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Resumo

Os sinais clinicos das infecgoes por Ebrlichia canis e Anaplasma platys sao similares, e o diagndstico desses patégenos
feito por esfregacos sanguineos corados ¢ dificil devido a sensibilidade e especificidade. Por outro lado, os diagnésticos
moleculares s3o altamente sensiveis e especificos, e nested-PCRs tém sido otimizadas para o diagndstico preciso desses
patdgenos em cies. Em um Hospital Veterindrio Escola, amostras de sangue total com EDTA foram obtidas de 100 cies,
e esfregacos foram feitos das amostras de sangue para busca dos parasitos intracelulares. Para cada amostra, DNA foi
extraido e submetido 2 nPCR para deteccio de E. canis e A. platys. Os resultados dos esfregagos sanguineos mostraram
que 9% dos animais foram positivos para E. canis e 21% para A. platys. Com relagio a nPCR, 57 ¢ 55% dos caes foram
positivos para E. canis e A. platys, respectivamente. Quando comparados com a nPCR, os esfregacos sanguineos corados
revelaram resultados falso-negativos para E. canis e A. platys. Os resultados indicam que a nPCR ¢ altamente sensivel
e especifica para detec¢io de ambos os patdgenos, e os diagndsticos moleculares podem ser mais tteis nos Hospitais
Veterinarios.
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Abstract

The clinical signs of Ebrlichia canis and Anaplasma platys infection are similar, and the diagnosis of these pathogens
made by stained blood smears is poor due sensibility and specificity. On the other hand, the molecular diagnosis is
highly sensitive and specific and nested-PCR have been optimized for accurate diagnosis these pathogens in dogs. At
the veterinary teaching hospital, whole-blood samples with EDTA were obtained from 100 dogs and smears were made
from blood samples for evaluation for intracellular parasites. For each sample, DNA was extracted and submitted to
nPCR analysis for detection of E. canis and A. platys. The results of stained blood smears showed 9% of the animals
were positive for E. canis and 21% for A. platys. Regarding of nPCR analysis, 57 and 55% of dogs were positive for
E. canis and A. platys respectively. As compared to a nested PCR, the stained blood smears revealed false-negative results
for both E. canis and A. platys. The results indicate that the nPCR is highly sensitive and specific for detection of both
pathogens and the molecular diagnosis could be more useful at veterinary hospital.

Keywords: nPCR, dogs, Ebrlichia, Anaplasma.

Introdugio

Uma grande variedade de patdgenos é transmitida por carrapatos
para cies, incluindo Babesia spp., Ebrlichia spp., Anaplasma spp.,
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e outros (SOLANO-GALLEGO et al., 20006). Ebrlichia canis e
Anaplasma platys sio riquétsias intracelulares obrigatérias, tendo
a primeira tropismo por mondcitos e neutréfilos e, a segunda,
por plaquetas (RIKIHISA, 2000). Como principal transmissor
desses agentes tem-se o carrapato Rbipicephalus sanguineus

(GROOVES etal., 1975; INOKUMA et al., 2000).
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O diagnéstico desses patégenos é geralmente realizado pelos
sinais clinicos, deteccio das riquétsias em esfregacos sanguineos
corados e por métodos sorolégicos (WANER et al., 2001). No
entanto, em virtude das semelhancas com sinais clinicos apresentados
em outras enfermidades (RIKIHISA, 2000), a baixa bacteremia
(HARRUS et al., 1997), e reagoes soroldgicas cruzadas entre
espécies relacionadas (RIKIHISA et al., 1994), esses métodos tém
suas sensibilidades e/ou especificidades comprometidas. Assim,
ferramentas moleculares, como a nested-PCR (nPCR), tém sido
otimizadas para o diagndstico eficiente dessas bactérias em cies
(WEN et al., 1997; MARTIN et al., 2005).

No Brasil, a detecgao de E. canis e A. platys tem se baseado
geralmente no diagndstico direto por meio de esfregacos sanguineos
e métodos soroldgicos (SOARES et al., 2006; CARLOS et al.,
2007), dificultando a determinagao da prevaléncia desses patdgenos
devido a baixa sensibilidade (MYLONAKYS et al., 2003) e
especificidade, respectivamente (RIKIHISA et al., 1994). Além
disso, por causa do crescente interesse no estudo dessas riquétsias
como agentes causais de infeccées em humanos (UNVER et al.,
2001; TAMIL; TAMI-MAURY, 2004), a precisa identificacio do
estado de infecgdo dos caes torna-se cada vez mais importante.
Objetivou-se, neste estudo, comparar uma ferramenta molecular
(nPCR) no diagnéstico de infecgdes por E. canis e A. platys,
frente ao diagndstico direto, em cdes com suspeita clinica de
hemoparasitoses.

Material e Métodos

Foram avaliados 100 caes de ambos os sexos, de racas e idades
variadas, com suspeita clinica de infec¢oes por hemoparasitos,
atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Recife, Brasil. Apds o exame clinico, amostras
de sangue foram coletadas com EDTA e esfregacos sanguineos
confeccionados para realiza¢io do diagndstico direto. Posteriormente,
a mesma amostra sanguinea foi utilizada para isolamento de DNA
gendmico, utilizando-se o Kir Easy DNA (Invitrogen, EUA),
conforme instrucgées do fabricante.

Como testes de referéncia para a detecgio de A. platys e E. canis,
reagbes de nPCR foram realizadas segundo Martin et al. (2005)
e Wen et al. (1997), respectivamente, utilizando-se os primers
descritos na Tabela 1. As reacoes foram preparadas em volume de
50 uL, contendo 10 mM tris-HCI (pH 8,3), 50 uM KCl, 1,5 mM
MgClL,, 0,2 mM de cada deoxynucleosideo triphosphatado,
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1,5 U 7ag DNA polymerase (Invitrogen, EUA), 11 pmol de
cada primer (8-F e 1448-R para A. platys e ECC e ECB para
E. canis) e 100 ng de DNA gendmico. O esquema de amplificacao
foi o seguinte: 94 °C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de
desnaturagio a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 45 °C por
1 minuto para A. platys e 60 °C por 1 minuto para E. canis e
extensio a 72 °C por 40 segundos, com uma etapa final a 72 °C
por 4 minutos. Na segunda reagdo, 1 pL do produto da primeira
reacio foi utilizado como DNA molde em uma reacio de 50 uL
utilizando-se os primers PLATYS-F e EHR16S-R para A. platys, e
HE e ECA para E. canis, com o seguinte esquema de amplificacio:
94 °C por 1 minuto, 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 53 °C por
30 segundos para A. platys e 60 °C por 1 minuto para E. canis,
e 72 °C por 30 segundos, seguidos novamente por uma etapa
de extensdo final a 72 °C por 4 minutos. Os amplicons foram
revelados apés eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo (0,5 pg.mL™).

Foi utilizado o teste Qui-quadrado de McNemar (ZAR, 1996),
para avaliar a significAncia dos resultados entre os testes (nPCR e
diagnéstico direto) tanto para A. platys como para E. canis.

Resultados e Discussao

Dentre os animais analisados por meio do diagnéstico direto,
apenas 9% (9/100) e 21% (21/100) foram positivos para E. canis
e A. platys, respectivamente.

Embora simples e de ficil execu¢io (HARRUS et al., 1997), esse
método diagndstico tem uma sensibilidade baixa. Recentemente,
Mpylonakis et al. (2003) compararam o diagnéstico direto para
E. canis a partir de diferentes tecidos, como sangue periférico
(SP), capa leucocitdria (CL), aspirados de medula éssea (MO) e
linfonodo (LN), e concluiram que o diagnéstico, a partir de S, ¢
o0 que apresenta a menor sensibilidade (8%) quando comparado a
CL (66%), MO (34%) e LN (60,9%), desencorajando a utilizagao
dessa técnica para diagndstico.

A amplificagio da segunda reagdo resultou em fragmentos
de 670 pb para A. platys e 389 pb para E. canis (Figura 1),
compativeis com os tamanhos descritos (WEN et al., 1997;
MARTIN et al., 2005).

Apés a realizagio da nPCR, observou-se que 57% (57/100) dos
cies foram positivos para E. canis, ¢ 55% (55/100) para A. platys.
Esses resultados foram superiores aos observados por Wen et al.
(1997), que observaram 44% de animais positivos para E. canis,

Tabela 1. Iniciadores utilizados para detecgio por nPCR de E. canis e A. platys.

Primer Patégeno Gene Sequéncia 5’-3’ Pares de base (pb)
8-F AGT TTG ATC ATG GCT CAG i
1448-R A plays 165 rRNA CCATGG CGT GAC GGG CAG TGT
PLATYS-F GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTATG
EHR16S-R A. platys 165 7RNA TAG CAC TCATCG TTT ACA GC 678
ECC , AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC
ECB £ canis 168 rRNA CGTATTACCGCGGCTGCTGGC 478
HE o 65 RNA TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 159
ECA - canis 4 CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA

*Nio determinado.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose mostrando os resultados da
nPCR para a detecgdo do gene 16S rRNA de Anaplasma platys (a) e
Ebrlichia canis (b). a) Linha 1: Marcador de pares de base (pb) 1 Kb
Plus (Invitrogen, EUA); Linhas 2 a 5: cées positivos para A. platys;
Linha 6: controle positivo; Linha 7: controle negativo. b) Linha I:
Marcador de pares de base (pb) 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA); Linha 2:
controle positivo; Linha 3: controle negativo; Linha 4: cio negativo
para E. canis; Linhas 5 a 9: caes positivos para E. canis.

nos Estados Unidos, por Yabsley et al. (2008) no Caribe (24,7%
para E. canis e 19,2% para A. platys), e por Huang et al. (2005), na
Venezuela, e De La Fuente et al. (2006), na Itdlia, que observaram
16 € 4%, respectivamente, de cies positivos para A. platys. Foram
superiores também ao observado por Ferreira et al. (2007), no Rio
de Janeiro (15,84% para A. platys), e por Santos et al. (2009), em
Ribeirdo Preto (38,9% para E. canis e 14,9% para A. plarys). No
entanto, foram inferiores ao observado por Diniz et al. (2007)
para E. canis (76,8%) em cies no Estado de Sao Paulo.

Essas variacdes nos porcentuais de positividade estao relacionadas
principalmente & popula¢do canina estudada, a exposicio dessas
populagdes ao carrapato vetor ¢ a0 método diagndstico empregado
(SOLANO-GALLEGO et al. 2006). Neste estudo, especificamente,
a alta taxa de positividade encontrada na nPCR provavelmente
ocorreu devido ao fato da populagio analisada ser composta apenas
por individuos clinicamente suspeitos de hemoparasitose, além
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Tabela 2. Comparagio entre nPCR e diagnéstico direto na detecgio
de E. canis em cdes com suspeita clinica de hemoparasitoses.

Diag'néstico — nPCR : Total
direto Positivo Negativo
Positivo 5 4 9
Negativo 52 39 91
Total 57 43 100

Qui-quadrado de McNemar (p = 0,000001).

Tabela 3. Comparagio entre nPCR e diagnéstico direto na detecgio
de A. platys em caes com suspeita clinica de hemoparasitoses.

Diag'néstico - nPCR : Total
direto Positivo Negativo
Positivo 16 5 21
Negativo 39 40 79
Total 55 45 100

Qui-quadrado de McNemar (p = 0,000001).

da alta sensibilidade do teste (WEN et al., 1997; MARTIN et al.,
2005).

Confrontando-se os resultados do diagnéstico molecular com
os resultados do diagnéstico direto (Tabelas 2 e 3), observou-se
uma propor¢io significativamente maior (p = 0,000001) de
animais falso-negativos neste dltimo do que na nPCR, tanto
para E. canis quanto para A. platys. Esses resultados discordam
do observado por Ferreira et al. (2007), que nao detectaram
diferenca significativa (p = 0,289) entre PCR e diagnéstico direto
para A. platys em cies.

Vale a pena ressaltar que foram encontrados 5% (5/100)
dos cies positivos para A. platys e 4% (4/100) para E. canis no
exame direto, mas negativos na nPCR. Corpusculos de inclusao
em células sanguineas muitas vezes estao relacionados a ativagao
celular em processos inflamatérios, podendo ser confundidos
com inclusées de E. canis e/ou, A. platys (MYLONAKIS et al.,
2003; FERREIRA et al., 2007). Além disso, a possibilidade de
infecgbes por outros organismos da ordem Rickettsialles, como
Anaplasma phagocytophilum, E. chaffeensis e E. ewingii, que também
resultam em inclusées citoplasmdticas, nio pode ser descartada
(RIKIHISA, 2000; FERREIRA et al., 2007). Um outro resultado
interessante observado neste estudo foi que, dentre os animais
positivos para A. platys no diagnéstico direto, trés cies (3%)
apresentaram resultados negativos na nPCR para essa riquétsia,
porém positivos para E. canis. Isso pode representar mais um fator
de confusio no diagndstico direto dessas hemoparasitoses, devido
a possibilidade de E. canis, em determinado estdgio da infecgio, ser
confundida com A. plazys. Em caes experimentalmente infectados
com E. canis, mérulas foram detectadas em plaquetas 12 dias ap6s
a infeccao (ALMOSNY, 1998).

Co-infecgdes por A. platys e E. canis tém sido relatadas em
diferentes regiées do mundo, como China (HUA et al., 2000),
Caribe (YABSLEY et al., 2008), Venezuela (SUKSAWAT et al.,
2001) e Brasil (SANTOS et al., 2009). Neste estudo, 32%
(32/100) dos animais analisados pela nPCR apresentavam-se
infectados por ambos os patdgenos. Esses dados sugerem que
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A. platys e E. canis podem ser transmitidos pelo mesmo vetor
(HUANG et al., 2005).

O principal vetor de E. canis para cies é o carrapato
Rhipicephalus sanguineus (LEWIS et al., 1977) e, embora a
transmissdo experimental de A. platys por este carrapato tenha
falhado (SIMPSON et al., 1991), ele é apontado como o
principal transmissor para caes em diversas regioes do mundo
(SANOGO et al., 2003; YABSLEY et al., 2008).

Embora nio seja habitual, o carrapato R. sanguineus tem
sido descrito, recentemente, parasitando humanos no Uruguai,
(VENZAL et al., 2003), Venezuela (PEREZ et al., 20006), e Brasil
(DANTAS-TORRES etal., 2006). Trapp et al. (2006) observaram
que o risco de proprietdrios de caes infestados por R. sanguineus
também serem parasitados por esse carrapato era 3,2 vezes maior do
que o risco de proprietdrios de cies ndo infestados serem parasitados.
Essa observagao, aliada ao alto porcentual de cies positivos no
diagnéstico molecular para E. canis (57%) e A. platys (55%), no
presente estudo, serve de alerta para o risco de transmissdo de tais
patégenos aos humanos. Infecgoes por E. canis (UNVER et al.,
2001; PEREZ et al., 2000) e o encontro de inclusoes plaquetdrias
semelhantes a A. platys (TAMI; TAMI-MAURY, 2004), ¢ comum
tanto em pessoas imunocomprometidas, devido a infecgao pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), quanto em individuos
imunocompetentes.

Por fim, a realizagio do diagnéstico direto desses parasitos por
esfregaco sanguineo deve ser feita cuidadosamente, haja vista a
possibilidade de confusio com inclusées intracelulares inespecificas.
Os dados aqui apresentados indicam que a nPCR é uma importante
ferramenta de diagndstico, superior ao diagndstico direto, que
pode ser utilizada para definir com maior precisio o estado de
infecgio dos cies por E. canis elou A. platys.
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