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RESUMO

GUIMARAES, Andresa. Diagnostico Sorolégico e Molecular dos Agentes
Anaplasmataceae em Felinos Domésticos do Rio de Janeiro. 2013. 62p. Dissertacdo
(Mestrado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Estudos com felinos domésticos sdo pouco abordados no Brasil, principalmente em relagdo a
pesquisa de hemoparasitoses, em que 0s gatos podem ser portadores do agente e contribuir
para infeccdo do homem. Os agentes Anaplasmataceae sdo bactérias gram-negativas que sao
encontradas em leucdcitos, plaquetas ou eritrocitos, formando mérulas, caracteristicas de sua
infeccdo. A transmissdo desses agentes para 0 homem e animais ocorre principalmente por
vetores artropodes. Como método diagndstico ressalta-se a sorologia, porém estudos recentes
utilizando diagndstico molecular demonstram maior sensibilidade e especificidade, com
melhor caracterizacdo do agente. O presente estudo tem como objetivo diagnosticar felinos
domésticos do Rio de Janeiro infectados naturalmente por agentes Anaplasmataceae
(Ehrlichia sp. e Anaplasma sp.) por meio de metodos sorologico e molecular, bem como
avaliar as alteracdes hematoldgicas associadas a estas infecgdes. Foram utilizadas amostras de
216 animais, provenientes de clinicas localizadas em cidades da Regido Metropolitana do Rio
de Janeiro. A pesquisa de anticorpos IgG anti-E. canis foi realizada pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a deteccdo molecular de Ehrlichia sp., pela nested
Reacdo em Cadeia da Polimerase (nested-PCR) baseada no gene 16s rRNA. Os resultados
demonstraram que 18 (8,3%) animais foram positivos na deteccdo direta pelo esfregaco
sanguineo, 57 (26,4%) soropositivos e 37 (17,1%) positivos na nested-PCR para Ehrlichia
sp., sendo 91 (42,1%) considerados positivos para Ehrlichia sp. em pelo menos uma técnica.
O diagnostico de A. platys foi efetuado pela PCR em tempo real (QPCR) e nested-PCR
baseada nos genes gItA e 16S rRNA, respectivamente. Dezessete animais (7,9%)
apresentaram inclusdes em plaquetas, oito (3,7%) foram positivos na gPCR, dois (0,9%) na
nested-PCR e 23 (10,6%) animais foram considerados positivos para A. platys em pelo menos
uma técnica. A pesquisa de A. phagocytophilum foi realizada por meio da gPCR baseada no
gene msp2; no entanto, ndo foram observados animais positivos. Os achados hematoldgicos
mais frequentes nos animais positivos para agentes Anaplasmataceae foram trombocitopenia,
leucocitose, neutrofilia, desvio a esquerda regenerativo, anemia e hiperproteinemia. Apenas
um animal apresentou co-positividade para ambos 0s agentes. Em relacdo aos dados
associados, somente a idade interferiu na positividade para Ehrlichia sp., sendo na RIFI os
animais mais jovens menos predispostos a infec¢do, ao contrario do observado na nested-PCR
em que 0s mais jovens apresentaram maior indice de positividade. Apenas duas amostras
positivas na nested-PCR para E. canis foram submetidas ao sequenciamento, sendo que uma
sequéncia apresentou 100% de similaridade com isolados de Ehrlichia sp. e E. canis e a outra
demonstrou 99% de similaridade com isolados de Ehrlichia sp. ocelot e Ehrlichia sp. little-
spotted-cat. As duas amostras positivas na nested-PCR para A. platys apresentaram 100% de
similaridade com isolados de A. platys previamente descritos. O presente trabalho demonstra,
portanto, a ocorréncia de agentes Anaplasmataceae na populacdo de felinos domesticos do
Rio de Janeiro.

Palavras chave: gatos, Ehrlichia sp., Anaplasma platys
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ABSTRACT

GUIMARAES, Andresa. Serological Diagnosis and Molecular Agents Anaplasmataceae
in Domestic Cats of Rio de Janeiro. 2013. 62p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine). Instituto de WVeterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Studies of domestic cats are little discussed in Brazil, especially regarding hemoparasita
research where cats can be carriers of the agent and contribute to infection of man.
Anaplasmataceae agents are gram-negative bacteria found in leukocytes and platelets, in
which morulae characteristic of the infection is observed. The transmission of these agents to
humans and animals occurs by arthropod vectors. Sorologic diagnostic methods are
emphasized, but recent studies using molecular techniques demonstrate greater sensitivity and
specificity, with better characterization of the agent. The present study aims to diagnose
domestic cats in Rio de Janeiro naturally infected by agents Anaplasmataceae (Ehrlichia sp.,
and Anaplasma sp.) by serological and molecular methods, as well as evaluate hematological
changes associated with these infections to guide veterinarians in the diagnosis of these
diseases. Samples of 216 animals from clinics located in cities in the metropolitan region of
Rio de Janeiro were used. The research of antibodies IgG anti-E. canis was performed by
Immunofluorescence Assay (IFAT) and molecular detection of Ehrlichia sp. by nested
Polymerase Chain Reaction (PCR) based on 16S rRNA gene. The results demostrate that 18
(8.3%) animals were positive in the direct detection by blood smear, 57 (26.4%) seropositive
and 37 (17.1%) positive by nested-PCR for Ehrlichia sp., being 91 (42.1%) positive in at least
one technique. The diagnosis of A. platys was performed by real-time PCR (qPCR) and
nested-PCR based on 16S rRNA and gltA genes, respectively. Seventeen animals (7.9%)
showed inclusions in platelet, eight (3.7%) were positive in gPCR, two (0,9%) in nested-PCR
and 23 (10.6%) cats were considered positive for A. platys in at least one technique. The
detection of A. phagocytophilum was performed by gPCR based on gene msp2, however,
positive animals were not observed. The most common hematologic findings in animals
positive for agents Anaplasmataceae were thrombocytopenia, leukocytosis, neutrophilia,
regenerative left shift, anemia and hyperproteinemia. Only one animal showed co-positivity
for both agents. Regarding the associated factor, only age interfered with positivity for
Ehrlichia sp., in wich younger IFAT positive animals were less prone to infection, unlike that
observed in the nested-PCR in which the younger had higher positivity. Only two positive
samples in the nested-PCR for E. canis were subjected to sequencing. One sequence
demonstrated 100% similarity with isolates of Ehrlichia sp. and E. canis and another showed
99% similarity with isolates of Ehrlichia sp. ocelot and Ehrlichia sp. little-spotted-cat. The
two positive samples in the nested-PCR for A. platys demonstrated 100% similarity with
isolates of A. platys reported in advanced. The present work demonstrates the circulation of
agents Anaplasmataceae in domestic cats in Rio de Janeiro.

Key words: cats, Ehrlichia, Anaplasma platys
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1 INTRODUCAO

A populacdo de gatos domésticos no Brasil cresce a cada ano, inclusive mais
rapidamente que a de cdes. Isto se deve a tendéncia atual de moradias verticais, habitacdes
menores e novos estilos de vida compativeis com as caracteristicas de felinos domésticos que
se adaptam bem a apartamentos, ndo necessitam passear com 0 dono e sdo silenciosos.
Acrescenta-se a isso 0 crescimento do mercado brasileiro de produtos e medicamentos
desenvolvidos especialmente para estes animais domésticos, que movimenta milhdes de reais
por ano e gera renda para varias familias.

Dentre as diversas doencas que acometem 0s gatos, as hemoparasitoses apresentam
grande importancia médica-veterinaria devido aos sintomas causados pela infec¢do que, em
casos agudos, podem levar a morte. Além da importancia médica por se tratarem de zoonoses,
a intensa convivéncia entre estes animais e 0 ser humano agrava ainda mais esta situagéo.

Com excecdo dos hemoplasmas, os hemoparasitas dos felinos domesticos sdo pouco
conhecidos no Brasil. Os agentes da Familia Anaplasmataceae ja foram relatados parasitando
felinos domésticos e selvagens, com destaque para Ehrlichia canis, Anaplasma platys e
Anaplasma phagocytophilum. Trata-se de bactérias gram-negativas, pleomorficas e
intracelulares obrigatorias que ao adentrarem em leucdécitos ou plaquetas formam inclusdes
caracteristicas, denominadas de morulas.

Os agentes Anaplasmataceae tém ampla distribuicdo territorial, havendo relato de
infeccdo em diversos paises e em diferentes espécies de vertebrados. Porém, estudos
envolvendo a infeccdo em felinos domésticos ainda séo recentes, principalmente no Brasil,
havendo apenas relatos esporadicos. Em geral, os gatos acometidos sdo assintomaticos,
constituindo-se num risco maior por ndo serem identificados como portadores.

A erliquiose e a anaplasmose felinas sdo transmitidas por vetores, com destaque para
0s carrapatos. Porém, ainda ndo se sabe ao certo quais os vetores no Brasil e as vias de
transmissdo da infeccdo natural, sendo provavel que a exposicédo a artropodes e a ingestdo de
roedores sejam as principais causas de infec¢do dos felinos. Vale ressaltar que a distribuicado
geogréafica dos vetores tem influéncia direta sobre a prevaléncia da doenca em uma
determinada area.

O método diagnostico mais utilizado para identificacdo da infec¢do por estes agentes é
a deteccdo direta de morulas em esfregagos sanguineos, que, apesar de ser um método simples
e préatico, apresenta sensibilidade reduzida devido a baixa parasitemia em infec¢des naturais.
Os testes soroldgicos, por sua vez, sdao de grande valia principalmente em estudos
epidemiologicos, porém reacdes cruzadas podem ocorrer dependendo do antigeno utilizado.
As técnicas em biologia molecular, como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), a
nested-PCR e a PCR em tempo real, vém ganhando espaco por apresentarem alta
sensibilidade e especificidade e, aliadas ao sequenciamento, permitem a caracterizacao
genética dos agentes.

Apesar da importancia destes agentes na infeccdo de felinos, poucos estudos sdo
desenvolvidos no Brasil abordando esta tematica. Portanto, tornam-se necessarias
investigacbes a fim de melhor caracterizar os agentes da familia Anaplasmataceae e 0s
aspectos envolvidos na sua transmissdo, patogénese e manifestacdo clinica em gatos
domésticos no Rio de Janeiro.



O presente estudo tem como objetivo diagnosticar felinos domeésticos no Rio de
Janeiro infectados naturalmente por agentes Anaplasmataceae (Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp.) por meio de métodos sorolégico e molecular, bem como avaliar as alteracdes
hematoldgicas associadas a estas infecgdes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 InfeccgOes por Agentes Anaplasmataceae

As espécies pertencentes a familia Anaplasmataceae sdo bactérias gram-negativas,
imoveis, intracelulares obrigatérias, cocoides a elipsoidais, residentes em fagossomos que
causam doenca no homem e animais. S80 organismos que se mantem na natureza através de
interacdes complexas entre vetores invertebrados e hospedeiros vertebrados (DUMLER et al.,
2001; PADDOCK; CHILDS, 2003). Caracterizam-se por espécies filogeneticamente
relacionadas, porém genética e antigenicamente diferentes (YU et al., 2006).

Em 2001, Dumler et al. reorganizaram os géneros Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia
e Wolbachia, como pertencentes a familia Anaplasmataceae e & ordem Rickettsiales. Com
isso, algumas espécies foram agrupadas em géneros diferentes ao que pertenciam
anteriormente. Essas mudancas foram baseadas em estudos moleculares que permitiram uma
caracterizagdo taxondmica mais precisa desses agentes. Ehrlichia platys e E. bovis passaram a
ser denominadas de A. platys e A. bovis; as espécies E. phagocytophila, E. equi e o agente da
Erliquiose Granulocitica Humana foram renomeados como espécie A. phagocytophilum,
porém permaneceram como trés cepas distintas. Cowdria ruminantium passou a ser E.
ruminantium; e, E. risticii e E. sennetsu passaram a pertencer ao género Neorickettsia como
N. risticci e N. sennetsu respectivamente.

Depois dessa reorganizacdo, o género Anaplasma passou a conter as especies A.
marginale, A. centrale, A. ovis, A. bovis, A. platys e A. phagocytophilum. O género Ehrlichia
passou a ser composto por E. ruminantium, E. canis, E. chaffeensis, E. muris e E. ewingii. J&
0 género Neorickettsia passou a conter as espécies N. helminthoeca, N. risticii € N. sennetsu,
sendo que e apenas W. pipientis permaneceu no género Wolbachia.

2.2 Historico da infeccdo por agentes Anaplasmataceae em felinos domésticos

A primeira descricdo de Ehrlichia canis ocorreu em cdes em 1935 (DONATIEN;
LESTOGUARD, 1935), ja o primeiro relato de erliquiose felina ocorreu na Franca por
Charpentier e Groulade (1986) que observaram morulas em células mononucleares de gatos.
Na América Latina, o primeiro relato ocorreu no Brasil, em 1998, no Estado do Rio de Janeiro
em um gato febril, com sintomas inespecificos e mérulas em plaquetas observadas na
microscopia (ALMOSNY et al., 1998). Ja a primeira deteccdo molecular de E. canis em gatos
na América Latina também foi no Brasil, em animais atendidos na rotina laboratorial do
hospital veterinario da Universidade Federal de Vigosa, conforme relatado por Oliveira et al.
(2009).

A trombocitopenia ciclica infecciosa canina (ICCT) foi primeiramente descrita em
1978, nos Estados Unidos (HARVEY et al.,, 1978) e sua etiologia foi atribuida a um
microrganismo que infectava seletivamente as plaquetas. Os autores confirmaram, através de
microscopia eletrénica, que as inclusdes plaquetarias tratavam-se de vacuolos contendo
organismos do tipo rickettsia, denominando o agente de Ehrlichia platys. Com o advento da
biologia molecular, este organismo foi reclassificado como Anaplasma platys (DUMLER et
al., 2001). O primeiro relato de inclusdes sugestivas de A. platys em gatos no Brasil foi



observado por Santarém et al. (2005) em uma gata atendida no Hospital Veterinario da
Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente-SP, no Brasil.

Anaplasma phagocitophilum inicialmente foi identificado como agente da Erliquiose
Granulocitica Humana, atualmente Anaplasmose Granulocitica Humana (AGH), sendo
denominado Ehrlichia equi em cavalos e Anaplasma phagocitophilum em ovelhas e outros
ruminantes (FOGGIE, 1949; RISTIC; HUXSOLL, 1984; MADEWELL; GRIBBLE, 1982);
porém estudos moleculares demonstraram ser o0 mesmo organismo (DUMLER et al., 2001).
O primeiro relato da infeccdo de A. phagocitophilum em cées foi realizado em 1982 na
Califérnia (MADEWELL; GRIBBLE, 1982) e desde entdo a anaplasmose granulocitica tem
sido identificada em vérias especies animais em diversas partes do mundo. No Brasil, o
primeiro relato da infeccdo por este agente foi em cdes do municipio de Seropédica, RJ, a
partir de estudos moleculares (SANTOS et al., 2011). Porém, ndo ha relatos de infeccdo em
felinos domésticos no Brasil até o presente momento.

2.3 Importéancia e distribuicio

Ehrlichia canis infecta células mononucleares do sangue, formando inclusdes
citoplasmaticas, denominadas de morulas, podendo nos gatos ser encontrada em plaquetas,
como observado em infeccdo experimental por Almosny et al. (1998). A erliquiose €
amplamente estudada em cdes por causar uma doenca grave, a erliqguiose monocitica canina,
relacionada a um quadro de anemia, leucopenia e trombocitopenia (HUXSOLL et al., 1969;
HUXSOLL et al., 1970; HARRUS et al., 1999).

A ocorréncia de erliquiose felina no mundo varia bastante de acordo com a regido
estudada e a técnica de diagnostico empregada. Na Espanha, dentre 235 gatos avaliados,
17,4% de gatos errantes e 18,4% dos gatos pets foram positivos em teste sorologico (Reagédo
de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI) para Ehrlichia sp. (ORTUNO et al., 2005). Por outro
lado, em Barcelona, Tabar et al. (2008) encontraram apenas um animal positivo pela PCR
para 0s géneros Ehrlichia/Anaplasma em 100 felinos estudados. J& na América do Norte ndo
ha evidéncias sorologicas da deteccdo deste agente, exceto em casos isolados de animais
doentes (LITTLE, 2010).

No Brasil, em Vicosa-MG, 20% (3/15) dos felinos amostrados foram positivos na
PCR, havendo 99% de similaridade com a sequéncia homologa comparada e 100% de
similaridade com a sequéncia de E. canis obtida de cdes doentes da mesma regido, exceto pela
sequéncia EU567024, que apresentou duas bases nucleotidicas diferentes, sugerindo a
possibilidade de uma mesma cepa de E. canis infectando cées e gatos no Brasil (OLIVEIRA
et al., 2009). Ja em S&o Luis-MA houve apenas 1% (2/200) de gatos positivos pela PCR para
Ehrlichia sp. baseada no gene 16S rRNA, sendo uma amostra positiva para E. canis e outra
positiva para E. chaffeensis na nested-PCR, porém ambas as amostras foram negativas na
RIFI (BRAGA et al., 2012).

Anaplasma platys ¢ um parasito intracelular obrigatorio encontrado exclusivamente
em plaquetas onde forma mérulas caracteristicas de sua infeccdo (HARVEY et al., 1978). A
primeira deteccdo de inclusbes sugestivas de A. platys em gatos ocorreu no Brasil
(SANTAREM et al., 2005). E mais recentemente ocorreu a caracterizacio molecular do
agente por Lima et al. (2010) em um felino doméstico com anorexia, apatia, aniria e
constipacdo, onde observaram-se morulas em plaquetas durante a leucometria especifica. Em
2009, Dahroug detectou pela nested-PCR o DNA de A. platys em uma onca parda de cativeiro
ao pesquisar felinos selvagens no Mato Grosso. Ainda no Brasil, Correa et al. (2011)
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observaram 13,18% (12/91) dos gatos positivos utilizando a nested-PCR, demonstrando a
susceptibilidade de felinos ao agente e que ha necessidade de maiores estudos envolvendo
esta rickettsia. E de acordo com a literatura consultada, ndo ha outros relatos da ocorréncia de
A. platys em felinos domésticos ou selvagens, em outros paises do mundo.

Anaplasma phagocytophilum, por sua vez, infecta granuldcitos, predominantemente
neutréfilos, onde também se reproduz formando mérulas. J& houve relatos de infeccdo no
homem, cdes, felinos, equinos e ruminantes, além de uma grande variedade de pequenos
mamiferos silvestres, apesar dessa diversidade de hospedeiro variar de acordo com a regido
geografica (BJOERSDORFF et al., 1999; PUSTERLA et al., 1999). Na Suécia, Bjoersdorff et
al. (1999) descreveram o primeiro relato de erliquiose granulocitica felina por A.
phagocytophilum confirmado pela PCR e pelo sequenciamento.

N&o ha confirmacdo de infeccdo em gatos no Brasil, no entanto, sua ocorréncia em
gatos domésticos nos Estados Unidos e em paises da Europa é reportada (HEIKKILA et al.,
2010; LAPPIN et al., 2004; TARELLO, 2005). Nos Estados Unidos, em regides endémicas, a
soroprevaléncia chega a 30% (LITTLE, 2010). Na Flérida, dentre 553 gatos errantes, nove
foram positivos para A. phagocytophilum pela PCR (LURIA et al., 2004). Em estudo
conduzido por Billeter et al. (2007) avaliando gatos domésticos utilizando a RIFI, foi
observado que o agente circula nos seguintes estados dos Estados Unidos: Florida (12/90),
California (3/23), Michigan (3/45) e Rhode Island (2/31); porém ndo houve detec¢do no
Alabama (n=175) e Wisconsin (n=96) e tambem ndo houve positivos quando testados pela
PCR. J4 na Espanha, Solano-Galllego et al. (2006) observaram 1,8% de soropositividade
utilizando a RIFI dentre os 168 animais estudados, porém estes animais foram negativos
quando testados pela PCR.

Recentemente, Machado et al. (2012) detectaram A. phagocytophilum em aves
selvagens no Brasil, sugerindo que estas podem carrear agentes Anaplasmataceae servindo
como fonte de infeccdo a outros animais no Brasil. Além disso, foi relatada a deteccdo
molecular de A. phagocytophilum em cées do municipio de Seropédica, RJ, demonstrando a
real possibilidade da circulacdo deste agente zoonoético nesta area (SANTOS et al., 2011).
Além disso, nosso grupo de pesquisa observou inclusdes em plaquetas e neutrofilos
caracteristicas da familia Anaplasmataceae em esfregacos sanguineos de gatos do estado do
Rio de Janeiro, associados & presenca de trombocitopenia (GUIMARAES et al., 2012).

2.4 Transmissao, Ciclo Bioldgico e Mecanismos de defesa

Os agentes Anaplasmataceae sdo transmitidos por vetores, sendo 0s carrapatos 0S
maiores responsaveis pelas infeccbes por esses agentes. Rhipicephalus sanguineus é
frequentemente associado a transmissao de E. canis, A. platys e E. ewingii (COHN, 2003). Ja
0 género Ixodes spp. é responsavel pela transmissdo de A. phagocytophilum e os carrapatos
Amblyomma spp. e Dermacentor spp. sdo transmissores de E. chaffeensis e E. ewingii
(PREZIOSI; COHN, 2002).

Na erliquiose canina, a transmissdo do agente ocorre quando o carrapato infectado
inocula sua secrecdo salivar contaminada no local da picada ao se alimentar de cées
(GROVES et al, 1975). No hospedeiro vertebrado, a infec¢do inicia-se nos corpos
elementares que penetram nos mondcitos e linfécitos, multiplicando-se posteriormente por
divisdo binaria formando os corpos iniciais, que apds 7 a 12 dias de incubacdo dardo origem
as morulas. As morulas sdo as Unicas formas identificadas microscopicamente nos
hospedeiros vertebrados (McDADE, 1990), reconhecidas por inclusdes de aspecto compacto,
formadas por agrupados de pequenas estruturas que variam de forma cocdide a elipsoidal

5



(RISTIC; HUXSOLL, 1984). A ruptura das células hospedeiras libera formas infectantes que
ddo continuidade exponencial ao processo ao atingir novas células. Uma ou mais morulas
podem estar infectando a mesma célula hospedeira (MARCONDES, 2009).

Na infeccdo por Ehrlichia sp. ocorre diversas recombinagdes nos genes das suas
principais proteinas antigénicas, formando varios epitopos antigénicos distintos, que
permitem a esses agentes escapar das defesas do organismo e manter infecgdes persistentes
(REDDY; STRECK, 1999). A evasdo do sistema imune é outro mecanismo pelo qual E. canis
consegue se perpetuar no seu hospedeiro. Estudos in vitro indicaram uma diminuigdo na
expressdo de receptores do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) de classe Il
(HARRUS et al., 2003).

O vetor da erliquiose canina é o carrapato Rhipicephalus sanguineus, porém foi
provado experimentalmente que o carrapato Dermacentor sp. também pode transmitir E.
canis (JOHNSON et al., 1998). A transmisséo do céo para 0 carrapato ocorre principalmente
durante as duas a trés primeiras semanas pos-infeccdo. Isto acontece porque na fase aguda da
doenga ha um numero maior de leucécitos contaminados na circulacdo (WOODY e
HOSKINS, 1991). Os vetores infectados podem transmitir a doenca por ao menos 155 dias
apos a infeccdo (NEER; HARRUS, 2006).

E digno de nota que os vetores da erliquiose felina ndo sdo totalmente conhecidos e
também ainda néo estdo definidas as vias de transmissdo da infecgdo natural, sendo provavel
que a exposi¢do a artropodes (carrapatos e pulgas) e ingestdo de roedores sejam as principais
formas de infecgdo dos felinos naturalmente infectados (BEAUFILS et al., 1999; LAPPIN,
2001; DAGNONE et al., 2001).

Na infeccdo por A. platys o periodo de incubacdo varia de oito a 15 dias. Na fase
aguda da doenca é possivel observar grande quantidade de plaquetas infectadas no sangue.
Com a multiplicacdo intensa do agente, apos alguns dias, hd queda brusca na contagem de
plaquetas, atingindo valores de 20.000 plaquetas/pL ou menos, tornando-se pequena a chance
de observacdo do parasita. Apos o0 desaparecimento dos microrganismos, a plagquetometria
volta ao normal em trés ou quatro dias. De sete a 14 dias ap0s o primeiro episodio, ocorre
outra parasitemia seguida por trombocitopenia. Estes episddios ocorrem de forma ciclica e
tendem a diminuir com o passar do tempo, levando a fase crbnica da doenca onde héa
aparicbes esporadicas do parasita e trombocitopenias moderadas (HIBLER et al., 1986;
HARVEY, 1990; SWANGO et al., 1989; WOODY; HOSKINS, 1991).

O modo de transmissdo de A. platys e o seu reservatorio natural em felinos domésticos
sdo desconhecidos, porém acredita-se que o Rhipicephalus sanguineus esteja envolvido em
sua transmissdo (STILES, 2000).

A transmissdo de Anaplasma phagocytophilum ocorre por carrapatos do género Ixodes
(MAGNARELLLI et al., 1995; MITCHELL et al., 1996; CHANG et al., 2001; ESKOW et al.,
2001), porém no Brasil existe a possibilidade de transmissao pelo carrapato Rhipicephalus
sanguineus (SANTOS et al., 2011). A. phagocytophilum pode alternar entre duas formas,
pequenas células densamente coradas, as quais se ligam a alvos na célula do hospedeiro, e
células reticulares que se multiplicam intracelularmente e entdo se transformam em células
densamente coradas que sdo liberadas quando a célula do hospedeiro se rompe (LAI et al.,
2009; POPQV et al., 1998).

A. phagocytophilum, apds entrada na célula, impede a fusdo do fagolisossomo e causa
blogueio nos mecanismos oxidativos da respiracdo celular que sdo responsaveis pela
eliminacdo dos organismos invasores (MOTT e RIKIHISA, 2000; WANG et al., 2002),
garantindo a sobrevivéncia do agente e prejudicando a capacidade do hospedeiro de responder



a infeccdo. Vale ressaltar que em gatos o modo de transmisséo e o0s vetores ainda ndo foram
totalmente esclarecidos.

Uma Unica espécie de carrapato pode albergar mais de um agente, visto que um animal
infectado pode estar infestado por carrapatos de mais de uma espécie e diferentes instares.
Assim, ¢é possivel co-infecgdo, o que dificulta o diagndstico e o tratamento no animal doente
(BREITSCHWERDT et al., 1998).

2.5 Sinais clinicos, determinacdes laboratoriais e achados patoldgicos

Os sinais clinicos e determinacdes laboratoriais de felideos infectados por E. canis sdo
variaveis e compreendem febre, apatia, anorexia, palidez de mucosas, linfadenomegalia,
esplenomegalia, anemia, trombocitopenia, leucopenia, aumento da atividade sérica das
transaminases e fosfatase alcalina e hiperglobulinemia (ALMOSNY et al., 1998; ALMOSNY;
MASSARD, 1999; STUBBS et al., 2000). Almosny e Massard (2002) observaram sinais de
caquexia, emaciacdo, diarreia e distdrbio congestivo hemorragico notavel nos pulmbes como
achados anatomo-patolégicos em felinos jovens inoculados experimentalmente com E. canis.

Em estudos com cdes, foi observado que animais tratados no estagio agudo da doenca,
onde ha presenca da sintomatologia exacerbada, respondem bem ao tratamento, porém a
eliminagdo do agente pode ser dificil e o animal torna-se cronicamente infectado, servindo de
reservatorio. O periodo de incubacgéo da erliquiose em cées € de aproximadamente uma a trés
semanas (HARRUS et al., 1997b), apos esse periodo, a doencga evolui para os estagios agudo,
subclinico e, em certos casos, cronico (HARRUS et al.,, 1997a). Ehrlichia canis possui
predilecdo por células encontradas na microvascularizacdo dos pulmdes, rins e meninges
(HOSKINS, 1991; HARRUS et al., 1997a, b), sendo a epistaxis causada por hemorragias
caracteristicas dos pulmdes ou da mucosa nasal (RIKIHISA, 1991).

Os animais infectados com A. platys sdo na maioria assintomaticos. As manifestacdes
clinicas de cées experimentalmente infectados variam, sendo mais frequentemente observadas
depressdo, anorexia, letargia, emaciacdo, linfadenomegalia, palidez de mucosas e febre
(HARRUS et al., 1997a). Os principais achados laboratoriais da infeccdo por A. platys sao
trombocitopenia, anemia (DAGNONE et al, 2003), macroplaquetas, monocitose e
hipoalbuminemia (HARRUS et al., 1997a, KAKOMA et al., 2000). A severa trombocitopenia
causada pelo agente se deve a diminuicdo da sobrevida das plaguetas como consequéncia da
multiplicacdo intensa deste organismo. No caso da cronicidade da doenca, a remocdo das
plaquetas pode ocorrer por uma resposta imunomediada (STILES, 2000; WOODY;
HOSKINS, 1991); outra hipétese para a trombocitopenia é a agregacdo plaquetaria (GAUNT
et al., 1990) Em gatos, os sintomas associados ainda ndo foram bem elucidados.

A infeccdo por A. phagocytophilum em gatos é caracterizada por febre, mialgias, dores
articulares, linfadenomegalia, claudicacdo, doenca periodontal, conjuntivite e sinais
neuroldgicos (LITTLE, 2010). Em estudo com cées, foi observado que a maioria dos animais
naturalmente infectados permanece saudavel, como indicado por evidéncias soroldgicas de
exposicdo em areas endémicas, na auséncia de um histérico de doenca clinica (BEALL et al.,
2008; FOLEY et al., 2001). Porém, no caso de doenca com manifestacdo clinica os achados
sdo hiperestesia, mialgia, artralgias, rigidez de pescoco, claudica¢do, incoordenacdo,
neutrofilia com desvio a esquerda, linfopenia, além de outros sinais clinico-laboratoriais
comuns a erliquiose canina (BJOERSDORFF et al., 1999; TARELLO, 2005).

2.6 Importancia em saude publica



Gatos domésticos podem ser reservatorios para erliquias que infectam outros animais,
inclusive humanos (STUBBS et al., 2000). Ehrlichia canis foi descrita como uma zoonose
capaz de causar doenca grave em humanos, com casos de ébito principalmente em criancas,
imunocomprometidos e idosos (PEREZ et al., 2006). Quadros clinicos diversos sdo relatados
em pessoas com sorologia positiva para E. canis ou infectadas por microrganismo semelhante
a E. canis, como febre, mialgia, fraqueza e confusdo mental (DORAN et al., 1989; FISHBEIN
et al., 1987; GOLDEN et al., et al., 1989; MAEDA et al., 1987).

A. platys tem potencial zoondtico, tendo sido observado inclusbes sugestivas em
plaquetas de humanos (ARRAGA, 1999). Recentemente, houve a deteccdo molecular de A.
platys em co-infecgdo com Bartonella henselae e Candidatus Mycoplasma haematoparvum
em uma médica veterinaria, causando dores de cabeca, doenca repentina incluindo status
epilético e outras anomalias neuroldgicas e neurocognitivas (MAGGI et al., 2013), reforcando
a importancia deste agente em salde publica.

A deteccdo de A. phagocytophilum é de significativa importancia em sadde publica, ja
que sabidamente é uma zoonose. A Anaplasmose Granulocitica Humana (AGH) ¢é
caracterizada por uma doenca febril semelhante & gripe que ocorre ap6s a picada por
carrapatos (BAKKEN et al., 1996), sendo geralmente leve e auto-limitante. Também pode
causar fadiga, dores articulares, dor de cabeca, mialgia e febre (STEERE et al., 1983,
AGUERO-ROSENFELD et al., 1996; BAKKEN et al.,, 1996; PETROVEC et al., 1997).
Como achados da AGH pode-se relatar deplecéo linfoide esplénica, agregados de macrofagos
e apoptose no figado, hiperplasia paracortical e células hemofagociticas dentro dos tecidos do
sistema fagociticomononuclear (LEPIDI et al., 2000). Manifesta¢cdes neurologicas ja foram
descritas em pessoas com AGH, quando o organismo foi detectado no fluido cerebrospinal
(LEE et al., 2000). Andlises laboratoriais de sangue periférico normalmente ndo revelam
alteracdes hematoldgicas. No entanto, pode ser observada uma leve leucopenia associada a
trombocitopenia ou as vezes um desvio neutrofilico a esquerda, como também um leve a
moderado aumento na atividade das transaminases hepéaticas (BAKKEN; DUMLER, 2008;
BAKKEN et al., 1996a; DUMLER et al., 2007). A forma grave da doenca tende a ocorrer em
humanos de idade avancada, ou naqueles com doenga imunossupressora concomitante ou
terapia medicamentosa.

Nos Estados Unidos, o quadro de prevaléncia de doencas transmitidas por carrapatos
apresenta a AGH e a Erliquiose Monocitica Humana (EMH), causada por E. chaffeensis,
respectivamente, como a terceira e a quarta doencas transmitidas por carrapatos mais comuns
no pais, atras somente da Doenca de Lyme e da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas
(DUMLER, 2005). No Brasil houve relatos de casos suspeitos de EMH em Minas Gerais,
onde se observaram titulos de anticorpos para E. chaffeensis em dois pacientes com
sintomatologia clinica (CALIC et al., 2005) e em 1,2% (9/771) pacientes com doenca febril
atendidos em hospitais de Juiz de Fora, MG (COSTA et al., 2006).

2.7 Diagnostico
2.7.1 Deteccao direta por esfregaco sanguineo

O diagndstico laboratorial dos agentes da familia Anaplasmataceae € realizado
rotineiramente pela identificacdo direta de mérulas em esfregacos sanguineos. Apesar de ser
uma técnica rapida e préatica, na maioria dos casos de infeccdo natural, ndo é totalmente
confiavel, ja que a parasitemia é variavel e, geralmente, um pequeno nimero de células séo
infectadas (NAKAGHI et al., 2008).



Deve-se levar em conta também a possibilidade de outros diagndsticos diferenciais,
como inclusdes virais, Leishmania donovani, Hepatozoon canis, B. canis e B. gibsoni
fagocitadas e/ou sobrepostas serem confundidas com inclusbes de agentes Anaplasmataceae
(NEITZ; THOMAS, 1938). Além disso, precipitados de corantes e artefatos sobre os
leuctceitos podem ser confundidos com estruturas caracteristicas desses agentes (DAGNONE
et al., 2001).

Como alternativa para aumentar a sensibilidade do diagnéstico microscopico, a
literatura propbe a confeccdo do esfregaco sanguineo a partir da primeira gota de sangue
periférico, com a justificativa de que essa gota contém muito mais mononucleares do que as
gotas seguintes (NEITZ; THOMAS, 1938).

Além do esfregago sanguineo convencional e de capa leucocitaria, o uso do
diagndstico citologico de linfonodos pode levar a um diagnéstico definitivo na fase aguda da
doenca (MYLONAKIS et al., 2003).

Nos cdes, sabe-se que € importante pesquisar mais atentamente as inclusdes
granulociticas e adotar algum outro método de diagnéstico que ndo seja apenas a detec¢do por
esfregaco sanguineo, pois E. ewingii apresenta inclusGes semelhantes as de A.
phagocytophilum. Assim, em gatos tal sugestdo também se torna valida (GOLDMAN et al.,
1998).

2.7.2 Isolamento em cultura de células

O isolamento de E. canis em culturas de células demonstrou ser o método mais
sensivel e definitivo para o diagnostico inicial da erliquiose, porém requer muito tempo para a
obtencdo de resultados positivos, cerca de 14 a 34 dias. Também necessita de estrutura fisica,
profissional experiente e equipamentos adequados, inviabilizando seu uso como método de
diagnostico de rotina (IQBAL et al., 1994). Porém, o cultivo celular ainda é considerado a
modalidade mais sensivel de diagndstico para deteccdo de infeccdo aguda em pacientes
humanos (AGUERO-ROSENFELD et al., 2002).

Para o isolamento de E. canis ja foi descrita inoculacdo em células do tipo macrofagos
de linhagem de camundongos BALB/C (KEYSARY et al., 2001), células originarias de
histiocitoma canino DH82 (AGUIAR et al., 2007), uma linhagem de células microvasculares
de endotélio humano (DAWSON et al., 1993), mondcito primario canino (HELMET et al.,
1980) e macrofago peritoneal canino (STEPHENSON; OSTERMAN, 1977). Todas as cepas
de A. phagocytophilum podem ser cultivadas in vitro na linhagem de células HL-60 humana.
Este método é usado em pesquisas, mas ndo esta comercialmente disponivel, ndo sendo
utilizado para fins de diagnostico (GREENE, 2006).

2.7.3 Testes sorologicos

Ha uma grande diversidade de testes sorologicos que podem ser utilizados no
diagndstico das infecgcdes por agentes Anaplasmataceae. Estes sdo uma alternativa viavel e de
grande aplicacdo nos estudos de levantamento epidemiolégico. Mas reacfes cruzadas podem
ocorrer, ja que as espécies de erliquias dividem antigenos em comum.

A sorologia pode fornecer resultados negativos durante a primeira semana de infeccéo,
uma limitacdo destes testes que ndo detectam a infeccdo em sua fase aguda (WALKER;
DUMLER, 1996; WANER et al., 2001; PADDOCK; CHILDS, 2003) e também ndo
diferencia um quadro de infeccdo atual de um quadro de exposicdo sem infeccdo
propriamente dita ou de uma infeccao prévia (SHAW et al., 2001). Deve-se também levar em
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consideracdo a variagdo entre laboratorios em relagdo a interpretacéo de titulos sorolégicos e
ao antigeno utilizado (SHAW et al., 2001).

O teste padréo ouro das sorologias é a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
para a deteccdo de anticorpos Imunoglobulina G (IgG) anti-E. canis. Anticorpos IgG
apresentam titulos consistentes havendo um aumento de quatro vezes na fase aguda, além de
permanecerem circulantes por varios meses apoOs eliminacdo do agente (BARTSCH;
GREENE, 1996). Ja os anticorpos Imunoglobulina M (IgM) ndo sdo considerados um
indicador confidvel de exposicdo, devido sua producdo inconsistente durante a infeccéo
(MCBRIDE et al., 2003).

A RIFI € considerada um bom método de diagndstico, pois detecta anticorpos séricos
em animais portadores ou com infeccdo cronica que mantém parasitemia baixa ou ndo
detectavel ao microscopio optico (AGUIAR et al., 2007). Aliado a isso, € um método pratico,
simples e sensivel e, comparada aos demais métodos de diagndstico, ndo requer equipamentos
caros, se tornando mais acessivel para diagnostico na rotina clinica e laboratorial. Porém,
necessita de profissional experiente para a leitura das laminas, o que torna o resultado
subjetivo.

Uma alternativa bastante utilizada atualmente sao os “kits” comerciais de Ensaio
Imunoenzimatico Indireto (ELISA), pois fornecem um diagndstico rapido e de baixo custo.
Porém, esses testes sdo meramente qualitativos, oferecendo apenas resultados positivos e
negativos, sem titulacdo. Nao se observa diferenca significativa entre RIFI e testes ELISA
comerciais (HARRUS et al. 2002). Em um estudo comparando o “dot-blot ELISA” com a
RIFI, foi observado que o “dot-blot ELISA” ¢ tdo sensivel e especifico para a deteccdo de
anticorpos 1gG anti-E. canis quanto a RIFI, tanto em infec¢Bes naturais quanto em
experimentais (NAKAGHI et al., 2004). Além de apresentar as vantagens da rapidez, ndo
requer equipamentos caros, apresenta facilidade da leitura dos resultados, e proporciona um
registro permanente (CADMAN et al., 1994; NAKAGHI et al., 2004).

O “Western Immunoblotting” ¢ um teste com sensibilidade proxima a da RIFI, que
identifica o agente através das digitais do seu perfil proteico imunogénico. Apresenta a
vantagem de ter uma leitura objetiva, ja que ndo sofre influéncia da subjetividade do
operador. Também é mais especifica, sendo utilizada para caracterizar e distinguir 0s
diferentes organismos resolvendo os problemas de reacdo cruzada. Contudo, é uma técnica
mais custosa e trabalhosa, que necessita de mais tempo e de tecnologia mais avancada que a
RIFI, ndo sendo indicada para o diagndstico na rotina clinica (ANDEREG; PASSOS, 1999;
HARRUS et al., 2011).

N&o ha relatos de reacdo cruzada entre A. platys e E. canis utilizando a RIFI,
entretanto pode ocorrer reacdo sorologica cruzada entre A. platys e A. phagocytophilum
(GREENE, 2006). Reatividade soroldgica cruzada entre A. phagocytophilum e E. canis
também foi relatada, mas parece ser menos frequente (POITOUT et al., 2005; PLIER et al.,
2009; BREITSCHWERDT et al., 1998).

2.7.4 Deteccao molecular

As técnicas em biologia molecular ganham cada vez mais destaque, permitindo a
deteccdo e a caracterizacao de novos patdgenos (SANTOS et al., 2011). A Reacdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) é uma técnica amplamente aplicada em diversas areas do diagnostico
molecular. E uma tecnologia flexivel, que permite analise de uma grande variedade de
amostras detectando uma sequéncia de interesse presente em uma amostra complexa de DNA
(MOLINA; TOBO, 2004).
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A nested-PCR ¢ altamente sensivel, pois € capaz de detectar 0,2 pg de DNA purificado
de E. canis, enquanto que uma s6 amplificacdo de DNA permite detectar apenas valores
acima de 20 pg (WEN et al., 1997), sendo portanto uma alternativa mais sensivel para
deteccdo deste e outros agentes Anaplasmataceae.

Outra variante da técnica de PCR é a PCR multiplex, a qual é desenhada para detectar
multiplas sequéncias-alvo numa mesma amostra, na mesma reagdo, pelo uso de mais de um
par de oligonucleotideos iniciadores (primers). Apresenta como vantagens a economia de
tempo, reagentes, uso do termociclador, custo geral e ainda, pode facilitar estudos
epidemioldgicos moleculares que necessitem da triagem de um grande nimero de potenciais
vetores e populagdes de reservatério (COURTNEY et al., 2004).

A PCR em tempo real (QPCR) ¢é uma técnica capaz de fornecer resultados
quantitativos, permite o acompanhamento da reacdo e a obtencdo dos resultados de forma
mais precisa e rapida em comparacdo a PCR convencional que apresenta resultados
qualitativos (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Além disso, é desnecessario 0 processamento
p6s-PCR como a eletroforese em gel de agarose. Através da avaliagdo do “CycleThreshold”
(Cy) se consegue avaliar o ciclo exato onde a reacédo atinge o limitar de deteccéo e, com isso,
comparar todas as amostras, sendo o sistema de deteccdo baseado na quantificacdo da
fluorescéncia gerada durante a reacdo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). A gqPCR é menos
propensa a contaminacbes do que a PCR convencional e se houver algum tipo de
contaminagdo esta é facilmente detectavel atraves da analise das curvas de “melting”
(PEREIRA, 2012). Dois sistemas de quantificagdo séo utilizados de forma ampla e rotineira
na técnica de gPCR, 0 SYBR® Green e 0 Taq Man®.

O SYBR® Green é um método de deteccdo menos especifico. Este corante se liga
entre a fita dupla de DNA e, com a excitagdo da luz emitida pelo sistema Optico do
termociclador, emite uma fluorescéncia verde. As vantagens de sua utilizacdo sdo o baixo
custo, a facilidade no uso e sensibilidade. A desvantagem € a ocorréncia de ligacdo em todo
DNA fita dupla que surge durante a reacgdo, incluindo os dimeros dos iniciadores e outros
produtos inespecificos, podendo resultar em uma superestimacdo da concentracdo do
fragmento alvo. A fluorescéncia é realcada quando as moléculas do SYBR® Green estdo
ligadas na fita dupla do DNA, ja as ndo-ligadas apresentam fluorescéncia fraca, produzindo
um sinal minimo que é subtraido durante a analise de computador (NOVAIS; PIRES-ALVES,
2004).

A sonda Tag Man® é um fragmento molde de DNA marcado usado para hibridizar
outra molécula de DNA utilizada para detectar sequéncias especificas nos fragmentos de
DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em uma extremidade um fluoroforo, e na
outra extremidade um quencher (molécula que aceita energia do fluor6foro na forma de luz e
a dissipa na forma de luz ou calor). Os produtos da reacdo sdo detectados pela fluorescéncia
gerada apos a atividade exonuclease 5'-3' da Tag DNA Polimerase (NOVAIS; PIRES-
ALVES, 2004). E um método de deteccdo especifica porque, além da ligacdo do par de
primers, € necessario que a sonda hibridize no fragmento a ser amplificado.

A Andlise de “melting” em Alta Resolugdo (HMR) ¢ uma técnica que utiliza a qPCR
desenvolvida inicialmente para genotipagem, avaliando polimorfismo em um nucleotideo
anico (WITTWER et al., 2003). Essa técnica pode ser atil na diferenciacdo entre diferentes
cepas e espécies dos agentes Anaplasmataceae.

Para a deteccdo de agentes Anaplasmataceae na PCR e seus derivados o gene 16s
rRNA é amplamente utilizado no seu diagnostico, identificacdo e genotipagem (OLSEN;
WOESE, 1993; PEREZ et al., 2006). E um gene conservado encontrado em todas as espécies
de bactérias. Produtos de PCR destegene tém sido utilizados para analise de sequéncias das

11



espécies de Ehrlichia, no sentido de comparar as variagfes de cepas geograficamente
dispersas (PEREIRA, 2012).

A identificacdo molecular de hemoparasitas seguida por sequenciamento de Varios
genes especificos tem sido utilizada para o diagnéstico dos agentes Anaplasmataceae,
auxiliando na compreensdao da doenca e na identificacdo de reservatorios para espécies com
potencial morbido para seres humanos e animais domésticos. Os estudos abordando a
deteccdo de DNA dos membros da familia Anaplasmataceae em felinos domésticos ainda séo
escassos, havendo poucos relatos na América do Norte, Europa e Asia (YIN-CHIACHUN et
al., 2003; LAPPIN et al., 2004) e recentemente no Brasil (OLIVEIRA et al., 2009; LIMA et
al., 2010; CORREA et al. 2011; BRAGA et al., 2012).

O uso de técnicas especificas de diagndsticos, aliadas ao conhecimento dos agentes
rickettsiais ocorrentes no Brasil permitira avaliar se hd ou ndo distincdo entre os agentes que
acometem humanos e animais domésticos.

2.8 Tratamento e profilaxia

Assim como na erliquiose canina, os farmacos de escolha para o tratamento de
infeccdo por agentes Anaplasmataceae em felinos s&o a tetraciclina e a doxixiclina
(ALMOSNY et al., 1998; ALMOSNY; MASSARD, 1999; BJOERSDORFF et al., 1999;
LAPPIN et al., 2004; TARELLO et al.,, 2005). Animais com infec¢do crdnica possuem
prognostico ruim, podendo apresentar melhora gradual ou nenhuma melhora apds o
tratamento, sendo que nos casos mais severos O tratamento prolongado € necessario
(GREENE; HARVEY, 1990). Terapia suporte como fluidos, transfusdo sanguinea, vitaminas,
corticoides ou esteroides anabdlicos podem ser utilizados (COHN, 2003).

A profilaxia deve tomar como base o controle efetivo dos carrapatos. No caso de
transporte de animais de areas endémicas para areas livres, estes devem ser testados e, se
necessario, tratados anteriormente (HUXSOLL et al., 1970). Para que o animal sirva como
doador de sangue, o ideal € que passe por triagem com testes sorolégicos ou moleculares
(REINE, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O estudo foi realizado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
sendo coletadas 216 amostras de gatos domésticos oriundos de atendimento em Clinicas
Veterinarias da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, sendo provenientes dos municipios
de Duque de Caxias (n=14), Rio de Janeiro (n=99), Nova Iguagu (n=39), Belford Roxo (n=8),
S&o Jodo de Meriti (n=21) e Mesquita (n=35) (Figura 1), de acordo com a disponibilidade e
consentimento dos proprietarios. O presente estudo foi aprovado pelo comité de Etica na
Pesquisa da UFRRJ, sob o processo 23083004088/2013-94. No momento da coleta de sangue
foram observados dados relacionados ao hospedeiro (sexo, idade, raca, etc) utilizados
posteriormente para avaliar possiveis associacdes com a positividade. Em seguida, houve uma
divisdo dos municipios em dois grupos: (1) Rio de Janeiro, composto por todos 0s animais da
cidade do Rio de Janeiro, e (2) Baixada Fluminense, composto pelos gatos oriundos dos
municipios de Belford Roxo, Duque de Caxias, Mesquita, Nova Iguacu e S&o Jodo do Meriti.
De acordo com a Secretaria de Estado de Desenvolvimento da Baixada e da Regido
Metropolitana (SEDEBREM), a Baixada Fluminense é formada por 13 municipios, sendo:
Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim, ltaguai, Japeri, Magé, Mesquita, Nilopolis,
Nova lguagu, Paracambi, Queimados, S&o Jodo de Meriti e Seropédica, que juntos
representam cerca de 33% do contingente populacional e 61% da area total da Regido
Metropolitana do Rio de Janeiro e 25% da populacdo do Estado (IBGE, 2000). Ja a capital,
Rio de Janeiro, tem uma populacdo de 6.320.446 habitantes com 39,5% da populagdo do
Estado e 1200,278 kmz, correspondendo a 3% do territéorio total do Estado, fazendo desta, a
cidade com maior densidade demogréafica do Estado (IBGE, 2010).
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Figura 1. Localizacdo geografica dos municipios do estado do Rio de Janeiro de obtencéo das
amostras de sangue de gatos domésticos.

3.2 Coleta de Sangue

De cada animal foram coletadas amostras de sangue em tubos com anticoagulante
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), através de venopuncéo cefalica ou jugular.

O sangue foi mantido refrigerado durante o transporte até o Laboratério de Patologia
Clinica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As amostras de sangue foram empregadas nas andlises hematoldgicas e,
posteriormente, aliquotas de plasma foram separadas por centrifugacdo e armazenadas a -
20°C até o momento da realizacdo do diagnostico imunoldgico. O restante das amostras de
sangue foi armazenado a -80°C para utilizacdo nas analises de biologia molecular.

3.3 Anélise Hematoldgica

A contagem global de leucdtcitos (Lt), hemacias (He) e plaquetas, as determinagdes
dos teores de hemoglobina (Hb), volume globular (VG) e indices hematimétricos: Volume
Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
foram realizados utilizando o contador automatico de células Poch 100 (Roche), de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

A contagem diferencial de leucdcitos (leucometria especifica) e a analise da
morfologia eritrocitaria foram realizadas através de esfregacos de sangue total corados com
corante rapido Pandtico, analisados por microscopio oOptico, objetiva de 100x, segundo Jain
(1993). A pesquisa dos agentes foi realizada sob microscopia de luz (x100) nas laminas
coradas, observando em média 20 campos.

3.4 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A deteccdo de anticorpos 1gG anti-Ehrlichia sp. foi realizada com antigeno obtido a
partir de cultura de células DH82 (derivadas de histiocitoma canino) infectadas com a
amostra Jaboticabal de E. canis, isolada a partir de um cédo, fémea, da raca Weimaraner, em
fase aguda da doenca (AGUIAR et al., 2007).

O suprimento de antigeno e os soros controles positivo e negativo foram gentilmente
fornecidos pela professora Dr?. Rosangela Zacarias Machado, da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (UNESP/FCAV), colaboradora do
presente estudo.

A RIFI foi realizada segundo protocolo previamente descrito por André et al. (2010).
As amostras de plasma dos felinos domeésticos, bem como dos soros controles foram diluidas
a 1:64 em solucdo fisiologica (NaCl 0,9%). Em seguida, 10uL do plasma diluido foi
transferido para cada poco das laminas contendo antigeno de E. canis . As laminas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos, em camara imida. Em seguida, passaram por trés lavagens
de cinco minutos em solucdo salina de fosfato tamponada, PBS 10X pH 7,2, secas e a cada
uma adicionados 10uL de conjugado (anti-lgG de gato, marcado pelo isoticianato de
fluoresceina), diluido 1:32 em solucdo de PBS 1X pH7,2 com Azul de Evans, conforme
orientacdo do fabricante (Sigma-Alodrich®). As laminas foram incubadas novamente por
mais 30 minutos, em camara Umida a 37°C. Apds nova lavagem e secagem, as laminas foram
avaliadas a microscopia de luz ultravioleta (HUND WETZLAR). A positividade da reacdo
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implicou na observagdo de fluorescéncia nas morulas, comparativamente a amostras de soro
controles positivo e negativo.
3.5 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

3.5.1 Extracao de DNA de sangue total

As amostras de sangue colhidas em solugdo de EDTA foram submetidas ao processo
de extragdo de DNA total com o kit ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega®),
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para monitoramento de DNA contaminante
durante o processo de extragdo de DNA total foi utilizado como controle negativo 200 pL de
agua ultra-pura esterilizada (Invitrogen®) em cada bateria de amostras processadas. Todas as
amostras de DNA total tiveram suas concentracfes determinadas pelo espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em aliquotas e armazenadas a -80°C até a
realizacdo dos ensaios moleculares.

3.5.2 ReacOes de amplificacéo para Ehrlichia sp. baseadas no gene 16S rRNA

A deteccdo molecular de Ehrlichia sp. baseada no gene 16S rRNA foi realizada
segundo protocolo descrito por Murphy et al. (1998), com pequenas modificacbes. Nas
reacdes de PCR foram utilizados 5uL (aproximadamente 30ng/uL) de DNA da amostra, além
de 1,25 UTaq DNA Polimerase (Life Technologies®), Tamp&o da PCR (PCR buffer 10 X —
100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mMKCI), 0,2 mM de deoxinucleotideos (AATP, dTTP, dCTP e
dGTP) (Life Technologies®), 1,5 mM de Cloreto de Magnésio (Life Technologies®), 0,5 uM
de cada oligonucleotideo iniciador (Life Technologies®) e agua ultra-pura esterilizada (Life
Technologies®) p.s.p. 25uL. Nas reacdes de nested-PCR, foram utilizados 1uL do produto
amplificado da primeira reacdo de PCR, em um mix contendo 0s reagentes nas mesmas
concentragbes da primeira reacdo. Os oligonucleotideos iniciadores e as condicOes de
termociclagem de cada reacdo estdo representados na tabela 1. Amostras de DNA controle
positivo de E. canis, obtidos a partir de células DH82 infectadas com a amostra Jaboticabal de
E. canis, foram gentilmente cedidas pela professora Rosangela Zacarias Machado.

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e das condicdes de
termociclagem para as reacGes de PCR e nested PCR, utilizadas para deteccdo molecular de
Ehrlichia sp. e E. canis baseadas no gene 16S rRNA.

Agente Sequiéncia do oligonucleotideo Condic0es de Termociclagem
(MURPHY et al., 1998)

- 94°C por 3 minutos

Ehrlichiasp.  5’- GAACGAACGCTGGCGGCAAGC -3’ - 30 ciclos: 94°C por 1 minuto, 65°C por
-ECC 5’- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA -3’ 2 minutos e 72°C por 2 minutos

- ECB - 72°C por 5 minutos

Nested - 3 ciclos: 94°C por 1 minuto, 55°C por 2
E. canis 5’-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3"  minutos e 72°C por 1,5 minutos

- ECAN-5 5’-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’ - 37 ciclos: 92°C por 1 minuto, 55°C por
-HE3 2 minutos e 72°C por 1,5 minutos
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3.5.3 PCR em Tempo Real para Anaplasma platys

A reacdo para deteccdo molecular de A. platys pela PCR em tempo real foi realizada
segundo protocolo desenvolvido no Laboratério de Hemoparasitos e Vetores da UFRRJ,
sendo parte integrante do projeto intitulado “Agentes etiolégicos da Familia Anaplasmataceae
em cées e carrapatos e sua Importancia para Saude Publica”, financiado pela Fundacdo Carlos
Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) sob niimero de
Processo E-26/110.199/2011.

As amostras de DNA total foram submetidas a amplificacdo do gene gltA de A. platys
através do sistema TagMan real-time PCR. As reacGes foram realizadas em volume final de
12pL contendo: 1X de TagMan® Universal PCR Master Mix, 10.8pmol dos primers 84f e
84r, 3pmol da sonda marcada na extremidade 5° com o Reporterdye FAM (6-carboxi-
fluoresceina) e na extremidade 3’ com o Quencher TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina),
3uL de amostra de DNA e agua ultra pura em quantidade suficiente para completar 12uL de
volume final. As reacdes foram realizadas no aparelho Step One Plus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) com as seguintes condi¢cdes de termociclagem: 52°C por 2 min,
95 °C por 10 min, e 45 ciclos a 95 °C por 15s, seguidos de 60°C por 1 min. As amostras com
Cry inferior a 40 ciclos foram consideradas positivas.

3.5.4 Reac0Oes de amplificacdo para Anaplasma platys baseadas no gene 16S rRNA

As amostras positivas na PCR em Tempo Real para A. platys foram submetidas a
nested-PCR, para posterior sequenciamento conforme protocolo descrito por Martin et al.
(2005). Nas reacdes de PCR para Anaplasma sp. foram utilizados 5 pL. de DNA amostra, em
concentracdo média de 20ng/pl. Os oligonucleotideos iniciadores e as condigdes de
termociclagem utilizados na PCR estao representados na tabela 2. Na reacdo foram utilizados
1,25 U Taq DNA Polimerase (Life Technologies®), Tampédo da PCR (PCR buffer 10 X —
100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mMKCI), 0,2 mM de deoxinucleotideos (AATP, dTTP, dCTP e
dGTP) (Life Technologies®), 3 mM de Cloreto de Magnésio (Life Technologies®), 12,5
pmol de cada oligonucleotideo iniciador (Life Technologies®) e agua ultra-pura esterilizada
(Life Technologies®) p.s.p. 25uL. Nas reacdes de nested-PCR foram utilizados 1pL do
produto amplificado na primeira reacdo de PCR, em um mix contendo 0s reagentes nas
mesmas concentracdes da primeira reacdo. Amostras de DNA controle positivo de A. platys
foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. Guido Fontgalland Coelho Linhares,
Universidade Federal de Goias.
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Tabela 2. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e das condigdes de
termociclagem para as reagdes para as reac0es de PCR e nested-PCR, utilizadas para detecgéo
molecular de Anaplasma spp. e Anaplasma platys baseadas no gene 16S rRNA.

Agente Sequéncia do oligonucleotideo Condig6es de Termociclagem
(MARTIN et al., 2005)
Anaplasma spp. - 40 ciclos: 94°C por 1 minuto, 45°C
- 8F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ por 1 minuto e 72°C por 100

- 1448R 5- CCATGGCGTGACGGGCAGTGTG-3" segundos + 1 segundo/ciclo
- 72°C por 5 minutos

Nested
Anaplasma platys 5- AAGTGCAACGGATTTTTGTC-3"
- PLATYS 5’-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’
-EHR16R

94°C por 1 minuto

40 ciclos: 94°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos

72°C por 5 minutos

3.5.5 PCR em Tempo Real para Anaplasma phagocytophilum

As amostras de DNA total foram submetidas a amplificacdo de 122pb do gene msp2
de A. phagocytophilum através do sistema TagMan real-time PCR, segundo protocolo
descrito por Santos et al. (2011) . As reagdes foram realizadas em volume final de 12uL
contendo: 1X de TagMan® Universal PCR Master Mix, 10pmol dos primers903f e 1024r,
3pmol da sonda 939p- (5’-TTAAGGACAACATGC TTGTAGCTATGGAAGGCA-3’)
(DRAZENOVICH et al., 2006) marcada na extremidade 5’ com o Reporterdye FAM (6-
carboxi-fluoresceina) e na extremidade 3’ com o Quencher TAMRA (6-carboxi-tetrametil-
rodamina), 3uL de amostra de DNA. As reacGes foram realizadas no aparelho Step One
Plus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com as seguintes condicdes de
termociclagem: 50°C por 2 min, 95 °C por 10 min, e 40 ciclos a 95 °C por 15s, seguidos de
60°C por 1 min. As amostras com C+ inferior a 40 ciclos foram consideradas positivas.

3.5.6 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados na PCR (item 3.5.2 e 3.5.4) foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5%, a 90 VV/50 mA durante 90 minutos. Para a determinacao
dos produtos amplificados foi utilizado marcador de peso molecular de 100pb (Life
Technologies®). Os resultados foram visualizados e analisados através de transiluminador de
luz ultravioleta acoplado ao analisador de imagem (L-pixtouch da Loccus Biotecnologia).

3.6 Sequenciamento de Nucleotideos e Caracterizacdo Molecular dos Isolados

Os produtos da amplificacdo das reaces de PCR foram purificados com kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O sequenciamento foi realizado através do método automatizado baseado no
método da terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977), utilizando-se
os mesmos oligonucleotideos iniciadores empregados na reacdo de PCR. O protocolo da
reacdo de sequenciamento foi realizado com algumas modificacOes a partir daquele descrito
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pelo fabricante do Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer
Applied Biosystems). Utilizaram-se 3,5uL do Tampao 2,5x (200mM Tris-HCI pH 9,0; 5mM
MgCl2); 0,5uL de Big Dye e 5 pmoles de cada oligonucleotideo, 2,5uL de 4dgua ultra-pura e
1,5uL de DNA (sendo este ajustado de acordo com sua concentra¢do, mensurada em aparelho
espectrofotobmetro (Nanodrop, Thermoscientific). O sequenciamento foi conduzido no
sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems), no Departamento de
Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (Unesp Jaboticabal).

As sequéncias de nucleotideos obtidas no sequenciamento foram submetidas a
alinhamento e andlise no Laboratério de Bioinformatica do Laboratério de Biologia
Molecular (FCAV- UNESP Jaboticabal). A triagem foi feita pelo programa Phred (EWING et
al., 1998), que avalia os eletroferogramas gerados nos sequenciamentos, observando-se a
qualidade dos picos correspondentes a cada base sequenciada e conferindo um valor de
probabilidade de erro a cada uma das amostras. Foram consideradas as bases com qualidade
acima de 20. O programa CAP3 (http://pbil.univ-77lyonl.fr/cap3.php) foi utilizado para
realizar o alinhamento da sequéncia consenso. O programa BLAST foi utilizado para analisar
as sequéncias de nucleotideos (BLASTN), objetivando-se procurar e comparar sequéncias
similares em banco de dados internacionais (GenBank) (BENSON et al., 2002) com aquelas
obtidas.

3.7 Cuidados para evitar contaminacdes

Para verificar eventual contaminacdo dos reagentes e enzimas, um tubo contendo
todos os componentes da PCR, com excecdo da amostra de DNA, foi incluido em cada
reacdo. A amostra de DNA foi substituida por uma quantidade equivalente de agua ultrapura
esterilizada (Invitrogen®), caracterizando o controle negativo. Também em cada reagédo foi
adicionado um tubo contendo DNA sabidamente positivo para validar a reacéo.

Foram utilizadas ponteiras com filtro em todas as fases do experimento, e 0s
procedimentos de extracdo de DNA, e as reacdes de PCR foram realizadas em salas
separadas. O preparo das reacoes e a pipetagem das amostras contendo DNA foram realizados
em capela de fluxo laminar distintas, esterilizadas com luz ultravioleta imediatamente antes de
cada reacao. Todas as reacdes de PCR foram realizadas em sistema fechado.

3.8 Analise Estatistica

Os valores de positividade para Ehrlichia sp. e Anaplasma platys obtidos através dos
diferentes métodos de diagndstico nos felinos do estudo foram avaliados em funcdo das
variaveis obtidas através do questionario epidemioldgico: sexo, raca e idade e comparados
através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de 5% de significancia.

Os valores dos parametros hematologicos do grupo de felinos positivos e negativos
para Ehrlichia sp. e Anaplasma platys do estudo foram submetidos a analise de variancia e
comparados através do teste F, em nivel de 5% de significancia, quando estes apresentaram
distribuicdo normal. Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o
teste Mann-Whitney em nivel de 5% de significancia, para efeito de comparacdo destes
parametros entre o grupo de animais positivos e negativos para este agentes. A frequéncia das
alteracdes hematoldgicas no grupo de animais positivos e negativos foi comparada através do
teste exato de Fisher ou Qui-quadrado em nivel de 5% de significancia. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa BioEstat 4.0 (AYRES, 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 Esfregagos sanguineos

Dentre 0s 216 gatos domésticos amostrados no presente estudo, 18 animais (8,3%)
apresentaram nos esfregacos sanguineos inclusfes sugestivas de agentes Anaplasmataceae em
leucécitos e/ou plaquetas (Figuras 2 e 3). A frequéncia de inclusGes observadas somente em
plaquetas (n=16) foi superior a observada em leucécitos (n=1, sendo em mondcito) e, apenas
um animal apresentou inclusdes em leucocitos e plaquetas simultaneamente (sendo em
plagueta e neutrofilo). As frequéncias de animais positivos na detecgdo direta, em relagdo ao
total de animais provenientes de cada municipio e nas diferentes regides estudadas estdo
representadas na Tabela 3.

Figura 2. Esfregaco sanguineo demonstrando uma inclusdo em plaqueta sugestiva de agentes
Anaplasmataceae (Corante rapido, 1000x).

Figura 3. Esfregaco sanguineo demonstrando uma inclusdo em mondcito sugestiva de
agentes Anaplasmataceae (Corante rapido, 1000x)
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Tabela 3. Frequéncia de felinos domésticos com inclusbes em plaquetas e/ou leucécitos
sugestivas de agentes Anaplasmataceae observadas em esfregacos sanguineos corados por
corante Réapido Panotico domiciliados nos municipios da regido metropolitana do Rio de
Janeiro e nas regides Baixada fluminense e Rio de Janeiro.

Esfregaco sanguineo

Regido Municipio Positivos  Negativos Total
Belford Roxo 0 (0,0%) 8 (100,0%) 8

Duque de Caxias 1 (7,1%) 13 (92,9%) 14

Baixada Fluminense?  Mesquita 0(0,0%) 35 (100,0%) 35
Nova Iguagu 4 (10,3%)  35(89,7%) 39

S&o Jodo de Meriti 3(14,3%) 18 (85,7%) 21

8(38,1%) 109 (93,2%) 117

Rio de Janeiro? Rio de Janeiro 10 (10,1%) 89 (89,9%) 99

a/alores seguidos de mesma letra nao diferem significativamente através do teste Quiquadrado a 5% de
significancia (p<0,05).

4.2 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A deteccdo de anticorpos IgG anti-E. canis pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) demonstrou que 57 (26,4%) felinos domésticos foram soropositivos (Figura
4) no presente estudo. Destes, um animal era procedente do municipio de Belford Roxo, trés
a Duque de Caxias, 12 a Mesquita, 11 a Nova Iguagu, 25 ao Rio de Janeiro e cinco a Sao Joao
de Meriti. As frequéncias de animais soropositivos para a RIFI em relacdo ao total de animais
proveniente de cada municipio e nas diferentes regifes estudadas estdo representadas na
Tabela 4.

(a)

Figura 4. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para diagndstico de E. canis, sendo
(a) controle positivo; (b) controle negativo e (c) amostra positiva de felino doméstico da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro
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Tabela 4. Frequéncia de felinos domésticos positivos pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para Ehrlichia canis domiciliados nos municipios da regido metropolitana do
Rio de Janeiro e nas regides Baixada fluminense e Rio de Janeiro.

RIFI
Regido Municipio Positivos  Negativos Total
Belford Roxo 1(12,5%) 7 (87,5%) 8
Duque de Caxias 3(21,4%) 11 (78,6%) 14
Baixada Fluminense?  Mesquita 12 (34,3%) 23 (65,7%) 35
Nova lguagu 11 (28,2%) 28 (71,8%) 39
Sdo Jodo de Meriti 5(23,8%) 16 (76,2%) 21
32 (27,3%) 85 (72,7%) 117
Rio de Janeiro? Rio de Janeiro 25 (25,2%) 74 (74,8%) 99

a/alores seguidos de mesma letra nao diferem significativamente através do teste Quiquadrado a 5% de
significancia (p<0,05).

4.3 Reacéo de amplificagdo para Ehrlichia sp. pela PCR baseadas no gene 16S rRNA

A deteccdo molecular de Ehrlichia sp. pela nested-PCR, baseada no gene 16s rRNA,
demonstrou a presenca de bandas género-especificas em 37 (17,1%) gatos domésticos (Figura
5). A distribuicdo de animais positivos por municipio foi: a) Belford Roxo (n=2); b) Duque de
Caxias (n=3); ¢) Mesquita (n=7); d) Nova Iguacu (n=7); e) Rio de Janeiro (n=12); f) Sdo Jodo
de Meriti (n=6). A frequéncia de positivos na nested-PCR em relacdo ao total de animais
proveniente de cada municipio e nas diferentes regifes estudadas estdo representadas na
Tabela 5.

PM 1 2 34 5 6 7 8 9 10

358pb

Figura 5. Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com Brometo de
Etideo. Os amplimeros visualizados na foto séo relativos a nested-PCR para Ehrlichia sp.
obtidos com os oligonucleotideos iniciadores ECAN/HE3. Canaleta PM: peso molecular em
escala de 100 pares de bases (Invitrogen®); Canaleta 1: Controle negativo; Canaleta 2:
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Controle positivo; demais Canaletas amostras de felinos domésticos da Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro testadas, sendo as Canaletas 5 e 8 de animais positivos.

Tabela 5. Frequéncia de felinos domésticos positivos pela nested-PCR para Ehrlichia sp.
domiciliados nos municipios da regido metropolitana do Rio de Janeiro e nas regides Baixada
fluminense e Rio de Janeiro.

nested-PCR
Regido Municipio Positivos  Negativos Total
Belford Roxo 2 (25,0%) 6 (75,0%) 8
Duque de Caxias 3(21,4%) 11 (78,6%) 14
Baixada Fluminense?  Mesquita 7 (20,0%) 28 (80,0%) 35
Nova Iguagu 7(19,9%) 32 (82,1%) 39
S&o Jodo de Meriti 6 (28,6%) 15 (71,4%) 21
25 (21,4%) 92 (78,6%) 117
Rio de Janeiro? Rio de Janeiro 12 (12,1%) 87 (87.9%) 99

a\/alores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente através do teste Quiquadrado a 5% de
significancia (p<0,05).

4.4 ReacOes de amplificagdo para Anaplasma platys pela PCR em tempo Real
baseada no gene gltA e pela nested-PCR baseada no gene 16S rRNA

Apenas oito (3,7%) animais foram positivos na PCR em tempo real para A. platys. O
valor médio de C+ observado nos controles positivos foi de 22 ciclos e das amostras positivas
de 34 ciclos (Figura 6). Do total de amostras positivas, uma amostra pertencia ao municipio
de Belford Roxo, cinco pertenciam ao municipio do Rio de Janeiro e duas a Sdo Jodo de
Meriti. As frequéncias de positivos na PCR em tempo real em relacdo ao total de animais
proveniente de cada municipio e nas diferentes regifes estudadas estdo representadas na
Tabela 6.

As amostras positivas na PCR em tempo real foram submetidas a nested-PCR para
amplificacdo de um fragmento de 676 pares de base espécie-especifico para A. platys. Dentre
estes, apenas dois (0,9%) gatos foram positivos na nested-PCR (Figura 7). Estas amostras
foram purificadas e submetidas ao sequenciamento para posterior caracterizacéo.
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Figura 6. Curva de amplificacdo do gene gltA de Anaplasma platys em gatos domésticos da
Regido Metropolitana do Rio de Janeiro obtidas pela PCR em tempo real utilizando o sistema
TagMan. As linhas vermelhas representam os controles positivos e as linhas azuis e rosa
representam trés amostras positivas.

PM 1 2 3 4

676pb

Figura 7. Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com Brometo de
Etideo. Os amplimeros visualizados na foto sdo relativos a nested-PCR para Anaplasma
platys obtidos com os oligonucleotideos iniciadores PLATYS e EHR16sR. Canaleta PM: peso
molecular em escala de 100 pares de bases (Invitrogen®); Canaleta 1: Controle positivo;
Canateta 2: Controle negativo; Canaleta 3: Gato 105 e Canaleta 4 : Gato 176.
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Tabela 6. Frequéncia de felinos domésticos positivos pela PCR em tempo real para
Anaplasma platys domiciliados nos municipios da regido metropolitana do Rio de Janeiro e
nas regides Baixada fluminense e Rio de Janeiro.

PCR em tempo real

Regido Municipio Positivos  Negativos Total
Belford Roxo 1(12,5%) 7 (87,5%) 8

Duque de Caxias 0(0,0%) 14 (100,0%) 14

Baixada Fluminense?  Mesquita 0(0,0%)  35(100,0%) 35
Nova Iguagu 0(0,0%)  39(100,0%) 39

Sdo Jodo de Meriti 2 (9,5%) 19 (90,5%) 21

3(2,6%) 114 (97,4%) 117

Rio de Janeiro? Rio de Janeiro 5 (5,1%) 94 (94,9%) 99

a/alores seguidos de mesma letra nao diferem significativamente através do teste Quiquadrado a 5% de
significancia (p<0,05).

4.5 PCR em Tempo Real para Anaplasma phagocytophilum baseado no gene msp2

Né&o foi observado animais positivos na PCR em tempo real para A. phagocytophilum
utilizando a técnica TagMan-PCR, sendo o valor médio de C; observado nos controles
positivos de 19 ciclos, como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Curva de amplificacdo do gene msp2 de Anaplasma phagocytophilum em gatos
domésticos da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro obtidas pela PCR em tempo real
utilizando o sistema TagMan. A linha vermelha representa os controles positivos.

4.6 Associacdo entre os resultados obtidos no esfregago sanguineo, RIFI e Nested-
PCR para Ehrlichia sp.

Os resultados obtidos para as diversas técnicas de diagnostico de Ehrlichia sp.
utilizados no presente estudo estdo representados na Tabela 7. Dentre os 216 animais
avaliados no presente estudo, 5,6% (n=12) foram positivos para RIFI e nested-PCR, 3,7%
(n=8) para nested-PCR e esfregaco sanguineo, 1,9% (n=4) para RIFI e esfregaco sanguineo e

24



1,4% (n=3) para as trés técnicas. Do total de felinos domésticos avaliados pelo esfregaco

sanguineo, RIFI

e pela nested-PCR, 91 (42,1%) gatos apresentaram-se positivos a pelo
menos um teste e 125 (57,9%) foram negativos simultaneamente aos trés testes.

Tabela 7. Resultados obtidos pelo esfregaco sanguineo (ES), RIFI e nested-PCR para

Ehrlichia sp. em amostras de felinos domésticos da regido metropolitana do Rio de Janeiro

Técnica de diagndstico Positivos Negativos

ES 18 (8,3%) 198 (91,7%)
RIFI 57 (26,4%) 159 (73,6%)
Nested-PCR 37 (17,1%) 179 (82,9%)
RIFI + ES 4 (1,9%) 145 (67,1%)
RIFI + nested-PCR 12 (5,6%) 134 (62,0%)
Nested-PCR + ES 8 (3,7%) 169 (78,2%)
ES + RIFI + nested-PCR 3 (1,4%) 125 (57,9%)

4.7 Andlise hematologica dos animais positivos para Ehrlichia sp.

Os parametros médios do hemograma completo, incluindo eritrograma, leucograma,
trombograma e proteina plasmatica total dos felinos domésticos positivos para Ehrlichia sp.,
em pelo menos uma técnica realizada esta apresentada na Tabela 8. Houve diferenca
significativa na média de neutrofilos segmentados, em que 0s animais positivos apresentaram
média inferior aos negativos, mas ainda dentro dos valores de referéncia reportados para a
espécie. Os demais parametros ndo diferiram entre si a 5% de significancia.
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Tabela 8. Valores médios dos pardmetros relacionados ao eritrograma, leucograma,
trombograma e proteina plasmatica total de felinos domésticos da Regido Metropolitana do
Rio de Janeiro positivos para Ehrlichia sp em pelo menos um teste de diagnostico.

Valores limites

Parametros Resultado N Média DP EP — — Ref\e/ ?elﬂz?;is**
Minimo Maximo

He Positivo 91 697 257 027 128 1105 .00

(X20%mm*)*  Negativo 125 683 223 020 099 1115 o

HB (g/dL) Positvo ~ OL 1098 377 040 220 1800  go,c
Negativo 125  10.93 342 031 140  19.00

HT (56) Positvo 9L 3366 164 122 700 5500 24,45
Negativo 125  3324° 1035 093 400  57.00

voM(my ~ Posiivo  SL  4921* 561 059 3900 8900 2055
Negativo 125  49.09° 387 035 4000  70.00

CHoM (ggry POV 9L 8266 140 015 2800 3500 5135
Negativo 125  32.86° 131 012 2700  35.00

LEUC Posivo 91 1774 1185 124 310 7390 .. .o.

(x107mm?)  Negativo 125 21942 2026 181 090  198.00

LINF Positivo 91 415 313 033 056 1450 L5

(x10%/mm’) Negativo 125 4140 348 031  0.26 21.15 '

MON Positivo 91 0872 080 008 000 653 4114

(x107mm®)  Negativo 125 0968 100 009  0.00 7.96 o

BAST Positivo 91 067" 086 009 000 4.43 003

(x107mm®)  Negativo 125 0772 109 010  0.00 6.50 '

SEG Posiivo 91 1122° 832 087 186 5469 . ...

(x107mm’)  Negativo 125  1355° 921 082 032  44.48 T

EOS Positivo 91 082 117 012 000 9.42 0.0.85

(x107mm®)  Negativo 125 0900 138 012  0.00 8.10

BAS Positivo 91 000 000 000 000 0.00 0015

(x107 mm’)  Negativo 125 002 014 001  0.00 1.43

PLAQ Posiivo 91 429.67° 32746 3433  37.00 134600 .o oo

(x107mm’)  Negativo 125 412912 32103 2871 1500 1662.00

PPT (/L) Positivo 91 75¥ 104 01l 400 100 oo,
Negativo 125 7.492 1.05 0.09 4.60 11.00

"Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste ANOVA a
5% de significancia (p<0,05). *Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem
significativamente através do teste de Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemacias; HB:
hemoglobina; HT: hematécrito; VGM: volume globular médio; CHCM: concentracdo de hemoglobina globular
média; LEUC: leucdcitos; LINF: linfocitos; MON: mondcitos; BAST: neutrofilos bastdes; SEG: neutrofilos
segmentados; EOS: Eosindfilos; BAS: basofilos; PLAQ: plaquetas; PPT: Proteina plasmética total; N: ndmero
de felinos domésticos; DP: desvio padrao; EP: erro padrdo. ~ Valores de referéncia segundo Schalm’s (2010).
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Avaliando os 91 animais positivos para Ehrlichia sp. em pelo menos um dos testes de
diagndstico empregados no presente estudo, as alteracdes hematoldgicas mais frequentemente
observadas foram: trombocitopenia (n=46; 50,5%), leucocitose (n=31; 34,1% ), neutrofilia
(n=28; 30,8%), desvio a esquerda regenerativo (n=53; 58,2%), anemia (n=16; 17,6%) e
hiperproteinemia (n=50; 54,9%). Na tabela 9 estdo demonstrados a associagdo entre 0s
resultados obtidos pelo esfregaco sanguineo, RIFI e nested-PCR e os achados hematoldgicos
nas amostras positivas para Ehrlichia sp. E digno de nota, que apenas trés (3,3%) animais
apresentaram pancitopenia; a anemia associada a trombocitopenia foi observada em 12
(13,2%) animais. E, dentre os 16 animais com anemia, 14 apresentaram anemia normocitica
normocrémica e apenas dois felinos anemia do tipo macrocitica hipocrémica.

E digno de nota, que os animais negativos apresentaram alteragcbes hemat6logicas no
hemograma completo (Tabela 8 e Tabela 9).

Tabela 9. Associacdo entre os resultados obtidos pelo esfregaco sanguineo (ES), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Nested Reacdo em Cadeia pela Polimerase (nested-
PCR) e achados hematoldgicos nas amostras positivas para E. canis obtidas de felinos
domésticos da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Teste RIFI nested-PCR ES/RIFI/nested-PCR
Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
Parametro N 18 198 57 159 37 179 91 125
hematol6gico
Anemia 2 37 9 30 9 30 16 23
(11,1%)  (18,7%) (15,8%) (18,9%) (24,3%)  (16,7%) (17,6%) (18,4%)
DER 11 111 32 90 25 97 53 69
(61,1%) (56,1%) (56,1%) (56,6%) (67,6%) (54,2%) (58,2%)  (55,2%)
Eosinofilia 7 60 18 49 13 54 30 37
(38,9%) (30,3%) (31,6%) (30,8%) (351%) (30,2%) (33,0%) (29,6%)
Hiperproteinemia 6 81 27 60 6 81 50 37
(33,3%)  (40,9%) (47,4%) (37,7%) (16,2%) (452%) (54,9%) (29,6%)
Hipoproteinemia 0 . 0 5 2 3 2 3
(0,0%)  (25%)  (0,0%)  (31%) (54%)  (1,7%)  (22%)  (2,4%)
Leucocitose 6 81 17 70 13 74 31 56
(33,3%)  (40,9%)  (29,8%)  (44,0%) (35,1%) (41,3%) (34,1%) (44,8%)
Leucopenia 1 12 4 9 2 11 6 7
(55%)  (6,1%)  (7.0%)  (5,7%) (54%)  (6,1%)  (6,6%)  (5,6%)
Linfocitose 3 28 6 25 6 25 13 18
(16,7%) (14,1%) (10,5%) (15,7%)  (16,2%) (14,0%) (14,3%) (14,4%)
Linfopenia 1 38 11 28 7 32 16 23
(5,5%) (19,2%)  (19,3%) (17,6%)  (18,9%) (17,9%) (17,6%) (18,4%)
Monocitose 4 36 5 35 8 32 14 26
(22,2%) (18,2%)  (8,8%)  (22,0%) (21,6%) (17,9%) (15,4%) (20,8%)
Monocitopenia 0 9 0 9 ! 8 1 8
(0,0%) (4,5%) (0,0%) (5,7%) (2,7%) (4,5%) (1,1%) (6,4%)
Neutrofilia 4 76 19 61 10 70 28 52
(22,2%)  (38,4%) (33,3%) (38,4%) (27,0%) (39,1%) (30,8%)  (41,6%)
Neutropenia 1 5 2 4 1 5 2 4
(55%)  (25%)  (35%)  (2,5%)  (2,7%)  (2,8%)  (2.2%)  (3,2%)
Trombocitose 1 20 10 11 3 18 11 10
(5,5%) (10,1%)  (17,5%) (6,9%) (8,1%) (10,0%)  (12,1%) (8,0%)
Trombocitopenia 10 96 29 77 14 92 46 60
(55,5%) (48,5%)  (50,9%) (48,4%)  (37,8%) (51,4%)  (50,5%) (48,0%)

N: nimero de felinos domésticos; DER: Desvio a esquerda regenerativo; ES: Esfregaco sanguineo; RIFI: Reacédo
de Imunofluorescéncia Indireta; nested-PCR: nested Reagdo em cadeia pela Polimerase
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4.8 Associagdo entre os achados hematoldgicos e os resultados obtidos pelo esfregaco
sanguineo e PCR em tempo real para Anaplasma platys

Dezessete (7,9%) animais apresentaram inclusdes sugestivas de agentes
Anaplasmataceae em plaquetas na deteccdo direta pelo esfregago sanguineo e oito (3,7%)
felinos domésticos foram positivos na PCR em tempo real para A. platys, sendo que dentre
estes apenas dois (0,9%) apresentaram inclusdes durante a pesquisa em esfregaco sanguineo.
Dentre os 216 felinos domésticos participantes do presente estudo, 23 (10,6%) apresentaram-
se positivos para A. platys em pelo menos uma técnica diagndstica.

Em relacdo aos parametros médios do hemograma completo, incluindo eritrograma,
leucograma, trombograma e proteina plasmatica total dos felinos domésticos positivos para A.
platys em pelo menos uma técnica realizada, estdo apresentados na Tabela 10. A média de
linfocitos dos animais positivos foi maior que a média dos negativos, mas ainda dentro do
valor de referéncia para felinos domésticos. Os demais pardmetros ndo apresentaram
diferenca estatistica a 5% de significancia. E digno de nota, que 0s animais negativos
apresentaram alteracdes hematoldgicas no hemograma completo (Tabela 10).
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Tabela 10. Valores médios dos parametros relacionados ao eritrograma, leucograma e
trombograma de felinos domésticos do Rio de Janeiro em fungdo do resultado positivo para
Anaplasma platys em pelo menos um teste.

Valores limites

Parametros Resultado N  Média DP EP — — Re]igér“e%rceiZis*
Minimo Maximo
He Positivo 23 7470 248  0.52 2.00 1105 £o100
(x107mm®)  Negativo 193 6.828 236  0.17 0.99 11.15 o
HB(ay ~ Posivo 23 117% 348  0.72 3.50 1640 40150
Negativo 193 10.86? 357 0.26 1.40 19.00
HT (56) Positvo 23 35.60° 1071 223 1100 52.00 24,45
Negativo 193 3316 1091 079 4.00 57.00
VoM (my  Positvo 23 48.49° 390 08l  41.00 55.00 2055
Negativo 193 49,22 476 034  39.00 89.00
CHGM Positivo 23 32.89% 133 028 3100 35.00 5135
(g/dL) Negativo 193  32.762 135 0.10 27.00 35.00
LEUC Positivo 23 1978 1152 2.0 4.10 4660 oo ooc
(x107mm’)  Negativo 193 2022¢ 1791  1.29 0.90  198.00
LINF Positivo 23 5.86° 465 097 0.66 20.50 L5
(x10/mm?)  Negativo 193 3.95° 309  0.22 0.26 21.15
MON Positivo 23 0.822 043 0.9 0.00 160 o114
(x107 mm’)  Negativo 193 0.932 0.96 0.07 0.00 7.96
BAST Positivo 23 0.83° 0.96 0.20 0.00 4.03 003
(x107 mm’)  Negativo 193 0.722 .00 0.07 0.00 6.50
SEG Positivo 23 11.30% 681 142 1.90 2486 ,oioc
(x107 mm’)  Negativo 193 12.722 913  0.66 0.32 54.69
EOS Positivo 23 0.972 093 0.9 0.00 4.19 0.0.85
(x107 mm’)  Negativo 193 0.852 134 0.10 0.00 9.42
BAS Positivo 23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0015
(x107mm’)  Negativo 193 0.01 011 001 0.00 1.43
PLAQ Posiivo 23 41600° 32553 67.88  37.00  1060.00 40 o0
(x107mm’)  Negativo 193 420450 32366 2330 1500  1662.00
o7 (o) Positivo 23 7.36° 0.8 0.17 6.00 920 oo
Negativo 193 7.528 1.07 0.08 4.00 11.00

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemécias; HB: hemoglobina; HT: hematécrito; VGM: volume
globular médio; CHCM: concentracdo de hemoglobina globular média; LEUC: leucdcitos; LINF: linfdcitos;
MON: mondcitos; BAST: neutréfilos bastdes; SEG: neutréfilos segmentados; EOS: Eosinéfilos; BAS: basofilos;
PLAQ: plaguetas; PPT: Proteina plasmatica total; N: numero de felinos domésticos; DP: desvio padréo; EP: erro
padrdo. Valores de referéncia segundo Schalm’s (2010).
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As alteracBes hematoldgicas mais frequentemente observadas nos animais positivos
para A. platys foram: trombocitopenia (n=12; 52,2%), leucocitose (n=9; 39,1%), neutrofilia
(n=7; 30,4%), desvio a esquerda regenerativo (n=16; 69,6%) e anemia (n=3; 13,0%),
conforme demonstrado na tabela 11. Vale ressaltar que os trés animais apresentaram anemia
normocitica normocrdémica e apenas um (4,3%) animal apresentou pancitopenia. Somente
dois (8,7%) animais apresentaram anemia simultaneamente a trombocitopenia, e
hiperproteinemia foi evidenciada em sete (30,4%) felinos.

Tabela 11. Associacdo entre os resultados obtidos pelo esfregago sanguineo (ES) e PCR em
tempo real (QPCR) e achados hematoldgicos nas amostras positivas para A. platys obtidas de
felinos domésticos da regido metropolitana do Rio de Janeiro.

Teste ES gPCR ES/gPCR
Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos
Parametro N 17 199 8 208 23 193
hematologico
Anemia 2 37 1 38 3 36
(11,8%) (18,6%) (12,5%) (18,3%) (13,0%) (18,6%)
DER 11 111 7 115 16 106
(64,7%) (55,8%) (87,5%) (55,3%) (69,6%) (54,9%)
Eosinofilia 6 61 > 62 10 57
(35,3%) (30,6%) (62,5%) (29,8%) (43,5%) (29,5%)
Hiperproteinemia 5 82 3 84 7 80
(29,4%) (41,2%) (37,5%) (40,4%) (30,4%) (41,4%)
Hipoproteinemia 0 S 0 5 0 S
(0,0%) (2,5%) (0,0%) (2,4%) (0,0%) (2,6%)
Leucocitose S 82 5 82 9 8
(29,4%) (41,2%) (62,5%) (39,4%) (39,1%) (40,4%)
Leucopenia 1 12 0 13 1 12
(5,9%) (6,0%) (0,0%) (6,2%) (4,3%) (6,2%)
Linfocitose 3 28 2 29 5 26
(17,6%) (14,1%) (25,0%) (13,9%) (21,7%) (13,5%)
Linfopenia 1 38 0 39 1 38
(5,9%) (19,1%) (0,0%) (18,7%) (4,3%) (19,7%)
Monocitose 4 36 2 38 5 35
(23,5%) (18,1%) (25,0%) (18,3%) (21,7%) (18,1%)
Monocitopenia 1 ! 0 8 1 !
(5,9%) (3,5%) (0,0%) (3,8%) (4,3%) (3,6%)
Neutrofilia 4 76 4 76 ! 3
(23,5%) (38,2%) (50,0%) (36,5%) (30,4%) (37,9%)
Neutropenia 1 5 0 6 1 S
(5,9%) (2,5%) (0,0%) (2,9%) (4,3%) (2,6%)
Trombocitose 1 20 1 20 2 19
(5,9%) (10,1%) (12,5%) (9,6%) (8,7%) (9,8%)
Trombocitopenia 3 97 5 101 12 94
(52,9%) (48,7%) (62,5%) (48,5%) (52,2%) (48,7%)

N: nimero de felinos domésticos; DER: Desvio a esquerda regenerativo; ES: Esfregaco sanguineo; RIFI: Reacédo
de Imunofluorescéncia Indireta; nested-PCR: nested Reagdo em cadeia pela Polimerase
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Os parametros médios do hemograma completo, incluindo eritrograma, leucograma,
trombograma e proteina plasmatica total dos felinos domésticos positivos para A. platys pela
PCR em tempo real estdo apresentados na Tabela 12. As médias de linfocitos, neutrofilos
bastBes e eosinofilos dos animais positivos foram superiores as médias dos negativos para a
PCR em tempo real e acima do limite para a espécie. Os demais parametros ndo apresentaram
diferenca a 5% de significancia. E valido ressaltar que, apesar de ndo haver diferenca
significativa, a média de leucdcitos e neutrofilos segmentados dos animais positivos foi
superior a dos negativos e acima do valor de referéncia para gatos.
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Tabela 12. Valores médios dos pardmetros relacionados ao eritrograma, leucograma,
trombograma e proteina plasmatica total de felinos domésticos da Regido Metropolitana do

Rio de Janeiro positivos para Anaplasma platys pela gPCR.

Valores limites

Parametros  Resultado N Média DP EP — — Re]igér“e%rceiZis*
Minimo Maximo

He Positivo 8 6.242 205 073 2.00 8.77 £ 0-10.0

(x107mm®)  Negativo 208 6918 239 047 099 1115 o

HB (g/dL) Positivo 8 100128 3.07  1.09 3.50 12.40 8.0-15.0
Negativo 208 10992 358  0.25 1.40 19.00

HT (%) Positivo 8 30258 918  3.24 11.00  38.00 2445
Negativo 208  3354% 1095 0.76 4.00 57.00

VoM (fm9)  Positivo 8 49258 433 153 4100  55.00 39.55
Negativo 208  49.14° 469 033  39.00  89.00

CHGM Positivo 8 32788 129 046  31.00  35.00 3135

(g/dL) Negativo 208 32772 135 009  27.00  35.00

LEUC Positivo 8 26142 1322  4.68 7.80 46.60 55105

(x10% mm%)  Negativo 208 19.94¢ 1744 121 0.90 198.00

LINF Positivo 8 773 594 210 3.12 20.50

(x10mm?)  Negativo 208 401° 313 022 0.26 21.15 L7

MON Positivo 8 09628 035  0.12 0.60 1.44

(x107 mm’)  Negativo 208 0922 094  0.06 0.00 7.96 0113

BAST Positivo 8 1.342 1.24 0.44 0.00 4.03

(x107 mm’)  Negativo 208 071° 098  0.07 0.00 6.50 0-0.3

SEG Positivo 8 14.688 741  2.62 2.96 24.55

(x107mm’)  Negativo 208 12498 896 062 032  54.69 25125

EOS Positivo 8 1.43¢ 1.27 0.45 0.29 4.19

(x107 mm’)  Negativo 208 084° 130 009 000 942 0085

BAS Positivo 8 0.00  0.00  0.00 0.00 0.00 0.0.15

(x107mm)  Negativo 208 001 011 001 0.00 1.43

PLAQ Positivo 8 308.758 31949 112.96  46.00  1060.00 300-900

(x107mm’)  Negativo 208 424.25¢ 32323 2241 1500  1662.00
POSitivo 8 7588  1.03  0.36 6.00 9.20

PPT@AL) st 208 756 105 007 400 1100 5,5-7.5

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemécias; HB: hemoglobina; HT: hematécrito; VGM: volume
globular médio; CHCM: concentracdo de hemoglobina globular média; LEUC: leucdcitos; LINF: linfdcitos;
MON: mondcitos; BAST: neutréfilos bastdes; SEG: neutréfilos segmentados; EOS: Eosinéfilos; BAS: basofilos;
PLAQ: plaguetas; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de felinos domésticos; DP: desvio padréo; EP: erro
padrdo. Valores de referéncia segundo Schalm’s (2010).
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4.9 Avaliacéo da Co-positividade para E. canis e A. platys

Apenas um animal (0,5%) apresentou positividade para E. canis e A. platys
simultaneamente, sendo positivo no PCR em tempo real para A. platys e na sorologia para E.
canis. Nenhum animal foi positivo para ambos o0s agentes pelas técnicas de biologia
molecular.

4.10 Fatores associados a positividade para Ehrlichia sp. e A. platys

Avaliando os dados de sexo, raga e idade em associagdo com os resultados de
positividade para Ehrlichia sp. nas diferentes técnicas (Tabela 13), apenas a variavel idade
apresentou diferenca a 5% de significancia. Filhotes apresentaram menor positividade pela
RIFI, em relacdo aos adultos e idosos. Por outro lado, pela nested-PCR observou-se maior
frequéncia de positividade para filhotes.

Os dados referentes aos felinos positivos para A. platys pela PCR em tempo real estdo
demonstrados na Tabela 14. N&o houve diferenca entre as variaveis a 5% de significancia.

Tabela 13. Associacao entre os dados de sexo, raga e idade com os resultados na deteccéo por
esfregaco sanguineo (ES), Reacdo de Imunofluorescencia Indireta (RIFI) e Nested Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (nested-PCR) para Ehrlichia sp.

Teste ES RIFI E. canis nested-PCR E. canis
N 18 57 37

Fémeas 119 112 (9,2%) 322 (26,9%) 162 (13,4%)

Sexe Machos 97 7% (7,2%) 252 (25,8%) 212 (21,6%)

Filhotes 55 7% (12,7%) 8 (14,5%) 122 (21,8%)

dade* Adultos 87 62 (6,9%) 29% (33,3%) 16 (18,4%)
Idosos 46 22 (4,3%) 13% (28,3%) 3 (6,5%)

NI 28 32(10,7%) 7% (25,0%) 6% (21,4%)

SRD 183 162 (8,7%) 462 (25,1%) 312 (16,9%)

Raca CRD 27 22 (7,4%) 102 (37,0%) 42 (14,8%)
NI 6 02 (0,0%) 12 (16,7%) 22 (33,3%)

*Filhotes 0 a 12 meses, adultos 13 a 84 meses e idosos acima de 85 meses. NI: ndo informado. *Valores seguidos
de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste de Quiquadrado a 5% de
significancia (p<0,05).
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Tabela 14. Associacdo entre os dados de sexo, raga e idade com os resultados na deteccéo por
esfregaco sanguineo (ES) e Reacdo em Cadeia pela Polimerase em tempo real (QPCR) para
Anaplasma platys

Teste ES gPCR A. platys
N 18 8
Fémeas 119 112 (9,2%) 42 (3,4%)
Sexo Machos 97 72 (7,2%) 42 (4,1%)
Filhotes 55 72 (12,7%) 42 (7,3%)
Adultos 87 62 (6,9%) 12 (1,1%)
Idade*
Idosos 46 22 (4,3%) 22 (4,3%)
NI 28 32 (10,7%) 12 (3,6%)
SRD 183 162 (8,7%) 82 (4,4%)
Raca CRD 27 23 (7,4%) 0% (0,0%)
NI 6 02 (0,0%) 0?2 (0,0%)

*Filhotes 0 a 12 meses, adultos 13 a 84 meses e idosos acima de 85 meses. NI: ndo informado. *Valores seguidos
de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste de Quiquadrado a 5% de
significancia (p<0,05).

4.11 Sequenciamento de Nucleotideos e Caracterizacdo Molecular dos Isolados

Dentre as 37 (17,1%) amostras positivas na nested-PCR para E. canis, duas foram
purificadas e submetidas ao sequenciamento do fragmento de 358pb para o gene 16S rRNA.
Os resultados obtidos demonstraram que uma sequéncia do presente estudo apresentou 100%
de similaridade com isolados de Ehrlichia sp. e E. canis (JN121380) e a outra demonstrou
99% de similaridade com isolados de Ehrlichia sp. ocelot (ANDRE et al., 2012) e Ehrlichia
sp. little-spotted-cat (ANDRE et al., 2012).

As duas amostras positivas na nested-PCR para A. platys foram purificadas e
submetidas ao sequenciamento do fragmento de 676pb para o gene 16S rRNA. As duas
sequéncias obtidas apresentaram 100% de similaridade com isolados de A. platys
preveamente descritos.

Em funcdo destes resultados, outras amostras serdo submetidas ao sequenciamento
visando a caracterizacdo dos isolados deste estudo.
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5. DISCUSSAO

As doencas transmitidas por vetores artropodes mostram-se cada vez mais presentes
mundialmente, causando prejuizos econémicos, afetivos e em saude puablica. Os felinos
domésticos sdo pouco estudados como hospedeiros desses agentes, apesar da estreita
convivéncia com o homem. Com isso h& necessidade de estudos para melhor caracterizar
quais agentes estdo presentes nesta populacdo, sua prevaléncia, quais seus vetores e as vias de
transmissdo que afetam os felinos domésticos.

No presente estudo, os achados na deteccdo direta pelo esfregago sanguineo
demonstraram inclusdes caracteristicas de agentes Anaplasmataceae em 18 animais (8,3%,
n=216), sendo que 16 foram observadas em plaquetas, uma em mondcito e um animal com
inclusdo em ambas as células. A deteccdo direta por esfregaco sanguineo € um método de
diagndstico rapido, pratico e amplamente utilizado na pesquisa de hematozoarios. Porém,
principalmente nos casos de infeccdo natural e dependendo do estagio desta, a parasitemia é
baixa, dificultando a localizagdo de células infectadas nos campos pesquisados (NAKAGHI et
al., 2008). Além disso, alteracbes morfoldgicas nas células podem ser confundidas durante a
leitura na microscopia, especialmente em plaquetas que apresentam densas granulacdes ou
resquicios nucleares de megacariocitos, similares a morulas (MYLONAKIS et al., 2003).
Como diagnostico diferencial deve-se considerar também as inclusdes virais e de outros
hemoparasitas fagocitados e/ou sobrepostos que podem ser confundidas com inclusdes de
agentes Anaplasmataceae (NEITZ;, THOMAS, 1938). Adicionalmente, precipitados de
corantes e artefatos sobre os leucocitos podem ser confundidos com estruturas caracteristicas
desses agentes (DAGNONE et al., 2001).

Neitz e Thomas (1938) propde a confeccdo do esfregaco sanguineo a partir da
primeira gota de sangue periféerico com a justificativa de que essa gota contéem mais
mononucleares do que as gotas seguintes. Porém Mylonakis et al. (2003) compararam o
diagnostico direto para E. canis a partir de diferentes tecidos, como sangue periférico (SP),
capa leucocitaria (CL), aspirados de medula 6ssea (MO) e linfonodo (LN) e constataram que
esta técnica a partir de SP apresenta menor sensibilidade (8%) em comparacdo a CL (66%),
MO (34%) e LN (60,9%), desencorajando seu uso para diagnostico.

E valido ressaltar que os diferentes géneros da familia Anaplasmataceae podem
parasitar células em comum. Assim, morulas de E. canis podem ser observadas em plaquetas
tanto em felinos (ALMOSNY, 1998), quanto em caes (RAMOS et al., 2009; DAGNONE,
2006; SOUSA, 2006). E, inclusdes em plaguetas podem ser visualizadas nas infeccdes por A.
platys e E. canis, assim como inclusdes em granulécitos podem caracterizar infeccdo por E.
canis, E. ewingii, A. phagocytophilum ou outro agente Anaplasmataceae, ja que todos se
caracterizam pela formacao de morulas.

A frequéncia de animais positivos através da deteccdo direta por esfregaco sanguineo
no presente estudo foi similar ao reportado por Correa et al. (2011), que observou 9,89%
(9/91) de mérulas em plaguetas de gatos domésticos do Norte Fluminense e por Braga (2010),
que relatou inclusbes caracteristicas de Ehrlichia sp. em 9,5% (19/200) dos gatos do
Maranhdo. Porém, considerando-se os fatores acima discutidos, a deteccdo direta por
esfregaco sanguineo nao deve ser utilizada como Unica forma de diagndstico.

Na Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos 1gG
anti-E. canis foram observados 57 (26,4%) felinos soropositivos. A RIFI é considerada o
padrdo ouro das sorologias para o diagndstico de E. canis, especialmente em caes, pois
detecta anticorpos séricos em animais portadores ou com infeccdo crénica que mantém
parasitemia baixa ou ndo detectavel ao microscopio éptico (AGUIAR et al., 2007). Sabe-se
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que a infec¢do por E. canis determina titulos consistentes, havendo um aumento de quatro
vezes na fase aguda, além de permanecerem circulantes por varios meses apés eliminagdo do
agente (BARTSCH; GREENE, 1996). Além disso, a RIFI € um método pratico, simples e
sensivel e, comparada aos demais métodos de diagnostico, especialmente os moleculares, ndo
requer equipamentos caros, tornando-se mais acessivel para diagnostico na rotina clinica e
laboratorial. Tal o fato, que a RIFI é bastante utilizada em levantamentos epidemiolégicos e
como método de triagem para o diagnostico de diversas enfermidades.

Porém, resultados falso-negativos podem ser observados nos casos de infeccdo
recente, onde o sistema imune ainda ndao produziu anticorpos contra o agente. A RIFI também
ndo difere um quadro de infeccdo atual de um quadro de exposicdo sem infeccdo
propriamente dita ou de uma infeccdo prévia (SHAW et al., 2001). Reac¢des cruzadas também
podem ocorrer, gerando resultados falso-positivos, ja que as espécies de erliquias dividem
antigenos em comum. Aliado a isso, deve-se considerar a variagdo entre laboratérios em
relacdo a interpretacdo de titulos soroldgicos, ao antigeno utilizado e do profissional que
realiza a leitura das ldminas, o que torna o resultado subjetivo. No presente estudo, foram
utilizadas laminas com o antigeno obtido a partir de cultura de células DH82 infectadas com a
amostra Jaboticabal de E. canis, sendo de qualidade comprovada e amplamente utilizados no
diagnostico da erliquiose em diversos estudos ja realizados (AGUIAR et al., 2007; ANDRE et
al., 2010; BRAGA et al., 2012; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI et al., 2008).

A partir da utilizagdo da RIFI, como um dos métodos de diagnostico, foi possivel
observar que a frequéncia de positividade foi superior ao observado por Braga et al. (2012),
em gatos domesticos do Maranhdo, que reportaram 5,5% (11/200) de animais soropositivos
utilizando o mesmo protocolo e ponto de corte para a RIFI do presente estudo. No entanto,
Ortufio et al. (2005) na Espanha, reportaram resultados semelhantes, onde foram avaliados
235 animais, sendo positivos na RIFI para Ehrlichia sp, 17,4% gatos errantes e 18,45% gatos
domiciliados. Resultados superiores também foram observados por Stubbs et al. (2000) no
Colorado, Estados Unidos, onde dentre os 22,1% (76/244) dos animais soropositivos apenas
13,2% (10/76) foram positivos para E. canis e 22,4% (17/76) positivos para E. canis e N.
risticii simultaneamente. Aguirre et al. (2004), por sua vez, relatou soroprevaléncia inferior a
observada neste estudo, onde 10,6% (13/122) felinos domésticos de Madrid foram
soropositivos para E. canis. De modo semelhante, Solano-Gallego et al. (2006) na Espanha
demonstraram que apenas 11,3%, dentre 168 felinos domésticos, foram soropositivos pala
RIFI. Por outro lado, Bouloy et al. (1994) evidenciaram resultados bem superiores, relatando
uma soroprevaléncia de 82,4% . As diferencas de frequéncia de animais soropositivos para
Ehrlichia observada entre os diversos estudos no Brasil e no mundo provavelmente estdo
associadas a distribuicdo dos vetores, ao clima de cada regido e a sazonalidade dos vetores
conforme a estacdo do ano, do nUmero amostral avaliado, da populacao escolhida para estudo,
da presenca ou ndo de fatores associados ao local de criacdo ou habitat destes animais, como
contato com outros animais, presenca de ectoparasitos e acesso a rua e das limitacdes da
técnica de diagndstico utilizada, bem como da qualidade do antigeno em questéo.

Na nested-PCR, para deteccdo de Ehrlichia sp baseada no gene 16s rRNA, foram
observados 17,1% (37/216) de gatos domésticos positivos. A nested-PCR para E. canis €
altamente sensivel, capaz de detectar valores 100 vezes superiores a PCR convencional
baseado no gene 16s rRNA de Ehrlichia spp. (WEN et al., 1997). Aguirre et al. (2008)
demonstraram que a nested-PCR chega a ser 33% mais eficiente para a deteccdo de E. canis
que a PCR convencional. Ramos et al. (2009) destacam a utilizacdo da nested-PCR na
pesquisa de E. canis, por ser sensivel e especifica na deteccdo deste patdgeno. Porém,
Machado (2004) testando as técnica de PCR (gene dsb) e nested-PCR (gene 16s rRNA) em
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caes naturalmente infectados por E. canis demonstrou que as duas técnicas sdo adequadas ao
diagndstico da erliquiose. A maior sensibilidade depende do alvo molecular utilizado na
identificacdo da sequéncia do DNA de E. canis utilizado na PCR. Como desvantagem, a
nested-PCR apresenta tempo de execucdo superior a PCR, além da possibilidade de falso-
positivos devido a contaminacdo por produtos da PCR da primeira etapa (ALVES et al., 2005;
MARSILIO et al., 2006; VINASCO et al., 2007).

A frequéncia de positivos na nested-PCR do presente estudo foi similar ao observado
por Oliveira et al. (2009) que reportaram 20% (3/15) de positivos pela PCR para E. canis em
felinos de Minas Gerais. Braga et al. (2012), por sua vez, relatou 1% (2/200) de gatos
positivos para Ehrlichia sp. no Maranhdo. De modo analogo, resultados inferiores foram
relatados por Yin-Chiachun et al. (2003) no Taiwan, em que 11,76% (2/17) dos felinos foram
positivos pela nested-PCR para E. canis. J& Tabar et al. (2007) observaram 1% (1/100) de
gatos positivos pela PCR para os géneros Ehrlichia/Anaplasma na Espanha. Como
mencionado anteriormente, as diferengas observadas na frequéncia de positividade pela PCR
nas diversas regides provavelmente estdo relacionadas as caracteristicas geograficas e
climaticas de cada regido avaliada, da distribuicdo de possiveis vetores, particularidades de
cada estudo e no gene alvo da PCR.

Na PCR em tempo real (QPCR) baseada no gene gltA para A. platys, 3,7% (8/216) dos
felinos domésticos amostrados foram positivos. A gPCR ou PCR quantitativa permite a
obtencdo de resultados de forma rapida e simultanea a execucdo da reacao, sendo mais precisa
e rapida em relagdo a PCR convencional (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Acredita-se que
em fungdo disso, somente duas das oito amostras positivas na g°PCR foram novamente
positivas quando submetidas a nested-PCR baseada no gene 16S rRNA no presente estudo. A
gPCR também € menos propensa a contaminacdes, consegue avaliar o ciclo (Ct) exato onde a
reacdo atinge o limitar de deteccdo e ndo necessita de processamento pos-PCR.
Adicionalmente, o sistema de sonda Tag Man®, utilizado no presente estudo, € um método
altamente especifico (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

Os resultados obtidos pela qPCR no presente estudo foram inferiores ao observado por
Correa et al. (2011) que reportou 13,18% (12/91) de felinos positivos na nested-PCR. E digno
de nota que, na literatura consultada, este e o presente estudo sdo os Unicos que abrangem um
grande nimero de animais e a deteccdo molecular de A. platys em felinos domésticos, visto
gue apenas casos isolados de animais doentes foram relatados até o presente momento.

N&o houve animais positivos para A. phagocytophilum pela gPCR baseada no gene
msp2. A auséncia de detec¢do de A. phagocytophilum pode ser esperada uma vez que o0 agente
é raro no pais, ndo tendo sido detectado até os dias atuais em felinos domésticos ou silvestres
no Brasil. Esse resultado corrobora com os estudos de D’agnone (2006) que também nao
observou animais positivos ao testar cdes de Jaboticabal-SP e Campo Grande-MS pela PCR
baseada no gene msp2. Também Billeter et al. (2007) ndo obtiveram deteccdo molecular do
agente em 460 felinos domesticos dos Estados Unidos apesar da soropositividade a RIFI
(4,3%). Da mesma forma, na Espanha ndo houve deteccdo molecular de A. phagocytophilum
apesar dos positivos na RIFI (6/122) (AGUIRRE et al., 2004). Aliado a isso, esta o fato de
que as principais proteinas de superficie, como a MSP (“Major SurfaceProtein”) apresentam
uma expressdo diferencial quando sofrem pressdo de selecdo imune, 0 que resulta em
variabilidade antigénica (CASPERSEN et al., 2002). Com isso, ha divergéncia entre isolados
de diferentes regides geograficas, podendo acarretar em diagnostico falso-negativo. Alem
disso, existe a possibilidade de infeccdo com baixa parasitemia, onde apesar do uso de
técnicas sensiveis e especificas, a quantidade do parasita no organismo do animal hospedeiro
é extremamente baixa que ndo é detectdvel. Também se especula que o parasita pode ser
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sequestrado por outros tecidos, como o baco, ndo permanecendo presente no sangue (LAPPIN
et al., 2004). Sabe-se que o agente circula no pais, como relatado pelos estudos de Santos et
al. (2011) com cdes do municipio de Seropédica e Machado et al. (2012) com aves selvagens
no Brasil. Com isso, estudos envolvendo um maior nimero de animais amostrados ou com
historico de contato com carrapatos poderiam criar uma caracterizagdo molecular mais
abrangente e definitiva, auxiliando desta forma no diagnéstico deste agente zoondtico no pais.

Considerando-se a associacdo dos resultados obtidos pelas diferentes técnicas
utilizadas no presente estudo para o diagnostico de Ehrlichia sp., do total de animais
avaliados (216), 1,9% (n=4) foram positivos simultaneamente para RIFI e esfregago
sanguineo, 5,6% (n=12) para RIFI e nested-PCR, 3,7% (n=8) para nested-PCR e esfregaco
sanguineo e 1,4% (n=3) para as trés técnicas. Por outro lado, 11,6% (n=25) foram negativos
a RIFI e positivos na nested-PCR. Segundo Nakaghi (2004), com base nestes achados, pode-
se sugerir a fase da erliquiose em que se encontravam 0s animais naturalmente infectados.
Sabe-se que em caes titulos de anticorpos estdo presentes no soro a partir do 7° dia pds-
infeccdo (TROY & FORRESTER, 1990) e que estes anticorpos podem estar presentes mesmo
apo6s a eliminacdo da E. canis, produzindo falso-positivos. Contudo, a nested-PCR pode
detectar o parasita mais precocemente permanecendo positiva por até 34 meses pds-infecgéo,
mesmo na auséncia de sinais clinicos (HARRUS et al., 1998), e 0 DNA da E. canis nédo
persiste apos o tratamento, sua eliminacdo, portanto, ndo produz falso-positivos como na
sorologia (WEN et al., 1997). O esfregago sanguineo, por sua vez, apresenta boa sensibilidade
durante a fase aguda da infeccdo, mas vale mencionar que falso-positivos podem ocorrer uma
vez que morulas podem ser confundidas com demais alteragdes morfologicas ou artefato. Por
outro lado, a proporcao de células infectadas em um animal com erliquiose é menor que 1%
(COWELL et al. 1999) e a auséncia do parasita no esfregaco ndo exclui o diagnostico positivo
(EWING, 1969). Neste estudo, os animais utilizados eram oriundos da rotina ambulatorial e,
portanto, impossivel de se determinar exatamente a fase de infeccéo.

Acredita-se que 0s quatro animais positivos simultaneamente na RIFI e esfregaco
sanguineo representem estagio da infeccdo em que o parasita continua circulante no sangue e
ja houve tempo suficiente para ativacdo do sistema imune e producdo de anticorpos 1gG
contra ele, visto que anticorpos IgM e IgG sé sdo detectaveis 1-3 semanas apds infeccédo
(McBRIDE et al., 1996). Quanto aos animais positivos apenas no esfregaco sanguineo e
negativos na RIFI (n=14), pode-se inferir tratar-se de uma infeccdo recente, sem que tenha
havido tempo suficiente para a producdo de anticorpos ou que o tratamento com antibiotico
tenha interrompido a resposta com anticorpos (DAWSON et al., 1996). E deve-se considerar
também que as inclusdes observadas podem tratar-se de outro parasita ou achado que nédo
Ehrlichia. Ja os animais negativos no esfregaco sanguineo e positivos na RIFI (n=53)
provavelmente apresentaram contato anterior com o agente e producéo de 1gG, sem que o
agente ainda esteja presente no sangue. Deve-se considerar ainda possibilidade de reacédo
cruzada a outros agentes Anaplasmataceae que ndo Ehrlichia sp. (ORTUNO et al., 2005),
principalmente, entre a E. canis e E. chaffeensis (WANER et al., 2001).

Doze animais foram positivos para Ehrlichia sp. pela RIFI e nested-PCR
simultaneamente, sugerindo serem animais com infeccdo crénica. Por outro lado, animais
positivos para nested-PCR, porém negativos na RIFI podem estar associados a infec¢édo
recente, sem tempo habil para a producdo de anticorpos IgG ou a amplificacdo de genes de
outros organismos proximos a Ehrlichia sp., mas distintos o suficiente para ndo induzir
resposta imune cruzada (EBERHARDT et al., 2006). Outra explicacdo é que a co-infeccao
entre patdgenos pode cegar o sistema imune em alguns animais (MURPHY et al., 1998).
Resultado semelhante foi reportado por Breitschwerdt et al. (2002) que detectaram DNA de E.
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canis em trés felinos domésticos com sinais clinicos de erliquiose, porém soronegativos na
RIFI. Ja os animais positivos na RIFI e negativos na nested-PCR representam infeccdo
anterior onde o agente esteve presente permitindo a producdo de anticorpos IgG. Também
existe a possibilidade de cepas de diferentes localidades apresentarem variacdo antigénica e
do tamanho da proteina entre os isolados de Ehrlichia sp. ser distinto (CHEN et al., 1997;
MURPHY et al., 1998). Vale ressaltar também a possibilidade de sequestro do parasita por
células do sistema fagocitico mononuclear ou por macréfagos esplénicos evadindo da resposta
imune do hospedeiro (HARRUS et al., 1998), levando a falso-negativos na nested-PCR e na
RIFI. Nakaghi (2004) também p6de concluir que muitos cdes negativos & nested-PCR
estariam em fase crénica da erliquiose, alojando o parasita no bago, medula dssea, linfonodos
e outros tecidos. E conveniente ressaltar que felinos possuem baixa parasitemia e menor
nimero de copias de DNA de E. canis que os cdes (EBERHARDT et al., 2006; LAPPIN et
al., 2004; LURIA et al., 2004). Braga (2010), em estudo com felinos domésticos, também
constatou diferencas entre os métodos de diagndstico, onde observou 19 animais com
inclusdes no esfregaco e destes apenas seis foram soropositivos frente a RIFI e apenas um foi
positivo na PCR. Porém, apds sequenciamento, observou-se que era E. chaffeensis e a Unica
amostra positiva na nested-PCR para E. canis foi negativa a RIFI e deteccéo pelo esfregaco.
Também Ayllon et al. (2009) estudando gatos da Espanha observaram anticorpos anti-E.
canis em 3,8% (2/52) dos animais, porém nao houve positivos pela PCR ou pela cultura das
amostras de sangue nas células DH82 para E. canis.

A despeito dos animais positivos na nested-PCR e esfregaco sanguineo (n=7), pode-se
inferir que representam infeccéo ativa com parasitemia elevada o suficiente para a observagéo
de morulas sugestivas de Anaplasmataceae no esfregaco sanguineo, bem como positividade
na nested-PCR, técnica de diagnostico direta mais sensivel e especifica. Ramos et al. (2009),
em estudo para comparacdo da nested-PCR com o diagnostico direto pelo esfregaco
sanguineo na deteccdo de E. canis em cdes com suspeita clinica de hemoparasitose, observou
que dentre os 100 animais estudados, nove foram positivos na detec¢éo direta e 57 na nested-
PCR, reforcando a maior sensibilidade da técnica molecular em comparacao a deteccao pelo
esfregaco.

Os trés animais positivos simultaneamente para as trés técnicas de diagndstico
utilizadas neste estudo, sejam técnicas de deteccdo direta ou indireta, provavelmente séo
felinos domésticos com infeccdo corrente, apresentando parasitemia alta para a observacéao de
inclusdes no esfregaco e cuja infeccdo ocorreu a algum tempo, o bastante para que o sistema
imune produzisse anticorpos IgG.

Do total de felinos domésticos avaliados pelo esfregaco sanguineo, RIFI e pela nested-
PCR, 91 (42,1%) gatos apresentaram-se positivos a pelo menos um teste de diagndstico,
representando possivel infeccdo de Ehrlichia sp. ou exposicao prévia ao agente, enquanto 125
(57,9%) foram negativos simultaneamente aos trés testes. Também foi realizada uma
comparacdo entre os resultados obtidos pela RIFI, técnica considerada padrdo ouro para
diagndstico de Ehrlichia sp., com a detec¢do por esfregaco sanguineo e a nested-PCR. Os
resultados demonstraram uma diferenca na frequéncia de positivos entre as técnicas, fato este
que estd de acordo com o descrito na literatura em funcdo das particularidades de cada
técnica, conforme discutido anteriormente. Com isso, sugere-se a associacdo de técnicas de
diagndstico, em especial uma técnica de deteccdo direta aliada a uma técnica indireta para
melhor caracterizacdo da erliquiose felina. Neste contexto, a associacdo da RIFI para avaliar a
exposicdo do hospedeiro ao parasita e a nested-PCR para detectar a presenca de infeccdo ativa
torna-se uma excelente alternativa para o diagndéstico da erliquiose felina. Diversos autores,
como Harrus et al. (1998), Igbal et al. (1994), Nakaghi (2004) e Wen et al. (1997) também
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sugerem tal associacdo de técnicas para um diagnostico confiavel e preciso da erliquiose, seja
em cées ou gatos.

A analise dos valores médios do hemograma dos animais positivos para Ehrlichia sp.
em pelo menos uma técnica utilizada (n=91) demonstrou que apenas as médias de neutrofilos
segmentados demonstraram diferenca significativa, onde os animais positivos apresentaram
valores médios inferiores aos negativos, mas ainda dentro do valor de referéncia. No entanto,
os felinos negativos apresentaram valores médios acima do valor de referéncia. Os demais
parametros do hemograma completo ndo diferiram entre si a 5% de significancia. E digno de
nota que o fato dos animais negativos apresentarem valores médios de neutrofilos acima do
valor de referéncia sugere que outras patologias podem estar acometendo estes animais. E
considerando-se que as amostras deste estudo foram provenientes do atendimento de clinicas
veterindrias, tal sugestdo torna-se coerente uma vez que a neutrofilia pode estar associada a
diversos processos inflamatorios (STOCKHAM; SCOTT, 2012).

Os achados hematoldgicos mais frequentes nos 91 animais positivos para Ehrlichia sp.
em pelo menos uma das técnicas empregadas no presente estudo foram: trombocitopenia
(n=46), leucocitose (n=31), neutrofilia (n=28), DER (n=53), anemia (n=16) e
hiperproteinemia (n=50). Anemia e trombocitopenia sdo achados comuns na erliquiose felina
e canina (ALMOSNY et al., 1998; ALMOSNY; MASSARD, 1999; DAGNONE et al., 2003;
STUBS et al.,2000; SHAW et al.,2001; BREITSCHWERDT et al., 2002). A trombocitopenia
ocorre 10 a 20 dias pos-infeccdo e permanece presente em todas as fases da erliquiose
(CASTRO et al.,2004; HARRUS et al., 1996; TROY; FORRESTER, 1990 e WANER et al.,
2001). Anticorpos anti-plaquetas vem sendo observados na erliquiose e séo responsabilizados
pela patogénese da trombocitopenia (HARRUS et al., 1996). A leucocitose, causada pelo
aumento da contagem de neutrdfilos bastdes e segmentados observados no presente estudo,
também foi relatada por outros autores em infeccdo natural em cdes (NAKAGHI, 2004 e
TROY; FORRESTER, 1990). Este aumento de celularidade pode ser explicado pela
moderada hiperplasia da série granulocitica na medula 6ssea com alteracGes mielodisplasicas
da granulocitopoiese, como observado entre a segunda e terceira semanas de infeccdo
experimental em cdes (SILVA, 2001; WOODY; HOSKINS, 1991). A anemia e a
pancitopenia acontecem na erliquiose quando a medula 0ssea € severamente acometida e,
portanto, hipoplasica (TROY; FORRESTER, 1990). A anemia normocitica normocrémica,
observada mais frequentemente no presente estudo, é a mais comum na erliquiose natural e
experimental e pode ser observada a partir da primeira semana pos-infeccdo (CASTRO et al.,
2004; GREIG; ARMSTRONG, 2006; ORIA et al., 2001; SILVA, 2001). A anemia pode
ocorrer devido ao sequestro de hemacias pelo sistema fagocitico (STILLES, 2000; SILVA,
2001), hemolise extravascular ou presenca de anticorpos anti-heméaceas (GILBERT et al.,
1992). Outra possibilidade é que pode ocorrer uma supressdo da hematopoese decorrente do
aumento na producdo de citocinas pelos neutréfilos infectados (GREIG; ARMSTRONG,
2006). Também foram observadas alteracGes na arquitetura da medula 6ssea provocada pela
E. canis, com irregularidades na distribuicdo do tecido hematopoiético e presenca de
microeritroblastos (SILVA, 2001).

A hiperproteinemia evidenciada nos animais positivos para Ehrlichia sp. no presente
estudo corrobora com o reportado por Harrus et al. (1996) avaliando as alteracdes das
proteinas séricas em cdes naturalmente infectados por E. canis. Estes autores observaram
hiperproteinemia nos cées infectados, onde as gamaglobulinas deram maior contribuicéo para
este achado, visto que a concentracdo de gamaglobulina aumenta durante a fase febril da
erliquiose e persiste durante as fases subclinica e crénica (RISTIC; HOLLAND, 1993).
Também pode estar relacionada a um aumento policlonal nas gamaglobulinas envolvendo
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estimulacdo imune cronica (HARRUS et al., 1996). De modo semelhante, Almosny et al.
(1998), Almosny e Massard (1999) e Asgarali et al. (2012) também observaram
hiperproteinemia na erliquiose. Hipergamaglobulinemia foi relatada em diversos casos de
erliquiose (ALMOSNY, 1998; EWING; PHILIP, 1966; EWING et al., 1971; HARRUS et al.,
1996; HARRUS et al., 1997b; NEER, 1998; NEITZ; THOMAS, 1938; WOODY; HOSKINS,
1991).

E importante ressaltar novamente que os animais pertencentes ao presente estudo sdo
provenientes de atendimento em clinicas veterinarias; logo, os achados hematoldgicos
observados nos animais positivos e negativos podem ser causados por outras patologias que
ndo a erliquiose. Neste contexto, a realizagdo de infeccdo experimental com condigdes
controladas permitiria a melhor caracterizacdo da patogénese da erliquiose, sem interferéncia
de outras patologias (CASTRO et al., 2004). E os parametros hematoldgicos e bioquimicos
poderiam ser monitorados e melhor avaliados durante a evolucdo da doenga. Porém, com a
criacdo dos comités de ética, esta pratica tem ocorrido cada vez menos. Adicionalmente, o
hemograma completo é uma ferramenta importante na clinica de cées e gatos, fornecendo
informacGes a respeito do estado geral do paciente baseadas em dados obtidos no eritrograma,
leucograma e trombograma. A interpretacdo destes parametros auxilia na compreensao sobre
as possiveis disfuncbes apresentadas pelo paciente, mas muitas vezes, ndo permite fechar um
diagnostico conclusivo.

Vale ressaltar que apesar de haver na literatura, especialmente em cées, uma descri¢céo
dos sinais clinicos caracteristicos da erliquiose, bem como dos achados hematologicos e
bioquimicos, modificagdes antigénicas, moleculares e morfologicas nas amostras encontradas
no Brasil poderiam levar a diferentes sintomatologias e parametros hemato-bioquimicos
quando comparado aos descritos em outros paises e até mesmo em diferentes regides do pais
(DAGNONE, 2006). Os fatores que aparentemente afetam o grau de viruléncia da infecgéo,
bem como o seu progresso, incluem variacbes de cepas, espécie, raca, idade, estado
imunologico e a presenca ou ndo de outras doengas concomitantes (WOODY; HOSKINS,
1991; NEER, 1998). Assim, o diagnostico da enfermidade utilizando técnicas diretas e
indiretas torna-se fundamental, especialmente em felinos domésticos, onde até o presente
momento ha poucos estudos. Aliado a isso, cresce a importancia da caracterizacdo antigénica
e utilizacdo de antigenos produzidos a partir de amostras brasileiras nos testes soroldgicos.

Anaplasma platys € um hemoparasita exclusivo de plaquetas e, por isso, evidencia-se
uma trombocitopenia ciclica caracteristica na infec¢éo por este agente, que acontece devido a
parasitemias ciclicas que ocorrem de oito a 15 dias e tendem a diminuir com a cronificacdo da
doenca. Recentemente houve a primeira deteccdo molecular em felinos domésticos no Brasil
(LIMA et al., 2010), confirmando sua circulacdo nesta espécie e refor¢ando a necessidade de
maiores estudos do agente na populacdo de gatos e da ampliacdo do uso de técnicas
moleculares na deteccdo deste hemoparasito.

Avaliando a positividade para A. platys, 7,9% (n=17) do total de animais amostrados
no presente estudo apresentaram inclusdes sugestivas em plaquetas no esfregaco sanguineo,
3,7% (n=8) foram positivos pela gPCR e apenas 0,9% (n=2) animais foram positivos nas duas
técnicas simultaneamente. Acredita-se que estes dois animais, positivos em ambas as técnicas
de deteccdo direta, representem efetivamente infeccdo por A. platys, com parasitemia elevada
o suficiente para a visualizacdo de inclusdes intraplaquetarias sugestivas de A. platys no
esfregaco sanguineo. Vale mencionar que esta técnica de deteccdo direta, apesar de ser pouco
custosa, consome muito tempo e normalmente ndo é compensadora ja que as morulas
normalmente estdo ausentes ou em nimero muito baixo (BRADFIELD et al., 1996; HARRUS
et al., 1997; MARTIN et al., 2005), motivo pelo qual as demais amostras positivas pela q°PCR
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ndo apresentaram inclusdes no esfregaco. Aliado a isto, esta o fato de que outros patdgenos e
estruturas podem estar presentes em plaquetas além de A. platys, como descrito anteriormente,
gerando falso-positivos na deteccgdo direta por esfregaco sanguineo.

Os resultados do presente estudo corroboram com Correa et al. (2011) que observaram
9,89% (9/91) de morulas em plaquetas de gatos do Norte Fluminense, sendo que as incluses
foram observadas em menos de 1% das plaquetas e 13,18% (12/91) de felinos positivos na
nested-PCR para A. platys. Neste mesmo estudo, apenas quatro animais que apresentaram
mérulas em macroplaquetas no esfregaco sanguineo também foram positivos para a nested-
PCR. Lima et al. (2010), utilizando a nested-PCR, fez a primeira descricdo de A. platys em
um gato, o qual apresentava mérulas em plaquetas e sinais clinicos da enfermidade. Também
Martin et al. (2005), ap6s encontrar 10 cdes positivos na nested-PCR, observou que no
esfregaco sanguineo desses animais ndo mais de 1% das plaquetas estavam parasitadas,
realcando as limitacOes das técnicas e as possibilidades de outros diagnosticos que ndo A.
platys.

Ao avaliar os resultados médios do hemograma completo dos animais positivos para
A. platys, seja pelo esfregaco sanguineo ou gPCR (n=23), foi observado que a média de
linfocitos dos animais positivos foi superior a dos negativos, mas dentro do valor de
referéncia. E, avaliando somente os gatos positivos na gPCR, observou-se aumento das
médias de linfocitos, dos neutrdfilos bastbes e eosinofilos dos animais positivo em relacéo aos
negativos, apresentando-se acima do valor de referéncia. Stockham e Scott (2012) sugerem
que processos inflamatorios crénicos, especialmente devido as infec¢bes bacterianas causadas
por anaplasmas, determinam linfocitose em funcdo do aumento da linfopoese em resposta a
estimulacdo crdnica por antigeno ou citocinas. A linfocitose € normalmente discreta ou
moderada e anormalidades concomitantes no leucograma comumente incluem uma
neutrofilia, tal como observado no presente estudo. E digno de nota, no entanto, que o0s
animais utilizados no presente estudo foram originarios de clinicas veterinarias e diversos
fatores podem tambem estar atuando. Também Souza (2006) observou que cdes infectados
por A. platys apresentaram eosinofilia em comparagdo aos demais cdes testados.
Consequentemente, existe uma variacdo do leucograma nos quadros clinicos de erliquiose e
anaplasmose, que se altera de acordo com a fase da doenca (SOUZA, 2006).

As alteracGes hematoldgicas mais frequentemente observadas nos animais positivos
para A. platys (n=23) foram: trombocitopenia (n=12), leucocitose (n=9); neutrofilia (n=7),
desvio a esquerda regenerativo (n=16) e anemia (n=3). A maioria dos animais infectados por
A. platys é assintomatica, porém diversos autores citam anemia e trombocitopenia como
alteracdes hematoldgicas que podem ser observadas em gatos com Rickettsioses (AGUIRRE
et al., 2004; ALMOSNY, 1998; ALMOSNY; MASSARD 1999; LITTLE et al., 2010;
STUBBS et al., 2000). Em estudos com cées justifica-se a trombocitopenia, achado mais
grave e frequente na infeccdo por A. platys, devido a diminuicdo da sobrevida das plaquetas
devido a intensa proliferacdo do agente, ou por resposta imunomediada ou por agregacao
plaquetaria (GAUNT et al., 1990; STILES, 2000; WOODY e HOSKINS, 1991). As
diferencas de sinais clinicos nos animais com A. platys podem estar ligadas a raca do animal,
as diferencas individuais na resposta imune, a carga infectante, ou ainda a patogenicidade de
cepas (WILSON, 1992; CHANG et al., 1996). A anemia normocitica normocrémica que
ocorre durante a fase ciclica se assemelha a descrita na anemia da doenca inflamatéria, sendo
a inflamacdo e a resposta imune do hospedeiro ao agente as causas desta e de outras
alteracdes relacionadas a anaplasmose (BAKER et al., 1987).

Os resultados do presente estudo foram similares ao reportado por Correa et al. (2011),
que observaram como alteracbes mais frequentes anemia, leucocitose e trombocitopenia e
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também ndo evidenciaram relacdo estatistica (p>0,05) com a doenga. Também observou que
as médias de neutrdfilos para os grupos de animais positivos e negativos, nos grupos de
deteccdo por esfregaco e pela nested-PCR permaneceram dentro dos valores de referéncia
para a espécie felina, porém o intervalo de confianca destas médias foi estatisticamente
diferente ao nivel de 5% de probabilidade, semelhante ao observado no presente estudo.
Também Santarém et al. (2005) observaram anemia normocitica normocrdmica, linfopenia,
leucocitose com desvio a esquerda e trombocitopenia em uma gata com inclusdes sugestivas
de A. platys, porém n3o puderam associar diretamente a anaplasmose. E digno de nota que, na
literatura consultada, existem poucos estudos sobre alteracdes hematoldgicas envolvendo
infecgdo por A. platys, principalmente em felinos domésticos.

Vale ressaltar que o hemograma é uma ferramenta complementar, muito utilizado para
a avaliacdo do estado geral do animal e orientacdo clinica do médico veterinario, devendo ser
avaliado juntamente com o exame clinico e o histérico do animal. Assim, os achados
hematologicos do presente estudo ndo devem ser associados exclusivamente aos
hemoparasitas estudados.

A co-positividade para E. canis e A. platys também foi avaliada no presente estudo.
Os resultados demonstraram que apenas um animal apresentou-se positivo simultaneamente
na PCR para A. platys e na sorologia para Ehrlichia sp.. Com isso, ndo se pode afirmar uma
co-infec¢éo atual, ainda porque a RIFI sé detecta anticorpos apos certo tempo de exposicédo ao
agente e agentes Anaplasmataceae podem dividir antigenos em comum. Além disso, este
animal foi negativo na nested-PCR para E. canis, 0 que nos permite inferir uma infeccao
anterior por E. canis ou presenca de antigenos de A. platys que reagiram na RIFI. A co-
infeccdo por E. canis e A. platys tem sido relatada no Brasil (RAMOS et al., 2009; SANTOS
et al., 2009) e no mundo, como China (HUA et al., 2000), Caribe (YABSLEY et al., 2005) e
Venezuela (SUKSAWAT et al., 2001), porém ndo ha relatos de sua ocorréncia em felinos
domesticos.

Avaliando os dados de sexo, raca e idade em associacdo com o0s resultados de
positividade para Ehrlichia sp., observou-se que filhotes apresentaram menor positividade
pela RIFI, em relacdo aos adultos e idosos. Este resultado sugere que o animal, por ser ainda
jovem, apresenta pouco tempo de contato com possiveis vetores em comparagdo com 0S
animais mais velhos (BANETH et al., 1998), e assim ainda ndo desenvolveu anticorpos contra
a doenca, como ocorre na fase aguda da infeccdo (SHAW et al., 2001). Tais achados
corroboram com o relatado por Tanikawa et al. (2013) e Asgarali et al. (2012) em caes
naturalmente infectados por E. canis. Ja na nested-PCR, animais jovens foram mais
acometidos, demonstrando que esta técnica pode ser mais Util na deteccdo da infeccdo ativa e
fase aguda da doenca, principalmente nesta faixa etaria que ainda ndo possui uma imunidade
bem desenvolvida. Os parametros raca e sexo ndo apresentaram diferenca entre as categorias
nas diferentes técnicas utilizadas.

O perfil de gatos com erliquiose ndo foi definido ainda, porém para cées, Munhoz et
al. (2003), observando a ocorréncia da erliquiose canina nos cédes atendidos no Hospital
Veterinario da Unesp/Jaboticabal entre 1990 e 2001, demonstrou que o perfil dos animais
com diagndstico clinico de erliquiose era, na maioria, machos, sem raca definida (SRD), e
com idade variando de 0 a 5 anos, sendo a anorexia, anemia e trombocitopenia os achados
mais frequentes. Existem relatos contraditorios de diferencas em idade e género agindo na
soropositividade para E. canis. Asgarali et al. (2012) reportaram aumento significativo na
soropositividade pela RIFI em cdes com mais de um ano de idade, ja que a probabilidade de
infeccdo aumenta com o passar do tempo. Também Rodriguez-Vivas et al. (2005) observaram
aumento da infec¢do por E. canis em cdes com mais de dois anos. Outros autores também
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observaram associacdo entre idade e infeccdo (LABARTHE et al., 2003; WANER et al.,
2001). Alguns autores citam que a positividade independe do género (ASGARALI et al,,
2012; BANETH et al., 1996 e RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005), enquanto outros autores
relatam maior frequéncia em machos do que em fémeas (BATMAZ et al., 2001). Porém
acredita-se que ambos 0s géneros tem oportunidade de exposicao ao vetor (ASGARALI et al.,
2012).

Avaliando sequenciamento de nucleotideos e caracterizacdo molecular, apenas duas
amostras positivas pela nested-PCR para Ehrlichia sp. foram submetidas ao sequenciamento
do fragmento de 358pb para o gene 16S rRNA. Os resultados demonstraram que uma
sequéncia apresentou 100% de similaridade com isolados de Ehrlichia sp. e E. canis
(JN121380), enquanto a outra demonstrou 99% de similaridade com isolados de Ehrlichia sp.
ocelot (ANDRE et al., 2012) e Ehrlichia sp. little-spotted-cat (ANDRE et al., 2012).

Estes resultados confirmam a presenca de E. canis na populacéo de felinos domésticos
da regido metropolitana do Rio de Janeiro e também demonstram a presenca de uma espécie
recente, até entdo encontrada apenas em felinos selvagens. Com isso, se reforca a necessidade
do sequenciamento apds amplificacdo pela PCR, para uma correta identificacdo das espécies
presentes na populacdo estudada.

Né&o foi observada diferenca significativa entre a positividade nas diferentes técnicas
utilizadas para diagnoéstico de E. canis e A. platys e a regido de origem dos animais (baixada
fluminense e Rio de Janeiro). Assim, infere-se que os fatores presentes nestas regides, como
clima, condicOes sanitarias em que os animais sdo criados, area urbana ou area suburbana,
comportamento da populagdo, distribuicdo de possiveis vetores, dentre outros, nao
influenciaram na positividade para estes agentes infecciosos nos felinos do presente estudo.
Sabe-se que a prevaléncia da infeccdo de E. canis em cdes do sudeste variam de 15%
(MACIEIRA et al, 2005) a 44,7% (COSTA JR et al., 2007). De modo semelhante, a
ocorréncia de E. canis em diferentes localizac6es geogréaficas variam de acordo com o tipo de
populacdo estudada, total de animais avaliados em cada estudo e método de diagndstico
utilizado. Este mesmo principio pode ser extrapolado para estudos envolvendo infeccdo por A.
platys, tanto em felinos como em outros animais domésticos, sugerindo-se mais estudos
abordando um maior nimero de animais e com presenca de possiveis fatores associados a
infeccdo destes animais.

Em relacdo a transmissdo destes agentes aos felinos, provavelmente devido aos habitos
de higiene destes animais, talvez ocorra remocdo dos possiveis vetores sem que haja
transmissdo dos hemoparasitas, que ocorre com 24 a 48 horas ap6s a fixacdo do carrapato;
também ha possibilidade que os felinos sejam mais resistentes a infeccdes ou menos expostos
a vetores em relacdo aos cdes (EBERHARDT et al., 2006; LAPPIN et al., 2004). Apesar de
Oliveira et al. (2009) sugerir o carrapato R. sanguineus como vetor da erliquiose felina no
Brasil, devido a sua ampla distribuicdo no pais, os mecanismos de transmissdo permanecem
pouco esclarecidos (SHAW, 2001; BRAGA et al., 2012). E mesmo havendo relatos de que
carrapatos contendo mérulas compativeis com Ehrlichia/Anaplasma spp. foram encontrados
em gatos (TARELLO, 2005), existem evidéncias da infeccdo destes agentes sem exposicao a
artropodes (CHARPENTIER et al., 1986; BEAUFILS et al., 1999; BOULOY et al., 1994).
Também héa associacdo da transmissdo por pulgas (PEAVY et al., 1997) e pela ingestdo de
roedores infectados (KORDICK et al., 1995) ou pelo contato com artropodes que se
alimentam de roedores (KAWHARA et al, 1993; NICHOLSON et al, 1998).
Consequentemente, tornam-se necessarios maiores estudos para definir os vetores e 0s
mecanismos de transmissdo dos agentes Anaplasmataceae em felinos domésticos.
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O conhecimento relacionado com a distribuicdo geografica, achados patoldgicos e
potencial zoonotico das infeccBes por agentes Anaplasmataceae tem se expandido nos Gltimos
anos. A identificacdo das espécies que acometem 0s animais domésticos, em especial 0s
felinos domésticos, é importante para a elaboragdo de medidas de controle dessa doenca, seja
nos animais ou nos seres humanos, devido ao estreito convivio entre estes. A associagdo de
técnicas de diagnostico na identificacdo deve ser adotada para melhor caracterizacdo da
infeccdo por estes agentes.
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6 CONCLUSOES

Felinos domésticos da regido Metropolitana do Rio de Janeiro sdo expostos a espécies
de Ehrlichia sp. e Anaplasma platys;

A deteccdo direta pela microscopia Optica de inclus6es citoplasmaticas em leucdcitos e
plaquetas pode auxiliar na suspeita do diagnéstico de infec¢bes agudas causadas por
agentes da Familia Anaplasmataceae, porém devido aos possiveis diagndsticos
diferenciais, a identificacdo morfologica desses agentes deve ser realizada com
atencdo e por pessoal devidamente treinado, associada a PCR para um diagndstico
conclusivo e definitivo;

A RIFI é um teste qualitativamente eficiente na deteccdo de anticorpos anti-Ehrlichia
sp., caracterizando principalmente contato com o agente, porém para um diagnéstico
mais efetivo deve ser associado a PCR,;

O sequenciamento do fragmento da PCR amplificado, baseada no gene 16S rRNA,
confirmou pela primeira vez a deteccdo de Ehrlichia canis em gatos domésticos
naturalmente infectados no estado do Rio de Janeiro;

A PCR, associada ao sequenciamento, permitiu a confirmagdo de Anaplasma platys
nas amostras de felinos domésticos obtidas no presente estudo;

Anaplasma phagocytophilum ndo esta presente na populacdo estudada, porém estudos
abrangendo outros genes deverdo ser executados;

Alteracdes hematoldgicas podem ser uma importante ferramenta para os clinicos
veterinarios de pequenos animais no diagnostico de agentes Anaplasmataceae, quando
0s exames sorologicos e as técnicas moleculares nao estdo disponiveis.
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