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RESUMO

A erliquiose monocitica canina (EMC) é uma doenca com ampla distribuicdo no
Brasil e mundo. O agente causador € uma bactéria gram negativa intracelular
obrigatéria denominada Ehrlichia canis, a qual para infectar o cdo precisa do auxilio
de um vetor, o Rhipicephalus sanguineus. No ano de 2009 foi realizado o primeiro
isolamento deste agente em Uberlandia a partir de um c&o doente. Este isolado foi
propagado in vitro e o gene 16S rRNA seqiienciado para sua caracterizagao e
comparacdo com outros isolados. O sequenciamento do 16S rRNA confirmou a
identificacdo do isolado como E. canis e apresentou alta homologia com demais
cepas e isolados depositados no GenBank. Também foi avaliada a habilidade
antigénica na reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando como antigeno
este e outro isolado brasileiro, o0 Sdo Paulo, e soros caninos das duas cidades.
Quanto a positividade, os soros de cédes de Sdo Paulo e de Uberlandia foram
concordantes na RIFI com ambos antigenos, apesar de grandes variacdes no titulo
final. Pela analise do indice Kappa foi constatado que os dois antigenos possuem
respostas diferentes, sendo que os animais de S&o Paulo, que provavelmente
adquiriram anticorpos contra a cepa isolada daquela regido, respondem de forma
similar as erliquias de Uberlandia. Ja os animais que provavelmente entraram em
contato com a E. canis de Uberlandia produziram anticorpos com afinidade maior
para o antigeno Uberlandia. Os isolados S&do Paulo e Uberlandia apresentaram
sensibilidade diferente ao diagndstico da E. canis por RIFI, mas ndo o suficiente
para gerar falsos negativos ou positivos. A prevaléncia da doenca na populacéo
canina de Uberlandia foi verificada utilizando a RIFI e avaliando provaveis fatores
gue possam influenciar na sua ocorréncia. A prevaléncia da EMC em Uberlandia foi
alta, sendo que de 400 amostras de soro, 211 (52,8%) caes foram positivos. A
observacao pelo proprietario dos caes do contato com carrapatos nao influenciou
significativamente a ocorréncia da EMC (p= 0,419). Houve uma tendéncia (p= 0,057)
dos machos serem mais positivos que as fémeas. Os cdes com mais de um ano de
idade foram mais positivos (56,3%, p= 0,002). Cées errantes também foram mais
positivos (68,8%) quando comparados com cées destinados a doacédo (34,1%) e

com dono (54,8%) (p= 0,002). O local de residéncia também influenciou na



positividade dos caes, sendo a positividade dos caes dos distritos (76,7%) maior que
na cidade (55,9%) e na zona rural (39,2%) (p= 0,0001). As diferengcas encontradas
entre as localidades podem ser explicadas pela baixa renda econdémica nos distritos
guando comparada com a cidade, com consequiente menores cuidados com o0s
cées. Uberlandia é endémica para EMC, sendo que cdes com mais de um ano de
idade, errantes e que residem em localidades com menor desenvolvimento

econdmico tem maior predisposi¢cdo para a infeccéo por E. canis.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, caes, erliquiose monocitica canina, 16S rRNA,

reacdo de imunofluorescéncia indireta, prevaléncia, Uberlandia
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ABSTRACT

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) is a disease with a extensive distribution in
Brazil and the world. The etiologic agent is a gram negative obligate intracellular
bacterium called Ehrlichia canis, which needs of the vector, Rhipicephalus
sanguineus to infect the dog. In 2009 it was carried out the first isolation of this agent
in Uberlandia from a sick dog. This isolate was propagated in vitro and the 16S rRNA
gene was sequenced for characterization and comparison with other isolates.
Sequencing of 16S rRNA confirmed the identification of the isolate as E. canis and
showed high homology with other strains and isolates deposited in GenBank. We
also evaluated the antigenicity in indirect immunofluorescence assay (IFA), using this
antigen and other Brazilian isolate, called S&o Paulo, and canine sera from both
cities. The results by IFA for sera of dogs from S&o Paulo and Uberlandia were
concordant with antigens, despite the variation in the final titte. By analyzing the
Kappa coefficient, | was noted that the two antigens have different answers, being
that the animals from Sao Paulo, who probably acquired antibodies against the strain
isolated from that region, respond similarly to ehrlichia Uberlandia. However, the
animals that probably came into contact with E. canis from Uberlandia produced
antibodies with higher affinity for antigen Uberlandia. The Sdo Paulo and Uberlandia
isolated had different sensitivity to the diagnosis of E. canis by IFA, but not enough to
generate false negatives or positives. The prevalence of the disease in canine
populations from Uberlandia was tested using the IFA, as well as, probable factors
that may influence its occurrence were evaluated. The prevalence of CME was high
in Uberlandia, being that 211 (52.8%) dog sera were positive in 400 serum samples.
The observation by the owner of the contact of the dogs with ticks did not significantly
influenced the occurrence of CME (p = 0.419). There was a trend (p = 0.057) of
males to be more positive than females. Dogs over one year old were more positive
(56.3%, p = 0.002). Stray dogs were also more positive (68.8%) compared with dogs
for donation (34.1%) and with owner (54.8%) (p = 0.002). The place of residence also
influenced the positivity, being that the dogs from the districts (76.7%) have higher
positivity than from the city (55.9%) and rural area (39.2%) (p = 0.0001). The

differences between the localities can be explained by low economic income of the
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districts when compared with the city, resulting in smaller care of dogs. Uberlandia is
endemic to CME, and dogs over one year old, wandering and living in cities with less

economic development have a greater predisposition to E. canis infection.

Keywords: Ehrlichia canis, dogs, canine monocytic ehrlichiosis, 16S rRNA, indirect

immunofluorescence, prevalence, Uberlandia
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l. Introducéo

O céo se aproximou do homem no inicio das civilizagdes com o intuito de
aproveitar seus restos alimentares e sobreviver. Desde entéo, uma longa historia de
amizade e companheirismo comecou. Para alguns a convivéncia entre caes e
homens é tdo afetuosa como a de pais e filhos. Alguns cées tornaram-se
humanizados, pois ndo gostam de outros caes ou animais, apenas de humanos. E
muitas pessoas, rendem-se, diariamente, a lambidas, latidos e olhares carentes de
seus amados caes.

Além de desenvolver sentimento de amor com seu dono, 0s cdes possuem
inimeras funcbes na sociedade. Existem os cdes guia de cegos, caes farejadores,
caes que trabalham em fazendas e que auxiliam na defesa pessoal. Entdo, esta
populacdo canina necessita de cuidados diarios, alimentacao, protecdo e higiene. E
assim como sao fortes e felizes, eles também sdo vulneraveis. Véarios agentes,
infecciosos ou néo, os atingem diariamente, os enfraquecendo, adoecendo e muitas
vezes matando estes queridos animais. A necessidade de conhecimento das
doencas caninas aumenta dia a dia pela imensa populacdo de cédes e seus
preocupados e zelosos donos que ndo poupam esforgos para protegé-los.

Entre as inumeras doencas caninas esta a erliquiose monocitica canina
(EMC) causada pela Ehrlichia canis (Rickettsiales: Anaplasmataceae) (DONATIEN e
LESTOQUARD, 1935) e transmitida pelo Rhipicephalus. sanguineus (Acari:
Ixodidae) (LATREILLE, 1806). O seu primeiro relato foi na Algéria em 1935 por
Donatien e Lestoquard sendo denominada Rickettsia canis. Destaque maior desta
doenca ocorreu durante a guerra do Vietna quando muitos casos surgiram em caes
do exército americano presentes no Sudoeste Asiatico. Naquela época era
conhecida por pancitopenia tropical canina, em consequéncia as alteracdes
hematoldgicas observadas nos animais doentes (HILDEBRANDT et al., 1970).

Atualmente, a doenca tem uma expansdo mundial, ocorrendo em todos o0s
paises com temperatura tropical e alguns de clima temperado. Todos 0s anos,
grande namero de animais adoecem e muitos acabam morrendo em decorréncia da
EMC, sendo considerada uma das principais enfermidades infecciosas de caes no
pais (OLIVEIRA et al., 2000; SZABO et al., 2001; MOREIRA et al., 2003, DANTAS-
TORRES, 2008).
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O parasitismo de humanos pelo R. sanguineus do cdo, embora ndo seja
comum, ja foi observado no Brasil (DANTAS-TORRES, FIGUEIREDO e BRANDAO-
FILHO, 2006). Na Venezuela foi confirmada a infeccdo de cédes e humanos pela
mesma cepa de E. canis e tendo 0 R. sanguineus como vetor (UNVER et al., 2001).
Aqui, no Brasil, onde a E. canis e 0 R. sanguineus tém ampla distribuicdo na
populagdo canina, 0 homem com seu contato intimo com cées esta sujeito ao risco
zoonético (DANTAS-TORRES, 2008). Existem indicios sorol6gicos em cées
(GALVAO et al, 2002) e humanos (COSTA, BRIGATE e GRECCO, 2005,
SPOLIDORIO et al.,, 2010), clinicos em humanos (COSTA et al.,, 2006) e
moleculares no veado do pantanal (Blastocerus dichotomus) (MACHADO et al.,
2006), da presenca da E. chaffeensis, causadora da erliquiose monocitica humana,
no Brasil. Assim, estudos sobre o diagnostico das erliguioses em humanos e
animais, caracterizacdo das cepas locais e das areas de maior prevaléncia no Brasil
s&o necessarios e relevantes.

Nos ultimos anos, estudos envolvendo a E. canis em Uberlandia foram
desenvolvidos no Departamento de Histologia do Instituto de Ciéncia Biomédicas da
Universidade Federal de Uberlandia. Macedo (2007) realizou a comparacao entre o
diagnostico citolégico e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), bem como fez
avaliacdo histopatologica e ultraestrutural de casos suspeitos de EMC. A eficacia
guimioterapica de Artemisia annua e de doxiciclina sobre o desenvolvimento da E.
canis in vitro foi estudada por Genaro (2009). O isolamento da cepa Uberlandia de
E. canis em 2010 foi obtida de um céo doente. Também foi avaliado mecanismos da
evasdo envolvidos in vitro utilizando a microscopia eletrénica de transmisséo
(ALVES, 2010). Este ano, Levenhagen (2011), observou mecanismos de sinalizacéao
celular na internalizacdo da E. canis. Portanto, os objetivos deste estudo d&o
continuidade aos trabalhos anteriores, auxiliando no conhecimento da infeccdo por

E. canis em caes de Uberlandia.
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Il. Objetivos Gerais

Caracterizagdo molecular do gene 16S ribossomal RNA (16S rRNA) do
isolado de Uberlandia de E. canis obtido por Alves (2010).

Comparacédo de antigenos pela reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
obtidos a partir dos isolados Sao Paulo e Uberlandia de E. canis.

Estudo epidemioldgico utilizando a pesquisa de anticorpos contra E. canis

pela RIFI em cdes saudaveis no municipio de Uberlandia/ Minas Gerais (MG).
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lll. Fundamentacdo tedrica

ll.l. O agente

A E. canis é o agente priméario causador da EMC em cé@es domésticos e
selvagens por todo o0 mundo onde ocorre seu vetor, o carrapato marrom do céo, R.
sanguineus. Este agente é uma a proteobactéria, gram negativa pertencente a
familia Anaplasmataceae, sendo ela parasita intracelular obrigatéria (ANDEREG e
PASSOS, 1999; MORAIS et al., 2004), com tropismo por mondcitos e macrofagos,
onde formam microcoldnias dentro de vacuolos citoplasmaticos ligados a membrana
chamados morulas (YU, McBRIDE, WALKER, 2007).

Antes do estudo de Dumler et al. (2001) era chamada de Rickettsia canis,
mas a partir de entdo, pelos aspectos morfoldégicos e genéticos foi proposta a atual
taxonomia. Este estudo sugeriu que a ordem Rickettsiales possui duas familias,
Rickettsiaceae, contendo as riquétsias (Rickettsia, Orientia) que ocupam um
compartimento citoplasmatico e Anaplasmataceae que contém as erliquias
(Neorickettsia, Wolbachia, Ehrlichia, Anaplasma) que ocupam compartimento
intravacuolar dentro das células infectadas do hospedeiro.

O genéro Ehrlichia consiste de cinco espécies reconhecidas incluindo E.
canis, E. chaffeensis, E. muris, E. ewingii, E. ruminantium e uma espécie anénima
isolada do carrapato Ixodes ovatus [designada Ixodes ovatus ehrlichia (IOE) (YU,
McBRIDE, WALKER, 2007).

Durante muito tempo a Ehrlichia spp. foi considerada espécie especifica,
porém recentemente esse conceito foi mudado, uma vez que espécies de Ehrlichia
spp. tém sido diagnosticadas em hospedeiros ndo especificos (MACHADO et al.,
2006), como ocorreu na Venezuela, onde E. canis foi encontrada parasitando
pessoas, cdes e carrapatos (UNVER et al., 2001). Em gatos domésticos ja foi
detectada pela PCR no Brasil (OLIVEIRA et al., 2009) e Estados Unidos
(BREITSCHWERDT et al., 2002). No Brasil em felinos silvestres de cativeiro também
ja foram detectados anticorpos contra E. canis e amplificado o gene 16S rRNA
(ANDRE et al., 2010). Recentemente, um novo gendtipo de Ehrlichia foi encontrado
em bovinos, que pela analise do gene 16S rRNA, apresenta similaridades

filogenéticas com E. canis mas com um genotipo distinto, localizando-se em um
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clado préximo. Este achado representa a primeira infeccdo natural de bovinos por
Ehrlichia na América do Norte, embora ainda ndo se conheca seus efeitos
patogénicos e zoonéticos (GAJADHAR et al., 2010).

O genoma da E canis ja foi descrito a partir da cepa Jake e disponibilizado no
GenBank possuindo um Unico cromossoma circular que mede 1.315.030
nucleotideos. Um total de 984 genes foram identificados incluindo uma copia de
cada gene rRNA (5S, 16S e 23S). A sequéncia genbmica prevé recursos
necessarios para detalhada andlise deste patégeno através do entendimento das
bases moleculares da interacao parasita hospedeiro, pois sendo uma bactéria gram
negativa, mas deficiente em componentes estruturais, peptideoglicanos e
lipopolissacarideos, desenvolveu proteinas estruturais complexas na membrana
externa como estratégia adaptativa deste organismo, auxiliando na evasdo da
resposta imune (MAVROMATIS et al. 2006).

A diversidade das proteinas imunodominantes de E. chaffeensis e E.
ruminantium versus a conservacdo das proteinas imunodominantes de E. canis
sugerem que E. chaffeensis e E. ruminantium sofreram maior pressdo do sistema
imune do hospedeiro que E. canis. Entretanto, a restricdo genética e divergéncia de
cada espécie de Ehrlichia podem ser causadas pelas diferencas nos organismos de
hospedeiros e vetores. E. chaffeensis e E. ruminantium se adaptaram a multiplos
vetores e hospedeiros e sdo mais diversificados. Em contrapartida, a E. canis é
transmitida principalmente pelo R. sanguineus, e esta restrita aos caes, tendo menor
variacdo e plasticidade. Outra possibilidade é que essas espécies de Ehrlichia com
mais diversidade, como E. chaffeensis e E. ruminantium poderiam ter aparecido
mais cedo, e as outras com menos diversidade, como E. canis, podem ter evoluido
mais recentemente (YU, McBRIDE, WALKER, 2007).

II.1l. O vetor

O R. sanguineus estad presente em todos 0s continentes, onde parasita
principalmente o cdo doméstico. No Brasil, nas ultimas décadas, tanto a prevaléncia
guanto a intensidade das infestacdes por este carrapato em cdes vem aumentando
(LABRUNA, 2004). E um carrapato com hébitos nidicolas (do latim nidi=ninho;
cola=que permanece), pois em todas as fases de desenvolvimento em vida livre

passa em frestas e buracos dos locais onde os cées vivem. O seu ciclo compreende
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as fases de larva, ninfa e adulta; este Ultimo € o Unico estagio com dimorfismo
sexual. Cada estagio parasita o hospedeiro por alguns dias (trés a sete dias para
larvas e ninfas, cinco a dez dias para fémeas adultas e mais de 15 dias para machos
adultos), quando se alimenta principalmente de sangue, mas também de linfa e
restos tissulares da derme e/ou epiderme lesada por diversas enzimas proteoliticas
secretadas pela saliva do carrapato. No final do periodo parasitario, as larvas e
ninfas ingurgitadas se desprendem do hospedeiro para fazer, no ambiente, a ecdise
para o proximo estagio evolutivo, ninfas e adultos, respectivamente. As fémeas
ingurgitadas que foram fertilizadas pelos machos sobre o hospedeiro, se
desprendem deste para fazerem postura de ovos no ambiente. Cada fémea pode
colocar de 1000 a 3000 ovos, que depois de incubados por algumas semanas déo
origem as larvas. Os machos, que ficam sobre o hospedeiro por varios dias ou
semanas, ndo ingurgitam ou aumentam de tamanho, podendo fertilizar varias
fémeas. A duracdo das fases de vida livre € dependente das condi¢des climaticas,
mas no Brasil ndo existem estudos a respeito (LABRUNA, 2004).

Como o céao nao desenvolve imunidade efetiva contra o R. sanguineus, este
se torna seu principal hospedeiro, embora possa parasitar gatos, coelhos e canideos
selvagens (SZABO et al., 1995, STITCH et al., 2008). Em Uberlandia, em um estudo
epidemiologico, 37% dos cdes apresentaram infestacdo por carrapatos e o R.
sanguineus foi prevalente nas infestacbes de cdes urbanos e de areas rurais
(SZABO et al., 2010), sugerindo sua importancia na transmissdo de doencas
transmitidas por carrapatos, como no caso da erliquiose.

O parasitismo humano pelo R. sanguineus é incomum, mas no Brasil ja foi
descrito (DANTAS-TORRES, FIGUEIREDO e BRANDAO-FILHO, 2006), destacando
assim a importancia do seu papel zoonético na disseminacdo de doencas. Na
Venezuela, os carrapatos parasitavam cdes e humanos, transmitindo a estes a E.
canis (UNVER et al., 2001).

Dantas-Torres (2008) alerta que no Brasil sdo encontradas nove patdgenos
de cades que utilizam o carrapato como vetor, sendo a EMC uma das mais
importantes. O autor acredita que as mudancas climaticas, o desmatamento, a
urbanizacéo rapida e o uso indiscriminado de substancias quimicas causam impacto

significante na dispersao de vetores como o0 R. sanguineus e suas doencas.
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LI A transmissao

O carrapato se infecta ao ingerir sangue, com leucdcitos parasitados de
animais doentes. Isto, geralmente, ocorre na segunda ou terceira semana de
infeccdo no cao, pois € a fase aguda da doenca, onde existe maior percentagem de
leucdcitos infectados. No R. sanguineus, a E. canis multiplica-se na glandula salivar
(LEGATZKI e JORGE, 2002). Os microorganismos podem persistir nos carrapatos
por mais de cinco meses (SWANGO et al., 1992). Nas fases subclinicas e crbnicas
da EMC no céo a parasitemia € muito baixa, impedindo a efetiva transmissao
(STITCH et al., 2008).

A transmissdo ocorre de forma intraestadial e transestadial, ou seja, no
mesmo estagio ou entre estagios de larva, ninfa e adulto. Ndo ha transmisséo
transovariana e, a passagem da infeccdo de um céao para outro é diretamente
atribuida a presenca do vetor (GROVES et al., 1975). O macho também, na forma
de ninfa ou adulto esta envolvido na transmissao da E. canis, podendo fazé-la de
forma experimental sem a presenca da fémea (BREMER et al., 2005). O R.
sanguineus macho, pertencente ao grupo Metastriata, necessita de sangue para sua
maturacdo sexual e antes da coOpula sobre o hospedeiro. Ele também persiste um
tempo maior sobre o hospedeiro, mesmo depois de copular, tornando-se um
importante disseminador da erliquiose (STITCH et al., 2008).

Aguiar et al. (2007a) estudaram a prevaléncia de carrapatos infectados em
guatro populacdes diferentes que tinham contato com pelo menos um céao infectado
e encontraram um baixa Prevaléncia Minima de Infeccao (<7%), concluindo que néao
€ em todo repasto sanguineo que o R. sanguineus se infecta em caes infectados por
E. canis. Cinquenta a 70% de cdes nao infectados colocados com cachorros
experimentalmente infectados com E. canis e depois parasitados com R. sanguineus
durante a fase aguda da doenca adquiriram com éxito a infeccdo (BREMER et al.,
2005).

Outra forma de transmisséo da doenca € a transfusdo sanguinea de um cao
infectado para um cdo suscetivel. A transmissdo pela transfusdo sanguinea

proveniente de cées cronicamente infectados € descrita por Swango et al.(1992).
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[Il.IV. O desenvolvimento intracelular da Ehrlichia spp.

O ciclo de desenvolvimento da E. canis em mondcitos caninos tem trés
estagios que podem ser observados microscopicamente. No primeiro 0s corpos
elementares entram nos mondécitos por fagocitose (NYNDO et al., 1971; DAVOUST,
1993; RISTIC e HOLAND, 1993). Segundo NYNDO et al. (1971) a fusao
fagolisossomal ndo ocorre em células infectadas, permitindo aos corpos elementares
crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo, onde a multiplicacao
ocorre por diviséo binéria.

Conforme Davoust (1993), a primeira fase do ciclo é caracterizada pela
penetracdo no mondcito pelo corpo elementar, que se multiplica até atingir um
tamanho de 0,2 a 0,6 ym, fase com duracdo de dois dias. Ja para Ristic e Holland
(1993) o primeiro estagio é representado por corpos elementares pequenos de 0,2 a
0,4 um de diametro.

Em um segundo estagio, do terceiro ao quinto dia pés-infec¢cdo, um pequeno
namero de corpos elementares em agrupamentos de 1 a 2 um de diametro,
denominados corpusculos iniciais sdo observados como inclusdes pleomoérficas
(RISTIC e HOLLAND, 1993). Para Davoust (1993) o corpo inicial € um amontoado
de corpos elementares acoplados com tamanhos que variam de 0,4 a 2 ym, todavia
Ristic e Holad (1993) descreveram que 0S corpos iniciais sdo levemente maiores
(0,5 a 4 um de diametro).

E finalmente, no terceiro estagio, entre o sétimo e o décimo segundo dias
subsequentes, ocorrem crescimentos adicionais e multiplicacdes e os corpos iniciais
transformam-se na morula, uma aglomeracdo de corpos elementares, que na
microscopia optica tém aspecto de “amora” que tipificam o género (NYNDO et al.,
1971). Para Ristic e Holland (1993) as mérulas sdo corpusculos de inclusdo maiores
inalteraveis (4 a 6 um de didmetro). Muitas morulas podem coexistir em um mondcito
e cada morula contém varios corpos elementares. Depois de 3 ou 4 dias, as mérulas
sdo separadas do citoplasma pelos vacuolos e os corpos elementares sao liberados
pela ruptura do mondcito, ou entédo sédo liberadas por exocitose e o ciclo infeccioso é
repetido (NYNDO et al., 1971, DAVOUST, 1993).
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lI.V. A doenca

A doenca € uma desordem multisisttmica com sinais comuns com outras
infeccbes como depressdo, letargia, anorexia e perda de peso. Quando
sangramentos estdo presentes, estes se manifestam como epistaxis, petéquias e
equimoses na pele. Esplenomegalia e linfoadenopatia também s&o comuns no
exame clinico dos cdes doentes. Entre os achados laboratoriais, os mais freqiientes
séo trombocitopenia e anemia (NEER e HARRUS, 2006).

A doenca é caracterizada por trés fases definidas como: aguda, subclinica e
cronica, que se desenvolvem apdés um periodo de incubacdo de 8 a 20 dias
(ANDEREG e PASSSOS, 1999). Varios fatores podem influenciar o curso e o
resultado da infeccéo pela E. canis, como o tamanho do indculo, a cepa envolvida e
a presenca de outra doenca transmitida por carrapato (NEER e HARRUS, 2006).

A fase aguda da erliquiose é variavel quanto a duragcédo (2 a 4 semanas) e a
gravidade (suave a severa). O microorganismo replica-se nas células
mononucleares, principalmente no sistema fagocitico mononuclear, linfonodos, baco
e medula 0ssea, resultando em hiperplasia dessa linhagem celular e organomegalia
(linfadenopatia, esplenomegalia e hepatomegalia). A trombocitopenia decorrente da
destruicdo periférica de plaquetas, acompanhada ou ndo de anemia e leucopenia
(ou leucocitose) € comum durante esta fase (SWANGO et al., 1992).

Os sinais clinicos mais frequientes na fase aguda sdo apatia, anorexia,
depressao, febre, perda de peso, cianose, estertores pulmonares, equimoses e
vomitos. Todas essas alteracfes levam ao aumento dos niveis plasmaticos de
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, proteina c-reativa (CRP) e alfa-1-acido
glicoproteinas (AAG). Assim, a pesquisa dos niveis de CRP e AAG auxilia na
avaliacdo da gravidade dos danos inflamatoérios do figado (ANDEREG e PASSSOS,
1999). Couto (1998) considera que o0s animais na fase subclinica ficam
assintomaticos, apresentando apenas alteracdes hematolégicas e bioguimicas
suaves. Casos de glomerulonefrite foram, também, descritos nesta fase.

A fase subclinica instala-se quando o céo sobrevive a fase aguda. Esta fase
estd associada com a persisténcia da E. canis no hospedeiro, demonstrada pela
PCR e por altos niveis de anticorpos no soro. Isso sugere constante estimulacdo do

sistema imune por antigenos com duracdo de aproximadamente seis a nove
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semanas, progredindo para a fase cronica (ANDEREG e PASSOS, 1999). Animais
infectados e sadios podem servir como reservatérios da doencga, entretanto é incerto
como e quando o cdo na fase subclinica ird progredir para a fase cronica (NEER e
HARRUS, 2006).

Nesta fase os pacientes ficam assintomaticos. Em alguns casos observam-se
complicacdes como depressdo, agravamento da perda de peso, mucosas palidas,
hemorragias, infec¢bes secundarias e edema nos membros. Alteragdes neuroldgicas
como ataxia, disfuncdo motora, hiperestesia localizada e tremores séao
provavelmente causados por infiltracdo celular ou devido a hemorragias nas
meninges ou no parénquima cerebral e na medula espinhal (COUTO, 1998 e
SWANGDO, et al., 1992).

Os sinais da fase crbnica podem ser a perda de peso, pirexia, sangramento
espontaneo, palidez devido a anemia, linfoadenopatia generalizada,
hepatoesplenomegalia, uveite anterior e/ ou posterior, sinais neurologicos causados
por meningoencefalomielite e edema intermitente de membros (COUTO, 1998). A
erliquiose crbénica ocorre em caes que nao conseguem eliminar o agente. Ocorre,
ainda, hipergamaglobulinemia pela persistente estimulacdo antigénica, sendo
sugestiva de resposta imune mediada por células (SWANGO, 1992).

Os sintomas clinicos na fase cronica sao reflexos das alteracdes
fisiopatoldgicas resultantes da grave anemia e da infiltracdo perivascular de muitos
sistemas organicos com células linforeticulares e plasmécitos (SWANGO, 1992).
Couto (1998) alerta que os sinais clinicos, os sintomas e as anormalidades
laboratoriais nos cdes com erliquiose crénica podem lembrar um mieloma multiplo ou
leucemia linfocitica crénica.

As anormalidades hematolégicas e bioquimicas na fase crbnica sao,
geralmente, acentuadas e incluem mono, bi ou pancitopenia devido a hipoplasia da
medula Ossea, plasmocitose, linfocitose ocasionalmente composta de grandes
linfocitos granulares, hiperglobulinemia causada por gamopatia policlonal (ou menos
freqientemente monoclonal), hipoalbuminemia e proteinuria (COUTO, 1998).

A trombocitopenia € um achado frequente em caes com erliquiose. Utilizando
amostras de cées atendidos em hospital veterinario de uma area endémica no
Brasil, Bulla et al. (2004) encontraram relacdo entre animais positivos e grau de

trombocitopenia, sendo que o maior nimero de cdes com erliquiose apresentavam a
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menor contagem plaquetaria e apenas 1,4% dos cdes com contagem normal
apresentou positividade ao PCR de E. canis.

Em um estudo de 100 casos clinicos em lIsrael, os sinais clinicos mais
comuns em caes com EMC foram: depresséo e letargia, linfoadenomegalia, febre,
dispnéia, anorexia, palidez de mucosas e sangramentos. E, entre os achados
laboratoriais, 0os mais frequentes foram: trombocitopenia, anemia, anemia
normocitica normocronia, linfopenia e leucopenia. Os caes da raca pastor alemao e
OuU que apresentavam anemia e ou leucopenia severas, pancitopenia, e tendéncia a
hemorragias sdo 0s que apresentam o0s piores prognésticos de sobrevivéncia
(HARRUS et al., 1997). Em cées atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (HOVET-UFU) em Uberlandia (BORIN et al., 2009), a apatia,
anorexia/hiporexia, vOomito, secrecdo Oculo nasal e esplenomegalia foram os
achados mais frequentes.

Sinais clinicos de uveite sdo encontrados em cdes com erliquiose em
qualquer fase da doenca (ORIA et al., 2004). AfeccBes oculares causadas pela
EMC, principalmente uveite bilateral anterior, em cdes que residem em areas
endémicas devem ser consideradas (KOMNENOU et al., 2007). Neer e Harrus
(2006) também relatam a ocorréncia de lesdes oftalmicas, sendo as uveites as mais
frequentes.

Harrus et al. (1998) demonstraram pela infeccdo experimental da EMC, que
0s caes podem abrigar a E. canis durante a fase subclinica por anos e depois a

eliminar sem desenvolver a forma cronica.

[11.VI. O diagnéstico

Melhoria nas técnicas de diagndstico da EMC, bem como conhecimento sobre
a doenca e a expansao geografica da sua ocorréncia possibilitam o aumento da
identificacdo de casos. Muitos sdo os métodos atualmente utilizados: o clinico
auxiliado pelo hemograma completo, métodos indiretos pela pesquisa de anticorpos
e métodos diretos como citolégico com a observacdo de moérulas em leucdcitos,
moleculares pela amplificacdo do DNA e o isolamento em cultivo celular.

Um diagndstico presuntivo da doenca geralmente é baseado na histéria e
sinais clinicos. Trombocitopenia e anemia ndo regenerativa sdo os achados

hematolégicos mais frequientes, tanto nos casos agudos, Como nos casos cronicos.
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A anemia pode ser regenerativa, quando ha infeccdo concomitante com Babesia
canis. Pancitopenia e hipoplasia da medula 6ssea sao frequentemente encontradas
nos casos cronicos (SWANGO et al., 1992).

Na fase aguda da doenca, durante a bacteremia, a observagdo da inclusao
citoplasmatica da Ehrlichia, formando a moérula, é identificada em pequena
porcentagem de leucocitos e por um curto periodo (BOUNOUS, HOSKINS e
BOUDREAUX, 1992). Desta forma pode-se visualizar o agente em esfregacos de
sangue total e periférico. As moérulas coram-se em purpura-azulada com coloracéo
de Giemsa e sao encontradas transitoriamente e em pequenos nuameros na fase
precoce da infec¢do. A extensdo de sangue periférico de margem de orelha externa
mostrou-se como uma técnica satisfatoria para a identificacdo de Ehrlichia spp.
(NEER e HARRUS, 2006, MACEDO, 2007).

A identificacdo do microorganismo na citologia por aspiracdo com agulha fina
do baco, dos linfonodos e dos pulmdes € possivel, mas extremamente improvavel.
Nessas amostras citolégicas observa-se plasmocitose frequentemente (COUTO,
1998). Moreira, Machado e Passos (2005) relataram a identificacdo de moérulas em
monoblastos e mondcitos maduros da medula 6ssea 13 dias apdés a infeccao
experimental com cepa de E. canis. Sugerindo os autores que, devido a alta
parasitemia encontrada nas amostras colhidas, esta pode ser uma forma de
diagnostico, mas a invasividade do procedimento torna seu uso clinico restrito.

O diagnostico pode ser feito por métodos indiretos pela pesquisa de
anticorpos. Na RIFI os anticorpos anti-E. canis podem ser detectados entre duas a
trés semanas apos a infeccdo e se elevam para niveis maximos por volta dos trés
meses apos a infeccdo (SWANGO et al., 1992). Os sinais clinicos da doenca podem
aparecer antes do desenvolvimento dos anticorpos e a RIFI pode ser negativa em
animais infectados recentemente.

A maioria dos laboratérios relata que titulos séricos refletem a quantidade de
anticorpos presentes na amostra de soro. No entanto, titulos ndo se correlacionam
com a duracdo da infeccdo ou a gravidade da doenca. Alguns laboratérios usam
diferentes pontos de corte para diferenciar os positivos dos negativos. Assim o titulo
mais apropriado é desconhecido no momento. H4 um consenso que titulos 1:80
devem ser considerados suspeitos e o teste sorologico repetido dentro de 2-3

semanas, e a PCR e o western immunoblotting podem ser utilizados (NEER et al.,
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2002). Assim, um titulo de 1:80 ou maior deve ser considerado como uma infeccéo
ou exposicao, ou ambos (NEER e HARRUS, 2006).

No entanto, devido & infeccdo latente, uma titulacdo de anticorpos positiva
ndo significa necessariamente que as manifestacfes clinicas sdo devidas a
erliquiose, no momento da apresentacdo. Em &reas endémicas, cdes podem
desenvolver titulos altos de IgG sem desenvolvimento de doenca clinica causando
um aumento de falso positivos nestas areas (BULLA et al., 2004). Um numero
desconhecido de cdes pode resolver espontaneamente a infecgéo por Ehrlichia spp.
mas permanecem soropositivos. Além disso, podem ocorrer rea¢des cruzadas entre
outras espécies de Ehrlichia spp., E. ewingii, E. chaffeensis, Neorickettsia (WANER
et al., 2001, NEER et al., 2002).

Titulos = 1:40 sao considerados positivos para exposicao por E. canis. Para
infeccbes agudas, duas RIFIs consecutivas, 7-14 dias de intervalo, s&o
recomendados, e um aumento em 4 vezes o titulo de anticorpos € sugestivo de
infeccdo ativa. Anticorpos anti erliquiais persistem por varios meses a anos apos 0
tratamento e eliminacao da rickettsia (HARRUS e WANER, 2010).

Outra opcéo diagndstica € o western immunoblotting que € tdo sensivel
guanto a RIFI, mas tem a vantagem da objetividade da leitura, pois ndo sofre
influéncia da subjetividade do operador, como ocorre na RIFI. Porém, é técnica cara,
consome tempo e necessita de tecnologia mais avancada que a RIFI (ANDEREG e
PASSOS, 1999).

Waner et al. (1995) realizaram estudo utilizando o ensaio de imunoabsorcao
por ligacdo enzimatica (ELISA) sanduiche ou de captura para o diagnostico. O
ELISA apresenta como vantagens alta sensibilidade e custo relativamente baixo.
Essas qualidades fazem com que esse seja um ensaio amplamente empregado na
deteccdo de antigenos e anticorpos, bem como, na quantificacdo de anticorpos
produzidos em diversas doencas bacterianas, fungicas e virais, humanas ou
veterinarias (MADRUGA, ARAUJO e SOARES, 2001).

O dot-ELISA é um ensaio de imunoadsorcdo enzimatico desenvolvido em
fase solida. A principal vantagem desse tipo de teste € a rapidez na obtencédo de
resultados e sua simplicidade, ndo demandando equipamentos sofisticados na
execucdo (MADRUGA, ARAUJO e SOARES, 2001). O dot-blot ELISA foi comentado
por Andereg e Passos (1999), sendo técnica sensivel para deteccédo de anticorpos

no soro, dispensando o emprego de equipamentos caros.



26

Kits comerciais para o diagndstico da erliqguiose canina se baseiam no
principio do dot-blot-ELISA, como é o Immunocomb®-BIOGAL, e séo capazes de
determinar anticorpos IgG especificos para o parasito (ANDEREG e PASSOS,
1999). Testes rapidos de “dot-ELISA” que podem ser realizados na clinica
veterinaria (por exemplo, Snap 3DX e Dip-S-Ticks), sdo praticos, de baixo custo e
tendem a tornarem-se exames de rotina para o diagnostico de erliquiose (MORAIS
et al., 2004).

O uso de proteinas recombinantes esta sendo estudada. Lopez et al. (2007)
testaram um ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) usando uma proteina
recombinante P30 de E. canis e anticorpo monoclonal IgG anti cdo ligado a
peroxidase. Os resultados de sensibilidade e especificidade do teste foram de 77,5 e
95,54% respectivamente. Quando comparado a técnica de RIFI apresentou uma
correlagdo de 0.8333. Desta forma, comparando os resultados matematicos, o
ELISA baseado no antigeno P30 é adequado ao diagnostico da erliquiose canina.

Céardenas et al. (2007) determinaram um ELISA para E. canis com 100% de
especificidade e sensibilidade usando polipetideos recombinantes gp36, gpl9 e
gp200. A gp36 e gpl9 foram detectadas com 14 dias pés-infeccdo, sendo um
método mais precoce comparada com a RIFI e reacéo cruzada com E. chaffeensis
nao foi detectada.

A PCR é efetiva na deteccdo de E. canis em tecidos e em mondcitos
sanguineos (IQBAL e RIKIHISA, 1994) e tem sido usada com frequéncia no
diagnostico das erliquioses (KEYSARY et al., 1996; MURPHY et al.,, 1998,
DAGNONE et al., 2003; AGUIRRE et al., 2004; MACHADO et al., 2006; AGUIAR,
2006).

Primers foram delineados baseados no alinhamento de 738 bp (pares de
bases) da proteina formadora de pontes dissulfidricas do gene dsb de cinco
Ehrlichia spp. alocadas no GenBank. Regifes identificadas dentro do gene sé&o
altamente conservadas entre as diferentes espécies. A sequéncia de &acidos
nucléicos identificados entre os genes dsb erliquial variaram de 74,6 a 91,8%. Mas
duas regifes altamente conservadas foram encontradas no alinhamento. O par de
primers designados como Dsb-330 forward e Dsb-728 reverse amplificam um
fragmento com 409 bp. (DOYLE et al., 2005b, LABRUNA et al., 2007).

O isolamento auxilia na caracterizacdo do agente e obtencdo de antigeno

especifico para determinada area geografica, fundamental na realizacdo de testes
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sorologicos especificos. Mas é procedimento demorado e de elevado custo, sendo
utilizado apenas para pesquisa. E. canis pode ser isolada e cultivada in vitro em
células DH82, linhagem originaria de mondcitos caninos, que foi adaptada apdés um
caso de histiocitoma (WELLMAN et al., 1988). O isolamento em cultura celular é
uma técnica mais sensivel e confiavel, mas seu custo e tempo elevados dificultam o
processo, devendo ser usado em casos realmente necessarios (IQBAL,
CHAICHANASIRIWITHAYA e RIKIHISA, 1994).

No Brasil, a E. canis foi isolada oito vezes com sucesso na linhagem de
células DH82 provenientes do sangue de caes infectados. O primeiro isolamento foi
no Rio de Janeiro (TORRES et al., 2002) e os outros foram em Jaboticabal (AGUIAR
et al, 2007b), Sdo Paulo (AGUIAR, HAGIWARA e LABRUNA, 2008) Cuiaba,
Londrina, Monte Negro e Presidente Prudente (AGUIAR e ORLANDELI, 2009) e
Uberlandia (ALVES, 2010).

I1.VIl. A ocorréncia

A partir da primeira descricdo da ocorréncia da EMC na Algéria (DONATIEN e
LESTOQUARD, 1935), sdo inumeros os relatos em todo o mundo: Brasil
(LABARTHE et al., 2003), Cabo Verde (GOTSCH et al., 2009), Camardes (NDIP et
al., 2005), Espanha (AGUIRRE et al. 2004; SAINZ et al., 1996), Estados Unidos
(MURPHY et al.,, 1998; BOWMAN et al., 2009), Israel (BANETH et al., 1996;
KEYSARY et al., 1996), Italia (COCCO et al.,, 2003), Japdo (WATANABE et al.,
2004), México (RODRIGUEZ-VIVAS, ALBORNOZ e BOLIO, 2005), Peru (VINASCO
et al.,, 2007), Portugal (CARDOSO et al., 2010), Tunisia (M'GHIRBI et al., 2009),
Taiwan (HUANG et al., 2010) e Venezuela (UNVER et al., 2001).

O primeiro relato no Brasil e América Latina ocorreu em Belo Horizonte,
através da observacdo de mérula em linfocito de céo, chamando atencdo dos
clinicos e patologistas sobre a presenca da infec¢do no Brasil (COSTA et al., 1973).

Nos ultimos anos, varios estudos demonstram a ocorréncia da doenca no
Brasil. Os métodos diagndsticos usados, as regides e populacdes estudadas, caes
urbanos e rurais, cdes sadios e doentes, variam, mas independente destes fatores, a
EMC ocorre, sendo realmente considerada importante enfermidade canina. Em uma
revisao sobre a situagao brasileira, Vieira et al. (2011) destacam que mesmo assim,

em algumas regides a situacdo da EMC é desconhecida.
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A maioria dos estudos brasileiros relata a prevaléncia em cédes atendidos em
hospitais veterinarios, entdo, casos suspeitos de EMC.

Labarthe et al. (2003), realizaram o maior inquérito sorolégico brasileiro em
cées com o uso do com kit comercial de ELISA, SNAP 3Dx®. Foram colhidas 2553
amostras de soro de cdes provenientes de clinicas veterinarias de 12 estados e
encontraram 505 (19,8%) caes reagentes a E canis.

Em estudo retrospectivo sobre a casuistica clinica de erliquiose em caes
atendidos entre marco de 1998 e setembro de 2001 em Belo Horizonte/MG, foram
analisadas 194 fichas clinicas de animais com suspeita de hemoparasitoses. Foram
observados 31 cdes com diagnéstico de E. canis e 21 com Anaplasma platys, por
meio de exame parasitologico direto de esfregacos sanguineos (MOREIRA et al.,
2003). Diniz et al. (2007) avaliando amostras de sangue de 198 cées com alteracdes
clinicas e patologicas consistentes com infec¢cdes transmitidas por carrapatos, e
usando a PCR que é mais sensivel, encontraram 154 (77,7%) positivos para E.
canis. Entretanto, 125 cées tinham anticorpos contra E. canis e também eram
positivos na PCR. Vinte e oito cdes eram soronegativos e PCR positivos. Desta
forma, ndo houve diferenca estatistica entre os resultados da PCR e RIFI.

A evidéncia de trombocitopenia é o principal achado clinico-patolégico
relacionado com a EMC na maioria dos casos. Oliveira et al. (2006) testaram em 70
amostras de sangue de cées que chegaram para hemograma no hospital veterinario
em Vicosa, estado de Minas Gerais, quanto a presenca de E. canis por nested-PCR.
As taxas de infeccdo encontradas foram de 100% para cdes com trombocitopenia
apenas, 57,1% para cdes com anemia e trombocitopenia, 29,4% para cdes que nao
apresentavam anemia e trombocitopenia e de 26,3% para cdes com anemia apenas.
Dagnone et al. (2003), utilizando a PCR, diagnosticaram a erliquiose em 21% dos
cades parasitados com carrapato, 20% dos cdes com trombocitopenia e 21% dos
caes anémicos de Hospital Veterinario no Sul do Brasil.

Entretanto no Rio de Janeiro, Macieira et al. (2005) utilizaram também a PCR
e observaram que 26,8% dos cdes com trombocitopenia e 3,5% dos nao
trombocitopénicos eram positivos para E. canis. Desta forma, a identificacdo da
erliquiose apenas pelos achados clinicos e laboratoriais como a presenca de
carrapatos, anemia e trombocitopenia ndo sao conclusivas para o diagndéstico da
EMC. Entre 221 caes avaliados, em Ribeirdo Preto, 57/107 (53,3% dos

trombocitopénicos e 29/114 (25,4%) dos néo trombocitopénicos foram positivos para
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infeccédo por E. canis. Considerando co-infeccdo com Anaplasma platys ou Babesia
spp. com E. canis, 0 numero de animais infectados aumenta para 85 (79,4%) entre
os trombocitopénicos. Embora, estatisticamente, estes resultados indicam uma forte
tendéncia (P < 0.001) este parametro ndo deve ser utilizado como diagnéstico para a
doenca, pois nos animais trombocitopénicos, outras agentes, como A. platys e
Babesia spp., foram encontrados (SANTOS et al., 2009).

Estudos avaliando a prevaléncia nas populagbes caninas sadias sé&o
escassos. No municipio de Nova Cruzeiro/ Minas Gerais, 11 (15,07%) e 13 (17,81%)
dos cées sadios eram reativos a RIFI para E chaffeensis e E. canis, respectivamente
(GALVAO et al., 2002). Em areas rurais de Minas Gerais foram encontrados, através
de RIFI, 65,6% de caes reagentes para E. canis na regiao Nanuque, 37,8% em Belo
Horizonte e 24,7% em Lavras (COSTA JR et al., 2007).

Na regido norte do pais, municipio de Monte Negro, Rondonia, através de
RIFI, foram observadas mais reacdes positivas para E. canis em caes urbanos
(37,0%) que em caes rurais (24,8%) (AGUIAR et al., 2007a). No sul do Rio Grande
do Sul foram encontradas as mais baixas prevaléncias, 4,8% (SAITO et al., 2008), e
na cidade de Cuiaba a mais elevada (42,5%) (SILVA et al., 2010).

No interior do Espirito Santo, 38 de 92 (41,3%) amostras de caes de area
rural e cidade foram positivas (SPOLIDORIO et al., 2010). Em dois distritos de
Salvador, Cajazeiras e Itapuad foram colhidas 472 amostras de cées, sendo 35,6%
positivas na RFI e destas 34,5% foram positivas pela PCR para E. canis (SOUZA et
al., 2010).

Felideos também podem se infectar pela E. canis. No Brasil, ha o relato
clinico de um gato com sinais clinicos semelhantes a EMC que apresentava morulas
em leucécitos (ALMOSNY et al., 1998). Recentemente, Oliveira et al. (2009)
amplificaram E. canis em trés gatos domeésticos de Vigcosa. Em felideos silvestres em
cativeiro em zooldgicos brasileiros, André et al. (2010) detectaram anticorpos e DNA
de E. canis, esclarecendo que maiores estudos sobre a transmisséo e se a doenca

se desenvolve nestes animais .

I11.VI.] A ocorréncia em Uberlandia/ MG

Em levantamento retrospectivo de cédes com erliquiose/ babesiose atendidos

no HOVET-UFU durante o ano de 2006, concluiu-se que a maioria dos cédes eram
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filhotes, com menos de um ano de vida, viviam em residéncias, seguidos daqueles
que viviam em ruas e fazendas. N&o encontraram diferenga de incidéncia com
relacdo a sexo e periodo do ano. A presenca e, ou, histérico de contato com R.
sanguineus correspondeu a 60% dos animais analisados. Os principais sinais
clinicos da associacdo das doencas foram hipertermia, apatia, desidratacao, palidez
de mucosas, vomitos, anorexia, diarréia e aumento de sensibilidade renal a
palpacdo (BARBOSA et al., 2006).

Avaliando esfregacos sanguineos, Santos et al. (2004a) verificaram a
frequéncia de hemoparasitoses em cédes de Uberlandia. Em 2.373 hemogramas
realizados, 372 foram positivos para hemoparasitoses, destes, 336 esfregacos (90,
32%), positivos para Ehrlichia spp., 8 (2,15%) positivos para Babesia spp. e 3 (0,8%)
para Hepatozoon spp. Associacado de parasitas foi encontrada entre Ehrlichia spp. e
Babesia spp. em 24 (6,45%) esfregacos.

Em sessenta (60) caes capturados em Uberlandia, estudou-se a presenca de
moérulas ou inclusdes intracitoplasmaticas em esfregacos de sangue periférico,
corados por Giemsa. Os autores obtiveram 50% do animais positivos para Ehrlichia
spp. isoladamente ou associada a outros hemoparasitas, como Hepatozoon spp. e
Babesia spp. Constataram também que 100% dos animais apresentavam
ectoparasitas, 45 (75%) possuiam R. sanguineus e 15 (25%) Amblyomma
cajennense. A prevaléncia quanto ao sexo e a raca nao foi significativa, mas com
relacdo a idade, a positividade dependeu significativamente da faixa etaria, e
predominou nos animais de 5 a 10 anos (RIBEIRO et al., 2003).

Mendonca et al. (2005) avaliaram 109 hemogramas de cdes com morulas
intraleucocitarias em extensdes de sangue coletados de capilares marginais de
pavilhdo auricular. Encontraram com maior frequéncia anemia (77,98%), leucopenia
(24,77%) e linfopenia (22,02%). Relataram que a anemia normocitica normocrémica
e arregenerativa foi prevalente. Dos animais estudados, 3,67% apresentaram
infeccdo concomitante com Babesia spp.

Borin et al. (2009) no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2003
avaliando 4407 cées atendido no HOVET-UFU, destes 203 (4,6%) caes,
apresentaram moérulas e nenhuma outra doenca concomitante. Este percentual se
assemelha a dados que na fase aguda sdo encontradas aproximadamente 4% de
morulas nos esfregacos sanguineos. A casuistica dos casos manteve-se estavel no

periodo analisado. Foram encontradas mais mérulas em fémeas 61,1% que em
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machos 38,9%. Quanto a ragca, 59% eram de racgas definidas, sendo as mais
frequentes: Poodle (20%), pastor alemao (13%) e Pinscher (13%). A faixa etaria de 1
até 23 meses apresentou maior frequéncia 38% e 53% dos proprietérios informaram
gue seus caes nao tiveram contato com carrapatos.

Macedo (2007) realizou o primeiro estudo utilizando a PCR no diagndstico da
EMC em Uberlandia. A técnica foi usada para confirmar os esfregacos sanguineos
que apresentavam morulas e ou inclusdes citoplasmaticas em leucdcitos,
mostrando-se como um método menos subjetivo no diagnéstico. A partir dos primers
utilizados, quatro amostras amplificaram apenas Ehrlichia spp., ndo sendo
confirmado E. canis, sugerindo que possam ocorrer outras espécies de erliquias na
cidade.

Em 2010, foi obtido o isolado Uberlandia de E. canis por Alves, sendo a
amostra proveniente de um cao Poodle atendido no HOVET-UFU e o isolamento

realizado e mantido em células DH82.
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1. Introducgéo

A identificacdo e caracterizacdo de espécies bacterianas e cepas séo
dependentes de suas caracteristicas morfolégicas e fenotipicas. Nos ultimos anos,
uma nova técnica para identificacdo e caracterizacdo de espécies pelo seu cddigo
genético comecgou a ser utilizado com sucesso. Atualmente, o gene de DNA mais
utiizado para caracterizacdo de bactérias € o gene 16S rRNA, que é uma
subunidade do gene 30S de ribossomas procariéticos, tendo uma extensao de 1.542
nucleotideos (CLARRIDGE, 2004).

Assim, o sequenciamento do 16S rRNA se tornou uma alternativa rapida e
precisa para identificacdo bacteriana. A utilizacdo deste gene em estudos
filogenéticos deve-se ao seu grau de conservacao, podendo ser usado para marcar
a evolugcdo entre organismos. Seu grau de conservacdo € assumido pela sua
importancia como componente critico da funcdo celular. Mesmo assim, contém
regides hipervariaveis que podem fornecer as sequéncias espécie-especificas para
identificacdo de bactérias (CLARRIDGE, 2004). No caso da E. canis, apresenta
apenas uma sequéncia e separada dos genes 5S e 23S, o que difere de outras
bactérias, onde os trés genes formam um operon e possuem varias copias. Esta
caracteristica incomum para outras bactérias € encontrada nos organismos
rikettsiais (MAVROMATIS et al., 2006).

Através da atribuicdo de um valor numérico para as taxas de variacdo do
gene, que podem variar durante a evolucdo, uma relacdo evolutiva entre 0s
organismos pode ser determinada (CLARRIDGE, 2004).

No caso da E. canis, bactéria intracelular obrigatéria, gram-negativa e
causadora de doenca grave em caes e que tem uma ampla distribuicdo mundial
devido a abundancia do seu vetor, o carrapato R. sanguineus. E. canis também tem
sido alvo de estudos nos Uultimos anos, tendo ja sido depositados 109
sequenciamentos do 16S rRNA no GenBank. Dumler et al. (2001), em um trabalho
ousado utilizando o 16S rRNA e outros genes, reorganizaram a ordem Rickettsiales
em duas familias: Rickettciaceae e Anaplasmataceae, esta Ultima, na qual esta
inserida a E. canis.

O genoma da E. canis também ja esta sequenciado, possuindo 1.315.030bp,
com 984 genes identificados (MAVROMATIS, 2006).
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Um exemplo da importancia do sequenciamento do 16S rRNA é a
caracterizacdo da Erliquia Humana Venezuelana (VHE) por Perez, Rikihisa e Wen
(1996). O isolamento e sequenciamento a partir de sangue humano da VHE,
mostrou-se mais préximo a E. canis Oklahoma que com E. chaffeensis. Logo depois,
Unver et al. (2001) comprovaram que a cepa de E. canis VHE era idéntica a cepa de
E. canis isolada de cées e carrapatos na mesma regido geogréfica, denominada
Erliquia Canina Venezuela (VDE), demonstrando que VHE e VDE, baseados no
gene 16S rRNA, apresentavam alta similaridade (99,9%) com E. canis Oklahoma,
além de perfis antigénicos semelhantes. A partir destes estudos, a preocupacao
zoonética com E. canis foi agucada, pela circulacdo do mesmo agente entre
humanos, caes e carrapatos na Venezuela.

Alves (2010) isolou em cultivo celular uma E. canis a partir de uma amostra
de sangue de um cédo Poodle, macho, doente em Uberlandia/ MG. O

sequenciamento do 16S rRNa confirmara a caracterizacao deste isolado.
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2. Objetivos

2.1 Sequenciar o gene 16S rRNA do isolado Uberlandia de E. canis.
2.2 Comparar o isolado Uberlandia de E. canis com outros isolados do Brasil

e do mundo.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Reacao em cadeia da polimerase

Amostra de DNA da cepa E. canis de Uberlandia, isolada em cultivo celular
por Alves (2010), proveniente de um cdo macho com cinco anos de idade da raca
Poodle apresentando sinais clinicos de EMC, foi submetida ao seqiienciamento do
gene 16S rRNA.

Para a amplificacdo do DNA foi utilizado nested PCR (MURPHY et al. ,1998),
sendo como outer utilizados os primers: ECC (5’- AGA ACG AAC GCT GGC GGC
AAG C -3") e ECB (5- CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A -3’) e como inner os
primers: ECAN5 (5° CAA TTA TTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A 3’) e HE3 (%’
TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT 3’) que amplificam fragmentos de 478
bp e 365 bp, respectivamente.

A reacao foi composta de 100—-200 ng de DNA; 25 pmol de cada primer; 0,2
mM de cada nucleotideo dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Promega, Fitchburg, US); 2
mM MgCly; 1,25 U Platinum Taqg Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, US); tampédo da
Tag contendo 50 mM KCI| e 20 mM Tris-HCI e agua ultrapura para completar o
volume final de 50 pL.

A nested PCR com partida a quente foi utilizada, na qual a enzima é
adicionada ap6s a desnaturacgéo inicial de 3 minutos a 94°C. A reacdo consiste em
dois programas de ciclos que foram realizados no termociclador Mastercycler
personal (Eppendorf, Edison, US). No primeiro, utilizam-se os outer primers ECC e
ECB com desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturagdo a 94° C por 1 minuto, anelamento a 65° C por 2 minutos e extensao a
72° C por 2 minutos. Ao final, uma extensdo a 72° C por 5 minutos. Para o segundo
ciclo, utiliza-se 5 pyL do produto amplificado na primeira reacdo, em um novo mix
contendo os inner primers ECAN5 e HE3. Para esta reacdo foi utilizada uma
desnaturagéo inicial a 94° C por 3 minutos, seguida de 3 ciclos de desnaturacdo a
94° C por 1 minuto, anelamento a 55° C por 2 minutos e extenséo a 72° C por 1,5
minutos. Em seguida, iniciam-se 37 ciclos de desnaturacdo a 92° C por 1 minuto,
anelamento a 55° C por 2 minutos e extensdo a 72° C por 1,5 minutos. Ao final, uma

extens&o a 72°C por 5 minutos.
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3.2 Purificagéo

ApGs a visualizacdo do gel de agarose, as bandas da amplificacdo do gene
16S rRNA do isolado Uberlandia foram cortadas e purificadas com o QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Valencia, US) quantificado no espectrofotometro NanoDrop
ND-1000 (Nanodrop Technologies, Montchanin, US), e estocado a -20°C até sua

utilizacédo na reacao de sequenciamento.

3.3 Sequenciamento

Trés amostras foram submetidas a reacéo de sequenciamento utilizando o Kit
DYEnamic ET Dye Terminator (MegaBace, GE Healthcare, Piscataway, US), os
primers ECAN5 e HE3 e utilizando o sequenciador automatico MegaBace 1000
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, US). Foram usados 30 ciclos para o
sequenciamento, sendo a desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento a

50°C por 15 segundos e a extenséo de 60°C por 1 minuto.
3.4. Analises in silico
As sequéncias de nucleotideos obtidas foram editadas utilizando o algoritmo

CAP3 do Software BioEdit (HALL, 1999) e analisadas pelo programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com a finalidade de procurar e comparar genes

similares disponiveis no GenBank. O alinhamento das sequéncias de nucleotideos
foi realizado pelo programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994)

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

3.5. NUmeros de acesso ao GenBank

As sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA utlizadas para
comparacao neste estudo estao disponiveis no GenBank com os seguintes nimeros
de acesso: E. canis isolado Sdo Paulo, Brasil (DQ460714), E. canis cepa Brazil CO2
(EF195135), E. canis isolado VDE, Venezuela (AF373613), E. canis isolado VHE,
Venezuela (AF73612), E. canis cepa Jake, Estados Unidos (CP000107), E. canis


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw

38

cepa Madri, Espanha (AY394465), E. canis cepa Hd48, Cape Verde (GQ995381), E.
canis cepa TWN, Taiwan (GU810149) e Ehrlichia spp. EH1087, Jap&o (AY309971).
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4. Resultados

O sequenciamento do gene 16S rRNA do isolado Uberlandia de E. canis
resultou em um fragmento de 307 bp. Foi encontrada uma alta identidade entre a
cepa Uberlandia de E. canis, com as demais disponiveis no GenBank. Na tabela 1
sdo apresentados os percentuais de identidade do isolado de Uberlandia, tendo de
97 a 100% de identidade, sendo a menor identidade com a cepa Ehrlichia spp.
EH1087 do Japdo que ndo tem caracterizacdo da espécie e com as demais,
apresentando 100%. Os resultados do sequenciamento e alinhamento com cepas e
isolados sdo mostrados na figura 1, onde somente a cepa japonesa apresentou

substituicdes de nucleotideos, um total de sete.

TABELA 1. Similaridade entre as sequéncias parciais de nucleotideos referentes ao
gene 16S rRNA do isolado E. canis Uberlandia, 307 bp e diferentes cepas de

Ehrlichia disponiveis.

Identidade com 16S Namero de

Isolados e cepas* nucleotideos
rRNA seqlenciados
E. canis isolado S&o Paulo 100% 339
E. canis cepa Brazil CO2 100% 1434
E. canis isolado VDE/ Venezuela 100% 1408
E. canis isolado VHE, Venezuela 100% 1408
E. canis cepa Jake 100% 1485
E. canis cepa Espanha 100% 1412
E. canis cepa Hd48/ Cape Verde 100% 575
E. canis cepaTWN 100% 1620
Ehrlichia spp. EH1087 97% 1412

! Numeros de acesso no GenBank est&o disponiveis no Material e Métodos.

FIGURA 1. Alinhamento das sequéncias parciais de nucleotideos do gene 16S rRNA
de E. canis: Uberlandia, Brazil CO2, Japdo, Taiwan, Cape Verde, VDE, Jake,
Espanha, Séo Paulo e VHE. As bases nucleotidicas divergentes estdo selecionadas.
As sequéncias foram extraidas do GenBank e alinhadas pelo programa

computacional ClustalW.
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———————————————————————— TGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTATGGAATAGCTAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
—————————————————————— AATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT
TGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGGAATCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCAT

KAKXKAKAA KA AKX AKX A A A AKX A A A A A KA KK A AKX AKX KKk kK

TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGATGGGTAATACTATATAATCCCTGCGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG
TAGAAATGGTGGGTAATACTGTATAATCCCCGAGGGGGAAAGATTTATCGCTATTAGATG

KAKXKKAKAKAKX AAAKAKAKAKAKAKAAKX AXAXAXAAKAKAAKX & AAKAAAKAA KA A AR AR AR AR AN KKK kK

AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGC
AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGC
AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGC
AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGC
AGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGCTATGATCTATAGC
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5. Discussao

O 16S rRNA é usado na identificacdo bacteriana, por ser altamente
conservado é usado em avaliagbes filogenéticas, sendo o gene amplamente
utiizado na identificacdo da familia Anaplasmataceae para amplificar erliquias
(DOYLE et al., 2005b) O sequenciamento deste gene caracteriza o isolado como E.
canis. A alta homologia encontrada entre o isolado Uberlandia e diversas sequéncias
de E. canis depositadas no GenBank confirma, que embora sendo de regides
distantes, este gene nao sofreu modificagdes. Diferentes estudos apresentam 99,9 —
100% de similaridade entre diferentes isolados de E. canis da América do Sul (cepas
VHE e VDE), América do Norte (cepa Oklahoma), Asia (genétipos chineses e
japoneses) e Oriente Médio (Israel e Turquia) (YU, McBRIDE e WALKER, 2007).
Resultados semelhantes também foram obtidos por outros autores (PEREZ,
RIKIHISA e WEN, 1996; UNVER et al., 2001; AGUIRRE et al., 2004; AGUIAR,
HAGIWARA e LABRUNA, 2008).

O fato de possuir um vetor, o carrapato marrom e um hospedeiro, 0 cao
domestico, preferencial, determina uma conservacao genética entre cepas. Outras
espécies que se adaptaram a diferentes vetores e hospedeiros apresentam maior
diversidade. A E. canis originou-se de um ancestral ndo muito distante e se
dispersou pelo mundo acompanhando o cdo (YU, McBRIDE e WALKER, 2007).

A cepa japonesa usada na andlise provém de uma amostra de DNA do
carrapato Haemaphysalis spp. e da qual ndo se estabeleceu espécie, portanto
apresentando menor identidade.

Embora, a banda amplificada no nPCR possuir aproximadamente 365 bp, no
sequenciamento foi possivel identificar 307 nucleotideos com alta qualidade. Este
fragmento sequenciado do isolado, apesar de possuir 307 bp, ndo compromete sua
homologia com outras sequéncias longas, pois sequéncias curtas podem fornecer
informacBes suficientes para a comparacdo. Sendo, as sequéncias longas e
completas necessarias na descricdo de novas espécies (CLARRIDGE, 2004). A
cepa de Taiwan usada na comparacdo, cujo sequenciamento € quase completo do
16S rRNA, ndo apresentou diversidade com outros isolados geograficamente
diferentes do mundo (HUANG et al., 2010). Quando se deseja comparar cepas para

propdsitos epidemiolégicos ou pesquisar fatores de viruléncia, o 16S rRNA ndo € o
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mais adequado, pois sdo encontradas poucas variacbes e o gene também nao
codifica fatores de viruléncia (CLARRIDGE, 2004). Assim, outros genes relacionados
a proteinas imunodominantes estdo sendo usados na comparacdo entre cepas
geograficamente diferentes. Para o isolado Uberlandia ja foi descrito o resultado dos
genes dsb e p28 (ALVES, 2010) sendo este ultimo, uma proteina de superficie, que
apresentou polimorfismos com outras E. canis, inclusive com a cepa S&o Paulo.
Entretanto, o gene p28 se mantém conservado entre sete isolados americanos
(McBRIDE, YU e WALKER, 1999) sugerindo seu uso no desenvolvimento de
antigenos para diagnostico e vacinas.

Estudos buscam variacdes moleculares e antigénicas entre cepas descritas
pelo mundo. A gp36 e gp200 apresentaram maior diversidade gerando substituigdo
de nucleotideos resultando em dois aminoacidos diferentes (ZHANG et al., 2008). As
sequéncias de repeticbes em tandem de cepas de E. canis norte americanas,
brasileiras e camaronesas foram completamente conservadas para o gene gp36.
Entretanto o nimero de repeti¢cdes variou entre 4 e 18 copias (DOYLE et al., 2005a).
A gp200 sequenciada em Taiwan também foi geneticamente distinta de isolados
americanos, brasileiros e israelenses, sugerindo inclusive que esta cepa possa ser

uma nova cepa ainda néo caracterizada (HUANG et al., 2010).
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6. Conclusdes

Assim, estudos sobre diversidades moleculares entre cepas sdo necessarias.
Caracterizacdo de novas cepas serve para 0 conhecimento da evolugcéo e
antigenicidade da E. canis no mundo. O sequenciamento do 16S rRNA do isolado
Uberlandia de E. canis comprovou sua identificacdo, caracterizagdo molecular e

homologia com demais isolados descritos no GenBank.



“Comparacao antigénica de dois isolados brasileiros de
E. canis”

Capitulo Il
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1. Introducéo

A EMC, doenca bacteriana que infecta caes através do carrapato marrom,
tem ampla distribuicdo mundial: Estados Unidos (MURPHY et al., 1998), Israel
(KEYSARY et al., 1996), Espanha (AGUIRRE et al., 2004), Portugal (CARDOSO et
al., 2010), Cabo Verde (GOTSCH et al., 2009), Venezuela (UNVER, 2001), Peru
(VINASCO et al., 2007) e Brasil (AGUIAR et al., 2008).

O destaque mundial para a doenca ocorreu durante a guerra do Vietna,
guando inumeros cdes do exército americano adoeceram da chamada na época
Pancitopenia Tropical Canina. Os caes adoeciam agudamente, manifestando
sangramentos (HILDEBRANDT et al., 1973). Atualmente, a manifestacao clinica, por
vezes é mais sutil e semelhante a outras infec¢des, fazendo pensar se ocorreu a
resisténcia do hospedeiro ou reducéo da patogenicidade bacteriana.

Entretanto, variacdes na duracado, severidade da manifestacdo da doenca e
alteracoes clinocopatolégicas podem ser atribuidas as variacdes patogénicas das
cepas, resposta imunologica do hospedeiro, co-infeccdo com outra doenca
transmitida por carrapatos e outros fatores ainda desconhecidos (HEGARTY et al.,
1997).

O diagnostico dos cédes acometidos torna-se dificil, pois os sintomas sao
comuns a outras doencas infecciosas que acometem caes, como apatia, anorexia,
perda de peso e febre. Os sinais clinicos mais especificos sdo associados as
alteracoes hematol6gicas como a trombocitopenia que se manifesta com
sangramentos por orificios naturais, mucosas e pele, anemia e leucopenia. Estes
sinais s6 sao identificados com exames complementares como o hemograma.
Assim, os achados clinicos associados aos hematologicos sdo 0s recursos usados
pelo clinico para identificar cdes doentes e iniciar o tratamento. Para a confirmacao
do diagndstico etiologico, as possibilidades sédo varias, mas pouco usadas na rotina
clinica.

A RIFI é considerada como padrdo ouro para o diagnostico sorolégico da
EMC (HARRUS e WANER, 2010), sendo a técnica amplamente utilizada desde seu
primeiro relato (RISTIC et al., 1972), mas apresenta varias limitacdes, enquanto
outras técnicas mais eficazes no diagnostico, como a PCR e western immunoblot

nao estao disponiveis. Podem ocorrer diversidades antigénicas entre amostras de E.
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canis de diferentes regides do mundo. A duracdo do processo infeccioso e
diferencgas entre as racas de cdes quanto a resposta imune frente & EMC s&o outros
fatores relacionados aos resultados esperados pela RIFI (WANER et al., 2001). Pela
RIFI ndo ha uma distincdo entre infeccdo ativa de uma exposicdo sem o
estabelecimento de  infeccdo ou uma  infeccdo  prévia  (IQBAL,
CHAICHANASIRIWITHAYA e RIKIHISA, 1994). Outra limitacdo s&o as reacodes
cruzadas com outros agentes do género (WANER et al., 2001, NEER et al., 2002,
HARRUS E WANER, 2010). Rikihisa (1991) encontrou reacfes cruzadas quando
imunizou cées com Neorickettsia helminthoeca, e testou com outros antigenos como
E. canis, N. risticii e N. sennetsu. A resposta imune humoral dos antigenos em
animais infectados ou imunizados varia. Assim cées infectados pela N. helminthoeca
produziram anticorpos contra o grupo Erhlichia. Mas, de forma oposta, caes
infectados com E. canis produziram anticorpos espécie-especificos, com pouca
reacado com outros do grupo.

Reacdes cruzadas com outros agentes também sdo comentadas, como
Leishmania spp. e Babesia spp. Utilizando soro de caes de municipio endémico para
erliquiose e babesiose (Jaboticabal) e de municipio endémico para leishmaniose
(Belo Horizonte) concluiu-se que as reacdes cruzadas entre Leishmania e Ehrlichia
nao ocorrem, mas sim a co-infec¢cao dos agentes (OLIVEIRA et al. 2008).

Reacdes cruzadas com outras espécies da familia Anaplasmatacea € um
fator que pode confundir o diagnostico da EMC pela RIFI. Como o Brasil é
considerado endémico para EMC e A. platys (SANTOS et al.,, 2009) e apenas
existem indicios de E. ewingii e E. chaffeensis (MACHADO et al., 2006), a
possibilidade de falsos positivos, sdo poucos.

Embora a EMC, ha muito tempo ja estudada e com ampla distribuicdo
mundial, ainda ndo possui uma vacina efetiva e abrangente, o controle da doenca é
feito pelo controle do seu vetor o R. sanguineus e o tratamento de cées doentes.

Estudos de caracterizacdo de cepas ajudam no entendimento da
patogenicidade do agente ao seu hospedeiro e 0s meios com que consegue
subverter seu sistema imune e sobreviver.

Por isso proteinas imunodominantes, como p28, gpl9, gp36, gpl140 e gp200,
localizadas na superficie das erliquias estariam propensas a sofrerem variacdes e
adaptacoes ao hospedeiro, e portanto sdo alvo de muitos estudos. A pouca

diversidade encontrada nos genes que codificam estas proteinas nos isolados de E.
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canis pode ser devido a pouca pressao seletiva que sofreram por se manterem
guase que exclusivamente em um carrapato e hospedeiro preferenciais. Como a E.
canis parece ser também bem conservada geneticamente em todo mundo (DOYLE
et al., 2005a, YU, McBRIDE e WALKER, 2007), seria um fator favoravel para o
desenvolvimento de uma vacina e antigeno para diagnéstico e uso em todos o0s
paises.

Estudos comparando cepas e isolados brasileiros de E. canis sdo escassos. A
partir da obtencéo de novos isolados, a comparacao com os ja existentes e mantidos
in vitro auxiliam no conhecimento das condi¢cdes locais da permanéncia deste

agente no Brasil.
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2. Objetivo

Comparar a resposta de antigenos de RIFI produzidos a partir dos isolados
Séao Paulo e Uberlandia de E. canis.
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3. Materiais e Métodos
3.1 Obtencao de amostras de soro de caes

Foram obtidas 48 amostras de soro de caes encaminhados ao Laboratério de
Analises Clinicas do HOVET-UFU, Uberlandia/Minas gerais e cedidas pelo Prof. Dr.
Antonio Vicente Mundim. Estas amostras foram obtidas no més de dezembro de
2009 e eram excedentes dos exames bioquimicos solicitados ao laboratério por
inimeras causas, inclusive cirargicas. Uberlandia esta localizada na regido sudeste,
18° 55' 7" S e 48° 16' 38" W, com uma altitude de 863m e area territorial total de
4.115,9 km*> (EMBRAPA, 2010). A temperatura e precipitacdo média anual é de
22,3°C e 1.583,6mm, sendo o clima classificado como tropical de altitude com
diminuicdo das chuvas no inverno (WIKIPEDIA, 2010).

Sessenta amostras foram provenientes de uma soroteca de cdes da Regido
do Grande ABC, sendo 29 soros de Sao Bernardo, 18 de Diadema e 13 de Santo
André, e cedidas pelo Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna. Estas amostras foram
colhidas entre os dias 5 e 14 de abril de 2010. Tendo por referéncia a cidade de S&o
Paulo, 23° 32’ 51”S e 46° 38 10" W, que também esta localizada na Regido
Sudeste, mas no estado de Séo Paulo, é considerada uma metropole que abriga as
cidades acima citadas e outros 36 municipios denominando-se de Regido
Metropolitana de Sao Paulo com 19.672.582 habitantes, com um clima subtropical
de temperatura média anual de 19,25°C e média pluviométrica de 1.376,2 mm
(WIKIPEDIA, 2010). A Figura 2 ilustra a localiza¢do de S&o Paulo e Uberlandia.

3. 2 Propagacéo de cepas de E. canis

Os isolados de E. canis Sao Paulo, cedidas pelo Dr. Marcelo Bahia Labruna
da Universidade de Séo Paulo e Uberlandia (ALVES, 2010) foram propagadas em
cultivo celular utilizando-se células de linhagem DH82 (ATCC n° CRL-10389). O
cultivo foi mantido em garrafas de cultivo de 25 cm? (Techo Plastic Products,
Transdingen, CH) com meio DMEM - Dulbeccos Modified Eagles Medium Low

Glucose (LGC Biotecnologia, Cotia, BR) acrescido de 5% de soro de bezerro
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(Hyclone, Utah, US), renovado parcialmente a cada 2-3 dias e mantido a 37°C e 5%
de CO, (AGUIAR, 2006).

FIGURA 2: Localizacdo cartografica das cidades de S&o Paulo e Uberlandia no

mapa do Brasil.
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3.3 Confeccédo de laminas para RIFI

Através do monitoramento de esfregacos da monocamada celular corados
com Kit Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais, BR) avaliava-se a taxa de infeccéo
celular e quando apresentavam aproximadamente 80-95% de infeccdo a
monocamada era raspada com cell scraper (Techo Plastic Products, Transdingen,
CH), o conteudo da garrafa centrifugado a 100g por 10minutos e o sobrenadante
descartado, o precipitado recuperado era diluido em aproximadamente 5 mL de
solucéo tampao fosfato (PBS) estéril (pH 7,2; 0,0084M Na,HPO,4, 0,0018M NaH,PO,
e 0,147M NaCl) e realizada nova centrifugacao para retirada do meio remanescente

e 0 precipitado novamente diluido em PBS estéril. A suspensdo de células era
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contada em camara de neubauer e acertada para uma concentracdo de 10.000
células/ mL.

Laminas proprias para imunofluorescéncia (Perfectalab, Sdo Paulo, BR) eram
previamente submersas em acetona por 10 minutos, secas e em seguida limpas
com alcool etilico absoluto.

Foram aplicados 10 pL da suspensdo de células infectadas por poco nas
laminas e mantidas em temperatura ambiente por aproximadamente 2 hs ou até que
estivessem secas. Posteriormente, eram fixadas com acetona, identificadas,

embaladas individualmente em papel aluminio e congeladas a -20°C.

3. 4 Reacao de imunofluorescéncia indireta

As amostras de soro de cées de Uberlandia e Sdo Paulo foram diluidas na
razdo dois de 1:40 até 1:81.920 em PBS acrescido de 1% soro albumina bovina
(Sigma Aldrich, Saint Louis, US).

Soro controle negativo foi obtido de cdo sadio sem contato com carrapatos,
negativo na nPCR do gene 16S rRNA e o controle positivo, de um cdo com quadro
clinico de EMC confirmado pela presenca de morulas no esfregaco sanguineo e
NPCR do gene 16S rRNA.

As reacOes foram realizadas simultanemanete com ambos antigenos. Desta
forma, dez pL dos soros diluidos, controles positivo e negativo foram aplicados aos
pocos das laminas proprias para RIFI, previamente preparadas, e incubadas em
camara Umida por 30 minutos a 37°C. Apo6s foram lavadas por cinco minutos duas
vezes em PBS 7,2 e uma vez em agua destilada. Apos a secagem, foram incubadas
com 10 puL de anticorpo secundario anti cdo com fluoresceina (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, US) diluido 1:400 em PBS e azul de Evans 1:1000 sob o abrigo da luz. As
amostras foram novamente incubadas em camara Umida por 30 minutos a 37°C e
em seguida lavadas como acima descrito, secas e montadas com glicerina
tamponada pH 9 e laminulas 40X60 mm (Perfectalab, Sdo Paulo, BR) sob o abrigo
da luz. A visualizacdo foi realizada em microscopio fluorescente Axiovert 200M
(Zeiss, Jena, GE) sendo o titulo final definido quando 50% das células apresentavam
moérulas fluorescentes, na figura 2 sdo apresentadas uma reacao positiva (a) e uma

reacdo negativa (b).



52

3.5 Andlise estatistica

Foram calculadas a média e desvio padrao dos titulos finais das amostras
positivas de S&o Paulo e Uberlandia, sendo realizado teste T pareado para
comparacao dos resultados obtidos do conjunto de amostras de Sao Paulo e
Uberlandia frente a ambos os antigenos.

O coeficiente Kappa nao ponderado foi calculado para avaliar a concordancia
entre antigenos de Uberlandia e S8o Paulo com amostras de soro de cées de
Uberlandia e S&o Paulo. Por convengéo foram usados os seguintes valores de K:
>0=sem concordancia, 0-0.19=pobre, 0.20-0.39=fraca, 0.40-0.59=moderada, 0.60-
0.79=substancial, 0.80-1,00=concordancia quase perfeita (LANDIS e KOCH, 1977).

FIGURA 3. Reacdo de imunofluorescéncia indireta para E. canis, usando antigeno
bruto do isolado Uberlandia, sendo que quando a reacdo € positiva as morulas

apresentam fluorescéncia verde (a) e na reacdo negativa ndo ha evidéncia da

fluorescéncia (40x microscoépio fluorescente Axiovert 200M).
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4. Resultados

Foram comparadas 48 amostras de soro de cédes de Uberlandia e 60
amostras de Sao Paulo com os antigenos de E. canis de Uberlandia e Séo Paulo.
Todas as 75 amostras negativas, 24 (50%) de Uberlandia e 51(75%) de S&o Paulo,
foram negativas para ambos os antigenos. Entre as amostras positivas, 24 (50%) de
Uberlandia e 9 (15%) de Séo Paulo, tiveram variacéo no titulo final. Dezenove soros
positivos tiveram titulacao final maior quando testados com antigeno local e apenas
dois tiveram sua titulacdo final menor com seu antigeno local (TABELA 2).

A média e o desvio padrdo do titulo final das amostras positivas para os
antigenos testados mostram significancia apenas com amostras de Uberlandia
(TABELA 3)

Quando utilizado o teste Kappa (TABELA 4), e, avaliado apenas o resultado
como positivo ou negativo, independente da diluicdo, ndo existe diferenca entre os
resultados do tipo de antigeno e da origem do soro, apresentando uma concordancia
perfeita (K=1,0). Ja quando avaliadas as titulagcfes finais, utilizando-se somente o0s
soros de Sao Paulo e os dois antigenos, houve uma concordancia fraca (K=0,2602),
e quando foi utilizado somente os soros de Uberlandia ocorreu uma pobre
concordancia (K=0,0247), assim como, quando avaliadas juntas as amostras de soro
de S&o Paulo e Uberlandia (K=0,1274).
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TABELA 2. Resultados dos titulos finais das amostras positivas para RIFI usando

antigeno de dois isolados de E. canis, Sdo Paulo e Uberlandia.

Amostras Titulo final da cepa Sdo Titulo final da cepa
Paulo de E. canis Uberlandia de E. canis
udi 1 1:5120 1:5120
Udi 6 # 1:640 1:2560
Udi 8 1:1280 1:1280
Udi 10 # 1.640 1:1280
Udi 11 # 1:20480 1:40960
Udi 16 # 1:10240 1:20480
Udi 20 # 1.640 1:5120
Udi 24 # 1:10240 1:81920
Udi 25 # 1:80 1:160
Udi 28 # 1:1280 1:10240
Udi 35 1:10240 1:10240
Udi 36 1:20480 1:20480
Udi 43 1:40960 1:40960
Udi 45 # 1:320 1.640
Udi 49 # 1.640 1:1280
Udi 52 1:20480 1:20480
Udi 52 1:10240 1:10240
Udi 54 1:20480 1:20480
Udi 56 # 1:10240 1:40960
Udi 58 # 1:5120 1:10240
Udi 59 # 1:2560 1:5120
Udi 60 1:10240 1:10240
Udi 61 # 1:20480 1:40960
Udi 62 # 1:20480 1:81920
Um 15 # 1:80 1:40
Um 25 # 1:320 1:40
Zo 04 1:1280 1:1280
Zo 09 # 1:81920 1:40960
Z016* 1:2560 1:5120
Z0 17 * 1:5120 1:10240
Hr 07 # 1:10240 1:5120
Hr 12 1:320 1:320
Hr 17 1:320 1:320

RIFI, reacdo de imunofluorescéncia indireta; Udi, amostra positiva de soro de cao de
Uberlandia; Um, amostra positiva de soro de cdo do bairro Umbanda, S&o Bernardo
do Campo; Zo, amostra positiva de soro de cdo do bairro Zooldgico, Diadema; Hr,
amostra de soro positiva de cdo do bairro Horto Florestal, Santo André; #, amostra
de soro local com titulo final maior; *, amostra de soro local com titulo final menor.
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TABELA 3. Média e desvio padréo dos titulos finais das amostras positivas para RIFI
usando antigeno de dois isolados de E. canis, Sdo Paulo e Uberlandia.

Origem das Antigeno S&o Paulo Antigeno Uberlandia P -value
amostras

Séo Paulo 11.351,11+26.671,23 7.048,89+13.179,88 0,3839
Uberlandia 10.150,00+10.246,77a  20.140,00+23.489,45b  0,0183

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa.

TABELA 4. Valores do indice Kappa nao ponderado para as avalia¢cdes pela reacao

de imunofluorescéncia indireta de acordo com a origem das amostras.

Resultado Titulagao final Titulacgao final Titulagdo final de
positivo e das amostras das amostras todas as
negativo de Sao Paulo Uberlandia amostras

todas as

amostras

1,000 0,2602 0,0247 0,1274
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5. Discussao

Diversidades antigénicas entre cepas de vérias regibes do mundo sédo
sugeridas (HEGARTY et al., 1997). O Brasil, um pais com dimensdes continentais
onde predominam temperaturas tropicais e com a disseminacdo do R. sanguineus,
existem relatos da ocorréncia da EMC em todas as suas regides: sul (DAGNONE et
al., 2003), sudeste (OLIVEIRA et al., 2000), centro oeste (SILVA et al., 2010),
nordeste (RAMOS et al., 2010) e norte (AGUIAR et al., 2008a). No Brasil foram
descritos oito isolados de E. canis, Rio de Janeiro (TORRES et al., 2002),
Jaboticabal (AGUIAR et al., 2007b), Sdo Paulo (AGUIAR, HAGIWARA e LABRUNA,
2008), Cuiaba, Londrina, Monte Negro e Presidente Prudente (AGUIAR e
ORLANDELI, 2010) e Uberlandia (ALVES, 2010), mas apenas Aguiar e Orlandeli
(2010) compararam antigenos com soros heteroélogos.

Estudos sobre cepas visam avaliar se 0 agente sofreu mudancas que possam
alterar sua patogenicidade e antigenicidade. Desta forma, utilizando dois isolados
Sao Paulo e Uberlandia, os quais ja foram parcialmente caracterizados pelos genes
dsb e p28, verificou-se que a resposta antigénica é semelhante frente as amostras
de soros de cées que adquiriram a infeccédo natural em duas diferentes regides.

As amostras de soro de caes de Uberlandia, provenientes da casuistica do
HOVET-UFU, apresentaram um percentual elevado de positividade (50%)
concordando com outros estudos que colocam a EMC como principal doenca
infecciosa da populacao canina de Uberlandia (BARBOSA et al., 2006). Percentuais
elevados de caes positivos para EMC atendidos em hospitais veterinarios brasileiros
ja foram relatados: 92% em Jaboticabal (OLIVEIRA et al., 2000), 40% em Botucatu
(UENO et al., 2009) e 38% em Recife (RAMOS et al., 2010). Quinze por cento das
amostras paulistanas foram positivas e referem-se a animais sadios da grande Sé&o
Paulo, cujas amostras foram colhidas para estudo de outros agentes.

O titulo final médio foi elevado, com desvio padrdo também elevado, pois
houve uma grande variacdo entre 1:40 e 1:81.920. Cées infectados pela E. canis
apresentam elevados titulos, mesmo apos a eliminacdo do parasita e estes titulos
podem permanecer por periodos prolongados como dois anos (IQBAL e RIKIHISA,
1994; HARRUS et al., 1998). Céaes experimentalmente infectados apresentaram

titulo final superior a 10.240 sem apresentarem manifestacdo clinica da doenca
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(AGUIAR et al., 2007b). Entdo o titulo final elevado nédo significa necessariamente
gue o cédo esté doente.

Estas variagcdes nos titulos talvez sejam em virtude das suas variacdes
antigénicas e especificidades. Keysary et al. (1996) encontraram altos titulos de
anticorpos usando o antigeno local, Israel, guando comparado com o antigeno da
Flérida. A explicacdo seriam as diferencas antigénicas sutis entre as cepas, com
maior especificidade para a cepa local. Resultados semelhantes foram observados
com antigeno de RIFI para a cepa local de Madri, onde diferencas entre o nimero
de amostras positivas e titulo de anticorpos foi maior que com antigenos da cepa de
Oklahoma e antigeno comercial (AGUIRRE et al., 2009).

Estas particularidades antigénicas na variacdo do titulo final também foram
descritas no Brasil. Comparando os antigenos de RIFI com cepas de Jaboticabal e
Oklahoma com soros de cées de Jaboticabal, os resultados em 10 soros positivos e
20 negativos foram concordantes, mas todos os titulos finais com o antigeno
Jaboticabal foram maiores. As mesmas amostras testadas com ELISA comercial
(SNAP 3DX®) apresentaram baixa sensibilidade, pois duas amostras apresentaram-
se negativas, quando comparadas com os resultados da RIFI (AGUIAR et al.,
2007b). Utilizando antigeno na RIFI com cinco isolados: S&o Paulo, Cuiaba,
Presidente Prudente, Londrina e Monte Negro, foram encontradas diferencas nos
titulos finais quando testados com soros de outras regides (AGUIAR e
ORLANDELLLI, 2009).

Pelo indice Kappa, considerando somente a reacdo com a minima diluicéo,
detectando apenas positivos ou negativos, ndo houve diferenca entre os resultados,
independente do tipo de antigeno (S&o Paulo/Uberlandia) e da origem do soro (S&o
Paulo/Uberlandia). Portanto, a diferenca antigénica demonstrada em estudos in
silica (ALVES, 2010) ndo é suficiente para que ocorram falsos negativos ou
positivos. No entanto, quando se avaliou a titulacdo final, os soros de S&do Paulo
tiveram um indice kappa fraco e os de Uberlandia tiveram um indice pobre. Isso
demonstra que os dois antigenos possuem respostas diferentes, sendo que 0s
animais de Sdo Paulo, que provavelmente adquiriram anticorpos contra a cepa
isolada daquela regido, ndo respondem de forma “tao diferente” as erliquias de
Uberlandia. Ja os animais que entraram em contato com o antigeno de Uberlandia

produzem anticorpos com afinidade maior para o antigeno Uberlandia.
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Estudos recentes utilizam a comparagcdo molecular, avaliando o grau de
homologia dos genes e antigénica pelo potencial na producdo de anticorpos, entre
cepas. Comparando gpl9, gp36, gpl40 e gp200 pelo immunoblot, cepas do Brasil e
Estados Unidos, exibiram um perfil altamente conservado entre proteinas
imunoreativas. Ao mesmo tempo, algumas diferencas foram encontradas entre duas
cepas israelenses no gene da gp36, caracterizando que em Israel podem existir
duas cepas diferentes (ZHANG et al., 2008). Entre os genes atualmente avaliados o
gp 36 € o unico que pode diferenciar isolados, e nos estudos de Doyle et al. (2005b)
0s gendtipos do Brasil e Camardes foram os mais divergentes com uma homologia
de 97,2%.

O gene p28 e a sua proteina presente na membrana externa da erliquia, que
serve como adesina (OHASHI et al., 1998), que foi detectada in vitro (MCBRIDE, YU
e WALKER, 1999) e expressas no hospedeiro (RIKIHISA, EWING e FOX, 1994),
apresenta caracteristicas promissoras para uso como antigeno de diagnéstico e
vacina. O percentual de homologia do gene p28 do isolado Uberlandia com
Jaboticabal e a cepa VHE da Venezuela foi de 98%, com o isolado S&o Paulo foi de
97% e 96% com Jake e Oklahoma que sdo cepas americanas. O indice antigénico
identificou determinantes antigénicos potenciais nestas cepas, onde similaridades
foram encontradas, mas pelas diferencas encontradas em alguns epitopos sugerem
gue as proteinas traduzidas pelo p28 sao diferentes entre os isolados, independente
da origem (ALVES, 2010). Neste caso, as cepas brasileiras de Uberlandia e
Jaboticabal sdo mais proximas quando comparadas com Sdo Paulo. Mesmo sendo
o antigeno de RIFI bruto, o qual pode expressar inUmeras proteinas imunoreativas, a
observacdo da variacdo antigénica do gene p28 e os resultados da RIFI aqui
apresentados, concordam que existem pequenas diversidades entre as cepas

estudadas.
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6. Conclusdes

Os antigenos provenientes de Sao Paulo e Uberlandia (duas cidades do
sudeste Brasileiro, mas com caracteristicas geogréficas diferentes e distantes
aproximadamente 600 km) podem ser usados na identificacdo de anticorpos para E.
canis, pois ambos o0s antigenos, respeitando suas especificidades, conseguem
identificar animais positivos e negativos. No entanto, a titulacdo final deve ser
utilizada com restricdes para qualquer que seja sua finalidade
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“Estudo epidemiolagico da prevaléncia de anticorpos de
E. canis na populagao canina de Uberlandia, Minas
Gerais”

Capitulo lll
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1. Introducéo

A EMC, doenca bacteriana causada pela bactéria intracelular obrigatoria gram
negativa E. canis, que necessita de um vetor, no caso 0 R. sanguineus, para que
ocorra a transmissao natural entre caes, ha muito tempo é descrita como uma das
principais doengas canina no Brasil. Seu primeiro relato foi em 1973, por Costa et
al., que a encontraram em esfregacos sanguineos de cdes suspeitos. O Brasil tendo
um clima predominantemente tropical e subtropical, esta bactéria encontrou
condi¢Bes climéticas ideais para se propagar.

No diagnéstico sorolégico da EMC a RIFI € considerada padrdo ouro
(HARRUS e WANER, 2010) desde seu primeiro relato por Ristic et al. (1972) e
sendo amplamente utilizada em estudos epidemiolégicos no mundo (SAINZ et al.,
1996; MURPHY et al., 1998; NDIP et al., 2005) e no Brasil (GALVAO et al., 2002;
COSTA JR et al., 2007; AGUIAR et al., 2007a; DINIZ et al., 2007; ORIA et al., 2008;
SAITO et al., 2008; SOUZA et al., 2010; SILVA et al. 2010).

As restricbes do uso da RIFI sdo suas reac¢des cruzadas com outros agentes
da familia Anaplasmataceae (RIKIHISA, 1991, WANER et al., 2001, NEER et al.,
2002; HARRUS E WANER, 2010). Embora no Brasil, pouco se sabe sobre a real
ocorréncia de reacfes cruzadas, assim torna-se dificil discorrer sobre este tema. A
reacdo cruzada com Leishmania foi descartada com o estudo de Oliveira et al.
(2008) utilizando amostras de areas endémicas e livres. Relatos sobre outras
erliquias existentes sdo escassos, como E. chafeensis (GALVAO et al., 2002,
LABRUNA et al., 2007) e E. ewingii (OLIVEIRA et al., 2009). A infeccdo pelo A.
platys no Brasil ocorre, mas também sua co-infeccdo com E. canis (SANTOS et al.
2009).

A deteccdo inicial de IgG parece estar dependente da quantidade de in6culo
ao qual o cédo foi exposto (WANER et al., 2001). Caes podem permanecer com altos
titulos de IgG por um longo periodo, mesmo apos a eliminacéo do parasita (IQBAL e
RIKIHISA, 1994; HARRUS et al., 1998).

Recentemente, uma revisdo, abordou a erliquiose no Brasil (VIEIRA et al.,
2011), relacionando estudos em todas as regifes brasileiras. Estas pesquisas
utilizaram diferentes métodos investigativos e populacdes, tanto cdes doentes como

sadios. Mesmo assim, em muitos estados e territdérios a situacdo da erliquiose é
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desconhecida como em Goias, Tocantins, Sergipe, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Piaui, Maranhdo, Par4, Amazonas, Amapa, Roraima e Acre.

As prevaléncias da EMC a partir das frequiéncias encontradas em clinicas e
hospitais veterinarios foram muito abordadas (OLIVEIRA et al., 2000, DINIZ et al.
2007, SANTOS et al., 2009, UENO et al. 2009). Em Uberlandia, Borin et al. (2009),
no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2003, avaliaram atendimentos de
4407 cées no HOVET, destes 203 cées (4,6%), foram selecionados, por
apresentarem morulas e nenhuma outro hemoparasita concomitante, para estudo da
casuistica. Este percentual se assemelha os dados de que na fase aguda sao
encontradas aproximadamente 1 a 5% de morulas nos esfregacos sanguineos
(RODRIGUEZ-VIVAS, ALBORNOZ e BOLIO, 2005). Os casos mantiveram-se
estaveis no periodo analisado. Foram encontradas mais morulas em fémeas 61,1%
gue em machos 38,9%. Quanto a raca, 59% dos casos de EMC eram de racas
definidas, sendo as mais frequentes: Poodle (20%), pastor aleméao (13%) e Pinscher
(13%). A faixa etaria até 23 meses apresentou maior frequiéncia, 38%, e, 53% dos
proprietarios informaram que seus cdes nao tiveram contato com carrapatos. Nos
relatos de Santos et al. (2004) em Uberlandia, avaliando o esfregaco sanguineo,
houve uma freqiéncia maior da EMC. Dentre os 2373 hemogramas avaliados, 372
(15,6%) foram positivos para hemoparasitas, sendo 336 (14,1%) para Ehrlichia spp.
e foram observadas também coinfec¢cdes com Babesia spp. e Hepatozoon spp.

Em um hospital veterinario de Botucatu, usando a PCR foram encontrados
77,7% de positivos entre caes suspeitos (DINIZ et al., 2007). Se o objetivo é verificar
se 0 cao esta doente, a PCR pode ser melhor alternativa, pois se ha parasitemia,
podera ser detectada pela PCR com maior sensibilidade que na observacédo da
mérula no esfregaco sanguineo. No entanto, quando sdo comparados métodos
indiretos e diretos na deteccdo da E. canis, a proporcdo de animais sorologicamente
positivos € maior. Amostras com sorologia positiva e PCR negativo pode ser uma
indicacdo do estatus de portador ou animal tratado, porque cdes com anticorpos
anti-erliqguia podem nao estar infectados. Os resultados negativos ha PCR também
sdo explicados pela capacidade do parasita esconder-se nos macréfagos do baco
(HARRUS et al.,, 1998). Animais infectados e sadios podem servir como
reservatorios da doenca, entretanto € incerto, como e quando, o cdo na fase

subclinica ira progredir para a fase cronica (NEER e HARRUS, 2006).
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Entretanto, para ensaio epidemioldgico, a verificacdo da exposi¢cao ao agente
pela procura de anticorpos especificos, é alternativa confiavel. Poucos estudos no
Brasil utilizaram apenas amostras de animais sadios e a RIFI como metodologia
(GALVAO et al., 2002; COSTA JR et al., 2007; AGUIAR et al., 2007a; SAITO et al.,
2008; SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al., 2010; SOUZA et al., 2010). Em
Uberlandia, uma cidade em intenso desenvolvimento, os estudos envolvendo a
ocorréncia da E. canis ndo descrevem sua real abrangéncia na populac¢des canina,

sendo assim necessario uma avaliacdo ampla em todas regides do municipio.
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2. Objetivos:

2.1 Objetivo geral

Estudo da prevaléncia de anticorpos anti-Ehrlichia spp na populagéo canina
de Uberlandia/ Minas Gerais

2.2 Objetivos especificos
Verificar o percentual de caes sororreativos para Ehrlichia spp.

Verificar se fatores como sexo, idade, raca, dono, localizacdo e contato com

carrapatos influenciam na ocorréncia de anticorpos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencéo das amostras de soro de caes

Para a determinagdo da amostra populacional de cdes a ser estudada foi
utilizada estatistica descritiva, e usados como referencial a populacéo de Uberlandia
de 634.349 habitantes (DATASUS, 2010) e considerando que a populagdo canina,
represente 13,5% dos habitantes (SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE, 2010).
Desta forma, estima-se que a cidade possua 85.637 cdes. Portanto para uma
prevaléncia da EMC de 50% e com intervalo de confianca de 95%, o numero de
amostras colhidas deveria ser de no minimo 382.

Para o levantamento epidemiolégico foram colhidas 400 amostras de sangue
de cées saudaveis da area urbana e rural de Uberlandia, mediante autorizacdo dos
proprietarios e chefia do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ). As amostras foram
colhidas no periodo de 03 de maio a 27 de agosto de 2010 no CCZ, residéncias e
fazendas do municipio. As amostras colhidas com o auxilio da equipe do CCZ foram
dos caes errantes provenientes da captura e de caes doados e entregues no CCZ.
Durante a campanha de vacinacéo anti-rabica foram acompanhados alguns postos
de vacinacdo e com o consentimento dos proprietarios, as amostras eram colhidas.
As demais amostras foram colhidas em residéncias urbanas e rurais do municipio
com o consentimento dos proprietarios. Em anexo estd o modelo do termo de
autorizacao da coleta de amostra de sangue.

Os caes eram contidos pelos proprietarios ou voluntarios e apds prévia
desinfeccédo da pele e pélos era realizada a puncéo da veia cefalica com agulha para
coleta de sangue a vacuo 21G” (Labor Importacdo Exportacdo, Osasco, BR) e
utilizacdo de tubos a vacuo (Terumo, Leven, BE). As amostras eram mantidas
refrigeradas até a chegada ao laboratorio para centrifugacdo a 100g por 10 min,

separagdo do soro e estoque em freezer -20°C.
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3.2 Propagacéao de cepas de E. canis

O isolado de E. canis S&o Paulo, cedidas pelo Dr. Marcelo Bahia Labruna,
Universidade de S&o Paulo foi propagado em cultivo celular utilizando-se células de
linhagem DH82 (ATCC n° CRL-10389). O cultivo foi mantido em garrafas de cultivo
de 25 cm?® (Techo Plastic Products, Transdingen, CH) com meio DMEM - Dulbeccos
Modified Eagles Medium Low Glucose (LGC Biotecnologia, Cotia, BR) acrescido de
5% de soro de bezerro (Hyclone, Utah, US), renovado parcialmente a cada 2-3 dias
e mantido a 37°C e 5% de CO, (AGUIAR, 2006).

3.3 Confeccéo de laminas para RIFI

Através do monitoramento de esfregacos da monocamada celular corados
com Kit Panotico Rapido (Laborclin, Pinhais, BR) avaliava-se a taxa de infeccdo
celular e quando apresentava aproximadamente 80-95% de infeccdo a
monocamada era raspada com cell scraper (Techo Plastic Products, Transdingen,
CH), o conteudo da garrafa centrifugado a 100g por 10minutos e o sobrenadante
descartado. O precipitado recuperado era diluido em aproximadamente 5 mL PBS
estéril pH 7,2 e realizada nova centrifugacao para retirada do meio remanescente e 0
precipitado novamente diluido em PBS estéril. A suspensao de células era contada
em camara de neubauer e acertada para uma concentracao de 10.000 células/ mL

Laminas proprias para Imunofluorescéncia (Perfectalab, Sdo Paulo, BR) eram
previamente submersas em acetona por 10 minutos, secas e em seguida limpas
com alcool etilico absoluto.

Foram aplicados 10 pL da suspensdo de células infectadas por poco nas
laminas e mantidas em temperatura ambiente por aproximadamente 2 hs ou até que
estivessem secas. ApoOs eram fixadas com acetona, identificadas, embaladas

individualmente em papel aluminio e congeladas a -20°C.

3. 4 Reacao de imunofluorescéncia indireta

As amostras de soro de cdes de Uberlandia foram diluidas 1:80 em PBS

acrescido de 1% soro albumina bovina (Sigma Aldrich, Saint Louis, US).
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Soro controle negativo foi obtido de c&o sadio sem contato com carrapatos e
negativo na nPCR do gene 16S rRNA e o controle positivo, de um cdo com quadro
clinico de EMC confirmado pela presenca de mérulas no esfregaco sanguineo e
NPCR do gene 16S rRNA.

Desta forma, dez uL das amostras de soros diluidos na razéo 1:80, controles
positivo e negativo foram aplicados aos pocos das laminas préprias para RIFI,
previamente preparadas e incubadas em camara Umida por 30 minutos a 37°C.
Apés foram lavadas por cinco minutos duas vezes em PBS 7,2 e uma vez em agua
destilada. Ap6s a secagem, foram incubadas com 10 pL anticorpo secundério anti
cdo conjugado com fluoresceina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, US) diluido 1:400 em
PBS e azul de Evans 1:1000 sob o abrigo da luz. As amostras foram novamente
incubadas em camara Umida por 30 minutos a 37°C e em seguida lavadas como
acima descrito, secas e montadas com glicerina tamponada pH 9 e laminulas 40X60
mm (Perfectalab, Sdo Paulo, BR) sob o abrigo da luz. A visualizacao foi realizada
em microscopio fluorescente Axiovert 200M (Zeiss, Jena, GE) sendo o resultado
considerado positivo quando no minimo 50% das células apresentavam morulas

fluorescentes e negativas pela auséncia de fluorescéncia.

3.5 Andlise estatistica

Na coleta das amostras dos cdes foram observadas variaveis qualitativas de
sexo (masculino e feminino), idade (jovens até um ano e adultos com mais de um
ano de idade) e raca. Os cdes do CCZ eram classificados em errantes os
provenientes da captura de cées soltos nas ruas e doados que eram entregues para
doacdo, as demais amostras foram obtidas de cdes com dono durante a campanha
de vacinacéao anti-rabica 2010 e em residéncias uberlandenses. Os proprietarios dos
caes permitiram a coleta conforme modelo de autorizacdo em anexo. O contato ou
nao com carrapatos também foi investigado junto aos proprietarios. A origem
domiciliar dos animais foi classificada em area urbana e rural. Na area urbana,
Uberlandia é dividida em cinco setores: centro, norte, sul, leste e oeste; e possui
guatro distritos: Cruzeiro dos Peixotos, Martinésia, Miraporanga e Tapuirama, 0S
guais formaram a variavel distritos. A coleta de amostras na area rural concentrou-se
em locais proximos as principais rodovias que atravessam o municipio: BR 452 em

direcdo ao municipio de Araxd, BR 050 em diregdo ao municipio de Uberaba, BR
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050 em direcdo ao municipio de Araguari, BR 497 em dire¢cdo ao municipio de Prata,
BR 365 em direcdo ao municipio de ltuiutaba, nas areas da represa: Miranda | e Il, e
na fazenda Sobradinho sede do Instituto Federal do Triangulo Mineiro (IFET) —
Campus Uberlandia. Na Figura 4 estdo representadas informacdes cartogréaficas
sobre Uberlandia, MG.

Figura 4. Representacdo cartografica do municipio de Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil.

Cruzeiro
dos Peixoto
Araguari

Martinésia

Miranda |

Tapuirama i\

Miraporanga

Uberaba

Para avaliar a associacao do resultado positivo ou negativo da RIFI para a E.
canis e as variaveis qualitativas foi utilizado do teste de Qui Quadrado (Viera, 2004),
considerando uma significAncia estatistica p<0,05. Quando as frequéncias
esperadas foram menores que 5 a significancia do teste do qui-quadrado foi obtida
por meio da simulacdo pelo Método de Monte Carlo com 10.000 reamostragens. O
software SPSS versdo 17.0 para Windows (SPSS, Chicago, US) foi utilizado na

andlise.
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3.6 Aprovacédo pelo comité de ética

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais sob o nimero 108/10 em 06 de julho de 2010 (em anexo).
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4. Resultados

Entre os caes amostrados em Uberlandia/MG foram obtidos 211 (52,8%)
positivos e 189 (47,3%) negativos na RIFI para Ehrlichia spp. (FIGURA 5).
Observou-se uma tendéncia do género masculino ser mais reativo que o feminino
(TABELA 5). No entanto, a idade influenciou no resultado da RIFI, cées adultos,
acima de um ano de idade, foram mais reativos que os e jovens, menos de um ano
(p=0,002) (TABELA 6). O fator raca nao foi avaliado, pois algumas das ragas foram
representadas apenas por um animal e a grande maioria das amostras, 265, era de
caes sem raca definida e apenas 135 apresentavam definicdo racial, onde 25 racas
diferentes foram observadas (FIGURA 6).

FIGURA 5: Relacao entre numero e percentual de cées positivos e negativos para
Ehrlichia spp. pela reacdo de imunofluorescéncia indireta, Uberlandia/MG, 2010.

M positivos

B negativos
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TABELA 5. Frequéncia de caes positivos e negativos para Ehrlichia spp. pela reacéo
de imunofluorescéncia indireta de acordo com o sexo, Uberlandia/MG, 2010.

RIFI
NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
MACHOS 80 110 190
% 42,3 57,7 100,0
FEMEAS 109 101 210
% 51,9 49,1 100,0
TOTAL 189 211 400
% 47,2 52,8 100,0

Qui-quadrado: 3,843; p= 0,057.

TABELA 6. Frequéncia de cédes positivos e negativos para Ehrlichia spp. pela reacéo

de imunofluorescéncia indireta classificados como adultos e jovens, Uberlandia/ MG,

2010.

RIFI
NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL

ADULTOS 145 187 332
% 43,7 56,3 100,0

JOVENS 44 24 68
% 64,7 35,2 17,0

TOTAL 189 211 400
% 47,2 52,8 100,0

Qui-quadrado: 10,016; p= 0,002.
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FIGURA 6: Frequéncia das racas de caes amostradas, Uberlandia/MG, 2010.
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Outras racas

SRD: sem rac¢a definida.

Avaliando a populacéo canina dos setores: centro, norte, sul, leste e oeste da
cidade de Uberlandia, os caes errantes apresentaram um percentual de positividade
(68,8%) muito maior que os doados (34,1%), apresentando uma inversdo numérica
entre estas duas variaveis, ja que o percentual de negativos dos errantes foi de
(31,25%) e dos doados (65,9%). O grupo com dono apresentou também um
percentual superior de cdes positivos (54,87%), mas o percentual de negativos nao
diferiu muito (45,13). Na analise das trés categorias, errantes, doados e com dono,
observa-se que os resultados de positivos e negativos foram influenciados (p=
0,002) (TABELA 7).

N&o houve diferenca significativa nos resultados da RIFI em relacdo ao
contato ou ndo dos cées por carrapatos, embora dentre os reativos, foi relatado que
188 caes tiveram contato prévio ou atual com carrapatos, contra 49 que nunca
tiveram contato (TABELA 8). Proprietarios que nao souberam informar sobre o
contato do seu cdo com carrapatos nao foram computados. Embora nédo tenha sido
realizado exame clinico na procura de ectoparasitas, durante a colheita das

amostras, oito cdes apresentavam infestacdo por carrapatos, sendo quatro positivos
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(um cao de captura, dois cées de doacao e um com dono) e quatro negativos (um de
doacao, um com dono e dois da zona rural). Foram observadas em uma residéncia
urbana, que embora com o relato de infestacdes constantes dos caes por
carrapatos, a doenca nunca se manifestou e também néo reagiram ao RIFI. Na zona
rural, onde em uma propriedade que teve infestacdo por carrapatos recentemente,
0s cées infestados eram negativos. Em outras duas residéncias com coabitagcdo de
caes, onde apenas um dos animais desenvolveu a doenca, 0os demais caes eram

reagentes, apesar de nao ter tido a EMC clinica.

TABELA 7. Frequéncia de cées errantes, doados e com donos positivos e negativos
para Ehrlichia spp. pela reagdo de imunofluorescéncia indireta, procedentes dos
setores centro, norte, sul, leste e oeste, Uberlandia/ MG, 2010.

RIFI

NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL

ERRANTES 20 44 64
% 31,2 68,8 100,0

DOADOS 29 15 44
% 65,9 34,1 100,0

COM DONOS 74 90 164
% 45,1 54,9 100,0

TOTAL 123 149 272
% 45,2 54,8 100,0

Qui-quadrado: 12,645; p= 0,002.

Na tabela 9 sdo apresentados os numeros e percentuais de positivos e
negativos das diferentes localidades amostradas apresentando uma diferenca
altamente significativa (p=0,001). O maior percentual de positivos foi encontrado nos
distritos (76,7%), seguido da cidade (55,9%) e depois zona rural com apenas
(39,2%). A tabela 10 mostra os resultados da amostragem com a estratificacdo dos
setores de Uberlandia (p=0,001), entdo ha uma dependéncia entre eles e a RIFI,
como no caso entre o centro e distritos com 25,0 e 76,7% de positivos e 75,0 e
23,7% de negativos respectivamente. Entre os setores, 0 centro apresentou 0 menor
percentual de caes positivos (25,0%) e o setor oeste 0 maior percentual (62,3%)

seguido pelo sul (53,1%).
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TABELA 8. Frequéncia de caes positivos e negativos pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta que tiveram ou n&o contato com carrapatos, Uberlandia,
2010.

RIFI
NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
CONTATO COM CARRAPATOS 80 108 188
% 42,5 57,5 100,0
SEM CONTATO COM CARRAPATOS 24 25 49
% 49,0 51,0 100,0
TOTAL NUMERO 104 133 237
% 43,9 56,1 100,0

Qui-quadrado:0,652; p= 0,419.

A tabela 11 mostra os resultados obtidos na area rural, apresentando uma
diferenca significativa entre as diferentes localidades como observado nas areas
urbanas (p=0.004). A fazenda Sobradinho foi o local com o maior percentual de
positivos 75,0%, seguida pela BR 050 sentido Araguari com 62,5% e BR 365 sentido
Ituiutaba com 58.8%. Ja a localidade com maior percentual de negativos (95,0%) foi
na BR 050 sentido Uberaba, embora tenha o relato de uma fazenda que teve uma
infestacdo com carrapatos ha 6 meses em quatro cdes, os quais foram todos
negativos. O valor de P elevado vem pelas diferencas comparativas entre locais,
como BR 050 sentido Araguari com 37,5% de negativos e 62,5% de positivos,
enquanto que na BR 452 sentido Araxa sdo 62,5% de negativos e 37,5% de

positivos, exatamente o inverso.
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TABELA 9. Frequéncia de caes da cidade, distritos e zona rural, positivos e
negativos para Ehrlichia spp. pela reacdo de imunofluorescéncia indireta,
Uberlandia/ MG, 2010.

PROCEDENCIA RIFI
NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
CIDADE 123 150 273
% 45,1 54,9 100,0
DISTRITOS 7 23 30
% 23,3 76,7 100,0
ZONA RURAL 59 38 97
% 60,8 39,2 100,0
TOTAL 189 211 400
% 47,2 52,8 100,0

Qui-quadrado: 15,141; p= 0,001.
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TABELA 10. Frequéncia de cades dos setores: centro, leste, norte, oeste e sul,
distritos e zona rural e os resultados de positivos e negativos para Ehrlichia spp. pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta, Uberlandia/MG, 2010.

PROCEDENCIA RIFI
NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
CENTRO 6 2 8

% 75,0 25,0 100,0

DISTRITOS 7 23 30
% 23,3 76,7 100,0

LESTE 30 26 56
% 53,6 46,4 100,0

NORTE 19 30 49
% 38,8 61,2 100,0

OESTE 29 48 77
% 37,7 62,3 100,0

SUL 39 44 83
% 46,9 53,1 100,0

ZONA RURAL 59 38 97
% 60,8 39,2 100,0

TOTAL 189 211 400
% 47,2 52.8 100,0

Qui-quadrado: 20,827;p= 0,001.
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TABELA 11. Frequéncia de caes da zona rural, positivos e negativos para Ehrlichia

spp. pela reacao de imunofluorescéncia indireta, Uberlandia/MG, 2010.

PROCEDENCIA RIFI

NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL

BR 050 - Araguari 6 10 16
% 37,5 62,5 100,0

BR 452 - Araxa 10 6 16
% 62,5 37,5 100,0

Fazenda Sobradinho - IFET 2 6 8
% 25,0 75,0 100,0

BR 365 - ltuiutaba 7 10 17
% 41,2 58,8 100,0

Represa de Miranda 2 1 3
% 66,7 33.3 100,0

Represa de Miranda | 1 1 2
% 50,0 50,0 100,0

BR 497 - Prata 9 6 15
% 60,0 40,0 100,0

BR 050 - Uberaba 19 1 20
% 95,0 5,0 100,0

TOTAL 56 41 97
% 57,7 42,3 100,0

Qui-quadrado: 19,817; p= 0,004.
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5. Discussao

Os resultados sorologicos da prevaléncia da EMC em Uberlandia séo altos
52,8%. No Rio Grande do Sul (SAITO et al., 2008) encontrou-se a prevaléncia mais
baixa do pais, 4,8%. Na cidade de Cuiaba (SILVA et al., 2010), observaram que 42%
dos cées eram reagentes. Nos distritos de Cajazeiras e Itapud de Salvador 35,6%
dos caninos foram positivos (SOUZA et al., 2010). Em Monte Negro, Rondonia,
37,9% da populacédo canina da cidade e 24,9% da area rural foi positiva (Aguiar,
2007a). Em Minas Gerais, existem dois estudos, em Novo Cruzeiro, uma regiao
endémica para febre maculosa, onde 17,81% dos cdes eram positivos (GALVAO et
al., 2002) e nas zonas rurais de Belo Horizonte com 37,8%, Lavras 24,7% e
Nanuque com 65,6% de reagentes (COSTA JR et al., 2007).

O estudo sorolégico mostra, geralmente, um maior numero de positivos que
outras técnicas como a observacdo de morulas no esfregaco sanguineo que sao
observados somente em um pequeno numero de cédes que estdo em fase de
parasitemia elevada. Souza et al. (2010) dectaram que apenas 34,5% dos
soropositivos amplificaram DNA de E. canis, esta diferenca ocorre em regides
endémicas onde muitos ndo desenvolvem a doenca e outros eliminam a bactéria,
mas permanecem o0s anticorpos. Na sorologia, sdo detectados animais na fase
inicial da doenca, em torno de 15 dias pos-infeccdo, doentes nas diferentes fases da
doenca e os convalescentes. Desta forma, cdes que tiveram contato com a bactéria
podem apresentar anticorpos por periodos logos como dois anos (IQBAL,
CHAICHANASIRIWITHAYA e RIKIHISA, 1994; HARRUS et al., 1998).

Prevaléncias sorolégicas sédo variaveis em todo o mundo. Na Tunisia,
M’Ghirbi et al. (2009), detectaram 54,2% de soropositivos usando a RIFI. Na regido
da Sardina, Italia, 46,7% de 1.000 amostrados eram reagentes a RIFI (COCCO et
al., 2003). A soroprevaléncia de E. canis em Castilla-Léon, norte da Espanha foi de
19,2% dos cées pela RIFI (SAINZ et al., 1996). No Jap&o a prevaléncia encontrada
foi menor 10%, também usando a RIFI (WATANABE et al., 2004). Em um estudo
avaliando a prevaléncia em estados americanos, pela deteccdo de anticorpos anti
erliquia utilizando o teste SNAP, os resultados foram varidveis entre localidades
(regibes e estados) e entre 982.336 amostras o percentual de positivos foi de
apenas 0,6% (BOWMAN et al.,, 2009). No sudeste do Canada, a deteccdo de
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anticorpos também foi baixa 1 reagente em 271 amostras (0,37%) (GARY et al.,
2006) e algumas regides parecem estar livres deste agente como o norte da
Australia (MASON et al., 2001).

Houve uma tendéncia (p= 0,057) dos cdes machos serem mais positivos que
as fémeas. Aguiar et al. (2007) e Silva et al. (2010) ndo observaram diferencas entre
sexo. Ja, Costa Jr et al. (2007) encontraram um maior numero de machos que
fémeas. Os achados do presente trabalho e de Costa Jr et al (2007) poderiam ser
explicados pelos machos serem mais vagantes que as fémeas. Borin et al (2009),
nos diagnosticos hospitalares de Uberlandia, o niumero de fémea diagnosticadas
como positivas na citologia foi maior. No entanto, estes resultados possuem o viés
de ter trabalhado com uma casuistica hospitalar.

Animais adultos, acima de um ano de idade foram significativamente mais
positivos que os jovens. O maior tempo de vida possibilita maior oportunidade de
contato com a E. canis, justificando a maior positividade dos adultos. Caes com mais
de 13 meses foram mais reagentes na Italia (COCCO, 2003). Costa Jr et al. (2007),
em regides rurais mineiras, verificaram maior positividade em animais com mais de
cinco anos de idade, assim como encontrado em caes adultos de Israel que também
foram mais reagentes na RIFI (BANETH et al., 1996). Nas amostras de Monte Negro
(AGUIAR et al.,, 2007a) e Cuiaba (SILVA et al.,, 2010) ndo foram encontradas
diferencas entre idade dos cées e prevaléncia da EMC. Nos atendimentos
hospitalares de Uberlandia, os caes jovens foram mais prevalentes no
desenvolvimento do quadro clinico de erliquiose, mostrando talvez sua menor
resisténcia perante a primeira infeccdo (BORIN et al., 2009).

Durante a coleta das amostras de sangue, ndo se fazia uma busca por
ectoparasitas, mesmo assim oito cdes foram identificados infestados por carrapatos,
e destes, metade eram reagentes. Entre os cdes com dono, os proprietarios eram
indagados sobre o contato com carrapatos. Entretanto, o relato do contato ou nao
com carrapatos néo influenciou o resultado positivo ou negativo da RIFIl. Resultados
semelhantes foram encontrados por Borin et al (2009). Sainz et al. (1996) né&o
encontraram diferencas de positividade em caes espanhodis com histérico de
infestacdo por carrapatos daqueles sem. Em trés areas rurais de Minas Gerais a
infestacdo por carrapatos foi significativa nos cées positivos (COSTA JR et al.,
2007).
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Em uma residéncia urbana, onde foram relatadas infestacbes constantes dos
caes por carrapatos, e em uma propriedade rural que teve infestagcéo por carrapatos
recentemente, os cées infestados eram negativos. Portanto, nestes dois casos, 0s
carrapatos domiciliados nestes locais provavelmente eram livres da E. canis.
Utilizando o R. sanguineus para transmissao experimental da E. canis, Bremer et al.
(2005) tiveram éxito na transmissédo entre 50 e 70% dos casos. Populagbes de
carrapatos com baixa taxa de infeccao foram observadas, sugerindo que no repasto
sanguineo alguns vetores ndo sao contaminados (AGUIAR et al., 2007a). Outro fato
observado em duas residéncias com coabitacdo de cdes, onde um cao ja havia
desenvolvido a doenca, sendo este e os demais sororreativos, significando que
alguns cées nao desenvolvem a doenca. Esta observacédo concorda com (HARRUS
et al., 1998) que em regides endémica ocorrem muitos animais soropositivos, nao
desenvolvendo a doenca. A dose do inoculo, condi¢des fisicas e imunologicas do
hospedeiro podem influenciar no desenvolvimento ou ndo da doenca (NEER e
HARRUS, 2006).

A diferenca de positividade em cades errantes foi significativa. O fato de
estarem em condicbes higiénicas e alimentares deficientes propicia o0
desenvolvimento de inimeras doencas. Como a principal forma de controle da EMC
€ com o uso de acaricidas sobre o ambiente e animais infestados com o R.
sanguineus, estes animais ndo desfrutam deste beneficio. Em um levantamento
epidemiologico em Israel (BANETH et al., 1996), 23,9% dos cédes que freqientavam
clinicas veterinaria e 37,5% dos errantes foram reativos na RIFI.

Foram demonstradas diferencas de positividade entre localidades urbanas e
rurais, indicando que algumas regifes foram mais propensas a doenca, talvez por
uma maior propagacao de carrapatos e cdes contaminados naquela regiéo.

Os locais amostrados neste estudo mostraram-se muito diferentes quanto a
prevaléncia da EMC. Foram encontradas diferencas entre area urbana e rural.
Resultados entre cdes que moram no meio urbano e rural sdo variaveis. Os
resultados de Costa Jr et al. (2007) foram de positividades elevada como 76% na
area rural de Nanuque/ MG. Na Espanha, cdes da zona rural também foram mais
positivos que da zona urbana (SAINZ et al., 1996). A populacdo da area rural é
predominantemente pobre e seus animais geralmente infestados por carrapatos,
associado a proximidade da floresta sédo fatores que possam influenciar na maior
ocorréncia na zona rural (CARVALHO et al., 2008).
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Estudando a populacdo de carrapatos em cdes de Uberlandia também foi
encontrada uma infestagcdo maior na &rea rural (52,9%) que na area urbana (32,2%).
No entanto, embora o R. sanguineus foi o mais encontrado na zona rural outras
espécies de carrapato também foram encontradas (SZABO et al.,2010) e estas n&o
transmitem a E. canis.

No presente trabalho, a menor prevaléncia na zona rural, pode ser explicada
pela baixa densidade de animais na zona rural, com pouco transito de animais entre
propriedades, ocorréncia de diferentes espécies de carrapato e talvez pouco
infectados pela E. canis, determinando a existéncia de localidades com baixas e
altas prevaléncias. Em Rondobnia, os cdes das areas rurais também tiveram menor
prevaléncia que na urbana (AGUIAR et al., 2007a).

A populagdo canina urbana deste estudo foi mais prevalente. Em Cuiaba,
onde foi avaliada apenas a populacdo canina urbana foram encontradas diferencas
estatisticas entre os bairros estudados (SILVA et al., 2010). Dentre os setores
urbanos, observou-se reatividade diferenciada entre setores e distritos. Embora
Uberlandia apresente um indice de desenvolvimento urbano de 0,830, sendo
superior ao estadual 0,766 e nacional 0,757 (PREFEITURA MUNICIPAL DE
UBERLANDIA, 2009) possui bairros periféricos populosos, com baixo poder
econdmico e populacdo canina elevada. Com os dados do ultimo CENSO/ IBGE
2000 (SECRETARIA MUNICIPAL DE PLANEJAMENTO, 2010) é possivel visualizar
o rendimento nominal mensal (RNM) de setores e distritos de Uberlandia. O
rendimento nominal mensal é a soma dos ganhos de uma pessoa com 10 anos ou
mais de idade, proveniente do trabalho e de outras fontes, que é estimada pelo
salario minimo (SM). Assim os setores de Uberlandia, Central e Leste apresentam o
maior namero de familias com renda entre 5-10 SM e nos demais setores Norte, Sul
e Oeste a renda € de 3-5 SM. Nos distritos os valores sdo ainda menores de 1,5 a 2
SM por familia. Se comparados estes dados com a reatividade da RIFI, os distritos e
setores Oeste e Sul, que foram mais reagentes sdo também 0s que concentram
menores SM por familia.

Como exemplo, o Setor Oeste, que possui 0 maior numero de cdes vacinados
(14.151) na campanha anti-rAdbica de 2009 (CCZ/ Uberlandia informactes
particulares). Estes locais com menor RNM geralmente apresentam uma densidade
canina maior, casas agrupadas e constru¢fes propicias ao abrigo do R. sanguineus,

associados ao controle deficiente do carrapato, podem acarretar na propagacao
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deles e maiores chances de ocorréncia de doencas transmitidas por eles. Nestes
bairros periféricos, sdo observados também muitos cé@es nas ruas, ajudando na
difusdo de doencas. Os habitos gregarios, errantes e andantes dos caninos facilitam
a disseminacdo de doencgas, dificultando um zoneamento efetivo, pois muitos caes
das fazendas eram provenientes da cidade, e a populagéo errante altamente positiva
ajuda na disseminac¢do por todo o municipio.

A EMC é considerada uma zoonose, onde o risco foi observado na Venezuela
(PEREZ et al., 1996; UNVER et al., 2001). A alta incidéncia entre cdes na cidade de
Uberlandia confirma o carater endémico da doenca e é um fato a ser monitorado e
combatido, tendo em vista o risco a populacdo humana.

No caso da EMC, a principal forma de controle da doencga esta no controle do
vetor e o tratamento de cdes doentes. Caes com donos responsaveis sao bem
alimentados, higienizados e recebem tratamentos profilaticos e curativos. Caes
errantes, que nao recebem qualquer forma de controle, foi 0 grupo com o maior taxa
de positividade. Os errantes devem receber uma atencéo especial dos agentes de
saude, o recolhimento das ruas e o encaminhando a abrigos ou a doa¢éo, sdo meios
para diminuir a propagacdo de inumeras doencas caninas. Medidas sanitarias
publicas devem ser adotadas para o controle da populacdo canina: como incentivar
a posse responsavel, castracdo de machos e fémeas, controle de vetores e doencas

de caes.
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6. Conclusdes

A populagdo canina de Uberlandia apresenta uma prevaléncia alta de
anticorpos anti Ehrlichia spp. Foram observados maiores nuimeros de reagentes
entre os caes com idade superior a um ano de idade, nos errantes e nas regioes

onde o desenvolvimento econémico da populacdo humana era inferior.
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Consideragoes Finais
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O sequenciamento do gene 16S rRNA confirma que o isolado de Uberlandia é
realmente E. canis e este apresenta identidade alta com os demais isolados ja
obtidos no Brasil e no mundo.

Os antigenos para reacdao de imunofluorescéncia indireta de dois isolados
brasileiros de E. canis, Sdo Paulo e Uberlandia, podem ser usados no diagndstico
da erliquiose monocitica canina, apresentando a mesma sensibilidade na
identificacdo de animais positivos. No entanto, por apresentarem diferencas na
titulacdo final, esta deve ser utilizada com restricbes para qualquer que seja sua
finalidade.

A erliquiose monocitica canina € endémica em Uberlandia e foi confirmada
pela alta prevaléncia de anticorpos anti Ehrlichia spp. usando a reacdo de
imunofluorescéncia indireta. Os cdes com mais de um ano de idade, errantes e 0s
gue residem em localidades com menor desenvolvimento econbmico foram os

grupos com maior niumero de reagentes.
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ANEXOS
Autorizacao
BU, i , portador do documento de identidade ou CPF namero
(TS 0 =1 01 (T
.................................................................................................................. , autoriza a
coleta de amostra sangue do meu c&o denominado ............ccccvvvvviiieeeeenenn. para ser

utilizada no Projeto de Doutorado intitulado “Diagnéstico sorolégico, isolamento e

caracterizacao genética da erliquiose canina na regiao de Uberlandia”.

Uberlandia,.......... Ao, de 20.....
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genética da erliquiose canina na regigo de Uberlandia”.

Pesquisador Responsavel: Marcelo Emilio Beletti

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redag&o e da metodologia apresentadas.
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