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ABSTRACT. Sales M.R.R.P., Ignacchiti M.D.C., Mendes Junior A.F., Suhett
W.G,, Porfirio L.C., Marins M., Aptekmann K.P. & Pereira Janior O.S. [Preva-
lence of Ehrlichia canis using the nested-PCR, correlation with the presence of
morulae and thrombocytopenia in dogs treated in Veterinary Hospital of the
Federal University of Espirito Santo.] Prevaléncia de Ehrlichia canis pela Nested-
-PCR, correlagdo com a presenga de moérula e trombocitopenia em cades atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo. Revista Bra-
sileira de Medicina Veterindria, 37(1):47-51, 2015. Centro de Ciéncias Agrérias, Uni-
versidade Federal do Espirito Santo, Rua Projetada s/n° Caixa Postal 25, Pontal,
Marataizes, ES 29349-000, Brasil. E-mail: mararrps@yahoo.com.br

Ehrlichia canis, is the primary etiologic agent of canine monocytic ehrlichio-
sis. The disease is mainly transmitted by the brown dog ticks Rhipicephalus san-
guineus in different endemic regions of Brazil. The purpose of this study was
determinated using the Nested Polymerase Chain Reaction (nested-PCR) the
prevalence of Ehrlichia canis in 85 dogs, regardless of race, age, sex or health sta-
tus, treated at the Veterinary Hospital of Federal University of Espirito Santo,
in Alegre-ES and evaluate its correlation with the presence of morulae and
thrombocytopenia. It was observed that 1.17% of the samples were positive by
blood smear, for the presence of morulae. However, the nested-PCR showed
5.88% positivity of samples. And 17.64% samples showed thrombocytopenia.
By analyzing all the techniques, it was concluded that the introduction of di-
agnostic techniques such as nested-PCR is an important method for aid in early
diagnosis of pathologies.
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RESUMO. Ehrlichia canis é o agente etiolégico pri-  do cao, o Rhipicephalus sanguineus, sendo endémica

mario da erliquiose monocitica canina. A doenca é  em diversas regides do Brasil. A realizacdo deste
transmitida principalmente pelo carrapato marrom  estudo teve como objetivo determinar, por meio da
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técnica de nested-PCR, a prevaléncia da Ehrlichia ca-
nis em 85 cdes, independente de raga, idade, sexo
ou estado de satide, atendidos no Hospital Veteri-
nério da Universidade Federal do Espirito Santo,
localizado no municipio de Alegre-ES, e avaliar
sua correlagdo com a presenca de moérula e trom-
bocitopenia. Observou-se que 1,17% das amostras
analisadas pelo esfregaco sanguineo foram positi-
vas para a presenca de moérula. A nested-PCR de-
monstrou positividade para 5,88% das amostras. E
17,64% das amostras apresentaram trombocitope-
nia. Ao analisar as técnicas, conclui-se que a intro-
dugdo de técnicas de diagnéstico molecular como a
nested-PCR é um método importante para o auxilio
no diagnéstico precoce de patologias.

PALAVRAS-CHAVE. Ehrlichia canis, morula, nested-
-PCR, trombocitopenia.

INTRODUCAO

Ehrlichia canis, agente etiolégico da erliquiose
monocitica canina (EMC), foi a primeira espécie de
Ehrlichia descrita no Brasil a infectar caes (Labruna
& Pereira 2001). Sdo bactérias gram-negativas, pa-
rasitas intracelulares obrigatorios de células hema-
topoiéticas maduras ou imaturas, especialmente
do sistema fagocitario mononuclear, tais como mo-
nodcitos e macr(’)fagos e, para algumas espécies, em
células miel6ides, tais como neutréfilos (Dumler et
al. 2001). E transmitida pelo Rhipicephalus sangui-
neus, carrapato marrom do cao, de distribuigao cos-
mopolita, particularmente encontrado em regides
de climas tropicais e subtropicais (Waner & Harrus
2000, Aguirre et al. 2004). Caracterizada como uma
enfermidade parasitaria que acomete caes de todas
as ragas e idades. No Brasil, a EMC foi primeira-
mente descrita por Costa et al. (1973), em caes da
raga Pastor Alemao, na cidade de Belo Horizonte,
Minas Gerais.

A patogénese da EMC envolve trés fases conse-
cutivas: aguda, subclinica com infec¢do assintoma-
tica persistente e a fase cronica (Harrus et al. 2002).
As principais alteracdes hematolégicas provocadas
pela EMC incluem trombocitopenia, anemia e leu-
copenia (Dagnone et al. 2001, Harrus et al. 2002,
Bulla et al. 2004, Machado 2004, Sousa et al. 2010).

O diagnéstico laboratorial da infec¢do causada
por E. canis é de grande importancia, uma vez que
20 a 30% dos caes atendidos em hospitais e clini-
cas veterinarias em varios estados do Sudeste, Sul,
Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil, apresen-
tam anticorpos contra antigenos de E. canis (Dag-
none et al. 2001, Labarthe et al. 2003, Moreira et al.
2003). O diagnostico pode ser feito através da visu-

alizacdo de morulas do parasito em células mono-
nucleares, deteccao de anticorpos contra E. canis ou
ainda a amplificacdo de uma porgao do genoma do
parasito através da reagdo em cadeia da polimera-
se (PCR) (Breitschwerdt 2000). La Scola & Raoult
(1997) relataram que a Reagdo em cadeia da Poli-
merase (PCR) é técnica de escolha para o diagnosti-
co da EMC, pois pode detectar o agente mesmo an-
tes da formacdo de moérulas ou de soroconversao.
Porém, a identificacdo da espécie deve ser feita com
a PCR tipo "Nested”, que é uma técnica altamente
sensivel e especifica para a deteccao de E. canis, por
incluir na sua execugdo uma etapa de re-amplifica-
¢do do produto (Wen et al. 1997). Assim, esse estu-
do teve como objetivo determinar a prevaléncia da
Ehrlichia canis em cdes com e sem suspeita clinica
para EMC, atendidos no Hospital Veterindrio da
Universidade Federal do Espirito Santo, localizado
no municipio de Alegre-ES, por meio da técnica de
Nested-PCR, e avaliar sua correlagdo com a presen-
¢a de moérulas e trombocitopenia.

MATERIAL E METODOS

Populacao

O estudo incluiu 85 cées, independente da raga,
idade, sexo ou estado de satide, atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo
(HOVET), localizado no municipio de Alegre-ES, no pe-
riodo de agosto a novembro de 2010.

Coleta de sangue, analise hematolégica e parasitologica

Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular
em tubos contendo EDTA 10% (4cido etilenodiamino
tetra-acético) como anticoagulante. Parte do sangue foi
destinado para a realizacdo de exame hematolégico e
pesquisa de estruturas compativeis com moérula de Ehr-
lichia, por meio do esfregaco sanguineo.

Os esfregacos foram fixados com alcool metilico por
3 minutos, secado e corado por coloracdo do tipo Gie-
msa. Transcorridos de 10 a 20 minutos, foram enxagua-
dos em égua corrente e novamente secados, para entao
serem analisados no microscopio optico com 6leo de
imersdo em aumento de 100 vezes (Olicheski 2003). No
hemograma, analisou-se a série plaquetaria de acordo
com Kaneko (1997). Foram considerados trombocitopé-
nicos os animais que apresentaram valores inferiores ou
iguais a 200.000.uL™" plaquetas.

Extragao do DNA e técnica de Nested-PCR

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

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

Para a primeira mistura reacional foram utilizados os
oligonucleotides iniciadores ECC (5'-AGAACGAACGC-
TGGCGGCAAGC-3) e ECB (5'-CGTATTACCGCGGC-
TGCTGGCA-3') na concentragdo de 20 nmols cada, que
direcionaram a amplificacdo de um fragmento de 458 pa-
res de bases (pb) do gene 165 rRNA de todas as Ehrlichia
sp., 5,0 ul de tampao (10x), 3,0ul de MgCl, (25mM), 2,0ul
de dNTP (0,25umol),1,0ul de Tag DNA polymerase (1,5U
- Fermentas), 10ul de DNA genomico (20ng/ul) e dgua
ultrapura q.s.p. para um volume total de 50ul.

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

Ambas as reagdes de amplificagdo foram conduzidas
no termociclador (Techne® TC-412) em programa consti-
tuido um etapa inicial de desnaturacado a 94°C por 3 mi-
nutos, 40 ciclos com uma etapa inicial de desnaturacéo a
94°C por 1 minuto, seguida por 1 minuto para a ligacao
dos oligonucleotideos a temperatura de 55°C, e 1 minuto
de extensao a 72°C. Apos os 40 ciclos, as reagdes foram
mantidas a 72°C por 7 minutos para extensao final. As
reagdes foram avaliadas em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio (0,5nug/mL) em tampao de corri-
da TBE 1X e visualizadas no transluminador, acoplado
a um sistema de fotodocumentacdo (L-PIX HE, Loccus
Biotecnologia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 85 amostras caninas avaliadas por meio da
técnica de PCR, 5,88% (05/85) se mostraram posi-
tivas para Ehrlichia sp., sendo observado a amplifi-
cacdo de um fragmento de DNA de 458pb a partir
do gene 165 rRNA, como exemplificado na Figura
1, linha 2. Ao serem submetidas a reacdo da nPCR,
em 100% (05/05) das amostras foram detectados
fragmentos de aproximadamente 398pb, caracte-
risticos para E. canis, como descrito por Murphy et
al. (1998) (Figura 1).

Entre as amostras analisadas, de acordo com
médico veterinario clinico do HOVET 10 foram de
animais com alguma suspeita clinica de EMC, den-
tre elas: anemia, hipertermia, petéquias, perda de
peso. A amplificagdo de DNA da E. canis foi confir-
mada por meio da técnica de nPCR em 30% (03/10)
dessas amostras. Este dado foi similar ao encontra-
do por Bulla et al. (2004), em Botucabu, Sao Paulo,
e inferior ao encontrado em Jaboticabal, Sdo Paulo
(Nakaghi et al. 2008). Ja 2,35% (02/85) das amos-
tras ndo tiveram suspeita clinica para o parasito,
e se mostraram positivas. O que demonstra que a

38 41

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com bro-
meto de etideo do produto de PCR de amostras de sangue
de cées atendidos no HOVET. Fragmentos de 458pb, carac-
teriza positivo para Ehrlichia sp., e 398pb, caracterizam os
produtos amplificados positivo para Ehrlichica canis. Linha
1, marcador de peso molecular (100pb); linha 2. controle po-
sitivo Ehrlichia sp.; linhas 3 a 7, amostras testadas, positivas
para E. canis; linha 8, controle negativo (cdo sabidamente ne-
gativo para a doenca). CCA-UFES, Campus de Alegre, 2011.

61 63 Neg.

técnica pode ser utilizada no auxilio do diagnésti-
co, culminando em tratamentos mais eficazes, uma
vez que a nPCR é um teste que tem a capacidade
de detectar baixa parasitemia e inferir se um cao
soropositivo é portador ou ndo do parasito (Igbal
et al. 1994, Harrus et al. 1998).

Na pesquisa realizada por meio da técnica de
esfregaco sanguineo, foi observada a presenca de
morula em 1,17% (01/85) das amostras. Este dado
corrobora com o estudo de Nakaghi et al. (2008),
que ao analisarem 30 cdes, detectaram-se apenas
um animal positivo (3,33%), e inferior ao encontra-
do em Uberlandia, Minas Gerais (Borin et al. 2009),
no qual evidenciaram-se 251 caes (5,69 %) portado-
res de morula de Ehrlichia sp., e 219 caes (13,89%),
positivos para corptsculos iniciais, elementares ou
morulas em Campos dos Goytacazes, Rio de Janei-
ro (Albernaz et al. 2007). Sendo que, a amostra que
se mostrou positiva por meio da técnica de esfre-
gaco sanguineo, foi considerada negativa para a
nPCR. Para Mylonakis et al. (2003), um grande fa-
tor gerador de falso-positivo, seria a inobservancia
de morulas e, de fato, inclusdes intracitoplasmati-
cas em leucdcitos, incluindo material de fagocitose
ou granulos azurdfilos, dados que corroboram com
o estudo de Ramos et al. (2009), Ueno et al. (2009)
e Sousa et al. (2010). Vale ressaltar que, os valores
encontrados em amostras de esfregagos sanguine-
os podem ser inferiores aos encontrados através de
outras técnicas de diagndstico, pois em infe¢des su-
bagudas ou cronicas, a parasitemia é muito baixa
(Castro et al. 2004, Moreira et al. 2005). O estudo de
Nakaghi et al. (2008) demonstra tal afirmagao, pois
dos 30 animais analisados, apenas 01 demonstrou
positividade pela técnica de esfregaco sanguineo, e
16 amostras (53,33 %) foram positivas para a nPCR.

Na avaliacdo hematolégica observaram-se, nos
casos positivos por meio da nPCR, a presenca de
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trombocitopenia. Este resultado estd em concor-
dancia com outros estudos realizados no Brasil (Al-
bernaz et al. 2007, Meneses et al. 2008, Borin et al.
2009, Sousa et al. 2010).

A infecgdo por E. canis pode levar a supressao
difusa da medula 6ssea, induzindo trombocitope-
nia, anemia e leucopenia (Gould et al. 2000), sendo
que a trombocitopenia é o principal achado hema-
tologico observado em todas as fases da EMC (Al-
mosny et al. 2000, Pagani et al. 2000, Moreira et al.
2003), embora nao seja exclusivo desta patologia,
mesmo em darea geografica com a prevaléncia da
doenca relativamente elevada (Macieira et al. 2005).
Assim, das 85 amostras avaliadas em nosso estudo,
17,64% (15/85) apresentaram trombocitopenia, no
entanto, apenas 13,33% (02/15) destas foram posi-
tivas para EMC pela nPCR. Esses achados mostram
que a presenga de trombocitopenia ndo deve ser in-
dicativo da presenga de E. canis, sendo prudente a
realizacdo de testes complementares.

De acordo com Santos et al. (2009), em estu-
do realizado no municipio de Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, de 221 caes avaliados, 107 (48,4%) apresen-
tavam trombocitopenia. Embora 57 (53,3%) desses
animais foram positivos para E. canis, com auxilio
da técnica de nPCR, em 50 (46,7%) animais trom-
bocitopénicos nao foi detectado o parasito. De
acordo com os autores, esse resultado reforca que
a trombocitopenia nao é especifica para a detecgao
de infeccdo por E. canis e ndo deve ser utilizado
exclusivamente para estabelecer um diagndstico
para esse parasito. Estudo realizado por Sousa et
al. (2010) demonstraram que em 48 caes infectados
com o parasito, 14 apresentaram trombocitopenia,
nao sendo observada diferenca significativa com os
cdes negativos. Macieira et al. (2005), demonstra-
ram que em 112 cdes com diagnéstico positivo para
EMC, com auxilio de oligosiniciadores especificos
para E. canis, 30 (26,8%) apresentavam-se trombo-
citopénicos. Esses dados indicam que a presenca
ou auséncia de trombocitopenia, ndo deve ser in-
dicativo de EMC, pois animais sem essa alteracdo
hematolégica podem apresentar o parasito.

Em virtude de a EMC ser uma infeccdo causada
por agentes ricketsiais em carrapatos, que possuem
prevaléncia bastante varidvel em todo o mundo, tal
disparidade ocorrida entre vérios estudos, em re-
lagdo a presenga do parasito diagnosticada através
da técnica da nPCR e sua correlagdo com a presenca
de morulas e trombocitopenia pode estar associada
com fatores climaticos, como a exposicao da popu-
lagdo canina ao vetor (Aktas et al. 2009, Ramos et al.
2009, Almeida et al. 2012).

O sucesso do tratamento dessa parasitose depen-
de de um diagndstico precoce, que deve ser realiza-
do no inicio da patologia (Dagnone et al. 2001) pois
os achados laboratoriais dos caes naturalmente in-
fectados pela Ehrlichia canis sao bastante similares
com outras patologias e a duracdo e severidade dos
sinais clinicos sdo variados.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a importan-
cia da técnica de nPCR no auxilio do diagndstico
de EMC na clinica de pequenos animais, em virtu-
de de ser uma técnica sensivel e especifica quando
comparada ao diagndstico, por meio da detecgao
de morula ou pela presenca de trombocitopenia.
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