, apesar dos animais utilizados terem sido
provenientes de atendimento clinico, a prevaléncia de infeccdo (36%, 72/200) foi
semelhante a encontrada no estudo corrente (Carlos et al., 2007). Estudos prévios
tém registrado soroprevaléncia para E. canis de 32% e 76%, em cées provenientes
de clinicas e hospitais veterinarios da Africa e Estados Unidos (Wen et al., 1997;
Ndip et al., 2005).

A infeccdo por E. canis, confirmada pela nested-PCR em cées soropositivos, foi
detectada em 34,5% (58/168) dos animais. Na Africa e nos Estados Unidos, a
confirmacéo de infeccédo pela PCR foi obtida em 41% dos caes positivos pela IFI
(Wen et al., 1997; Ndip et al, 2007). A combinacéo das técnicas de IFle PCR para o
diagnostico da erliquiose canina tem sido sugerida por alguns autores, o que €
justificado pela alta sensibilidade e maior rapidez na execucdo desses testes (Igbal
etal., 1994; Wen et al., 1997).

A diferenca entre o nUmero de caes soropositivos e 0 numero destes que foram
confirmados como infectados na PCR, pode ser explicada com o0s seguintes



argumentos: 1) a IFl ndo permite a identificacdo de infecgcao ativa e, considerando
gue a erliquiose € endémica em Salvador e que os caes ndo exibiam sinais clinicos
da doenca, uma parte dos animais infectados poderia ter evoluido para a cura,
conservando titulos detectaveis de anticorpos anti-E. canis (Harrus et al., 1998a;
Skotarczak, 2003) e 2) considerando que a técnica de nested-PCR utilizada neste
estudo apresenta alta sensibilidade e especificidade (Wen et al., 1997; Murphy et al.,
1998), a capacidade do teste de detectar a presenca de DNA de Ehrlichia nos cées
soropositivos vai depender do tipo de tecido coletado para o exame. Na fase aguda
a Ehrlichia pode ser detectada com facilidade no sangue, ao passo que, nas fases
subclinica e crénica os tecidos mais adequados para serem amostrados seria 0
esplénico e a medula 6ssea, respectivamente (Harrus et al., 1998a; 1998b; Harrus et
al., 2004; Mylonakis et al., 2004). Considerando que no presente estudo foram
utilizadas apenas amostras de sangue para a nested-PCR, é possivel que cades em
fases clinicas mais avangadas ndo puderam ser corretamente diagnosticados.

Todos os carrapatos coletados durante o estudo pertenciam a espécie R.
sanguineus e parasitavam os cdes no momento da coleta. A frequiéncia de infec¢céo
por E. canis detectada pela nested-PCR nos carrapatos coletados foi 20% (7/35).
Sao poucos os dados disponiveis de infeccdo por E. canis em R. sanguineus
(Murphy et al, 1998; Unver et al, 2001; Ndip et al, 2007). No estudo realizado por
Aguiar et al. (2007b) em Monte Negro (Roraima), a frequéncia de infeccdo por E.
canis em R. sanguineus coletados de cinco caes foi de 2,4% (4/165). Resultado
similar ao registrado neste estudo foi observado na Africa com uma freqiiéncia de
infeccao de 21% (19/92), onde os carrapatos eram provenientes de 15 caes (Ndip et
al, 2007). A frequéncia de carrapatos infectados encontrada no presente estudo
sugere uma dinamica de infeccéo intensa nas populacdes estudadas e aponta para
a necessidade de mais estudos envolvendo amostragens maiores do vetor, incluindo
variacdes sazonais e dados sobre as fases clinicas da doenca nos cdes amostrados.

Nao foi detectada a infeccdo por E. chaffeensis e E. ewingii em nenhuma das
amostras de caes e carrapatos analisadas neste estudo. Em um trabalho realizado
em Sao Paulo com cées clinicamente suspeitos para doencas transmitidas por
carrapatos (n=198), também nao foi identificada a presenca destas duas espécies de
Ehrlichia (Diniz et al., 2007). A ndo detecc¢ao de E. chaffeensis e E. ewingii em caes
nos estudos realizados no Brasil pode ser atribuida ao fato do carrapato R.
sanguineus possivelmente ndo ser um vetor eficiente da E. chaffeensis e da E.
ewingii. Apesar disso, ha descricdo da E. chaffeensis infectando cervos no Brasil
(Machado et al., 2006), além de relatos de deteccdo de E. chaffeensis e E. ewingii
em R. sanguineus na Republica dos Camardes na Africa (Ndip et al., 2007)

CONCLUSAO

Neste estudo nao foi possivel comprovar a ocorréncia de E. chaffeensis e E. ewingii
em cées e carrapatos. Futuros estudos objetivando o monitoramento da erliquiose
canina em Salvador poderiam incluir a analise molecular de outros tecidos, além do
sangue, para aumentar a chance de deteccéo do parasito. Dada a prevaléncia de E.
canis nas populagfes caninas e de carrapatos estudadas, ha um risco potencial de
ocorréncia de infeccdo em humanos, o que torna necessario o monitoramento da
doenca em Salvador, Bahia.
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