UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUAGCAO
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

FRANCISCA CEDMA DE SOUSA OLIVEIRA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Ehrlichia canis E ALTERACOES CLINICO-
EPIDEMIOLOGICAS ASSOCIADAS A INFECCAO EM CAES ATENDIDOS NO
HOVET DA UFERSA

MOSSORO
2020



FRANCISCA CEDMA DE SOUSA OLIVEIRA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Ehrlichia canis E ALTERACOES CLINICO-
EPIDEMIOLOGICAS ASSOCIADAS A INFECCAO EM CAES ATENDIDOS NO
HOVET DA UFERSA

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Medicina Veterinaria.

Orientadora: Juliana Fortes Vilarinho Braga,
Profa. Dra.

MOSSORO
2020



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de san¢des administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis
gue regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contetdo desta obra tomar-se-a de dominio publico ap6s a data de defesa e homologacao da sua respectiva

ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a)

sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

48d Aiveira, Francisca Cednma de Sousa.

DI AGNOSTI CO MOLECULAR DE Ehrlichia canis E
ALTERAQCES CLI NI CO- EPI DEM OLOG CAS ASSCCl ADAS A
| NFECCAO EM CAES ATENDI DOS NO HOVET DA UFERSA /
Franci sca Cedma de Sousa Aiveira. - 2020.

48 f. : il.

Oientadora: Juliana Fortes Vilarinho Braga.
Monogr afi a (graduacdo) - Universi dade Federal
Rural do Semi -é&rido, Curso de Medicina
Vet erinaria, 2020.

1. Doencas transnmitidas por vetores. 2.
Erliqui ose canina. 3. PCR 4. Rhipicephalus
sangui neus. 5. Semiarido. |I. Fortes Vilarinho
Braga, Juliana, orient. Il. Titulo.

O servigo de Geragédo Automatica de Ficha Catalogréafica para Trabalhos de Concluséo de Curso (TCC’s) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computacédo da Universidade de S&o Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagéo
e Comunicacgéo (SUTIC) sob orientagdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduacao e Programas de Pés-Graduagdo da Universidade.



FRANCISCA CEDMA DE SOUSA OLIVEIRA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Ehrlichia canis E ALTERACOES CLINICO-
EPIDEMIOLOGICAS ASSOCIADAS A INFECCAO EM CAES ATENDIDOS NO
HOVET DA UFERSA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
a Universidade Federal Rural do Semi-Arido
como requisito para obtencio do titulo de
Bacharel em MEDICINA VETERINARIA.

Defendida em: 07 /02 / 2020.

BANCA EXAMINADORA

Juliana Fortes Vilarifilo Bragé’,‘ Profa. Dra. (UFERSA)
Presidente

Joiio Marcelo Azevedo dé Bald Atnes, M.V. Dr. (UFERSA)
Membro Examinador

Klivio Loreno R.';&dino Tomaz, M.V. MSc. (UFERSA)
embro Examinador



Aos meus pais, Maria e Eider, por todo amor,
incentivo, confianca e paciéncia.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, meu guia e protetor de todas as horas.

Agradeco aos meus pais, Maria e Eider, pelo amor incondicional, por sempre me
incentivarem e sonharem ao meu lado. Agradeco por todo o carinho e confianga que
depositaram em mim. Essa conquista € nossa, amo VOcés.

Agradeco aos meus irméos Rebeka e Renato por toda palavra de incentivo, por estarem
presentes nos momentos de superacdo, mas também, nos momentos de irritabilidade e estresse.
Vocés sdo muito importantes para mim.

Aos meus sobrinhos Leticia, Gabriel, Maria Eduarda e Jodo Miguel, pelo carinho,
transmitindo para mim toda serenidade e inocéncia que tanto precisei nos momentos dificeis.

A minha orientadora, Professora Juliana pela orientacdo, por todo aprendizado,
dedicacdo, paciéncia, confianca, conselhos e convivio. Grata pela sua participacdo ativa na
minha formacé&o profissional.

Ao membros da banca examinadora, M.V. Dr. Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes
e M.V. MSc. Klivio Loreno Raulino Tomaz, por terem aceitado o convite para participar da
minha banca de defesa de monografia. O conhecimento cientifico, experiéncia profissional,
sugestdes e discussdes sobre o trabalho contribuirdo muito para o enriquecimento do mesmo, e
também para o meu conhecimento profissional.

Ao meu grande amigo Bruno, por todo carinho durante o tempo de curso, por se mostrar
disposto a ajudar sempre que precisei, pelas risadas, horas de estudos, pelo companheirismo.
Vocé foi essencial nesta fase final do curso, pois, sem tua ajuda, empenho, dedicacgéo, eu ndo
teria conseguido. Sou eternamente grata a sua pessoa, vocé € especial, maninho.

A minha querida amiga iris, pelo carinho durante nosso convivio na universidade, por
se fazer presente, por me incentivar e orientar a ser um profissional e pessoa melhor. Obrigada
pela sua amizade, companheirismo e todos 0s momentos vividos.

A Raylanne e Sandy, pela amizade conquistada, por toda ajuda no laboratorio, nas
coletas, nas discusses cientificas, vocés foram essenciais nessa jornada final.

As residentes do HOVET-UFERSA, Luanda, Diane, Stphanie e em especial, a
Emanuelle e Giovana, por todo convivio, conhecimentos repassados, paciéncia, amizade
durante os estagios. Meu muito obrigada, por tudo.

Aos amigos queridos e familiares, vocés sdo muito mais importantes do que pensam.
Obrigado por estarem sempre por perto, pelo interesse, pelas palavras de incentivo, por todo

carinho, por tornarem toda essa luta mais suportavel e por me fazerem mais feliz.



A Grande Conquista € o resultado de pequenas
vitdrias que passam despercebidas.

Paulo Coelho



RESUMO

A erliguiose canina € uma doenca de ocorréncia mundial causada pela bactéria Ehrlichia canis
e transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato. A ampla distribuigdo do
vetor, alta frequéncia da doenca e inespecificidade dos sinais clinicos tornam frequente a
suspeita da doenca na clinica médica de caes. Diante disso, objetivou-se determinar a ocorréncia
e as caracteristicas clinico-epidemiologicas associadas a infeccdo por E. canis em cées
atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Foram
analisados 30 cdes, independente de sexo, racga, idade e suspeita clinica. Apos anamnese e
exame clinico, foram coletadas amostras sanguineas para extracdo de DNA e realizacdo da
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), além de carrapatos para identificacdo taxonémica.
Apos a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a PCR para deteccdo do gene de beta-
actina e nested PCR para deteccdo do gene 16S rRNA de E. canis. Na populacdo canina
analisada, em 13,3% (4/30) houve deteccdo do DNA de E. canis. Em 75% (3/4) desses animais,
houve suspeita clinica da doenca. Dentre todos 0s parametros analisados, apenas com relacédo a
idade foi observada associacao (p<0,05) a infec¢do por E. canis, sendo a detecgdo da bactéria
mais frequente em cdes com menos de dois anos de idade. Todos os cédes estudados
apresentavam historico (100%, 30/30) e/ou presenca de carrapato (30%, 9/30), sendo todos
identificados como R. sanguineus. Dessa forma, a PCR permitiu a identificacdo de E. canis e
pode auxiliar no diagndstico diferencial em cées com sinais clinicos inespecificos e historico
de parasitismo por carrapatos.

Palavras-chave: Doencas transmitidas por vetores. Erliquiose canina. PCR. Rhipicephalus
sanguineus. Semiarido.



ABSTRACT

Canine ehrlichiosis is a worldwide disease caused by the bacterium Ehrlichia canis and
transmitted by the tick Rhipicephalus sanguineus sensu lato. The wide distribution of the vector,
the high frequency of the disease and the non-specificity of clinical signs make the disease
common in the clinical practice of dogs. Therefore, the aim of this study was to determine the
occurrence and the clinical and epidemiological characteristics associated with infection by E.
canis in dogs treated at the Veterinary Hospital of the Universidade Federal Rural do Semi-
Arido. Thirty dogs were analyzed, regardless of gender breed or age, under any clinical
suspicion. After anamnesis and clinical examination, blood samples were collected for DNA
extraction and Polymerase Chain Reaction (PCR), in addition to ectoparasites (ticks) for
taxonomic identification. After DNA extraction, the samples were subjected to PCR to detect
the beta-actin gene and, then, nested PCR to detect the E. canis 16S rRNA gene. E. canis DNA
was detected in 13.3% (4/30) of the canine population analyzed. In 75% (3/4) of these animals,
there was clinical suspicion of the disease. Among the parameters analyzed, only age was
associated (p<0.05) to infection by E. canis, with the bacterial detection being more frequent in
dogs under two years old. All dogs studied had a history (100%, 30/30) and/or presence of ticks
(30%, 9/30), which were identified as R. sanguineus. Thus, PCR allowed the identification of
E. canis and may aid in the differential diagnosis in dogs with nonspecific clinical signs and
with a history of tick parasitism.

Keywords: Tick-borne diseases. Canine ehrlichiosis. PCR. Rhipicephalus sanguineus.
Semiarid.
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1 INTRODUCAO

Cées e humanos estdo expostos e sdo susceptiveis a infeccdo por muitos patdgenos
causadores de doencas transmitidas por vetores (DTV’s), como a erliquiose, que ja foi
diagnosticada em cées e humanos associadas aos agentes Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis
e Ehrlichia ewingii (NICHOLSON et al., 2010). Nesse contexto, os cées tém papel de destaque,
uma vez que sdo frequentemente infectados por patdgenos transmitidos por vetores e possuem
papel crucial como reservatorios e hospedeiros no ciclo de vida desses agentes (DAY, 2011,
MAIA et al., 2015).

A erliquiose canina ¢ uma doenca de distribuicdo cosmopolita transmitida por carrapatos
causada por uma alfa-proteobactéria intracelular obrigatoria, Ehrlichia canis (E. canis),
(HARRUS & WANER, 2011), que infecta células hematopoiéticas maduras e imaturas,
especialmente do sistema fagocitario mononuclear (DUMLER et al., 2001). Uma das principais
razes para a frequente ocorréncia de E. canis € o seu vetor, o carrapato Rhipicephalus
sanguineus sensu lato, comum em areas rurais e urbanas de regides tropicais e subtropicais do
mundo (AGUIAR et al., 2007a; DANTAS-TORRES, 2008; AKTAS, 2014; AKTAS et al.,
2015). A infeccdo no hospedeiro vertebrado € possivel em qualquer estagio de parasitemia do
carrapato (ninfa e adultos) (ALMOSNY, 2002).

Atualmente, a distribuicdo da erliquiose no Brasil € ampla (VIEIRA et al., 2011). Na
ultima década, a doenca tem sido identificada como causa de morbidade e mortalidade nos
animais e no homem, representando uma importante zoonose, em decorréncia da maior
exposicao humana a locais onde ha presenca de carrapatos e em regies onde a erliquiose canina
é enzootica (MORAES et al., 2004; SAITO, 2009). No Brasil, uma maior prevaléncia da doenga
tem sido observada na regido nordeste (43%), contrastando com uma menor ocorréncia da
doenca na regido sul do pais (1,7%) (BRITO, 2006).

O sucesso do tratamento da erliquiose canina depende da precocidade do diagnostico, o
que leva a uma melhora do prognostico. Nesse sentido, os testes confirmatorios séo de grande
importancia para se chegar a um diagnostico definitivo da mesma. O diagndéstico da doenga em
cdes frequentemente é desafiador para o clinico veterinario de pequenos animais devido a
caracteristica multissisttmica da doenga (HARRUS & WANER, 2011), sendo este baseado na
combinacéo dos sinais clinicos, alteragdes hematoldgicas e achados citologicos, além de testes
soroldgicos. Dentre esses, a reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) é o teste soroldgico

mais amplamente utilizado para o diagndstico de erliquiose canina (WANER et al., 2001).



14

Nos ultimos anos, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo incorporada ao
plano diagnostico (NEER & HARRUS, 2006). Contudo, a amplificacdo do DNA por meio de
PCR forneceu um diagnostico direto mais sensivel, especifico e confiavel (IQBAL et al., 1994).
Sendo assim, as técnicas moleculares surgem como metodologia alternativa para o diagnostico,
identificacdo e diferenciagdo de microrganismos, sobrepondo as limitagfes das técnicas
convencionais de diagnostico.

Estudos realizados em regido semiarida do nordeste brasileiro, utilizando testes
soroldgicos, constataram alta prevaléncia de anticorpos anti-E. canis, esses dados sdo
consistentes com infec¢6es prolongada e estimulacédo antigénica cronica (ROTONDANO et al.,
2015; AZEVEDO et al., 2011; ARAES-SANTOS et al., 2015; TANIKAWA et al., 2013).
Outros trabalhos usando testes moleculares, demostraram alta prevaléncia de E. canis, sendo
este o principal patégeno transmitido por carrapatos de cdes domésticos (ROTONDANO et
al., 2015; HARRUS & WANER, 2011; GONCALVES et al., 2014; LOPES et al., 2019).

Portanto, a erliquiose canina deve ser incluida como parte do diagnostico diferencial nos
cuidados veterinarios de rotina, visto que o vetor, o carrapato R. sanguineus sensu lato é
endémico, e responsavel por transmitir outros agentes além de E. canis, causando
sintomatologia semelhante, dificultando o diagnostico definitivo (ROTONDANO et al., 2015).
Diante dessa problematica, e da escassez de estudos sobre a doenga na regido semidrida
potiguar, torna-se evidente a necessidade de estudos que determinem a ocorréncia da erliquiose
em cdes na regido, assim como as alteracBes clinicopatologicas visando melhorias no

diagnostico e adogdo de medidas especificas no tratamento, controle e profilaxia da mesma.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos

A erliquiose canina foi descrita inicialmente por Donatien & Lestoquard em um cdo da
raca Pastor Alemdo no Instituto Pasteur na Argélia, em 1935, quando foram observados
pequenos organismos semelhantes a Rickettsia (nomeados Rickettsia canis) no interior de
monaocitos em esfregaco sanguineo de caes infestados por Rhipicephalus sanguineus sensu lato.
No ano de 1945, Moshkovshi renomeou Rickettsia canis para Ehrlichia canis, em homenagem
ao famoso bacteriologista alemé&o, Paul Ehrlich (McDADE, 1990).

A doenca ja foi conhecida por pancitopenia tropical canina, riquetsiose canina, febre
hemorragica canina, doenca do céo farejador, tifo canino e doenca de Nairébi (HARRUS et al.,
1997). A erliquiose canina ganhou importancia mundial durante a Guerra do Vietnd, devido as
perdas de um grande nimero de caes militares dos Estados Unidos (HUXSOLL et al., 1970).
Desde entdo, a erliquiose canina tem sido reconhecida mundialmente e é considerada uma das
doencas mais importantes que acometem os cdes, podendo causar infec¢Bes graves e fatais
(NAKAGHI et al., 2008; DA SILVA et al., 2010). No Brasil, a erliquiose canina foi relatada
pela primeira vez em Belo Horizonte, Minas Gerais (COSTA et al., 1973).

2.2 Etiologia

A erliquiose canina é uma doenca causada por bactérias do género Ehrlichia
pertencentes a familia Anaplasmataceae, que possui importantes patdgenos em medicina
veterinaria e salde publica. O género Ehrlichia contempla as espécies E. canis, E. chaffeensis,
E. ewingii, E. muris e E. ruminantium (DUMLER et al., 2001; SHIBATA et al., 2000), sendo
essa classificacao oriunda de informagdes de biologia molecular referentes aos genes 16S rRNA
e groESL. Uma possivel sexta espécie designada como Ixodes ovatus Ehrlichia (Ehrlichia IOE)
detectada em carrapatos Ixodes ovatus no Japdo, causou infec¢do subclinica em cées durante
estudo de infeccdo experimental (WATANABE et al., 2006).

Trés espécies foram descritas até 0 momento no Brasil: E. canis (COSTA et al. 1973;
LABRUNA et al., 2007; UENO et al., 2009) e E. ewingii acometendo cdes (OLIVEIRA et al.,
2009) e E. chaffeensis acometendo um veado pantaneiro (MACHADO et al., 2006). Até o
momento, ndo foram identificados no Brasil o DNA de E. muris e E. ruminantium, que

acometem roedores e ruminantes, respectivamente (VIEIRA et al., 2011). E. canis € a principal
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espécie que acomete cdes no Brasil. No entanto, h& descrigdo de um relato que comprova a
infeccdo por E. ewingii em cinco cées em Vigosa, Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2009).

As bactérias do género Ehrlichia sdo microrganismos intracelulares obrigatorios de
células hematopoiéticas maduras ou imaturas de mamiferos, como mondcitos, linfdcitos,
macrofagos, neutrofilos e células endoteliais, e nos carrapatos encontram-se em células do
epitélio intestinal e glandulas salivares (STICH et al., 2008; DUMLER et al., 2001).

E classificada como a-proteobactéria, morfologicamente caracterizada como
pleomorfica, cocobacilos, Gram-negativa, com parede celular ndo proteica, ausente de
lipopolissacaridio e peptidioglicano e com capacidade de incorporacdo de colesterol a
membrana, o que pode facilitar o processo de adaptacdo as células do vetor e do hospedeiro
vertebrado (RIKIHISA, 2006). Possui um envelope formado por uma fina membrana externa
rugosa e possui apenas um cromossomo, circular, contendo 1.315.030 nucleotideos
(MAVROMATIS et al., 2006).

E. canis possui 0,2-0,4 um de didmetro e se replica por fissdo binaria no interior dos
leucdcitos (mondcitos) circulantes do hospedeiro vertebrado, formando inclusdes
intracitoplasmaticas, denominadas morulas. Os microrganismos deixam os leucocitos por
exocitose ou por rompimento das mesmas, indo infectar novas células (SILVA, 2001). O agente
pode ser cultivado em linhagem celular originaria de mondcitos caninos, conhecida por DH82
(dog histiocytosis 82).

2.3 Ciclo de transmissao

Os hospedeiros vertebrados mais importantes e comuns da erliquiose canina sdo 0s
membros da familia Canidae (cdes, coiotes, raposa e chacal) (PEREZ et al., 2006). A
transmissdo de E. canis ocorre durante o repasto sanguineo do carrapato R. sanguineus sensu
lato infectado, o qual mantém a bactéria por transmissao transestadial (BREMER et al., 2005).
O mesmo deve permanecer fixado por, pelo menos, oito horas no céo, para efetiva transmissao
do agente, pois a temperatura do vetor deve aumentar para que haja reativacao de E. canis
(SANTAREM & DE AGUIAR, 2018).

O carrapato R. sanguineus sensu lato, que no Brasil é conhecido como carrapato
vermelho do cdo, apresenta distribuicdo mundial devido a sua capacidade de adaptacdo a
diferentes climas. No Brasil, as frequéncias de carrapatos R. sanguineus sensu lato encontrados

naturalmente infectados por E. canis tém variado de 2,3 a 6,2% (AGUIAR et al., 2007a). Essa
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espécie de ectoparasita tem preferéncia por cdes, mas pode se alimentar em diversas espécies
de mamiferos, incluindo humanos (DANTAS-TORRES, 2010).

O carrapato ¢ infectado por E. canis ao ingerir leucocitos circulantes infectados,
podendo permanecer infectado por aproximadamente um ano (MAVROMATIS et al., 2006).
Ap0s a transmissdo, a bactéria invade os tecidos do vetor, multiplicando-se em células epiteliais
do intestino, hemdcitos e células das glandulas salivares. No carrapato, ndo ha transmissao
transovariana e, por isso, as larvas de R. sanguineus sensu lato ndo transmitem a infec¢éo aos
cdes (STICH et al., 2008). Os machos de R. sanguineus sensu lato podem parasitar os cées
varias vezes e, deste modo, podem infectar ou transmitir E. canis na auséncia de carrapatos
fémeas (BREMER et al., 2005). Diante da auséncia de transmisséo transovariana nos carrapatos
e do prolongado estado de portador de E. canis, o cdo é considerado o principal reservatorio da
doenca (AGUIAR et al., 2007a).

Segundo Santarém & De Aguiar (2018), a transmissao iatrogénica também deve ser
considerada na epidemiologia da doenca. Depois dos carrapatos, 0s meios de transmissao do
patdgeno mais relevantes entre os cdes sdo agulhas contaminadas e cirurgias. Ainda, E. canis
pode ser transmitida por meio de transfusdes sanguineas de um cédo infectado para outro
suscetivel (BORIN et al., 2009).

2.4 Aspectos epidemiolégicos

A distribuicdo geografica de artropodes e agentes transmitidos por vetores esta se
expandindo devido a mudancas climaticas, ecolégicas e ambientais (GRAY et al., 2009). Nesse
contexto, agentes como E. canis, surgiram como patdégenos importantes entre os animais
domésticos em todo o mundo (ANDRE et al., 2015). E. canis ocorre em muitos paises de clima
temperado, tropical e subtropical do mundo, coincidindo com a prevaléncia do seu vetor
(ALMOSNY, 2002).

A bactéria tem sido relatada em cées em vaérias regides do Brasil (DAGNONE et al.,
2009; SOUSA et al., 2013; MELO et al., 2016), assim como seu vetor R. sanguineus sensu lato,
que se encontra distribuido por quase todo territorio urbano do pais. As condigdes climaticas
brasileiras sdo ideais para manutencéo do vetor e a grande populacéo canina errante no Brasil
contribuiu para a disseminacéo desse carrapato (LABRUNA et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado prevaléncia de erliquiose variando entre um
e 70% em populagdes caninas de ambientes urbanos, rurais ou atendidas em clinicas e hospitais

veterinarios em diversas regides do Brasil, seja por testes sorologicos ou moleculares (VIEIRA
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et al., 2011; DAGNONE et al., 2003; LABARTHE et al., 2003; BULLA et al., 2004; TRAPP
et al., 2006). Alguns desses estudos demonstraram prevaléncia variando de 4,8% no extremo
sul do Brasil a 70,9% na regido Centro-Oeste (MELO et al., 2011, SAITO et al., 2008;
SANTOS et al., 2009; SILVA et al., 2012; RAMOS et al., 2009; UENO et al., 2009; COSTA
Jr. et al., 2007). Essa menor prevaléncia na regido sul do pais decorre do tipo de tdxon R.
sanguineus sensu lato existente nessa regido, que s&o de uma cepa que possui menor
competéncia para transmitir E. canis (MONGRUEL et al., 2018), sendo a linhagem tropical a
que se mostrou um vetor competente de E. canis (MORAES-FILHO et al., 2015).

Devido a sua natureza crénica e ao clima do nosso pais, a doenca é prevalente o ano
inteiro, enquanto no hemisfério norte € mais comum durante o verdo (BERRADA &
TELFORD, 2009).

Aparentemente, ndo ha predisposicdo por faixa etaria (HARRUS et al., 1997), tendo
sido relatada em cées com dois meses a 13 anos de idade (SOUZA et al., 2010), no entanto, 0
agente é detectado mais comumente em animais de até um ano de idade, sugerindo que 0s
jovens sdo mais acometidos pela fase aguda da doenca (COHN, 2003; MORETTI et al., 2006).
A infeccdo por E. canis ndo demostra predisposicdo por sexo e, quanto ao padrao racial, alguns
estudos demonstram maior susceptibilidade de Pastor Alemé&o (HARRUS et al., 1997; TILLEY
et al., 2003), alem de Dobermans e Pinchers (TILLEY et al., 2003).

A doenca apresenta alta morbidade e a letalidade varia conforme a fase da doenca
(SANTAREM & DE AGUIAR, 2018). A severidade depende da suscetibilidade racial, idade
do animal, alimentacdo, doencas concomitantes e patogenicidade da cepa infectante (SILVA,
2001; DA SILVA et al., 2010). E importante destacar que o vetor da erliquiose canina, R.
sanguineus sensu lato, é capaz de transmitir outras importantes hemoparasitoses para caes, fato
este que torna relativamente comum a coinfeccdo de E. canis com outros hemoparasitos, como
Anaplasma sp. (MOREIRA et al., 2003; DAGNONE et al., 2009), Babesia sp. (TRAPP et al.,
2006; BORIN et al., 2009), Hepatozoon sp. (MUNDIM et al., 2008) e Mycoplasma sp.
(MOREIRA et al., 2005). A ocorréncia de coinfec¢cdo com esses ou outros patdgenos, como
Leishmania sp., pode acelerar ou agravar o curso da doenga (COHN, 2003; MORETTI et al.,
2006).

2.5 Patogenia e sinais clinicos

A erliquiose canina caracteriza-se por ser uma doenca multissistémica, de

sintomatologia complexa, que varia em intensidade de acordo com a fase clinica da doenga
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(KAKOMA et al., 2000). A patogenia da doenca envolve um periodo de incubagdo de oito a
20 dias e, entdo, seguem-se as fases aguda, subclinica (assintomatica) e cronica (SANTAREM
& DE AGUIAR, 2018). Essas fases foram definidas com base nos sinais clinicos e alteracdes
clinicopatoldgicas demonstradas em estudos por infeccdo experimental, no entanto a
diferenciacdo precisa das fases da doenca em infecgdo natural é dificil (GREENE, 2006).

Ap0s a inoculacdo de E. canis no cdo pela picada do carrapato durante o parasitismo
(DE AGUIAR, 2015), a bactéria invade as células mononucleares no formato de corpusculos
elementares e, uma vez dentro da célula hospedeira, inibe a fusdo fagolisossomal, agindo como
mecanismo de escape da resposta imune do hospedeiro (SANTAREM & DE AGUIAR, 2018).
As bactérias multiplicam-se formando os corpUsculos iniciais (um a trés dias pos-infeccédo) e
as morulas (sete a 12 dias subsequentes) (DE AGUIAR, 2015). Essas sdo estruturas com
coloracdo idéntica aquelas dos corpusculos iniciais e constituidas por um a trés vacuolos de
membrana simples, contendo de um a 40 corpusculos, podendo variar de 2 a 4 um de didmetro
(ALVES, 2010).

Na célula, a bactéria circula por todo o organismo, estabelecendo-se em maior
guantidade em o6rgaos em que predominam células do tecido mononuclear fagocitario, como
figado, baco e linfonodos, causando linfadenomegalia e hiperplasia linforreticular (COHN,
2003). Os mondcitos infectados sdo transportados pelo sangue para outros érgdos do corpo,
especialmente pulmdes, rins e meninges, e aderem-se ao endotélio vascular, induzindo vasculite
e infeccdo tecidual subendotelial (ALMOSNY, 2002; ETTINGER & FELDMAN, 2004).

As principais alteraces clinicas observadas na fase aguda sao febre intermitente, apatia
e anorexia (CASTRO et al., 2004; HASEGAWA, 2005; SOUZA et al., 2010). As tendéncias
hemorrégicas da fase aguda se restringem a petéquias em pele e mucosas, porém, dependendo
da gravidade da infeccdo, os cdes podem apresentar quadros gastroentéricos, com vomitos e
diarreias acompanhadas ou ndo de sangue (COHN, 2003), as quais sdo geralmente causadas por
uma combinacéo de trombocitopenia moderada e vasculite (BRANDAO et al., 2006; BULLA
et al., 2004).

Outros sinais clinicos relatados na fase aguda da doenca séo perda de peso, secre¢do
oculonasal, esplenomegalia, mucosas hipocoradas (NAKAGHI et al., 2008; BORIN et al.,
2009; HARRUS & WANER, 2011), uveite anterior, coriorretinite e hemorragia da retina
(HARRUS & WANER, 2011). Estes sinais geralmente regridem espontaneamente em uma a
guatro semanas, porém os cdes podem entrar em uma fase assintomatica ou subclinica, podendo
permanecer infectados com a E. canis por longos periodos (ORIA et al., 2004; GREENE, 2006)
e com altos titulos de anticorpos (VARELA, 2003; HARRUS et al., 1998).
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Geralmente, os sinais clinicos da fase subclinica s&o brandos e, na maioria das vezes,
passam despercebidos pelos proprietéarios. Ela ocorre apds seis a nove semanas de incubacéo e
caracteriza-se pela persisténcia da trombocitopenia, leucopenia variavel e anemia na auséncia
de sinais clinicos (BREITSCHWERDT, 1997). Ao final da fase subclinica, instala-se a fase
cronica, com sinais clinicos severos. Nesta fase, dificilmente encontra-se inclusdes de morulas
de E. canis nos leucdcitos (MACHADO, 2004).

Na fase subclinica, os cdes imunocompetentes podem eliminar o agente e cessar a
doenca, ndo entrando na fase crénica (VARELA, 2003; BREITSCHWERDT, 2004). No
entanto, na maioria das vezes a bactéria persiste de forma intracelular (LAPPIN, 2001) e, entéo,
esses cdes clinicamente saudaveis permanecem potenciais portadores persistentes por anos
(HARRUS et al., 1998; ORIA et al., 2004; GREENE, 2006).

A fase crbnica da doenca pode ocorrer meses ou anos apos a infeccdo, com os sinais da
fase aguda reaparecendo de maneira atenuada ou grave, podendo levar o cdo a ébito (DE
AGUIAR, 2015). Essa fase caracteriza-se por supressao medular, sangramentos por mucosas e
conjuntivas e alta letalidade, sendo comumente mais grave que as outras fases da doenca. Pode
ocorrer pancitopenia (DAGNONE et al., 2001) devido a hipoplasia medular que leva a anemia
aplasica, monocitopenia e linfopenia (GREGORY & FORRESTER, 1990).

Os sinais clinicos atribuidos a distarbios hemorrégicos como epistaxe, melena,
petéquias, equimoses, hifemas e hematdria ocorrem em até 60% dos casos (COHN, 2003).
Outros sinais sisttmicos como febre, linfadenopatia, mucosas hipocoradas, esplenomegalia,
oftalmopatias (uveite bilateral e afec¢bes de retina), pneumonia intersticial, insuficiéncia renal,
artrite, polimiosite, edemas de extremidades e anormalidades neuroldgicas também séao
descritos. Sangramento prolongado durante o estro, infertilidade, abortos e mortes neonatais
também ja foram relatados na doenca (SOUZA et al., 2010; HARRUS & WANER, 2011;
FREIRE et al., 2017). Polidria, polidipsia e proteindria sdo relatados em alguns cédes que
desenvolvem insuficiéncia renal (LOCATELLI et al.,, 2012). C&es nesta fase podem
eventualmente morrer por infec¢des secundarias ou hemorragias graves, portanto, o diagnostico
da doenca antes do desenvolvimento da fase cronica da erliquiose é essencial para o prognostico
(GREENE, 2006).

2.6 Exames laboratoriais

Como a erliquiose canina € compreendida por diferentes fases e multiplas manifestaces

clinicas, o diagnostico da doenca se torna um desafio para 0 médico veterinario (SANTAREM
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& DE AGUIAR, 2018). A doenca pode ser diagnosticada pela associacdo de achados clinicos
e laboratoriais (MACHADO, 2004), testes soroldgicos (ORIA, 2001; NAKAGHI et al., 2008),
testes de biologia molecular (ALVES et al.,, 2005; NAKAGHI et al., 2008), exames
bioquimicos, cultivo celular, alteracbes macroscopicas a necropsia e histopatologia
(DAGNONE et al., 2003; ALMOSNY, 2002; BABO-TERRA, 2004).

2.6.1 Exames hematoldgicos

As anormalidades hematoldgicas tipicas na fase aguda incluem trombocitopenia,
leucopenia e leve anemia normocitica normocrémica regenerativa, devido a perda de sangue
(NELSON & COUTO, 2006). Na fase subclinica ha persisténcia variavel de trombocitopenia,
leucopenia e anemia na auséncia de sinais clinicos (BREITSCHWERDT, 2004). Na fase
crbnica, destaca-se a anemia arregenerativa e neutrofilia com desvio a esquerda,
trombocitopenia e eosinopenia (BORIN et al., 2009). Além da trombocitopenia, as plaquetas
circulantes ficam inativas, principalmente pela diminuicdo da agregacdo plaquetaria
(BRANDAO et al., 2006). Os valores de hemoglobina sérica diminuem em virtude da resposta
inflamatdria desenvolvida pelo hospedeiro na tentativa de indisponibilizar ferro para E. canis,
por meio da ligacdo deste com a proteina ferritina (BARNEWALL & RIKIHISA, 1994). Na
fase cronica, ha pancitopenia exacerbada e a anemia é geralmente a Gltima alteracdo a ser
observada na progressdo da doenga (MYLONAKIS et al., 2010).

2.6.2 Exame citoldgico

O esfregaco sanguineo é um método de diagnostico rotineiramente utilizado para
pesquisa de hemoparasitas devido a sua rapida execucdo e baixo custo (ALVES et al., 2005).
Apesar de suas vantagens, esta técnica nem sempre € eficaz para a deteccdo de mérulas, devido
a constate flutuacéo da parasitemia durante o curso da doenca, principalmente nas fases crénicas
(ALMOSNY, 2002; BABO-TERRA, 2004; GREENE, 2006). A pesquisa de morulas pode ser
realizada também em tecidos como linfonodos e medula dssea, sendo a visualizagdo mais
comum na fase aguda da doenca (HARRUS & WANER, 2011), portanto, o exame
parasitologico direto do esfregaco sanguineo é especifico, porém pouco sensivel (GREENE,
2006).

2.6.3 Exames biogquimicos
Durante qualquer fase da doenca, pode-se observar graus variaveis de hipoalbuminemia

e hiperproteinemia, principalmente pelo aumento das globulinas (a2, B1 e [2).
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Consequentemente, ha diminuicao da relagdo albumina/globulina (NEER & HARRUS, 2006).
Elevados niveis de fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT), lactato
desidrogenase, ureia e creatinina sao achados bioquimicos comuns nos casos em que ha danos
teciduais hepaticos e renais devido as alteracbes circulatorias e/ou imunomediadas
desencadeadas pela erliquiose canina (MYLONAKIS et al., 2010).

2.6.4 Testes soroldgicos

Véarios métodos soroldgicos foram desenvolvidos para o diagnostico da erliquiose
canina e sdo considerados importantes para triagem da doenca (HARRUS et al., 1997). A
soropositividade comeca entre sete a 21 dias ap6s a infeccdo, chegando a niveis maximos apds
80 dias (ALMOSNY & MASSARD, 2002) e podendo os anticorpos 1gG anti-Ehrlichia persistir
por varios meses apos o tratamento e eliminacdo da bactéria (HARRUS & WANER, 2011).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é utilizada no diagnéstico da doenca,
sendo considerado teste padrdo para a pesquisa de anticorpos anti-E. canis (HARRUS et al.,
1997). A técnica Dot-ELISA usa antigenos totais de Ehrlichia aplicados sobre superficies de
nitrocelulose e é fundamentada na deteccdo de 1gG séricas (ARAUJO et al., 2001; WANER et
al., 2001). E importante ressaltar que, em areas endémicas, cies podem apresentar altos titulos
de 1gG para E. canis, sem demonstrar a doenca clinicamente, causando um aumento no nimero

de falsos-positivos nessas regides (BULLA et al., 2004).

2.6.5 Testes moleculares

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular conduziu a melhoria no
diagndstico da erliquiose canina com a detec¢do do DNA do agente (AGUIAR et al., 2007b).
O diagnostico molecular de E. canis pode ser realizado a partir de material genético extraido de
sangue total, soro sanguineo e aspirados de baco e medula 6ssea (HARRUS et al., 2004;
MYLONAKIS et al., 2009). Atualmente, a PCR tem sido muito utilizada para diagndstico nas
fases aguda ou crbnica da erliquiose canina, estudos epidemioldgicos da doenca
(HASEGAWA, 2005; SUTO et al., 2001; MYLONAKIS et al., 2003), avaliagdo do tratamento
de animais (WEN et al., 1997; HARRUS et al., 1998), entre outros.

Ensaios de PCR para E. canis tem como alvo mais comum o gene 16S rRNA (ALVES
et al., 2005; PINYOOWONG et al., 2008), mas outros alvos, incluindo P28 (NAKAGHI et al.,
2010) e a proteina dsb (DOYLE et al., 2005) tém sido utilizados para a detec¢do de E. canis.

No sentido de melhorar a sensibilidade e identificar espécies de Ehrlichia, algumas

variacdes da técnica tém sido empregadas, como a PCR em duas etapas (nested PCR) e PCR
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em tempo real (QPCR) (HARRUS & WANER, 2011). Para amplificagdo de DNA de E. canis
por nested PCR, a utilizacdo de dois pares de primers aumenta a sensibilidade da técnica e a
possibilidade de seu uso pratico (WARNER & DAWSON, 1996; WEN et al., 1997).

2.7 Tratamento

O tratamento da erliquiose canina se baseia na administracdo de antibacterianos,
principalmente da classe das tetraciclinas (DE AGUIAR, 2015). Dentre essas, a doxiciclina é
considerada a droga de eleicdo (NEER et al., 2002). Outros protocolos terapéuticos incluem
dipropionato de imidocarb, cloranfenicol, associado ou ndo a doxiciclina (SAINZ et al., 2000).

Olicheski (2003) relata que a literatura cita varias dosagens e tempo de duracdo no
tratamento da erliquiose com doxiciclina. Branddo (2010) descreve o tratamento com
doxiciclina na dose de cinco mg/kg, duas vezes ao dia (BID), por 21 dias. Chaves et al. (2007)
citam a dose de doxiciclina de 10 mg/kg, uma vez ao dia (SID), durante 28 dias como tratamento
de eleicdo, enquanto Varela (2003) cita a mesma dose e tempo de tratamento, porém inclui a
possibilidade de administracdo de 12 em 12 horas. Além do tratamento especifico, é importante
instituir terapia de suporte, principalmente na fase cronica da doenca, o que inclui fluidoterapia,
transfusdo sanguinea e suplementos vitaminicos, dependendo da gravidade do caso. Em alguns
casos, pode ser necessario administrar anti-inflamatérios ou imunossupressores (ALMOSNY
& MASSARD, 2002; OLICHESKI, 2003; SHERDING, 2008).

O prognostico para a erliquiose canina é favoravel quando instaurado um tratamento
adequado, a menos que a medula 6ssea fique severamente hipoplasica, neste caso o prognostico
torna-se reservado. Caes com doenca cronica grave associada a pancitopenia ou anemia aplasica
podem demorar meses para conseguir recuperacdo hematoldgica completa e, em alguns casos,
a pancitopenia grave pode ser fatal (COUTO, 2003; SHERDING, 2008).

2.8 Profilaxia e controle

O controle do vetor é a medida mais eficaz na profilaxia da infec¢do por E. canis.
(HARRUS et al., 1997). Por isso, € imprescindivel que a terapia carrapaticida atue tanto no
hospedeiro como no ambiente em que ele esté inserido (LABRUNA & PEREIRA, 2011). Para
tanto, produtos acaricidas ambientais e de uso topico séo eficazes desde que seja realizado o
manejo correto (WOODY & HOSKINS, 1991).



24

O mercado dispde de uma enorme variedade de produtos acaricidas capazes de combater
os carrapatos. Os mais utilizados séo o amitraz, fipronil, piretrdides, isoxazolinas, imidacloprid
e permetrina. Recomenda-se promover uma inspecdo rotineira nos cées, investigando a
presenca de carrapatos e removendo-os imediatamente (MASSARD & FONSECA, 2004;
SHERDING, 2008; ZARDO & PEREIRA, 2019).

Todos os animais que entrarem em canis ou propriedades devem ser colocados em
quarentena, sendo realizado tratamento para carrapatos. Recomenda-se realizar exames
periddicos nos cdes e, caso confirmada a infeccdo, realizar o tratamento e isolar os caes
positivos para minimizar a fonte de infeccdo (NELSON & COUTO, 2001; SHERDING, 2008).

A exposicdo a E. canis ndo confere imunidade protetora e vacinas para cées ndo estéo
disponiveis comercialmente (HARRUS et al., 1997).

2.9 Saude publica

As doencas transmitidas por artropodes envolvem varios agentes infecciosos,
hospedeiros e vetores, afetando a saude humana e animal (HARRUS & BANETH, 2005).
Segundo Labruna et al. (2007), E. canis também pode afetar humanos, geralmente sem
gravidade, causando sintomas de uma gripe, como mialgia, dor de cabeca e distirbios
gastrointestinais. R. sanguineus sensu lato, principal vetor da E. canis, embora apresente
ectoparasitismo preferencial por cdes, pode se alimentar em outras espécies de mamiferos,
incluindo humanos (DANTAS-TORRES, 2010), com relatos no Brasil (DANTAS-TORRES et
al., 2006; LOULY et al., 2006).

Segundo Vieira et al. (2011), no Brasil, dentre os relatos de deteccdo molecular do
agente em cées, foi demonstrado haver completa similaridade entre a sequéncia de nucleotideos
do gene 16S rRNA da E. canis responsavel por infeccGes em seres humanos na Venezuela e de
uma amostra de E. canis proveniente de cées oriundos do estado de S&o Paulo. Nesse sentido,
tudo indica que o mesmo agente causador de infeccdo canina no estado de Sdo Paulo vem
infectando humanos na Venezuela (DE AGUIAR, 2015).

Outras espécies de Ehrlichia podem afetar humanos, como E. chaffeensis, agente
etiologico da erliquiose monocitica humana, considerada doenga emergente e transmitida
principalmente pelo carrapato Amblyomma americanum (COHN, 2003). Em seres humanos, a
doenca é mais grave em pacientes imunocompetentes, e 0s sinais clinicos sdo similares aos da
espécie canina (NEER & HARRUS, 2006). E. ewingii é o agente etioldgico da erliquiose

granulocitica humana, infeccédo caracterizada por parasitismo em neutrofilos, sendo transmitida
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também pelo carrapato A. americanum na Ameérica do Norte, embora haja relatos da sua
transmisséo por R. sanguineus sensu lato, aumentando as possibilidades de sua ocorréncia no
Brasil (DE AGUIAR, 2015). Além dessas, Ehrlichia muris-like e Panola Mountain Ehrlichia
também ja foram identificadas em humanos (SANTAREM & DE AGUIAR, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a ocorréncia e as caracteristicas clinico-epidemiolégicas de cées infectados
por Ehrlichia canis no Hospital Veterinario Jerénimo Dix-Huit Rosado Maia (HOVET) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

3.2 Objetivos especificos

- Determinar a ocorréncia de E. canis em cées atendidos no HOVET/UFERSA por meio
da deteccdo do DNA do agente em amostras sanguineas;

- Identificar o perfil epidemioldgico e os sinais clinicos mais frequentes em cées
infectados por E. canis atendidos no HOVET/UFERSA; e

- Implantar a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para deteccdo do DNA de E.

canis no Laborat6rio Multiusuario da UFERSA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caes e amostras bioldgicas

Para este estudo foram analisados 30 cées, independente de sexo, raca ou idade, sob
qualquer suspeita clinica atendidos no Hospital Veterinario Jerénimo Dix-Huit Rosado Maia
(HOVET) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), no periodo de 03 de
dezembro de 2019 a 24 de dezembro de 2019, mediante protocolo aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA (Processo N° 23091.013652/2018-95). No
exame clinico foram avaliadas mucosas oculares para identificacdo de anemia ou ictericia,
temperatura corporal, tempo de preenchimento capilar (TPC), presenca de ectoparasitas e
registro de quaisquer outras alteracdes clinicas em ficha propria (Apéndice), na qual também
foram registradas suspeita clinica, raca, sexo, idade, histdrico de ectoparasitas, entre outros.
Dos cées incluidos no estudo foram colhidas amostras sanguineas (1 mL) por venopuncdo da
veia jugular ou cefalica em tubo contendo anticoagulante EDTA para extracdo de DNA e
realizacdo da PCR. Dos animais com presenca de carrapatos, exemplares desses ectoparasitas
foram coletados e armazenados em microtubos contendo alcool 70% para posterior
identificacdo taxonémica da espécie. A coleta das amostras bioldgicas foi realizada mediante a

autorizacdo dos tutores dos animais.

4.2 Extragdo de DNA e amplificacdo do DNA de Ehrlichia canis

4.2.1 Extracdo do DNA gendmico das amostras sanguineas

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 200 uL de sangue total utilizando-se o kit
comercial (PureLink® Genomic DNA Mini Kit, Thermo Fisher Scientific), conforme
recomendacdes do fabricante. ApoOs extraido, a qualidade e a concentracdo do DNA foram
analisadas em espectrofotdmetro (NanoDrop™ Lite, Thermo Scientific) e as amostras

armazenadas a -20 °C até o uso para PCR.

4.2.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA de Ehrlichia canis

O DNA extraido das amostras sanguineas foi inicialmente submetido a PCR para
deteccdo do gene de beta-actina de cdo para controle enddgeno de extracdo de DNA, segundo
Turchetti (2014). Em seguida, as amostras foram submetidas a nested PCR para deteccdo do
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gene 16S rRNA de E. canis, segundo Bulla et al. (2004), utilizando-se oligonucleotideos

iniciadores (primers) e programas de amplificagdo previamente descritos (Quadro 1).

Quadro 1 - Genes alvos, sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) e tamanho dos
produtos amplificados em PCR para beta-actina de cdo (controle enddgeno) e Ehrlichia canis
em amostras sanguineas de caes em Mossor6/RN, 2020.

) Produto o
Gene alvo Primer Sequéncia de oligonucleotideos (5’ — 3°) (ob) Referéncia
p
Actb-F GGCATCCTGACCCTGAAGTA Turchetti
Beta-actina 98
Actb-R CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT (2014)
Ehrlichiasp. | EHO-F AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 478
16S rRNA EHO-R CGTATTACCGCGGCTGCTGGC Bulla et al.
E. canis ECA-F | CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA 289 (2004)
16S rRNA ECA-R TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT

Fonte: Elaboracdo do autor, 2020.

A PCR para beta-actina de céo foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo
2,5 pL de tampédo 10X, 0,4 pL de Tag DNA Polimerase, 2,0 pL de dNTP’s (10 mM) (GeNet
Bio), 1,5 uL (10 mM) de cada primer, 16,1 pL de agua DEPC e 1 uL de DNA. As reacdes de
PCR foram realizadas em termociclador (T100™ Thermal Cycler, Bio-Rad), utilizando o
seguinte programa de amplificacdo: desnaturacéo inicial a 95 °C por 10 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturacdo a 95 °C, por 30 segundos; anelamento a 60 °C, por 30 segundos; e
extensdo a 72 °C, por 30 segundos; e extensdo final a 72 °C, por cinco minutos. Os produtos
amplificados a PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etideo (0,5 mg/mL).

Em seguida, foi realizada a nested PCR, sendo a primeira reacdo para Ehrlichia sp. e a
segunda reacdo especifica para E. canis. A reacdo inicial foi realizada em um volume final de
25 uL, contendo 2,5 pL de tampéo 10X, 0,4 pL de Taq DNA Polymerase, 2,0 pL de dNTPs
(10 mM) (GeNet Bio), 1,5 uL (10 mM) de cada primer (EHO-F e EHO-R), 16,1 pL de agua
DEPC e 1 pL de DNA. O programa de amplificagéo utilizado foi desnaturagdo inicial 94 °C,
por 10 minutos; seguido por 40 ciclos de desnaturacéo a 94 °C, por 60 segundos, anelamento a
60 °C, por 60 segundos e extensdo a 72 °C, por 60 segundos; e extensao final a 72 °C por quatro

minutos.
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Todas as amostras foram submetidas & segunda reacgdo, utilizando-se 1 pL do produto
amplificado na primeira reagdo. Para a segunda PCR, o volume final também foi de 25 pL,
contendo as mesmas solucdes e volumes da reacdo inicial, no entanto utilizando-se primers
especificos para E. canis 16S rRNA (ECA-F e ECA-R). O programa de amplificacdo da
segunda reacdo foi 0 mesmo utilizado na primeira inicial. Em todas as PCRs foram utilizados
controle negativo (&gua DEPC) e controle positivo (DNA de amostra sabidamente positiva para

E. canis).

4.2.3 Eletroforese em gel de agarose a 2%

A deteccdo do gene 16S rRNA de E. canis foi realizada por eletroforese das amostras
em gel de agarose a 2%, em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X, utilizando o brometo de
etideo (0,5 mg/mL) como corante evidenciador do DNA. Para determina¢do do tamanho dos
produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb (Sinapse®).
Apos a eletroforese, o gel foi visualizado em transiluminador de luz UV (Proteinsimple®) e

registrado utilizando-se o programa Alphalmager Mini system.

4.3 ldentificagdo taxondmica dos carrapatos

A identificacdo taxonémica dos carrapatos foi feita por meio da analise das
caracteristicas morfoldgicas, utilizando chaves de classificacdo, microscopio e/ou
estereomicroscopio (ARAGAO & FONSECA, 1961; SLOSS et al., 1999; BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

4.4 Andlise estatistica

Os dados de frequéncia de infeccdo por E. canis foram dispostos em tabelas de
distribuicdo de frequéncia simples. O Teste Exato de Fisher foi utilizado para analisar a
associagao entre animais infectados por E. canis e as varidveis epidemioldgicas (género, < 1
ano e < 2 anos de idade, acesso a rua, histérico e presenca de carrapatos) e clinicas avaliadas
(apatia, anorexia/hiporexia, febre, mucosas hipocoradas, desidratacdo, perda de peso, ictericia,
epistaxe, onicogrifose, edema, poliuria, polidipsia, petéquias, claudica¢do, conjuntivite,
linfadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia, alteragdes digestivas, nervosas,
respiratorias, reprodutivas, oftalmoldgicas e dermatologicas). Probabilidade menor que 0,05

(p<0,05) foi considerada estatisticamente significativa.
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5 RESULTADOS

Em 13,3% (4/30) das amostras submetidas a nested PCR houve deteccdo do gene 16S
rRNA de E. canis, amplificando um fragmento de aproximadamente 389 pb (Figura 1).
Adicionalmente, em todas as amostras de DNA houve detecgdo do gene da beta-actina de céo
(controle enddgeno), amplificando um fragmento de aproximadamente 98 pb, demonstrando a
viabilidade do DNA.

9 10 11 12 L

389 pb —

100 pb —»

L 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 2930 L

389 pb —

100 pb —

Figura 1. Deteccdo de gene 16S rRNA de E. canis por nested PCR em cées atendidos
no HOVET/UFERSA, Mossor6/RN, 2020. Gel da agarose a 2%. L: Marcador de
peso molecular, 100 pb; C+: controle positivo, DNA de E. canis; C-: controle
negativo; 11, 21, 24 e 27: amplificagdo do gene 16S rRNA de E. canis com
aproximadamente 389 pb.

Em trés dos quatro animais positivos houve suspeita clinica (apresentavam sinais
clinicos) de doencas transmitidas por vetores (erliquiose, anaplasmose, babesiose,
hepatozoonose e/ou leishmaniose), enquanto em um céo infectado ndo houve suspeita (sem
sinais clinicos) da doenga, uma vez que o mesmo foi levado para atendimento clinico devido a

traumatismo automobilistico.
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Os quatro animais positivos para E. canis eram fémeas, mesticas e tinham idade igual
ou inferior a dois anos, tendo sido este Gltimo o Unico fator de risco associado a positividade

para E. canis (p<0,05). Dentre os animais positivos, 50% (2/4) tinha acesso a rua (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados epidemioldgicos associados a infeccéo
por Ehrlichia canis em cdes atendidos no
HOVET/UFERSA, Mossor6/RN, 2020.

Variavel % (n/N)
Sexo
Fémea 100,0 (4/4)
Macho 0,0 (0/4)
Faixa etaria

<2anos  100,0 (4/4)
> 2 anos 0,0 (0/4)
Acesso a rua

Sim 50,0 (2/4)

Né&o 50,0 (2/4)
Histdrico de carrapatos

Sim 100,0 (4/4)

Né&o 0,0 (0/4)

*Estatisticamente significativo (p<0,05).

Todos os animais da populacdo estudada possuiam histérico de ectoparasitismo por
carrapatos, consequentemente, 100% (4/30) dos cées infectados naturalmente por E. canis
haviam tido carrapato em algum momento da vida. Em apenas um dos animais positivos (25%,
1/4) foram observados carrapatos no momento do exame clinico.

E interessante destacar que ectoparasitismo por carrapatos foi observado em 30% (9/30)
dos cées inseridos no estudo, sendo em todos os casos identificados como pertencentes a espécie

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Figura 2).

Figura 2. ldentificagdo taxonbmica de carrapatos obtidos em c&o
infectado por Ehrlichia canis, HOVET/UFERSA, Mossor6/RN, 2020.
Em A) Rhipicephalus sanguineus sensu lato: fémea com escudo curto
e macho com 01 par de placas adanais; e em B) Rhipicephalus
sanguineus sensu lato: macho com vista dorsal e escudo completo.
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Linfadenomegalia, apatia, anorexia/hiporexia, esplenomegalia e mucosas hipocoradas
foram alguns dos sinais clinicos mais frequentes nos animais infectados por E. canis, sendo
observados em pelo menos metade dos cées (Figura 3). Vale ressaltar que nenhum desses sinais
clinicos foi associado a positividade para E. canis, sendo comumente observados também em

animais néo infectados pelo agente.

Figura 3. Frequéncia de sinais clinicos em cées de populacédo hospitalar naturalmente infectados
por Ehrlichia canis, Mossor6/RN, 2020.
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6 DISCUSSAO

A erliquiose canina é reconhecida como uma das principais doencas infecciosas na
clinica de pequenos animais, notadamente pela ampla disseminacéo do carrapato Rhipicephalus
sanguineus sensu lato em todo Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2012). Diante desse desafio,
0s médicos veterinarios devem estar preparados para diagnosticar, tratar e prevenir esta e outras
doencas transmitidas por vetores (DANTAS-TORRES & OTRANTO, 2016).

Neste estudo, 13,3% (4/30) dos animais testados foram positivos em ensaios de nested
PCR para E. canis com base no gene 16S rRNA. Diferentemente desse resultado, Carlos et al.
(2011) e Carvalho et al. (2008) obtiveram valores inferiores de 11% e 7,8%, respectivamente,
esses pesquisadores encontraram esses percentuais em cdes de populacéo hospitalar e cdes em
visitas domiciliares aleatorias. Contudo, estudos realizados por Lopes et al. (2019) e Gongalves
et al. (2014) demonstraram resultados superiores de deteccdo de DNA de E. canis por PCR.
Assim como Guedes et al. (2015), que detectou em 25,6% das amostras testadas 0 DNA de E.
canis pelo teste de nested PCR. Esses resultados superiores pode estar relacionados a populacéo
de cdes estudada por estes autores, onde utilizaram animais suspeitos de doencas transmitidas
por carrapatos e amostras esplénicas, diferente do presente estudo, no qual foram analisados
animais sob qualquer suspeita clinica, diminuindo assim, a chance de positividade para E. canis.

Em estudo realizado por Harrus et al. (2004) em que foram analisadas varios tipos de
amostras, eles concluiram que em cées que se encontram em fase subclinica ou cronica,
consequentemente com bacteremia variavel, é interessante utilizar amostras esplénicas para
realizacdo da PCR para E. canis. Nesses caso, 0 animal pode ndo ser diagnosticado, e com isso
a prevaléncia da doenca ser inferior ao esperado. Contudo, a sensibilidade dos testes
moleculares para espécies de Anaplasmataceae pode ser aumentada com o uso de testes de
gPCR (HARRUS & WANER, 2011; SCHOTTHOEFER et al., 2013). A nested PCR € a Unica
capaz de diferenciar as espécies de Ehrlichia sp. e a PCR é considerada a técnica mais sensivel
dentre as demais, sendo capaz de detectar o agente em pequenas concentracdes e poucos dias
pos-infecgéo.

Com relagdo as variaveis epidemioldgicas, somente a idade dos animais (< 2 anos) foi
associada a positividade para E. canis (p<0,02). Aproximando-se do observado nesse estudo,
Borin et al. (2009) encontraram maior nimero de animais com erliquiose em faixa etaria de até
trés anos de idade. Em estudos realizados por Witter et al. (2013) e Ueno et al., (2009) foram
observados resultados diferentes, onde a frequéncia foi maior em animais com menos de 12

meses de idade.
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Todos os animais positivos para E. canis eram fémeas, as quais tambeém representaram
a maioria da populacdo amostrada (70%, 21/30), situacdo semelhante & descrita por Borin et al.
(2009). Esse resultado pode ser justificado pelo carater transversal do estudo, pelo reduzido
numero de caes em relacdo a outros trabalhos e ao maior nimero de cées do sexo feminino na
populacdo avaliada, aumentando assim as chances de prevaléncia da infecgdo entre individuos
fémeas, constituindo assim limitagdes do estudo, apesar de ndo invalidar a expressividade dos
dados apresentados. Por outro lado, Souza et al. (2010) demonstraram diferencas entre 0s sexos
com maior prevaléncia da doenca em machos, possivelmente devido a esses animais terem mais
acesso a rua, sendo mais expostos a vetores e, consequentemente, a E. canis.

A andlise dos dados demonstrou a alta frequéncia quanto ao histérico de carrapatos nos
cdes. Todos os carrapatos encontrados nos cdes desse estudo foram identificados como R.
sanguineus sensu lato, similar ao observado em populac@es caninas estudadas por Rotondano
et al. (2015) e Dantas-Torres et al. (2018). De acordo com Tanikawa et al. (2013), o clima
quente encontrado na regido semiarida do Nordeste do Brasil é um fator importante que
contribui para a disseminacdo dessa espécie de carrapato. R. sanguineus sensu lato €
considerado menos dependente de habitats ricos em umidade para a sobrevivéncia, permitindo
seu estabelecimento em regides com balango hidrico desfavoravel (YODER et al., 2006). Essa
caracteristica contribui para o estabelecimento desses carrapatos em regides semiaridas, como
a desse estudo.

A presenca de carrapatos nos cdes estudados ndo foi associada a infeccdo por E. canis.
Tal fato, possivelmente ocorreu porque todos os cdes amostrados apresentavam histérico de
infestacdo recente ou ectoparitismo a consulta. Entretanto, R. sanguineus sensu lato permanece
como o principal transmissor e fator de risco para a infeccdo por E. canis em cées no Brasil
(TRAPP et al., 2006; AGUIAR et al., 2007a).

Os sinais clinicos mais frequentes nos cdes infectados por E. canis eram inespecificos.
Corroborando com os achados do presente estudo, Sousa et al. (2010) também relataram que
os cdes infectados com E. canis apresentaram sinais clinicos inespecificos, como apatia,
anorexia, febre, palidez de mucosas, disturbios oftalmicos e tendéncias a hemorragia, além de
esplenomegalia. Nenhum desses sinais clinicos foi associado a infec¢do por E. canis nos
animais, o que reforca a importancia da associacdo das alteracdes clinicoepidemioldgicos e
exames laboratoriais, visando estabelecer o diagndéstico confirmatorio da enfermidade.

O diagnostico é, em alguns casos, realizado pela combinacdo de sinais clinicos,
hematoldgicos e sorologicos (COHN, 2003). Na fase aguda, a nested PCR pode detectar o DNA

de E. canis antes que os testes sorologicos sejam capazes de determinar a presenca de anticorpos
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anti-E. canis. Além disso, a reacdo cruzada de DNA é incomum na nested PCR, enquanto que
falsos positivos podem ocorrer na sorologia, devido a reacdo cruzada com outras espécies
erliquiais ou a titulos persistentes de anticorpos ap6s o tratamento. Sendo assim, 0s testes
moleculares representam uma ferramenta disponivel para otimizar o diagnostico confirmatorio
da erliquiose canina e outras doencas transmissiveis por vetores, o que auxiliara na instituicdo

de tratamento, medidas de controle e profilaxia mais adequadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho confirmou a ocorréncia de E. canis em cées atendidos no
HOVET/UFERSA, sendo a doenca mais frequente em animais de até dois anos de idade. As
alteracgOes clinicas observadas nos animais infectados foram inespecificas. Embora a ocorréncia
da doenca néo tenha sido associada ao historico ou presenca de carrapato, pode-se constatar a
endemicidade de R. sanguineus sensu lato nos cées atendidos no HOVET/UFERSA, principal
transmissor da erliquiose canina.

Ainda, a partir da realizagdo desse trabalho foi possivel implantar os procedimentos para
diagndstico molecular da erliquiose canina por meio de nested PCR na UFERSA. Ainda, 0 uso
da técnica permitiu o diagnostico da doenca em cdes com sinais clinicos inespecificos e com
historico de parasitismo por carrapatos, representando uma ferramenta auxiliar relevante para
confirmacédo da erliquiose canina na clinica de pequenos animais, auxiliando na tomada de

decisdo do tratamento.
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IDENTIFICACAO

Animal N Nome: Ficha clinica:
Sexo: Idade: Raca:
Peso: Outras informacdes:
Tutor: | Fone:
Endereco:
Suspeita clinica:
HISTORICO DO ANIMAL
Questionamento Sim | Nao Observacoes
Tem acesso a rua?
E vacinado?
Convive com outros
animais?
Sadios?
Historico de carrapatos?
EXAME CLINICO
Alteracdo clinica Sim | Nao Observacoes

Sem alteracdes

Ectoparasitas

Apatia

Anorexia/hiporexia

Perda de peso

Desidratacéo

Polidipsia

Polidria

Hemoglobindria

Claudicacéo

Onicogrifose

Mucosas hipocoradas

Ictericia

Edema

Petéquias

Epistaxe

Febre

Conjuntivite

Esplenomegalia

Hepatomegalia

Linfadenomegalia
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Alteracao clinica

Sim

Observacoes

AlteragBes nervosas

Alteracbes oftalmicas

Alteraces digestivas

Alteracdes respiratorias

Alteracdes urinarias

Alteracdes reprodutivas

Alteracoes Localizacao:
dermatolégicas
Ulceras
Nodulos
Seborreia
Outras:

PCR

Positivo | Negativo

RESULTADOS DOS EXAMES

Observacéo

Ehrlichia canis

Outras informacdes relevantes




