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“Caminhante ndo ha caminho, faz-se caminho ao andar.”
(“Caminante no hay camino, se hace camino al andar.”)

Antonio Machado
(apud OPAS, 2002).
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar por meio da nested-PCR a
prevaléncia da Ehrlichia canis em cées da regido de Alegre-ES, e avaliar sua
correlagdo com a presenca de morulas e trombocitopenia. Para isso, foram colhidas
amostras sanguineas de 85 cées, independente de raca, sexo, idade e estado de
saude. Com estas, foram confeccionadas laminas para a pesquisa de morulas,
trombocitopenia, e execucdo da técnica de nested-PCR. Foi verificada uma
prevaléncia de 1,17% ao pesquisar a presenca de morulas, 5,6% ao utilizar a técnica
da nested-PCR, e foi verificada que 17,64% dos hemogramas apresentavam
trombocitopenia. No entanto, somente 40% das amostras positivas pela nested-
PCR, apresentaram trombocitopenia. Os resultados apresentados neste estudo
demonstram que a introducéo de técnicas de diagndstico molecular como a nested-

PCR é um método importante para o auxilio no diagnéstico precoce de patologias.

Palavras-chave: Ehrlichia canis. morulas. nested-PCR. trombocitopenia.



viii

ABSTRACT

The aim of this study was determined by nested-PCR the presence of
Ehrlichia canis in dogs located in the municipality of Alegre-ES and evaluate its
correlation with morulae and thrombocytopenia. For this purpose blood samples were
collected from 85 dogs, regardless of race, age, sex or health status. With these,
slides were obtained for the detection of morulae, thrombocytopenia, and execution
of nested-PCR technique. We verified a prevalence of 1.17% to investigated the
presence of morulae, 5.6% when using the technique of nested-PCR, and was
verified that 17.64% of the CBCs were thrombocytopenia. However, only 40% of
positive samples by nested-PCR showed thrombocytopenia. The results presented in
this study demonstrate that the introduction of molecular diagnostic techniques such

as nested-PCR is an important method to aid in the early diagnosis of diseases.

Key words: Ehrlichia canis. morulae. nested-PCR. thrombocytopenia.
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1. INTRODUCAO

O microrganismo do género Ehrlichia foi descrito, pela primeira vez, por
Donatien e Lestoquard (1935), pesquisadores do Instituto Pasteur, da Argélia. Eles
observaram organismos nas células mononucleares circulantes de um cao Pastor
Aleméao, infestado com o carrapato Rhipicephalus sanguineus, que desenvolviam
ocasionalmente, uma acentuada doenca febril. No Brasil, o primeiro relato da
doenca foi em Belo Horizonte (COSTA et al., 1973).

O género Ehrlichia atualmente compreende cinco espécies: E. canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium. As espécies que mais
naturalmente infectam os cées séo: E. canis, E. chaffensis, e E. ewingii. Entre estas,
a E. canis é, entre as outras espécies do género, a de maior prevaléncia e viruléncia
entre os caes (DUMLER et al., 2001).

E. canis, o principal agente da erliquiose monocitica canina (EMC), € uma
bactéria estritamente intracelular, que reside e se multiplica em mondcitos e
macrofagos, formando inclusdes  citoplasmaticas, chamadas morulas.

Excepcionalmente, podem parasitar plaquetas e neutréfilos (DUMLER et al., 2001).

Considerada uma das doencas infecciosas mais importantes para os cées, a
prevaléncia da EMC tem relacdo direta com os vetores ixodideos, 0s quais sao
dependentes das populacdes de hospedeiros susceptiveis a infestacdo e das
condicdes climaticas de temperatura e umidade (DAGNONE et al., 2001,
MACHADO, 2004).

O periodo de incubacédo da EMC pode variar de 8 a 20 dias (CASTRO et al.,
2004; NEER; HARRUS, 2006), e a doenca apresenta-se sob trés formas clinicas:
aguda, subclinica e, em alguns casos, crénica (HARRUS et al., 2002). A fase aguda
tem como principais alteracbes hematoldgicas: a trombocitopenia, anemia e
leucopenia (SILVA, 2001). Na fase subclinica, sdo observados altos titulos de
anticorpos, com alteracdes hematologicas discretas, no entanto, sem sintomatologia
(NAKAGHI et al., 2008). Ja a fase cronica da infeccdo, apresenta alteragdes clinicas

e laboratoriais mais severas (MENESES et al., 2008).
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Como os sinais clinicos associados com a doenca sdo inespecificos, o
diagnéstico clinico torna-se dificultado (WOODY; HOSKINS, 1991). Assim, o
diagndstico laboratorial da infecgdo causada por E. canis € de grande importancia e
pode ser realizado por meio da visualizacdo de morulas do parasito em células
mononucleares, deteccdo de anticorpos contra E. canis, e mais recentemente pelo
diagnostico molecular por meio da PCR técnica que visa a amplificacdo de uma
porcado do genoma do parasito (NEER; HARRUS, 2006).

O diagnoéstico soroldgico e molecular da EMC ja foi relatado em estudos
realizados no Estado de Sao Paulo (OLIVEIRA et al., 2000; CASTRO et al., 2004;
BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2006; NAKAGHI et al., 2008; SANTOS et al.,
2009), Goias (ALVES et al., 2005), Rio de Janeiro (MACIEIRA et al. 2005), Paran&a
(DAGNONE et al, 2003) e Mato Grosso do Sul (DAGNONE et al.,, 2006).
Aproximadamente 20% da populacdo de cades atendidos em hospitais e clinicas
veterinarias das regifes nordeste, sudeste, sul e centro-oeste séo infectados pela E.
canis (LABARTHE et al., 2003; MOREIRA et al., 2003; BULLA et al., 2004; TRAPP
et al., 2006).

Em virtude, de a EMC ser uma doenca encontrada mundialmente, de
importancia tanto em saude publica quanto animal, e se tratar de uma infec¢do de
dificil diagnéstico, realizou-se este trabalho com o objetivo de determinar a
prevaléncia de E. canis através da técnica molecular de nested-PCR e avaliar sua
correlacdo com a presenca de morulas e trombocitopenia em amostra populacional

de cées da regido de Alegre-ES.

Estruturalmente, esta dissertacdo foi dividida em uma introdugcéo geral,
revisdo da literatura e um capitulo: “Prevaléncia de Ehrlichia canis pela técnica
molecular de nested-PCR e correlacdo com a presenca de mérula e trombocitopenia
em cades atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito
Santo, Alegre-ES”, que sera submetido de acordo com as normas para publicacéo

no periédico de escolha, apos consideracdes da Banca Examinadora.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 BACTERIAS

Bactérias patogénicas, usualmente, sao classificadas em primarias e
oportunistas. As primérias causam infeccdes em individuos normais e as
oportunistas afetam individuos com o sistema imunol6gico comprometido (DELEO et
al., 2009). Os principais mecanismos envolvidos na infeccédo bacteriana sdo: contato
com as células do hospedeiro, proliferacdo, invasdo do tecido e inducdo de lesGes
teciduais, principalmente por liberacdo de toxinas (HERMAN et al.,, 1991; PAUL,
2008). Para a resposta imune, as bactérias sdo classificadas em duas categorias
conforme sua localizacdo: bactérias intracelulares e extracelulares (TRABULSI et al.,
2005; CLINTON et al., 2010) (Quadro 1).

Tipo de Bactéria Mecanismo de evasao do
sistemaimune

Extracelular Varredura dos intermediarios reativos do
oxigénio

Variagao antigénica

Inibicéo da ativagéo do sistema
complemento

Inibicdo da formacéo do fagolisossomo

Varredura dos intermediarios reativos do
oxigénio

Ruptura da membrana do fagossoma com
escape para o citoplasma

Quadro 1. Comparagdo dos mecanismos de evasao de bactérias extra e intracelulares (adaptado de
http://www.research.a-star.edu.sg/research/6222). Acesso em: 12 dez 2011.

As bactérias intracelulares sdo capazes de se replicarem no interior das
células do hospedeiro como, nos fagossomos e no citoplasma (HERMAN et al.,
1991; PAUL, 2008). Algumas bactérias, desse grupo, séo classificadas como


http://www.research.a-star.edu.sg/research/6222
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intracelulares obrigatorias, pois necessitam das moléculas sintetizadas pelas células,
sendo vantajoso. Sua localizacdo permite que sejam protegidas de anticorpos, da
fagocitose e de alguns antimicrobianos. Ja as bactérias intracelulares facultativas
podem viver tanto dentro quanto fora das células (TRABULSI et al., 2005; CLINTON
et al., 2010, GERIA et al., 2010).

A caracteristica principal das bactérias intracelulares é a resisténcia a
fagocitose, sendo dificeis de erradicar (KAUFMANN, 1993). A imunidade celular
possibilita a morte das bactérias fagocitadas e lise das células infectadas. Essas
bactérias penetram nos macrofagos e estimulam, tanto as células TCD4", através da
expressdo de antigeno associado a moléculas da classe Il do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC), como também células TCD8", através da
expressdo de antigenos associados a moléculas do MHC classe |. A ativacao de
células TCD4" leva a secrecdo da citocina interferon-y (IFN-y). Que, por sua vez,
ativa os macrofagos promovendo a producdo aumentada de o6xido nitrico (NO) e
morte das bactérias fagocitadas. As células TCD8" citoliticas participam
cooperativamente do mecanismo de defesa, produzindo mais IFN-y e destruindo os
macrofagos infectados (HERMAN et al., 1991; BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

Outros tipos de bactérias sdo extracelulares. Para sobreviver no ambiente
extracelular essas bactérias desenvolveram técnicas de sobrevivéncia que lhes
permitem burlar o sistema de defesa do individuo infectado (TRABULSI et al., 2005;
GERIA et al., 2010). As bactérias extracelulares sdo capazes de se replicar fora das
células do hospedeiro, ou seja, na circulacdo, nos tecidos conjuntivos extracelulares
e nos espacos de tecidos, tais como as vias aéreas, o trato geniturinario e os lumens
intestinais. Com base nesta localiza¢do, os mecanismos imunoldgicos envolvidos no
combate as infeccbes bacterianas também variam, sendo que, em geral, as
bactérias extracelulares sao eliminadas por mecanismos envolvendo principalmente
o sistema complemento e anticorpos que neutralizam as toxinas liberadas (HERMAN
et al., 1991; PAUL, 2008).

As bactérias extracelulares causam doenca por dois mecanismos principais.
Primeiro, induzem inflamacgéo, que resulta em destruicdo do tecido no sitio da
infecgdo. Segundo, muitas destas bactérias produzem toxinas que exercem diversos

efeitos patolégicos. Existem endotoxinas, que sdo componentes das paredes
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celulares bacterianas, e exotoxinas, que sdo ativamente secretadas pelas bactérias
(HERMAN et al.,, 1991). A endotoxina das bactérias gram-negativas, também
chamada lipopolissacarideo (LPS), € um potente estimulador da producdo de
citocina pelos macrofagos (IMAGAWA et al., 1997; PRAHALAD et al., 2001; PINTO
et al., 2003).

A imunidade humoral, defesa através de anticorpos, desempenha importante
papel na defesa contra as bactérias extracelulares, sendo esta a principal resposta
imune (HERMAN et al., 1991). Os anticorpos executam varias funcdes para erradicar
as bactérias, estes podem exercer suas acdes por meio de trés mecanismos: 1)
opsonizacao seguido de fagocitose, 2) ativacdo do sistema complemento pela via
classica, 3) neutralizacdo de bactérias ou de seus produtos (HERMAN et al., 1991;
TU et al., 1994).

As bactérias extracelulares sdo rapidamente destruidas quando sé&o
revestidas por anticorpos do tipo IgG (opsonizacdo) e fagocitadas por neutrofilos,
monocitos e macrofagos teciduais, através de receptores para a porcdo Fc da
imunoglobulina presente nessas células. Na auséncia de anticorpos, a ativacdo do
sistema complemento é coadjuvante na destruicdo de bactérias. A ativacdo do
complemento por algumas bactérias promove a producdo de anticorpos especificos
(IgG e IgM), e a secrecao da IL-2 pelos macréfagos € critica para o desenvolvimento
da imunidade mediada pela célula. Por meio do mecanismo de neutralizacéo, 0s
anticorpos (IgG e IgA), ligam-se a toxinas produzidas por bactérias. A ligacdo dos
anticorpos com estruturas bacterianas interfere na capacidade do patégeno em
interagir com os receptores celulares, neutralizando a acdo e, com isso, impedindo
que as mesmas se fixem nas mucosas, como no trato respiratério e no trato
intestinal (HERMAN et al., 1991; CAILLE et al., 2004).

2.1.1 Ehrlichia sp.

A Ehrlichia sp. é uma bactéria intracelular obrigatéria, cocéide, gram-negativa
pequena (0.5 - 0.9um) e pleomoérfica (WANER; HARRUS, 2000), que parasita
leucécitos de muitas espécies de animais, inclusive o homem (GALVAO et al., 2002;
COHN, 2003; SILVA; GALVAO, 2004). A bactéria se localiza nas células do sistema
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reticuloendotelial do figado, bago e linfonodos, sendo as células mononucleares o
ponto inicial de sua multiplicacdo (HARRUS et al., 1998; MUNHOZ; BABO, 1998;
ANDEREG; PASSOS, 1999).

O género Ehrlichia inclui as espécies Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia muris, Ehrlichia ruminantium e Ehrlichia ewingii (BRENNER et al., 2004).
Em geral, a espécie de Ehrlichia pode ser diferenciada pelo tipo de célula que
infecta. A Ehrlichia canis e Ehrlichia chaffeensis infectam mondcitos, provocando a
chamada erliquiose monocitica canina (EMC) (VARELA, 2003). A Ehrlichia canis é
caracterizada por uma doenca febril (URQUHART et al.,, 1998). A Ebhrlichia
ruminantium é frequentemente identificada em células endoteliais, neutrdfilos e
macrofagos (RIKIHISA, 1991; DUMLER et al., 2001). A Ehrlichia ewingii invade
neutroéfilos, produzindo a erliquiose granulocitica (VARELA, 2003) (Quadro 2).

Principal PrincipalHo T
s Nome Comum da . cip P3 Distribuicéo
Espécie Principal Vetor Célula spedeiro o
Doenca L Geogréfica
Infectada Secundario
. Erliguiose monocitica | Riphicephalus Células Caes, lobos .
E. canis q phicep . Mundial
canina sanguineus mononucleares | e chacais
- o . Caes, -
E. Erliquiose monocitica | Amblyomma Células coiotes e EUA, Asia,
chaffeensis humana (HME) americanum mononucleares cabra Europa
Infecdo sistémica em . .
. Haemaphysalis | Células .
E. muris camundongos Roedores Japéao
) . spp. mononucleares
imunocomprometidos
Amblyomma Células : Africa,
. ) . Ruminantes
E. . variegatum; endotelias, o Madagascar
. . Cowdriose e domeésticos e
ruminantium Amblyomma neutrofilos e silvestres e llhas
hebraum macrofagos Caribenhas
_— Erliquiose Amblyomma -~ . EUA
E. ewingii o . ; Granuldcitos Caes .
9 granulocitica canina americanum Camardes

Quadro 2. Caracteristicas das espécies causadoras de erliquiose (VARELA et al., 2003; YU et al.,
2007; adaptada).

O reconhecimento da erliquiose, como potencial causa de doenca em
humanos, na década de 80, estimulou as pesquisas desse agente. A deteccao de
outras espécies, combinada com a aplicacdo cada vez maior de técnicas de biologia
molecular, culminou num maior numero de publicacbes e descobertas, que
resultaram na reclassificacdo do género Ehrlichia (COHN, 2003). Este foi
reclassificado e, se encontram dentro do Reino das Bactérias, Filo das
Proteobactérias, Ordem Rickettsiale, Familia Anaplasmalaceae e género Ehrlichia
(DUMLER et al., 2001).
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As espécies de Ehrlichia, por muito tempo, foram diferenciadas pelo tipo de
célula parasitada, pela distribuicdo geografica e pela severidade da doenca (SMITH
et al.,, 1976). As novas propostas de classificacdo para esse grupo tém sido
realizadas de forma polifasica, envolvendo caracteristicas morfométricas das formas
parasitarias, caracteristicas bioldgicas, sendo observada a especificidade pelo
hospedeiro, local de parasitismo, patogenicidade, periodos pré-patente e patente,
formas de transmissao e, caracteristicas genéticas, sendo avaliadas as diferencas
nucleotidicas nas sequéncias de genes bem caracteristicos, como genes
codificantes para RNA ribossomal e proteinas estruturais e funcionais (DUMLER et
al., 2001).

No género Ehrlichia todas as espécies apresentam uma similaridade de cerca
de 97,7% na sequéncia do gene 16S rRNA. Entre a Ehrlichia canis e Ehrlichia
chaffeensis e a Ehrlichia ewingii a similaridade é maior que 98,0% (ANDERSON et
al., 1992; DUMLER et al., 2001). A acentuada homologia genética das espécies do
género Ehrlichia é a causa do repertério antigénico semelhante que compartilham,
contribuindo para a ocorréncia de reagfes cruzadas nos testes sorologicos. Apesar
da utilidade do gene 16S rRNA para a identificacdo de espécies bacterianas; por ser
altamente conservado, este gene demonstra limitada variabilidade entre os isolados
de uma mesma espécie, ndo permitindo serem diferenciados ou classificados dentro
de subtipos ou cepas (OLIVE; BEAN, 1999). Desta forma, outros marcadores

moleculares sdo necessarios para a tipagem de individuos de uma mesma espécie.

As espécies de Ehrlichia, em geral, ndo induzem a uma severa reacao
inflamatoéria nos tecidos (RIKIHISA, 1991). As espécies Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis e Ehrlichia ewingii podem causar a infe¢cdo natural em cdes. Nao ha
relatos de infecdo natural por Ehrlichia ruminatium em cdes e, nos animais
infectados experimentalmente nao ocorrem anormalidades clinicas
(BREITSCHWERDT et al., 1998).

A Ebhrlichia sp. tém sido crescente objeto de estudo na clinica veterinaria e na
saude publica, uma vez que pode causar doengas de importancia veterinéria e €
responsavel por duas zoonoses emergentes, erliquioses monocitica e granulocitica
humana (THOMAS et al., 2009; DOUDIER et al., 2010).
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No Brasil, pouco se conhece sobre erliquiose humana, seus agentes
etiolégicos ou prevaléncia. Porém, sabe-se da presenca de espécies de Ehrlichia
circulando entre cées e seus ectoparasitos (GALVAO et al., 2002; DAGNONE et al.,
2003; AGUIAR et al., 2007). O parasitismo humano por R. sanguineus, vetor da

infecao, foi descrito no Brasil por Dantas-Torres et al. (2006).

2.1.1.1 Erlichia canis

A E. canis € uma bactéria intracelular obrigatoria, pequena, gram-negativa,
imovel, cocoide e eipsoidal, com parede celular de estrutura ndo protéica que se
localiza nas células reticuloendoteliais do figado, baco e nddulos linfaticos,
replicando-se na membrana citoplasmatica dos leucdcitos circulantes do hospedeiro
por difusdo binéria, no interior dos mondcitos, linfocitos e raramente neutrofilos
(CORREA; CORREA, 1992; DUMLER et al., 2001; RIKIHISA, 2006).

A prevaléncia de E. canis é dependente da distribuicdo do seu vetor, R.
sanguineus, o carrapato marrom do cdo, que ocorre principalmente em regides
tropicais e subtropicais (JOHNSON et al.,, 1998). Porém, hoje, é evidente um
incremento destas enfermidades em climas temperados e ambientes urbanos de
todo o mundo (SHAW et al., 2001). A E. canis se multiplica nos hemdcitos e nas
células da glandula salivar do carrapato, propiciando, portanto, a transmisséo
transestadial, que € a transmissado da bactéria presente nas larvas, para as fases de
ninfa e adulto (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). Em contra partida, a transmissao
transovariana, transmissdo para ovos e larvas, provavelmente n&do ocorre
(VIGNARD-ROSEZ et al., 2001), é rara ou inexistente (ANDERG; PASSOS, 1999).
No momento da transmissdo da erliquiose, o carrapato podera transmitir outros
agentes tais como: Babesia, Hepatozoon e Hemobartonella canis (SOUSA et al.,
2004; PEREIRA, 2006).

Ao contrario das demais riguétsias, as Ehrlichias se replicam dentro de
fagossomos da célula hospedeira (McDADE, 1990). Nyindo et al. (1971) observaram
que o ciclo de desenvolvimento da E. canis em mondcitos caninos possui trés
estagios: corpusculos elementares, corpos iniciais e mérulas (Figura 1). A principio

séo observados os corpusculos elementares com 0,2 a 0,4um (QUINN et al., 1997)
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que sao endocitados pelos mondcitos onde permanecem em crescimento por
aproximadamente 2 dias (GREGORY; FORRESTER, 1990; DAVOUST, 1993),
tornando dificil a visualizacdo a microscopia 6ptica (McDADE, 1990). A fuséo
fagolisossomal ndo ocorre em células infectadas, permitindo aos corpos elementares
crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo. A multiplicagéo ocorre
por fissdo binaria. Trés a cinco dias pds-infeccdo um pequeno numero de corpos
elementares em agrupamentos, denominados corpusculos ou corpos iniciais séo
observados como inclusGes pleomorficas. No sétimo ou até o décimo segundo dia
subsequente, ocorre crescimento adicional e multiplicagbes, 0s corpos iniciais
desenvolvem-se para inclusbes maduras, chamadas moérulas e que medem 1 a 2um
(NYINDO et al., 1971; RISTIC et al., 1981; CORREA; CORREA, 1992; DAGNONE et
al., 2001; LI; WINSLOW, 2003; ZHANG et al., 2004; RIKIHISA, 2006) e cada morula
contém varios corpos elementares. As morulas sdo vacuolos citoplasmaticos
delimitados por uma membrana simples que contém em seu interior microcoldnias
de pequenos corpos elementares em numeros e tamanhos variados (YU et al.,
2007). Os corpusculos elementares deixam as células brancas por exocitose ou

rompimento das mesmas, indo parasitar novas células (CORREA; CORREA, 1992).

Corpo elementar

Corpo inicial

Morula

Figura 1. Ciclo do desenvolvimento de Ehrlichia canis dentro de mondcito (DAVOUST, 1993).

Como nao existem hospedeiros intermediarios, e por ser uma doenca de
carater hematolégico, a E. canis pode ser veiculada por transfusées sanguineas de
um doador infectado (MUNHOZ; BABO, 1998; SHERDING, 1998) para um céao
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susceptivel, podendo ocorrer a partir de caes com até cinco anos de infecdo crénica
(SWANGO et al.,1992).

A infecdo por E. canis resulta no desenvolvimento de anticorpos especificos,
gue podem ser observados na circulacdo sanguinea 7 dias (IgM) a 15 dias (IgG)
apos a infecdo (WANER et al., 2001). Inicialmente os titulos de IgG séo
relativamente baixos, mas a medida que a infecdo progride, o aumento do titulo é
evidente. Os cées que se recuperam da fase aguda da doenca ou aqueles que
recebem tratamento inadequado progridem para a fase de infecdo inaparente.
Nestes, o titulo de anticorpos se mantém em altos patamares, em geral de 2.560 a
20.480 (HARRUS et al.,, 1997; FRANK; BREITSCHWERDT, 1999). Os achados
hematoldgicos na infecdo por Ehrlichia sdo bem evidentes. Pode ocorrer leucopenia
ou leucocitose de acordo com evolugdo clinica. A trombocitopenia ocorre tanto na
infecdo por E. canis quanto por Anaplasma platys e pode ser imunomediada
(RIKIHISA, 1991; HARRUS et al., 1996; BULLA et al., 2004).

2.2 VETOR da Ehrlichia canis

O principal vetor e reservatério de E. canis é o carrapato marrom R.
sanguineus, caracterizado como o mais importante ectoparasito de caes, que ao
exercer hematofagismo, pode acarretar a transmissao dos parasitos (LABRUNA,;
PEREIRA, 2001; COUTO, 2003). O R. sanguineus é classificado: Filo: Arthropoda,
Classe: Arachinda, Ordem: Acarina, Subordem: Ixodides, Familia: Ixodiae,
Género: Rhipicephalus, Espécie: Rhipicephalus sanguineus (COSTA; BOTELHO,
2005).

O carrapato R. sanguineus contamina-se ao ingerir sangue com leucécitos
parasitados de animais doentes. Isto geralmente ocorre na segunda ou terceira
semana de infecdo do cdo, uma vez que na fase aguda da infecdo existe maior
porcentagem de leucocitos infectados (WOODY; HOSKINS, 1991; LEGATZI,
JORGE, 2002).

No Brasil, R. sanguineus é usualmente encontrado em cées tanto na zona
urbana como na zona rural (DANTAS-TORRES et al., 2006). Adaptado ao ambiente

urbano, este carrapato geralmente é encontrado em cerca de 30% dos cdes. Por
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estarem bem adaptados aos ambientes urbanos, estes carrapatos possuem hébitos
nidicolas, entocados nas frestas dos abrigos de seus hospedeiros (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). Fato semelhante pode ocorrer com cédes confinados na area
rural, aumentando a chance de infestacdo, enquanto que naqueles criados livre, as
infestagbes podem ser menos significativas, devido a menor incidéncia do vetor em
ambiente silvestre (GROVES et al., 1975; LEWIS et al., 1977; MURPHY et al., 1998;
LABRUNA, PEREIRA, 2001; DANTAS-TORRES, 2008).

2.2.1 Ciclo Biologico do R. sanguineus

Este exige trés hospedeiros diferentes para completar o ciclo (trioxeno). Para
gue ocorra a transmissdo € necessario que o artropode permaneca aderido ao
hospedeiro, no minimo 4 a 6 horas (SVS/MS, 2005). De acordo com Sherding (1998)
e Quinn et al. (1997), por pelo menos cinco meses pdés-ingurgitamento o R.

sanguineus pode transmitir oS microrganismos.

Primeiramente, as fémeas apOs destacarem do hospedeiro, repletas de
sangue, vao para o solo procurar um abrigo e apdés um periodo de pré-postura
iniciam a oviposicdo (LABRUNA, 2004), onde podem colocar no ambiente cerca de
1000 a 4000 ovos, que depois de incubados por algumas semanas dao origem as
larvas (LABRUNA; PEREIRA, 2001; FORTES, 2004). O periodo de ovipostura dura
de 8 a 67 dias (NEVES, 2005). As larvas possuem 3 pares de patas (hexapodes) e,
ao eclodir do ovo (19 a 142 dias), vao procurar abrigo em arbustos e frestas das
paredes até que parasitem o hospedeiro novamente. Apdés sugar sangue do
hospedeiro a larva cai ao solo, sofre ecdise e se transforma no estagio seguinte, que
€ a ninfa. Este processo dura entre 3 a 7 dias (LABRUNA, 2004). A ninfa € octopoda
(4 pares de patas) e ap06s alguns dias ocorre enrijecimento do tegumento, ingurgita-
se novamente de sangue do seu hospedeiro, dando origem posterior ao adulto,
entre 12 a 129 dias (LABRUNA, 2004). O ciclo biolégico do R. sanguineus esta

representado na figura 2.

Nas areas urbanas, a disponibilidade de habitat para as fases de vida livre do
R. sanguineus é abundante, uma vez que a espécie tem por habitat penetrar em
pequenos buracos ou frestas em superficies de cimento ou madeira (LABRUNA,;
PEREIRA, 2001; DANTAS-TORRES, 2008). Na Africa do Sul, estudos realizados
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com R. sanguineus demonstraram que a maioria das larvas ingurgitadas se
desprendem de cdes domésticos em periodos diurno, ao passo que a grande
maioria das ninfas e fémeas ingurgitadas se desprenderam durante o periodo de
noturno (JACOBS et al., 2004).

* :l:7dias& 8a.6'}'d.ia~s_’ ﬁ\ _ 192142 dias | ‘:.::.:“.
Oviposigdo g Eclosio das b w

Fémea A ~
Fémea Larvas v » " .
ingurgitada L v

Ciclo bioldgico de —
Rhipicephalus sanguineus
Adultos machos amslhinate
e fémeas
"- * Ni_n_fa 1‘ 4 a 9 d.ias * Larva @ 3 a 7 d.laS =
12 a ingurgitada ingurgitada Larva

129
dias 6a 29 dias
% Larva
Nmfa ingurgitada
Nmfa
ingurgitada

Figura 2. Ciclo biol6gico de Rhipicephalus sanguineus, demonstrando seus estagios de ovo, larva,
ninfa e adulto com seus respectivos intervalos de desenvolvimento  (Fonte:
<http://www.icb.ufmg.br/big/prodap/2001/ixodidae/Rhipicephalus.htmli>). Acesso em: 01 nov 2011.

As condicfGes de temperatura influenciam muito no desenvolvimento do ovo
até adulto, no qual a temperatura 6tima para postura de R. sanguineus se situa entre
20 e 30°C (SWEATMAN, 1967), geralmente em baixas temperaturas ocorrem
situacdes de retardamento dos estagios de desenvolvimento (KOCH; TUCK, 1986;
BELLATO; DAEMON, 1997; CARNEIRO; DAEMON, 2003).

A transmissdo da Ehrlichia ocorre por via transestadial, enquanto que a via
transovariana ndo esta comprovada. Os estagios de larva, ninfa e adulto, séo
capazes de transmitir a E. canis ao hospedeiro. Os carrapatos sobrevivem como
adulto sem se alimentar de 155 a 568 dias e essa capacidade de transmissdo pode
prolongar-se até 155 dias pos-infeccdo (GROVES et al., 1975; LEWIS et al., 1977,
GREENE; HARVEY, 1984; HARRUS et al., 1997).


http://www.icb.ufmg.br/biq/prodap/2001/ixodidae/Rhipicephalus.html

28

O cao é infectante apenas na fase aguda da doenca, quando existe uma
quantidade importante de hemoparasitas no sangue. O carrapato podera
permanecer infectante por um periodo de aproximadamente um ano, visto que a
infeccdo podera ocorrer em qualquer estagio do ciclo (WOODY; HOSKINS, 1991).
Apesar da capacidade de parasitar outros hospedeiros, 0 R. sanguineus prefere o
cdo como hospedeiro para a sua nutricdo (DAVOUST, 1993; SLOSS et al., 1999).
Bremer et al. (2005) experimentalmente demonstraram que machos adultos de R.
sanguineus, sem a presenca da fémea, podem se infectar e transmitir (transmissao

intraestadial) a doenca a diferentes cdes de um mesmo local.

2.3 ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA

A EMC é uma doenca relativamente comum a cées, e confirmada como
zoonose (SHERDING, 2008). Os sinbnimos caracteristicos incluem Doenga do Céo
Rastreador, Pancitopenia Canina Tropical, Febre Hemorragica Canina e Tifo Canino,
sendo que, 0s agentes etioldgicos da erliquiose monocitica canina sdo a Ehrlichia
canis (cepa mononuclear), Ehrlichia equi (cepa neutrofilica), Ehrlichia platys (cepa
plaquetéaria) e Ehrlichia risticii (cepa mononuclear) (COUTO, 2003). No entanto,
apenas a infec¢do por E. canis possui importancia epidemiol6gica, por levar a um

quadro clinico mais severo (WANER et al., 1995).

A EMC foi descrita em 1935, por Donatien e Lestoquard no Instituto Pasteur
da Argélia, onde foi observado que cades experimentais da raca Pastor Alemao, em
especial os infestados com o carrapato R. sanguineus, desenvolviam uma
acentuada doenca febril. Tais manifestacdes foram atribuidas a um microrganismo
transmitido pelo carrapato, denominada previamente como Rickettsia canis. O
parasito foi observado no interior de células mononucleadas circulantes de cées
infestados por carrapatos (GREENE; HARVEY, 1984; RIKIHISA, 1991). Em 1945,
Moshkovskii renomeou-a de Ehrlichia canis em homenagem ao bacteriologista
alemao Paul Ehrlich, ganhador do prémio Nobel de Medicina em 1908. Nas décadas
de 1940 e 1950 foram relatadas infeccbes em cées por E. canis na Africa, india e
Antilhas Holandesas. Na década de 1960 a erliquiose foi diagnosticada em
Singapura, Vietiname, Estados Unidos e paises europeus (EWING, 1969; KEEFE et

al., 1982). Durante a guerra do Vietiname a EMC, conhecida na época como a
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pancitopenia tropical canina, foi responsavel pela elevacdo da mortalidade entres
cées de guerra americanos, 0s quais apresentavam principalmente emaciacéo e
hemorragia (BAVARO et al., 2005). A partir disso, diversos casos de EMC passaram
a ser descritos com frequéncia em outras partes do mundo (EWING,1969; RIKIHISA,
1991).

Fatores epidemioldgicos relacionados as condi¢fes climaticas, distribuicdo do
vetor, populagédo sob estudo, comportamento animal e habitat, assim como a
metodologia empregada na investigacdo do agente, podem afetar os niveis de
prevaléncia de EMC (DAGNONE et al.,, 2001). No Brasil, a EMC € de ampla
ocorréncia, principalmente em areas urbanas, devido a alta prevaléncia do R.
sanguineus (AGUIAR et al., 2007). A primeira descricdo da doenca causada por E.
canis foi feita em Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais por Costa et al. (1973),
quando os autores observaram a inclusdo citoplasmatica tipica de E. canis em
linfécitos. Logo depois foi descrita por Carrillo et al. (1976), em caes militares do
Estado do Rio de Janeiro. Atualmente apresenta distribuicdo mundial,
particularmente em areas tropicais e subtropicais (WEN et al., 1997), e no Brasil j&
foi identificada em todas as regides do pais (LABRUNA; PEREIRA, 2001).

A doenca é caracterizada por ser multissistémica e apresenta a primeira
manifestacdo clinica apds o periodo de incubacdo do microrganismo, e pode
progredir para trés estagios de infecdo: aguda, subclinica e crénica (MOREIRA et
al., 2003).

2.3.1 Aspectos Clinicos

2.3.1.1 Fase Aguda

A fase aguda comeca apos 8 a 20 dias apoés a inoculacdo do parasito através
do carrapato infectado e dura de 5 a 8 semanas (SKOTARCZAK, 2003), periodo o
qual é caracterizado por alta parasitemia, quando as morulas ou corpusculos de
inclusédo sédo mais facilmente observados (WOODY; ROSKINS, 1991).
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Os achados clinico-patol6gicos mais comuns sédo hipertemia (39,5 — 41,5°C),
depressao, anorexia, linfadenopatia, emaciacdo, esplenomegalia, hepatomegalia,
palidez de mucosas, dispneia, estertores pulmonares, cianose, secrecao ocular e
nasal mucopurulenta, vasculite, sinais neuroldgicos, musculares e de poliartrite
(WOODY; HOSKINS, 1991; WANER et al., 1997; DAGNONE et al., 2001; CASTRO
et al., 2004; MENESES et al., 2008). Podem apresentar tendéncias a sangramento,

principalmente petéquias e equimoses (SOUSA et al., 2010).

Os achados hematolégicos nesta fase podem incluir anemia normocitica
normocrémica, leucopenia com um desvio para a esquerda (MOREIRA et al., 2003,
2005; CASTRO et al., 2004; BORIN et al., 2009), trombocitopenia (MOREIRA et al.,
2003, 2005; CASTRO et al.,, 2004; BORIN et al., 2009; XAVIER et al., 2009),
presenca de morulas em leucécitos (MURPHY et al.,, 2001). O achado comum a
todas as fases da EMC € a trombocitopenia (NEER, 1998).

Na maioria dos casos, a fase aguda pode nado ser evidente, passando
despercebida pelo proprietario dos animais, e os sinais clinicos desparecem sem
tratamento dentro de uma a quatro semanas, e 0 cdo entra na fase subclinica
(DAGNONE et al., 2001; NELSON; COUTO, 2006).

2.3.1.2 Fase Subclinica

A fase subclinica instala-se quando o cdo sobrevive a fase aguda e é
caracterizada pela diminuicdo dos sintomas clinicos e elevados niveis de anticorpos
séricos (WANER et al., 1997). Ocorre entre 6 a 9 semanas apés inoculagdo do
parasito (BREITSCHWERDT, 2004). Em areas enzooticas, esta fase pode durar
anos, e cades imunocompetentes podem eliminar o parasito e recuperar-se da
infecdo sem tratamento (DAGNONE et al., 2001; NELSON; COUTO, 2006).

S&0 poucas as alteracdes clinicas nesta fase, podendo o animal apresentar
anemia n&o regenerativa (MOREIRA et al., 2003, 2005; ORIA et al., 2008; BORIN et
al., 2009), leucopenia e trombocitopenia (DAGNONE et al.,, 2003; BULLA et al.,
2004; MOREIRA et al., 2005; ORIA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; XAVIER et al.,
20009).



31

Durante esta fase hd uma normaliza¢do do peso do cdo, da temperatura e 0
cdo parece normal clinicamente (WOODY; HOSKINS, 1991). O diagnéstico da
doenca nesta fase € um desafio ao Médico Veterinario, porém quando é reconhecido
precocemente esta relacionada a um bom prognostico da doenca, antes que o
animal passe para a fase cronica (WANER, HARRUS, 2000).

2.3.1.3 Fase Crbnica

A instalacdo da fase cronica varia de leve a extremamente severa, sendo que
€ dependente de fatores como idade, imunocompeténcia, viruléncia da cepa,
infecbes concomitantes, alimentacdo e caracteristicas individuais (WOODY;
HOSKINS, 1991; QUINN et al., 1997). Os sinais clinicos da fase crénica da EMC
sdo diagnosticados por ocasido da pesquisa de outras doencas
(BREITSCHWERDT, 2004).

A forma cronica leve é caracterizada por sinais clinicos vagos como apatia,
depressao e perda de peso. Esta forma geralmente néo € fatal e responde bem ao
tratamento, ja@ a forma crbnica grave é frequentemente fatal, caso nao seja
devidamente tratada (DAGNONE et al., 2001).

Os achados clinico-patologicos nesta fase podem incluir febre, emaciacao e
edemas periféricos, hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia. Os sinais sao
exacerbados, e incluem pneumonia, apatia, caquexia, sangramentos, tosses,
equimoses, poliartrites e hematuria. Lesdes oculares como hifema, hemorragias sub-
retinal, uveites, descolamento de retina e cegueira podem ocorrer, estando
relacionadas as vasculites, ao aumento da pressdo oncoética e as plaquetopenias.
Alteracfes neurolégicas como ataxia, disfuncdo motora, hiperestesia localizada e
tremores podem ser ocasionadas por meningites, hemorragias nas meninges, no
parénquima cerebral ou na medula espinhal. Existem ainda relatos de ooforite e
orquite-epididimite em caes infectados com E. canis (HARRUS et al., 1997, 1998,
1999; NASCIMENTO; SANTOS, 2003; CASTRO et al., 2004; WALKER et al., 2008).

A trombocitopenia é um achado hematoldgico que nesta fase crbnica € mais
grave, por haver supressao da medula 6ssea (HARRUS et al.,, 1999; NELSON;
COUTO, 2006; GREENE, 2006). A monocitose, linfocitose, leucopenia e anemia
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mais severa, também sdo caracteristicas proeminentes (WOODY; HOSKINS, 1991,
DAGNONE et al., 2001).

Os cédes que se recuperam da doenca permanecem portadores, podendo
manter a infecdo por periodos superiores a 5 anos (ANDEREG; PASSOS, 1999). De
tal forma, a EMC tem sido motivo de grande interesse, tanto para pesquisas em

medicina veterinéria, quanto para saude publica (STICH et al., 2008).

2.4 DIAGNOSTICO

A erliqguiose é uma “zoonose emergente” (COUTO, 2003), -cujo
reconhecimento precoce € importante. As técnicas de diagndstico utilizadas sao as

mesmas para todas as espécies conhecidas até o momento.

A deteccédo direta de E. canis é dificil (ALBERNAZ et al., 2007; BORIN et al.,
2009), pois as espécies do género Ehrlichia apresentam dificuldades para o
diagnéstico, jA que os sinais clinicos associados com a doenca sao inespecificos
(WOODY; HOSKINS, 1991). O diagnéstico da EMC é baseado na combinagédo dos
sinais clinicos, anormalidades hematoldgicas, achados citoldgicos, que incluem a
identificacdo de morulas intracelulares em esfregaco sanguineo, soroldgicos, que
incluem a deteccao de anticorpos especificos contra o agente infectante, sendo mais
recentemente a reacdo em cadeia da polimerase incorporada ao plano diagnéstico
(McBRIDE et al., 1996; KEYSARY et al., 2001; DAGNONE et al., 2001; WANER et
al., 2001; BULLA et al., 2004; HARRUS et al., 2004; MACIEIRA et al., 2005; TRAPP
et al., 2006; NEER; HARRUS, 2006; AGUIAR et al., 2007). O cultivo da E. canis de
sangue e tecidos também é utilizado como método de diagnostico (DAGNONE et al.,
2001).

2.4.1 Diagnéstico Hematolégico

Na fase aguda pode ocorrer anemia, trombocitopenia, pancitopenia,
linfocitose granular e leucopenia leve. Na fase crbnica é comum haver
trombocitopenia, leucopenia, monocitose, linfocitose e anemia mais severa
(DAGNONE et al., 2001; MENDONCA et al., 2005).
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Apesar das diversas descricbes demonstrando a forte associacdo da
trombocitopenia com cdaes infectados por E. canis, este fator ndo pode ser
considerado como unico critério diagnéstico, uma vez que infeccbes com outros
hemoparasitos também provocam essa alteracdo. Contudo, a trombocitopenia no
quadro clinico de caes de areas endémicas para erliquiose deve ser considerada
como diagndstico presuntivo dessa enfermidade (BULLA et al., 2004; MACIEIRA et
al., 2005).

O numero de mondcitos pode variar muito entre caes, sendo a monocitose um
achado frequente e indicativo da possibilidade de erliquiose mesmo antes da
observacdo de morulas, que comumente sdo observadas nas altas parasitemias,

caracteristicas de fase aguda (PAGANI et al., 2000).

2.4.2 Diagndstico Parasitolégico

2.4.2.1 Exame do esfregaco sanguineo

A pesquisa de morulas intracitoplasmaticas caracteristicas de E. canis em
laminas de esfregaco de sangue periférico é uma opcao viavel, simples, barata e
fornece um registro permanente (UENO et al., 2009; FRITZ, 2009). No entanto, as
morulas de E. canis sdo dificeis de serem detectadas porque a riquétsia esta
presente em baixas concentracdes, raramente ultrapassa 1% de células infectadas
(DAGNONE et al., 2001; ALBERNAZ et al., 2007). A visualizacdo de morulas prové
um diagnaostico definitivo (VARELA, 2003), embora a auséncia do microrganismo no
sangue néo exclui a possibilidade de infecdo e torna frequente o resultado falso-
negativo (HOSKINS, 1991). A presenca de moérulas em leucdcitos ou plaquetas é
mais frequentemente observada na fase aguda, embora apenas em uma pequena
parcela de cdes (DAGNONE et al., 2001; BULLA et al., 2004).

Esta técnica requer apenas um microscépio Optico para a leitura dos
esfregacos sanguineos, 0 que torna essa técnica acessivel podendo ser realizada

no proprio consultorio veterinario (FARIA et al., 2010).
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2.4.2.2 Cultivo Celular

A utilizacdo do isolamento do microrganismo em cultura celular para a
deteccdo de E. canis em amostras sanguineas de cées infectados é sensivel e
especifica. Entretanto, necessita de profissional habilitado, possui alto custo e requer
uma a dez semanas para a obtencdo do resultado, limitando sua eficiéncia como
uma ferramenta de diagnostico rapido (McBRIDE et al., 1996; HARRUS; WANER,
2011).

2.4.3 Diagnostico Molecular

2.4.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase, conhecida pela sigla PCR - “Polimerase
Chain Reaction”, € um método que revolucionou a pratica da Biologia Molecular. Foi
inicialmente descrito por Saiki, Mullis et al., em 1985, na revista Science (SAIKI et
al., 1985). O principio da técnica da PCR é simples e baseia-se em ciclos de sintese
de DNA, onde cada ciclo é constituido por trés passos: 1) desnaturacao da fita dupla
de DNA, da amostra que servirh como molde, o que é obtido por incubacao rapida
(de 30 segundos a 1 minuto) a 95°C, 2) Ligacao dos oligonucleotideos iniciadores
com a sequéncia-alvo do DNA, o que é obtido a uma temperatura com valores ideais
entre 55°C a 65°C, com o tempo de aproximadamente 1 minuto. Para o célculo
dessa temperatura consideram-se o tamanho e a composicdo de bases dos
oligonucleotideos, e 3) Extenséo dos oligonucleotideos iniciadores, com o auxilio da
enzima tag-DNA-polimerase, realizado a uma temperatura de 70°C a 72°C, durante
um intervalo de tempo de um a trés minutos. Um ciclo faz tipicamente 3-5 minutos e
é repetido 20-40 vezes. Um tubo da reacdo de PCR contém uma mistura tampao,
dNTPs, oligonucleotideos iniciadores, enzima (tag-DNA-polimerase) e acido nucléico
do espécime de interesse (SCHOCHETMAN et al., 1988). E uma ferramenta muito
utilizada para amplificar seletivamente regides especificas da molécula de DNA
(INNIS et al., 1995; BROWN, 2003).

A PCR é uma técnica altamente sensivel e especifica, e vem sendo utilizada

como alternativa ao diagndstico microbiologico de doencas infecciosas (RIKIHISA,
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1994; HARRUS et al., 2004; NAKAGHI et al., 2008). A PCR é capaz de detectar um
anico fragmento de DNA em uma amostra, distinguindo se um céo soropositivo é
portador ou ndo da E. canis, visto que a soropositividade pode manter-se mesmo em
animais livres do parasito (IQBAL; RIKIHISA, 1994; HARRUS et al.,, 1998;
BREITSCHWERDT et al., 1998; KORDICK et al., 1999; SUKASAWAT et al., 2000).
La Scola e Raoult (1997) relataram que a PCR é técnica de eleicdo para o
diagnéstico da EMC, pois pode detectar o agente mesmo antes da formacéo de
morulas ou de soroconversdo. A técnica visa amplificar apenas um segmento
comum ao género, o gene 16S rRNA (HIRATA; HIRATA, 1997), devido a alta
conservacdo do mesmo entre as espécies de Ehrlichia (FOX et al., 1992). Ja foi
detectado DNA erliqguial em amostras de sangue periférico, aspirados de baco e
medula 6ssea (HARRUS et al., 2004), soro sanguineo (MYLONAKIS et al., 2009),
como também a partir de tecidos macerados oriundos do cérebro, cerebelo, coragéo,
pulmédo, figado, baco, estdbmago, intestinos, rins, linfonodos, medula Ossea e
vesicula biliar (RUNGSIPIPAT et al., 2009).

A identificacdo da espécie deve ser feita com a PCR tipo "NESTED", que é
uma variacao da técnica de PCR tradicional, por incluir na sua execu¢do uma etapa
de re-amplificacdo do produto (WEN et al., 1997). O produto de amplificacdo gerado
na primeira PCR serve de molde para a segunda reacdo (ABATH et al., 2006; MELO
et al., 2006). Portanto, na nested-PCR ocorrem duas reagbes de amplificacao
simples consecutivas, pois uma Unica amplificacdo do gene 16S rRNA de Ehrlichia
geralmente ndo é sensivel o suficiente para detectar baixas parasitemias no sangue
e nos tecidos de animais infectados ndo diferenciando as espécies (WEN et al.,
1997; HARRUS et al., 1998; SEAMAN et al., 2004).

Devido a sua alta sensibilidade a nested-PCR é recomendada para o
diagnéstico no inicio da infecéo, identificando a espécie de Ehrlichia sp. envolvida
(NAKAGHI et al., 2008). Esta técnica, utilizando um oligonucleotideo iniciador
geneérico e outro especifico, demonstrou 100% de especificidade na amplificacdo de
um fragmento de 398 pares de bases do gene 16S rRNA para E. canis (ALVES et
al., 2005). Uma importante caracteristica da técnica, aplicada ao diagndstico de E.
canis € sua capacidade de amplificar o DNA deste parasito antes que a sorologia
seja capaz de detectar anticorpos anti-E. canis, 0 que mostra sua superioridade no

diagndstico da erliquiose na fase aguda.



36

2.4.3.2 Western Blotting (WB)

O WB ou immunoblotting tem sido caracterizado como técnica auxiliar no
diagnostico de Ehrlichias, podendo ser utilizado para confirmar resultados da
imunofluorescéncia (IQBAL et al., 1994; IQBAL; RIKIHISA, 1994). E considerada
uma técnica menos eficaz do que a PCR na deteccdo precoce do parasito
(DAGNONE et al., 2001).

2.4.4 Diagnostico Sorologico

2.4.4.1 Reacéao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A prova de RIFI é considerada mais aceitavel e o teste soroldgico
mundialmente utilizado para o diagnéstico de EMC (WANER; HARRUS, 2000;
VARELA, 2003). E uma técnica sensivel, detectando anticorpos anti-E. canis a partir
do sétimo dia apos infecdo (SHERDING, 1998). A positividade néo indica a fase da
doenca na qual o cado se encontra, mas apenas comprova se o0 animal teve contato
com o0 agente etioldgico, pois anticorpos séricos podem ser detectaveis por longos
periodos (NEER et al., 2002).

A maior desvantagem da RIFI é o grande numero de reacdes inespecificas
originadas por antigenos comuns a outros agentes do mesmo grupo de Ehrlichias
(RIKIHISA et al., 1991; DUMLER et al., 1995; WANER; HARRUS, 2000). H4 uma
forte reacdo cruzada entre Ehrlichia canis e Ehrlichia sennetsu (RISTIC et al., 1981;
RIKIHISA, 1991) e Ehrlichia chaffeensis, tornando impossivel a realizacdo do
diagndstico preciso entre essas trés espécies pela RIFI. Estas rea¢fes cruzadas séo
comuns entre as espécies de Ehrlichias, e por tal razdo a identificacdo da espécie
pode ndo ser alcancada, evidenciando a importancia de se utilizar técnicas de
biologia molecular no auxilio do diagnéstico e classificacdo do parasito (WEN et al.,
1997; NEER et al.,, 2002). Isso se deve pela dificuldade em distinguir o agente
etiologico especifico, a baixa reprodutibilidade e a falta de um procedimento
padronizado que garanta a ndo variabilidade dos resultados inter e intra-laboratérios
(AGUIRRE et al., 2004; CARDENAS et al., 2007). A RIFI segundo Waner et al.
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(2001) requer equipamentos caros e necessita de pessoal treinado, o que pode

dificultar a sua utilizagao.

2.4.4.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O teste de ELISA apresenta como vantagens alta sensibilidade, e custo
relativamente baixo e a ndo necessidade de equipamentos de alto custo
(MADRUGA et al., 2001). Os resultados sao de facil leitura e proporcionam um
registro permanente (LEGATZKI; JORGE, 2002). Waner et al. (2001) concluiram que
o teste de ELISA e RIFI séo igualmente sensiveis na deteccdo de anticorpos IgG

contra E. canis.

2.5 PREVENCAO E TRATAMENTO

A prevencado desta doenca gira em torno da minimizacdo da exposicao. O
controle do carrapato € fundamental, para a prevencdo eficaz da infeccdo por
Ehrlichia. Varios produtos disponiveis no mercado sdo altamente eficazes para
aplicacao direta no cado, e para pulverizacdo das instalacbes com intuito de diminuir
a populacéo de carrapato no ambiente do cdo (COHN, 2003). Ainda ndo existem no
mercado vacinas disponiveis para a prevencao da EMC (VIGNARD-ROSEZ et al.,
2001; NEER et al., 2002).

A localizacédo intracelular de alguns microrganismos é um fator limitante na
eficacia da terapia antibacteriana dificultando a erradicacdo destes parasitos de
hospedeiros infectados (TZIPORI; WARD, 2002). O tratamento da erliquiose
monocitica canina é feito com o uso de drogas como tetraciclina, doxiciclina (NEER
et al., 2002) e dipropionato de imidocarb (MATTHERWMAN et al., 1994). Sendo a
doxiciclina mais usual devido a sua baixa toxicidade, na dose de 10 mg/Kg uma vez
ao dia (SID) via oral (VO) por 28 dias, considerado o tratamento de eleicdo (NEER et
al., 2002). O tratamento com o dipropionato de imidocarb é feito na dose de 5 mg/Kg
via subcutanea (SC) em duas aplicacdes em intervalo de 15 dias (MATTHERWMAN
et al., 1994).
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CAPITULO 1

Prevaléncia de Ehrlichia canis pela técnica molecular de nested-PCR e
correlacdo com a presenca de morula e trombocitopenia em cdes atendidos no

Hospital Veterinério da Universidade Federal do Espirito Santo
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Cap. 1 - Prevaléncia de Ehrlichia canis pela técnica molecular de nested-PCR e
correlacdo com a presenca de morula e trombocitopenia em cées atendidos no

Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo

Prevalence of Ehrlichia canis using the nested-PCR molecular technique and
correlation with the presence of morulae and thrombocytopenia in dogs treated

in Veterinary Hospital of the Federal University of Espirito Santo

Mara RObia Rocha Pereira Sales’ Mariana Drummond Costa Ignacchiti®
Aguinaldo Francisco Mendes Junior? Weslem Garcia Suhett® Lenir Cardoso
Porfirio® Mozart Marins* Karina Preising Aptekmann® Olavo dos Santos

Pereira Janior®

3.1 RESUMO

Ehrlichia canis € 0 agente etiolégico primario da erliquiose monocitica canina.
A doenca é transmitida principalmente pelo carrapato marrom do cdo, o
Rhipicephalus sanguineus, sendo endémica em diversas regides do Brasil. A
realizacdo deste estudo teve como objetivo determinar, por meio da técnica de
nested-PCR, a prevaléncia da Ehrlichia canis em 85 céaes, independente de raca,
idade, sexo ou estado de saude, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Federal do Espirito Santo, localizado no municipio de Alegre-ES, e avaliar sua
correlagdo com a presenca de mérula e trombocitopenia. Observou-se que 1,17%
das amostras analisadas pelo esfregaco sanguineo foram positivas para a presenca
de morula. A nested-PCR demonstrou positividade para 5,88% das amostras. E
17,64% das amostras apresentaram trombocitopenia. Ao analisar as técnicas,
conclui-se que a introducédo de técnicas de diagndstico molecular como a nested-
PCR é um método importante para o auxilio no diagndstico precoce de patologias.

Palavras-chave: Ehrlichia canis. mérula. nested-PCR. trombocitopenia.
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3.2 ABSTRACT

Ehrlichia canis, is the primary etiologic agent of canine monocytic ehrlichiosis.
The disease is mainly transmitted by the brown dog ticks Rhipicephalus sanguineus
in different endemic regions of Brazil. The purpose of this study was determinated
using the Nested Polymerase Chain Reaction (nested-PCR) the prevalence of
Ehrlichia canis in 85 dogs, regardless of race, age, sex or health status, treated at
the Veterinary Hospital of Federal University of Espirito Santo, in Alegre-ES and
evaluate its correlation with the presence of morulae and thrombocytopenia. It was
observed that 1,17% of the samples were positive by blood smear, for the presence
of morulae. However, the nested-PCR showed 5,88% positivity of samples. And
17,64% samples showed thrombocytopenia. By analyzing all the techniques, it was
concluded that the introduction of diagnostic techniques such as nested-PCR is an

important method for aid in early diagnosis of pathologies.

Keywords: Ehrlichia canis. morulae. nested-PCR. thrombocytopenia.

3.3 INTRODUCAO

Ehrlichia canis, agente etiolégico da erliquiose monocitica canina (EMC), foi a
primeira espécie de Ehrlichia descrita no Brasil a infectar cdes (LABRUNA,
PEREIRA, 2001). Séo bactérias gram-negativas, parasitas intracelulares obrigatorios
de células hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente do sistema
fagocitario mononuclear, tais como mondécitos e macrofagos e, para algumas
espécies, em células mieldides, tais como neutrofilos (DUMLER et al., 2001). E
transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus, carrapato marrom do cao, de
distribuicdo cosmopolita, particularmente encontrado em regides de climas tropicais
e subtropicais (AGUIRRE et al., 2004; WANER; HARRUS, 2000). Caracterizada
como uma enfermidade parasitaria que acomete cées de todas as racas e idades.
No Brasil, a EMC foi primeiramente descrita por Costa et al. (1973), em cées da raca
Pastor Alemao, na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.

A patogénese da EMC envolve trés fases consecutivas: aguda, subclinica

com infeccdo assintomatica persistente e a fase crénica (HARRUS et al., 2002). As
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principais alteracdes hematoldgicas provocadas pela EMC incluem trombocitopenia,
anemia e leucopenia (DAGNONE et al., 2001; HARRUS et al., 2002; BULLA et al.,
2004; MACHADO, 2004; SOUSA et al., 2010).

O diagnoéstico laboratorial da infeccdo causada por E. canis é de grande
importancia, uma vez que 20 a 30% dos cées atendidos em hospitais e clinicas
veterinarias em varios estados do Sudeste, Sul, Centro-Oeste, Norte e Nordeste do
Brasil, apresentam anticorpos contra antigenos de E. canis (DAGNONE et al., 2001;
LABARTHE et al., 2003; MOREIRA et al.,, 2003). O diagnéstico pode ser feito
através da visualizacdo de moérulas do parasito em células mononucleares, detec¢céo
de anticorpos contra E. canis ou ainda a amplificacdo de uma porcao do genoma do
parasito através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (BREITSCHWERDT,
2000). La Scola e Raoult (1997) relataram que a Reacdo em cadeia da Polimerase
(PCR) é técnica de escolha para o diagnéstico da EMC, pois pode detectar o agente
mesmo antes da formacgédo de mérulas ou de soroconversao. Porém, a identificacéo
da espécie deve ser feita com a PCR tipo "NESTED", que é uma técnica altamente
sensivel e especifica para a deteccdo de E. canis, por incluir na sua execu¢ao uma
etapa de re-amplificagcdo do produto (WEN et al., 1997). Assim, esse estudo teve
como objetivo determinar a prevaléncia da Ehrlichia canis em cdes com e sem
suspeita clinica para EMC, atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal do Espirito Santo, localizado no municipio de Alegre-ES, por meio da
técnica de nested-PCR, e avaliar sua correlacdo com a presenca de moérulas e

trombocitopenia.
3.4 MATERIAL E METODOS
Populacao

O estudo incluiu 85 caes, independente da raca, idade, sexo ou estado de
saude, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo
(HOVET), localizado no municipio de Alegre-ES, no periodo de agosto a novembro

de 2010.

Coleta de sangue, analise hematoldgica e parasitolégica
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Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular em tubos contendo
EDTA 10% (&cido etilenodiamino tetra-acético) como anticoagulante. Parte do
sangue foi destinado para a realizacdo de exame hematolégico e pesquisa de
estruturas compativeis com morula de Ehrlichia, por meio do esfregago sanguineo.

Os esfregacos foram fixados com alcool metilico por 3 minutos, secado e
corado por coloracdo do tipo Giemsa. Transcorridos de 10 a 20 minutos, foram
enxaguados em agua corrente e novamente secados, para entdo serem analisados
no microscopio optico com oleo de imersdo em aumento de 100 vezes (OLICHESKI,
2003). No hemograma, analisou-se a série plaquetaria de acordo com Kaneko
(1997). Foram considerados trombocitopénicos 0s animais que apresentaram

valores inferiores ou iguais a 200.000.uL™ plaquetas.

Extracdo do DNA e técnica de nested-PCR

A extracdo de DNA das amostras foi realizada com o auxilio do Kit Blood
GenomicPrep de acordo com o boletim técnico do fabricante (GE Healthcare). Todas
as amostras foram analisadas quanto a integridade do DNA em gel de agarose
0,7%. O DNA foi armazenado a -30°C até sua utilizacdo pela técnica de nested-
PCR.

Para verificar a presenca de E. canis, as amostras de DNA foram testadas
como o auxilio da técnica de nested-PCR de acordo com Wen et al. (1997) e Murphy
et al. (1998), como descrito abaixo.

Para a primeira mistura reacional foram utilizados os oligonucleotides
iniciadores ECC  (5-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3') e ECB (5-
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’) na concentracdo de 20 nmols cada, que
direcionaram a amplificacdo de um fragmento de 458 pares de bases (pb) do gene
16S rRNA de todas as Ehrlichia sp., 5,0 pl de tampéao (10x), 3,0ul de MgCl; (25mM),
2,0ul de dNTP (0,25umol),1,0ul de Tag DNA polymerase (1,5U - Fermentas), 10ul
de DNA genbémico (20ng/ul) e agua ultrapura g.s.p. para um volume total de 50pl.

Para a segunda reacdo, em 1ul da primeira, foram adicionados o0s
oligonucleotideos especificos ECAN (5-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-
3) e HE3 (5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’) que direcionam a
amplificagdo de um fragmento de 398pb E. canis especifica. Os demais
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componentes da mistura reacional foram mantidos como descrito para a primeira
amplificagéo, em um volume final de 50 pl.

Ambas as reacbes de amplificacdo foram conduzidas no termociclador
(Techne® TC-412) em programa constituido um etapa inicial de desnaturacdo a
94°C por 3 minutos, 40 ciclos com uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, seguida por 1 minuto para a ligagdo dos oligonucleotideos a temperatura de
55°C, e 1 minuto de extenséo a 72°C. Apos os 40 ciclos, as rea¢cfes foram mantidas
a 72°C por 7 minutos para extensao final. As reacdes foram avaliadas em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) em tampé&o de corrida TBE
1X e visualizadas no transluminador, acoplado a um sistema de fotodocumentacgao

(L-PIX HE, Loccus Biotecnologia).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 85 amostras caninas avaliadas por meio da técnica de PCR, 5,88%
(05/85) se mostraram positivas para Ehrlichia sp., sendo observado a amplificacao
de um fragmento de DNA de 458pb a partir do gene 16S rRNA, como exemplificado
na figura 1, linha 2. Ao serem submetidas a reacdo da nPCR, em 100% (05/05) das
amostras foram detectados fragmentos de aproximadamente 398pb, caracteristicos
para E. canis, como descrito por Murphy et al. (1998) (Figura 1).

7 38 41 61 63 Neg.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo do produto de PCR de
amostras de sangue de caes atendidos no HOVET. Fragmentos de 458pb, caracteriza positivo para
Ehrlichia sp., e 398pb, caracterizam os produtos amplificados positivo para Ehrlichica canis. Linha 1,
marcador de peso molecular (100pb); linha 2. controle positivo Ehrlichia sp.; linhas 3 a 7, amostras
testadas, positivas para E. canis; linha 8, controle negativo (cdo sabidamente negativo para a
doenca). CCA-UFES, Campus de Alegre, 2011.
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Entre as amostras analisadas, de acordo com médico veterinario clinico do
HOVET 10 foram de animais com alguma suspeita clinica de EMC, dentre elas:
anemia, hipertermia, petéquias, perda de peso. A amplificacdo de DNA da E. canis
foi confirmada por meio da técnica de nPCR em 30% (03/10) dessas amostras. Este
dado foi similar ao encontrado por Bulla et al. (2004), em Botucabu, Sado Paulo, e
inferior ao encontrado em Jaboticabal, Sdo Paulo (NAKAGHI et al., 2008). Ja 2,35%
(02/85) das amostras, ndo tiveram suspeita clinica para o parasito, e se mostraram
positivas. O que demonstra que a técnica pode ser utilizada no auxilio do
diagnéstico, culminando em tratamentos mais eficazes, uma vez que a nPCR é um
teste que tem a capacidade de detectar baixa parasitemia e inferir se um céo
soropositivo é portador ou ndo do parasito (IQBAL et al.,1994, HARRUS et al.,1998).

Na pesquisa realizada por meio da técnica de esfregaco sanguineo, foi
observada a presenca de moérula em 1,17% (01/85) das amostras. Este dado
corrobora com o estudo de Nakaghi et al. (2008), que ao analisarem 30 cées,
detectaram-se apenas um animal positivo (3,33%), e inferior ao encontrado em
Uberlandia, Minas Gerais (BORIN et al., 2009), no qual evidenciaram-se 251 cées
(5,69%) portadores de morula de Ehrlichia sp., e 219 cées (13,89%), positivos para
corpusculos iniciais, elementares ou mérulas em Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro (ALBERNAZ et al., 2007). Sendo que, a amostra que se mostrou positiva por
meio da técnica de esfregaco sanguineo, foi considerada negativa para a nPCR.
Para Mylonakis et al. (2003), um grande fator gerador de falso-positivo, seria a
inobservancia de morulas e, de fato, inclusées intracitoplasmaticas em leucécitos,
incluindo material de fagocitose ou granulos azurofilos, dados que corroboram com o
estudo de Ramos et al. (2009), Ueno et al. (2009) e Sousa et al. (2010). Vale
ressaltar que, os valores encontrados em amostras de esfregacos sanguineos
podem ser inferiores aos encontrados através de outras técnicas de diagndéstico,
pois em infe¢cdes subagudas ou crbnicas, a parasitemia € muito baixa (MOREIRA et
al., 2005; CASTRO et al., 2004). O estudo de Nakaghi et al. (2008) demonstra tal
afirmacao, pois dos 30 animais analisados, apenas 01 demonstrou positividade pela
técnica de esfregaco sanguineo, e 16 amostras (53,33%) foram positivas para a
nPCR.

Na avaliacdo hematologica observaram-se, nos casos positivos por meio da
NPCR, a presenca de trombocitopenia. Este resultado estd em concordancia com
outros estudos realizados no Brasil (ALBERNAZ et al., 2007; MENESES et al., 2008;
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BORIN et al.; 2009; SOUSA et al., 2010).

A infeccdo por E. canis pode levar a supressao difusa da medula 0ssea,
induzindo trombocitopenia, anemia e leucopenia (GOULD et al., 2000), sendo que a
trombocitopenia é o principal achado hematologico observado em todas as fases da
EMC (ALMOSNY et al., 2000; PAGANI et al., 2000; MOREIRA et al., 2003), embora
nao seja exclusivo desta patologia, mesmo em area geografica com a prevaléncia da
doenca relativamente elevada (MACIEIRA et al., 2005). Assim, das 85 amostras
avaliadas em nosso estudo, 17,64% (15/85) apresentaram trombocitopenia, no
entanto, apenas 13,33% (02/15) destas foram positivas para EMC pela nPCR. Esses
achados indicam que a presenca de trombocitopenia ndo deve ser indicativo da
presenca de E. canis, sendo prudente a realizacdo de testes complementares.

De acordo com Santos et al. (2009), em estudo realizado no municipio de
Ribeirdo Preto, S&o Paulo, de 221 cées avaliados, 107 (48,4%) apresentavam
trombocitopenia. Embora 57 (53,3%) desses animais foram positivos para E. canis,
com auxilio da técnica de nPCR, em 50 (46,7%) animais trombocitopénicos nao foi
detectado o parasito. De acordo com os autores, esse resultado reforca que a
trombocitopenia ndo é especifica para a deteccdo de infeccdo por E. canis e néao
deve ser utilizado exclusivamente para estabelecer um diagndéstico para esse
parasito. Estudo realizado por Sousa et al. (2010) demonstraram que em 48 cées
infectados com o parasito, 14 apresentaram trombocitopenia, ndo sendo observada
diferenca significativa com os cées negativos. Macieira et al. (2005), demonstraram
que em 112 cdes com diagnéstico positivo para EMC, com auxilio de
oligosiniciadores especificos para E. canis, 30 (26,8%) apresentavam-se
trombocitopénicos. Esses dados indicam que a presenca ou auséncia de
trombocitopenia, ndo deve ser indicativo de EMC, pois animais sem essa alteracéo
hematoldgica podem apresentar o parasito.

Em virtude de a EMC ser uma infec¢cdo causada por agentes ricketsiais em
carrapatos, que possuem prevaléncia bastante variavel em todo o mundo, tal
disparidade ocorrida entre varios estudos, em relacdo a presenca do parasito
diagnosticada através da técnica da nPCR e sua correlacdo com a presenca de
morulas e trombocitopenia pode estar associada com fatores climaticos, como a
exposicao da populagdo canina ao vetor (AKTAS et al., 2009; RAMOS et al., 2009;
ALMEIDA et al., 2012).
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O sucesso do tratamento dessa parasitose depende de um diagndstico
precoce, que deve ser realizado no inicio da patologia (DAGNONE et al., 2001). Pois
0s achados laboratoriais dos cées naturalmente infectados pela Ehrlichia canis s&o
bastante similares com outras patologias e a duracdo e severidade dos sinais

clinicos séo variados.

3.6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram a importancia da técnica de nPCR no
auxilio do diagnéstico de EMC na clinica de pequenos animais, em virtude de ser
uma técnica sensivel e especifica quando comparada ao diagnéstico, por meio da

deteccdo de mérula ou pela presenca de trombocitopenia.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagcdo de técnicas que permitem distingdo entre as diferentes
erlliguioses € essencial para o desenvolvimento de estratégias de vigilancia

epidemidlogica e, consequentemente, a prevencao de novos casos.

O sucesso do tratamento depende da precocidade do diagnostico, desta
maneira, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se mostrou eficiente para o
diagnéstico quando utilizada na rotina de laboratério, em comparacdo ao exame do

esfregaco sanguineo.
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