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RESUMO

A erliquiose canina € uma doenga infecciosa, causada por bactérias gram-negativas,
pertencentes a Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae, Géneros Ehrlichia e
Anaplasma. Ebhrlichia canis e Anaplasma platys s&o organismos intracelulares
obrigatérios, organizados em agrupamentos denominados morulas, localizados
comumente em leucécitos e plaquetas, respectivamente, existindo a possibilidade de
infecgcdes concomitantes. A transmissdo da enfermidade ocorre pela picada do
carrapato Rhipicephalus sanguineus.. A erliquiose € uma zoonose e nos ultimos
anos vem apresentando um aumento significativo no nimero de animais infectados
O cao pode estar infectado e ndo apresentar nenhum sinal clinico durante semanas
e até por anos, entretanto, ele € um portador e disseminador da doencga. O encontro
de inclusées ou moérulas em em leucocitos e plaquetas ao exame de esfregaco
sanguineo, na maioria das vezes € insatisfatorio, podendo ser complementado com
a realizacdo de técnicas moleculares de diagnostico. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi investigar através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a presenca
de E. canis e A. platys em amostras sanguineas, coletadas em caes domiciliados da
cidade de Jataizinho, Parana. Durante os meses de julho e agosto de 2010 foram
coletadas, 256 amostras de sangue de caes. O material foi submetido a extragao de
DNA e posteriormente PCR, utilizando-se primers que amplificam o gene de
viruléncia VirB9 de E. canis e o gene 16S rRNA, parte da sequéncia de A. platys.
Das 256 amostras analisadas, 42 (16,4%) amplificaram um fragmento de 959 pb de
E. canis, 49 (19,4%),amplificaram um fragmento de 504 pb de A. platys e 14 (5,47%)
apresentaram-se co-infectadas. Nao foi observada associacdo com as variaveis
sexo, idade, acesso a rua e presenca de carrapatos no momento da coleta de
sangue. A infecgao por E. canis teve relagdo com anemia e com trombocitopenia,
enquanto que a infecgao por A. platys apenas com trombocitopenia. Portanto, essas
doengas devem estar entre os diagndsticos diferenciais quando estas alteragdes
hematologicas forem encontradas em exames laboratoriais. Os dados apresentados
demonstram a presenga dos agentes estudados na cidade de Jataizinho com
provavel ocorréncia de casos clinicos em caes e risco potencial de infeccdo em
humanos.

Palavras-chave: Erliquiose monocitica canina. Anaplasmose trombocitica canina.
Diagndstico molecular. Anemia e trombocitopenia.



SILVA, Gislaine Cristina Ferreira. Occurrence of Ehrlichia canis and Anaplasma
platys in domiciled dogs from Jataizinho city, Parana. 2011. 47f. Dissertation
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ABSTRACT

The canine ehrlichiosis is an infectious disease caused by gram-negative coccoid
bacteria witch belongs to the Order Rickettsiales, Anaplasmataceae Family, genus
Ehrlichia and Anaplasma. Anaplasma platys and Ehrlichia canis are obligate
intracellular organisms, organized in clusters called morulae, commonly found on
leukocytes and trombocytes, respectively, with the possibility of concomitant
infections. The transmission of the disease occurs through the bite of the tick
Rhipicephalus sanguineus, which performs the blood meal, and inoculates salivary
secretions containing these infectious agents. The ehrlichiosis is a zoonotic disease
and in recent years has shown a significant increase in the number of infected
animals in various regions of Brazil and the world. The dog may be infected and
shows no clinical symptoms for weeks or even years. However, it is a carrier and
disseminator of the disease. The finding of intracytoplasmic inclusions or morulae in
cells infected by blood smear examination, in most cases, is unsatisfactory and can
be complemented with the implementation of molecular diagnostic assays. Thus, the
aim of this study was to investigate by polymerase chain reaction (PCR) the
presence of Ehrlichia canis and Anaplasma platys in blood samples collected in
domiciled dogs Jataizinho city, Parana State. During the months of July and August,
2010, 256 blood samples from the dogs were collected in individual tubes containing
EDTA. The material was subjected to DNA extraction and subsequent PCR, using
primers that amplify the E. canis VirB9 gene of virulence and part of the sequence of
A. platys the 16S rRNA gene. From the 256 samples analyzed, 42 (16.4%) amplified
a 959 bp fragment of E. canis, 49 (19.4%) amplified a 504 bp fragment of A. platys
and 14 (5.47%) were coinfected. There was no significant association with gender,
age, street access and the presence of ticks at the time of blood collection. Infection
with E. canis was related to anemia and thrombocytopenia while infection by A.
platys was related to thrombocytopenia only, so these diseases should be among the
differential diagnoses when these hematologic changes are found in laboratory tests.
The results demonstrate the presence of the agents studied in the city of Jataizinho
with probable occurrence of clinical cases in dogs and potential risk of human
infection.

Keywords: Canine Monocytic Ehrlichiosis. Canine thrombocytic anaplasmosis.
Molecular diagnostics. Anemia. Thrombocytopenia.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 ERLIQUIOSE E ANAPLASMOSE CANINA

A erliquiose e a anaplasmose canina sido doencgas causadas por
organismos bacterianos gram-negativos, intracelulares obrigatoérios, que infectam
leucdcitos e plaquetas (RIKIHISA,1991; MCBRIDE et al., 1996; COHN, 2003). Tém
grande importancia na clinica de pequenos animais e na saude publica por se tratar
de enfermidades cada vez mais prevalentes em caes podendo também acometer o
homem (KAKOMA et al., 1994; da COSTA et al., 2006; DOUDIER et al., 2010).
Dentro do género Ehrlichia e Anaplasma, sdo capazes de causar doenga no homem
as espécies A. phagocytophilum, E. chaffeensis, E. ewingii e E. canis. No entanto,
esta ultima nao foi suficientemente estudada para que se comprove seu potencial
zoonotico (DUMLER et al., 2007).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

A taxonomia dos membros pertencentes a Ordem Rickettsiales tem
sofrido significante reorganizagéo na ultima década. A sequéncia homodloga do RNA
ribossdmico (rRNA) foi utilizada para determinar o parentesco genético dos
organismos que estdo sendo reclassificados na Familia Rickettsciaceae com os
géneros Rickettsia e Orientia, os quais compreendem bactérias intracelulares
obrigatérias que crescem livremente no citoplasma de células hospedeiras
eucarioticas, e na Familia Anaplasmataceae que inclui todas as espécies de a-
protobactérias contidas nos géneros Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria, Wolbachia e
Neorickettsia, que replicam-se em compartimentos intravacuolares no interior das
células do hospedeiro (DUMLER et al., 2001).

As principais espécies de Ehrlichia que infectam cédes s&o E.
chaffeensis, E. ewingii e E. canis e de Anaplasma sdo A. phagocytophilum e A.
platys. A espécie E. chaffeensis, com tropismo por células mononucleares, foi
primeiramente documentada em humanos e posteriormente em cdes na América do
Norte (DAWSON et al., 1996; NEER; HARRUS, 2006). E. ewingii e A.
phagocytophilum estdo relacionados com a forma granulocitica da erliquiose
(GOLDMAN et al., 1998; DAGNONE et al., 2001; OLIVEIRA, 2009).
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E. canis é o principal agente causador da erliquiose canina, e, assim
como a E. chaffeensis, também parasita células mononucleares. No entanto, € mais
prevalente (SKOTARCZAK, 2003, VIEIRA et al., 2011). A. platys parasita plaquetas,
e é conhecida por ser o agente causador da trombocitopenia ciclica nos caes,e
assim como E. canis, tem distribuicdo mundial (SIMPSON et al., 1991; HARRUS et
al., 1997; SAINZ et al., 1999; BREITSCHWERDT, 2000; YABSLEY et al., 2008).

A co-infecgcao de A. platys e E.canis é frequente, pois acredita-se
que sejam transmitidas pelo mesmo vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus
(KORDICK et al., 1999; BREITSCHWERDT, 2000; SUKSAWAT et al., 2001ab).

1.3 EHRLICHIA CANIS

Ehrlichia canis é o agente causador da erliquiose monocitica canina
(EMC) e foi identificada pela primeira vez na Argélia em mondcitos de caes (Canis
familiaris) infestados por carrapatos R. sanguineus, que apresentavam quadros
agudos de febre e anemia, ocasido em que foi denominada Rickettsia canis
(DONATIEN; LESTOQUARD, 1935). Neitz e Thomas (1938) descreveram uma
epidemia de R. canis no Parque Nacional Kruger, Africa, onde esfregacos
sanguineos de caes selvagens (Lycoon pictus) apresentavam inclusbes que
correspondiam a descricao feita em 1935. A reclassificacdo se deu em 1945 por
Mashkovsky, quando passou a ser chamada E. canis (MACHADO, 2004).

Durante a Guerra do Vietna, a doenca teve destaque mundial,
quando cerca de 300 caes militares americanos desenvolveram uma enfermidade
hemorragica fatal, chamada pancitopenia tropical canina (HUXSOLL et al., 1970;
BREITSCHWERDT et al., 1998; MACHADO, 2004; VIEIRA et al., 2011). Entretanto,
passou a ser mais pesquisada quando foi relacionada com infecgcbes em humanos,
em 1987, nos Estados Unidos (DUMLER; BAKKEN, 1998).

No Brasil, o primeiro relato da doenga ocorreu em Belo Horizonte,
com a observagao de inclusdes em linfocito (COSTA et al.,, 1973). Depois disso

houve varios relatos da doenca por todo pais (VIEIRA et al., 2011).
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1.3.1 Distribuicdo Geografica

A EMC tem distribuicdo mundial, particularmente frequente em
regides tropicais e subtropicais, principalmente em &areas urbanas e suburbanas,
devido a maior concentracdo do seu principal vetor, o R. sanguineus (LABRUNA;
PEREIRA, 2001; SOUZA et al., 2009; SILVA et al., 2010).

No Brasil, a EMC é considerada endémica principalmente nas areas
urbanas (LABRUNA; PEREIRA, 2001). Dados nacionais relataram que 10 a 30%
dos caes provenientes de hospitais veterinarios apresentam sorologia e/ou PCR
positiva para o agente (DAGNONE et al., 2003; LABARTHE et al., 2003; TRAPP et
al., 2006; CARVALHO et al., 2008; UENO et al., 2009; AZEVEDO et al., 2011).

1.3.2 Transmissao

O principal transmissor da EMC é o R. sanguineus (DAGNONE et
al.,, 2001; MACHADO, 2004). Como este carrapato também ¢é responsavel pela
transmissao de outros hemoparasitas, € comum encontrar animais co-infectados
com Babesia canis, A. platys, Bartonella vinsonii, Hepatozoon canis e outras
espécies de Ehrlichia (KORDICK et al., 1999; SOLANO-GALEGO et al., 2006;
YABSLEY et al., 2008; DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al. 2010).

A transmissao da Ehrlichia ocorre por via transestadial, ou seja, o
carrapato pode adquirir a infeccdo nos estagios de larva ou ninfa ao se alimentar
com o sangue de um animal infectado e transmiti-la a um animal sadio durante a
alimentagdo subsequente. Esse fendmeno permite que os vetores transmitam as
bactérias aos caes durante um longo periodo devido ao fato de o ciclo bioldgico do
R. sanguineus incluir trés hospedeiros (GREENE; HARVEY, 2006; HARRUS et al.,
1997).

1.3.3 Patogenia e Sinais Clinicos

A EMC é caracterizada por ser multissistémica com periodo de
incubacao variando de uma a trés semanas (CODNER; ROBERTS; AINSWORTH,
1985; GREENE; HARVEY, 2006; NEER; HARRUS, 2006). De acordo com as

alteragbes clinicas e hematoldgicas, a doenga pode evoluir para trés estagios
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consecutivos da infecgdo: aguda, subclinica ou assintomatica e crénica (RIKIHISA,
1991; HARRUS et al., 1997; MOREIRA et al., 2003; NEER; HARRUS, 2006).

Fase aguda: pode durar de duas a quatro semanas. Nesta fase as
bactérias se multiplicam no interior de células do sistema fagocitico mononuclear em
orgdos como figado, bago e linfonodos, ocasionando hepatomegalia,
esplenomegalia e linfoadenopatias; podem ainda multiplicar-se nas células da
medula éssea, resultando em hipoplasia das linhagens afetadas (DAGNONE et al.,
2001; CASTRO et al., 2004; NEER; HARRUS, 2006).

As células infectadas sao transportadas, através da corrente
sanguinea, para outros 6rgaos, especialmente para os pulmoes, rins e meninges, e
se aderem ao endotélio vascular, levando a vasculite (BREITSCHWERDT, 2000). A
vasculite e os mecanismos imunomediados induzem a trombocitopenia e possiveis
quadros hemorragicos (NEER; HARRUS; 2006).

Nesta fase os sinais clinicos sao inespecificos e incluem febre,
secregao ocular e nasal, anorexia, depressao, perda de peso, dispnéia, poliartrite e
sinais neurologicos e musculares (CODNER; ROBERTS; AINSWORTH, 1985;
GLAUS; JAGGY, 1992; BREITSCHWERDT, 2000; HARRUS et al, 1997).
Geralmente, os sinais clinicos se resolvem sem tratamento, podendo o cao
permanecer assintomatico ou desenvolver a fase cronica (NEER; HARRUS, 2006).

Fase subclinica ou assintomatica: instala-se quando o animal
sobrevive a fase aguda, pode durar meses ou anos e esta associada a persisténcia
de E. canis no hospedeiro, que apresenta altos niveis de anticorpos no sangue
(ANDEREG; PASSOS, 1999). Durante esta fase, apesar de os animais serem
assintomaticos, pode-se observar algumas alteragdes neuroldgicas e hematoldgicas,
como trombocitopenia, leucopenia e neutropenia (BREITSCHWERDT, 2000).
Estimulos estressantes ou tratamento imunossupressor durante esta fase podem
provocar a progressao para a fase crénica (CODNER; FARRIS-SMITH, 1986).

Fase crOnica: caracteriza-se pela incapacidade do sistema imune do
hospedeiro em eliminar o microrganismo. Esta fase varia de suave a severa e é
dependente de fatores como idade, imunocompeténcia, viruléncia da cepa e
infeccbes concomitantes (ANDEREG; PASSOS, 1999). Os sinais clinicos
apresentados nesta fase sao reflexos das alteragdes fisiopatoldgicas resultantes da

grave anemia e da infiltragdo perivascular de células linforreticulares e plasmdcitos
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em diversos 6rgaos (SHERDING, 2008). O 6ébito ocorre pela hemorragia sistémica
associada a infec¢des secundarias (NEER; HARRUS, 2006).

1.3.4 Alteragbes Hematoldgicas

As principais alteracbes hematoldgicas encontradas em caes
infectados por E. canis incluem trombocitopenia, anemia e leucopenia (HARRUS et
al., 1999; DAGNONE et al., 2001; BULLA et al., 2004; MACHADO, 2004).

A trombocitopenia é considerada a anormalidade mais comum em
animais com erliquiose. Ja na segunda semana poés infeccdo observa-se queda no
numero de plaquetas, que permanece baixo durante as fases aguda e cronica da
doenca (OLIVEIRA et al., 2000; MOREIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004). Esta
alteracdo envolve varios processos, como consumo de plaquetas pelo endotélio
vascular inflamado, aumento do sequestro esplénico, destruicdo imunomediada
(principalmente na fase aguda), decréscimo na producédo de plaquetas devido a
hipoplasia medular (fase crénica) e/ou diminuicdo da vida meédia das células
(HARRUS et al., 1999; WARNER et al., 2000; BULLA et al., 2004). Além da queda
no seu numero, ha também o aumento do tamanho das plaquetas, denominados
mega ou macroplaquetas, no sangue periférico (WARNER et al., 1997).

Acredita-se que o mecanismo imunoldgico responsavel pela indugéo
da leucopenia seja também responsavel pela anemia normocitica normocrémica. Os
eritrocitos seriam fagocitados e lisados pelo complemento devido a uma reacao de
hipersensibilidade do tipo Il, junto com hemorragias e com a diminuigdo de produgao
pela medula é6ssea. A vasculite generalizada esta associada a produgdo de
interleucina-1 (IL-1), a qual desempenha uma importante fungdo na marginalizagéo e
adesédo dos leucdcitos na parede vascular, e, com isso, leva ao maior acumulo de
células no foco da inflamagéo e a consequente queda no numero dessas células na
circulagao sanguinea (MOREIRA et al., 2003; NEER; HARRUS, 2006).

Na fase crbnica pode ocorrer hipoplasia da medula 6ssea e
deteriorizagao da produgao medular de todos os elementos do sangue, 0 que resulta
em pancitopenia (NEER; HARRUS, 2006; HARRUS et al., 2004).
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1.4 ANAPLASMA PLATYS

Anaplasma platys foi relatada pela primeira vez por Harvey;
Simpson e Gaskin (1978), nos Estados Unidos, ao observarem moérulas em
plaquetas de um céo trombocitopénico, ocasido em que foi denominada Ehrlichia
platys. A nova denominagao foi proposta cinco anos mais tarde, devido ao agente
nao apresentar semelhancga antigénica com E. canis (FRENCH; HARVEY, 1983). E
uma bactéria que infecta apenas plaquetas de caes, induzindo a doenga conhecida
como trombocitopenia ciclica canina ou erliquiose trombocitica canina (SOUSA et

al., 2009).

1.4.1 Distribuicdo Geografica

Sao poucos os estudos epizootiolégicos, mas acredita-se que sua
distribuicdo geografica seja semelhante a de outras espécies de rickettsias
(BRADFIELD; VORE; PRYOR, 1996).

O parasita ja foi descrito em varias partes do mundo, como nos EUA,
Grécia, Franga, Italia, Israel, China, Japao, Tailandia e Venezuela (ABARCA et al.,
2007) e no Brasil vem sendo relatada em caes de varias regides (GASPARINI et al.,
2008; DAGNONE et al., 2009; FERREIRA et al., 2008; CARDOZO et al., 2009;
SOUSA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2010; RAMOS et al., 2010).

1.4.2 Transmissao

Embora a transmissédo experimental de A. platys pelo R. sanguineus
tenha falhado (SIMPSON et al., 1991), o carrapato é apontado como o principal
transmissor para caes em diversas regides do mundo (KORDICK et al., 1999;
SANOGO et al., 2003; SPARAGANO et al., 2003; YABSLEY et al., 2008; SOUSA et
al., 2009). Além disso, o DNA de A. platys ja foi detectado em carrapatos desta
espécie (INOKUMA; RAOUL; BROUQUI, 2000; SPARAGANO et al.,, 2003;
FOONGLADDA et al., 2011).

O R. sanguineus possui ampla distribuicdo geografica e € o vetor de
outros hemoparasitas tais como E. canis e B. canis. A co-infecgdo destes agentes
com A. platys € um achado frequente (SUKSAWAT et al., 2001ab; HUANG et al.,
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2005; SANOGO et al., 2003; SANTOS et al., 2009;), fato que reforca a hipotese de
que o vetor seja 0 mesmo.

A deteccdo de DNA de A. platys em filhotes e suas maes levanta a
possibilidade de transmissao transplacentaria, contudo ha de se realizar estudos

mais aprofundados para sua confirmacao (ALMEIDA et al., 2010).

1.4.3 Patogenia E Sinais Clinicos

O periodo de incubagao da anaplasmose varia de oito a quinze dias.
A infeccdo aguda caracteriza-se pela parasitemia ciclica das plaquetas, onde uma
alta porcentagem apresenta-se infectada. Em alguns dias ocorre a trombocitopenia
que pode ser intensa. Nesta fase, tornam-se minimas as chances de visualizagcao do
parasita na circulacdo. Apds um periodo de trombocitopenia, as plaquetas tendem a
retornar aos valores normais apos trés a quatro dias. Estas fases acontecem em
intervalos de uma a duas semanas (WOODY; HOSKINS, 1991; INOKUMA; RAOUL,;
BROUQUI, 2000; HARVEY, 2006).

Os sinais clinicos variam com a severidade da infecgdo, com a
resposta imunoldgica do hospedeiro, com os 6rgéos atingidos e com a presenga de
co-infec¢cdo com outros microrganismos (HARVEY, 2006).

A existéncia de mais de uma cepa de A. platys circulando na
América Latina poderia explicar as diferengcas na gravidade da doenga. No Brasil e
na Venezuela apresenta-se leve ou assintomatica, enquanto que no Chile as
manifestacbes clinicas s&o consideradas mais graves (ABARCA et al., 2007;
CARDOZO et al., 2009).

Anaplasma platys causa trombocitopenia que pode ser grave o
suficiente para resultar em sangramento, incluindo petéquias e equimoses, mas a
maioria dos caes consegue controlar a infecgdo imunologicamente e esses sinais
podem nao aparecer (HARVEY, 2006; GAUNT et al., 2010). Em geral, os sinais sao
inespecificos, como anorexia, letargia, mucosas hipocoradas e febre (RIKIHISA,
1991; HARRUS et al., 1997).
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1.4.4 Alteragdes Hematologicas

A principal alteragdo hematoldgica da infecgdo por A. platys é a
trombocitopenia (DAGNONE et al., 2003; SOUSA et al., 2009). Em alguns casos
observa-se anemia e leucopenia (WOODY; HOSKINS, 1991; SHERDING, 2008).

As plaquetas parasitadas e a trombocitopenia diminuem durante a
infeccdo crbnica, resultando em raras plaquetas parasitadas no esfregago sanguineo
(FRENCH; HARVEY, 1983; HARVEY, 2006).

A trombocitopenia associada a A. platys é classificada como
regenerativa, pois é observada uma hiperplasia megacariocitica na medula 6ssea de
céaes infectados (BAKER et al., 1987).

1.5 DIAGNOSTICO DE E. CANIS E A. PLATYS

1.5.1 Microscopia Optica

O método de diagndstico usado rotineiramente é a pesquisa do
parasita em esfregagco sanguineo, observado como inclusbes em leucdcitos (E.
canis) e em plaquetas (A. platys) (FRENCH; HARVEY, 1983; BREITSCHWERDT,
2000; HARVEY, 2006).

As moérulas de E. canis sdo dificeis de serem detectadas, pois
aparecem em baixas concentracées no sangue circulante (DAGNONE et al., 2001;
HARVEY, 2006; NAKAGHI et al., 2008; RAMOS et al., 2009). Em um estudo
realizado em caes com infec¢do por E. canis na fase aguda da doenga, apenas 4%
dos esfregacos tiveram a presenca de morulas (WOODY; HOSKINS, 1991); em
outro, onde comparou-se o método de microscopia com a PCR, a positividade foi de
9% e 57%, respectivamente (RAMOS et al., 2010).

Com relacédo ao A. platys, o carater ciclico da trombocitopenia
dificulta o diagndstico direto. Além disso, quando ocorre ativagcdo plaquetaria e ha
uma diferengca na morfologia dos granulos, estes podem ser confundidos com
inclusées do parasita (SIMPSON; GAUNT, 1991; HARVEY, 2006).
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1.5.2 Sorologia

Muitos testes sorolégicos estdo disponiveis para a detecgdo dos
agentes da familia Anaplasmataceae, tais como fixagdo do complemento,
hemaglutinagdo indireta, Reag¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio
Imunenzimatico (ELISA), Dot-blot ELISA e Western blot.

Os testes soroldgicos, em geral, sdo limitados pela deficiéncia na
deteccdo de infecgbes agudas, pela dificuldade de diferenciar infecgdo por
exposi¢ao primaria e pela possibilidade de ocorréncia de reacdes cruzadas entre
diferentes espécies (IQBAL; CHAICHANASIRIWITHAYA; RIKIHISA 1994, SHAW et
al., 2001). Um teste isolado, portanto, pode nao indicar infecgdo e sim exposigcdo ao
agente e este fato aumenta a importdncia do suporte clinico ao interpretar os
resultados dos exames (RIKIHISA, 1991).

1.5.3 Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI é a principal técnica sorolégica usada para a detecgao de
anticorpos séricos, porém a maior desvantagem deste teste é o grande numero de
reacgdes inespecificas originadas por antigenos comuns a outros agentes do mesmo
grupo (RIKIHISA, 1991; DUMLER et al., 1995; NEER; HARRUS, 2006).

A detecgao de anticorpo para agentes da familia Anaplasmataceae
também pode ser feita através do teste de Dot-blot ELISA (FRENCH; HARVEY,
1983; TRAPP et al.,, 2006). No entanto ja foi descrita a ocorréncia de reacéo
cruzada em caes PCR-positivos para A. platys testados em ELISA comercial para
deteccdo de anticorpos de A. phagocytophilum (FERREIRA et al., 2008).

As técnicas sorolégicas podem ser empregadas como testes
confirmatorios de diagnostico para infecgdes por rickettsias (COHN, 2003; TRAPP et
al., 2006; YABSLEY et al., 2008); entretanto, apesar de apresentarem alta
sensibilidade, esses testes podem levar a resultados falsos positivos, pois os
anticorpos especificos podem permanecer por até 11 meses pds o tratamento e a
cura e falsos negativos nas infecgbes agudas (RIKIHISA, 1991; COHN, 2003;
NAKAGHI et al., 2008).
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1.5.4 Diagnaostico Molecular

A PCR é uma das técnicas mais empregadas nas diversas areas do
diagndstico molecular. Sua tecnologia também é bastante flexivel, o que permite
uma série de modificagbes que possibilitam o seu emprego na andlise de uma
grande variedade de amostras. Entre as principais técnicas resultantes de
modificagcdes da PCR, podem ser citadas nested PCR, multiplex PCR e PCR em
tempo real. O nested PCR emprega uma segunda etapa de amplificagdo com um
par de primers internos aos utilizados na primeira etapa e visa aumentar a
sensibilidade e especificidade do método. A PCR multiplex é utilizada para detectar
multiplas sequéncias-alvo numa mesma amostra. J& a PCR em tempo real é
empregada para quantificagdo de amostras (MOLINA; TOBO, 2004).

Os testes moleculares sao rapidos, sensiveis e especificos para
deteccao de Rickettsias (IQBAL et al., 1994; MURPHY et al., 1998; MACIEIRA et al.,
2005; FENOLLAR; RAOULT, 2004), permitem determinar a espécie presente, bem
como a presenga de co-infecgédo por duas ou mais espécies (AGUIRRE et al., 2006;
NAKAGHI et al. 2008; BANETH et al., 2009; RAMOS et al., 2009). Esses testes tém
sido aplicados com frequéncia no diagndstico das Rickettsioses (MACHADO et al.,
2006; CARVALHO et al., 2008; SANTOS et al., 2009; RAMOS et al., 2010).

1.6 SAUDE PUBLICA

Segundo a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS), a
erliquiose é uma zoonose, sendo E. chaffeensis e E. ewingii as espécies
tradicionalmente envolvidas nas infecgcbes humanas. No entanto, E. canis tem sido
relatada como responsavel por causar infeccdes em pacientes na Venezuela
(PEREZ; RIKIHISA; WEN, 1996; PEREZ et al., 2006; DUMLER et al., 2007).

Nos ultimos anos, a erliquiose humana tem chamado a aten¢ao dos
orgaos de saude dos Estados Unidos, pois a incidéncia da doenga passou de menos
de 1 caso por milhdo de pessoas em 2000 para 3,4 casos por milhdo de pessoas em
2008, sendo mais prevalente em pessoas acima de 50 anos, do sexo masculino e
que tiveram contato com carrapatos. Pessoas com sistema imunolégico
comprometido podem desenvolver uma forma mais grave da doenca (DUMLER et
al., 2007; CDC, 2008).
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A infecgdo em humanos por E. canis teve sua primeira descrigdo na
Venezuela Venezuela (PEREZ; RIKIHISA; WEN, 1996). Em outro estudo realizado
neste mesmo pais, a mesma cepa de E. canis foi encontrada infectando o homem, o
cdo e o carrapato, sugerindo que céaes infectados cronicamente servem como
reservatorio deste agente para infeccdo em humanos e que o R. sanguineus atua
como vetor (UNVER et al. 2001).

Dentre os humanos acometidos por E. canis que foram avaliados por
Perez et al. (2006), na Venezuela, todos tiveram contato com cées, apoiando a idéia
do seu potencial zoondtico. Esses autores afirmaram, ainda, que pacientes com
episodios febris sem etiologia conhecida s&do observados frequentemente nas
regides tropicais, e isto justifica a inclusdo da erliquiose canina, por E. canis, no
diagndstico diferencial.

Infecgbes humanas com A. platys sdo raras, mas a detecgédo de
organismos semelhantes ao agente em plaquetas ja foi relatada (ARRAGA-
ALVARADO et al., 1999, TAMi; TAMI-MAURY, 2004).

Com o crescente aumento na prevaléncia das doencas causadas
por riquetsias com possivel potencial zoonético, tornam-se essenciais os estudos
referentes aos agentes envolvidos nestas enfermidades. Ao estudar a ocorréncia de
E. canis e A. platys em caes domiciliados, que, portanto, estdo em estreito contato e
sao potenciais fontes de infeccdo para humanos, o presente trabalho pode contribuir

com o conhecimento sobre a epidemiologia destes agentes.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

e Avaliar a ocorréncia de E. canis e A. platys em caes domiciliados
da cidade de Jataizinho, PR.

Objetivos Especificos:

e |dentificar pela PCR a presenca de E. canis e A. platys na
populagido canina em estudo;

e Associar as variaveis estudadas (sexo, idade, acesso a rua e
presenca de carrapato no momento da coleta) com a ocorréncia
de E. canis e A. platys;.

e Associar a presenca de anemia e trombocitopenia com infecgao

por E. canis e A. platys em caes assintomaticos.
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3 ARTIGO PARA PUBLICACAO

OCORRENCIA DE EHRLICHIA CANIS E ANAPLASMA PLATYS EM CAES
DOMICILIADOS DA CIDADE DE JATAIZINHO, PARANA.

SILVA, Gislaine Cristina Ferreira. Ocorréncia de Ehrlichia canis e Anaplasma
platys em cdes domiciliados da cidade de Jataizinho, Parand. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina. 2011

RESUMO: Erliquiose monocitica canina, causada principalmente por Ehrlichia canis,
e anaplasmose trombocitica canina, por Anaplasma platys, sdo importantes doencgas
transmitidas por carrapatos, que acometem os caes e que podem também infectar o
homem. O presente estudo avaliou a ocorréncia desses agentes em amostras de
sangue de 256 caes domiciliados na cidade de Jataizinho, PR, utilizando a técnica
da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR). A ocorréncia de E. canis e A. platys foi
de 16,4% e 19,4%, respectivamente, com 5,47% de coinfecgdo. Nao foi observada
associagao significativa com as variaveis sexo, idade, acesso a rua e presenga de
carrapatos no momento da coleta de sangue. A infeccédo por E. canis teve relagcéao
com anemia e com trombocitopenia enquanto que a infecgdo por A. platys apenas
com trombocitopenia. A erliquiose e a anaplasmose canina devem estar entre os
diagndsticos diferenciais quando estas alteragdes hematoldgicas forem encontradas
em exames laboratoriais.

Palavras chaves: Erliquiose monocitica canina. Anaplasmose trombocitica canina.
PCR. Anemia. Trombocitopenia.

SILVA, Gislaine Cristina Ferreira. Occurrence of Ehrlichia canis and Anaplasma
platys in domiciled dogs from Jataizinho city, Parana. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia Animal). Universidade Estadual de Londrina. 2011.

ABSTRACT: Canine monocytic ehrlichiosis, caused mainly by Ehrlichia canis, and
canine thrombocytic anaplasmosis, caused by Anaplasma platys, are important
emerging zoonotic tick-borne diseases that can affect both animals and humans. The
current study evaluated the presence of E. canis and A. platys in blood samples from
256 domiciled dogs from Jataizinho city, Parana State, Brazil, using polymerase
chain reaction (PCR). The occurrence of E. canis and A. platys was 16,4% and
19,4%, respectively, and 5,47% for coinfection. The presence of E. canis and A.
platys was not significantly associated with the variables sex, age, access to the
street and presence of ticks in the moment of blood collection. The infection with E.
canis was related to anemia and to thrombocytopenia while the infection with A.
platys was related only to thrombocytopenia. Canine ehrlichiosis and anaplasmosis
should be among the differential diagnosis when these hematological changes are
found in laboratory tests.

Key words: Canine monocytic ehrlichiosis. Canine thrombocytic anaplasmosis.
PCR. Anemia and thrombocytopenia.
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3.1 INTRODUCAO

A erliquiose e a anaplasmose canina sdo doencas infecciosas
causadas por bactérias gram-negativas pertencentes a Ordem Rickettsiales, Familia
Anaplasmataceae, Géneros Ehrlichia e Anaplasma (DUMLER et al., 2001). Ehrlichia
canis e Anaplasma platys sdo organismos intracelulares obrigatérios, organizados
em agrupamentos denominados morulas, localizados comumente em leucocitos e
plaquetas, respectivamente, existindo a possibilidade de infecgbes concomitantes
(RIKIHISA, 1991; McBRIDE et al., 1996; COHN, 2003; NEER; HARRUS, 2006). Tém
grande importancia na clinica de pequenos animais e em saude publica, por se
tratar de enfermidades cada vez mais prevalentes em caes, que podem também
acometer o homem (DAGNONE et al.,, 2001; NEER; HARRUS, 2006; da COSTA;
VALLE; GRECO, 2006; DOUDIER et al., 2010).

A transmissdo de E. canis ocorre principalmente pela picada do
carrapato Rhipicephalus sanguineus e acredita-se que este carrapato também seja o
transmissor de A. platys para os caes (KORDICK et al., 1999; INOKUMA; RAOULT;
BROUQUI, 2000; SUKSAWAT et al., 2001). Por este motivo, € comum a ocorréncia
de animais co-infectados com os dois agentes (KORDICK et al., 1999; YABSLEY et
al., 2008; DAGNONE et al. 2009).

O diagnéstico da erliquiose e anaplasmose tem sido baseado na
combinagdo de sinais clinicos e achados hematoldgicos. A pesquisa do
hemoparasita em esfregacos de sangue é a técnica mais utilizada na rotina clinica
que identifica morulas em leucécitos e plaquetas, mas essa técnica na maioria das
vezes € insuficiente, podendo ser complementado com a realizacdo de técnicas
moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (NAKAGHI et al.,
2008; DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al., 2010).

Os dados existentes para erliquiose e anaplasmose na regido de
Londrina, norte do estado do Parana, sao de uma populacdo hospitalar de caes
(DAGNONE et al., 2003, TRAPP et al., 2006, GASPARINI et al., 2008). Portanto, o
presente trabalho € o primeiro, nesta regido, a avaliar a ocorréncia de E. canis e A.
platys em uma populagdo de cédes domiciliados, aparentemente sadios, associando
a presenga desses agentes com possiveis fatores de risco e alteragdes

hematoldgicas.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Area de Estudo e Amostras

As amostras de sangue com EDTA dos 256 caes foram coletadas
nos proprios domicilios dos animais durante os meses de julho e agosto de 2010 no
municipio de Jataizinho, estado do Parana, Brasil. Margeada pelo Rio Tibagi e
proximo ao tropico de Capricérnio, o municipio de Jataizinho situa-se nas
coordenadas 23°15 S e 50°58 W, a 352 m de altitude. O clima, segundo a
classificacao de Koppen, é do tipo Cfa — subtropical umido com verdao quente. A
temperatura média anual € de 21,3°C, com ocorréncia de um periodo mais chuvoso
e quente na primavera e no verao, € um mais seco e frio no outono e no inverno
(IAPAR, 2011).

3.2.2 Exames Hematologicos

Foi realizada a centrifugagdo do sangue em microhematécrito para
obtencao do volume globular (VG) (THRALL, 2007). Também foram confeccionados
esfregacos sanguineos fixados com alcool metilico por 3 minutos, seco a
temperatura ambiente e corados pela técnica de Giemsa para posterior estimativa
do numero de plaguetas em lamina, conforme descrito por Silva et al. (2007).

Foram considerados anémicos, os animais com o VG inferior a 30%,
e trombocitopénicos aqueles com numero de plaquetas inferior a 120.000. Apesar
dos valores de referéncia para caes serem de no minimo 200.000 plaquetas, com
frequéncia ocorrem as chamadas pseudotrombocitopenias por contato prolongado
com EDTA. Para minimizar esse erro, considerou-se apenas trombocitopénicos os
animais com menos de 120.000 plaquetas (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2004).

3.2.3 Extracdo de DNA

As amostras de sangue foram previamente congeladas a -20°C até a
realizacao da extracdo de DNA, que foi realizada com utilizagdo do kit comercial
QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen™), de acordo com as recomendagbes do

fabricante.
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O DNA extraido foi aliquotado em tubos estéreis de polipropileno de

2 mL, identificados e armazenados a -20°C, para utilizacdo na PCR.

3.2.4 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacdo de um segmento de 959 pares de base do gene
VirB9 de E. canis foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores (primers)
EcavB9F (senso ou “forward”) e EcavB9Rev (anti-senso ou “reverse”) conforme
descrito anteriormente (FELEK; HUANG; RIKIHISA, 2003). Para A. platys, foram
utilizados os primers denominados Platys-F e Platys-R, que amplificam um
segmento de 504 pares de base do gene 16S rDNA (INOKUMA et al., 2001).

Nas PCRs, foram empregados 2,5 yL de amostra de DNA. Todos os
primers (Invitrogen®) foram diluidos para ter uma concentragao final de 20 pmol/uL,
sendo utilizado 0,5 pL em reacao de volume final de 12,5 uL. O Cloreto de Magnésio
(MgCI2 50 mM, Invitrogen®) foi utilizado na concentragdo de 1,5 mM para as
reacdes de A. platys e de 2,0 mM para E. canis. O tampao da PCR (10 mM Tris-ClI
(ph=8,3), 50 mM KCI) (Invitrogen®) foi usado sempre na concentragao 1X, 0,2 mM
de cada deoxinucleotideo (dATP, dGTP, dTTP e dCTP-100 mM) (Invitrogen®) e 1,25
U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen®). Em toda PCR foi utilizado
controle positivo da espécie alvo desejada e controles negativos da reagdo. As
sequéncias térmicas usadas no termociclador (Biorad Personal Termol cycler®)
foram as seguintes: desnaturacéao inicial de 94 °C por 5 min; desnaturacao final 94
°C por 1min., temperatura de anelamento de 58°C para E. canis e 60°C para A.
platys por 1 min., extensdo inicial 72 °C por 1 min. e extensao final de 72 °C por 7

min. totalizando 35 ciclos.

3.2.5 Detecgao dos Produtos Amplificados

Todos os produtos amplificados gerados nas PCRs foram
visualizados apos eletroforese em gel de agarose (Invitrogen®) a 1,5%, corado com
syBr safe DNA stain (Invitrogen®) em cuba horizontal, com solugdo de TEB 1X pH
8,4 (89 mM Tris, 89 mM &acido borico, 6 mM EDTA) como fluido condutor de corrida.

Na primeira canaleta de cada gel foi adicionado um marcador de tamanho molecular
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de 100 pares de bases (Invitrogen®). O gel foi visualizado com transluminador sob a

luz UV utilizando o software da Loccus biotecnologia para a obtencédo das imagens.

3.2.6 Analise Estatistica

A associagao entre as variaveis observadas e a positividade para os
agentes estudados foi determinada pelo teste do qui-quadrado. Foram analisadas as
seguintes variaveis: ocorréncia de E. canis e A. platys associada com o sexo dos
animais (masculino e feminino), a faixa etaria (0-1 ano, 2-5 anos de idade e mais de
5 anos de idade), o acesso a rua, a presenca de carrapatos no momento da coleta
de sangue com a presenga das alteragbes hematoldgicas (anemia e

trombocitopenia). Aceitou-se a probabilidade de erro de até 5% (p<0,05).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 256 animais avaliados, 77 (30,08%) foram positivos para pelo
menos um dos agentes pesquisados, dos quais 28 (10,94%) foram positivos
somente para E. canis, 35 (13,67%) foram positivos somente para A. platys e em 14
animais (5,47%) detectou-se o DNA dos dois agentes pesquisados. Portanto, a
ocorréncia total (apenas um agente ou coinfectados) de E. canis e A. platys foi de
16,4% e 19,14%, respectivamente.

A amplificagdo do gene VirB9 da E. canis produziu um padrao de
banda especifica de aproximadamente 959 pb (Figura 1), enquanto que o fragmento
16S rRNA com primers especificos para A. platys produziu padrédo de banda unica
de aproximadamente 504 pb (Figura 2).

Comparando estes resultados com outros estudos realizados no
Brasil que também utilizaram a PCR, verificou-se que a prevaléncia de E. canis nos
caes domiciliados da cidade de Jataizinho (16,4%) foi inferior a encontrada na
cidade de Londrina, PR (DAGNONE et al, 2003 - 22%), Jaboticabal, SP
(DAGNONE et al., 2009 - 88%; NAKAGHI et al., 2008 - 53,3%; FARIA et al., 2010 -
72,5%), Botucatu, SP (BULLA et al., 2004 - 30,9%; DINIZ et al., 2007 - 77,7%;
UENO et al., 2009 - 40%), Ribeirdo Preto, SP (SANTOS et al., 2009 - 38,9%),
Recife, PE (RAMOS et al., 2010 - 57%) e Salvador, BA (SOUZA et al., 2010 -

35,6%), mas superior a encontrada em outro estudo realizado no estado da Bahia
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(CARVALHO et al., 2008 - 7,8%). E necessario enfatizar que a maioria desses
estudos foi realizada com caes atendidos em hospitais veterinarios, ou seja, que ja
apresentavam sinais clinicos e/ou alteragbes hematoldgicas compativeis com a
infeccao pelo agente pesquisado.

Para A. platys, a ocorréncia verificada (19,4%) foi inferior a
encontrada no Recife, PE (RAMOS et al., 2009 — 55%) e superior a do Rio de
Janeiro, RJ (FERREIRA et al., 2007 — 15,84%) e de Ribeirdo Preto, SP (SANTOS et
al., 2009 — 14,9%). Em outros paises a prevaléncia variou de 4 a 55% (KORDICK et
al., 1999; HUANG et al., 2005; De LA FUENTE et al., 2006; YABSLEY et al., 2008).

As variagbes encontradas nos porcentuais de positividade estao
relacionadas principalmente a populacdo canina estudada, a exposicdo dessas
populagdes ao carrapato vetor e ao método diagnostico empregado (SOLANO-
GALLEGO et al., 2006).

A ocorréncia de caes co-infectados com as espécies A. platys e E.
canis (5,47%) reforgca a hipotese de que elas sédo transmitidas pelo mesmo vetor,
fato verificado, também, em diferentes regides do Brasil (DANTAS-TORRES., 2008;
RAMOS et al., 2009; SANTOS et al., 2009) e do mundo (SUKSAWAT et al., 2001ab;
HUANG et al., 2005; YABSLEY et al., 2008).

N&o foi observada associagcédo significativa entre infeccdo por E.
canis e as variaveis estudadas (sexo, idade, acesso a rua e presenga de carrapatos
no momento da coleta de sangue) (Tabela 1).

Para E. canis, também nao foi encontrada diferencga significativa com
relacdo a idade e sexo em Cuiaba, MT (SOUSA et al., 2010) e em lIhéus e Itabuna,
BA (CARVALHO et al., 2008), utilizando métodos moleculares, e em Cuiaba, MT
(SILVA et al., 2010), Monte Negro, RO (AGUIAR et al., 2007), Patos, PB (AZEVEDO
et al., 2011), Rio Grande do Sul (SAITO et al., 2008), Estados Unidos (RODGERS,
MORTON; BALDWIN, 1989), Israel (HARRUS et al., 1997) e Japao (INOKUMA,
OHNO, YAMAMOTO, 1999), utilizando métodos soroldgicos.

Outros autores relatam maior prevaléncia de E. canis em caes
adultos e idosos, associacdo atribuida ao maior tempo de exposicdo ao vetor (
WATANABE et al., 2004; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005; TRAPP et al., 2006;
COSTA JR et al., 2007).

Ao contrario do presente estudo, Azevedo et al. (2011), estudando

caes do semi-arido da Paraiba, observaram que animais com algum acesso a rua
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podem estar mais expostos ao risco de infeccdo por E. canis em decorréncia de
maior chance de contato com carrapatos infectados.

Moreira et al. (2003) encontraram correlagdo positiva entre a
ocorréncia de E. canis e a exposi¢ao ao vetor. A falta de diferenga significativa no
presente estudo se deve, provavelmente, ao fato de que as amostras de sangue
foram coletadas no inverno. As condigbes climaticas podem representar um fator
importante influenciando a dinamica das populagcbes de carrapatos. Um estudo
realizado em Minas Gerais observou que caes que vivem em cidade com
temperatura ideal para o desenvolvimento do carrapato possuem 4,6 vezes maior
risco de serem soropositivos para E. canis, quando comparados com outros que
vivem em regides onde a temperatura média anual é menor (COSTA JR et al.,
2007). Como, até o momento, a unica forma de transmissdo natural conhecida &
através do carrapato, é certo que os caes positivos ja tivessem tido contato com o
vetor em algum momento de sua vida mesmo estando ele ausente na ocasiao da
coleta de sangue.

Assim como para E. canis, também nao foi observada associagao
significativa entre infecgdo por A. platys e as variaveis estudadas (sexo, idade,
acesso a rua e presencga de carrapatos no momento da coleta de sangue) (Tabela
2).

Diferentemente dos estudos com E. canis, pouco se sabe sobre
fatores de risco associados com A. platys no Brasil (DANTAS-TORRES, 2008).

Em um estudo realizado em Minas Gerais por Costa Jr. et al., (2007)
ao avaliar a influéncia do sexo, idade e presencga de carrapatos em animais positivos
para A. platys, apenas observaram associagédo positiva do agente com a presenga
do vetor..

Uma das alteracbes hematoldégicas comumente encontrada em
animais com EMC é a anemia, que geralmente €& normocitica normocrémica
sugerindo resposta medular n&o regenerativa ou pouco responsiva (HARRUS et al.,
1997; MOREIRA et al, 2003; BULLA et al, 2004; BORIN; CRIVELENTI,
FERREIRA, 2009; GAUNT et al., 2010). A atuagdo do sistema monocitico-
fagocitario, lise celular pela acdo do sistema complemento e supressdo da
eritropoiese na medula 6ssea sdo os mecanismos apontados como responsaveis

pelo quadro anémico da doenca (MOREIRA et al., 2003).
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Entre os caes positivos para E. canis, 28,57% estavam anémicos
enquanto que caes negativos, apenas 13,94% (Tabela 3), pode-se observar,
portanto, que a propor¢do de anémicos é significativamente maior nos caes
infectados com E. canis, comprovando que a erliquiose € uma importante causa de
anemia. Esses dados estao de acordo com Dagnone et al. (2003) e Santarém (2003)
que afirmaram ser a anemia um achado importante em populag¢des hospitalares de
caes.

De maneira diferente, Costa Jr et al. (2007), em Minas Gerais,
Sousa et al. (2010), no Mato Grosso e Ueno et al. (2009), em Botucatu, SP nao
verificaram associagao positiva para anemia frente a infecgdo por E. canis. Essas
variagdes no eritrograma ocorrem dependendo da fase da doenga (HARRUS et al.,
1997; BULLA et al. 2004).

Outra alteracdo hematoldgica encontrada e comum nas infecgdes
por esse agente € a trombocitopenia. Entre os caes positivos para E. canis, 59,52%
estavam trombocitopénicos, enquanto que os caes negativos apenas 36,58%. Pode-
se observar, portanto, que a propor¢ao de trobocitopénicos foi significativamente
maior nos caes infectados com E. canis, comprovando que a erliquiose € uma
importante causa de trombocitopenia (Tabela 3).

Da mesma forma, Santos et al. (2009) observaram que a prevaléncia
de E. canis foi maior em caes trombocitopénicos do que em nao-trombocitopénicos e
que a proporgcao de trombocitopénicos foi maior entre os caes infectados do que
entre os nao infectados. Santarém (2003) concluiu que a trombocitopenia € um
importante indicativo de erliquiose em casos agudos da doenca. Estudando a
prevaléncia de E. canis em caes trombocitopénicos, Bulla et al. (2004), em Botucatu,
e Macieira et al. (2005), no Rio de Janeiro, também observaram relagcéo entre a
trombocitopenia e a erliquiose.

Muitos mecanismos tém sido propostos para explicar a
trombocitopenia associada a infecgcdo por E. canis, entre eles, o aumento do
consumo de plaquetas, o sequestro esplénico, a destruicdo por mecanismos
imunomediados, bem como a ocorréncia de disfungdes plaquetarias associadas a
doenga (HARVEY, 2006; GAUNT et al., 2010).

No entanto, de acordo com Dagnone et al. (2003), a erliquiose ndo é
a principal causa da trombocitopenia na regido estudada. Estudando uma populagao

hospitalar em Londrina, os autores relataram a prevaléncia de 20% de E. canis em
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animais trombocitopénicos, sem comparar, no entanto, com a prevaléncia em caes
sem trombocitopenia.

No presente estudo ndo foi observada relagdo entre a positividade
para A. platys e a anemia (Tabela 4). Gaunt et al. (2010), em estudo experimental,
também nao encontraram relagao significativa entre infecgao por A. platys e a queda
do Volume Globular.

Entre os caes positivos para esse agente, 61,70% estavam
trombocitopénicos; enquanto que os caes negativos, 35,5%. Pode se observar,
portanto, que a proporcdo de trombocitopenia € maior nos caes infectados por A.
platys, comprovando que a anaplasmose € uma importante causa desta alteragao
hematoldgica.

Gaunt et al. (2010), em estudo experimental, também observaram
alta relagao entre anaplasmose e trombocitopenia. Santos et al. (2009) chamaram a
atencao para o fato de que, apesar de a trombocitopenia ser geralmente associada
com a infecgao por E. canis, a infecgao por A. platys também pode ser responsavel
por essa alteracgéo.

Diferentes tipos de estudos sdo realizados para relacionar a
prevaléncia de hemoparasitas com alteragdes hematoldgicas. Um deles consiste em
diagnosticar o agente em cdes com anemia e/ou trombocitopenia. Pode-se, também,
comparar a prevaléncia do agente em animais com e sem altera¢des; neste caso, se
a prevaléncia for maior entre aqueles com a alteragao, € necessario nao considerar
isto como fator de risco e sim como uma consequéncia da infecgao.

Avaliando por outro angulo, € possivel, ainda, analisar apenas caes
positivos para um agente, comparando, dentre eles, a porcentagem de anémicos
e/ou trombocitopénicos com a de caes que possuem valores de VG e/ou plaquetas
dentro dos valores de referéncias. Se a porcentagem dos anémicos e/ou
trombocitopénicos for maior, conclui-se, equivocadamente, que o agente é o seu
causador. No entanto, é importante analisar, também, a proporcdo de caes que
apresentam essas alteragbes entre os negativos. Se esta proporgao for igual entre
os positivos e negativos, significa que a presenca do agente nao tem influéncia
sobre a alteragdo. Ou seja, para concluir se o agente € causador de anemia e/ou
trombocitopenia, € necessario avaliar a propor¢cao dessas alteragcdes em animais

positivos e negativos.
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No presente trabalho, se for analisada apenas a porcentagem de
caes anémicos dentre os positivos para E. canis, que foi de 28,57%, pode parecer
que o agente ndo € uma importante causa, ja que mais de 70% dos casos de
anemia tivessem outra origem. No entanto, entre os caes negativos a proporgéo de
anémicos € ainda menor - 13,94%, o que permitiu concluir que a erliquiose é sim

responsavel por essa alteragao.

3.4 CONCLUSAO

Ehrlichia canis e A. platys sdo patégenos comuns em caes
domiciliados da cidade de Jataizinho, PR.

A PCR é um método adequado para detectar a infecgao por E. canis
e A. platys em caes.

Sexo, idade, acesso a rua e presenga de carrapatos no momento da
coleta de sangue n&o tiveram associagdao com a infec¢ao por E. canis e/ou A. platys.

A infecgdo por E. canis é importante causa de anemia e de
trombocitopenia enquanto que a infecgdo por A. platys causa apenas
trombocitopenia.

A erliquiose e a anaplasmose canina devem estar entre os
diagndsticos diferenciais quando estas alteragdes hematoldgicas forem encontradas

em exames laboratoriais.

Figura 1 — Fotomicrografia de eletroforese com gel de agarose de produtos da PCR
com primers especificos para Ehrlichia canis,.com algumas amostras de
sangue de caes de Jacarezinho, PR. (100pb = marcador de peso
molecular, ¢ += controle positivo, c- = controles negativos; canaletas 1 a
6 - amostras testadas).
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Figura 2 — Fotomicrografia de eletroforese com gel de agarose de produtos da PCR
com primers especificos para Anaplasma platys, com algumas amostras
de sangue de caes de Jacarezinho, PR. (100pb = marcador de peso
molecular, ¢ += controle positivo, c- = controles negativos; canaletas 1 a
6 - amostras testadas).

2 & 4 5 6 C C-

304k

Tabela 1 —Analise da associagao entre Ehrlichia canis e possiveis fatores de risco
em cées domiciliados de Jataizinho — PR.

VARIAVEL n PCR(+) % X2 p
SEXO
MACHO 142 26 18,3
FEMEA 112 16 14,28 0472 0,4921
ndo determinado 2 0
IDADE
<1 ano 43 6 13,95
Tasanos 148 24 1622 6o 0,8897
=5 anos a7 11 19,29
ndo determinado 8 1 12,5
ACESSO A RUA
3l 143 22 15,38
0,1067 0,744
MAD 113 20 17.70 ! !
CARRAPATO
29 5 17.24
S.l,M ' 0,01885 0,8908
MNAO 227 ar 16,3

n = nimero de animais; % prevaléncia
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Tabela 2 — Andlise da associacdo entre Anaplasma platys e possiveis fatores de
risco em cées domiciliados de Jataizinho — PR.

VARIAVEL n PCR(+) % X2 p
SEXO
MACHO 142 28 19,72
FEMEA 12 21 18,75 0001159 0,9728
ndo determinado 2 0
IDADE
= ano 43 8 18,6
1a5anos 148 27 18,24 1,828 06088
= 5 anos a7 11 19,3
ndo determinado 8 3 37.5
ACESS0O A RUA
SIM 143 32 2238
NEO 113 17 15.04 0.09337 0,1867
CARRAPATO
=1t 29 8 27,58
NAO 597 A1 18.06 0,1643 0,3285

Tabela 3 — Propor¢cdo de anemia e trombocitopenia entre as amostras positivas e
negativas para Ehrlichia canis, nos caes domiciliados de Jataizinho, PR.

Ehrichia canis

Anemia PCR + (n=42) PCR — (n=208) Xz P
sim 28,57% (12/42)  13,94% (29/208)
- 4,44 0.0311
nao 71,43% (30/42) 86,06% (179/208)
Trombocitopenia PCR+ (n=42) PCR- (n=205)
sim 50 52% (25/42)  36,58% (75/205)

N 6,69 0.009696
nao 4047% (17/42)  63,41% (130/205)

Tabela 4 — Proporcdo de anemia e trombocitopenia dentre os positivos e os
negativos para Anaplasma platys nos caes domiciliados de Jataizinho —

PR.

Anaplasma platys

Anemia PCR+ (n=49) PCR- (n=201) X2 p
sifn 2041% (10/49)  1542% (311201)  [a0c0  50a7
n&o 79,59% (39/49) 84,57% (170/201)

Trombocitopenia PCR+ (n=47) PCR- (n=200)
sim 61,70%(29/47)  35,5% (71/200)

- 9.784 0.001761
nao 38,29% (18/47)  64,5% (129/200)
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