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RESUMO

As zoonoses sdao um problema global com um impacto na salde animal. Este grupo de doencas inclui a
Ehrlichiosis, Anaplasmosis e Rickettsiosis, em que 0 vetor € o0 carrapato Riphicephalus sanguineus,
comumente conhecido como carrapato marrom do cachorro. Evidéncias recentes indicam que este
microorganismo atua como um vetor de agentes zoonéticos bacterianos como Ehrlichia canis, Anaplasma
platys e Rickettsia rickettsii, que infectaram um grande namero de cdes e humanos no norte do México.
Este estudo foi realizado no municipio de Cajeme, Sonora, utilizando amostras de sangue (n = 170) de
caninos. Foram utilizadas técnicas moleculares para detectar 92 amostras positivas para Ehrlichia spp., 47
para Ehrlichia canis, 18 para Anaplasma platys e 2 para Rickettsia spp. Além disso, foi encontrada co-
infeccdo com Ehrlichia canis em 12 amostras positivas para Anaplasma platys. Foi realizada a sequéncia
dum positivo para cada patégeno, obtendo-se 100% de homologia na plataforma "GenBank" (NCBI).
Nossos resultados enfatizaram a importancia do impacto zoono6tico e da co-infec¢éo destas doencgas. Além
disso, este € o primeiro estudo que confirma a identificacdo molecular das espécies Ehrlichia canis,
Anaplasma platys e Rickettsia rickettsii, assim como sua co-infeccdo, em cées domésticos localizados no
municipio de Cajeme, Sonora.

Palavras-chave: zoonose, vetores da Ehrlichiosis, co-infecc¢éo, técnicas moleculares.

ABSTRACT
Zoonoses are a worldwide problem with an impact on animal health. This group of diseases include
Ehrlichiosis, Anaplasmosis and Rickettsiosis, in which their vector is the tick Riphicephalus sanguineus,
commonly known as the brown dog tick. Current evidence indicates this microorganism acts as vector of
bacterial zoonotic agents including Ehrlichia canis, Anaplasma platys and Rickettsia rickettsii, which have
infected a large number of dogs and humans in northern Mexico. This study was conducted in the
municipality of Cajeme, Sonora, using blood samples (n=170) from canine. Molecular techniques were used
to detect 92 samples positive for Ehrlichia spp., 47 for Ehrlichia canis, 18 for Anaplasma platys and 2 for
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Rickettsia spp. In addition, co-infection with Ehrlichia canis was found in 12 samples positive for Anaplasma
platys. Sequencing of one positive of each bacterium was performed, obtaining 100% homology in the
"GenBank" platform (NCBI). Our results emphasized the importance of the zoonotic impact and co-infection
of these diseases. Moreover, this is the first study confirming the molecular identification of the species
Ehrlichia canis, Anaplasma platys and Rickettsia rickettsii, as well as their co-infection, in domestic dogs
located in the municipality of Cajeme, Sonora.

Keywords: zoonoses, Ehrlichiosis vectors, co-infection, molecular technigues.

INTRODUGCAO

As zoonoses envolvem véarias doencas que representam um problema mundial
significativo que afeta a salde humana e animal (Garcia et al., 2013). Tais doencas
incluem Ehrlichiosis, Anaplasmosis e Rickettsiosis que sdo causadas por uma bactéria
gramnegativa caracterizada por crescimento intracelular obrigatério (género Rickettsia,
familia Rickettsiaceae; género Ehrlichia e Anaplasma, familia Anaplasmataceae). Estas
séo transmitidas principalmente por ectoparasitas, incluindo Riphicephalus sanguineus,
0 garrapato marrom grosso, que afeta vertebrados moidos (Parola et al., 2009; Alvarez,
2017). Varios estudos demonstraram que estes ectoparasitas atuam como vetores de
agentes zoonaticos, incluindo Erlichia canis, Anaplasma platys e Rickettsia rickettsii
(Gaunt et al., 2010).

E. canis causa uma doenc¢a zoonética em caes, gatos e roedores; entdo, o humano é
uma vitima acidental apds ser picado pelo Rhipicephalus carrapato hospedado nesses
animais. Apos a infeccdo, o microorganismo é incubado durante 1-2 semanas e entra no
sangue e vasos linfaticos; entdo, viaja até o baco, figado e linfonodos para ser
multiplicado pela fusédo binaria para se espalhar para outros 6rgaos do corpo (Castro et
al., 2004).

E. canis é considerado como uma bactéria de distribuicdo cosmopolita. No México, foi
descrito pela primeira vez em 1996 e classificado como endémico por ter sido relatado
em todo o pais, mas principalmente em estados do noroeste como Sonora e Sinaloa. Em
Sonora, E. canis € considerado como uma emergéncia sanitaria e uma questao crescente
de saude publica. Desde 2002, mais de 600 casos foram relatados, a grande maioria em
municipios do norte do estado (Alvarez, 2017; Sosa et al., 2013).

Os sinais clinicos da fase aguda da doenca séo alteracdes hematologicas, leucopenia,
trombocitopenia e anemia leve a moderada; a fase crbnica é caracterizada por
trombocitopenia, epistaxe, nefropatia, dispnéia, hepatomegalia, esplenomegalia ou
linfadenopatia, meningite inflamatéria ou hemorragica, entre outras (Ismalil et al., 2010).

A. platys é distribuida mundialmente e também é transmitida pelos carrapatos R.
sanguineus. Foi descrita pela primeira vez em 1978 em cdes dos Estados Unidos
(Sanchez & Tesouro, 2001). Esta bactéria pertence ao género Anaplasma (Abrego et al.,
2009). Ela causa trombocitopenia canina infecciosa ciclica. A doenga pode apresentar
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febre, anorexia, petéquias, uveite, linfadenopatia generalizada, leucopenia, anemia
moderada e especialmente trombocitopenia, ocorrendo em episodios de 3-4 dias em
intervalos de 7-21 dias, eventualmente levando a trombocitopenia crénica com
recuperacao lenta (Cicuttin et al. 2014).

Atualmente, A. platys foi detectada com baixa incidéncia nos estados de Coahuila,
Durango e Sonora (Almazan et al., 2016; Murrieta et al., 2017). Como doenga zoonotica,
Arraga et al. (2014) relataram duas mulheres na Venezuela que foram expostas a R.
sanguineus. Os corpos de inclusdo intraplaquetarios sugestivos de A. platys foram
posteriormente observados em esfregacos e o ADN de A. platys foi amplificado e
sequenciado a partir do sangue total, embora o tratamento com doxiciclina ndo tenha
aliviado seus sintomas. Estes casos fornecem apoio adicional para A. platys como um
patdgeno zoondtico transmitido por carrapatos, provavelmente de baixa patogenicidade;
entretanto, a causa da doenca de A. platys em humanos néo foi confirmada.
R. rickettsii & o principal agente da febre maculosa nas Ameéricas; foram relatados casos
nos Estados Unidos, Canada, México, Costa Rica, Panama, Colémbia, Brasil e Argentina
(Lopez et al., 2007; Herrero et al., 2010; Lebruna et al., 2011), com uma alta taxa de
mortalidade devido a detecc¢éao tardia do patdgeno (Oteo et al., 2014). Considera-se que
0 México tem as condi¢cOes ideais para o ciclo de transmissdo da doenca, comumente
associadas as condicdes de vida (pobreza), uma vez que a maioria dos casos
apresentados foram detectados em areas marginalizadas e rurais do México (Peniche et
al., 2015). Estudos recentes demonstraram a presenca de Rickettsia spp. em carrapatos
do estado de Sonora pela técnica de PCR (Foley et al., 2019).
Estes patdgenos poderiam estar presentes anteriormente no carrapato, causando co-
infeccBes simultaneas no hospedeiro (ou seja, mais dum agente pode ser transmitido), o
gue estara causando a doenca ao mesmo tempo. Isto pode resultar na manifestacao de
sinais clinicos, de forma mais grave e néo especifica, sendo uma desvantagem para o
diagnastico clinico pelos médicos humanos e veterinarios que atendem a estes casos
(Alleman & Wamsley, 2008; Mutz et al., 2009).
Considerando a importancia zoonotica destas doencas, e que nenhum estudo prévio foi
relatado no municipio de Cajeme, Sonora, a presenca de vetores de E. canis, A. platys e
R. rickettsii em cdes domésticos no municipio é sugestiva da presenca destas doencas
zoonoticas. Portanto, o objetivo foi a identificacdo molecular das espécies E. canis, A.
platys e R. rickettsii para determinar sua co-infeccdo em caes domésticos no municipio
de Cajeme, Sonora.

MATERIAL E METODOS

Tipo de estudo
Foi realizado um estudo observacional descritivo para detectar a presenca de Ehrlichia
canis, Anaplasma platys e Rickettsia rickettsii.
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Area de estudo

O presente trabalho foi realizado a partir de amostras de sangue de caes enviadas ao
Laboratorio de Biologia Molecular de Medicina Veterinaria e Zootecnia do Instituto
Tecnoldgico de Sonora, provenientes de clinicas veterinarias privadas da cidade de
Cajeme, no estado de Sonora, México.

Amostragem experimental

Utilizamos 170 amostras de sangue total canino com anticoagulante EDTA de um
laboratorio de diagndstico veterinario comercial localizado em Ciudad Obregon, Sonora.
Somente caninos com diagndstico clinico presuntivo ou positivo para E. canis, A. platys
e R. rickettsii foram selecionados com base na sintomatologia apresentada e analises
complementares realizadas, tais como esfregacos de sangue e hemogramas. As
amostras foram transportadas para o Laboratério de Biologia Molecular Veterinaria da
ITSON e em todos os casos foram mantidas a 4 °C até seu processamento final, por um
periodo ndo superior a 24 horas.

Processamento das amostras de sangue
As amostras foram descongeladas e centrifugadas por 15 minutos a 3.500 rpm, a fim de
obter 200 ul de camada de leuco-plaquetaria e iniciar a extracdo do material genético.

Extracdo do DNA bacteriano

Para a extracdo de ADN de amostras de sangue, o kit comercial DNeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN®) foi utilizado seguindo as instru¢des do fabricante. A quantidade,
gualidade e pureza do ADN foram medidas num espectrofotdmetro automatico BioSpect-
nano (Shimadzu), e a integridade foi observada em gel de agarose de 1,5% corado com
brometo de etideo de 1,5 pl.

Sintese de controles positivos

A ferramenta BLASTn GenBank® do banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) foi utilizada para baixar as sequéncias obtidas a partir dos
alinhamentos. Tais alinhamentos foram realizados utilizando os iniciadores especificos
das bactérias Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Rickettsia rickettsii, no formato FASTA.
Usamos 50 bp a montante do primeiro para frente e 50 bp a jusante do primeiro para tras,
onde os oligonucleotideos foram alinhados. As sequéncias foram inseridas na plataforma
IDT (Integrated DNA Technologies) para a sintese dos fragmentos do gene gBlocks™,
facilitando a padronizacéo para a detec¢do PCR de cada um dos microorganismos em
estudo.
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Amplificagao por PCR

As amostras de DNA foram analisadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
usando os conjuntos de primers descritos na Tabela 1. Inicialmente, os ensaios de PCR
visavam os géneros Eherlichia spp., Anaplasma spp. e Rickettsia spp. As amostras que
deram positivo para cada género foram submetidas a sua segunda PCR com primers
especificos para E. canis, A. platys e R. rickettsii.

Para as reacdes foi utilizado o kit pré-carregado de PCR GoTaq® Flexi DNA Polimerase
(Promega) contendo GoTaqg® Verde, que serve como tampéao de reacdo e solucédo de
carregamento de gel, permitindo carregar as reacfes diretamente para uma andlise
rapida e eficiente. As reacfes foram executadas em um volume final de 25 ul, comecando
com as concentragGes do fabricante: 1X Buffer GoTaq Verde 5x, 1,5mM MgClI?, 0,2 mM
para cada dNTP, 0,4 uM de cada primer, 1,25u de GoTag DNA Polimerase, 2 ul de DNA
e H20 livre de nucleos a 25 pL. O produto foi identificado em gel de agarose a 1,5% e
brometo de etidio, considerando faixas positivas com o tamanho de cada agente.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para a deteccdo de agentes em amostras de sangue
canino

Agente Iniciadores (5’-3’) Gen pb Iniciador Sequéncia Referéncia
Tm ID

Ehrlichia ECC-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 16S 478 61 °C MH020203.1  Dawson et
spp. ECB-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC al. (1996)

Rickettsia CS78- GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT gltA 401 48 °C MG717529.1 Labruna et
spp. Cs323- GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT al. (2004)
Ehrlichia HE- TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 16S 389 57.4°C KX818219.1 Murphy et
canis ECA- CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA al. (1998)

Anaplasma  pla- HS475- AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTA groEl 724 58 °C EU516386.1 Inokuma et
platys pla-HS1198- CATAGTCTGAAGTGGAGGAC al., 2002

Rickettsia Rr190.70p- ATGGCGAATATTTCTCCAAAA ompA 530 48 °C U55822.1 Regnery et
rickettsii Rr190.602n- AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT al., 1991

Seqglenciamento e analise em silico de fragmentos amplificados

Um produto PCR de cada microorganismo que era positivo, também foi purificado com o
kit comercial Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega) para corroborar que o
fragmento amplificado pertence as regifes de interesse. Os amplificadores foram entao
sequenciados usando o processo Sanger realizado na unidade Irapuato do Laboratorio
Langebio Cimvestav. Os fragmentos gerados com seqUéncias nucleotidicas
representativas de cada bactéria foram analisados com o programa Snapgene Viewer, e
submetidos ao algoritmo BLASTn para avaliar a porcentagem de homologia de cada
agente com as sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank.
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RESULTADOS

Foi observado por eletroforese que todo o AND extraido mostrou uma boa integridade
das moléculas e produziu uma quantificacdo média por espectrofotometria de 248,32
ng/pl nas amostras da camada leucoplaquetaria. Um valor de pureza de 1,85 medido
através da razao 260-280 indica o AND como "puro"”, usando amostras de sangue total
com EDTA.

Para a técnica PCR, uma concentracdo de 0,5 ng/pl de cada bloco foi usada como
controle positivo, obtendo os pares de base correspondentes de cada agente, obtendo
boa eficiéncia e velocidade para padronizacdo molecular.

O namero de casos positivos e a frequéncia de Ehrlichis spp., Ehrlichia canis, Anaplasma
platys e Rickettsia spp. obtidos a partir da analise molecular de amostras de sangue
canino (n=170) estao descritos na Tabela 2. Das 92 amostras que deram positivo para
Ehrlichia spp. 12 co-infecgbes (Tabela 3) de Ehrlichia canis com Anaplasma platys
(Genus EA) foram encontradas (13%).

Tabela 2. Nimero de casos e freqliéncia de Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Rickettsia rickettsi

Agente PCR
Positivos Freqiiéncia
Ehrlichia spp 92 54%
Ehrlichia canis 47 28%
Anaplasma platys 18 11%
Rickettsia spp. 2 0.8%

em cédes de Cajeme, Sonora, por PCR (n =170)

Tabela 3. Co-infec¢Bes e frequéncia em cées positivos para o género EA

Co- infeccbes PCR
(E. canis / A. platys) Positivos 92
Positivos 12
Frequéncia 13%

Além disso, foi realizado o sequienciamento de 1 amostra de cada positivo para as
diferentes espécies de microorganismos analisados, obtendo cromatogramas puros
analisados com o programa SanpGene Viewer. A analise das seqiéncias no programa
BLASTnN (National Center for Biotechnology Information) detectou uma similaridade entre
99 e 100% com as sequéncias relatadas anteriormente.

DISCUSSAO
Microorganismos da ordem Rickettsiales tém condicbes zoondticas chamadas
Rickettsiosis, Ehrlichiosis e Anaplasmosis que se devem a varios patdégenos de
importancia veterinaria que ganharam terreno ndo sé em nossa regido mas também no
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mundo inteiro (Rodriguez et al. 2016), isto se deve principalmente a seu vetor
Rhipicephalus sanguineus, sendo a espécie de carrapato mais comumente relatada e
com a maior distribuicdo geogréfica (Sosa et al., 2016; Cabezas-Cruz et al., 2019). Estes
patdgenos estdo aumentando devido a atividade dos seres humanos que tem gerado
mudancas radicais no ambiente, favorecendo as doencas transmitidas por vetores
(Suthers, 2004) e aumentando sua prevaléncia no final da primavera e verdao. Devido ao
fato de que estes ectoparasitas aumentam sua atividade em altas temperaturas
ambientes durante estas estagdes do ano, inoculando os referidos hemoparasitas mais
rapidamente (Parola et al., 2009), exigindo a padronizacao de técnicas precisas para a
deteccdo destes microorganismos zoonéticos da ordem Rickettsiales nas regides
Tropicales e Subtropicales.

Atualmente, o uso de fragmentos do gene gBlocks como controles positivos utilizados
neste estudo tornou-se popular como padrdes e positivos sintéticos para a deteccéo de
microrganismos bacterianos. Atualmente dados similares foram relatados em Barcelona,
onde este tipo de fragmentos foram usados para a deteccdo de E. coli, E. faecalis e
Legionella pneumiphilia (Cardenas, 2018); também, na Australia tais fragmentos foram
usados como padrdes na deteccdo multiplex PCR de Taenia spp. (Ng-Nguyen et al.,
2017) Portanto, o uso de gBlocks para padronizacdo PCR é recomendado, pois
aumentou a velocidade do bioensaio na deteccdo devido a falta de disponibilidade de
isolados bioldgicos.

O estudo foi o primeiro trabalho utilizando PCR para detectar as espécies Ehrlichia canis,
Anaplasma platys e Rickettsia rickettsi em amostras de sangue de cdes no municipio de
Cajeme e em Sonora, permitindo conhecer a distribuicdo geografica expandida dos trés
patdgenos no estado. A porcentagem de 54% a pelo menos um agente patogénico em
nosso estudo concorda com as investigacdes realizadas com ferramentas moleculares
em alguns paises da América do Sul e Central, onde o Brasil reportou 69% ((Tanikawa
et al., 2013), Nicaragua 80% (Wei et al., 2014), Panama 70,6% (Santamaria et al., 2014),
Costa Rica 45% (Rojas et al., 2015) e El Salvador 60% (Miranda et al., 2018). Nossa
porcentagem de prevaléncia diferiu quando comparada com as altas porcentagens de
outros paises, provavelmente porque eles trabalharam com cdes sem donos e estando
mais em contato com o vetor das doencas por estar associado as condi¢cdes de vida em
areas marginalizadas (Peniche et al., 2015). A prevaléncia de hemoparasitas foi relatada
em alguns outros estados do México, onde Sinaloa registra 74,3% (Sosa-Gutiérrez et al.,
2013), Coahuila e Durango 41% (Almazan et al., 2016), Yucatan 69% (Diaz et al., 2016),
Chihuahua 40% (Escarcega et al., 2018) e Sonora 33% (Murrieta et al., 2017). Como
mencionado anteriormente, Cajeme produziu 57% da infeccéo, posicionando Sonora
neste momento como um dos principais estados com maior incidéncia em regides
tropicais e subtropicais onde o0s parasitas e o0 vetor estdo presentes.
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Com relacdo a porcentagem de presenca de cada hemoparasita, nosso estudo
evidenciou a maior prevaléncia de E. canis relatada no México (28%). Outros estudos
relataram resultados menores. No municipio de San Luis Rio Colorado, 8% da infec¢éo
pelo E. canis foi encontrada em amostras de sangue de 235 caes (Murrieta et al., 2017);
também, no Estado de Coahuila e Durango 10% foi encontrada numa populagéo de 100
cdes saudaveis infestados de carrapatos (Almazan et al., 2016). Em Yucatan, 36% foi
determinado numa populacdo de 50 caes (10 caes domésticos e 40 num centro de
controle de animais), onde todos os cédes positivos foram provenientes de amostras
coletadas do abrigo de animais, representando uma prevaléncia de 45% para este local
de amostragem (Path et al., 2015). H& também descobertas em outros paises como
Buenos Aires, Argentina, onde os resultados foram igualmente menores numa populacao
de 223 caes, obtendo 6,7% de positivos para E. Canis (Cicuttin, 2016), o Uruguai € um
dos poucos paises que relatou a presenca de outros hemoparasitas, mas ndo a presenca
de E. Canis numa populacéo de 191 cées (Carvalho, 2017). Em contraste com o Brasil,
a porcentagem em nosso estudo foi menor porque o trabalho com 472 caes no nordeste
brasileiro detectando 34,5% de cées positivos (Silva et al., 2010), a Coldmbia representa
a maior area com alta prevaléncia revisada no E. canis, principalmente os municipios de
Palmira (92,8%) e Cartago (90%) (Rojas et al., 2013). No entanto, vale mencionar que
este trabalho foi realizado em cées vadios, ao contrario de nosso estudo.

A presenca de Anaplasma platys (11%) em nosso estudo, revelou-se superior aos
relatados em Buenos Aires, Argentina, de 223 caes, sendo positiva para A. platys 7,2%
(Cicuttin, 2016). No Uruguai, de 191 céaes, 4,2% foram positivos (Carvalho, 2017).
Também em San Luis Rio Colorado, Sonora em 235 amostras caninas foram positivas
para 18% (Murrieta et al., 2017). Outras publicagcdes mostram valores semelhantes aos
da Costa Rica com 10% (Wei et al., 2014), Nicaragua 13% (Rojas et al., 2014), Cuba 16%
(Silva et al., 2016) e El Salvador com 17% (Murrieta, 2017), mas mostraram ser inferiores
em relacdo ao Panama com 21,3%. No Brasil, numa populacdo de 100 céaes, foi obtida
uma prevaléncia maior para Anaplasma platys com 21% e 9% para Ehrlichia, sendo um
dos poucos estudos que diferem em nossos resultados, uma vez que, em nosso trabalho
e na maioria das pesquisas realizadas na América Central e do Sul, eles relatam uma
incidéncia menor de A. platys do que E. canis.

O diagndstico molecular em nossa pesquisa de hemoparasitas relacionadas a Ehrlichia
e Anaplasma tem sido facil de identificar, ao contrario da bactéria Rickettsia rickettsii com
a técnica de PCR a partir de amostras de sangue em caninos. Nossa porcentagem de
prevaléncia para este agente foi menor (0,8%) em comparacao com E. canis e A. platys,
isto pode ser devido ao fato de ser tipicamente mencionado que baixos numeros de
rickettsia circulam no sangue na auséncia de doenca avancada ou infeccao fulminante
(CDC, 2017; Tinoco et al., 2018).

Devido a isso, encontramos na literatura diferentes investigacées, a maioria dirigida ao
diagnostico de Rickettsia spp. e R. rickettsii em carrapatos R. sanguineus em cées de
diferentes regides, como € o caso de Yucatan, selecionamos 28 cdes onde 106
carrapatos Rhipicephalus foram coletados com uma incidéncia de 26% (Peniche et al.,
2015). Em Matamoros, Coahuila, foi realizada a técnica de PCR para a analise de 100
carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) dando como positivo para Rickettsia spp 4% das
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amostras analisadas (Castillo et al., 2015). Em Mexicali Baja California, México,
carrapatos de cdes pertencentes a morfologia do Rhipicephalus sanguineus foram
analisados por meio de PCR, resultando em amostras positivas com 100% de homologia
a R. rickettsii (Foley et al., 2019). Atualmente Sonora lidera as entidades com mais relatos
de Rickettsiasis no pais, sendo Cajeme uma das principais cidades com mais casos de
morte, apesar de ser um dado associado a saude publica, € importante conhecer a
incidéncia de R. rickettsii em animais (PSS, 2014), dando maior importancia ao nosso
trabalho, pois ndo sé Rickettsia spp., mas R. rickettsii também foi detectado, com 100%
de homologia ao género com o gene gltA e as espécies com o gene OmpA em amostras
de sangue de 2 cées (n = 170), estes genes sao os mais utilizados para a deteccdo das
bactérias que causam a febre maculosa.

Os resultados obtidos com os trés agentes, aumentam o alerta e a incidéncia de casos
associados ao Rickettsiales no estado de Sonora transmitidos pelo carrapato marrom
Riphicephalus sanguineus. E atualmente o vetor mais importante do Rickettsiales no
México (Labruna, 2009), constituindo um problema de saude publica, ja que R. rickettsii,
E. canis e A. platys séo considerados doenca zoongtica pelo CDC em 2017 e que ao
longo dos anos adquiriram maior territorio de infeccdo. Como mencionado acima, estes
patdogenos podem estar presentes no carrapato, causando co-infec¢des simultdneas no
hospedeiro, ou seja, mais de um unico agente pode ser transmitido, como demonstrado
na presente investigagéo, encontrando 13% de co-infec¢do para os agentes E. canis e
A. platys.

A presenca de co-infeccdo com estas bactérias em nosso estudo ndo € uma descoberta
estranha, uma vez que sdo as mais comuns na América Latina. Em nosso estudo temos
porcentagens semelhantes obtidas no Panama, que relatam uma co-infec¢do entre E.
canis e A. platys de 7,5% (Santamaria et al., 2014), El Salvador com 4,5% (Miranda et
al.,, 2018) e San Luis Rio Colorado, Sonora com 12,2% (Murrieta et al., 2017),
mencionando que esta ultima € muito semelhante aos nossos resultados de co-infeccéo
e € do mesmo estado.

E essencial considerar que os 46% restantes das amostras negativas no estudo para
género e espécie, pode ser devido a auséncia dos patdgenos ou a presenca de outras
doencas, pois na investigacdo todas as amostras de sangue vieram de caes presumiveis
ou sintomas clinicos manifestados, embora também possa ser devido a presenca em
guantidades indetectaveis e baixas dos agentes patogénicos.

Finalmente, é importante destacar que as diferencas encontradas entre as amostras
positivas para o género e negativas para E. canis, A. platys e R. rickettsi se devem
provavelmente ao fato de que os primers usados no primeiro género PCR (ECC/ECB)
também amplificam outras espécies, o0 que poderia indicar infeccdo por outras espécies
de Ehrlichia (E. ewingii ou outras) ou outras espécies da familia Anaplasmataceae (A.
phagocytophilum ou outras).

CONCLUSOES
A porcentagem de hemoparasitas em caes domésticos relatada neste estudo, atualmente

posiciona o Sonora como um dos principais estados com maior freqiéncia em regides
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tropicais e subtropicais. Todos os trés agentes foram detectados por técnicas
moleculares no sangue de caes suspeitos da cidade de Cajeme, Sonora, identificando
Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Rickettsia rickettsii com freqiiéncias de 28, 11 e 0,8%,
respectivamente. Além disso, estes trés agentes foram confirmados por sequenciamento.
Em relagéo as co-infec¢des, apenas Ehrlichia canis e Anaplasma platys foram detectados
simultaneamente com frequéncia de 13%. Para nosso conhecimento, esta é a primeira
investigacdo de identificagdo molecular em nosso estado confirmando a presenca de
Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Rickettsia rickettsii a partir de sangue total canino.
Entretanto, sugerimos mais estudos para explorar a frequéncia destes agentes
infecciosos em outras regides do estado em Sonora.
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