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RESUMO

Da Silva, W. A. C. Ocorréncia da infeccdo por Ehrlichia spp e Anaplasma platys em
canideos e felideos selvagens mantidos em cativeiro no Distrito Federal e Goiés.
[Occurrence of Ehrlichia spp and Anaplasma platys infection in wild captive canidae and
felidae from Distrito Federal and Goias, Brasil]. 2015. 30 p. Dissertacdo de Mestrado
(Conclusédo do curso de POs-Graduagdo em Saude Animal) — Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Bactérias do género Ehrlichia e do género Anaplasma, pertencentes a familia
Anaplasmateceae, sdo parasitos intra-celulares obrigatorios, de leucdcitos e
plaguetas respectivamente, transmitidos por carrapatos que causam infeccdo em
diversos hospedeiros vertebrados, podendo causar doenca branda a severa em
animais domésticos, silvestres e no homem. A erliquiose e anaplasmose séo
endémicas no Brasil, podendo ser causadas pelos agentes E. canis, E. chaffeensis, A.
phagocytophylum e A. platys ou por co-infeccdo por estes ou outros patdgenos
transmitidos por carrapatos. Sabe-se que esses agentes sdo capazes de infectar
carnivoros silvestres, mas pouco se sabe sobre as espécies responsaveis ou qual o
papel dos animais silvestres na disseminacdo da doenca. O presente estudo teve
como objetivo determinar a ocorréncia de Ehrlichia spp e Anaplasma platys em
canideos e felideos selvagens mantidos em cativeiro por meio da técnica molecular
da PCR e analisar se ha a presenca de alteracdes laboratoriais consistentes com a
infeccdo comparativamente com animais domeésticos. Dentre os felideos, foi verificada
uma frequéncia de 36,4% (12/33) para Anaplasmataceae, de 16,7% (2/12) para E.
canis e de 16,7% (2/12) para A. platys. Dos canideos 72,2% (13/18) foram positivos
na PCR para Anaplasmataceae e destes, 30,76% (4/13) foram positivos para E. canis
e 53,85% (7/13) para A. platys. Dois canideos apresentaram co-infeccéo por E. canis
e A. platys. Os animais positivos apresentaram alteracdes hematoldgicas condizentes
com a infeccdo pelos agentes estudados, todavia nao foi verificada diferencas
significativas entre os valores hematologicos e o status infecioso dos animais

estudados.



ABSTRACT

Bacteria of the Erlichia and Anaplasma genus, which belong to
Anaplasmateceae family, are mandatory intracellular parasites of leucocytes and
platelets, respectively, and are transmitted by ticks that cause infection in several
vertebrate hosts, which may inflict from mild to severe sickness in wild and domestic
animals and in humans. Ehrlichiosis and anaplasmosis are endemic in Brazil and can
be caused by E. canis, E. chaffeensis, A. phagocytophylum and A. platys agents, or by
a coinfection with these or other pathogens transmitted by ticks. It is known that these
agents are capable of infecting wild carnivores, even though, little is known about the
responsible species or what roll do wild animals play in disseminating the disease. The
present study aimed to determine the occurrence of Ehrlichia spp and Anaplasma
platys in wild canids and felids kept in captivity by using the molecular technique of
PCR, to analyze whether there is a presence of laboratory findings consistent with the
infection, in comparison with domestic animals. Among the felids was verified a
frequency of 36,4% (12/33) for Anaplasmataceae, of 16,7% (2/12) for E. canis and of
16,7% (2/12) for A. platys. In canids, 72,2% (13/18) were positive in PCR for
Anaplasmataceae and among them,30,76% (4/13) were positive for E. canis and
53,85% (7/13) for A. platys. Two canids presented coinfection by E. canis and A.
platys. Weren’t verified significant differences between hematological values and the
infectious status of the studied animals, possibly showing to be at the subclinical
phase of the disease or to have an improved resistance to infection by these agents.
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INTRODUCAO

Bactérias do género Ehrlichia e do género Anaplasma, pertencentes a familia
Anaplasmateceae, sdo parasitos intra-celulares obrigatorios, de leucocitos e
plaguetas respectivamente, transmitidos pelo carrapato Riphicephalus sanguineus,
gue causam infeccdo em diversos hospedeiros vertebrados, podendo causar doenga
de branda a severa em animais domeésticos, silvestres e no homem (ALMOSNY,
2002). A erliguiose e anaplasmose sdo endémicas no Brasil, podendo ser causadas
pelos agentes E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis, A. phagocytophylum e A. platys ou
por co-infec¢cdo com estes ou outros patégenos transmitidos por carrapatos ( JORGE
et al., 2010; CORREA et al.,, 2011;). E. canis foi o primeiro agente da erliquiose
descrito em caes e é o0 agente erliquial mais importante de cdes no mundo
(ALMOSNY, 2002; ANDRE, 2008; LITTLE, 2010; MANOEL, 2010).

Sabe-se que agentes Anaplasmataceae sdo capazes de infectar carnivoros
silvestres, mas pouco se sabe sobre as espécies responséaveis ou qual o papel dos
animais silvestres na disseminacdo da doenca (ANDRE, 2008). A deteccdo de
anticorpos anti-Ehrlichia chaffeensis em cé@es no Estado de Minas Gerais, associada a
deteccdo molecular pela primeira vez do agente da erliquiose monocitica humana em
cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) ressaltam a necessidade de mais
estudos a respeito dos vetores, reservatorios e agentes envolvidos nesta
enfermidade, a fim de aumentar a efetividade do diagndstico, fator importante nao
apenas pelo carater zoonético do agente, mas também para a prépria preservacao
das espécies silvestres (ANDRE, 2008; RIECK, 2011).

Os principais sinais apresentados pelos animais infectados por agentes
erliquiais sédo febre, letargia, anorexia, mialgia, esplenomegalia, linfadenopatia e
diatese hemorragica, com anemia, leucocitose ou leucopenia e trombocitopenia
ciclica sendo que a doenca aguda se manifesta dentro de 2 a 4 semanas apos a
transmissdo pelo vetor (MACIEIRA et al., 2005). ApOs o periodo de incubacgéo, o
animal entra numa fase subclinica com auséncia de sinais clinicos e uma persistente
trombocitopenia, fase que pode durar de meses a anos. Na fase crbnica os animais

infectados apresentam comumente anemia normocitica normocrémica arregenerativa,
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pela destruicdo dos precursores hematopoiéticos na medula 0ssea pelo agente, e
uma trombocitopenia severa, apresentando prostracdo e disturbios hemorragicos,
podendo levar a ébito (DANTAS-TORRES, 2008; LITTLE, 2010).

A infeccdo por agentes erliquiais é identificada através da visualizacdo da
morula da bactéria no interior dos leucécitos ou plaquetas através da analise do
esfregaco sanguineo ou da capa leucocitdria por microscopia Optica, podendo
também ser diagnosticada através de meétodos sorolégicos e moleculares (PCR)
(ANDRE, 2008; MANOEL, 2010).

A distingdo entre espécies de Ehrlichia era baseada na regido, espécie afetada
e carrapato endémico na area. Estudos moleculares realizados nos ultimos anos
demonstraram que outras espécies do parasito podem ser transmitidas por outros
carrapatos que sdo endémicos em diferentes regides (ALMOSNY, 2002).

O presente estudo teve como objetivo analisar a presenca e frequéncia da
infeccdo por Ehrlichia spp e Anaplasma platys, importantes agentes Anaplasmataceae
infectantes de cdes domésticos, em felideos e canideos selvagens mantidos em
cativeiro, informacdes ndo apenas de interesse académico, mas também de

importancia para diagndstico, tratamento e prevencao dessas doencas.
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Materiais e métodos

Foram colhidos aproximadamente 3,0 ml de sangue da veia jugular, cefalica ou
femoral de 33 felideos oriundos da Fundagé&o Jardim Zooldgico de Brasilia e do NEX
(No Extintion) e 20 canideos selvagens oriundos da Fundacao Jardim Zoologico de

Brasilia, independente de sexo e idade.

Aliguotas do sangue colhido foram acondicionadas em tubo com
anticoagulante (EDTA) e sem anticoagulante, identificados e armazenados em caixa
térmica refrigerada até chegarem ao Laboratério de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia e processadas no mesmo dia.

Andélise Hematoldgica

O sangue contendo anticoagulante foi utilizado para realizacdo do hemograma.
Para a determinacdo do niumero de hemacias, leucdcitos, plaquetas e concentracao
de hemoglobina, foi utilizado contador semi-automéatico de células, modelo Micros
ABC Vet (Horiba ABX). O Volume Globular (VG) foi determinado usando a técnica de
microhematdécrito. Os esfregacos preparados foram corados com Panético (NewProv)
para contagem diferencial de leucécitos, analise morfologica das células sanguineas e
pesquisa de hemoparasitas. O restante das amostras com EDTA foi armazenado a

4°C até a extracao do DNA.

Extracdo do DNA

As amostras acondicionadas a 4° graus apés as analises hematoldgicas foram
utilizadas para a extracdo do DNA realizada no Laboratério de Microbiologia e
Patologia Molecular (LMPM) do Hospital Veterinario da UnB. Foi utilizado o kit de
extracdo comercial lllustra blood genomic Prep Mini Spin Kit 9GE Healthcare® e
seguido o processamento de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apés este
processo, o produto obtido foi armazenado congelado a -20°C até a realizacdo do
PCR.
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Reacdo em Cadeia da Polimerase

A PCR para a identificagdo dos animais infectados e das espécies infectantes
foi realizada a partir da sintese de oligonucleotideos especificos para o gene 16S
rRNA do parasito, os oligonucleotideos utilizados foram o0 EHR16SD e EHR16SR, que
se anelam nos genes da E. canis, E. chaffeensis, E. muris, A. equi, A. phagocytophila,
A. platys, A. marginale, A. centrale, Wolbachiapipientis, E. sennetsu, R. risticii e
N.helminthoeca (INOKUMA et al.,, 2001). Os oligonucleotideos Platys e EHR16SR
foram utilizados para amplificacdo do gene Anaplasma platys e os oligonucleotideos
ECAN5 e HE3 para Ehrlichia canis (MURPHY et al, 1998). Todos os
oligonucleotideos utilizados nas reacdes estdo descritos na tabela 1. Como controle
negativo para o PCR, para verificar se houve contaminacdo de algum dos reagentes,
foi utilizado agua e como controle positivo foi utilizado o sangue de um animal
naturalmente infectado confirmado pela visualizacdo de morulas no esfregaco
sanguineo. Foi realizada PCR do GAPDH (BIRKENHEUER, 2003) para controle da

qualidade da extracdo e para verificar se existiam inibidores de PCR.

Tabela 1. Descricdo das sequéncias de oligonucleotideos utilizados, genes amplificados e tamanhos dos produtos
da PCR.

Oligonucl A Pares ReferénciaBibliogr
S Sequéncia Gene L
eotidios Base afica
GAPDH-R CCTTCATTGACCTCAACTACAT GAPDH Birkenheyer et al., 2003
400 pb
GAPDH-F CCAAAGTTGTCATGGATGACC GAPDH Birkenheyer et al., 2003
EHR16sd GGTACCYACAGAAGAAGTCC 16S rRNA Inokuma, 2001
345 pb
EHR16sr TAGCACTCATCGTTTACAGC 16S rRNA Inokuma, 2001
Platys GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG 16S rRNA 678 pb Inokuma, 2001
ECANS5 TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 165 rRNA Murphy, 1998
HE3 CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA  16S rRNA 398pb Murphy, 1998

As reacdes para deteccao da familia Anaplamataceae utilizaram 10 ng de DNA,

1X tampéo de PCR (Invitrogen®), 0,25mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen®),
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1,6mM de MgCI2 (Invitrogen®), 1uM de cada oligonucleotideo, 0,5U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen®) para um volume final de 25ul. As condi¢ées de amplificagcéo
utilizadas foram: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, 34 ciclos repetidos de
desnaturacdo (95°C por 30 segundos), anelamentos (53°C por 30 segundos),
extensdo (72°C por 90 segundos) e extensdo final de 72°C por 5 minutos. Nas
reacoes para deteccdo da Anaplasma platys um oligonucleotideo 5’-3’ especifico foi
utilizado (Platys) combinado com o oligonucleotideo 3’-5° EHR16SR. Cinco microlitros
de cada amostra de DNA foram utilizados para um volume final de 25ul e as
concentracdes foram as mesmas da PCR para Anaplasmataceae. As condi¢gOes de
amplificagéo utilizadas foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos
repetidos de desnaturacdo (95°C por 30 segundos), anelamentos (51°C por 30
segundos), extensdo (72°C por 90 segundos) e extensdao final (72°C por 5 minutos).
As reacoes para deteccao de Ehrlichia canis continham 1pul de DNA,1X de tampéao de
PCR (Invitrogen®), 0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen®), 2mM de MgCI2
(Invitrogen®), 0.25mM de cada oligonucleotideo, e 0,5U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®) para um volume final de 25ul. As condi¢cdes de amplificacdo utilizadas
foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos repetidos de desnaturacéo
(94°C por 1 minuto), anelamento (63°C por 2 minutos), extensdo (72°C por 90
segundos) e extensao final 72°C por 5 minutos. Todas as reacdes foram realizadas
utilizando o mesmo termociclador C1000™ThermalCycler (Bio-Rad).

Os resultados das PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado com brometo de etidio e observado em transiluminador de
fluorescéncia. Tais procedimentos foram realizados no Laborat6rio de Microbiologia e
Patologia Molecular (LMPM) do Hospital Veterinario da UnB, Distrito Federal.

A estatistica descritiva e comparacdes foram baseadas na mediana e desvio
padrdo. O teste Shapiro-wilk foi utilizado para determinar a normalidade da
distribuicdo das variaveis continuas. O teste Mann-Whitney U foi usado para
determinar se houve diferenca significativa entre os grupos de animais (positivos e
negativos para cada PCR de cada agente) para variaveis hematolégicas continuas
distribuidas de forma ndo normal.O programa utilizado foi o SPSS verséo 3.3.2, tendo

sido considerados significativos os resultados com significancia P<0,05.
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RESULTADOS

FELIDEOS

Foram avaliadas 33 amostras de felideos selvagens mantidos em cativeiro
provenientes da Fundac&o Zoolégico de Brasilia e do NEX (No Extinction) localizado
em Cocalzinho - Goias, de diversas espécies, independente de sexo ou idade. A
tabela 2 relaciona as espécies de felideos selvagens estudados, com a frequéncia e
percentual de cada espécie amostrada no presente estudo. Destes, 36,4% (12/33)
foram positivos para Anaplasmataceae sendo 5 oncas pintadas (OP1, OP2, OP3,
OP4 e OP5), 2 jaguatiricas (J1 e J2), 1 sucuarana (S), 2 gatos palheiros (GP1 e GP2),
1 gato do mato pequeno (GMP) e 1 gato maracaja (GM). Para E. canis 16,7% (2/12)
felideos foram positivos sendo a sucuarana (S) e o gato maracaja (GM) e 16,7%
(2/12) foram positivos para A. platys sendo 1 jaguatirica (J1) e 1 onca pintada (OP1).
Ndo houve presenca de co-infeccdo por E. canis e A. platys dentre os felideos
estudados. Oito felideos positivos para Anaplasmataceae, foram negativos tanto para
E. canis quanto para A. platys (OP1, OP2, J2, GP1, GMP, OP4, GP2, OP5).

Tabela 2. Relacéo das espécies dos felideos selvagens estudados, mostrando a frequéncia e percentual
de cada espécie.

Espécie Frequéncia Percentual (%)

Onca-pintada (Pantheraonca) 11 33,3

Jaguatirica (Leoparduspardalis) 2 6,1

Gato-palheiro (Oncifelicolocolo) 3 9,1

Sucuarana (Puma concolor) 6 18,2

Gato-maracaja (Leoparduswiedii) 1 3,0
Gato-do-mato-pequeno (Leopardustigrinus) 1 3,0 tab
Tigre-de-bengala (Pantheratigris) 4 12,1 ela
Jaguarundi (Puma yagouaroundi) 3 9,1 3

Le&o-africano (Pantheraleo) 2 6,1

Total 33 100,0 apr

esenta a relacdo dos felideos selvagens positivos para familia Anaplasmataceae, com
nome, procedéncia, sexo, espécie, e se foram ou néo positivos para as PCR de E.

canis e Anaplasma platys. A tabela 4 mostra a frequéncia dos felinos selvagens
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positivos para PCR de cada agente infeccioso. Todas as amostras de DNA testadas

foram positivas para a presenca do gene GAPDH, indicando que o DNA estava

integro e que ndo havia inibidores da reacdo. Em nenhum dos esfregacos avaliados

foram encontradas morulas sugestivas de infeccdo por Ehrlichia spp. ou Anaplasma

platys.

Tabela 3. Relag&o dos felideos selvagens positivos para familia Anaplasmataceae. Nome, origem, sexo, espécie,
e se foram ou nao positivos para as PCR para E. canis e A. platys.

Tabela 4. Frequéncia dos felideos positivos e negativos nas PCR para Anaplasmataceae, E. canis e A. platys.

Nome Origem Sexo Espécie caa.is Ansgte;ssma
OP1 NEX Macho Onca Pintada (P.onca) -
OoP2 Z00 Fémea Onca Pintada (P.onca) -
OP3 Z0O0 Fémea Onca Pintada (P.onca) -
OP4 NEX Macho Onca Pintada (P. onca) -
OP5 NEX Macho Onca Pintada (P.onca) -
J1 Z0O0 Macho Jaguatirica (L.pardalis) -
J2 NEX Macho Jaguatirica (L. pardalis -
GP1 Z00 Macho Gato Palheiro (O. colocolo) -
GP2 Z0O0 Macho Gato Palheiro (O. colocolo) -
S NEX Macho Suguarana (P. concolor) +
GM Z00 Macho Gato Maracaja(L.wiedii) +
GMP Z00 Macho Gato do Mato Pequeno (L. tigrinus) -
PCR .
PCR E.canis PCR A.platys
Anaplasmataceae

negativo 21/63,6% 10/83,3% 10/83,3%

positivo 12/36,4% 2/16,7% 2/16,7%

Total 33/100% 12/100% 12/100%

A tabela 5 apresenta a mediana e a variacdo dos resultados dos hemogramas

e leucogramas dos felideos selvagens positivos e negativos para Anaplasmataceae.
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Todas as variaveis hematologicas (Numero de hemacias, VG, plaquetas, leucocitos
totais, segmentados, linfécitos, eosindfilos e mondécitos) seguiram distribuicdo néo-
normal. N&o houveram diferencgas significativas das variaveis hematologicas entre os
grupos de felideos positivos e negativos (P<0,05). Em oito animais nao foi possivel a
realizacdo das analises laboratoriais devido a colheita ter sido realizada em local e
periodo em que o material ndo chegou em tempo viavel para a realizacdo das
analises hematologicas, sendo apenas utilizado para as analises moleculares, para
haver um minimo de aproveitamento do material.

Tabela 5. Mediana e variagao dos parametros hematolégicos encontrados para os felideos selvagens positivos e

negativos para a PCR Anaplasmataceae. Letras iguais em uma mesma linha denotam que n&o houve diferengas
significativas entre cada variavel (P<0,05).

Parametros Positivos Negativos
N. de hemacias (x 10%/mL) 6,82 (7 —9)a 4,98 (3-11),
VG (%) 32,00 (27 - 39), 35,00 (21 - 50),
Plaquetas 376.000 (180 - 539), 279.000 (110 - 408),
Leucdcitos (x 103/mL) 11.000 (7.900 — 12.400), 9.300 (5.800 — 17.000),
Segmentados (x 103/mL) 7.590 (4.898 — 10.788), 7.298 (3.132 - 10.200),
Linfécitos (x 103/mL) 2.552 (1.089 - 2.970), 2.494 (420 - 5.610),
Eosindfilos (x 103/mL) 176 (0—1.736), 214 (0-1.360),
Mondcitos (x 103/mL) 237 (110 -372), 168 (0 —497).

Nado foram encontradas relacdes significativas entre o resultado da familia
Anaplasmataceae e espécie (p=0,064), local de origem (p=0,346) e idade (p=0,909).
Todavia foi verificada significAncia estatistica entre este resultado e a varidvel sexo
dos animais, sendo que felideos selvagens machos mostraram uma maior tendéncia
a terem infeccao por Anaplasmataceae (p=0,041) que fémeas, todavia essa tendéncia
se deve pelo maior numero de machos do que fémeas amostradas. Nao foi possivel
estabelecer essa relacdo entre os grupos e a infec¢éo por E. canis e A. Platys devido

ao pequeno numero de animais positivos para cada agente.

Apenas uma Jaguatirica apresentou sinais clinicos com secre¢do nasal e

ocular, sendo positiva para infecgao por A. platys.

18



A figura 1 mostra o resultado de PCR para E. canis em gel de agarose, corado
com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de fluorescéncia, onde pode

ser observado o produto de 398pb.

Figura 1. Resultado da PCR para Ehrlichia canis utilizando-se os
oligonucleotideos ECAN5 e HE3. 1 - Marcador de peso molecular; 2-
controle negativo; 3- controle positivo com produto de 398pb; 4 -
animal positivo (GM); 5, 6, 7 e 8 -animais negativos.

CANIDEOS

Foram analisadas 18 amostras de canideos selvagens mantidos em cativeiro,
provenientes da Fundacdo Jardim Zoologico de Brasilia, independente de espécie,
sexo ou idade. A tabela 6 apresenta a relacdo das espécies de canideos selvagens
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estudados com a frequéncia e percentual amostrado de cada uma. Dentre estes,
72,2% (13/18) foram positivas na PCR para Anaplasmataceae sendo 6 lobos-guara
(LG1, LG2, LG3, LG4, LG5 e LG6), 4 raposas do campo (RC1, RC2, RC3 e RC4), 5
cachorros do mato (CM1, CM2 e CM3). Destes, 30,76% (4/13) foram positivos para E.
canis sendo 2 raposas do campo (RC1 e RC2), e 2 lobos-guara (LG4 e LG5).Para a
PCR de A. platys 53,85% (7/13) foram positivos, sendo 4 Lobos-guara (LG1, LG2,
LG3 e LG4), 2 raposas do campo (RP2 e RC3), e 1 cachorro do mato (CM4). Dois
canideos apresentaram co-infec¢cdo por E. canis e A. platys (RC2 e LG4). Quatro
canideos positivos para Anaplasmataceae foram negativos para E. canis e A. platys
(CM1, CM2, RC4 e LG6). Todas as amostras de DNA testadas foram positivas para a
presenca do gene GAPDH, indicando que o DNA estava integro e que ndo havia
inibidores da reacdo. Em nenhum dos animais estudados foram encontradas moérulas
de Ehrlichia spp e/ou Anaplasma platys nos esfregagcos confeccionados a partir das

amostras de sangue colhidas.

Tabela 6.Relacdo das espécies dos canideos selvagens estudados, mostrando a frequéncia e percentual de cada
uma.

Espécie Frequéncia Percentual (%)
lobo-guara (Chrysocyonbrachyurus) 6 33,3
raposa-do-campo (Lycalopexvetulus) 5 27,8
cachorro-do-mato (Cerdocyonthous) 5 27,8
cachorro-do-mato-vinagre ( Speothosvinaticus) 2 11,1
Total 18 100,0

A tabela 7 apresenta nome, origem, sexo e espécie dos canideos positivos
para Anaplasmataceae, e se foram positivos para E. canis e/ou A. platys nas analises
moleculares. A tabela 8 apresenta as frequéncias dos canideos positivos e negativos

para PCR de cada agente pesquisado.

Tabela 7. Canideos positivos para PCR de Anaplasmataceae, mostrando também nome, local de origem, sexo,
espécie e seus resultados nas PCR para E. canis e Anaplasma platys.

E.

Nome Origem Sexo Espécie canis Anaplasma
LG1 Z00 Fémea Lobo Guara(C.brachyurus) - +
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LG2 Z00 Fémea Lobo Guara(C.brachyurus) - +

LG3 Z0O0 Macho Lobo Guara(C.brachyurus) - +
LG4 Z00 Fémea Lobo Guara(C.brachyurus) + +
LG5 Z00 Macho Lobo Guara(C.brachyurus) + -
LG6 Z00 Macho Lobo Guara(C.brachyurus) - -
RC1 Z00 Macho Raposa do Campo(L.vetulus) + -
RC2 Z00 Macho Raposa do Campo(L.vetulus) + +
RC3 Z00 Fémea Raposa do Campo(L.vetulus) - +
RC4 Z00 Fémea Raposa do Campo(L.vetulus) - -
CM1 Z00 Macho Cachorro do Mato (C.thous) - -
CM2 Z00 Macho Cachorro do Mato(C.thous) - -
CM3 Z00 Macho Cachorro do Mato(C.thous) - +

Tabela 8. Frequéncia dos canideos positivos e negativos nas PCR para Anaplasmataceae, E. canis e A. platys.

PCR PCR E.canis PCR A. platys
Anaplasmataceae
negativo 5/27,8% 9/69,24% 6/46,15%
positivo 13/72,2% 4/30,76% 7/53,85%
Total 18/100% 13/100% 13/100%

A tabela 9 apresenta a mediana e a variacdo dos resultados dos hemogramas
dos canideos selvagens positivos e negativos para Anaplasmataceae. De dois
animais ndo foi possivel realizar a anélise hematologica devido as amostras serem
coletadas em dias em que nao foi possivel o imediato processamento das mesmas,

inviabilizando as analises hematoldgicas.

Todas as variaveis hematolégicas (Numero de hemécias, VG, plaquetas,
leucocitos totais, segmentados, linfocitos, eosindfilos e mondcitos) seguiam
distribuicdo ndo-normal. N&o houve diferenca significativas nas variaveis
hematoldgicas entre 0s grupos positivos e negativos para as PCR Anaplasmataceae e
E. canis (P<0,05). Para a PCR de A. platys, o Unico parametro hematolégico que
apresentou diferenca significativa estatisticamente entre o0s grupos (positivos e
negativos) foi a meédia dos linfécitos (p = 0,05), que foi mais elevada nos animais

positivos.

Os canideos nado apresentaram estatisticamente maior infeccdo por
Anaplasmataceae, E. canis ou A. platys, quando comparadas as variaveis especie,
sexo, origem ou idade (P<0,05).
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Tabela 9. Mediana e variacdo dos parametros hematolégicos dos canideos selvagens positivos e negativos para a
PCR Anaplasmataceae. Letras iguais numa mesma linha denotam que ndo houve diferengas significativos entre

cada variavel (P<0,05).

Parametros Positivos Negativos
N. de hemécias (x 106/mL) 3,88 (3,20 — 8,78), 4,18 (1,80 - 6,32),
VG (%) 34,00 (25 - 49), 39,00 (15 - 21),
Plaquetas 232.000 (110 — 408), 184.000 (80 — 368),
Leucdcitos (x 10°/mL) 9.500 (6.300 — 17.000), 6.100 (5.400 — 9.600).
Segmentados (x 10%/mL) 7.644 (2.583 — 11.305), 3.843 (3.402 - 8.160),
Linfécitos (x 103/mL) 2.550 (420 — 5.440), 1.296 (896 — 3.150),
Eosindfilos (x 103/mL) 576 (168 — 1.890), 366 (96 — 784),
Mondcitos (x 103/mL) 186 (0 —497), 392 (180 —2.916),
Discussao

Pouco se sabe sobre a frequéncia da infeccdo por agentes da familia

Anaplasmataceae em carnivoros selvagens, no Brasil e no mundo. Com a
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fragmentacdo do ambiente natural, extincdo de mamiferos selvagens, presenca de
animais domeésticos em intimo contato com o homem, e alteragBes climaticas
mundiais, o ciclo bioldgico dos vetores artropodes vem sofrendo alteracfes nos seus
hospedeiros especificos, criando novas relacbes hospedeiro-parasita (JORGE et al.,
2010), tornando-se importante estudar a presenca de agentes infecciosos
transmitidos por estes vetores em carnivoros selvagens. Almeida (2011) relatou a
primeira deteccdo molecular de Anaplasmataceae em cachorro do mato no Brasil,
encontrando 6 animais positivos entre os 58 estudados, e André (2008) detectou a
presenca de DNA de Anaplasmataceae em 44 dos 267 carnivoros selvagens
analisados. No presente estudo observou-se uma taxa alta de infeccdo por
Anaplasmataceae dos felideos (12/33) e canideos (13/18) selvagens mantidos em
cativeiro, provenientes da FJZB e NEX. Pode se observar assim que a infec¢do por
esses hemoparasitas ocorre em carnivoros selvagens de cativeiro e pode estar sendo
subdiagnosticada, ignorando-se o papel desses agentes como causadores de
infeccdo e o papel dos carnivoros selvagens como sentinelas (ANDRE et al., 2012;
FILONI et al., 2012). Oito felideos e cinco canideos selvagens foram positivos para
Anaplasmataceae, porém foram negativos para as espécies estudadas (E. canis e A.
platys), necessitando-se de estudos mais aprofundados para se identificar quais
outras espécies estdo presentes entre carnivoros selvagens de cativeiro no pais.

N&o foram encontradas moérulas de Ehrlichia spp ou de Anaplasma platys em
nenhum dos esfregacos dos animais avaliados, frente a uma infeccdo de 36,4%
(12/33) dos felideos e 72,2% (13/18) dos canideos por meio de andalise molecular.
Sabe-se que morulas de Ehrlichia sp e Anaplasma platys podem ser encontradas por
um curto periodo de tempo em leucécitos e plaquetas, respectivamente, todavia, elas
sao indetectaveis durante as fases subclinica e crénica da infeccdo (FERREIRA et al.,
2007; NAKAGHI et al.,, 2008; CORREA et al., 2011). Evidencia-se assim que 0
diagnostico direto, apesar de definitivo, € uma ferramenta de baixa sensibilidade, que
depende de muitas variaveis como a experiéncia do microscopista e a fase da
doenca. Estes resultados corroboram com os achados de André (2008) que também
ndo encontrou moérulas em esfregacos e borda de orelha de nenhum dos 267

carnivoros selvagens estudados.
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A Ehrlichia canis, é o agente riquetsial que mais frequentemente infecta caes
domésticos, tem distribuicdo mundial e é amplamente estudado nestes animais
(FILONI et al., 2012). André em 2008 testou 267carnivoros selvagens encontrando 28
animais positivos na analise molecular e Filoni et al, 2006 detectaram alto titulo de
anticorpos anti-E. canis em uma Suguarana brasileira de vida livre. A E. canis teve
uma frequéncia de 16,7% nos felideos e 30,76% nos canideos selvagens estudados,
ndo tendo sido pesquisadas outras espécies, podendo haver outras circulando nesses
animais, sendo que também ja foi descrita no Brasil em mamiferos selvagens a E.
chafeensis (LABRUNA et al., 2002).

O A. platys € amplamente distribuido na populacédo canina do Brasil, podendo
afetar também felinos, acompanhando a distribuicdo do vetor, sendo um parasito
intraplaquetéario capaz de causar trombocitopenia (FERREIRA et al., 2007; LIMA et
al., 2010) e foi mais frequente nos canideos (LG1, LG2, LG3 e LG4, RC2 e RC3 e
CM3) do que nos felideos (OP1 e J1). Nenhum felideo infectado apresentou
contagem de plaquetas baixa contra seis canideos trombocitopénicos (LG3, LG5,
LG6, RC2, RC3 e CM4), todavia, a presenca de trombocitopenia ndo foi significativa
entre positivos e negativos. Tal fato pode ser explicado devido a diminuicdo no
namero de plaguetas causada por A. platys ser ciclica, ocorrendo um decréscimo no
namero de plaquetas circulantes poucos dias apés a infeccéo, voltando ao normal 3
ou 4 dias depois e caindo novamente com 7 a 14 dias. A natureza ciclica da
trombocitopenia acompanha a parasitemia do agente e tende a diminuir com o tempo
e a cronificacdo da doencga, podendo se encontrar frequentemente animais infectados
sem alteracfes na contagem plaquetaria, dependendo da fase da doenca em que se
encontram (INOKUMA et al., 2002; FERREIRA et al., 2007); , ou pela trombocitopenia
estar sendo causada por outras infeccdes concomitantes. Os animais LG5 e LG6
estavam trombocitopénicos, o primeiro apresentou infeccédo por E. canis e o segundo
em nenhuma das espécies estudadas, ambos poderiam estar na fase subclinica da

doencga, como acima discutido.

Os animais RC2 e LG4 apresentaram co-infec¢ao por E. canis e A. platys. Co-
infeccdo por mdltiplos agentes riquetsiais ndo € incomum, ja que Vvarias espécies

podem ser transmitidas pelos mesmos vetores artropodes, como no caso da E. canis
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e A. platys que séao transmitidas pelo R. sanguineus (BREITSCHWERDT, 2008;
DANTAS-TORRES, 2008). (DAGNONE et al., 2009) observou em seu estudo dois
cades co-infectados por E. canis e A. platys em Jaboticabal, e André em 2008
encontrou 5 felideos e 3 canideos selvagens com co-infeccdo por esses
hemoparasitas. Relata-se que animais domésticos co-infectados por agente
riquetsiais podem apresentar um agravamento dos sinais clinicos e laboratoriais
(BREITSCHWERDT, 2008), fato ndo observado nos animais nesse estudo.

Apenas um dos animais estudados, a J1, positiva para A. platys, apresentou
secrecdo nasal e ocular, um sinal clinico inespecifico, que ja foi relatado em animais
infectados por riquétsias (FERREIRA et al., 2007; DANTAS-TORRES, 2008). Nao é
incomum detectar animais aparentemente saudaveis infectados com agentes
Anaplasmataceae, tal fato poderia ser explicado pelos animais possivelmente estarem
na fase subclinica da doenca que pode levar de meses a anos e é caracterizada por
persisténcia variavel de trombocitopenia, leucopenia e anemia na auséncia de sinais
clinicos (BORIN et al, 2009; SOUSA et al., 2010). Outra explicacdo possivel seria a
presenca de espécies menos patogénicas, as quais ndo foram identificadas no

presente estudo.

Os canideos LG1, LG2, LG3, LG4,LG5, LG6, RC1, RC3 e CM2 e os felideos
OP2, J1, GP e GMP, apresentaram anemia sendo que apenas trés dos canideos,
LG2, LG4 e RC3, que estavam anémicos apresentaram sinais de regeneracao
medular, o que corrobora com a literatura a respeito de animais infectados os quais
apresentarem anemia normocitica normocrémica arregenerativa, na fase aguda
caracterizada por anemia induzida por doenca inflamatoria, e na fase crbnica por
destruicdo medular dos precursores hematopoiéticos (NEER et al., 2002; THRALL,
2007).

Dos canideos, RC1, RC2, RC3, RC4, LG4 e CM4, apresentaram leucopenia
sendo que todos, exceto RC3, era causada por neutropenia. RC1, RC3, CM2, LG5 e
LG6, apresentaram linfopenia. Dos felideos, OP2, OP5 e GMP apresentaram
neutropenia, OP1 e OP5 apenas leucopenia e J1 e GM linfopenia. A linfopenia e

neutropenia podem ocorrer por lise ou sequestro dos leucécitos pelos tecidos, e na

25



fase crbnica da doenca, por destruicdo de precursores medulares (MENDONCA et al.,
2005; NAKAGHI et al., 2008).

A J1 apresentou leucocitose por neutrofilia, e GP1 e GM apresentaram apenas
neutrofilia, que pode ser explicada pelo estresse causado pela captura desses
animais, deslocando neutréfilos do compartimento marginal para o circulante, ou por,
menos provavelmente, estarem na fase aguda da doenca (MENDONCA et al., 2005;
THRALL, 2007; BORIN et al, 2009).

Duas oncas, OP2 e OP3, apresentaram trombocitose. Xavier et al em 2009
verificaram em seu experimento com cées experimentalmente infectados por Ehrlichia
sSpp que a trombocitose pode aparecer em caes logo depois de serem infectados,

variando entre valores normais e trombocitopenia.

Os achados como anemia e diminuicdo ou aumento dos valores leucocitarios e
plaquetas foram esperados nos animais infectados por Anaplasmataceae, todavia ja
gue essas alteracdes ocorrem dependendo da fase da doenca e ndo estdo presentes
apenas nessas infec¢des, ndo foi encontrada significancia estatistica entre animais
positivos e negativos. Isso significa que ndo houveram mais animais positivos com
essas alteracdes do que animais negativos, podendo significar, estatisticamente
falando pelo menos, que essas alteracdes se deveram ao acaso e ndo a infeccao
pelos agentes riquetsiais estudados. Todavia deve-se frisar a importancia biolégica
dessas alteracdes encontradas nos animais diagnosticados positivamente com a
infeccdo, que foram semelhantes aquelas encontradas em cées e gatos domésticos
infectados. (DAGNONE et al., 2003; SOUSA et al., 2010). Sabe-se que infec¢ao por
agentes Anaplasmataceae causam uma fase aguda transitoria com sintomatologia
moderada a severa com febre, apatia, anorexia, perda de peso, palidez de mucosas,
linfadenomegalia, esplenomegalia e alteracdes hematoldgicas inespecificas como
anemia normocitica normocromica devido ao processo agudo inflamatorio,
trombocitopenia e leucocitose, que pode durar de 1 a 2 semanas, entrando numa fase
subclinica que pode durar de meses a anos com auséncia de sinais clinicos, podendo
haver apenas uma persistente trombocitopenia. Na fase cronica os animais infectados

apresentam comumente anemia normocitica normocrémica arregenerativa, pela
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destruicdo dos precursores hematopoiéticos na medula 6ssea pelo agente, e uma
trombocitopenia severa, apresentando prostracdo e distlrbios hemorragicos, podendo
levar a 6bito (DANTAS-TORRES, 2008; LITTLE, 2010).

Quanto aos felideos, cujas amostras foram colhidas de dois cativeiros
diferentes, ndo houve um maior nimero de animais infectados comparando-se os dois
locais de origem (FJZB e NEX). A Unica diferenca significativa encontrada ocorreu
guando se comparou as variaveis hematoldgicas dos grupos para A. platys, onde a
média de numero de linfocitos (p = 0,05) foi mais elevada nos felideos positivos

podendo ser explicada pela estimulacdo imunoldgica causada pelo agente infectante.

Conclusao

O presente estudo constatou uma frequéncia de canideos 72,2% de canideos
selvagens infectados por agentes da familia Anaplasmatacae, sendo 30,76% por E.
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canis e 53,85% por A. platys e 22,22% ndao tiveram a espécie infectante identificada.
Dos felideos selvagens, 36,4% estavam infectados por Anaplasmataceae, sendo
16,7% por E. canis e 16,7% por A. platys e 24,24% nao tiveram a espécie infectante

identificada. Dois canideos apresentaram co-infec¢ao por E. canis e A. platys.

Fatores como sexo, idade, origem e espécie ndo foram relevantes para uma

maior infeccdo por nenhum dos agentes estudados.

Os carnivoros selvagens estudados positivos para agentes Anaplasmataceae
apresentaram alteracdes hematoldgicas caracteristicas da infeccéo, todavia ndo foi

encontrada significancia quando comparados animais positivos e negativos.
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