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PREFACIO

O presente estudo descreve a ocorréncia de Ehrlichia canis em céaes
sintomaticos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia e
investiga sua variabilidade em regides gendmicas de repeticdo. O tema da
dissertagao foi abordado em trés capitulos.

O capitulo | trata de uma revisdo geral da erliquiose monocitica canina,
abrangendo os principais aspectos da enfermidade, como caracterizagao do agente,
histérico e distribuicdo geogréfica, prevaléncia do vetor e da E. canis no Brasil,
patogenia, sinais clinicos e métodos diagndsticos. Os dois ultimos tépicos do
capitulo 1, Marcadores moleculares para estudos filogenéticos e Marcadores
moleculares para a tipagem molecular, discorrem brevemente sobre caracterizagao
genética microbiana, baseada em analises moleculares.

O capitulo Il apresenta os resultados obtidos na realizagdo do estudo, no
formato de artigo cientifico. O artigo de numero 1 aborda a ocorréncia de E. canis
em caes de Brasilia e suas correlagdes hematoldgicas, enquanto o segundo artigo
trata da investigacdo de variabilidade em regides genbmicas de repeticdo
identificadas em E. canis.

Finalmente, o capitulo Ill refere-se as considerag¢des finais do trabalho de
dissertacdo, onde s&o apresentadas as principais contribuicbes cientificas do

presente estudo.



RESUMO

Ehrlichia canis é o agente etioldgico da erliquiose monocitica canina (EMC). A
doenca, transmitida pelo carrapato marrom do cdo Rhipicephalus sanguineus, €&
endémica em diversas regides do Brasil. O presente estudo teve como objetivo
investigar a presenca de E. canis em caes sintomaticos e avaliar suas correlagoes
com os achados hematolégicos de anemia e trombocitopenia. Além disso, foram
analisadas seis diferentes regides gendmicas de repeticdo para a identificagdo de
variabilidade genética em linhagens de E. canis. A amostra incluiu caes admitidos no
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia (n = 86). A reagéo de polimerizagao
em cadeia (PCR), tendo como alvo especifico seqiiéncias da regidao 16S rRNA de E.
canis, foi utilizada na identificagcdo do microrganismo em amostras de sangue. Em
seguida, um grupo de 31 amostras aleatorias, foram examinadas para avaliar a
ocorréncia de trombocitopenia e anemia. Vinte e quatro animais (27,9%) foram
positivos para E. canis. A presencga de E. canis foi positivamente relacionada com a
trombocitopenia (66,7% versus 16,6%, P <0,05, teste exato de Fisher) e anemia
(56,2% versus 13,3%, P <0,05, teste exato de Fisher). A segunda fase deste
trabalho investigou a variabilidade genética microbiana. A divergéncia genética de
11 cepas controle de E. canis foi analisada em alelos de seis diferentes regides
contendo repetigdes em tandem, ecaj 0017, ecaj_ 0062, ecaj 0109, ecaj 0221,
ecaj_0472, e ecaj_0530. Trés dos seis l6cus selecionados mostraram polimorfismo
genético: ecaj_0017, ecaj_0109, e ecaj 0221. A maior variagdo ocorreu em
ecaj_0109, com alelos apresentando 0, 5, 6, ou 18 repeticdes. O gene ecaj_0109
(GP36) também apresentou alta variabilidade entre 34 amostras de sangue de caes
positivos para E. canis de Brasilia; as linhagens exibiram alelos com 5, 6, 9, 10, 14,
15, 16, 17, 18 e 21 unidades repetitivas. Concluindo, os resultados revelaram
infeccao por E. canis em caes da cidade de Brasilia. A regido deve ser considerada
area endémica. A prevaléncia de E. canis foi maior nos caes trombocitopénicos e
anémicos. A variabilidade encontrada em trés regides genbmicas de repeticdo

discriminou diferentes linhagens genéticas entre os isolados brasileiros de E. canis.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, trombocitopenia, anemia, PCR, variabilidade

genética, repeticbes em tandem.
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ABSTRACT

Ehrlichia canis is the causative agent of canine monocytic ehrlichiosis (CME).
This cosmopolitan disease is transmitted by the brown dog tick, Rhipicephalus
sanguineus, and occurs endemically in various regions of Brazil. The present study
was aimed to investigate the presence of E. canis DNA in symptomatic dogs and its
relationships with anemia and thrombocytopenia. In addition, we analysed six
different tandem repeats genomic regions for genetic variability among E. canis
lineages. The sample included dogs admitted to the Veterinary Hospital at the
University of Brasilia (n=86). We used a polymerase chain reaction (PCR) targeted to
E. canis specific 16S rRNA sequences to identify the microorganism in dog blood
samples. After that, a subset of 31 aleatory blood samples were examined for the
occurrence of thrombocytopenia and anemia. A total of 24 animals (27.9%) were
positive for E. canis. The presence of E. canis DNA was positively related to
trombocytopenia (66.7% versus 16.6%, P<0.05, Fisher's exact test) and anemia
(56.2% versus 13.3%, P<0.05, Fisher’'s exact test). The second phase of this work
focused on the microbial genetic variability. We analyzed 11 control strains for allelic
variability in six different genomic VNTRs named ecaj_0017, ecaj_0062, ecaj 0109,
ecaj_0221, ecaj 0472, and ecaj 0530. Three of the six loci showed genetic
polymorphism: ecaj_0017, ecaj_0109, and ecaj_0221. The higher variability occurred
in ecaj_0109 which showed alleles with 0, 5, 6, or 18 repeats. Ecaj_0109 (GP36
gene) also presented high variability among 34 E. canis positive dog blood samples
from Brasilia; the lineages displayed alleles with 5, 6, 9, 10, 14, 15, 16, 17, 18, and
21 repeat units. In conclusion, our data showed E. canis infection in dogs from the
city of Brasilia, Central-West Brazil; the region should be considered an endemic
area. The prevalence of E. canis was higher in thrombocytopenic and anemic dogs.
The variability found in three different repeat genomic loci discriminated divergent

genetic lineages among Brazilian E. canis isolates.

Keywords: Ehrlichia canis, thrombocytopenia, anemia, PCR, genetic variability,

tandem repeats.
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CAPITULO |

INTRODUGAO

A erliquiose monocitica canina (EMC) é uma doenca infecciosa que acomete
principalmente cdes domésticos. Ehrlichia canis € o agente etioldgico da EMC e tem
como principal vetor o carrapato marrom dos caes, Rhipicephalus sanguineus
(Harrus et al., 1999a; Lappin, 2001; Waner et al., 2001; Dagnone et al., 2001a).
Tratam-se de bactérias Gram-negativas e intracelulares obrigatdérias de células
mononucleares sanguineas (McBride et al., 1996; Almosny et al., 2002; Greene,
2005).

O periodo de incubacao da infecgao por E. canis é de 8 a 20 dias. A doenca
pode manifestar-se nas fases aguda, subclinica e crénica, caracterizadas por
anormalidades clinicas e hematolégicas (Harrus et al., 1999a; Machado, 2004;
Greene, 2005). Febre, anorexia, depressao, perda de peso, edema, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfoadenopatia, distubios cardiacos e respiratdrios, assim como
alteracdes nervosas e oculares, sdo os sinais clinicos mais freqientes (Moreira et
al., 2003; Castro et al., 2004; Machado, 2004). Os principais achados laboratoriais
sdo trombocitopenia, leucopenia e anemia normocitica normocrémica (Lappin, 2001;
Almosny et al., 2002; Mendonga et al., 2005; Nakaghi et al., 2008).

O diagndstico presuntivo da infecgao por E. canis é baseado no conjunto de
sinais clinicos, alteragbes hematoldgicas e bioquimicas indicativas de erliquiose
(Lappin, 2001; Dagnone et al., 2001a; Greene, 2005; Pinyoowong et al., 2007).
Exames laboratoriais que auxiliam o diagnéstico definitivo incluem a identificacéo de
morulas intracelulares em esfregago sanguineo, deteccao de anticorpos especificos
contra o agente infectante, deteccdo do DNA do patégeno por meio da reagao de
polimerizagdo em cadeia (PCR) e/ou cultura celular do microrganismo (McBride et
al., 1996; Keysary et al., 2001b; Waner et al., 2001; Trapp et al.,2002; Dagnone et
al., 2001a; Bulla et al., 2004; Harrus et al., 2004b; Macieira et al., 2005; Aguiar, et al.,
2007b).

A técnica de PCR tem sido utilizada como alternativa ao diagnostico
microbiolégico de doencgas infecciosas, pois possibilita a deteccao de sequéncias

especificas do DNA do patdégeno de interesse em diferentes amostras, tais como
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sangue, urina ou tecidos dos hospedeiros. No diagndstico da erliquiose, esta técnica
tem possibilitado identificar seqliéncias de E. canis de forma rapida, sensivel e
especifica, a partir de amostras de sangue, medula 6ssea e bago (Harrus et al.,
2004b).

Técnicas de biologia molecular também tém sido amplamente utilizadas para
identificacdo e sequenciamento de genes, permitindo investigacdes sobre
microrganismos de relevancia médica (Keysary et al., 1996a; McBride et al., 1996;
Suksawat et al., 2001b; Unver et al., 2001; Fenollar & Raoult, 2004; Doyle et al.,
2005a; Maggi et al., 2006; Siarkou et al., 2007). No genoma de seres eucariontes e
procariontes foram identificadas regides de repeticdo formadas por sequéncias de
nucleotideos idénticas ou com variagdes, e que podem apresentar variabilidade no
numero de unidades de cada repeticdo. Tais regides foram denominadas repeticoes
em tandem de numero variavel - variable number of tandem repeats (VNTR) (Van
Belkum et al., 1998; Fenollar & Raoult, 2004). Utilizando-se a técnica de PCR, com
primers que delimitam a regido de repeticdo, pode-se determinar o numero de
unidades repetitivas por eletroforese simples, com base no tamanho das sequéncias
amplificadas (Van Belkum et al., 1998; Titze-de-Almeida et al. 2004). A utilizagao de
VNTR como marcadores moleculares para tipagem de microrganismos tem
possibilitado identificar isolados de forma sensivel e especifica, com rapidez, baixo
custo, facilidade de implementacao, uso e interpretacao de resultados. Desta forma,
a analise de variabilidade das regides contendo VNTR contribui para estudos sobre
a epidemiologia de microrganismos de interesse (Van Belkum et al., 1998; Doyle et
al., 2006b).

A infecgao por E. canis é relatada mundialmente, incluindo paises da Europa,
Asia, Africa e do continente americano. No Brasil, o primeiro caso de EMC foi
descrito em Belo Horizonte (MG) em 1973. Posteriormente, surgiram relatos da
doenga em todas as regibes do pais e a EMC €& considerada endémica
principalmente nas areas urbanas, onde a concentracdo do carrapato vetor
Rhipicephalus sanguineus é mais elevada (Dagnone et al.,, 2001a, Labruna &
Pereira, 2001a; Dagnone et al., 2003b; Moreira et al., 2003; Bulla et al., 2004;
Machado, 2004; Alves et al., 2005; Macieira et al., 2005; Aguiar et al., 2007a;
Labruna et al., 2007b; Santos et al., 2007; Carvalho et al. 2008). Até o presente
momento, ndo foram descritos dados sobre a presenga e comportamento de E. canis

no Distrito Federal, apesar da ocorréncia da doencga na regiéo.



Com base no exposto, a avaliagdo da ocorréncia de E. canis em caes do
Distrito Federal € de grande relevancia, pois possibilitaria avaliar a epidemiologia do
microrganismo, relacionando-a com alteragbes hematologicas da doenca. Além
disto, a recente identificagdo de genes contendo regides de repeticdo em tandem em
E. canis (Mavromatis et al., 2006) pode contribuir para investigagcdes sobre
variabilidade genética microbiana. Desta forma, considerou-se relevante identificar a
presenca de E. canis em caes sintomaticos admitidos no Hospital Veterinario da
Universidade de Brasilia e investigar a variabilidade em regides gendmicas de

repeticdo em tandem de linhagens de E. canis.

REFERENCIAL TEORICO

Descricado do microrganismo

Ehrlichia spp. sdo riquétsias transmitidas por carrapato. A classificagao
taxondmica recentemente proposta por Dumler et al. (2001) baseia-se em analises
de sequéncias nucleotidicas dos genes 16S rRNA, groESL e proteinas de superficie.
Assim, Ehrlichia spp. pertencem a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae. O
género Ehrlichia inclui as espécies E. canis, E. chaffeensis, E. muris, E. ruminantium
e E. ewingii (Brenner et al.,, 2004). Tratam-se de bactérias Gram-negativas,
intracelulares obrigatérias, que se replicam dentro de vacuolos de células
eucaridticas dos hospedeiros, particularmente em células hematopoiéticas maduras
ou imaturas. E. canis, E. chaffeensis e E. muris sdo comumente detectadas em
mondcitos e macrofagos. A espécie E. ruminantium é frequentemente identificada
em células endoteliais, neutréfilos e macréfagos, enquanto E. ewingii geralmente
infecta neutroéfilos do sangue periférico (Rikihisa, 1991a; Dumler, et al., 2001).

As espécies E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii podem causar a infeccao
natural em cées. Nao ha relatos da infeccdo natural por E. ruminantium em caes e,
nos animais infectados experimentalmente ndo ocorrem anormalidades clinicas
(Breitschwerdt et al,1998). E. canis € o agente etiolégico da erliquiose monocitica
canina (EMC). O microrganismo pode ser visualizado no citoplasma de células
sanguineas mononucleares como coldénias de corpos cocoides, denominadas
morulas intracitoplasmaticas. O ciclo infeccioso de E. canis pode ser observado

microscopicamente. Primeiramente, a bactéria penetra nos mondcitos do hospedeiro
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por fagocitose dando origem aos corpusculos elementares. No interior dos
monaocitos ocorre o crescimento e multiplicagdo dos corpusculos elementares, que
evoluem para corpusculos iniciais. Entre o sétimo e o décimo segundo dia
subsequentes, os corpusculos iniciais desenvolvem-se e dividem-se em novos
corpusculos elementares, formando as morulas caracteristicas deste agente
infeccioso. Mais de uma moérula pode coexistir dentro de uma mesma célula, e cada
morula contém varios corpusculos elementares. Rikihisa (1991a) observou, em
cultivo celular, mérulas contendo mais de 100 organismos. Apds trés ou quatro dias,
as morulas liberam os corpusculos elementares com a ruptura da célula hospedeira
ou por um processo de exocitose, e assim, o ciclo infeccioso se repete (Macedo,
2007).

Rhipicephalus sanguineus é o principal vetor de E. canis. Este carrapato
infecta-se ao ingerir sangue com leucdcitos parasitados por E. canis, geralmente na
segunda ou terceira semana de infeccdo do cao (Rikihisa et al., 1991a; Almosny et
al., 2002). O microrganismo multiplica-se dentro de hemocitos e nas células da
glandula salivar e, eventualmente, penetra no trato digestivo, onde infecta as células
do trato intestinal. Ocorre transmissao transestadial (Dagnone et al., 2001a; Aguiar
et al., 2007b; Dantas-Torres, 2008). Durante o repasto sanguineo em outro cao, a
picada do carrapato estimula uma resposta inflamatoria local e o fluxo de células
mononucleares favorece a disseminacdo da bactéria no novo hospedeiro. O
carrapato infectado pode transmitir E. canis por até cinco meses (Rikihisa, 1991;
Dagnone et al., 2001; Almosny et al., 2002; Macedo, 2007).

Embora E. canis n&o seja considerada um patdgeno de humanos, ha relatos
na literatura da identificagdo deste microrganismo causando doencga clinica em
pacientes humanos. O papel do cido como reservatorio da infecgdo por E. canis para
humanos e, do carrapato R. sanguineus como vetor acidental, permanece pouco

esclarecido (Perez et al., 1996; Unver et al., 2001).

Historico e distribuicdo geografica

A erliquiose canina foi originalmente descrita na Algéria em 1935. A doenga
adquiriu um significado especial durante a guerra do Vietna (1959-1975), onde foi
reconhecida como causa da morte de centenas de cdes do exército americano
(Rikihisa et al., 1992b; Keysary et al.,, 1996a). A distribuicio da EMC esta
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relacionada com a distribuicdo do Rhipicephalus sanguineus, principal carrapato
vetor da E. canis. Atualmente, E. canis encontra-se distribuida em paises da Asia,
Europa, Africa e América (Rodgers et al., 1989; Keysary et al., 1996a; Unver et al.,
2001; Parola et al., 2003; Rodrigues-Vivas et al., 2005; Marsilio et al., 2006;
Pinyoowong et al., 2007; Venzal et al., 2007; Matjila et al., 2008).

No Brasil, a EMC é de ampla ocorréncia, principalmente em areas urbanas,
devido a alta prevaléncia do Rhipicephalus sanguineus (Aguiar et al., 2007b). O
primeiro relato de infecgdo por E. canis no pais data de 1973, na cidade de Belo
Horizonte (Costa et al., 1973). Posteriormente, a presenga do agente da EMC foi
descrita em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Parana, Rio Grande do Sul,
Rondbénia, Bahia e em outros estados do pais (Dagnone et al., 2001a; Dagnone et
al., 2003b; Moreira et al., 2003; Bulla et al., 2004; Machado, 2004; Alves et al., 2005;
Macieira et al., 2005; Aguiar et al., 2007a; Labruna et al., 2007b; Santos et al., 2007;
Carvalho et al. 2008).

Prevaléncia de Rhipicephalus sanguineus no Brasil

A exposicdo do cdo ao carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus é
considerado o principal fator de risco para a aquisicdo da EMC no Brasil (Dagnone et
al., 2001a; Moreira et al., 2003; Costa et al., 2007; Carvalho et al., 2008; Dantas-
Torres, 2008a). Aguiar et al. (2007a) identificaram, pela primeira vez no pais, a
infeccdo natural por E. canis em carrapatos R. sanguineus obtidos nos estados de
Rondbnia e Sao Paulo, testados por PCR para um fragmento do gene dsb de
Ehrlichia. O estudo também mostrou que a prevaléncia de E. canis, pela reagao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), &€ superior nos cées de area urbana em relagao
aos de area rural no municipio de Monte Negro, estado de Rondbnia (37,9% versus
24,8%).

Varios estudos verificaram que a espécie de carrapato R. sanguineus é a
mais prevalente em caes de areas urbanas. Nas areas urbanas, a disponibilidade de
habitat para as fases de vida livre do R. sanguineus é abundante, uma vez que a
espécie tem por habito penetrar em pequenos buracos ou frestas em superficies de
cimento ou madeira. A espécie foi introduzida no Brasil durante a colonizacao e ja na

década de 30 encontrava-se distribuida em todas regiées do pais (Labruna et al.,



2001a; Dantas-Torres, 2008b). Embora seja um carrapato adaptado as condi¢des
das areas urbanas, algumas formas de criagdo de cdes em areas rurais (por
exemplo, a construgdo de canis) possibilitam o estabelecimento do R. sanguineus
nessas areas. Este fato foi observado em um levantamento realizado por Labruna et
al. (2001a), em caes de areas rurais do norte do Parana, onde o R. sanguineus foi a
espécie mais prevalente (6,7%), com taxa de infestagdo média de 2,5 carrapatos por
cao.

Frequéncias bem superiores sao observadas em areas urbanas. A
prevaléncia do R. sanguineus em céaes de rua da cidade de Porto Alegre foi de
93,2%, com taxas de infestacdo média de 24 carrapatos por cédo (Ribeiro et al.,
1997). Na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, Rodrigues et al (2001) analisaram,
em areas peri-urbanas, a prevaléncia de carrapatos em caes de rua recolhidos por
diferentes instituicbes. R. sanguineus foi o carrapato mais prevalente em caes de
duas instituicbes avaliadas (63,33% e 56,81%). Os resultados deste estudo
corroboram com dados obtidos em Goiania, onde a prevaléncia de R. sanguineus
em caes de rua foi de 67,5% (Rodrigues et al., 2001). Também na cidade de Juiz de
Fora, Soares et al. (2006) verificaram maior prevaléncia de R. sanguineus em caes
que habitavam casas (35%) em relagao aos céaes residentes em apartamentos (2%).
Neste trabalho, foi pesquisada a presenga de E. canis pela analise do esfregaco
sanguineo, identificando-se o microrganismo em 16% dos cdes das casas com

quintais.

Prevaléncia de Ehrlichia canis no Brasil

A erliquiose canina encontra-se distribuida em varias regides do pais.
Recentes trabalhos demonstram que, em média, 20 a 30% dos caes admitidos em
hospitais e clinicas veterinarias em varios estados do Sudeste, Sul, Centro-Oeste,
Norte e Nordeste do Brasil, apresentam anticorpos contra antigenos de E. canis e/ou
sdo positivos nos testes de PCR (Dagnone et al., 2001a; Aguiar et al., 2007b).
Fatores epidemioldgicos relacionados as condigdes climaticas, distribuicdo do vetor,
populagdo sob estudo, comportamento animal e habitat, assim como a metodologia
empregada na investigagdo do agente, podem afetar os niveis de prevaléncia da

erliquiose canina no Brasil (Dagnone et a., 2001a).



Na cidade de Botucatu (SP), 30,9% dos caes foram positivos para a presenca
do gene 16S rRNA de E. canis (Bulla et al. 2004). Em Ribeirao preto, Santos et al.
(2007) identificaram DNA do microrganismo em 38,9% na populagcdo de caes sob
estudo. Outra pesquisa realizada em uma area rural do estado de S&o Paulo indicou
uma prevaléncia de 45,2% do agente da EMC, utilizando o método de nested PCR.
(Macieira et al., 2005). Na cidade de Sao Paulo, 68% dos caes, alguns com sintomas
sugestivos de erliquiose canina, atendidos no Hospital Veterinario da faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, apresentaram
titulos compativeis com a presenca de anticorpos anti-E. canis (Aguiar et al., 2007b).

Moreira et al. (2003), em um estudo retrospectivo da casuistica clinica de
erliquiose em caes atendidos entre margo de 1998 e setembro de 2001 na cidade de
Belo Horizonte, analisaram 194 fichas clinicas de animais com suspeita de
hemoparasitoses. Trinta e um cées (15,9%) apresentaram E. canis no exame
parasitologico direto de esfregacos sanglineos. A soro-prevaléncia da erliquiose
canina, investigada em trés regides rurais distintas do estado de Minas Gerais,
demonstrou a presenga de anticorpos anti-E. canis em 65,6% dos caes em
Nanuque, 37,8% em Belo Horizonte e 24,7% em Lavras (Costa et al., 2007).

Uma analise na populacdo de cédes com trombocitopenia, atendidos em
Hospital Veterinario no sul do Brasil, encontrou 20% de prevaléncia da infeccédo por
E. canis, identificada por PCR (Dagnone et al., 2003b). Na cidade de Londrina, de
um total de 381 caes testados para a presenca de anticorpos contra E. canis, 87
(23%) foram soropositivos (Trapp et al., 2006).

Quanto a regido nordeste, estudos realizados nas cidades de llhéus e Itabuna
demonstraram variacdo na prevaléncia da doenca. Em 2007, 36% dos caes
analisados foram positivos para anticorpos anti-E. canis (Carlos et al., 2007). No ano
de 2008, em caes testados por PCR, detectou-se o DNA do agente em apenas 7,8%

das amostras (Carvalho et al., 2008).

O método utilizado para a pesquisa do agente pode explicar, em parte, as
diferencas nas taxas de prevaléncia da doencga. Técnicas baseadas na detecgao de
anticorpos podem indicar uma infeccao prévia ou atual e, ainda, apresentar
reatividade cruzada com outros microrganismos (Warner et al., 2001b). As técnicas
moleculares, como a PCR, identificam sequéncias gendmicas especificas do agente

e tendem a ser mais sensiveis e especificas (Maggi et al., 2006).



Patogenia e sinais clinicos

O periodo de incubacao da EMC varia de uma a trés semanas e, em geral, a
infeccdo caracteriza-se por febre, depressdo e anorexia (Rikihisa et al., 1991a;
Dagnone et al., 2001a). A doenga pode apresentar trés fases: aguda, subclinica e
cronica. A fase aguda tem duracdo de duas a quatro semanas. O microrganismo
infecta as células mononucleares, replica-se e dissemina-se para 6rgaos do
hospedeiro como figado, bacgo, linfonodos e pulmdes. Nesta fase, os sinais clinicos
sao inespecificos e incluem febre, secrecdo ocular e nasal, anorexia, depressao,
perda de peso, dispnéia, linfoadenopatia, vasculite, sinais neurolégicos, musculares,
oculares e poliartrite. Os achados laboratoriais frequentemente observados séo
trombocitopenia, anemia e leucopenia (Rodgers et al., 1989; Harrus et al., 1999a;
Dagnone et al., 2001a). Ap6s a fase aguda, o animal pode apresentar cura ou
desenvolver a doenga de forma subclinica, ou seja, sem sinais clinicos evidentes,
apesar da presenca da E. canis no organismo. Em céaes infectados
experimentalmente, o achado laboratorial mais frequente na infecgdo subclinica foi a
trombocitopenia, associada a altos titulos de anticorpos contra E. canis (Waner et al.,
1997a). Esta fase pode persistir por anos (Waner et al., 1997a). Caes
imunocompetentes provavelmente eliminardo o parasita, enquanto cides com a
resposta imune insuficiente tendem a desenvolver a fase cronica da doenca.

A fase crbnica pode instalar-se apds a fase subclinica, variando de leve a
severa. A forma crénica leve é caracterizada por sinais clinicos vagos como apatia,
depressao e perda de peso. Esta forma geralmente ndo é fatal e responde ao
tratamento. A forma cronica grave é frequentemente fatal, caso n&o seja
devidamente tratada. Caracteriza-se por anemia, leucopenia, trombocitopenia,
comprometimento da medula O&ssea, depressdao, anorexia, emaciagao e
hemorragias. Em particular, esplenomegalia e hepatomegalia sdo mais comuns
nesta fase cronica da doenga (Rodgers et al., 1989; Dagnone et al., 2001a).

A severidade da doenga aparentemente depende do grau de infeccéo. Ha
evidéncias de que mecanismos de defesa inata possam eliminar o organismo das
células infectadas com baixas quantidades de Ehrlichia. Gaunti et al. (1996)
demonstraram que, nesta condicdo, ndo houve alteracdo significativa na
concentracdo de plaquetas e nos titulos de anticorpos anti-E. canis. No entanto,

caes que receberam altas doses do inéculo de E. canis (20 a 100 vezes superior)



desenvolveram a infecg¢ao, evidenciada por trombocitopenia, aumento nos titulos de
anticorpos e cultura de sangue positiva para E. canis.

O ingresso de Ehrlichia em células hospedeiras pode ocorrer sem a lise das
células infectadas. No caso de células epiteliais intestinais, experimentos in vitro
permitiram observar a formacdo de uma monocamada firmemente conectada a
zonas de jungdes intercelulares, favorecendo a transmissdo da Ehrlichia por um
processo de exocitose da célula infectada e endocitose da célula adjacente (Rikihisa
et al., 1991a). Evidéncias indicam que as espécies de Ehrlichia apresentam tropismo
tecidual. Células infectadas por E. canis, por exemplo, sdo comumente encontradas
nos pulmdes, rins, baco, olhos e meninges do cdo. A epistaxe é causada por
hemorragias caracteristicas nos pulmdes ou mucosa nasal (Rikihisa et al., 1991a;
Dagnone et al., 2001a).

Os achados patolégicos durante a necropsia frequentemente incluem
hemorragia petequial no tecido subcutaneo e na maioria dos 6rgaos afetados,
esplenomegalia, hepatomegalia, linfoadenopatia generalizada e edema dos
membros. Os achados microscopicos mais comuns sao o infiltrado de células do
sistema reticuloendotelial e plasmocitose em varios 6rgaos e tecidos, incluindo o
sistema nervoso, rins, pulmoes, figado e tecido linféide. Tais infiltrados celulares e a
proliferagdo linfocitica modificam a arquitetura microscopica de 6rgdos como
linfonodos e bago (Castro et al., 2004).

Mecanismos imunolégicos estdo envolvidos na fisiopatologia da erliquiose,
fato evidenciado pelos achados de linfoadenopatia, esplenomegalia, hiperplasia
linforreticular em areas corticais de linfonodos, acumulo periportal de células
mononucleares, assim como infiltrado mononuclear em intersticio renal e
glomerulonefrite. Estudos com infeccdo experimental de E. canis em cées tém
permitido avaliar as alteragbes imunoldgicas da doenca. Ha intensa infiltracdo de
plasmdcitos em oOrgdos parenquimatosos, sendo que 0s animais comumente
apresentam teste de Coombs e de autoaglutinagdo positivos (Harrus et al., 1999a;
Castro et al., 2004). A ativacdo de células T é necessaéria para a interagao entre a
resposta imune humoral e celular, e uma efetiva destruigao intracelular do parasita.
Além disto, tem sido proposto que a imunidade celular desempenha um papel
importante na patogénese da erliquiose canina, determinada por um aumento das
células T citotoxicas durante a infecgao, o que resulta em aumento da citotoxicidade

mediada por células (Castro et al., 2004).



Doengas concomitantes podem intensificar os sinais clinicos da EMC.
Considerando-se que o R. sanguineus € transmissor de outros hemoparasitas, €
relativamente comum encontrar infecgcdes mistas causadas por Anaplasma platys,
Babesia canis, Bartonella vinsonii subs. Berkhoffi e Hepatozoon canis. Infec¢bes por
duas ou mais espécies diferentes de Ehrlichia também ja foram identificadas em
caes. Entretanto, dificiimente diferenciam-se clinicamente as infecgbes simples
daquelas mistas (Breitschwerdt et al., 1998; Kordick et al., 1999; O’Dwyer et al.,
2001; Moreira et al., 2003; Doyle et al., 2005; Yabsley et al., 2008).

As principais alteragdes hematologicas provocadas pela EMC incluem
trombocitopenia, anemia e leucopenia (Harrus et al., 1999a; Dagnone et al., 2001a;
Almosny et al., 2002; Bulla et al., 2004; Machado, 2004).

A trombocitopenia é considerada a anormalidade hematoldgica caracteristica
de caes infectados por E. canis. Esta alteragao envolve varios processos, incluindo o
aumento no 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 média das células. A trombocitopenia pode ser ainda
secundaria a aumentos na concentracao do fator de inibicdo-migracao plaquetaria,
que parece intensificar o sequestro e estase de plaquetas, levando a sua reducéo no
sangue periférico (Harrus et al.,, 1999a; Bulla et al, 2004). A destruicéo
imunomediada foi demonstrada pela presenga de anticorpos anti-plaquetas (APA) no
soro de caes experimentalmente infectados com E. canis. Além disso, existem
evidéncias de que a interacdo dos anticorpos APA com as glicoproteinas de
membrana das plaquetas € a causa das disfuncdes plaquetarias, em particular a
inibicdo da agregacao plaquetaria, durante a fase aguda da doenga (Harrus et al.,
1999a).

Bulla et al. (2004) sugeriram que a utilizagdo de contagem de plaquetas como
teste de rastreamento da infecgao por E. canis em area endémica é um indicador
viavel para direcionar o diagndstico. Santos et al. (2007) corroboraram esta
afirmacdo, mas apontam a necessidade de confirmacédo do diagndstico por testes
complementares, tais como a analise de esfregagos sanguineos ou PCR. O estudo
mostrou alta prevaléncia de E. canis entre os caes trombocitopénicos. Entretanto,
46,7% dos caes trombocitopénicos avaliados estavam infectados com Babesia spp.,

Anaplasma platys ou, ainda, nenhum dos trés agentes mostrou-se presente. Além
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disto, houve uma alta incidéncia de E. canis em caes nao-trombocitopénicos (25,4%)
(Santos et al., 2007). Neste mesmo sentido, Macieira et al. (2005) verificaram que a
trombocitopenia ndo € um achado especifico para se chegar a conclusédo de
infeccdo por E. canis e que, assim, ndo deve ser utilizada isoladamente no
estabelecimento de um diagnéstico de EMC, mesmo em regides endémicas para a
doenga. Dagnone et al. (2003b) e Trapp et al. (2006) relataram a infrequente
ocorréncia da erliquiose em cées trombocitopénicos no sul do Brasil, sugerindo uma
diferente forma de apresentagdo da doenga nessa regiéo.

Outras alteragbes hematolégicas comumente associadas a EMC sédo a
anemia e a leucopenia. Ha evidéncias de que o mecanismo imunoldgico responsavel
pela indugdo da leucopenia seja também responsavel pelo desenvolvimento da
anemia normocitica normocrémica. Os eritrécitos seriam removidos da circulagao
pelo sistema mondcitos/macrofagos e lisados pelo complemento, devido a uma
reacao de hipersensibilidade do tipo Il, em adicdo ao déficit de eritropoiese na
medula éssea. E comum ocorrer positividade no teste de Coombs, que evidencia os
anticorpos contra antigenos dos eritrocitos, em caes infectados por E. canis (Moreira
et al., 2003). A vasculite generalizada esta associada a produgao de interleucina-1
(IL-1), a qual desempenha uma importante fungédo na marginalizacdo e adesao dos
leucécitos na parede vascular e, consequentemente, leva ao maior acumulo de
células no foco da inflamagao. Estudos preliminares realizados no Brasil, mostram
maior prevaléncia de erliquiose em cades anémicos em relacdo aos
trombocitopénicos. Moreira et al. (2003) observaram que 70,3% dos caes infectados
por E. canis apresentavam anemia, enquanto 50% foram trombocitopénicos e 30%
leucopénicos. A anemia normocitica normocromica também foi o achado mais
frequente em caes com PCR positivo para o DNA erliquial no estudo de Macieira et
al. (2005).

Embora a trombocitopenia seja, na maioria dos casos, a alteragao
hematolégica mais evidente da infecgdo por E. canis em caes, diferengas na
prevaléncia de disturbios hematolégicos podem estar relacionados a fatores como
patogenicidade do agente, coinfecgao com outros microrganismos, diferente estagio
clinico da doenga (agudo, subclinico ou crénico) ou grau de eficiéncia da resposta

imune do hospedeiro.
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Métodos de diagnéstico

O diagndstico presuntivo da EMC é comumente baseado no conjunto de
alteragdes clinicas e hematoldgicas. Para o diagndstico definitivo, varios métodos de
deteccdo do agente ou de anticorpos especificos estdo atualmente disponiveis.

A pesquisa de morulas intracitoplasmaticas caracteristicas de E. canis em
laminas de esfregaco de sangue periférico € uma opgao viavel para o diagnéstico
definitivo. Entretanto, a sensibilidade do método é baixa, ja que o microrganismo
estad presente em pequeno numero na corrente sanguinea durante a infecgdo e a
proporgcao de células infectadas pode ser menor do que 1% (Dagnone et al., 2001a;
Lappin, 2001).

Outra alternativa diagnéstica € o cultivo in vitro de E. canis, que pode ser
realizado em células de linhagem originaria de histiocitoma canino — DH82 (Aguiar et
al., 2007b). Varias linhagens celulares tém se mostrado uteis para o isolamento in
vitro de E. canis, como o macréfago peritoneal canino, o mondcito primario canino, a
célula endotelial humana e as células macrofagicas de camundongos BALB/C
(Keysary et al., 2001b; Aguiar et al., 2007b). O isolamento de E. canis em cultura de
células demonstra ser uma técnica sensivel e definitiva para o diagndéstico da
erliquiose, porém nao € conveniente para uso na rotina laboratorial por ser laboriosa,
requerendo estrutura fisica e equipamentos adequados. Além disto, o cultivo
demanda duas a seis semanas para obtenc¢do de resultados positivos (Igbal et al.,
1994).

A detecgao de anticorpos especificos contra E. canis tem sido o método
diagnodstico mais amplamente utilizado nos laboratorios veterinarios. O teste de
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) € capaz de detectar anticorpos anti-E.
canis no sétimo dia pos-infecgéo (pi). Entretanto, estes testes podem indicar apenas
exposigao prévia ao microrganismo. Apos o tratamento, os titulos de anticorpos
diminuem lenta e gradualmente; o animal torna-se comumente negativo apds 15 a
30 meses, mesmo com a eliminagdo do agente. Em areas endémicas, cdes podem
apresentar um alto titulo de IgG para E. canis, sem demonstrar a doenca
clinicamente, causando um aumento no numero de falsos-positivos nessas regides
(Perille & Matus, 1991; Bulla et al., 2004). Assim, a principal desvantagem dos
métodos sorologicos € a incapacidade de distinguir uma infeccdo atual de uma
exposicao prévia. Além disto, pode ocorrer reacao cruzada com outras espécies de
Ehrlichia (Wen et al., 1997a; Murphy et al., 1998; Suksawat et al., 2000a; Dagnone et
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al., 2001a). Warner et al. (2001b) enfatizam que a interpretacdo dos resultados de
exames sorologicos deve considerar o curso da doenga, a reatividade cruzada com
outras espécies de Ebhrlichia, infecgdes multiplas com outros agentes transmitidos
por carrapato e, também, titulos de anticorpos persistentes apés o tratamento.

A introducdo de técnicas moleculares para a detecgcdo de E. canis tem
permitido um diagndstico rapido, sensivel e especifico para a erliquiose, nas fases
aguda e crbnica da doenga. Neste sentido, a técnica de PCR também é capaz de
diferenciar as espécies de Ehrlichia, pela deteccdo de sequéncias especificas no
DNA dos microrganismos. Varios trabalhos ressaltam que a utilizagdo da nested-
PCR aumenta a sensibilidade da técnica (Igbal et al., 1994; Mc Bride et al., 1996;
Wen et al., 1997a). Entretanto, uma analise comparativa entre a PCR (gene dsb) e a
nested-PCR (16S rRNA), realizada em 24 amostras sanguineas de cées
naturalmente infectados por E. canis, demonstrou que as duas técnicas sao
adequadas ao diagnéstico da EMC (Machado, 2004). Outros alvos moleculares,
especificos para a identificagdo de sequéncias do DNA de E. canis e utilizados em
PCR de etapa unica, vém demonstrando serem igualmente sensiveis e especificos
em relagao a técnica de nested-PCR, com as vantagens adicionais de reduzir falsos-
positivos devido a contaminagcédo por amplicons da primeira etapa, além de abreviar
o tempo de execugao (Alves et al., 2005; Marsilio et al., 2006; Vinasco et al., 2007).
Recentemente, Doyle et al (2005c¢), desenvolveram um protocolo de PCR em tempo
real (real-time PCR) no qual é possivel detectar e diferenciar importantes espécies
de Ehrlichia em uma unica reacdo de amplificacdo do gene dsb, com satisfatéria
sensibilidade analitica. A técnica foi capaz de distinguir as espécies E. chaffeensis,
E. ewingii e E. canis, detectando também coinfecgdes em uma mesma amostra
(Doyle et al., 2005c).

Marcadores moleculares para estudos filogenéticos

O conhecimento do genoma microbiano mediante técnicas de biologia
molecular, tem permitido identificar seqléncias espécie-especificas para o
diagnostico molecular e também para embasar estudos de filogenia (La Fontaine &
Tollervey 2001; Suksawat et al., 2001b).

O gene 16S rRNA é considerado o principal marcador molecular para

filogenia bacteriana, sendo utilizado mundialmente com o objetivo de caracterizar
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cepas de diferentes localidades. Além de conter regides altamente conservadas, o
gene 16S rRNA também apresenta regides de hipervariabilidade, as quais podem
fornecer sequéncias espécie-especificas uteis para a indentificagado bacteriana. Visto
que o gene 16S rRNA apresenta alto nivel de conservacgéao estrutural e baixa taxa de
evolugdo, niveis de divergéncia de sequéncias maiores que 0,5%, na comparagao
entre seqléncias quase completas do gene 16S rRNA dos membros do género
Ehrlichia, s&o consideradas suficientes para classificar os organismos como
espécies diferentes (La Fontaine & Tollervey 2001; Wen et al., 2002b). Baseados na
analise do gene 16S rRNA, Suksawat et al. (2001b) concluiram que as espécies de
Ehrlichia encontradas em dois caes coinfectados por E. canis, E. equi e E. platys,
procedentes da Venezuela e Tailandia, eram similares entre si e similares as
respectivas sequéncias destes microrganismos depositadas no GenBank, nao
sustentando, neste trabalho, a hipétese de novas espécies. Os autores consideram
ainda que, apesar de existirem regides com microheterogenicidade dentro de um
mesmo organismo, muitas vezes as diferengas encontradas devem-se a erros de
sequenciamento ou erros na reagao de PCR (Suksawat et al., 2001b). Unver et al.
(2001), mediante analise do gene 16S rRNA, caracterizaram e comprovaram que o
agente isolado de caes e carrapatos Rhipicephalus sanguineus, na Venezuela,
infectados com E. canis era idéntico ao agente previamente isolado em um caso
humano de erliquiose ocorrido também na Venezuela. Estes, por conseguinte,
apresentavam similaridade de 99,9% com a cepa Oklahoma de E. canis. Com base
nos resultados, os autores sugerem que O cao serviria de reservatorio e o
Rhipicephalus sanguineus seria um potencial vetor para a infeccdo por E. canis em
humanos (Unver et al., 2001). No estudo de Wen et al. (2002b), a andlise de
sequéncias do gene 16S rRNA revelou que o novo agente, encontrado em carrapato
Boophilus microplus no Tibet, seria um membro do género Ehrlichia, principalmente
relacionado a E. chaffeensis mas também muito proximo a E. canis, E. ewingii e E.
muris. O nivel de divergéncia entre as sequéncias do novo agente erliquial do Tibet
e membros do género Ehrlichia foi de aproximadamente 1 a 2%. Segundo os
autores, esta diferenca deveria ser suficiente para classificar o novo agente como
uma nova especie do género Ehrlichia (Wen et al., 2002b). Na Tailandia,
Pinyoowong et al. (2007) relatam que os isolados de E. canis da regido estdo
intimamente relacionados e formam um unico grupo com E. canis de diferentes

paises. Siarkou et al. (2007) compararam, utilizando os primers universais do gene
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16S rRNA, isolados de E. canis envolvidos nas formas mielossupressivas e nao-
mielossupressivas da EMC. Os autores concluiram que os isolados das duas formas
apresentam o mesmo genotipo do gene 16S rRNA, assim como demonstram 100%
de similaridade com as cepas de E. canis da Venezuela, Brasil, Turquia e Tailandia.
Estes resultados concordam com relatos anteriores que confirmam a pequena
variagcao genética do gene 16S rRNA entre diferentes isolados de E. canis (Unver et
al., 2003; Parola et al., 2003; Aguirre et al., 2004).

Estudos de genes adicionais séo realizados com o objetivo de aprimorar a
identificacdo e classificacdo das espécies de Ehrlichia. Arvores filogenéticas
derivadas de sequéncias de nucleotideos do gene groESL confirmam as relagdes
entre as espécies de Ehrlichia, previamente determinadas pelo gene 16S rRNA.
Outros genes, por exemplo, ankA, gItA e genes de proteinas de superficie, tem
fornecido dados complementares para estudos filogenéticos de linhagens do género
Ehrlichia (Ohashi et al., 1998; Inokuma et al., 2001; Dumler et al., 2001).

Apesar da utilidade do gene 16S rRNA para a identificagcdo de espécies
bacterianas, por ser altamente conservado, este gene demonstra limitada
variabilidade entre os isolados de uma mesma espécie, ndo permitindo serem
diferenciados ou classificados dentro de subtipos ou cepas (Olive & Bean, 1999).
Desta forma, outros marcadores moleculares sdo necessarios para a tipagem de

individuos de uma mesma espécie.

Marcadores moleculares para a tipagem microbiana

A ocorréncia de doencgas infecciosas muitas vezes resulta da exposicao a
uma fonte comum do agente etioldgico. Geralmente, o agente etioldégico causador de
da infeccao é obtido a partir de um ancestral comum cujos descendentes sao
geneticamente idénticos ou estreitamente relacionados. Em termos epidemiologicos,
0s organismos envolvidos em uma infecgdo tém uma relagdo clonal, ou seja, uma
origem em comum. Os organismos com relagdo clonal sdo membros da mesma
espécie que compartilham fatores de viruléncia, tragos bioquimicos e caracteristicas
gendmicas semelhantes. No entanto, pode ocorrer variabilidade genética entre
individuos de uma unica espécie, isolados a partir de diferentes fontes, em diferentes

momentos e em diferentes regides geograficas. Estes organismos podem ser
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diferenciados ou classificados em subtipos ou cepas mediante o uso de marcadores
moleculares especificos (Olive & Bean, 1999).

O processo de subtipagem € epidemiologicamente importante para o
reconhecimento dos focos da infeccdo e identificacdo de cepas virulentas do
microrganismo, assim como para 0 monitoramento de programas de vacinagao e
vigilancia. Qualquer método de tipagem deve ter alta capacidade discriminatéria,
sendo capaz de diferenciar claramente isolados independentes, tais como aqueles
que se encontram em regides geograficamente distintas da fonte do organismo. Ao
mesmo tempo, deve demonstrar proximidade entre os organismos geneticamente
relacionados, descendentes de um ancestral comum. A escolha de um método de
tipagem molecular depende das necessidades, nivel de qualificagdo e recursos do
laboratério. Recentemente, métodos baseados na analise de regides de repeticao
(tandem repeats) do genoma de microrganismos tém fornecido uma metodologia

simples e de alta resolugao na identificagcao de isolados (Chang et al., 2007).

Regides de repeticdo no DNA correspondem a sequéncias de nucleotideos
que se repetem em bloco e sdo adjacentes umas as outras, dai a denominagéo de
tandem repeats. Foram inicialmente definidas como regidées mini e microsatélites,
sendo classificadas em short sequence repeats (SSR), short tandem repeats (STR)
ou variable number of tandem repeats (VNTR). As SSR e STR encontram-se
dispersas em varias regides de genoma, enquanto as VNTR estdo associadas a um
unico l6cus genético (Van Belkum et al., 1998).

Em seres humanos, regides de repeticdo ocorrem frequientemente,
abrangendo aproximadamente 10% ou mais do genoma (Benson, 1999).
Atualmente, estas regides também tém sido identificadas de modo progressivo em
procariontes, sendo encontrados em microrganismos de relevancia médica (Van
Belkum et al., 1998; Chang et al., 2007). A identificacdo da variabilidade nas regides
de repeticao é de consideravel importancia, pois a mesma pode estar associada com
mudangas fenotipicas, o que sugere sua importancia funcional (O'Dushlaine &
Shields, 2006). Assim, regides de repeticio em tandem estdo relacionadas a
fungdes reguladoras, embora a grande maioria ainda permanegca com fungoes
desconhecidas. Em procariontes, algumas regides de repeticdo no DNA parecem ter
ligagdo com os mecanismos de adaptacdo, viruléncia e patogenicidade das
bactérias (Van Belkum et al., 1998; Benson, 1999). Denoeud & Vergnaud (2004)
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citam que a freqlente observacao de genes contendo regides de repeticdes, muitas
vezes associados a proteinas de membrana externa, sugere que esses genes
permitam a adaptacdo ao ambiente e, desta forma, podem ser pontos de mutacao
resultantes de uma selegao positiva.

A analise de multiplas regides de VNTR, em inglés designada como multiple
locus variable number tandem repeats analysis (MLVA), é resultante da identificagao
de locus de variabilidade no genoma microbiano. A tipagem de microrganismos pelo
método MLVA depende da correta selecdo dos marcadores (regides de VNTR).
Individualmente, estes marcadores nao fornecem informacdes relevantes sobre
grupos de microrganismos, por apresentarem muita variabilidade ou demonstrarem
um alto nivel de homoplasia. No entanto, a combinagédo de regides independentes,
devidamente selecionadas, pode ser altamente discriminatoria (Le Fléche et al.,
2001a; Denoeud & Vergnaud, 2004; Le Fléche et al., 2004b). Com o surgimento da
técnica de PCR, primers que delimitam a regido de repeticdo sdo construidos e o
polimorfismo no numero de unidades repetitivas (VNTR) é visualizado por
eletroforese simples, sendo o numero de repeticdes calculado com base no tamanho
das sequéncias amplificadas (Van Belkum et al., 1998; Titze-de-Almeida et al. 2004).

A utilizacdo de VNTRs como marcadores moleculares para tipagem de
microrganismos tem possibilitado identificar isolados de forma sensivel e especifica,
com rapidez, baixo custo, facilidade de implementagdo, uso e interpretacdo de
resultados. Atualmente, o método vem sendo utilizado para a tipagem de diversas
espécies de bactérias, incluindo Yersinia pestis, Francisella tularensis, Salmonella
enterica, Enterococcus faecalis, Mycobacterium tuberculosis, Xylella fastidiosa,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis e Neisseria
meningitides (Le Fléche et al., 2001; Denoeud & Vergnaud, 2004; Titze-de-Almeida
et al. 2004; Chang et al., 2007).

Mavromatis et al. (2006) identificaram regides de repeticdo em tandem em 12
genes no genoma da Ehrlichia canis. Os genes identificados foram denominados
ecaj_0017, ecaj_0060, ecaj 0062, ecaj 0109, ecaj_ 0220, ecaj_ 0221, ecaj 0387,
ecaj_0472, ecaj 0529, ecaj 0530, ecaj 07 e ecaj 0716. O gene ecaj 0109
expressa a glicoproteina de superficie GP36. De acordo com Doyle et al. (2006b),
diferentes isolados de E. canis (Jake, Oklahoma e Demon) apresentaram diferengas
no numero de repeticbes da GP36. Ainda segundo Doyle et al. (2006b), em

bactérias patogénicas, estas glicoproteinas tém sido funcionalmente caracterizadas,
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incluindo adesinas, toxinas e proteinas envolvidas na estabilidade estrutural ou
mobilidade do microrganismo. Algumas glicoproteinas bacterianas sao altamente
imunogénicas, destacando uma possivel fungdo no desenvolvimento de imunidade
protetora. Os sitios de glicolisagdo da GP36 foram encontrados somente nas regides
de repeticdo das proteinas, que correspondiam as regides de imunorreatividade,
salientando-se a importancia destas regides.

Concluindo, a identificagdo de VNTRs no genoma de E. canis, selecionadas
para serem utilizadas como possiveis marcadores moleculares, visando investigar a
variabilidade genética de diferentes isolados, auxiliaria no conhecimento sobre a
biologia desse microrganismo. Além disso, poderia indicar se existem diferencas de
patogenicidade, viruléncia e resisténcia microbiana entre os gendétipos de Ehrlichia
canis.
OBJETIVOS

o Determinar a ocorréncia de E. canis em caes sintomaticos atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia;

o Avaliar a correlacdo entre a presenga de E. canis e a ocorréncia de
trombocitopenia e anemia;

o Investigar a variabilidade genética em regides de repeticdo em tandem

de isolados e linhagens de E. canis.
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INTRODUGAO

E. canis é o agente etiolégico da erliquiose monocitica canina (EMC). A
doenga apresenta uma distribuigdo mundial e atinge altas taxas de morbidade e
mortalidade entre os cades domésticos (Troy & Forrester, 1990; Harrus et al., 1997a).
O principal vetor da E. canis é o carrapato marrom dos céaes, Rhipicephalus
sanguineus (Smith et al., 1976; Lewis et al., 1977). A infecgao natural progride em
fases aguda, subclinica e crbnica, caracterizadas por alteragbes clinicas e
hematologicas (Waner et al., 2001; Woody et al., 1991). Os sinais clinicos da EMC
sdo depressdo, letargia, perda de peso, anorexia, febre, linfoadenopatia,
esplenomegalia, sinais oculares e hemorragias. Leucopenia, trombocitopenia e
anemia sao consideradas as principais alteragées hematologicas encontradas na
erliquiose (Troy and Forrester, 1990; Harrus et al., 1999b). A trombocitopenia é
considerada sugestiva de EMC em éareas endémicas, porém a identificagdo correta
do microrganismo é necessaria para o diagnéstico definitivo (Harrus et al, 1997a).

No Brasil, a EMC foi primeiramente descrita em 1973 e é considerada

endémica em varios estados (Costa, 1973; Dagnone et al.,, 2003; Macieira et al.,
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2005; Aguiar et al., 2007; Santos et al., 2007; Carvalho et al. 2008). Entretanto, néao
foram relatados até o momento dados sobre a identificagdo do DNA de E. canis na
regido do Distrito Federal. Neste sentido, o presente estudo objetivou determinar a
presenca de E. canis em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia, utilizando a técnica de PCR. Além disso, foi analisada a prevaléncia de E.

canis em caes com anemia e trombocitopenia.
MATERIAL E METODOS

Populacao

O estudo incluiu 86 caes admitidos no Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia. Para a analise de alteragdes hematologicas foram selecionadas
aleatoriamente 31 animais. Os caes foram originarios de diferentes regides do
Distrito federal, localizado na regido Centro-Oeste do Brasil (15°, 47’ S; 047°, 56’ W).
A regido apresenta duas estacdes bem definidas e as amostras foram coletadas
durante o periodo seco (Junho a Setembro de 2007; 20.9°C, Omm?) e chuvoso
(Outubro de 2007 a Marco de 2008; 22.4°C, 200mm?; valores médios mensais). O
critério de inclusdao dos caes no estudo foi a presencga de sinais clinicos sugestivos
da infecgdo por E. canis, incluindo febre, depressao, letargia, perda de peso,

anorexia, linfoadenopatia, esplenomegalia, sinais oculares e hemorragias.

Colheita de sangue, anélise hematoldgica e extracdo de DNA

Amostras de sangue foram colhidas da veia cefalica em tubos contendo
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) como anticoagulante. A extracdo de DNA
das amostras foi realizada através de kits comerciais (QIAmp® DNA Blood Mini Kit,
Qiagen, USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante, e o DNA
armazenado a -20°C até a sua utilizagdo no exame de PCR. Em um grupo de 31
amostras aleatorias, foi realizada analise hematolégica com objetivo de avaliar a

ocorréncia de trombocitopenia, anemia e moérulas intracitoplasmaticas.

Reacéo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR)
Foram utilizados os primers EBR1 (5-CCTCTGGCTATAGGAAATTG- 3’) e
EBR5 (5-GGAGTGCTTAACGCGTTAG- 3’) para a identificagdo de sequéncias

especificas do gene 16S rRNA de E. canis (Alves et al., 2005). Foram adicionados

28



0s seguintes componentes na mistura de PCR: 10pmol de cada primer, 10mM Tris —
HCI (pH 8.3), 50mM KCI, 5mM MgCl,, 0,25ul dANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
1,2U de Taq platinum DNA polymerase e 10ul do DNA da amostra, em um volume
total de 50ul. Os ciclos de amplificacdo foram: desnaturacao inicial a 94°C por 2
minutos, 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 53°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto) e extensao final a
72°C por 5 minutos. Produtos de PCR com 765 bp foram visualizados em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador
sob luz UV.

Analise Estatistica

O programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versao 15 foi
utilizado para analisar os dados. As diferengas de distribuicdo de E. canis de acordo
com as alteragcbes hematoldgicas de trombocitopenia ou de anemia foram
analisadas pelo teste de Fisher. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.

RESULTADOS

E. canis foi identificada em caes sintomaticos admitidos no Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia. Este agente foi detectado em 24 (27,9%)
animais de um total de 86 caes eleitos para o estudo. A técnica de PCR, utilizada
para detectar sequéncias especificas do gene 16S rRNA de E. canis, produziu uma
banda unica e de facil visualizagdo (765 bp) mediante amplificagcdo em etapa unica
(Alves et al., 2005) (figura 1). Este protocolo favoreceu a redugdo dos resultados
falso-positivos devido a contaminagao por amplicons, comumente relatados como a

principal desvantagem dos métodos que utilizam a nested-PCR.
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765 bp

Figura 1. Resolucdo em gel de agarose dos produtos de PCR com primers EBR especificos para E.
canis. Linha 1: marcador molecular, 100-bp; linha 2: animal positivo; linha 3: animal negativo; linha 4:

controle positivo, isolado Sdo Paulo; linha 5: controle negativo.

Embora tenham ocorrido casos positivos de erliquiose durante todo o periodo
de analise (junho/2007 — marg¢o/2008), a doenga esteve concentrada na estacéo
chuvosa (28% versus 17%). Entretanto, essa diferenga ndo mostrou significancia
estatistica. As alteragdes hematoldgicas foram positivamente relacionadas a doenca
(tabela 1), dado que a prevaléncia de E. canis foi, respectivamente, 2,6 e 4,5 vezes
superior em cées com trombocitopenia (66,7% versus 16,6%, P<0,05) e anemia
(56,2% versus 13,3%, P<0,05).

Tabela 1. Dados hematologicos (n=31) e comparagao com resultado da PCR de
cdes com sintomatologia clinica admitidos no Hospital Veterinario da

Universidade de Brasilia.

PCR
Numero (%)

Dados hematoldgicos (numero)

Positivo Negativo
I. Anémicos® (16) 9 (56,2)* 7 (43,7)
Il. Nao-anémicos (15) 2 (13,3) 13 (86,6)
1. Trombocitopénicos®(12) 8 (66,6)b 4 (33,3)
IV. Nao-trombocitopénicos (18) 3(16,6) 15 (83,3)
V. Individuos com mérula (5) 5 (100) Nenhum

4P < 0.05 para o grupo | versus Il (teste de Fisher).
® P < 0.05 para o grupo Ill versus IV (teste de Fisher).
¢ Valores de referéncia: Jain, 1993.
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A analise dos esfregagcos sanguineos revelou a presengca de morulas em
células mononucleares de cinco animais (figura 2), achado que foi totalmente

correlacionado com os resultados de PCR para E. canis.

Figura 2. Mérula intracitoplasmatica de E. canis (seta) em célula mononuclear canina.

DISCUSSAO

O presente estudo concentrou-se na ocorréncia da erliquiose monocitica
canina (EMC) em uma populagdo de caes sintomaticos de Brasilia, regido Centro-
Oeste do Brasil. Infecgbes por E. canis foram anteriormente descritas em cidades
das regides Sul e Sudeste, incluindo Londrina, Rio de Janeiro, Ribeirdo Preto,
Jaboticabal e Botucatu (Costa, 1973; Dagnone et al., 2003; Bulla et al., 2004; Santos
et al., 2007; Nakaghi et al., 2008). A doenga também foi relatada em caes das
regides Norte e Nordeste, nos estados de Rondbnia e na Bahia, respectivamente
(Aguiar et al., 2007; Carvalho et al. 2008).

A cidade de Brasilia apresenta condigdes de temperatura e umidade que
favorecem o desenvolvimento do carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus,
particularmente durante a estagcao chuvosa (Smith et al., 1976; Labruna, 2004). A
prevaléncia de E. canis no atual estudo (27,9%) foi similar aquela encontrada em
outras cidades, como Botucatu, area endémica para erliquiose. A cidade de
Botucatu, localizada no interior de Sdo Paulo, também possui condi¢cdes climaticas
satisfatérias para o desenvolvimento do vetor, determinando-se a prevaléncia do
agente da EMC discretamente mais elevada (30,9%) (Bulla et al., 2004). Por outro
lado, na cidade de Londrina, regido Sul do Brasil, cdes demonstrando sinais clinicos
de EMC ou fortemente infestados por carrapatos, apresentaram taxas menores de
prevaléncia (21,7%) (Dagnone et al., 2003). Em cades do Rio de Janeiro e Bahia, a

prevaléncia de E. canis também foi menor comparada aos resultados do presente
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estudo (15% e 7,8% respectivamente). Entretanto, nenhum critério clinico ou
hematolégico foi aplicado para eleger os individuos sujeitos ao estudo naquelas
regides, fatores que influenciam as taxas de prevaléncia (Macieira et al., 2005;
Carvalho et al., 2008).

O curso da infeccdo por E. canis € comumente associado a alteracdes
hematoldgicas, particularmente a trombocitopenia e anemia (Troy and Forrester,
1990; Almosny, 1998). Em Jaboticabal, constatou-se uma alta prevaléncia de E.
canis (53,3%) na populacdo de caes com sinais clinicos e hematolégicos de
erliquiose (Nakaghi et al., 2008). De modo similar, altas taxas de prevaléncia foram
encontradas em cées trombocitopénicos de Ribeirdo Preto (66,3%) e Botucatu
(45,2%), corroborando os resultados do atual estudo (66,6%) (Bulla et al., 2004;
Santos et al., 2007). Entretanto, a prevaléncia de E. canis em cées com
trombocitopenia nas cidades de Londrina e Rio de Janeiro foi relativamente inferior
(19,7% e 26,8%, respectivamente).

As discrepancias encontradas podem refletir as diferengas nos fatores que
afetam o desenvolvimento da doenca, incluindo a prevaléncia da erliquiose em
determinada regido, a populagao canina sob investigagcado, o método diagndstico e o
critério de inclusao (Wen et al.,, 1997a; Dagnone et al, 2003; Macieira et al, 2005;
Carvalho et al.,, 2008). Outras doengas também devem ser consideradas para o
diagndstico, inclusive em areas endémicas para erliquiose. Infecgbes causadas por
microrganismos do género Babesia, Bartonella e Anaplasma, bem como doencgas
neoplasicas, doencas imuno-mediadas e processos inflamatérios sdo exemplos de
disturbios que podem causar trombocitopenia (Grindem et al., 2002). Além disto, a
infecgao por E. canis pode ocorrer na auséncia de trombocitopenia. Estudos prévios
em diferentes cidades mostram valores variaveis de prevaléncia da erliquiose em
caes nao-trombocitopénicos, fato observado em Botucatu, Rio de Janeiro e Ribeirao
Preto (1,4%, 3,5%, e 33,7%, respectivamente), assim como em Brasilia (16,6%). Em
conjunto, estes achados reforcam a importancia de considerar a possibilidade de
infeccado por E. canis, mesmo na auséncia de alteracbes hematoldgicas sugestivas
da doenga.

Outro achado hematologico comumente associado a erliquiose € a anemia
(Almosny, 1998). No presente estudo, também foi encontrada correlacdo positiva
entre a presenca de E. canis e a anemia (52,6%). O resultado corrobora dados

obtidos no Rio de Janeiro e em Jaboticabal, relacionados a prevaléncia de E. canis
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em caes anémicos (58,3% e 76,9%, respectivamente) (Macieira et al., 2005; Nakaghi
et al., 2008). Na cidade de Londrina, a prevaléncia de E. canis em caes anémicos foi
relativamente menor (21,1%) (Dagnone et al., 2003).

A andlise dos esfregagos sanguineos revelou a presenga de morulas em
células mononucleares de cinco animais (16,1%), fato também relatado em estudos
realizados no Rio de Janeiro (15%) e em Jaboticabal (3,3%) (Macieira et al, 2005;
Nakaghi et al., 2008). A presenca de morulas foi totalmente correlacionada aos
resultados positivos do teste de PCR para E. canis no atual estudo. Embora este
achado seja altamente conclusivo para o diagnéstico de erliquiose, o método
apresenta pouca sensibilidade devido a baixa incidéncia de moérulas em casos

positivos da doencga (Elias, 1991).

CONCLUSOES

O presente estudo identificou a infecgao por E. canis em caes residentes em
Brasilia, regi&do Centro-Oeste do Brasil. A ocorréncia do microrganismo foi superior
na estacdo chuvosa (Outubro-Margo), embora casos positivos tenham ocorrido ao
longo de todo o periodo analisado (junho/2007 — margo/2008). Os resultados
indicam que a regido onde esta localizada a cidade de Brasilia seja considerada
area endémica para a EMC.

A alta prevaléncia de E. canis em caes trombocitopénicos e anémicos nao
exclui a necessidade da pesquisa do microrganismo na ocorréncia destas alteracdes
hematoldgicas. Além disso, a investigagcdo de outros agentes infecciosos, neoplasias
ou doengas imuno-mediadas se faz necessaria para um diagndstico definitivo da
doenca, dado a ocorréncia de coinfecgcdes ou outros processos que cursam com as
mesmas alteragées hematoldgicas.

A deteccdo do DNA de E. canis em cades que nao apresentavam
trombocitopenia ou anemia sugere a necessidade de pesquisa de E. canis, em
animais com alguma sintomatologia clinica, mesmo na auséncia de alteragdes

hematologicas tipicas da erliquiose.
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INTRODUCAO

Ehrlichia canis é o agente etiologico da erliquiose monocitica canina, doenga
infecciosa que acomete cdes domésticos e selvagens. Evidéncias sorologicas e/ou
moleculares da infecgdo sdo descritas em todas as regides do Brasil e em paises do
sul da Europa, Africa, Asia e América, onde condi¢cdes climaticas e ambientais
favorecem o estabelecimento do carrapato marrom do cado, Rhipicephalus
sanguineus, principal vetor da E. canis (Dagnone et al., 2001; Aguiar et al., 2007).

O desenvolvimento de métodos diagndsticos seguros, baseados em técnicas
sorologicas e moleculares, assim como o desenvolvimento de vacinas eficazes para
erliquiose depende de uma compreensao da diversidade genética de E. canis. A
caracterizagdo molecular de genes evolutivamente conservados, como o 16S rRNA,
tem prestado pouca informagéo sobre a diversidade de cada cepa, pois sugere um
elevado nivel de conservacdo. Da mesma forma, outros genes como o tio-
oxidorredutase (dsb), gltA e p28/30 também apresentam-se altamente conservados
em cepas geograficamente dispersas (Zhang et al., 2008).

Sequéncias bem conservadas do genoma de microrganismos sdo comumente
utilizadas em estudos filogenéticos e como alvos género-especifico ou espécie-
especifico para diagnostico molecular. No entanto, tais regides nao apresentam

variabilidade significante entre os individuos da mesma espécie, ndo permitindo a
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classificagado de diferentes isolados em subtipos ou cepas (Olive & Bean, 1999).
Recentemente, métodos de tipagem baseados na analise de regides gendmicas de
repeticdo (variable number of tandem repeats - VNTR) tém fornecido uma
metodologia simples e de alta resolugédo para discriminagdo de isolados (Chang et
al., 2007). As regides de VNTR consistem em seqléncias de nucleotideos que se
repetem em bloco, e podem apresentar variagdo no numero de repeticdes. Mediante
a técnica de PCR, o polimorfismo destas regides € identificado pelo tamanho dos
amplicons, facilmente visualizados por eletroforese em gel de agarose. A analise de
VNTRs, devido a sua natureza multi-alélica e diferencas no numero de repeticoes,
tem permitido uma discriminagdo adequada mesmo entre isolados com proximidade
genética e, sua utilizagdo como método de tipagem microbiana ja foi descrita para
varias espécies, incluindo Bacillus anthracis, Francisella tularensis, Yersinia pestis,
Enterococcus faecalis, Salmonella enterica, Mycobacterium tuberculosis, Xylella
fastidiosa, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Brucella spp.,
Burkholderia pseudomallei e Neisseria meningitides (Le Fleche et al., 2001a;
Denoeud & Vergnaud, 2003; Titze-de-Almeida et al., 2004; Fleche et al., 2006b;
Chang et al., 2007; U’'Ren et al., 2007;).

Neste sentido, a investigacdo de regides no genoma de E. canis que
apresentem um nivel de divergéncia intra-espécie torna-se necessaria para a
identificacdo de marcadores moleculares especificos para a tipagem microbiana.
Estudos prévios mostraram variagdo no numero de repeticdes de uma glicoproteina
de superficie da E. canis, que contém regido de repeticdes em tandem, a GP36
(Doyle et., 2006b). O recente sequenciamento do genoma completo de E. canis
(Mavromatis et al., 2006) revelou um pequeno grupo de genes (n=12) que codificam
proteinas contendo repeticdo em tandem, incluindo as proteinas imunogénicas
GP36 e GP140. Zhang et al. (2008) observaram variabilidade no numero de
repeticbes das duas glicoproteinas, GP36 e GP140, entre isolados do Brasil, EUA e
Israel. O presente trabalho investigou seis regides genbmicas de repeticdo de E.
canis, visando identificar possiveis marcadores moleculares para tipagem do
microrganismo. A deteccao de variabilidade no numero de repeticdes destas regides
foi realizada utilizando-se a técnica de PCR. Estudos de diversidade genética em
isolados de E. canis contribuem para a caracterizagdo epidemiolégica do

microrganismo, podendo indicar diferencas de patogenicidade, viruléncia e
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resisténcia microbiana entre diferentes gendtipos, além de contribuir para o

desenvolvimento de vacinas eficazes.
MATERIAL E METODOS

Isolados controle de E. canis de regides do Brasil e dos Estados Unidos

Onze isolados de E. canis, cultivados em células de linhagem originaria de
histiocitoma canino — DH82, foram gentilmente cedidos ao laboratério de
Microbiologia Molecular e Biotecnologia da Faculdade de Agronomia e Veterinaria
da Universidade de Brasilia. Nove isolados pertencem a sete diferentes localidades
do Brasil: Sdo Paulo (SP — n=2), Jaboticabal (SP), Presidente Prudente (SP), Cuiaba
(MT), Belém (PA), Monte Negro (RO - n=2) e Londrina (PR) (figura 1). Outros dois
isolados - Jake e Oklahoma - s&o originarios dos Estados Unidos. O isolado Jake foi
utilizado como cepa controle de referéncia, pois tem seu genoma completamente
sequenciado, servindo de molde para o desenho de primers de cada regido de
repeticdo, assim como controle de amplificagdo das regides genémicas de repetigao
selecionadas. Este conjunto de isolados controle (n=11) provenientes de regides
geograficamente distintas foi utilizado para teste das seis regides de repeticao
selecionadas, ecaj_0017, ecaj_0062, ecaj_0109, ecaj_0221, ecaj_0472 e ecaj_0530,

conforme descrito a seguir.

Linhagens de E. canis obtidas na cidade de Brasilia

O presente estudo avaliou a variabilidade no numero de repeti¢gdes da regiao
de VNTR da glicoproteina GP36 (ecaj_0109) em linhagens de E. canis obtidas de
amostras de sangue total de caes sintomaticos (n=34), admitidos no Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia. Os animais incluidos no estudo
apresentaram sintomas da doenga e diagnostico de EMC confirmado pela
identificacdo da espécie E. canis por PCR, conforme descrito a seguir. A extragédo de
DNA das amostras foi realizada através de kits comerciais (QIAmp® DNA Blood Mini

Kit, Qiagen, USA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Regides gendmicas de repeticdo em tandem
Regides do genoma de E. canis, citadas por Mavromatis et al. (2006),

contendo repeticoes em tandem foram identificadas mediante analise do genoma do
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isolado Jake de E. canis, depositado no GenBank sob numero de acesso CP000107.
As sequUéncias de cada gene foram submetidas ao programa Tandem repeats finder
(Benson, 1999) para a obtengdo das regides de repeticdo em tandem. Com base
nesta analise, foram selecionados mais quatro genes para investigacdo de
variabilidade nas regides de repeticdo (ecaj 0062, ecaj 0221, ecaj 0472 e
ecaj_0530), considerando-se o tamanho das repeti¢cdes, além dos genes Ecaj 0109

e ecaj_0017 que codificam respectivamente a glicoproteina GP36 e GP140.

Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)
1. Identificacdo da espécie E. canis

A deteccdo de E. canis a partir de amostras sanguineas de caes foi realizada
por PCR, utilizando-se os primers EBR1 (5-CCTCTGGCTATAGGAAATTG- 3’) e
EBR5 (5-GGAGTGCTTAACGCGTTAG- 3), que identificam sequéncias especificas
do gene 16S rRNA (Alves et al.,, 2005). Foram adicionados os seguintes
componentes a mistura de PCR: 10pmol de cada primer, 10mM Tris — HCI (pH 8,3),
50mM KCI, 5mM MgCl,, 0,25ul dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,2U de Taq
platinum DNA polymerase e 10ul do DNA da amostra, em um volume total de 50ul.
Os ciclos de amplificacdo foram: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, 40 ciclos
de amplificagdo (desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30

segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto) e extensao final a 72°C por 5 minutos.

2. |dentificacao de regides gendmicas de repeticao

Os primers utilizados no atual estudo foram desenhados conforme critérios
previamente estabelecidos (Florida State University, 2000), visando-se obter uma
combinagdao de oligonucleotideos especificos para a amplificagcdo da regido
contendo as repeticdes em tandem de cada um dos genes selecionados. Os primers
foram submetidos ao programa Oligonucleotide Properties Calculator (Oligo Calc)
para a definicho da temperatura de anelamento e investigagdo de estruturas
secundarias internas nao desejaveis, como grampos e/ou dimeros. Para a
confirmacdo da identidade, as sequéncias dos primers foram submetidas a
avaliagdes, on-line, junto ao banco de dados do GenBank, através da operacéo
denominada BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Aquelas que geraram
resultados satisfatérios foram utilizadas para a sintese dos primers, realizada por

empresa especializada. Os genes selecionados, os primers de cada regido, a
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respectiva temperatura de anelamento e o tamanho esperado do produto da PCR,
delimitado pelos primers tendo como referéncia o genoma do isolado Jake
(CP000107, GenBank), constam na tabela 1. Padronizou-se a seguinte mistura de
reagentes da PCR para a amplificagdo da regido que delimita as repeticdes de cada
gene: 20pmol de cada primer, 10mM Tris — HCI (pH 8,3), 50mM KCI, 5mM MgCl,,
0,25ul dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,2U de Taq platinum DNA polymerase e
10ul do DNA da amostra, em um volume total de 50ul. Os ciclos de amplificacao
foram: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, 40 ciclos de amplificagdo com
desnaturagao a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento conforme primer
utilizado (ver tabela 1) por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensao
final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos da PCR (amplicons) foram visualizados em gel de agarose a
1% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador sob luz
uVv.

Tabela 1 — Genes selecionados para analise de variabilidade, sequéncias do
primers (forward e reverse), temperatura de anelamento e tamanho da regido

amplificada na cepa Jake de E. canis

Reqizo de Temperatura de Tamanho do
re geti 50 Primers anelamento amplicom na
petic (ciclo PCR) cepa Jake
ecaj_0017 F. GTG ACT ACA TCA AGT ACG CAA G 58°C 1865 bp
(GP140) R: TGA TAC AGG ACA ACA CAT TTC ATC
ecaj_0109 F. GTT AAT AAC CAT CCTAAC TTC TTT A 53°C 318bp
(GP36) R: AAA CTC AAG TCC AGT GTT GTG A
ecaj 0062 F.. GGT GTT AGG TTG AAA AGC GAG 53°C 783 bp
R: ACT AAC TAA CTC TAC CTG AGC
ecaj 0221 F: GGC ATA GAT GGC AAT ACA CA 5300 463 bp
R: TTC TGT GCA TAT TAC CAC ACC
ecaj 0472 F.. CAC TGT CCT TCG GCT GAG AT 53°C 1152 bp
R: TGC CTG ATA CAA TGC GTG AT
ecaj_530 F.. CCC CAA CAT CAG GTG TCT CT 58°C 968 bp
R: TCC GAG AAG TCA CAG TGG TG
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RESULTADOS

O presente estudo identificou variabilidade genética em regides de repeticao
de E. canis de isolados controle e nas linhagens obtidas na cidade de Brasilia. O
grau de polimorfismo variou de acordo com o marcador molecular utilizado,
identificando-se regides de repeticdo sem variabilidade genética (tabela 2). Todas as
regides de repeticdo apresentaram o produto de amplificagdo (amplicon) esperado
para a cepa controle de referéncia Jake, comprovando a especificidade de cada

primer.

Regides de repeticdo com variabilidade alélica identificadas em isolados
controle de E. canis

Foi identificada variabilidade genética em trés regides de repeticio:
ecaj_0109, ecaj_0017 e ecaj_0221.

O gene ecaj_0109 codifica a glicoproteina de superficie GP36 de E. canis,
cuja variabilidade foi previamente descrita por Doyle et al. (2006b). No presente
estudo também verificou-se diferengas no numero de repeticbes da GP36 entre os
isolados controle, identificando-se alelos com 5, 6 e 18 repeticées (figura 2). Os
isolados Jaboticabal, Monte Negro e Belém n&o apresentaram amplificagao, e foram
considerados contendo zero repeti¢cdes (tabela 2).

Quanto ao gene ecaj_0017, este codifica a glicoproteina de superficie GP140
da E. canis, que mostrou variabilidade em isolados dos EUA, Brasil e Israel (Zhang
et al., 2008). O atual estudo também identificou variabilidade nesta regido, com
alelos contendo 12 e 14 repeti¢des (tabela 2).

O gene ecaj_0221 codifica uma proteina que contém um dominio ankyrin.
Proteinas contendo dominios ankyrin sdo responsaveis por mediar interagdes entre
proteinas, porém a fungdo da ecaj_0221 ndo foi determinada. No atual estudo,
identificou-se variabilidade nos isolados controle, havendo amplificagdo de produtos

contendo uma ou duas repeti¢des (tabela 2).

A localizagao dos isolados brasileiros de diferentes regides geograficas com
variabilidade alélica identificada nas trés regides de repeticdo ecaj_0109, ecaj_0017

e ecaj_0221, pode ser observada na figura 1.
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Figura 1. Mapa situando as diferentes regides geograficas dos isolados controle brasileiros
com legenda das respectivas variagcbes no niumero de unidades repetitivas das regides de

repeticdo com variabilidade alélica (ecaj_0109, ecaj_0017 e ecaj_0221).

® Belém: ecaj_109 — 0 repetigbes; ecaj_0017 — 12 repetigbes; ecaj_0221 — 1 repeticéo
@® Monte Negro: n® 15 - ecaj_109 — 0 repeticdes; ecaj 0017 — 12 repeticdes; ecaj 0221 — 1 repetigdo

n® 24 - ecaj_109 — O repeticdes; ecaj_0017 — 12 repetigdes; ecaj_0221 — 1 repeticdo
@ Cuiaba: ecaj_109 — 5 repeticdes; ecaj 0017 — 14 repeticdes; ecaj_0221 — 1 repeticao
@ Jaboticabal: ecaj_109 — 0 repetigbes; ecaj_0017 — 12 repetigbes; ecaj_0221 — 1 repeticdo

Presidente Prudente: ecaj_109 — 6 repeti¢cdes; ecaj_0017 — 14 repeticdes; ecaj_0221 — 1 repeticao
® S3o Paulo: n° 1 - ecaj_109 — 6 repetigdes; ecaj_0017 — 14 repetigdes; ecaj_0221 — 1 repetigéo
n° 2 - ecaj_109 — 18 repeti¢des; ecaj_0017 — 14 repeticdes; ecaj_0221 — 1 repeticédo

® Londrina: ecaj_109 — 6 repeti¢des; ecaj_0017 — 12 repeticdes; ecaj_0221 — 1 repeticao

42



Regifes de repeticdo sem variabilidade alélica identificadas em isolados
controle de E. canis

O presente estudo identificou auséncia de variabilidade genética em trés
regides de repeticdo dos isolados controle, ecaj_0062, ecaj_0472 e ecaj_0530.

O gene ecaj_0062 codifica uma “proteina hipotética” da E. canis, cuja fungao
ainda nao foi descrita na literatura. Neste estudo, foi possivel identificar um produto
de PCR de tamanho idéntico, correspondente a 3 blocos de repeti¢ao, evidenciando
que esta regido de repeticdo ndo apresenta polimorfismo entre os isolados controle
testados (tabela 2). O tamanho deste produto de PCR corresponde aquele da
sequéncia descrita no GenBank para a cepa controle Jake, mostrando a
especificidade da amplificagao.

Quanto ao gene ecaj 0472, o mesmo codifica uma “proteina hipotética” da E.
canis, cuja funcdo ainda nao foi descrita. Para este gene, também nao foi
evidenciada variabilidade genética. Identificou-se um produto de PCR que
corresponde a 13 blocos de repeticdes. O tamanho do amplicon corresponde ao
descrito para esta regido na da cepa controle Jake (Tabela 2).

O gene ecaj 0530 codifica a TrbL/VirB6 plasmid conjugal transfer protein da
E. canis. Genes que codificam proteinas VirB tem sido associados com a secregao
de toxinas e a existéncia intracelular; no entanto, a fungdo especifica da ecaj_0530
ainda nao foi determinada. Os produtos de PCR apresentaram tamanho idéntico,
correspondendo a 8 unidades repetitivas. O resultado indica auséncia de
variabilidade genética nesta regiao de repeticao entre os isolados controle (tabela 2,
figura 2 - C).
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Tabela 2. Numero de unidades repetitivas das regides gendmicas de repeticao

em tandem em isolados controle de E. canis.

Isolados* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Numero estimado de unidades repetitivas
Regiao
de
repeticao

ecaj_0109 0 5 6 6 0 6 5 5 18 0 0

ecaj_0017 12 14 14 14 12 12 14 14 14 12 12

ecaj_0221 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1

ecaj_0062 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

ecaj_0472 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12

ecaj_0530 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

*Isolados: 1-Jaboticabal; 2-Cuiabd; 3-Sdo Paulo (numero 1); 4-Presidente Prudente; 5-Monte Negro
(numero 24); 6-Londrina; 7-Jake (cepa de referéncia); 8-Oklahoma; 9- Sdo Paulo (numero 2), 10-
Belém e 11-Monte Negro (numero 15).

Variabilidade de ecaj 109 (GP36) em linhagens de E. canis identificadas em
caes da cidade de Brasilia

O grau de polimorfismo genético na regiao de repeticao da GP36 observado
entre os isolados controle de E. canis estimulou a andlise de variabilidade desta
regido em amostras de sangue positivas para E. canis, obtidas na cidade de Brasilia.
Os resultados de variabilidade da GP36 de trinta e quatro amostras sanguineas
positivas para E. canis mostram o maior grau de polimorfismo em relagdo as demais
regides testadas, apresentando alelos com 5, 6, 9, 10, 14, 15, 16, 17, 18 e 21
unidades de repeticdo (tabela 3; figura 2). Os alelos contendo 9, 14, 15, 17 e 21
repeticoes estdo sendo descritos pela primeira vez no presente estudo. Dezesseis
amostras nao apresentaram amplificacdo e foram consideradas contendo zero
repeticbes. A tabela 4 mostra a frequéncia do numero de unidades repetitivas
encontradas em todos os isolados (n=11) e amostras sanguineas (n=34) testadas
para a regido de repeticdo da GP36. O gel de agarose representativo dos resultados

obtidos na anélise desta regiao pode ser observado na figura 2 - A e B.
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Figura 2. Resolugdo em gel de agarose dos produtos de PCR com primers especificos das

regidoes gendmicas de repeticdo em tandem de E. canis.

A: GP36 (isolados controle) 1-Ladder 100bp; 2-Jaboticabal; 3-Cuiaba; 4-S&o Paulo
(numero 1); 5-Presidente Prudente; 6-Monte Negro (numero 24); 7-Londrina; 8- controle
negativo; 9-Jake (cepa de referéncia); 10-Oklahoma; 11- Sdo Paulo (niumero 2), 12-Belém;
13-Monte Negro (numero 15) e 14- controle negativo. B: GP36 (linhagens de E. canis de
caées de Brasilia) 1-Ladder 100bp; 2-linhagem com 6 repetigdes; 3-linhagem com 5
repeticdes; 4-linhagem com 9 repeti¢des; 5-linhagem com 18 repeti¢cdes; 6-linhagem com
0 repetigbes; 7-amostra de cao negativo para DNA de E. canis e 8-controle negativo. C:
ecaj_0530 (isolados controle com o0 mesmo numero de 8 repetigdes) 1-Ladder 100bp; 2-
Jaboticabal; 3-Cuiaba; 4-Sao Paulo (numero 1); 5-Presidente Prudente; 6-Monte Negro
(numero 24); 7-Londrina; 8- controle negativo; 9-Jake (cepa de referéncia); 10-Oklahoma;
11- S&o Paulo (numero 2), 12-Belém; 13-Monte Negro (numero 15) e 14- controle
negativo.
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Tabela 3 - Numero de unidades repetitivas da regiao de repeticdo em

tandem da GP36 em linhagens de E. canis em caes de Brasilia.

Numero da amostra

N° de unidades repetitivas

Tamanho do amplicom (bp)
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Tabela 4 — Frequéncia do numero unidades repetitivas da regiao
de repeticdo em tandem da GP36 em isolados controle do Brasil e

EUA e linhagens de E. canis obtidas em caes de Brasilia.

Numero de Isolados e amostras Tamanho do amplicom

repeticdes sanguineas (bp)
5 4 318
6 4 345
7 1 372
9 3 426
10 1 453
14 2 561
15 1 588
16 1 615
17 3 642
18 4 669
21 1 750
0 20

D
(@]

Total de amostras

DISCUSSAO

E. canis é a espécie de Ehrlichia com maior distribuicdo geografica, ocorrendo
em paises da Asia, Europa, Africa e América (Rodgers et al., 1989; Keysary et al.,
1996a; Unver et al., 2001; Parola et al., 2003; Rodrigues-Vivas et al., 2004; Marsilio
et al., 2006; Pinyoowong et al., 2007; Venzal et al., 2007; Matjila et al., 2008). No
Brasil, a infecgdo em caes por E. canis ja foi descrita em Sao Paulo, Rio de Janeiro,
Belo Horizonte, Parana, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Bahia e em outros estados
do pais (Dagnone et al.,, 2001; Moreira et al., 2003; Bulla et al., 2004; Machado,
2004; Alves et al., 2005; Macieira et al., 2005; Aguiar et al., 2007a; Labruna et al.,
2007; Santos et al., 2007; Carvalho et al. 2008). No entanto, apesar da ampla
ocorréncia da E. canis, poucos estudos avaliaram a diversidade genética desta
populacdo microbiana.

Estudos prévios com alguns genes, incluindo o 16S rRNA, dsb, gltA e p28/30,
mostraram alto nivel de conservagdo entre cepas geograficamente dispersas.

Entretanto, recentemente foi identificada variabilidade genética em regides

47



genbmicas de repeticdo dos genes que expressam a GP36 e a GP140 de E. canis
(Doyle et al., 2005a; Doyle et al., 2006b; Zhang et al., 2008) o que estimulou a
realizagao deste estudo.

O presente estudo identificou variabilidade na regido de repeticdo da GP36
(ecaj_0109) em uma amostra formada por isolados controle de E. canis (n=11) e por
amostras de sangue positivas do Distrito Federal (n=34). Deste total (n=45), vinte e
cinco amostras demonstraram variabilidade de 5 a 21 repetigdes. Amostras
contendo 5, 6 e 18 repeticdes foram mais freqlentes, enquanto 7, 10, 15, 16 e 21
repeticbes apareceram em amostras unicas (tabela 4). A ampla variagao alélica da
GP36, inclusive entre isolados de uma mesma regiao geografica, sugere que esta
regidao seja alvo de pressdo seletiva ambiental. Uma vez que GP36 & uma
glicoproteina de superficie da E. canis (Mavromatis et al., 2006), sua localizagéo
favorece a pressao seletiva para adaptacdo da bactéria ao ambiente intracelular. No
entanto, 20 amostras nao apresentaram amplificacdo da regidao de repeticdo da
GP36. Representantes do género Ehrlichia s&o observadas em duas formas
morfoldgicas distintas, conhecidas como forma reticuladas e denso-coradas. Doyle
et al. (2006b) observaram que a expressdo da GP36 ocorre somente na superficie
das formas denso-coradas da bactéria. Outras possiveis explicagdes para a falta de
amplificagdo seriam a auséncia do gene ou mutagdes na regido de anelamento dos
primers. A amplificacdo das regides intergénicas do gene da GP36 poderia ajudar a
elucidar a questdo, sendo necessarios estudos futuros desta regido. Entretanto, a
diversidade genética da GP36 encontrada entre as amostras analisadas neste
estudo e também observada em diferentes isolados de E. canis em outros trabalhos
(Doyle et al., 2005a; Doyle et al., 2006b; Zhang et al., 2008), sustentam a utilizagao
deste gene como possivel alvo molecular para estudos de genotipagem de E. canis.
Porém, a utilizacdo da GP36 para desenvolvimento de vacinas, devido a sua
capacidade imunogéncia, ou fins diagndstico, deve ser cuidadosamente avaliada.

A (dlicoproteina de superficie GP140, codificada pelo gene ecaj_0017,
também apresentou variacdo no numero de unidades repetitivas nos isolados
testados. Assim como a GP36, a GP140 pertence ao um grupo de proteinas de
superficie imunogénicas de E. canis. No entanto, foi observado um grau menor de
variabilidade entre os isolados. Os isolados Jake, Oklahoma, Sdo Paulo numero 1,
Sao Paulo numero 2, Presidente Prudente e Cuiaba apresentaram 14 repetigdes,

enquanto Jaboticabal, Monte Negro numero 15, Monte Negro numero 24, Londrina e
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Belém tiveram duas repeticdes a menos. Variabilidade alélica na GP140 foi também
observada por Zhang et al. (2008) entre os isolados do EUA e Brasil (14 repeticdes)
e Israel (12 repetigdes); segundo o autor, as diferengcas no numero de repeti¢cdes
podem estar associadas a diferengas na patogenicidade do microrganismo.

O gene ecaj_0221 codifica uma proteina que contém um dominio ankyrin.
Proteinas contendo dominios ankyrin sao responsaveis por mediar interagdes entre
proteinas, porém a fungédo da ecaj_0221 ainda nao foi determinada. A variacdo do
numero de repeticdes desta regido foi observada entre os isolados do Brasil e dos
EUA. Os isolados brasileiros (Sao Paulo numero 1, Sdo Paulo numero 2, Presidente
Prudente, Cuiaba, Jaboticabal, Monte Negro numero 15, Monte Negro numero 24,
Londrina e Belém) apresentaram uma unidade repetitiva enquanto isolados dos EUA
(Jake e Oklahoma) tiveram duas repeticbes (tabela 2), evidenciando-se a
diversidade entre isolados oriundos das duas areas geogréaficas.

Em relagdo as outras trés regides genbmicas de repeticdo (ecaj_0062,
ecaj_0472 e ecaj_0530) ndo foram observadas diferengas no numero de repeticéo
nos isolados testados. O gene ecaj_0530 codifica a TrbL/VirB6 plasmid conjugal
transfer protein da E. canis, cuja amplificacdo da regido de repeticdo mostrou um
produto de 968 bp (figura 2 - C). Genes que codificam proteinas VirB tem sido
associados com a secrec¢ao de toxinas e a existéncia intracelular. No entanto, a
funcdo da ecaj 0530 ndo foi determinada. Os genes ecaj_0062 e ecaj 0472
codificam “proteinas hipotéticas” da E. canis, ndo existindo até o presente momento
nenhuma evidéncia do papel funcional destas proteinas. As amplificagdes ocorridas
em todos os isolados, nas duas regides, correspondem ao numero esperado de
repeticoes, tendo como referéncia o isolado Jake. Foram observados produtos de
783 bp e 1152 bp para a ecaj_0062 e ecaj_0472, respectivamente.

A auséncia de variagdo no numero de unidades repetitivas dos genes
ecaj_0062, ecaj 0472 e ecaj_0530 em todos os isolados testados sugere que n&o
ocorra variabilidade destas regiées em E. canis. Entretanto, é recomendavel que um

numero superior de amostras seja testado para confirmar esta hipétese.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a ocorréncia de
variabilidade entre os isolados do Brasil e EUA, em trés regides gendmicas de
repeticdo da E. canis. A variabilidade alélica identificada em diferentes l6cus do
genoma sugere a existéncia de linhagens de E. canis geneticamente distintas no
Brasil. Além disto, os resultados indicam que tais regides possam ser utilizadas
como marcadores moleculares para avaliar a diversidade genética do
microrganismo. Estes achados, aliados a existéncia de outras regides de repeticao
em tandem no genoma da bactéria, estimulam futuros estudos para a identificacéo
de novos alvos moleculares, com o objetivo de padronizar um método de tipagem de

E. canis baseado em regides de repeticao.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo identificou a ocorréncia de Ehrlichia canis em céaes
sintomaticos de Brasilia, detectada por PCR em etapa unica, utilizando primers para
a regiao 16S rRNA. As taxas de prevaléncia da doenga em Brasilia (27,9%)
corroboram levantamentos realizados em outras regides do Brasil, nas quais a
média situa-se entre 20 a 30% de prevaléncia. A associacdao da EMC com as
alteragdes hematologicas de trombocitopenia e anemia demonstrou uma correlagéo
positiva, evidenciando a necessidade da investigagdo do agente em cées
trombocitopénicos e anémicos. No entanto, a identificacdo de E. canis em caes nao-
trombocitopénicos indica a possibilidade da infeccdo ocorrer em animais sem
alteragdes hematologicas, sugerindo-se a pesquisa de E. canis em cdes com algum
sinal clinico de erliquiose.

Foi identificada variabilidade genética entre isolados de E. canis. A analise de
regides genémicas de repeticdo em isolados controle de E. canis indicou trés locus
passiveis de serem utilizados como marcadores moleculares para tipagem
(ecaj_0109, ecaj 0017 e ecaj_0221). O maior grau de polimorfismo foi identificado
na glicoproteina GP36, que apresentou alelos com 5, 6, 9, 10, 14, 15, 16, 17, 18 e
21 unidades repetitivas. A auséncia da amplificacdo da regidao de repeticdo em
tandem da GP36 de algumas amostras (n=20) indica cautela na utilizacdo deste
gene para fins diagnosticos ou desenvolvimento de vacinas.

Concluindo, os resultados do presente estudo demonstraram a ocorréncia de
E. canis em céaes sintomaticos de Brasilia, assim como a variagdo no numero de
repeticdbes da GP36 das linhagens obtidas na cidade. A variabilidade alélica
identificada em trés diferentes I6cus do genoma dos isolados controle de E. canis
indicam a presenca de linhagens geneticamente distintas no Brasil. Aliado a esses
achados, a existéncia de outras regides de repeticao identificadas no genoma de E.
canis apontam a necessidade de estudos para a caracterizagcdo molecular da
bactéria. Estes estudos poderiam fornecer um método padronizado para a tipagem

de E. canis.
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ANEXO | - Resumo publicado no 24° Congresso Brasileiro de
Microbiologia. Brasilia, 04 a 06 de outubro de 2007.

MOLECULAR DIAGNOSTIC OF EHRLICHIOSIS IN DOG BLOOD SAMPLES FROM
THE FEDERAL DISTRICT OF BRAZIL, BASED ON THE RECENTLY DEVELOPED
ONE-ROUND PCR TARGET TO THE EHRLICHIA CANIS 16S rRNA GENOMIC
SEQUENCE.

M. F. G. Cesar , A. M. Greuel , D. B. Xavier , G. R. Paludo’, R. Titze-de-Almeida .

1. Molecular Microbiology and Biotechnology Laboratory; 2. Veterinary Clinical

Pathology Laboratory, University of Brasilia, Brazil.

Introduction

Canine monocytic ehrlichiosis (CME) is an infectious disease caused by the
Gram-negative bacteria Ehrlichia canis. This intracellular microrganism infect cells
from the mononuclear phagocytic system, with tropism for monocytes and
macrophages (Aguiar et al., 2007). The disease is transmitted by the thick
Rhipicephalus sanguineus, which prevalence affects prevalence of the CME in urban
areas (Labruna & Pereira, 2001).

The presumptive diagnostic is based on clinical signs and serological tests
(Lappin, 2001). In addition, the infectious agent can be directly detected in blood
smear or through molecular tests like the polymerase chain reaction — PCR. The
PCR is able to identify E. canis sequences in blood, tissue samples, cellular cultures
and thick samples with high specificity and predictive value (Fenollar & Raoult, 2004;
Maggi et al., 2006). However, most PCR protocols have limitations in sensitivity or
drawbacks in high throughputs routine laboratories, mainly caused by environmental

contamination with amplicons in protocols using two rounds of amplification.

Objective
The present study aimed at examining the sensitivity and reliability of a
recently developed PCR protocol performed in one unique round of amplification. The

method identifies an E. canis 16 S rRNA specie-specific DNA sequence.
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Material and methods

We collected 44 blood samples from dogs attended at the Veterinary Hospital
of the University of Brasilia, Federal District, Brazil, from March until July 2006. The
sampled animals showed clinical signs of ehrlichiosis like depression, lethargy,
weight loss, anorexia, pyrexia, lymphadenomegaly, splenomegaly, ocular signs and
hemorrhages, and, in addition, typical hematological signs as leukopenia,
thrombocytopenia, anemia, and morulae in cellular cytoplasm. Two sampled dogs
also showed morulae in monocites directly observed in blood smears. The total DNA
was extracted from the blood samples using a commercial kit (QIAmp DNA blood
minikit, Qiagen, USA). The PCR mixture contained 10pmol of previously described
primers (EBR1 5 - CCT CTG GCT ATA GGA AAT TG - 3'e EBR5 5 - GGA GTG
CTT AAC GCG TTA G - 3'), 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50mM KCI, 5mM MgCl,,

0.25uL of each deoxynucleotide triphospate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), and 1.25U
of Tag DNA polymerase (Alves et al., 2005). We used the following PCR
amplification program: initial preheating step at 94° for 2 min; initial denaturation step
at 94°C for 2min; 40 cycles of amplification (denaturation 94°C for 30 sec, annealing
at 53°C for 1min, extension at 72°C for 1min); and a final extension at 72°C for S5min.
The PCR products were electrophoresed through a 1% agarose gel stained with

ethidium bromide for 1 hour at 60V. The gel was photographed under UV light.

Results and discussion

The PCR protocol identified the E. canis rRNA 16S specific sequences in 10 of
the 44 blood samples tested (22%). These positive results included the two positive
dogs with morulae observed in blood smear testing. In all the positive results we
found only one easily visible band with the expected size of 765 bp.

In our study, we used a previously described protocol developed by Alves et
al. (2005) that identified E. canis sequences through a PCR scheme with only one
round of amplification. Our results corroborated the author findings, showing that the
method provides simplicity, specificity, and economic, allowing its use in routine
diagnostic laboratories. Although the precise level of sensitivity of the method was
not tested through successive dilutions of the DNA samples, we found strongest
bands in comparison with the classical nested PCR using the primers ECC and ECB.

Furthermore, this previous commonly used nested-PCR requires two rounds of
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amplification, increasing the manipulation of the samples, therefore rising the risk of
contamination with amplification products.

The prevalence rate of 22% found in our work is in agreement with previous
studies (Labarthe et al., 2003; Moreira et al., 2003). The authors found that 20% of
the dogs attended in veterinary hospitals from the Northeast, South, and Central-west
geographic region of Brazil were infected with E. canis.

In conclusion, the PCR protocol tested in our study showed the specificity
required for the molecular diagnostic of E. canis in dog blood samples. The method
identifies the target sequence in one round of amplification, which supports high
throughput routines and reduces the commonly described risk of contamination

caused by the PCR products.
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