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RESUMO

SANTOS, Huarrisson Azevedo. Diagnéstico molecular de Anaplasma phagocytophilum
(Foggie, 1949) em caes domésticos e carrapatos de dreas urbanas e rurais na
microrregiao de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro, 2011. 76p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Anaplasma phagocytophilum ¢ um patégeno emergente capaz de infectar humanos, equinos e
cdes em todo o mundo. Essa bactéria € transmitida por carrapatos ixodideos e mantida na
natureza por uma variedade de pequenos mamiferos silvestres. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a presenca do DNA de A. phagocytophilum em caes e carrapatos da microrregiao
de Itaguai, Rio de Janeiro, além de estabelecer os fatores associados (idade, sexo, raca,
infestac@o por carrapatos, etc) e as possiveis alteragdes hematolégicas com a infecgcao por A.
phagocytophilum em cades desta regido. Essa bactéria foi detectada pela primeira vez no
Brasil, em cdes e carrapatos de areas rurais e urbanas da microrregido de Itaguai, RJ através
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real. Dos 398 cdes amostrados, 24
(6,03%) foram considerados positivos, com limite de detec¢do (Cr) variando entre 26 a 35
ciclos. As amostras positivas clonadas em pGEM-T apresentaram 100% de identidade com
outras sequéncias de A. phagocytophilum depositadas no GenBank. Utilizando ndmeros
definidos de copias do plasmidio contendo um inserto de 122pb do gene msp2 a sensibilidade
analitica do ensaio de PCR em tempo real através do sistema SYBR green foi capaz de
detectar até trés copias do plasmidio. O ensaio foi considerado especifico quando DNA de
bactérias proximamente relacionadas a A. phagocytophilum foi colocado na reagdo. Um
fragmento de 122pb do gene msp2 de A. phagocytophilum foi detectado através da TagMan-
PCR em um carrapato fémea da espécie Amblyomma cajennense € em cinco Rhipicephalus
sanguineus, sendo quatro machos e uma fémea. As amostras de carrapatos positivas
obtiveram Cr que variaram entre 26,75 e 33,14 ciclos. A técnica de PCR em tempo real
utilizando o sistema TagMan foi capaz de detectar uma unica copia do gene msp2 de A.
phagocytophilum em amostras de DNA de carrapatos. Infestagcdo por carrapatos foram
observadas em 66,67% (n=16) dos cdes positivos na PCR. As espécies de carrapatos
identificadas nos caes positivos foram R. sanguineus e A. cajennense, com predominancia
desta ultima espécie de carrapato. O histérico de infestac@o por carrapatos, acesso a dreas de
mata e condi¢ao de limpeza do ambiente foram os fatores que apresentaram associagdo com a
presenca do DNA de A. phagocytophilum em caes na regido estudada. Os principais achados
hematolégicos em cdes infectados com A. phagocytophilum foram trombocitopenia,
linfopenia e aumento do volume plaquetdrio médio. Os resultados do presente estudo
demonstram que o agente da Anaplasmose Granulocitica Canina circula na regido estudada e
os cdes podem servir como fonte de infec¢do para carrapatos vetores do agente. Este é o
primeiro relato de A. phagocytophilum no Brasil, um agente zoonético emergente responsavel
pela Anaplasmose Granulocitica Humana.

Palavras-chave: Anaplasma phagocytophilum, Caes, PCR em Tempo Real, Hematologia,
Epidemiologia.



ABSTRACT

SANTOS, Huarrisson Azevedo. Molecular diagnostic of Anaplasma phagocytophilum
(Foggie, 1949) in domestic dogs and ticks of urban and rural areas from Itaguai
microregion, Rio de Janeiro state, 2011. 76p. Tese (Doctor Science in Veterinary Science).
Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Anaplasma phagocytophilum is an emerging pathogen of humans, horses, and dogs
worldwide that is transmitted by Ixodid ticks and maintained in a variety of small wild
mammal species.The objective of the present study was to evaluate the presence of A.
phagocytophilum DNA in dogs and ticks of Itaguai microregion, Rio de Janeiro, as well as
establish the associated factors (age, gender, breed, tick infestation, etc) and possible
hematological alterations with A. phagocytophilum infection in dogs. Amnaplasma
phagocytophilum was detected for the first time from Brazil, in dogs the ticks of urban the
rural areas in the Itaguai microregion, Rio de Janeiro state, by real-time polymerase chain
reaction (qPCR). Of 398 samples, 24 (6.03%) were positive, with a Cr ranging from 26 to 35
cycles. Amplicons from one positive sample were cloned in the pGEM-T and sequenced. The
sequence obtained demonstrated 100% identity with other A. phagocytophilum sequences
published in the GenBank database. The analytical sensitivity of RT-PCR using SYBR green
system was able to detect three plasmid copies when defined numbers of plasmid copies
containing 122 base pairs from the msp2 gene were used. The assay was considered specific
when DNA from bacteria closely related to A. phagocytophilum was placed in the reaction. A
fragment of 122pb msp2 gene of A. phagocytophilum was detected by TagMan-PCR in one
female tick of Amblyomma cajennense and in five Rhipicephalus sanguineus, being four
males and one female. Positive tick samples obtained Cr that ranged from 26.75 to 33.14
cycles. The TagMan-PCR assay was capable to detect a single copy of A. phagocytophilum
msp2 gene in DNA tick sample. Tick infestation was observed in 66.67% (n = 16) of PCR
positive dogs. The tick species identified in positive dogs were R. sanguineus and A.
cajennense, with predominance of the latter tick species. The history of tick infestation,
access to forest areas and environment condition of cleanliness were factors associated with
A. phagocytophilum infection in dogs. The main hematologic findings in dogs infected with
A. phagocytophilum were thrombocytopenia, lymphopenia and increased mean platelet
volume.These results demonstrate that the canine granulocytic anaplasmosis agent is present
in regions in which dogs could be a source of infection for tick vectors. This is the first report
of A. phagocytophilum in Brazil, a emergent zoonotic agent responsible of Human
Granulocitic Anaplasmosis.

Key words: Anaplasma phagocytophilum, dogs, real-time PCR, Hematology, Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Anaplasma phagocytophilum (Foggie, 1949) Dumler et al., 2001 € uma bactéria
intracitoplasmatica obrigatdria, pertence a familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. A
espécie A. phagocytophilum infecta granuldcitos, predominantemente neutréfilos, onde se
reproduz formando pequenas coldnias chamadas mdrulas. Esta bactéria infecta o homem,
cdes, equinos, gatos, ruminantes, lhamas, além de uma grande varieade de pequenos
mamiferos silvestres (BARLOUGH et al., 1997a; BJOERSDORFF et al., 1999; LOTRIE-
PUSTERLA et al.,2000; WEBER et al., 2000; FURLAN et al., 2001; REMY et al., 2003).
Esta rickettsia € transmitida por espécies de carrapatos que pertencem ao complexo Ixodes
persulcatus, incluindo Ixodes scapularis e Ixodes pacificus nos Estados Unidos, Ixodes
ricinus na Europa Ocidental e I. persulcatus na Europa Oriental e na Asia (DE LA FUENTE
et al., 2004).

A maioria dos cdes naturalmente infectados com A. phagocytophilum se mantém
sauddveis, como indicado por levantamentos soroldgicos realizados em dreas endémicas
(FOLEY et al., 2001; BEALL et al., 2008). Os achados clinicos mais comuns encontrados em
caes sdo letargia, inapeténcia, febre e esplenomegalia (KOHN et al., 2008). A alteracao
hematoldgica mais consitente € a trombocitopenia, mas também sao observadas anemia leve,
linfopenia, monocitose entre outras. O cao pode ser considerado um importante reservatorio
de A. phagocytophilum para humanos, tanto pela diversidade dos sinais clinicos inespecificos
quanto pela proximidade do cdo e seus carrapatos com os seres humanos.

O teste de imunofluorescéncia indireta ¢ comumente usado para o diagndstico de A.
phagocytophilum em cdes, mas deve-se levar em consideracdo possiveis co-infeccdes, a
reatividade cruzada entre diferentes patégenos especialmente aqueles pertencentes a0 mesmo
genogrupo (RIKIHISA et al.,, 1991; KORDICK et al., 1999; DUMLER et al., 2001;
SUKSAWAT et al.,, 2002) e soroconversio (AGUERO-ROSENFELD et al., 2000). A
estratégia de diagndstico tem portanto, focado em métodos moleculares (MASSUNG;
SLATER, 2003). Modalidades de PCR convencional e em tempo real t€ém sido desenvolvidos
para a deteccdo de A. phagocytophilum em DNA de sangue periférico, capa leucocitéria,
medula dssea, ou em amostras de tecido esplénico. Alguns destes testes podem amplificar
DNA de outras espécies de rickettsias e o sequenciamento do produto da PCR € necessario
para determinar se A. phagocytophilum é a espécie infectante. Outras técnicas amplificam
apenas o DNA de A. phagocytophilum. Os alvos da maioria dos testes utilizados, tém sido os
genes 16S rRNA ou o gene da proteina de superficie principal (msp2). As técnicas que
utilizam o gene msp2 s@o normalmente especificas para A. phagocytophilum, enquanto que as
que utilizam o gene 16S rRNA podem detectar outras espécies de Anaplasma, e até mesmo
outras espécies de bactérias como Bartonella henselae (EGENVALL et al., 2000b).

Diversos aspectos relacionados com o hospedeiro, o ambiente e o agente t€ém sido
incriminados como fatores de risco para a infec¢do por A. phagocytophilum em caes. Entre
esses fatores pode se destacar a estagdo do ano, co-infeccdes, presenca de sinais clinicos e as
variantes genéticas do parasito. As infec¢des por A. phagocytophilum sdo diagnosticadas com
maior frequéncia nos meses que ocorre 0s picos dos estigios de ninfas e adultos dos
carrapatos transmissores. Recentes estudos t€m demonstrado uma maior tendéncia de infeccao
nos caes mais velhos, refletindo uma maior propabilidade de infestacdo por carrapatos ao
longo do tempo (KOHN et al., 2010).

A diversidade de hospedeiros de A. phagocytophilum sugere a presenca de diferentes
genotipos do parasito (DE LA FUENTE et al., 2005a). Esse aspecto € um fator que pode
interferir no diagndstico molecular desta riquetsia. Assim, primers previamente avaliados
como sendo capazes de detectar diferentes gendtipos de A. phagocytophilum foram utilizados

1



no presente estudo. Os objetivos do presente trabalho foram: a) desenvolver um PCR em
tempo real baseado em SYBR Green para avaliar a ocorréncia de A. phagocytophilum em caes
na microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro; b) determinar os fatores associados com a infec¢ao
por A. phagocytophilum (sexo, idade, raga, porte, escore corporal, historico de infestacdo por
carrapatos, etc) como também as possiveis alteracdes hematoldgicas; ¢) padronizar um PCR
em tempo real utilizando o sistema TagMan-PCR para investigar a presenca de DNA de A.
phagocytophilum em carrapatos coletados em caes na microrregido de Itaguai, Estado do Rio
de Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Breve Historico

O protétipo de Anaplasma phagocytophilum que causa a Febre do Carrapato em
ovinos e bovinos na Europa foi inicialmente denominado Rickettsia phagocytophila
(FOGGIE, 1949). Esse agente foi entdo renomeado como Cytoecetes phagocytophila por
Foggie (1962) em funcdo da sua predilecio por células granulociticas e também pela
similaridade morfolégica com Cytoecetes microti Tyzzer (1938). Subsequentemente, C.
phagocytophila foi incluido na tribo Ehrlichieae na ordem Rickettsiales com a denominagao
de Ehrlichia phagocytophila (RISTIC; HUXSOLL, 1984). Até o ano de 2001 esta espécie foi
assim denominada, quando Dumler et al. baseando-se na similaridade do gene 16S rRNA
reorganizou a ordem rickettsiales agrupando E. phagocytophila (agente da febre do carrapato
em bovinos, ovinos e caprinos), E. equi (agente da ehrlichiose granulocitica equina) e o
agente da Ehrlichiose Granulocitica Humana (assim denominado) em uma tnica espécie,
agora denominada de A. phagocytophilum.

Anaplasma phagocytophilum foi diagnosticado pela primeira vez como um agente
patogénico apds a sua identificagdo no citoplasma de leucécitos de ovinos na Escécia em
1932 (FOGGIE, 1951; WOLDEHIWET, 1983). A doenca em animais domésticos na Europa
¢ conhecida como febre do carrapato, e ja foi relatada em ovinos, bovinos, caprinos e veados.
O relato da anaplasmose granulocitica em equinos ocorreu em 1968 na Califérnia
(MADIGAN; GRIBBLE, 1987). Os primeiros relatos de infec¢ao por A. phagocytophilum em
caes foi realizado também na Califérnia em 1982 (MADEWELL; GRIBBLE, 1982). Em
humanos o primeiro relado ocorreu no Centro-Oeste dos Estados Unidos em 1993 (CHEN et
al., 1994), e desde de entdo, a anaplasmose granulocitica em diversas espécies animais tem
sido frequentemente diagnosticada em diversas partes do mundo.

A Anaplasmose Granulocitica Canina (AGC) é uma doenga que acomete cdes cujos
alvos primdrios sdo os neutréfilos. A. phagocytophilum, tal quais as espécies do género
Ehrlichia se caracterizam por serem bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatorias,
pleomorficas, que se replicam em vacuolos de células eucaridticas, através de divisdo bindria,
formando grandes corpos de inclusdo denominados de mérulas (DUMLER et al., 2001). As
morulas e os vactolos citoplasmdticos sao de tamanhos varidveis, com o ultimo variando
entre 1,5 um e 6 pm de diametro (FOGGIE, 1951; POPOV et al.,, 1998). As bactérias
aparecem como estruturas pequenas e densas, enquanto outras sdo grandes e menos
densamente coradas aparecendo como corpos reticulados (TUOMI; VON BONSDORFEF,
1966; WOLDEHIWET; SCOTT, 1982). Ambas as formas se dividem por fissdo bindria e
estruturas fantasmas também podem estar presentes (WOLDEHIWET; SCOTT, 1982).

A renomeacio de E. equi, E. phagocytophila e o agente da Anaplasmose Granulocitica
Humana (AGH) como A. phagocytophilum baseada na andlise da sequéncia do gene 16S
rRNA tem sido controversa, principalmente por que este organismo difere de espécies de
Anaplasma, tais como, A. marginale, por seu tropismo por células do hospedeiro
(UILENBERG et al., 2004). Além disso, as renomeadas espécies de Ehrlichia diferem em sua
viruléncia em diferentes espécies de hospedeiros, com experimentos de transmissao cruzada
mostrando falha de isolados europeus de E. phagocytophila em causar doengca em equinos, €
falha do agente da EGH isolado de humanos nos Estados Unidos em causar doenga em
bovinos (PUSTERLA et al., 1999b). Estas sdo consideradas variagdes fenotipicas entre cepas
de A. phagocytophilum em diferentes localizagdes geogréficas. A excecdo de lhamas, ndo tem
sido relatada a infec¢do por A. phagocytophilum em ruminantes domésticos nos Estados
Unidos. Cepas que infectam ruminantes domésticos na Europa e cervideo da cauda branca nos
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Estados Unidos parecem ser distintas daquelas que infectam equinos, humanos e cdes com
base na andlise da sequéncia do gene que codifica a Proteina de Superficie Principal (MSP).

1.2 Posi¢cao Taxonodmica

Dominio Eubacteria (Haeckel, 1894) C.R. Woese et al., 1990

Filo proteobacteria Garrity et al., 2005

Classe Alphaproteobacteria Garrity et al., 2006

Ordem Rickettsiales (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al., 2001
Familia Anaplasmataceae (Philip, 1957) Dumler et al., 2001

Género Anaplasma Theiler, 1910

Espécie Anaplasma phagocytophilum (Foggie, 1949) Dumler et al., 2001

2.2 Ecologia e Epidemiologia
2.2.1 Vetores

Os principais vetores de A. phagocytophilum pertencem ao complexo Ixodes
persulcatus, incluindo as espécies 1. ricinus na Europa, 1. persulcatus no Leste Europeu e
Asia, I scapularis e I. pacificus na América do Norte (ALLEMAN; WAMSLEY, 2008). Este
agente também ja foi identificado em 1. ricinus e 1. ventalloi em Portugal e na ilha da Madeira
(SANTOS et al., 2009b). Outros carrapatos também t€m sido implicados na transmissao,
incluindo Ixodes trianguliceps, Ixodes hexagonus e R. sanguineus na Europe (SANTOS et al.,
2009b; BROWN et al., 2008; NIJHOF et al., 2007, SATTA et al. 2010).

Macleod e Gordon (1933) e Macleod (1936) executaram uma série de experimentos
para estabelecer as formas de transmissdo de A. phagocytophilum nos carrapatos. Nestes
estudos foi verificado que a bacteria € transmitida transestadialmente pelo carrapato 1. ricinus
e que o agente sobrevive no carrapato infectado por mais de um ano, enquanto espera por um
novo hospedeiro. A transmissao transovariana ndao ocorre nas espécies de carrapato do género
Ixodes, entdo a infeccdo deve ser adquirida pelos estdgios imunaturos do carrapato (larva ou
ninfa) em um mamifero infectado e transmitir no estdgio subsequente, j4 que o carrapato se
alimenta uma unica vez em cada estdgio do ciclo biolégico (MACLEOD, 1936; OGDEN et
al., 2002).

A transmissdo experimental apds a picada de I pacificus e 1. scapularis tem sido
documentada na literatura (RICHTER et al., 1996; TELFORD et al., 1996; PUSTERLA et al.,
2002). Em estudos recentes, a exposi¢do a carrapatos foi reportada em 14 de 18 cdes com
anaplasmose granulocitica na Europa demonstrando uma forte associacdo da doenca com a
presenca de carrapatos (KOHN et al., 2008).

2.2.2 Diversidade de Hospedeiros e Reservatoérios

A diversidade de hospedeiro de A. phagocytophilum parece variar de acordo com a
regido geogréfica. A incidéncia e a severidade da doenca em um hospedeiro particular
também podem variar de uma regido do mundo para outra. Esta variacdo possivelmente estd
relacionada com a cepa ou variante de A. phagocytophilum de uma espécie particular de
reservatorio, das espécies de hospedeiros acidentais e também da capacidade de transmissao
dos vetores em uma determinada regiao (TUOMI, 1967; OGDEN et al. 2002; TAGLAS;
FOLEY, 2006).

Anaplasma phagocytophilum ja foi relatado em caprinos (GRAY et al., 1988). Entre
os ruminantes de vida livre no Reino Unido, o parasito foi detectado em cabras selvagens
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(Capra hircus) por Foster e Greig (1969), em veado vermelho (Cervus elaphus), gamo (Dama
dama) e em corcas (Capreolus capreolus) (MCDIARMID, 1965; ALBERDI et al, 2000). O
microorganismo também foi detectado em uma variedade de cervideos, incluindo veados,
alces (Alces alces) e camurca (Rupicapra rupicapra) na Noruega (STUEN et al, 2001;.
JENKINS et al, 2001.), Eslovénia (PETROVEC et al. 2002) na Suica, (LIZ et al., 2002) e
Austria (POLIN et al., 2004). Variantes da AGH da América do Norte sdo conhecidas por
causar doenga clinica em cdes e cavalos, mas ndo em bovinos (PUSTERLA et al., 2001).
Porém, em condi¢des naturais, ndo € conhecido se as variantes da AGH podem causar doenca
clinica em ruminantes domésticos. Tate et al. (2005) mostraram que veados foram suscetiveis
a infeccdo experimental. Em outro estudo Massung et al. (2006) demonstraram que os
caprinos sao susceptiveis a infeccdo experimental com uma variante da AGH (Ap Variant-1).
Estes autores sugeriram que a variante de cabras infectadas tinham uma linhagem distinta de
outra estirpe, Ap-ha, que infecta humanos, mas foi muito menos virulenta do que as variantes
que infectam ruminantes na Europa.

Infec¢ao por A. phagocytophilum foi relatada, embora menos comumente, em camelos e
gatos domésticos (BARLOUGH et al., 1997a; LAPPIN et al., 2004; TARELLO, 2005;
LASCOLA et al., 2009).

Dependendo da localizacdo geografica, uma variedade de pequenos mamiferos
silvestres, incluindo, camundongos, ratos de madeira, esquilos, ratazanas, musaranho, e
possivelmente pdssaros podem atuar como hospedeiros reservatorios para A.
phagocytophilum. No Centro-Oeste e Norte dos Estados Unidos ratos da cauda branca
(Peromyscus leucopus) e no Norte esquilos provavelmente atuam como reservatorios
(TELFORD et al., 1996; WALLS et al., 1997), enquanto que nos estados do Sul, ratos de
madeira da pata escura e esquilos s@o os principais reservatorios (FOLEY et al., 2002; NIETO
et al., 2008a; FOLEY et al., 2008b; FOLEY et al., 2004). Evidéncias sugerem que algumas
cepas que circulam em populagdes de roedores pode ndo infectar outras espécies, tais como
equinos. Espécies de mamiferos de grande porte, incluindo o ledo da montanha e coiotes
também podem atuar como hospedeiros, porém como sentinelas primadrias, ja que eles ndo sao
capazes de desenvolver uma infeccdo cronica, ndo sendo capaz de servir como fonte de
infeccdo para estdgios imaturos de carrapatos. Caes e humanos sao hospedeiros acidentais e a
bacteremia parece ser de curta duracdo (< 28 dias) (BAKKEN; DUMLER, 2008). Um estudo
na Eslovénia mostrou que aproximadamente 15,4% da populacio amostrada tinham
anticorpos contra A. phagocytophilum, embora nao houvesse diferenca na prevaléncia entre as
pessoas com exposicdo a caes e aquelas que ndo foram expostas (SKERGET et al., 2003).

2.2.3 Outras formas de transmissao de Anaplasma phagocytophilum

Raramente, a transmissao de A. phagocytophilum tem sido reportada na auséncia de um
carrapato vetor. Transmissdo nosocomial desta rickettsia foi recentemente descrita na China
(ZHANG et al., 2008). Uma investigacdo de um surto sugeriu que a transmissdo tenha
ocorrido através do contato direto com sangue e secre¢Oes respiratdrias de um paciente que
morreu com AGH. Infec¢io por A. phagocytophilum também foi descrita em trés adultos que
fizeram necropsia de mais de 250 cervideos e, provavelmente, a infec¢ao tenha ocorrido pelo
contato com o sangue desses animais, j& que nao houve relato de picadas por carrapatos
(BAKKEN et al., 1996b). Estudos mais recentes, entretanto, sugerem que a cepa de A.
phagocytophilum que infectam cervideos nos Estados Unidos € distinta da que infecta
humanos, (DE LA FUENTE et al., 2005b; MASSSUNG et al., 2005), entdo foi sugerido que
as pessoas possam ter sido picadas por carrapatos (KRAUSE et al., 2008). Raros relatos
descrevem também a possivel transmissao transplacentdria em humanos (HOROWITZ et al.,
1998) ou apds transfusdo sanguinea (KEMPERMAN et al., 2008). Infecc@o perinatal por A.
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phagocytophilum foi descrita em uma cadela de Wisconsin com feto retido e mumificado.
Nenhuma evidéncia de infec¢do foi documentada em ninhadas de filhotes (PLIER et al.,
2009).

2.2.4 Distribuicao e Soroprevaléncia da Anaplasmose Granulocitica Canina

Casos da AGC na América do Norte t€m sido reportada na Califérnia, Washington,
Illinois, Minesota, Wisconsin, Missouri € British Columbia (MADEWELL; GRIBBLE, 1982;
GREIG etal., 1996; LIDDELL et al., 2003; ARSENAULT et al., 2005; LESTER et al., 2005;
POITOUT et al., 2005; DRAZENOVICH et al., 2006; HENN et al., 2007; BEALL et al.,
2008). Na Europa, cdes infectados tém sido diagnosticados na Austria, Italia, Suécia, Suica,
Alemanha, Poldénia ¢ Reino Unido (EGENVALL et al., 1997, GRAVINO et al., 1997;
PUSTERLA et al., 1997; SKOTARCZAK et al., 2004; BEXFIELD et al., 2005; KOHN et
al., 2008; MANNA et al., 2004; KIRTZ et al., 2005). Evidéncia de possivel exposicao de caes
a A. phagocytophilum foi detectado em pelo menos 36 estados dos Estados Unidos, com
soroprevaléncia mais elevada nos estados do Oeste, Centro-Oeste, Nordeste (HENN et al.,
2007; MAGNARELLI et al., 1997; RODGERS et al., 1989; SUKSAWAT et al., 2000;
FOLEY et al., 2001; BOWMAN et al., 2009).

A soroprevaléncia de A. phagocytophilum em caes tem sido avaliada mundialmente,
embora nenhuma evidéncia molecular ou cultura positiva tenha sido documentada, até o
momento, no hemisfério sul (HENN et al., 2007; BEALL et al., 2008; MAGNARELLI et al.,
1997; RODGERS et al., 1989; SUKSAWAT et al., 2000; FOLEY et al., 2001; BOWMAN et
al., 2009; JESEN et al., 2007; EBANI et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2006;
TORINA et al., 2006; DE LA FUENTE et al., 2006; SANTOS et al., 2009a; AMUSATEGUI
et al., 2008; EGENVALL et al., 2000a; PUSTERLA et al., 1998; SHAW et al., 2005; GARY
et al., 2006; DINIZ et al., 2010; DE PAIVA DINIZ et al., 2007; LEVI et al., 2006;
INOKUMA et al., 2001; M’GHIRBI et al., 2009, KOHN et al., 2010). A prevaléncia depende
da populagcdo de caes amostrados, se estavam doentes ou nao, se existia suspeita clinica da
presenca de uma doenca infecciosa transmitida por vetores e também da variacdo geogréfica
no nivel de exposicdo a carrapatos vetores e hospedeiros reservatorios. Além disso, anticorpos
contra A. phagocytophilum reagem cruzadamente com outras espécies de Anaplasma, tais
como A. platys, entdo a soropositividade pode nao refletir necessariamente prévia exposi¢cao a
A. phagocytophilum. Por exemplo, em um estudo que examinou 233 cdes no Arizona
demonstrou moderada concordancia entre o resultado positivo no Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) e no PCR para A. platys, porém nenhum cao positivo no ELISA foi positivo na PCR
para A. phagocytophilum (DINIZ et al., 2010).

A soroprevaléncia em cdes da Europa e América do Norte varia entre 50 a 55%,
respectivamente (BEALL et al., 2008; BARUTZKI et al., 2006). Um recente estudo avaliou
400000 caes nos Estados Unidos através do teste ELISA recombinante p44/msp2
comercialmente disponivel e revelou uma ampla variacdo na soroprevaléncia, com alguns
municipios do Centro Oeste e Nordeste dos Estados Unidos com soroprevaléncia superior a
40%, embora a soroprevaléncia global nestas regides tenha sido 6,7 e 5,5%, respectivamente
(BOWMAN et al., 2009). No norte da Califérnia, entre 0 e 50% dos cdes em oito pequenas
cidades foram soropositivos para A. phagocytophilum, mostrando uma ampla variagdo na
medida de exposicdo até mesmo em uma relativamente pequena area geografica (FOLEY et
al., 2007b). Entre as 996 amostras de soro coletadas de cdes na Suica entre margo de 1991 e
marco de 1998, 7,5% foram positivas para A. phagocytophilum, com uma soroprevaléncia
significativamente mais alta na parte sul dos Alpes Suicos (PUSTERLA et al., 1998). Embora
A. phagocytophilum tenha sido detectado em carrapatos da China e Russia, nenhum estudo de
prevaléncia em caes foi realizado nestes paises até o momento (CAO et al., 2000; WEN et al.,
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2003; SHPYNOV et al., 2006). Evidéncia molecular da infec¢do de A. phagocytophilum em
cdes na Venezuela e Tailandia foi descrita utilizando PCR, porém subsequentemente foi
determinado que esses caes foram de fato infectados por A. platys. O resultado falso positivo
na PCR provavelmente ocorreu em funcdo da alta carga desse organismo no sangue dos caes
(SUKSAWAT et al., 2002). Evidéncia de exposi¢cao e infec¢do por A. phagocytophilum em
cdes foi recentemente diagnosticado na Tunisia, (M’GHIRBI et al., 2009) e uma bactéria
proximamente relacionada a A. phagocytophilum foi detectada em cées na Africa do Sul.

2.2.5 Variacao Genética de Anaplasma phagocytophilum

Massung et al. (2002) propuseram que as variantes genéticas descritas para as
amostras de Rhode Island e Connecticut pudesse interferir com a transmissao e manutencao
de estirpes que causam doenga em seres humanos no Estados Unidos. A variante AP 1 foi
incapaz de estabelecer infeccdes em camundongos sob condi¢des de laboratério (MASSUNG
et al., 2003b). Massung et al. (2003a) especularam que a menor incidéncia de casos humanos
ocorrem em dreas onde predominam certo tipo de variante que infectam competitivamente
certa espécie de reservatdrio ou vetores. As variantes que tém fisiologia diferente podem ter
um patogenicidade diferente também. Algumas variantes podem ser mais, menos ou tao
patogénicas quando comparadas com a cepa protétipo que causa doenca em humanos. As
variantes WA 1-5 foram identificadas a partir de cdes que apresentavam manifestacoes
clinicas compativeis com anaplasmose granulocitica. Essas variantes tém ainda de ser
identificadas a partir de carrapatos vetores ou outros hospedeiros, inclusive humanos. Mais
pesquisas serdo necessdrias para avaliar como a presenga dessas variantes afeta a taxa de
prevaléncia de casos da anaplasmose granulocitica nos animais (POITOUT et al., 2005).

Existem cinco variantes genéticas de A. phagocytophilum identificadas em caes, com 1-
2 nucleotideos de diferenca na sequéncia do gene 16S RNA nas posi¢cdes 54, 84, 86, e 120
(POITOUT et al., 2005). Organismos detectados em dois cdes da Suiga tinham a sequéncia do
gene 16S RNA que foram idénticas, e estas sequéncias mostraram ser também idénticas as
sequéncias do gene 16S RNA encontradas em humanos com anaplasmose granulocitica
(PUSTERLA et al.,, 1997). Os sequenciamentos de isolados caninos da Suécia também
mostraram 100% de identidade com isolados humanos (JOHANSSON et al., 1995). O grau
com o qual a variacdo genética contribui para alterar a patogenicidade de diferentes cepas de
A. phagocytophilum € pobremente entendido.

2.2.6 Fatores de Risco para a Infecciao por Anaplasma phagocytophilum em Caes

Areas de alto risco para AGC coincidem com a distribui¢io dos casos de AGH, os quais
ocorrem com maior frequéncia no Nordeste, extremo Oeste, e Norte da Califérnia
(MADEWELL; GRIBBLE, 1982; GREIG etal., 1996; LIDDELL et al., 2003; ARSENAULT
et al., 2005; LESTER et al., 2005; POITOUT et al., 2005; DRAZENOVICH et al., 2006;
HENN et al., 2007; BEALL et al., 2008).

Fatores de risco para a infec¢do por A. phagocytophilum em caes inclui a estacdo do
ano, co-infeccdo com outros patdgenos transmitidos por carrapatos e a presenga de sinais
clinicos. No sudeste dos Estados Unidos, a infeccao por A. phagocytophilum tem sido
diagnosticada em caes entre os meses de abril e julho, com alguns casos ocorrendo em
outubro (POITOUT et al., 2005). Para os estados de Minnesota e Wisconsin foi verificado
uma distribui¢cdo sazonal bimodal da doenca, a qual reflete a atividade do carrapato I.
scapularis, no final da primavera (maio, junho) e outono (outubro, novembro) (GREIG et al.,
1996; BEALL et al., 2008). Em Berlin, 17 dos 18 casos da doenca foram observados nos
meses de abril e setembro, com o restante ocorrendo em novembro (KOHN et al., 2008). A
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distribuicao sazonal da doenca coincide com os picos de atividades dos estdgios ninfais e
adultos dos carrapatos, bem como, com os periodos que os humanos e seus cdes aumentam
suas atividades fora do domicilio. A proporcao de caes soropositivos aumenta com a idade, de
acordo com um estudo realizado na Suécia, (EGENVALL et al., 2000a) refletindo um
aumento na probabilidade de exposicdo ao longo do tempo. A idade média de caes
clinicamente doentes é de aproximadamente seis a oito anos (variando de seis meses a 14
anos) (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; POITOUT et al., 2005; KOHN et al.,
2008). A raca Goden Retrievers compreende quase a metade dos cdes infectados em um
estudo, possivelmente em funcdo da popularidade desse cdo para exercer atividades
extradomiciliares, (EGENVALL et al., 1997), embora outros estudos descrevem a doenca em
uma variedade de racas (GREIG et al., 1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008).

Complicagdes do quadro clinico da AGC podem ocorrer em virtude da frequente
exposi¢ao a multiplos carrapatos vetores e co-infec¢des com outros agentes transmitidos por
carrapatos. Dessa forma, a presenca de anticorpos contra outros agentes transmitidos por
carrapatos pode representar um fator de risco para infeccao por A. phagocytophilum. Em um
canil de Walker Hounds no sudeste da Carolina do Norte foi observado um alto grau de co-
infeccdes com Ehrlichia spp., Bartonella spp., Rickettsia spp. € Babesia spp (KORDICK et
al., 1999). Dos 27 caes avaliados, 26 foram soropositivos para Ehrlichia e Anaplasma spp., 16
foram soropositivos para Babesia canis, 25 para Bartonella vinsonii, 22 para Rickettsia
rickettsii e 3 apresentaram anticorpos anti A. phagocytophilum. Resultado no PCR mostrou
que dos 27 caes, 15 foram positivos para E. canis, 9 para E. chaffeensis, 8 para E. ewingii, 3
para A. phagocytophilum e 9 para A. platys (KORDICK et al., 1999).

Borrelia burgdorferi é transmitida pela mesma espécie de carrapato vetor e mantida no
ciclo silvestre pelos mesmos reservatérios roedores. E descrito com frequéncia uma evidéncia
de co-infec¢do com B. burgdorferi e A. phagocytophilum, e quando estdo presentes a0 mesmo
tempo no organismo do hospedeiro, um pode aumentar a patogenicidade do outro (NIETO et
al., 2009; NYARKO et al., 2006). Nos Estados Unidos, anticorpos para B. burgdorferi e A.
phagocytophilum foram mais comumente encontrados em caes na regido Centro-Oeste (2,0%)
seguida pela regido Nordeste (1,4%) (BOWMAN et al., 2009). Em um estudo com 731 caes
de uma Clinica Vetrindria em Braxter, Minnesota, 29% dos caes foram soropositivos para A.
phagocytophilum, 11% foram para B. burgdorferi e 25% dos apresentaram anticorpos para
ambos os agentes (BEALL et al.,, 2008). De 89 caes doentes, anticorpos contra A.
phagocytophilum foram encontrados em 25%, anticorpos para B. burgdorferi em 9% e
anticorpos para ambos os agentes em 43% dos cdes. Na Califérnia, caes que foram
soropositivos para A. phagocytophilum tiveram 18,2 vezes mais chance de serem
soropositivos para B. vinsonii quando comparado com caes que foram soronegativos para A.
phagocytophilum (FOLEY et al., 2007b).

2.3 Patogenia de Anaplasma phagocytophilum

A AGC ¢é uma infec¢do auto-limitante, por esse motivo existe uma escassez de
informacdes disponiveis sobre a patologia de A. phagocytophilum em caes. Lesdes teciduais
parecem resultar de uma resposta inflamatdria pelo hospedeiro, ao invés da prépria acao da
bactéria (DUMLER et al., 2007). Informacdes sobre a acdo patoldgica dessa bactéria em
humanos também € limitada. No entanto, tem sido descritos em humanos, deplecdo linféide
esplénica, agregados de macrdéfagos e apoptose no figado, hiperplasia linféide paracortical e
células hemofagociticas dentro dos tecidos do sistema reticuloendotelial (LEPIDI et al.,
2000). Dumler et al. (2007) descreveram a morte de um equino apds a infec¢do experimental
com um isolado Sueco de A. phagocytophilum. Na necropsia foi observada hemorragia
intratordcica, petéquias generalizadas e equimoses. As principais alteracdes microscopicas
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constituiram-se de vasculite necrotizante e trombose hialina, com infiltragdo perivascular de
células mononucleares. No figado, foram observados agregados dispersos de células
inflamatdrias nos sinuséides hepaticos e evidéncia de apoptose de hepatdcitos. As alteragdes
vasculares, neste caso foram sugestivas de coagulagdo intravascular disseminada, que também
tem sido relatada em seres humanos com anaplasmose granulocitica (BAKKEN et al., 2008).
E possivel que o dano tecidual possa resultar das substincias liberadas pelos neutréfilos
infectados ou através da indugdo de atividade pré-coagulante de mondcitos teciduais (BEHL
et al., 2000). A ativacdo dos macréfagos durante a AGH € evidenciada pela alta concentracdo
de ferritina, IL-10, IL-12 p70, e interferon y (IFN-y) no soro, bem como pela envidéncia de
hemofagocitose em individuos infectados (DUMLER et al., 2007).

Para que A. phagocytophilum possa ser transmitido transestadialmente por carrapatos €
necessdrio que permaneca fixado sobre a pele do hospedeiro por 36-48 horas (KATAVOLOS
et al., 1998; POPOV et al., 1998). O organismo 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 (POPOV et al.,
1998; LAI et al., 2009). Estudos utilizando neutréfilos de humanos demonstraram que a
bactéria fixa-se a ligantes do 4cido sidlico na superficie do neutréfilo, tais como o ligante-1 da
glicoproteina P-selectina (PSGL-1) e penetra nos neutréfilos através da endocitose mediada
por cavedlos (GOODMAN et al., 1999; RIKIHISA et al., 2006). Cavedlos sdo jangadas de
lipideos enriquecidas de proteinas e lipideos, os quais executam diversas funcdes de
sinalizacdo celular. O uso dessa porta de entrada permite que a bécteria entre na célula do
hospedeiro sem passar pela via do fagolisossomo (RIKIHISA et al., 2006). Recentes trabalhos
sugerem que A. phagocytophilum possui um sistema de dois componentes utilizando como
sinalizador o di-GMP ciclico, que é essencial para a infec¢ao e adaptacdo no interior da célula
hospedeira (LAI et al., 2009). A fim de garantir sua sobrevivéncia e replicacdo intracelular, A.
phagocytophilum desregula ativamente as principais fungdes bactericidas dos neutréfilos. A
bactéria é capaz de inibir a producdo de superdxido pelos neutréfilos através do bloqueio do
sistema multicomponente NADPH oxidase na membrana e a detoxificagio do anion
superoxido (RIKIHISA et al., 2006; CARYON et al., 2006). A proteina bacteriana Anka,
aparentemente, entra no nucleo e interage com as regides reguladoras do gene, diminuindo a
expressdo de genes de defesa do hospedeiro, incluindo gp91P"*, um componente da NADPH
oxidase (GARCIA-GARCIA et al., 2009). A. phagocytophilum possui a capacidade de
diminuir a mobilidade e a fagocitose de neutréfilos, (GARYU et al., 2005) e também diminui
a aderéncia endotelial e a transmigracdo de neutréfilos, que normalmente ocorre por meio de
rolamento mediado por selectina, ativagdo celular e ligagdo via moléculas de integrinas de
superficie. Em contraste, uma pesquisa que avaliou a funcdo de neutréfilos de caes infectados
com um isolado Sueco de A. phagocytophilum revelou niao haver alteracdo na capacidade de
fagocitose dos neutréfilos infectados (LILIEHOOK et al., 1999). A diminui¢do da aderéncia
de neutréfilos as células endoteliais parece ser resultado da perda de PSGL-1 e dos ligantes de
L-selectina pelos neutréfilos infectados, no momento em que b2-integrina, imunoglobulina da
superfamilia das moléculas de adesdo, e a molécula de adesdo intercelular estdo sendo super
expressadas (CHOI et al., 2003). Estes mecanismos promovem a sobrevivéncia do patégeno
no sangue periférico do hospedeiro infectado.

Normalmente, os neutréfilos circulam por 10-12 horas antes de entrarem em tecidos e
morrerem por apoptose, € dessa forma torna-se um local desfavordvel para a maioria dos
patdgenos. Notavelmente, A. phagocytophilum € capaz de retardar a apoptose de neutréfilos in
vitro e in vivo, permitindo que ele sobreviva e forme mérulas dentro de leucocitos (RIKIHISA
et al., 2006; CARLYON et al., 2006; YOSHIIE et al., 2000; LEE et al., 2008).



Embora o mecanismo de transferéncia dessa bactéria célula a célula ndo seja conhecido,
o organismo induz a libera¢do de interleucina 8 (IL-8) em humanos infectados, bem como o
aumento da expressao de CXCR?2 na superficie celular, um receptor de IL-8 que pode levar ao
recrutamento de neutréfilos mais suscetiveis a infeccdo pelo patégeno para posteriormente
serem ingeridos por carrapatos nao infectados (AKKOYUNIU et al., 2001; SCORPIO et al.,
2004). Além disso, A. phagocytophilum pode infectar células humanas da medula 6ssea
CD341, células endoteliais (KLEIN et al., 1997, MUNDERLOH et al., 2004) e células da
linhagem megacariocitica (GRANICK et al., 2008). Estas células podem também servir como
um reservatorio celular potencial para transferéncia célula-célula da bactéria para os
neutréfilos no sangue periférico.

2.4 Alteracoes hematologicas e bioquimicas em caes infectados por Anaplasma
phagocytophilum

A infeccdo por A. phagocytophilum ¢é mais comumente associada com o
desenvolvimento de trombocitopenia leve a moderada, embora outras citopenias também
possam ocorrer, incluindo neutropenia, linfopenia e anemia leve. O mecanismo destas
alteracdes hematoldgicas permanece obscuro. A. phagocytophilum pode penetrar nas células
da linhagem megacariocitica, que também expressam PSGL-1, porém tal infec¢do parece ndo
prejudicar a capacidade dos megacaridcitos em produzir plaquetas (GRANICK et al., 2008).
Anticorpos antiplaquetdrios foram detectados no soro de humanos (WONG et al., 1998) e
cdes (KOHN et al.,, 2008) com anaplasmose granulocitica, € mecanismos imunolégicos
mediados podem contribuir para a trombocitopenia. No entanto, a trombocitopenia ocorre na
doenca aguda, antes que os anticorpos sejam detectados, e em ratos sem células T ou B
(deficiéncia imune severa combinada), sugerindo que outros mecanismos podem estar
envolvidos (BORJESSON et al., 2001).

Insuficiéncia da fungdo de neutréfilos e leucopenia como resultado de infec¢do por A.
phagocytophilum podem predispor ao desenvolvimento de infec¢cdes secunddrias oportunistas.
Este fato tem sido melhor documentado em ovinos e bovinos com anaplasmose granulocitica
na Europa. A. phagocytophilum em cordeiros pode predispor e acentuar a piemia, que €
caracterizada por claudicacdo e paralisia causada por Staphylococcus aureus, (FOGGIE et al.,
1956) Pasteurella spp., (GILMOUR et al., 1982; OVERAS et al., 1993) e Listeria
monocytogenes (GRONSTOL et al.,, 1980). Infeccdes oportunistas também foram
documentadas como uma possivel causa de mortalidade em humanos e caes com anaplasmose
granulocitica (BAKKEN et al., 2008; CARLYON et al., 2006; LEPIDI et al., 2000), porém
com menor frequéncia do que as descritas em ruminantes. Insuficiéncia da funcdo de
neutréfilos em humanos infectados com A. phagocytophilum pode aumentar a severidade da
doenca resultante de uma infec¢ao por B. burgdorferi (NY ARKO et al., 2006).

A alteracdo laboratorial mais consistente € a trombocitopenia, que ocorre em
aproximadamente 90% dos caes infectados (GREIG et al., 1996; POITOUT et al., 2005;
KOHN et al., 2008). A contagem de plaquetas em cdes trombocitopénicos varia de 5.000 a
164.000 platelets/mL. (GREIG et al., 1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008;
EGENVALL et al., 1997). A medula 6ssea de caes infectados contém um aumento absoluto
no ndmero de megacariocitos e megacaridcitos imaturos, sugerindo que a trombocitopenia
possa ocorrer devido a destrui¢do das plaquetas (LILLIEHOOK et al., 1998). A maioria dos
caes afetados tiveram linfopenia, com linfocitose sendo relatadas raramente (GREIG et al.,
1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008). Anemia leve e regenerativa foi relatada em
trés de oito cdes em Washington e dois de 15 cdes no Norte dos Estados Unidos. Em
contraste, 11 dos 18 caes na Alemanha estavam anémicos, com hematdcritos variando de 19 a
39% (média 32%) (KOHN et al., 2008). Tanto neutrofilia quanto neutropenia foram relatados,
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embora a maioria dos cdes infectados por A. phagocytophilum apresentaram contagem de
neutréfilos na metade inferior do intervalo de referéncia (GREIG et al., 1996; POITOUT et
al., 2005; EGENVALL et al., 1997). Monocitopenia tem sido relatada em cerca de um terco
dos caes infectados provenientes dos Estados Unidos (GREIG et al., 1996; POITOUT et al.,
2005), no entanto varios caes da Alemanha apresentavam monocitose (KOHN et al., 2008).
Hipoalbuminemia leve, hiperglobulinemia e um ligeiro aumento na atividade das enzimas
hepaticas (especialmente fosfatase alcalina) sdo mais comumente observada no perfil
bioquimico do soro de cides infectados (GREIG et al., 1996; POITOUT et al., 2005;
GRAVINO et al., 1997, EGENVALL et al., 1997). Alta atividade da fosfatase alcalina foi
relatada em 88% dos caes infectados na América do Norte e em 61% dos cdes em um estudo
na Alemanha. A hiperbilirrubinemia esteve presente em cinco dos 22 cides com anaplasmose
granulocitica na Europa (KOHN et al., 2008), porém ndo tem sido relatada em cades da
América do Norte. As diferencas na apresentacdo clinica da AGC na Europa e na América do
Norte pode ser um reflexo de diferentes cepas de A. phagocytophilum, como ja foi relatado
para bovinos e ovinos (PUSTERLA et al., 1999b; STUEN et al., 2003).

2.5 Resposta Imune contra Anaplasma phagocytophilum

A resposta imune a infeccdo por A. phagocytophilum ndo estd totalmente
caracterizada. A producdo de IFN- y desempenha um importante papel no controle inicial da
infeccdo por A. phagocytophilum (AKKOYUNLU et al.,, 2000; BIRKNER et al. 2008),
embora possa também contribuir para o processo inflamatério associado com a doenca
(MARTIN et al., 2001). A produgado de IFN- y pode ser desencadeada pela liberagao de IL-12
e IL-18 (PEDRA et al., 2007a; PEDRA et al., 2007b). Linfécitos T natural killer podem ser a
principal fonte de IFN, com células dendriticas produzindo IL- 12 e IL-18. Em um modelo
murino de infec¢do, a depuracdo bacteriana final pareceu ser dependente de células T CD41, e
nao dependem de citocinas produzidas por células Thl, como IL-12 e IFN- y (BIRKNER et
al., 2008). A imunidade mediada por células-T geralmente é considerada o braco mais
importante do sistema imunoldgico para o combate de patdgenos intracelulares, mas os dados
gerados a partir de modelos murinos sugerem um papel importante para a imunidade humoral
na depuracdo de Ehrlichiae, incluindo A. phagocytophilum (WINSLOW et al., 2005; SUN et
al., 1997). Os anticorpos podem ser produzidos apds a exposicdo as bactérias nas fases
extracelulares da infec¢do, podendo atuar em componentes intracelulares contendo Ehrlichiae
ou aumentar a atividade fagocitaria (WINSLOW et al., 2005). Tanto as células B quanto T
sd0 necessdrias para eliminar a infecc¢do, ja que camundongos com imunodeficiéncia severa
combinada, faltando tanto células B quanto T, permanecem persistentemente infectados. Em
contraste, os camundongos com deficiéncia isolada de células T podem debelar a infeccdo
(BIRKNER et al., 2008). Em ovinos, A. phagocytophilum € capaz de evadir a resposta imune
do hospedeiro através da expressao diferencial de MSP2, uma proteina da superficie externa
envolvida no reconhecimento imunoldgico, como tem sido documentado para infec¢des em
bovinos com A. marginale (GRANQUIST et al., 2008; BARBET et al., 2000). Investigacdes
adicionais s@o necessdrias para elucidar se a persisténcia ocorre através de mecanismos
similares em outras espécies hospedeiras.

2.6 Manifestacoes Clinicas em Caes infectados com Anaplasma phagocytophilum

A maioria dos cdes naturalmente infectados com A. phagocytophilum permanece
sauddvel, como indicado por evidéncias soroldgicas de exposi¢do em dreas endémicas, na
auséncia de um histérico de doenca clinica (BEALL et al., 2008; FOLEY et al., 2001). Até o
momento, ndo existem relatos de caso de mortes em cédes. Quatro séries de casos descrevem
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as caracteristicas clinicas da infec¢ao natural em 18 cdes examinados na Alemanha (KOHN et
al.,, 2008), 14 na Escandindvia (EGENVALL et al., 1997), 8 no estado de Washington
(POITOIT et al., 2005), 17 no extremo Oeste dos Estados Unidos (GREIG et al., 1996),
juntamente com vdérios relatos, incluindo trés cdes ou menos nos Estados Unidos, Itdlia,
Coldmbia Britanica, Suica, Austria, e a Inglaterra (MADEWELL et al., 1982; ARSENAULT
et al., 2005; LESTER et al., 2005; GRAVINO et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997;
BEXFIED et al., 2005; MANNA et al., 2004; KIRTZ et al., 2005; PLIER et al., 2009).

Outros relatos descrevem a doenca em caes associado com morulas em granuldcitos
ndo distinguindo entre E. ewingii e A. phagocytophilum (COWELL et al., 1988;
STOCKHAM et al., 1992; MARETZKI et al., 1994; GODMAN et al., 1998; TARELLO et
al., 2003). Alguns desses caes eram oriundos de regides dos Estados Unidos, onde a infeccao
por A. phagocytophilum ndo é endémica. Um relato no sudeste dos Estados Unidos descreveu
a detec¢do molecular de E. ewingii em 2 de 6 cdes com morulas granulocitica e detec¢ao de
um organismo semelhante a E. canis em outro, no entanto os ensaios de PCR para A.
phagocytophilum foram negativos nos 3 caes testados (GODMAN et al., 1998). Para os caes,
inclusdes granulocitica causada por A. phagocytophilum deve ser diferenciada de inclusdes
granulocitica causada por E. ewingii. Infecgdes em caes por E. ewingii sdo observadas no Sul
dos Estados Unidos e sdo responsdveis por uma desordem poliartritica aguda caracterizada
por febre, anorexia, claudicacdo, trombocitopenia leve sem didtese hemorragica e anemia nao
regenerativa leve (GODMAN et al., 1998). Atualmente, os caes com infec¢des E. ewingii sao
identificados pela presenca de anticorpos que sdo reativos aos antigenos de E. canis e por
PCR-especificos para E. ewingii. Geralmente antigenos de A. phagocytophilum nao produzem
anticorpos que reagem com antigenos de E. ewingii. Portanto, os cdes nos EUA podem ser
infectados por dois agentes distintos que infectam granuldcitos: E. ewingii e A.
phagocytophilum e que causam a AGC e a Ehrlichiose Granulocitica Canina,
respectivamente. E. ewingii infecta neutréfilos e eosindfilos, mas é antigenicamente e
geneticamente relacionada com E. canis (ANDERSON et al, 1992;. DUMLER et al, 2001).

Os sinais clinicos mais comuns em caes infectados com A. phagocytophilum que
desenvolvem doenca sdo letargia e febre, que ocorre apds um periodo de incubagdo de uma a
duas semanas. Letargia tem sido descrita em quase todos os caes infectados (GREIG et al.,
1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008; EGENVALL et al.,, 1997). Diversos
estudos reportam que o sintoma de febre que esteve presente em 90% dos cédes infectados
(GREIG et al.,, 1996; POITOUT et al., 2005; EGENVALL et al., 1997). Inapeténcia ou
anorexia foi observado em 47 a 88% dos caes infectados por A. phagocytophilum (GREIG et
al., 1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008). Sintomas musculo-esqueléticos, tais
como relutancia para se movimentar e manqueira também ja foram descritos. Em alguns caes,
a manqueira pode resultar de uma poliartrite neutrofilica (SKOTARCKAK et al., 2004;
FOLEY et al., 2007a).

Com menor frequéncia foram descritos sintomas como, polidipsia, palidez de
mucosas, sinais gastrointestinais, incluindo vomitos, diarréia e hemorragia, que se manifestam
como petéquias na mucosa, melena, ou epistaxe em caes infectados por A. phagocytophilum
(GREIG et al., 1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008). Esplenomegalia e
linfadenopatia discreta, detectada durante o exame fisico ou apds radiografia e ultra-
sonografia, podem também estar presentes (GREIG et al., 1996; KOHN et al., 2008). Em
cdes e em modelos murinos de infec¢do a esplenomegalia e linfadenopatia aparecem em
funcdo da hiperplasia linféide reativa e, no baco, pela hematopoese extramedular
(ENGEVALL et al., 1998; HODZIC et al., 1998).

Manifestagdes neuroldgicas tém sido raramente descritas em pessoas com AGH,
quando o organismo foi detectado no fluido cerebrospinal (LEE et al., 2000). Greig et al.
(1996) descreveram em 2 dos 17 cdes com anaplasmose granulocitica sinais neuroldgicos que
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consistiam em convulsdes e déficits proprioceptivos, porém o cao que apresentava convulsdo
tinha um histérico de epilepsia idiopatica. Em um estudo retrospectivo com 248 cdes que
apresentavam distirbios do sistema nervoso ndo foi verificada associacdo entre sinais
neuroldgicos e infec¢do por A. phagocytophilum em caes (JADERLUN et al., 2007). Uma
morula granulocitica foi detectada por meio da citologia no LCR de um cdo com meningite na
Califérnia. Os titulos de anticorpos séricos neste cdo foram maiores para E. canis (40.960),
seguido por R. rickettsii (5120) e A. phagocytophilum (40) (MARETZKI et al., 1994).
Estudos moleculares ndo foram realizados, de modo que € possivel que este organismo seja E.
ewingii.

A infeccdo por A. phagocytophilum parece ser auto-limitante em cdes e a doenga
cronica ainda nao foi descrita. A forma pela qual A. phagocytophilum persisti nos tecidos e
contribui para manifestacdes da doenca cronica em pacientes humanos e caninos € objeto de
investigacdes futuras. Em um estudo, o tratamento com prednisolona por 6 meses em caes que
foram experimentalmente infectados com A. phagocytophilum foi associado com o
desenvolvimento de resultados positivos na PCR para o organismo e, em alguns caes,
observou-se o reaparecimento de moérulas em esfregacos de sangue, além de trombocitopenia
(EGENVALL et al., 2000b). Em outro relato, a infec¢ao persistente foi observada em caes,
apesar do tratamento com doxiciclina, j& que os cdes foram positivos na PCR apds o
tratamento com prednisolona cinco semanas apds a terapia de doxiciclina. No entanto, ndo se
sabe se organismos vidveis estavam presentes, conforme determinado por meio de cultura ou
em estudos de inoculacdo em animais de laboratério (EGENVALL et al., 2000b).

2.7 Diagnostico da Anaplasmose Granulocitica Canina

Os critérios de diagndstico para confirmag¢do da AGC sdo os sinais clinicos e achados
laboratoriais sugestivos de anaplasmose granulocitica juntamente com: (1) deteccdo de
morulas em neutréfilos combinado com um titulo de anticorpos para A. phagocytophilum
(1:80), (2) aumento de 4 vezes ou diminuicao do titulo de anticorpos dentro de 4 semanas (3);
Resultado positivo da PCR utilizando primers especificos para A. phagocytophilum, ou (4) o
isolamento de A. phagocytophilum do sangue em cutivo celular (BAKKEN et al., 2008). Vale
ressaltar que o isolamento ndo € utilizado rotineiramente para o diagndstico da AGC.

Morulas podem ser vistas dentro de neutr6filos durante o exame citoldgico do
esfregaco de sangue periférico corados por derivados de Romanowsky. O achado de moérulas
em neutréfilos no sangue periférico de caes em uma drea endémica € altamente sugestivo de
infeccdo por A. phagocytophilum, embora as moérulas ndo possam ser distinguidas de
Ehrlichia spp., tais como E. ewingii. Neste caso, testes soroldgicos ou PCR sdo necessarios
para confirmar se A. phagocytophilum ¢ a espécie infectante (TARELLO et al., 2005; PLIER
et al., 2009; PUSTERLA et al., 1998). O percentual de neutréfilos que contém morulas
durante a fase aguda da infecc@o varia de 7 a 32% (GREIG et al., 1996; POITOUT et al.,
2005; 1997; EGENVALL et al., 1997). Em caes experimentalmente infectados, neutréfilos
infectados comegam a aparecer quatro dias apds a inoculacdo e persistem por quatro a oito
dias (EGENVALL et al., 1998).

Virios testes de PCR convencional e em tempo real t€ém sido desenvolvidos para a
deteccao de DNA de A. phagocytophilum no sangue periférico, capa leucocitdria, medula
dssea ou amostras de tecido esplénico. Alguns destes ensaios amplificam o DNA de outras
espécies de rickettsias e o sequenciamento do produto da PCR € necessario para determinar se
A. phagocytophilum € a espécie infectante. Outros ensaios apenas amplificam o DNA de A.
phagocytophilum. Os alvos da maioria dos testes utilizados, tem sido o gene 16S rRNA ou o
gene da proteina de superficie externa MSP2 (p44). Ensaios baseados no gene msp2 sdo
geralmente especificos para A. phagocytophilum, enquanto os ensaios com base no gene 16S
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rRNA podem detectar outras espécies de Anaplasma e até mesmo outras bactérias como
Bartonella henselae (EGENVALL et al., 2000b). Outros ensaios relatados t€m como alvo os
genes msp4, groEL, rrs, epankl ou ankA de A. phagocytophilum (MASSUNG et al., 2003;
DE LA FUENTE et al., 2008; SANTOS et al., 2004; WALLS et al., 2000). Um ensaio em
tempo real foi desenvolvido para amplificar o gene msp2 de uma ampla variedade de cepas
isoladas de diferentes locais (DRAZENOVICH et al., 2006). O DNA de A. phagocytophilum
foi amplificado em um estudo usando PCR em 3% dos caes sauddveis e em 37% dos caes
clinicamente doentes (BEALL et al., 2008). Apds o tratamento, todos os cdes em um estudo
tornaram-se negativos na PCR dando suporte a uma associac¢do entre resultados positivos na
PCR e clinica da doenca (KOHN et al., 2008). Em cédes experimentalmente infectados, os
resultados da PCR em sangue total foram positivos em seis a oito dias antes e trés dias depois
do aparecimento de mérulas no esfregaco sanguineo (EGENVALL et al., 1998; EGENVALL
et al., 2000Db).

O diagnéstico também pode ser realizado utilizando sorologia pareada, aguda e de
convalescenca. A maioria dos laboratérios veterindrios realizam testes soroldgicos através de
técnicas de imunofluorescéncia. Anticorpos da classe IgG sdo detectiveis em
aproximadamente oito dias apds a exposicao inicial e dois a cinco dias apds o aparecimento
de moérulas. Como resultado, durante a doenca aguda, os anticorpos podem ser inaparentes,
assim a PCR pode ser mais util para o diagndstico de infec¢do aguda, quando moérulas nao
estdo presentes. Para que titulos positivos para A. phagocytophilum possam refletir uma
exposicao anterior € exigido a demonstra¢ao de um aumento de 4 vezes no titulo. Os titulos de
anticorpos podem persistir por virios meses (EGENVALL et al., 1997; EGENVALL et al.,
2000a). Foi verificada em um estudo que a soropositividade persistiu até 12 meses apds a
resolugcdo da doenga aguda (POITOUT et al., 2005). Tem sido descrito em seres humanos a
persisténcia de anticorpos por até trés anos (BAKKEN et al., 2008). Um ELISA polivalente
foi desenvolvido baseado em antigeno recombinante p44, sendo apropriado para testar soros
de caes e equinos (MAGNARELLI et al., 2001). Um outro teste ELISA desenvolvido a partir
de uma proteina recombinante msp2/p44, também estd disponivel para a detec¢do de
anticorpos contra o A. phagocytophilum no soro de cdes. Resultados positivos com este teste
ndo significa que A. phagocytophilum € a causa da doenca em cdo. Além disso, com os testes
de imunofluoréncia indireta, os resultados negativos podem ocorrer em cdes que apresentam
doenca aguda, pois ocorre um atraso na producdo de anticorpos em relagdo ao inicio dos
sinais clinicos.

Sorologia cruzada entre Anaplasma phagocytophilum e diferente espécies do género
Anaplasma pode ocorrer. Reatividade cruzada foi documentada entre A. phagocytophilum e A.
marginale em 100% das amostras testadas pelo ELISA indireto, mas nenhuma reactividade
cruzada foi documentado quando o teste ELISA competitivo foi utilizado (STRIK et al.,
2007). Caes infectados com A. platys também foi positivo quando um teste soroldgico para A.
phagocytophilum foi utilizado, incluindo um ensaio com o antigeno recombinante MSP2
(BOWMAN et al., 2009). 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).

Em um estudo comparativo, amostras de sangue de cdes suspeitos de estarem
infectados com A. phagocytophilum foram testados por imunofluoréncia indireta, PCR
utilizando como alvo o gene 16S rRNA e por examinagdo de esfregaco de sangue. Um total
de 73% dos animais foram positivos pela PCR e no exame citolégico de inclusdes, também
apresentaram anticorpos anti-A. phagocytophilum, enquanto que 34 de 36 amostras (94%) que
foram positivos no esfregacos de sangue também foram positivas na PCR. Assim, em alguns
casos, o uso de multiplas ferramentas de diagndstico podem ser necessdrias para confirmar o
diagnéstico da anaplasmose granulocitica (EGENVALL et al., 1996).
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Anaplasma phagocytophilum isolado de caes e de seres humanos podem ser
facilmente cultivado em linhagens de células promielocitica de leucemia humana (HL-60) e
em linhagens de células embriondrias de carrapatos. Embora o cultivo celular seja a
modalidade mais sensivel de diagndstico para detec¢do de infeccdo aguda em pacientes
humanos, (AGUERO-ROSENFELD et al., 2002) este método ndo € usado rotineiramente em
cdes para fins de diagndstico.

2.8 Anaplasmose Granulocitica Humana e Sua Importancia para Saide Publica

A AGH ¢ uma doenca febril que se assemelha com a doenca em cdes e tem sido
descrita como doenga semelhante a gripe ap6s a picada por carrapatos (BAKKEN et al.,
1996a). Os homens sao mais frequentemente infectados quando comparados com as mulheres
(DUMLER et al., 2007) e acima de 75% das pessoas infectadas apresentam histérico de
infestacdo por carrapatos (BAKKEN; DUMLER, 2008). Como em caes, co-infec¢des com B.
burgdorferi pode ocorrer. A soroprevaléncia em individuos picados por carrapatos nos
Estados Unidos € de 8,9 a 36% (BAKKEN; DUMLER, 2008), com a incidéncia mais alta no
Centro-Oeste e Nordeste dos Estados Unidos. Na Europa, a doenca tem sido reportada com
maior frequéncia na Suécia e Eslovénia, onde o primeiro caso foi descrito em 1997
(PETROVEC et al.,, 1997; STRLE, 2004). Moérulas podem ser observadas com menor
frequéncia em seres humanos com anaplasmose granulocitica na Europa. Nesse continente a
doenca é um pouco mais suave quando comparada com a doenca na América do Norte
(BLANCO; OTEO. 2002).

Os sinais clinicos comumente relatados em pacientes humanos sao mialgia, cefaléia
intensa, muitas vezes mal-estar, calafrios e tremores, anorexia, ndusea, artralgia, e tosse
também podem ocorrer (BAKKEN; DUMLER, 2008; BAKKEN et al., 1996a; DUMLER et
al., 2007). A doenca geralmente € leve e auto-limitante. Ocasionalmente, a forma mais grave
da doenca pode ocorrer, com até 17% dos seres humanos afetados que necessitam de
internagdo em unidade de terapia intensiva. A morte ocorre em menos de 1% dos seres
humanos clinicamente afetados, geralmente como resultado de complicagdes, como a
sindrome séptica ou choque toxico, insuficiéncia respiratdria, infeccdes fungicas ou viral
oportunistas, rabdomidlise, insuficiéncia renal aguda, hemorragia e doencas neuroldgicas
(BAKKEN; DUMLER, 2008). A forma grave da doenca tende a ocorrer em humanos de
idade avancada, ou naqueles com doenca imunossupressora concomitante ou terapia
medicamentosa.

Andlises laboratoriais de sangue periférico normalmente ndo revelam alteracdes
hematolégicas. 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 hepaticas (BAKKEN; DUMLER, 2008;
BAKKEN et al., 1996a; DUMLER et al., 2007). Nos Estados Unidos, a doenca € relatdvel ao
Centro de Prevengdo e Controle de Doengas (CDC). Os cades agem como sentinelas para a
exposicdo humana, e t€ém potencial para ser uma fonte de infeccao para carrapatos que podem
infestar humanos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Descricao da regiao estudada

O estudo foi realizado na microrregido de Itaguai, pertencente a mesorregio

metropolitana do Rio de Janeiro (Figura 1).
¢ Microrregiao de Itaguai (Municipios de Itaguai e Seropédica)

Coordenadas geograficas:

Itaguai: 22°51°08" latitude Sul; 43°46°31°’ longitude Oeste; altitude: 13 metros.

Seropédica: 22°44°38"’ latitude Sul; 43°42°27°’ longitude Oeste; altitude 26 metros.

A microrregido de Itaguai possui um clima tropical com estacdo seca e chuvas no
verdo (Aw) e com estacdo de inverno bem definida de acordo com a classificacdo de Koéppen-
Geiger (PIEEL et al., 2007). Na microrregido de Itaguai a temperatura média do més mais frio
do ano € inferior a 18°C e temperatura média maxima € superior a 25°C.
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Figura 1. Localizacdo geografica da microrregido de Itaguai e os municipios de Seropédica e
Itaguai, Rio de Janeiro. Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Microrregi%C3%A30
_de_Itagua%C3%AD
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3.2 Tamanho da amostra e amostragem

Pela auséncia de dados referentes a prevaléncia de A. phagocytophilum no Brasil,
admitiu-se uma prevaléncia esperada de 50%, intervalo de confiangca de 95% e margem de
erro de 5%. Assim, o nimero minimo de amostra estabelecido para coleta foi de 384, segundo
a equacao descrita por Sampaio (2002) a seguir:

n=1 96%1@1&@2}
d
onde: n = tamanho da amostra; P, = prevaléncia esperada; d*= precisao absoluta desejada.

A coleta das amostras foi realizada por conveniéncia ndo probabilistica, onde as
residéncias ou propriedades rurais foram visitadas e, apds consentimento do proprietdrio ou
responsavel, as amostras de sangue e carrapatos foram coletadas. O nimero total de amostras
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de sangue de caes coletadas na microrregido de Itaguai foi de 398, distribuidas da seguinte
forma: Itaguai (n=136) e Seropédica (n=262).

Para determinar a ocorréncia de A. phagocytophilum em uma populacdo de carrapatos
o tamanho da amostra foi determinado considerando a prevaléncia de 10% de carrapatos
infectados em uma populacdo infinita (baseado no valor de prevaléncia maxima reportado
para E. chaffeensis no carrapato A. americanum) (BURKET et al. 1998; WHITLOCK et al.,
2000). Assim, o nimero minimo de carrapatos, com precisdao absoluta de 5% e intervalo de
confianca de 95%, a ser testado foi de 138. No entanto, o nimero de carrapatos avaliados no
presente estudo foi de 235.

3.3 Questionarios

Antes da coleta de sangue e carrapatos dos cdes, os proprietdrios ou funciondrios
responsaveis foram informados sobre o estudo, sua importancia e que suas propriedades
foram escolhidas para a realizacdo do estudo. Um questiondrio semi-estruturado foi elaborado
e pré-testado com objetivo de aperfeicod-lo quanto a complexidade das perguntas,
sequenciamento l6gico de acordo com os objetivos, maximizacdo da clareza e adicdo de
eventuais perguntas ou itens que pudessem servir como auxilio na obten¢do de informacoes.
Foram determinados os temas a serem abordados e algumas questdes foram realizadas para
serem confrontadas com as respostas dos proprietdrios e avaliada a coesdo das mesmas. Com
as informagdes obtidas através do questiondrio foi possivel identificar fatores associados (Ex:
idade, sexo, raca, infestacdo por carrapatos, etc) com a infec¢do por A. phagocytophilum
diagnosticada através da PCR em tempo real nos caes estudados (ANEXO A).

3.4 Obtencao das amostras de sangue e carrapatos

De cada animal foram coletados 5SmL de sangue em tubos contendo &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) através da punc¢do da veia cefdlica. Posteriormente, os
tubos foram centrifugados a 2500xg por 5 minutos e a capa leucocitdria foi separada,
aliquotada em microtubos de 1,5mL, identificada e armazenada a -20°C até o momento da
extracdo de DNA.

Todos os animais foram inspecionados visualmente por todo o corpo, com énfase na
regido do pavilhdo auricular, da cabeca, do pescoco, do peitoral, das axilas, inguinal e por fim,
embaixo da cauda, para identificacdo de carrapatos. Nos animais parasitados, o grau de
infestacdo por carrapatos foi categorizado da seguinte forma: infestacdo baixa (< cinco
carrapatos), infestacdo moderada (>cinco<15 carrapatos), infestacdo alta (>15<30 carrapatos),
infestacdo muito alta (=30 carrapatos). Os carrapatos coletados sobre os cades foram
acondicionados em tubos contendo édlccol isopropilico para preservacdo. Em seguida os
carrapatos adultos foram identificados em nivel de espécie utilizando a chave dicotdmica de
Aragio e Fonseca (1961) e Barros-Batestti et al. (2006). Os estdgios ninfais dos carrapatos do
género Amblyomma foram identificados até o nivel de género.

3.5 Extracao de DNA de amostras de capa leucocitaria e carrapatos

A extracdo de DNA total, a partir de 70uLL da capa leucocitéria, foi realizada com o
auxilio de Kit de extracio de DNA (DNeasy Tissue Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA) de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

Em uma etapa anterior a extracdo de DNA, os carrapatos foram separados de acordo
com a sua espécie, sexo, estdgio evolutivo, animal fonte, data da coleta e localidade de
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proscedéncia. O material gendmico dos carrapatos adultos foi extraido a partir de um tnico
exemplar, o DNA das ninfas foi extraido a partir de um “pool de carrapato” de cinco
exemplares. A extracdo de DNA dos carrapatos foi realizada de acordo com o protocolo
utilizado na extracdo de DNA em plantas proposto por Ferreira; Grattapaglia (1998) com
pequenas modificagdes (ANEXO B).

3.6 Quantificacao e pureza das amostras de DNA

A determinacdo da concentracdo e pureza do DNA total de todas as amostras de capa
leucocitaria e carrapatos foi realizada através de espectrofotometria (Nanodrop, Thermo
Cientific). As amostras com a relacdo de absorbancia 260 m/280 nm menor que 1,8 foram
purificadas conforme protocolo descrito por Sambrook et al. (2001).

Todas as amostras de DNA foram diluidas de modo a obter uma concentracdo final de
30mg/uL.

3.7 Obtencao dos controles positivos

Os controles positivos para A. phagocytophilum, N. risticii e R. rickettsii foram obtidos
a partir do substrato antigénico presente em laminas preparadas para imunofluorescéncia,
disponiveis comercialmente (Fuller Laboratories, Fullerton, CA, USA). O material gendmico
(DNA total) presente nessas amostras foi extraido das 1aminas com auxilio do kit de extracao
de DNA (DNeasy Tissue Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA) de acordo com as recomendagdes
do fabricante, com pequenas modificacdes (ANEXO C). O DNA extraido foi aliquotado em
microtubos de polipropileno de 0,6mL estéreis, identificados e armazenados a -20° C, para
utilizacdo na PCR.

As amostras de DNA de Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis vogeli e
Hepatozoon canis foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Guido Fontgalland Coelho
Linhares da Universidade Federal de Goids.

As amostras de DNA de Theileria equi e Babesia caballi foram obtidas a partir da
extracdo de DNA total de amostras de sangue criopreservadas no laboratério de Doengas
Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica da UFRRJ. A extracdo do
DNA total foi realizada a partir de 200uL de sangue através do kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega®, Madison, WI, USA).

3.8 PCR em tempo real das amostras de DNA de cao

As amostras de DNA dos cdes foram submetidas a PCR em tempo real para a
amplificacio de um fragmento de 122pb do gene msp2, especifico para a espécie A.
phagocytophilum. Para esta andlise, utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores 903f 5°-AGT
TTGACTGGAACACACCTGATC-3’ e 1024r 5’-CTCGTAACCAATCTCAAGCTCAAC-3’
(DRAZENOVICH et al., 2006). Todas as reagdes foram realizadas em triplicata e em volume
final de 12uL, contendo: 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix, 0,9uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 3uL (aproximadamente 90ng) de DNA total. Agua ultrapura foi
utilizada como controle negativo da reacdo. O programa de amplificacdo foi composto por um
passo de desnaturagdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a
95°C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Apds a amplificagdo, uma
curva de dissociacdo foi obtida para verificar a especificidade da amplificagdo. Foram
consideradas positivas amostras com limiar de detec¢do (Cr) inferior a 35 ciclos, cujo produto
amplificado apresentou a mesma temperatura de dissociacdo do controle positivo. O produto
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da PCR das reacdes positivas foi submetido a eletroforese em Gel de Agarose a 2% e corado
com brometo de etidio para confirmac¢do da amplificacdo do fragmento de tamanho esperado.

3.9 PCR em tempo real das amostras de DNA de carrapato

As amostras de DNA total dos carrapatos foram submetidas a amplificagdo de 122pb
do gene msp2 de A. phagocytophilum através do sistema TagMan real-time PCR. As reacdes
foram realizadas em volume final de 12uL contendo: 1X de TagMan® Universal PCR Master
Mix, 2pmol dos primers 903f e 1024r, 100pmol da sonda 939p- (5’-TTAAGGACAACATGC
TTGTAGCTATGGAAGGCA-3’) (DRAZENOVICH et al., 2006) marcada na extremidade 5’
com o Reporter dye FAM (6-carboxi-fluoresceina) e na extreminadade 3’ com o Quencher
TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina), 3uL de amostra de DNA total de carrapato
(aproximadamente 90ng) e dgua ultra pura em quantidade suficiente para completar 12uL. de
volume final. As reacdes foram realizadas em triplicata no aparelho StepOnePlus™ 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 Cr inferior a 40 ciclos foram consideradas positivas.

3.10 Cuidados para evitar contaminac¢oes

Para verificar eventual contaminacdo dos reagentes e enzimas, um tubo contendo
todos os componentes da PCR, com exce¢do da amostra de DNA, foi incluido em cada
reacdo. A amostra de DNA foi substituida por uma quantidade equivalente de dgua ultrapura.
Ponteiras com filtro foram utilizadas em todas as fases do experimento, e os procedimentos de
extracdo de DNA, clonagem, e as reacdes de PCR foram realizadas em salas separadas. Todas
as reacOes de PCR foram realizadas em sistema fechado.

3.11 Clonagem e seqiienciamento

As amostras positivas na PCR em tempo real foram submetidas novamente a
amplificacdo de 122pb do gene msp2 através de uma touchdown PCR. As reacdes de PCR
foram realizadas em volume final de S0uL contendo: 5,0uLL do tampao da PCR (10mM Tris-
Cl (pH=8,3), 50mM KCI) (Invitrogen®), 3,0mM (MgCl, -50 mM, Invitrogen®), 0,2 mM de
cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTP e dCTP-100mM) (Invitrogen®), 0,2uM dos primers
903f e 1024r (DRAZENOVICH et al. 2006), 0,05% de Tween 20 10%, 5,0% de Glicerol
87%, 1,5U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) e 5,0 uLL da amostra de DNA
(aproximadamente 150ng de DNA total). O programa de amplificacdo constituiu de um passo
de desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 min, 10 ciclos com temperatura de desnaturacio de 95
°C por 30s, temperatura de anelamento comecando em 65 °C com decréscimo de 0,5 °C a cada
ciclo e terminando em 60 °C por 20s em cada ciclo, temperatura de extensao de 72 °C por 20s,
seguido de 35 ciclos com temperatura de desnaturacio de 95 °C, anelamento a 60 °C por 20s,
extensdo a 72 °C por 20s e extensdo final a 72 °C por 2 min.

Os produtos da PCR foram purificados, em seguida clonados e sequenciados
(SANGER et al., 1977). A clonagem foi realizada em vetor pPGEM-T® Easy Vector System
(Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O DNA
plasmidial dos clones positivos foram isolados pelo kit PureYield™ Plasmid Miniprep
System (Invitrogen, Carlsband, CA, USA.) seguindo as recomenda¢des do fabricante e em
seguida foram enviados para o sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de Sdo Paulo (USP) (ABI 3730 DNA Analyser — Applied Biosystems/Perkin
Elmer, CA, USA). A identidade do fragmento de 122pb do gene msp2 de A. phagocytophilum
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sequenciado no presente estudo foi analisada através do alinhamento multiplo utilizando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

3.12 Sensibilidade e especificidade analitica da PCR utilizando SYBR Green para
deteccao da amplificacdo de Anaplasma phagocytophilum em amostras de capa
leucocitaria em caes

A sensibilidade analitica do ensaio foi determinada pela avaliacdo de dilui¢des
decimais seriadas do amplicon clonado em plasmidio pGEM-T (BELL; PATEL, 2005). A
sensibilidade da PCR em tempo real foi avaliada com e sem a adicdo de 1pL de DNA
extraido da capa leucocitdria de um cdo ndo infectado. A concentragdo e pureza do DNA
plasmidial foram mensuradas em espectrofotometro (NanoDrop 2000c -Thermo Scientific). A
concentracdo do DNA plasmidial serviu de base para o cdlculo do nimero de plasmidios. Para
determinar a sensibilidade analitica da PCR em tempo real baseada na detec¢do pelo SYBR
green foi confeccionada uma curva com sete pontos, plotando o nimero de cdpias do
plasmidio pelos valores de Cr. O ntimero de cépias variou de 3x10° a apenas trés, e seis
diluicdes separadas foram realizadas para cada ponto na curva. Uma curva de dissociacdo
também foi adicionada ao final desse ensaio para verificar a especificidade e certificar a
eficiéncia dos primers.

A especificidade da reagdo foi avaliada utilizando DNA de organismos relacionados e
outros patégenos transmitidos por carrapatos, como: Anaplasma platys, Anaplasma
marginale, Ehrlichia canis, Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii, Babesia canis vogeli,
Hepatozoon canis, Theileria equi e Babesia caballi.

3.13 Sensibilidade e especificidade analitica da TagMan-PCR para o diagndstico de
Anaplasma phagocytophilum em carrapatos

A sensibilidade da TagMan-PCR foi determinada com descrito no item 3.12, com
pequenas modificagdes. Uma curva foi confeccionada com seis pontos, cada um com seis
diluicdes decimais seriadas, variando de 100.000 a 1 cépia do plasmidio contendo um
fragmento de 122pb do gene msp2 de A. phagocytophilum. As reagdes foram realizadas com e
sem a adicdo de 1uLL de uma mistura equimolar de DNA de A. cajennense (carrapato mantido
em laboratorio) e capa leucocitdria de um cao ndo infectado.

A especificidade da reacdo foi realizada conforme descrito no item 3.12.

3.14 Avaliacao hematologica

Para avaliagdo hematoldgica, as amostras de sangue de cada cdo foram colhidas em
tubos contendo anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetraacético) e imediatamente
armazenadas em ambiente contendo gelo (4°C) até o momento das anélises em laboratdrio. Os
parametros hematolégicos avaliados foram: volume globular (VG), hemoglobina (Hb),
nimero de eritrocitos (He), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude de
distribuicdo das hemadcias (ADH), nimero de plaquetas (PLA), volume plaquetirio médio
(VPM), leucometria global (LG), nimero de linfécitos (LIN), mondcitos (MON) e
granulécitos (GRA) utilizando o contador automaético de células (ABC VET, Horiba ABX),
além de solidos totais que foram determinados através de refratometria (COLES, 1984).
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3.15 Avaliacao parasitologica por esfregaco sanguineo

Das amostras de sangue de cada cdo foram feitos esfregacos sanguineos, os quais
foram identificados, secos em temperatura ambiente, fixados em &lcool metilico puro para
andlise, durante 3 minutos. Em seguida foram corados pelo método de Giemsa (1:10) por 45
minutos em temperatura ambiente. Os esfregacos foram examinados em microscépio fotonico
em objetiva de imersao (1000x), 200 campos por esfregaco.

3.16 Analise Estatistica

Os resultados do diagnéstico pela PCR em tempo real em cdes foram associados
através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de 5% de significincia com as
varidveis obtidas através do questiondrio epidemioldgico como: sexo, raca, idade, escore
corporal, infestacdo por carrapatos, etc. Quando normais os valores médios dos parametros
hematolégicos foram submetidos a andlise de variancia e quando signficativo as médias foram
submetidas ao teste Tuckey em nivel de 5% de significancia. Quando os dados nao
apresentaram distribui¢do normal os valores de mediana dos parametros hematologicos
obtidos de cdes infectados e ndo infectados por A. phagocytophilum foram submetidos ao
teste Mann-Whitney em nivel de 5% de significancia. A frequéncia das alteracdes
hematoldgicas no grupo de cdes infectados e ndo infectados foi comparada através do teste
exato de Fisher ou Qui-quadrado em nivel de 5% de significancia. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa BioEstat 4.0 (AYRES, 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 PCR em tempo real para Anaplasma phagocytophilum em amostras de capa
leucocitaria obtidas de caes.

Das 398 amostras de capa leucocitéria testadas pela PCR em tempo real, 24 (6,03%)
apresentaram amplificacdo do fragmento de 122pb do gene msp2, especifico para A.
phagocytophilum. O valor médio de Ct observado nas amostras positivas foi de 32,94+2.34
ciclos variando entre 26 e 35 ciclos. A temperatura de dissociagdo (T,,) dos produtos
amplificados apresentou valor médio de 78,08+0,64°C, semelhante a do controle positivo
(Figura 2). As amostras positivas na PCR em tempo real e submetidas a eletroforese em gel
de agarose apresentaram bandas com o tamanho esperado de 122pb. Entre as amostras com
Cr maior que 35 ciclos ndo foram observadas bandas, provavelmente em funcdo da baixa
concentracao dos produtos amplificados.

— Controle positivo
4 4 ——— Amostras positivas

Derivative Reporter (-Rn")
[\®]

Tm:78.6 °C

60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 2. Curva de dissociacdo (Melting Curve) do fragmento de 122pb do gene msp2 do
controle positivo e das amostras de caes positivas mostrando a especificidade de amplificacdo
de Anaplasma phagocytophilum pela PCR em tempo real.

Doze amostras positivas foram clonadas e seqiienciadas. Todas as sequéncias
apresentaram 100% de identidade entre si, entdo, uma Unica sequencia foi depositada no
banco de dados (GenBank) sob nimero de acesso HQ670750. A analise realizada utilizando a
ferramenta BLASTn revelou identidade de 100% (122/122pb) para o gene msp2 com as cepas
de A. phagocytophilum isoladas do carrapato Ixodes persulcatus coletados na vegetacao em
areas de mata no Japao (GenBank acesso FJ600612), de amostras de sangue de trés cdes que
apresentavam sinais clinicos caracteriscos de anaplasmose granulocitica e de dois ovinos da
Suécia experimentalmente infectados com wuma amostra criopreservada de A.
phagocytophilum isolada de bovinos da Noruega com a febre do carrapato (GenBank acessos
DQ519566 e DQ519565). A amostra sequenciada no presente estudo também demonstrou
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100% de identidade com outros isolados de A. phagocytophilum obtidos do sangue de equinos
e humanos dos Estados Unidos (GenBank acessos AY763480 e P000235).

Usando um nimero conhecido de cépias do vetor-inserto, a sensibilidade analitica da
técnica da PCR em tempo real, utilizando o sistema SYBR green foi avaliada. O limite de
deteccdo da técnica foi de trés copias do plasmidio contendo o gene msp2 de A.
phagocytophilum. O coeficiente de correlacio de seis repeti¢des das sete diluicdes testadas na
curva padrao foi de 99%, com Cr variando de 15,15%0,17 ciclos na primeira dilui¢ao (3)(106
copias do plasmidio) até 33,91+1,07 ciclos na ultima diluicdo (trés cépias do plasmidio)
(Figura 3). Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na sensibilidade analitica quando 1uL
de DNA da capa leucocitdria de um cd@o ndo infectado foi adicionado na PCR. As curvas
apresentaram a mesma inclinag¢do durante a fase exponencial da amplificacdo demonstrando a
eficiéncia da reacdo mesmo nos pontos com pouco alvo (Figura 4). Quando a especificidade
da PCR em tempo real foi avaliada em relacdo a outras bactérias proximamente relacionadas
somente 0 DNA de A. phagocytophilum produziu sinal fluorescente.

40
35 | R’=0.9928
30 1
25 |

20 -

Valor de Cr

15 A

10 1 1 1 1 1 1 1
3 3x10' 3x10% 3x10° 3x10* 3x10° 3x10°

Numero inicial de copias

Figura 3. Curva padrdo criada a partir de dilui¢des decimais seriadas do DNA plasmidial,
contendo o fragmento de 122 pares de base do gene msp2 de Anaplasma phagocytophilum. O
valor de Cr obtido pela PCR em tempo real foi plotado em funcdo do nimero inicial de cépias
do plasmidio utilizando o sistema SYBR green.
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Figura 4. Sensibilidade analitica da PCR em tempo real utilizando o SYBR Green para a
deteccao de amplicacdo. A curva mostra amplificacdo de dilui¢des seriadas (3 — 3.000.000
copias) do DNA plasmidial contendo o fragmento de 122 pares de base do gene msp2 de
Anaplasma phagocytophilum.

4.2 PCR em tempo real para Anaplasma phagocytophilum em carrapatos obtidos de caes

A técnica TagMan-PCR foi utilizada para avaliar a presenca de um fragmento de
122pb do gene msp2 de A. phagocytophilum em 235 amostras de DNA total extraidos de
carrapatos. A PCR foi realizada em 194 amostras de R. sanguineus (100 fémeas, 82 machos e
12 “pools” de cinco ninfas), em 15 amostras de A. cajennense (nove fémeas e seis machos),
em oito amostras de A. ovale (cinco fémeas e trés machos) e em 18 ninfas de Amblyomma sp.

A frequéncia de carrapatos positivos para A. phagocytophilum pela TagMan-PCR foi
de 2,55% (n=6/235). Quando a positividade para A. phagocytophilum foi analisada em relacao
ao numero de carrapatos da mesma espécie, observou-se que a maior frequéncia foi entre os
carrapatos da espécie A. cajennense, com 6,67% (n=1/15) de carrapatos positivos contra
2,58% (n=5/194) para a espécie R. sanguineus. O exemplar infectado da espécie A.
cajennense era fémea. O DNA de A. phagocytophilum foi detectado em adultos de R.
sanguineus com frequéncia de 7,76% (n=4/194) em machos e 0,51% (n=1/194) em fémeas.
(Figura 5). Todos os carrapatos positivos foram obtidos de cdes domiciliados em &reas rurais
da microrregido de Itaguai. O valor médio dos Crs obtidos das amostras positivas foi de
30,42+2,38, variando entre 26,75 a 33,14 ciclos. O menor Cr (26,75 ciclos) foi obtido de uma
fémea de A. cajennense e o maior (33,14 ciclos) de uma fémea de R. sanguineus.
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Figura 5. Curva de amplificacdo do fragmento de 122 pares de base do gene msp2 de
Anaplasma phagocytophilum em carrapatos das espécies Rhipicephalus sanguineus e
Amblyomma cajennense obtidas pela PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan. As
linhas vermelhas representam os controles positivos e as linhas azuis as amostras de
carrapatos positivas.

A sensibilidade analitica da técnica TagMan-PCR foi avaliada. O limite de deteccao
da técnica foi de uma cépia do plasmidio contendo o gene msp2 de A. phagocytophilum. O
coeficiente de correlacdo de seis repeticdes das seis dilui¢Oes testadas na curva padrao foi de
99,56%, com Cr variando de 19,66+0,07 ciclos na primeira diluicdo ( 1x10° copias do
plasmidio) até 37,06+0,59 ciclos na tltima dilui¢cdo (uma cépia do plasmidio) (Figura 6). Nao
houve diferenca significativa (p>0,05) na sensibilidade analitica quando 1uL de uma mistura
equimolar de DNA extraido da capa leucocitdria de um cao ndo infectado e do carrapato A.
cajennense foi adicionado na PCR. Sendo assim, independente da complexidade da amostra
de DNA testada (presenca de DNA gendmico de diferentes organismos), a reagdo de PCR
utilizando o sistema TagMan permanceu com a mesma eficiéncia. Os oligonucleotideos
iniciadores demonstraram alta eficiéncia, jA que as curvas de amplificagdo apresentaram a
mesma inclinagdo durante a fase exponencial da amplificacdo até mesmo nos pontos com um
unico alvo (Figura 7). A técnica TagMan-PCR demonstrou alta especificidade quando o DNA
de outras bactérias proximamente relacionadas a A. phagocytophilum foi adicionada na
reacdo.

Trés amostras positivas na PCR foram clonadas e sequenciadas, duas amostras foram
isoladas de R. sanguineus e uma de A. cajennense. Um alinhamento midltiplo foi realizado
utilizando a ferramenta BLAST, as sequencias apresentaram 100% de identidade com as
amostras isoladas de cdes no presente estudo e com outras sequencias depositadas no
GenBank. Esse resultado confirma a presencga de A. phagocytophilum em carrapatos no Brasil.
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Figura 6. Curva padrdo criada a partir de dilui¢cdes decimais seriadas do DNA plasmidial,
contendo o fragmento de 122 pares de base do gene msp2 de Anaplasma phagocytophilum. O

valor de Cr obtido pela TagMan-PCR foi plotado em fun¢d@o do nimero inicial de cépias do
plasmidio.
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Figura 7. Sensibilidade analitica da TagMan-PCR. A curva mostra amplificacdo de diluicdes
seriadas (1 — 100.000 copias) do DNA plasmidial contendo o fragmento de 122 pares de base
do gene msp2 de Anaplasma phagocytophilum isolado de carrapatos.

4.3 Fatores associados com o resultado positivo na PCR em tempo real para Anaplasma
phagocytophilum

Com o objetivo de determinar possiveis fatores associados com o resultado positivo na

PCR para A. phagocytophilum as informagdes obtidas por meio de questiondrio
epidemioldégico foram relacionadas com o resultado da PCR em tempo real para os caes.
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4.3.1 Fatores associados as caracteristicas do cdo com a infeccao por Anaplasma
phagocytophilum

No presente estudo, ndo foi verificada associacdo (p>0,05) entre as varidveis: sexo,
raca, idade, comprimento do pé€lo, porte do animal, escore corporal, histérico de doengas
causadas por agentes etioldgicos transmitidos por carrapatos e historico de epistaxe, rinorragia
e outros sinais de deficiéncia na coagulagao com o resultado positivo na PCR em tempo real
(Tabela 1). A ftnica varidvel relacionada com o hospedeiro que apresentou associa¢io
(p<0,05) com a positividade na PCR foi histérico de infestagao por carrapatos. Todos os caes
positivos na PCR (n=24) tinham histérico de infestagdo por carrapatos (Tabela 1).

Em relacdo ao sexo, observou-se um maior percentual de cdes machos positivos na
PCR quando comparado com as fémeas com 7,21% (n=15/208) dos machos e 4,74%
(n=9/190) das fémeas positivas na PCR. A infeccdo por A. phagocytophilum foi mais
frequente (10,62%, n=10/113) em cédes com idade entre cinco e 10 anos, seguido de cdes com
faixa etaria entre dois e cinco anos (5,47%, n=7/128), entre seis meses e dois anos (3,96%,
n=4/101) e um (3,70%, n=1/27) cdo com idade supeior a 10 anos (5,55%). No presente estudo
nao foi observado caes positivos na PCR para A. phagocytophilum entre aqueles com faixa
etdria inferior a seis meses. Entre os cdes positivos, 5,26% (n=15/285) ndo possuiam raca
definida e 7,96% (n=9/113) tinham raca definida. As ragas positivas para A. phagocytophilum
foram: dois Labradores, dois Pinshers, um Poodle, um Rotweiller, um Fila, um Border Collie
e um American Staffordshire.

Tabela 1. Frequéncia de caes positivos na PCR em tempo real para Anaplasma
phagocytophilum, em funcdo do sexo, raga, idade, tamanho do pélo, porte do animal, escore
corporal, histérico de infestacdes anteriores, histérico de doencas causadas por agentes
transmitidos por carrapato e histdrico de epistaxe, rinorragia etc.

Caracteristicas dos caes PCR em tempo real - Total
Positivo Negativo
Sexo
Fémea 9* 181 190
Macho 15* 193 208
Total (p = 0.4093) 24 374 398
Definicao racial
Sem raca definida 15° 270 285
Raca definida 9° 104 113
Total (p =0.4311) 24 374 398
Idade
< 6 meses 0* 29 29
> 6 meses até < 2 anos 4* 97 101
> 2 até <5 anos 7¢ 121 128
> 5 até 10 anos 12* 101 113
> 10 anos 1? 26 27
Total (p = 0.1280) 24 374 398
Tamanho do pélo
Curto 10* 205 215
Médio 9* 121 130
Longo 5° 48 53
Total (p = 0.1343) 24 374 398

Porte do animal
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Pequeno 8" 116 124

Médio 12* 202 214
Grande 4* 56 60
Total (p = 0.9281) 24 374 398
Escore corporal
Magro 3° 50 53
Normal 19* 305 324
Obeso 2° 19 21
Total (p = 0.8868) 24 374 398
Histérico de infestacao por
carrapatos
Sim 24° 308 332
Nio 0° 66 66
Total (p = 0.04) 24 374 398

Historico de doencas causadas
por agentes transmitidos por

carrapato.
Sim 1? 41 42
Nao 23° 325 348
Nio sabe dizer 0° 8 8
Total (p=0.4261) 24 374 398

Histérico de epistaxe,
rinorragia, etc...

Sim 0* 30 30
Nao 24° 344 368
Total (p=0.2964) 24 374 398

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou Exato de
Fisher (p>0,05).

4.3.2 Fatores associados ao ectoparasitismo em caes com a infeccao por Anaplasma
phagocytophilum

Do total de 398 caes avaliados, foi observado infestacdes por ectoparasitas (carrapatos,
pulgas, piolhos e sarnas) em 309 (77,64%) cades no momento da coleta. Destes, 66,67%
(n=206/398) apresentaram-se infestados por carrapatos, 61,49% (n=190) por pulgas, 4,85%
(n=15) por sarnas e 2,27% (n=7) por piolhos (Figura 8a). Quanto ao grau de infestacdo por
carrapatos, verificou-se que 54,37% (n=112/206) dos caes estavam infestados com menos de
cinco carrapatos (infestacdo baixa), 28,15% (n=58/206) com cinco a 14 carrapatos (infestacdo
moderada), 13,59% (n=28/206) com 15 a 29 carrapatos (infes¢do alta) e 3,88% (n=8/206)
com mais de 30 carrapatos (infestacio muito alta). Em relacdo infestacdo por carrapatos
adultos, R. sanguineus foi encontrado em 82,52% (n=170/206) dos caes, A. cajennense em
20,39% (n=42/206), A. ovale em 3,40% (n=7/206) e A. dubitatum em 0,49% (n=1) dos caes
infestados por carrapatos. Ninfas de R. sanguineus e Amblyomma sp foram observadas em
24,76% (n=51/206) e 15,53% (n=32/206) dos caes infestados por carrapatos,
respectivamente(Figura 8b).
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Figura 8. Ectoparasitismo em cdes domiciliados em dreas rurais e urbanas da microrregido de
Itaguai, Rio de Janeiro. 8A. Percentual de caes infestados por ectoparasitas na microrregiao de
Itaguai, Rio de Janeiro. 8B. Fauna ixodoldgica em cdes domiciliados em dareas rurais e
urbanas da microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro.

Infestag@o por ectoparasitos foi observada em 79,16% (n=19/24) dos cées positivos na
PCR em tempo real. Em 66,67% (n=16/24) dos cades positivos verificou-se a presenca de
carrapatos, no entanto a presenga de carrapatos em cdes no momento da coleta nio teve
associacdo (p=0,19) com a infeccdo por A. phagocytophilum. As espécies de carrapatos mais
frequentes nos caes positivos foram A. cajennense (50%, n=12/24) e R. sanguineus (37,50%,
n=9/24). Co-infestagcdes por A. cajennense e R. sanguineus foram observadas em 20,83%
(n=5/24) dos caes positivos. Avaliando a positividade para A. phagocytophilum em funcao da
espécie de carrapato encontrada sobre os cdes, observou-se que 28,57% (n=12/42) e 5,29%
(n=9/170) estavam infestados com A. cajennense e R. sanguineus, respectivamente. Entre os
cdes infestados (n=206), uma associagdo significativa (p<0,01) foi observada entre a presenca
de A. cajennense e o resultado positivo na PCR (Figura 9).
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W Amblyomma cajennense
25 3 Rhipicephalus sanguineus

I Auséncia de carrapatos

20 1

Caes positivos na PCR (%)

] b
. |
)
Espécie de carrapato encontrada sobre os cies

Figura 9. Percentual de cdes positivos para Anaplasma phagocytophilum na PCR em tempo
real em funcdo da espécie de carrapato encontrada parasitando os caes.

* Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado em nivel de
5% de confianca.

Quando o nivel de infestacdo por carrapatos foi avaliado em func¢do da positividade
dos caes na PCR verificou-se uma frequéncia de 4,46% (n=5/112) naqueles caes com grau de
infestagdo baixa, 5,17% (n=3/58), 10,71% (n=3/28) e 12,50% (n=1/8) nos cdes com
infestacdo moderada, alta e muito alta, respectivamente (Figura 10). Razao entre freqiiéncias
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foi de 2,14 vezes maior entre caes com nivel de infestacdo baixo em comparacdo com a
freqiiéncia em cdes ndo infestados; a razdo entre frequencia entre os cdes com infestacdao
moderada, quando comparados aos caes ndo infestados foi de 2,48 vezes maior; ja quando se
avalia a razdo entre frequéncias de cdes com nivel de infestagdo alto frente a cdes nado
infestados, a frequencia foi 4,89 vezes maior e, por fim, quando se compara as freqiiéncias
entre cdes com infestagdo muito alta e cdes ndo infestados, os primeiros apresentaram
frequencia 6,01 vezes maior. Embora as diferencas nio sejam estatisticamente significativas,
¢ evidente que a freqiiéncia da infec¢do tende a aumentar conforme aumenta o nivel de
infestacdo dos animais, podendo ser caracterizado um fator de risco para a anaplasmose
granulocitica, como seria de se esperar. E importante salientar que o nivel de infestacdo foi
avaliado independentemente das espécies de carrapatos encontradas sobre os caes.

Dos 206 caes infestados por carrapatos, 144 (69,90%) pertenciam a domicilios
localizados em dreas rurais e 62 (30,10%) a domicilios urbanos. Os carrapatos do género
Amblyomma foram observados somente em cdes domiciliados em dreas rurais da microrregiao
de Itaguai. A frequéncia de cdes infestados por carrapatos do género Amblyomma em
domicilios rurais foi de 56,94% (n=82/144) diferindo significativamente (p<0,05) da
frequéncia observada em caes domiciliados em dreas urbanas. Os carrapatos da espécie R.
sanguineus foram encontrados em cdes de dreas rurais e urbanas. Em 4reas rurais a frequéncia
de caes parasitados por R. sanguineus diferiu significativamente quando comparados com os
cdes domiciliados em dreas urbanas. O percentual de cdes parasitados por R. sanguineus em
domicilios rurais foi de 75,00% (n=108/144), enquanto que em domicilios urbanos esse
percentual foi de 100% (n=62/62) (Figura 11). Amblyomma sp e R. sanguineus foram
encontrados simultaneamente em 18,05% (n=26/144) dos cdes domiciliados em areas rurais
da microrregido de Itaguai.

20 EEEE Grau de infestagao baixo
[ Grau de infestagdo moderado
I Grau de infestagdo alto

[ Grau de infestagéo muito alto

Resultado positivo na PCR em tempo real

Figura 10. Nivel de infestacdo por carrapatos em funcdo da positividade na PCR em tempo
real para Anaplasma phagocytophilum em caes domiciliados em &reas rurais e urbanas da
microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro. Grau de infestagdo baixo (<cinco carrapatos),
moderado (>cinco<15 carrapatos), alto (>15<30 carrapatos) e muito alto (=30 carrapatos).

* Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Exato de Fisher em nivel de
5% de confianca.
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Figura 11. Frequéncia de caes parasitados em por carrapatos Amblyomma sp e Rhipicephalus
sanguineus em areas rurais e urbanas da microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro.

4.3.3 Fatores associados ao comportamento e o habito do cio com a infeccio por
Anaplasma phagocytophilum

No presente estudo as varidveis relacionadas com o comportamento € o habito do
animal como: animal vive dentro da residéncia, contato com outras espécies, tratamento
carrapaticida, habito do animal e ambiente que o animal passa maior parte do tempo ndo
apresentaram associacdo significativa (p>0,05) com a positividade para A. phagocytophilum
na PCR em tempo real (Tabela 3). A varidvel “locais de acesso do animal” foi a tnica que
apresentou associacao com a infec¢@o por A. phagocytophilum. Neste estudo observou-se que
18,75% (n=9/48) dos cdes que tinham acesso a dreas de mata estavam infectados por A.
phagocytophilum, enquanto que os cdes que tinham acesso a dreas de pastagens e ambiente
urbano/quintal apresentam um frequéncia de positividade na PCR de 4,10% (n=8/195) e
4,52% (n=7/155), respectivamente. A frequéncia de animais que vivem soltos foi de 69,10%
(n=275/398) dentre os quais 5,45% (n=15/275) apresentaram positividade para A.
phagocytophilum na PCR em tempo real. Em relacdo aos animais que vivem sempre preso
(21,11%, n=84/398) e preso durante o dia e solto a noite (9,55%, n=38/398) observou-se uma
frequéncia da infeccdo por A. phagocytophilum de 9,52% (n=8/84) e 2,63% (n=1/38),
respectivamente. Apesar de nao ter sido verificado uma associacdo significativa, a frequéncia
de caes positivos (7,94%, n= 17/214) que mantinham contato com outras espécies animais foi
maior quando comparado com cdes que ndo mantinham contato (3,95%, n=7/177). As demais
varidveis estdao apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia de cdes positivos na PCR em tempo real para Anaplasma
phagocytophilum, em fung¢do das caracteristicas inerentes ao comportamento e o habito do
cao.

Variaveis PCR em tempo rea! Total
Positivo Negativo
Animal vive dentro da residéncia
Sim 6 41 47
Nao 18* 333 351
Total (p = 0.3343) 24 374 398
Locais de acesso do animal
Ambiente urbano/ Quintal 7¢ 148 155
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Pastagem 8" 187 195

Mata 9P 39 48

Total (p=0.004) 24 374 398
Contato com outras espécies

Sim 17* 207 214

Nio 7¢ 177 184

Total (p = 0.1599) 24 374 398
Recebe Tratamento Carrapaticida

Sim 17* 271 288

Nio 7 103 110

Total (p = 0.8687) 24 374 398
Habito do animal

Solto 15* 260 275

Preso de dia e solto a noite 1? 38 39

Sempre preso 8" 76 84

Total (p = 0.2470) 24 374 398

Ambiente que o cao passa maior
parte do tempo

De terra e/ou cimento 15* 245 260
Cimentado e/ou ladrilhado 8 94 102
Grama e/ou pasto 1? 35 36
Total (p =0.5234) 24 374 398

“Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado (p>0,05).

4.3.4 Caracteristicas das propriedades visitadas e sua associacdo com a presenca de
caes positivos para Anaplasma phagocytophilum.

Foram visitadas 145 residéncias e propriedades rurais na microrregido de Itaguai,
sendo 84 (57,93%) localizadas no municipio de Seropédica e 61 (42,07%) no municipio de
Itaguai. Na microrregido de Itaguai (municipios de Seropédica e Itaguai) foram visitadas 69
(47,59%) residéncias em dreas urbanas e 76 (52,41%) em propriedades rurais. No presente
estudo observou-se que 11,85% (n=9/76) e 13,04 (n=9/69) dos domicilios rurais e urbanos,
respectivamente, tinham cdes positivos para A. phagocytophilum. Nao houve associacio entre
a infec¢do por A. phagocytophilum com drea de domicilio do cdo (rural ou urbano). Em
relacdo ao numero de propriedades visitadas verificou-se que 12,41% (n=18/145) delas
possuiam pelo menos um cdo positivo para A. phagocytophilum. Quando o nimero de cides
por residéncia foi avaliado em func¢do do resultado positivo na PCR para A. phagocytophilum
observou-se uma tendéncia de positividade maior naquelas residéncias ou propriedades rurais
com trés ou mais cdes, no entanto, ndo houve associagdo entre a varidvel, nimero de cades por
residéncia com a infeccdo por A. phagocytophilum (Tabela 3). Em relacdo ao tipo de
vegetacdo no entorno da residéncia verificou-se que 25% (n=5/20) dos domicilios sem
vegetacdo possuiam caes positivos, esse percentual foi 10,77% (n=7/65) para os domicilios
com dreas de mata no entorno e 10% (n=6/60) para os domicilios com éreas de gramado e/ou
pastagem. O baixo ndmero avaliado de domicilios sem vegetacio no entorno pode ter
superestimado o percentual de positividade neste tipo de categoria. Em 25% (n=5/20) das
propriedades visitadas com condi¢do de limpeza ruim foi verificada a presenca de caes
positivo para A. phagocytophilum, esse percentual foi de 15,38% (n=10/65) e 5% (n=3/57)
para as propriedades com condi¢do de limpeza moderada e satisfatéria, respectivamente. As
varidveis, tipo de residéncia, nivel de escolaridade dos proprietdrios, nivel sécio econdmico
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das propriedades e assisténcia veterindria ndo apresentaram associacdo com a presenga de
cdes positivos para A. phagocytophilum na residéncia ou propriedade rural (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas das residéncias ou propriedade rurais localizadas na microrregido de
Itaguai, Rio de Janeiro, em funcdo do resultado positivo na PCR em tempo real para

Anaplasma phagocytophilum.

Resultado na PCR em
CARACTERISTICAS DA PROPRIEDADE  Nimero (%) _temporeal
Positivo Negativo
(%) (%)
Numero de residéncias ou propriedades
visitadas
Rural (%) 52,41 (n=76) 11,85" (n=9) 88,15
¢ A : - (n=67)
a 88,96
Urbano (%) 47,5 (n=69)  13,04" (n=9) (n=60)
Total (p=0.9736) 145 18 127
Numero de caes por residéncia.
11,11° 88,88
1 31,10 (n=45) (n=5) (n=40)
11,27° 88,73
2a3 48,90 (n=71) (n=8) (n=63)
17,24° 82,76
>3 20,00 (n=29) (n=5) (n=24)
Total (p=0.6779) 145 18 127
Tipo de Residéncia.
Alvenaria 98,62 12,59° 87,41
(n=143) (n=18) (n=125)
Madeira 1,38 (n=2) 0% (n=0) 1,38 (n=2)
Total (p=0.7664) 145 18 127
Tipo de vegetacdo no entorno da residéncia.
Sem vegetacdo (cimentado) 13,79 (n=20) 25,00" (n=5) (315—’? g)
a 90,00
Pastagem/Gramado 41,38 (n=60) 10,00° (n=6) (n=54)
a 89,23
Mata 44,83 (n=65) 10,77 (n=7) (n=58)
Total (p=0.1829) 145 18 127
Nivel de escolaridade dos proprietarios.
Ensino fundamental incompleto 32,41 (n=47) 8,51* (n=4) (9111_’12)
Ensino fundamental completo 14,48 (n=21) 9,52% (n=2) (?2?98)
. e _ 12,50° 87,50
Ensino médio incompleto 11,03 (n=16) (n=2) (n=14)
. ‘o _ 15,38 84,62
Ensino médio completo 17,93 (n=26) (n=4) (n=22)
. . 19,35% 80,65
Ensino superior 21,38 (n=31) (n=6) (n=25)
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Outros (ndo informou, nunca frequentou a 276 (n=4) 0 (n=0) 100 (n=4)

escola)
Total (p=0.7044) 145 18 127
Nivel sécio Economico.
Alto 5,52 (n=8) 12,50" (n=1) 87,50 (n=7)
‘1 _ a, 88,00
Médio 51,72 (n=75) 12,00 (n=9) (n=66)
. a, 87,10
Baixo 42,76 (n=62) 12,90 (n=8) (n=54)
Total (p=0.9873) 145 18 127
Condicao de limpeza do local que o cao
passa maior parte do tempo.
P _ a, 95,00
Satisfatoria 41,38 (n=60) 5,00° (n=3) (n=57)
15,38* 84,62
Moderada 44,83 (n=65) (n=10) (n=55)
) _ b, 75,00
Ruim 13,79 (n=20) 25,00° (n=5) (n=15)
Total (p=0.0390) 145 18 127
O cao tem assisténcia de um veterinario?
. 14,75% 85,25
Sim 42,07 (n=61) (n=9) (n=52)
~ 10,71° 89,29
Nao 57,93 (n=84) (n=9) (n=75)
Total (p=0.6361) 145 18 127
Qual a frequéncia?
L . a 82,86
S6 quando fica doente 57,37 (n=35) 17,14" (n=6) (n=29)
. a 86,36
A cada seis meses 36,06 (n=22) 13,63" (n=3) (n=19)
Pelo menos uma vez no ano 6,55 (n=4) 0,00* (n=0) 1(?1(1’2)0
Total (p=0.6463) 61 9 52

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado (p>0,05).
4.4 Analise hematoldgica

A avaliacdo dos valores hematologicos médios entre os animais positivos € negativos
para A. phagocytophilum nao diferiram significativamente (p>0,05) nos seguintes parametros:
nimero médio de hemacias (HEM), concentragdo de hemoglobina plasmatica (HB), volume
globular (VG), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude de distribui¢ao das
hemaécias (ADH), nimero médio de plaquetas (PLAQ), volume plaquetdrio médio (VPM) e
solidos totais (Tabela 4).

Os unicos parametros hematolégicos que apresentaram valores médios abaixo do
limite de referéncia foram o volume globular e o nimero médio de plaquetas. Entre os caes
positivos o volume globular e o nimero médio de plaquetas foram de 35,28% e 184.540
plaquetas/mm’, respectivamente. Entre os cdes negativos na PCR esses valores foram de
35,05% para o volume globular e 197.050 plaquetas/mm3 para o nimero médio de plaquetas.
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Tabela 4. Eritrograma e solidos totais de cdes positivos na PCR em tempo real para
Anaplasma phagocytophilum domiciliados na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

R ) Valores limites Valores
Parametros Resultado N  Média DpP . .
Minimo Maximo Referenciais
He Positivo 24 594° 164 03 337 10 S5 .85
(x10°mm’®) Negativo 374 561* 144 0,1 098 10 -
Positivo 24 13,88° 3,75 0.8 7,6 21,6
Hb (¢/dL) Negativo 374 12,80° 342 02 29 25,0 12,0- 18,0
Positivo 24 3528,0° 743 21 200 52,3
VG (%) Negativo 374 3505 897 06 137 s 5107350
5, Positivo 24 6425 459 1,1 57,0 72,0
VEM (fin’) Negativo 374 62,08° 598 03 43,0 80,0 6077
Positivo 24 23,68 3,67 04 82 27,6
HEM®2)  Neativo 374 2279° 275 02 138 299  220-270
CHCM Positivo 24 36,52° 593 0,7 118 423 32.0-36.0
(g/dL) Negativo 374 3621° 412 02 164 46,2 ’ ’
Positivo 24 15,67° 1,76 0,5 13,5 19,7
ADH(%)  Neoativo 374 15.66° 197 06 49 244 #0170
PLAQ Positivo 24 184,54 10122 273 440 4000 0 <o
(x10/ mm®) Negativo 374 197,05° 127,67 8,7 60,0 710,0
5, Positivo 24 9,04° 1,16 02 7,0 12,3
MPV (fm’) Negativo 374 9,67° 185 01 3.1 18,2 6,7- 111
Sélidos Positivo 24 7,50 1,08 0,3 5.8 9,8
Totais 6,0-8.,0
(g/dL) Negativo 374  7,69° 1,36 0,1 4.4 12,8

* Quando os dados observados apresentaram distribuicio normal as médias foram comparadas
pelo teste F. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F em nivel de 5%
de confianca. Quando os dados ndo apresentaram distribuiacdo normal as medianas foram
comparadas pelo teste Mann-Whitney em nivel de 5% de confianca. HEM: hemécias; HB:
hemoglobina; VG: volume globular; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina
corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média; ADH:
Amplitude de distribui¢do das hemaécias; PLAQ: plaquetas; MPV: volume plaquetario médio;
N: nimero de caes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo. * Valores de referéncia segundo
Weiss e Wardrop (2010).

Os grupos de caes positivos e negativos para A. phagocytophilum foram divididos em
fungdo de cada varidvel hematoldgica na tentativa de verificar a frequéncia das diferentes
alteracdoes hematoldgicas dentro de cada grupo. Em relagdo ao volume globular 54,17%
(n=13/24) dos cdes positivos apresentaram o volume globular abaixo dos valores de referéncia
para a espécie, no entanto um percentual igualmente expressivo (57,75%, n=216/374) foi
observado para os cdes negativo na PCR. O numero de eritrécitos e a concentracdo de
hemoglobina plasmaética seguiram o mesmo comportamento do volume globular. O volume
globular, o ndmero de eritrécitos e a concentragdo de hemoglobina plasmdtica ndo
apresentaram associacdo significativa com a infeccdo por A. phagocytophilum. Quando o
nimero de plaquetas foi avaliado em fun¢do da infeccdo por A. phagocytophilum observou-se
uma frequéncia significativamente (p<0,05) superior de cades positivos com trompocitopenia
quando comparados com os caes negativos. Entre os cades positivos 58,33% (n=14/24)
apresentaram trombocitopenia, enquanto que no grupo de negativos o percentual de caes
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% de cées

% de caes

trombocitopénicos foi de 32,35% (n=121/374) (Figura 12). E importante ressaltar que quando
os valores médios do niimero de plaquetas nos dois grupos (positivo e negativos) foi avaliado
ndo observou-se diferenca estatistica (p>0,05). Provalmente, esse fato pode estar relacionado
com as trombocitopenias moderadas observadas no grupo de caes positivos.

A frequéncia nas alteracdes nos indices hematimétricos, hemoglobina corpuscular
média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média e amplitude de distribuiacdo das
hemadcias nao diferiram entre os grupos de animais positivos e negativos na PCR em tempo
real para A. phagocytophilum (Figura 13). Uma associagdo estatisticamente significativa
(p<0,05) foi observada entre a infeccdo por A. phagocytophilum e o volume plaquetirio
médio. A frequéncia de cdes com o volume plaquetdrio médio aumentado foi de 33,33%
(n=8/24) no grupo de caes positivos e 15,24% (n=57/374) nos caes negativos. Caes com
volume plaquetdrio diminuido s6 foram observados no grupo negativo para A.
phagocytophilum.
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Figura 12. Frequéncia de cdes com alteracdes no volume globular, nimero de eritrécitos,
concentracdo de hemoglobina plasmatica e nimero de plaquetas em funcdo do resultado
positivo na PCR em tempo real para Anaplasma phagocytophilum.

* Letras iguais entre as colunas de mesma legenda nio diferem entre si pelo teste de Qui-
quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca
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Figura 13. Frequéncia de caes com alteragdes nos indices hematimétricos (hemoglobina
corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média, amplitude de
distribuicao das hemdcias e volume plaquetdrio médio) em func¢do do resultado positivo na
PCR em tempo real para Anaplasma phagocytophilum.

* Letras iguais entre as colunas de mesma legenda nio diferem entre se pelo teste de Qui-
quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca

Com relagdo a avaliagdo da série branca, ndao houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os animais positivos e negativos para A. phagocytophilum nos seguintes parametros
médios: nimero de leucdcitos (LEUC), niimero de linfocitos (LINF), nimero de mondcitos
(MON), numero de neutréfilos (NEU) e numero de eosinéfilos (EOS) (Tabela 5). Todos os
valores médios do leucograma apresentaram-se dentro do intervalo de referéncia para a
espécie, tanto para os cdes positivos quanto para os negativos.
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Tabela 5. Leucograma de cades positivos na PCR em tempo real para Anaplasma
phagocytophilum domiciliados na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

. . Valores limites Valores
Parametros  Resultado N Meédia DP EP -
Minimo Miximo Referenciais
LEUC Positivo 24 1324* 525 12 2,1 22,8 60170
(x10’/mm”) Negativo 374 13,63" 6,16 04 14 50,1 B
LINF Positivo 24 271" 1,88 038 0,21 8,69 1048
3 3 o J T
(x107/mm”) Negativo 374 3,15 235 0,12 0,08 12,55
MON Positivo 24 0,77% 0,55 0,11 0,12 1,85
3 3 0,15-1,35
(x107/mm?) Negativo 374 0,79* 0,68 0,03 0 4
NEU (x10%/ Positivo 24 9,03* 330 067 134 14,87 31129
mm”) Negativo 374 8,81% 445 023 0,32 42,08 ’ ’
s, 5 Positivo 24 0,73* 122 0,05 0 5,93
EOS (x10* mm®) . . 0,1-1,25
Negativo 374 0,88 1,06 0,06 0 8,65

* Quando os dados observados apresentaram distribuicdo normal as médias foram comparadas
pelo teste F. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F em nivel de 5%
de confianca. Quando os dados nao apresentaram distribuicdo normal as medianas foram
comparadas pelo teste Mann-Whitney em nivel de 5% de confiangca. LEUC: leucdcitos; LINF:
linfécitos; MON: mondcitos; NEU: Neutréfilos; EOS: Eosinoéfilos. N: ndmero de cies; DP:
desvio padrao; EP: erro padrdo. * Valores de referéncia segundo Weiss e Wardrop (2010).

Com relacdo a leucometria, a linfopenia foi o achado hematolégico mais frequente
entre os cdes positivos na PCR para A. phagocytophilum quando comparado com o grupo de
cdes negativos, diferindo significativamente (p<0,05) entre os dois grupos (positivos e
negativos). Observou-se uma frenquécia de linfopenia em 41,67% (n=10/24) dos caes
positivos e 23,8% (n=89/374) entre os caes negativos. Nao houve nenhum caso de linfocitose
entre os cdes positivos, ja no grupo negativo a frequéncia foi de 3,21% (n=12/374).

Como demonstrado na figura 14 a frequéncia das alteracdes nos valores da
leucometria global, nimero absoluto de neutréfilos, eosinéfilos € mondcitos nao diferiram
(p>0,05) entre os caes infectados e nao infectados por A. phagocytophilum. Monocitopenia foi
verificada em 8,33% (n=2/24) e 7,22% (n=27/374) dos cdes positivos e negativos,
respectivamente, enquanto que a monocitose foi observada em 4,17% (n=1/24) dos positivos
e 6,15% (n=23/374) entre os cdes negativos. Entre os cdes positivos um nimero de neutréfilos
acima da normalidade foi observado em 41,67% (n=10/24) e um nimero abaixo dos valores
de referéncia foi verificado em 4,17% (n=1/24). Uma frequéncia de 40,37% (n=151/374) foi
observada para os cdes negativos com nimero de neutréfilos aumentados e 2,94% (n=11/374)
para os cdes com nimero reduzido de neutréfilos.
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Figura 14. Frequéncia de caes com alteracdes na leucometria global, nimero absoluto de

linfécitos, mondcitos e granuldcitos em funcio do resultado positivo na PCR em tempo real
para Anaplasma phagocytophilum.
* Letras iguais entre as colunas de mesma legenda nio diferem entre se pelo teste de Qui-

quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca
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4.5 Avaliacao hemoparasitologica por esfregaco sanguineo

Ao exame microscopico do esfregaco de sangue dos 398 cdes da microrregido de
Itaguai observou-se maior frequéncia de infeccao por Anaplasma spp, com 5,28% (n=21) dos
cdes parasitados, seguidos por Hepatozoon spp (2,26%, n=9/398), Babesia spp (1,26%,
n=3/398), Ehrlichia spp (1,26%, n=3/398) e Dirofilaria immitis (0,25%, n=1/398) (Figuras
15, 16, 17 e 18). Dentre os caes avaliados, trés apresentaram co-infecc¢des, 0,25% (n=1/398)
estavam co-infectado por Anaplasma spp/ Ehrlichia spp, 0,25% (n=1/398) por Ehrlichia
spp/Hepatozoon spp e 0,25% (n=1/398) por Anaplasma spp/Babesia spp/Ehrlichia spp
(Tabela 6). Nao foi observada inclusdo sugestiva de A. phagocytophilum em neutréfilos nas
amostras avaliadas.

Entre as trés amostras positivas no esfregaco sanguineo para Babesia sp uma foi
positiva na PCR para A. phagocytophilum. Em relacdo as 21 amostras de sangue de cao
positivos no esfregaco sanguineo para Anaplasma sp apenas uma amostra foi positiva na PCR
para A. phagocytophilum.

Tabela 6. Frequéncia de hemoparasitos diagnodsticados através da técnica de esfregaco
sanguineo em caes, naturalmente infectados, domiciliados nos municipios de Seropédica e
Itaguai, RJ.

Parasitos Positivo Negativo T(:ta
Anaplasma spp 5,28% (n=21) ?f_’;%;%; 398
Ehrlichia spp 1,26% (n=5) (9118_’;4;% 398
Babesia spp 1,26% (n=3) (9118_’;4;% 398
Hepatozoon spp 2,26% (n=9) (9117_’;4;(1%; 398
Dirofilaria immitis 0,25% (n=1) (9119_’?53(7%; 398
Anaplasma spp/Ehrlichia spp 0,25% (n=1) (9119_’?53(7%; 398
Ehrlichia spp/Hepatozoon spp 0,25% (n=1) (9119_’?53(7%; 398

. 99,75%

Ehrlichia spp/Anaplasma spp/Hepatozoon spp 0,25% (n=1) (n=397) 398
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Figura 15: Gametdcitos de Hepatozoon spp em neutréfilos visualizado em
esfregaco sanguineo, através de microscopia Otica, de caes domiciliados
nos municipios de Seropédica e Itaguai-RJ (1000X).

2 ~5
:

Figura 16: Trofozoitos de Babesia spp infectando hemdcias visualizados
em esfregaco sanguineo, através de microscopia Otica em cdes
domiciliados nos municipios de Seropédica e Itaguai, RJ (1000X).
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Figura 17: Corpusculo de inclusdo de Anaplasma spp em plaquetas, visualizado em
esfregaco sanguineo, em cdes domiciliados nos municipios de Seropédica e Itaguai, RJ
(1000X).

)Y
.

Figura 18: Ehrlichia spp em mondcitos (A) e Dirofilaria immitis. (B) visualizados em
esfregaco sanguineo, em cdes domiciliados nos municipios de Seropédica e Itaguai, RJ
(1000X).
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5. DISCUSSAO
5.1 PCR em tempo real para Anaplasma phagocytophilum

Os resultados do presente estudo demonstram, pela primeira vez, a ocorréncia de A.
phagocytophilum no Brasil, diagnosticado em cdes domiciliados na microrregido de Itaguai,
Rio de Janeiro. Os resultados do presente estudo demonstram que o agente de uma zoonose
responsavel pela anaplasmose granculocitica humana circula no territério brasileiro. Em
alguns paises da Europa e nos Estados Unidos esse agente provoca severos danos a saide
humana, principalmente quando associados a outros organismos, tais como B. burgdorferi,
tendo em vista que A. phagocytophilum infecta células (mondcitos e neutréfilos) responsaveis
pela reposta imunoldgica, o que debilita o organismo e favorece a multiplicacdo de
microrganismos altamente patogénicos (NYARKO et al.,, 2006). Beall et al. (2008)
verificaram que caes soropositivos para A. phagocytophilum e B. burgdorferi foram quase
duas vezes mais propensos a apresentar sinais clinicos compativeis com a anaplasmose e/ou
borreliose, quando comparados aos cdes que foram soropositivos para apenas um desses
organismos. Além disso, cdes com suspeita de anaplasmose e/ou borreliose foram mais
propensos a serem positivos na PCR quando comparados com caes saudéveis. Este resultado
parece ser consistente com estudos anteriores demonstrando que a infec¢do com A.
phagocytophilum na presenga de outros patdégenos altera a imunopatogénese e tornar as
manifestacoes clinicas mais graves (MUNRO et al., 1982). Os resultados do presente trabalho
¢ um alerta as autoridades em sauide publica, pois a regido estudada pode ser considerada de
risco para casos da Anaplasmose Granculocitica em humanos, devendo este microrganismo
ser considerado no diagndstico diferencial de outras doengas causadas por rickettsias.

A presenca de anticorpos da classe IgG contra A. phagocytophilum ja foi detectado em
equinos no Brasil (SALVAGNI et al., 2010; SANTOS, 2011), no entanto, o diagndstico
molecular desta rickettsia até 0 momento ainda ndo havia sido realizado, apesar de tentativas
ja terem sido efetuadas (DE PAIVA DINIZ et al.,, 2007, DAGNONE et al., 2009;
SALVAGNI et al. 2010). Tal fato pode ser atribuido estacdo do ano no qual a pesquisa foi
realizada ou a baixa sensibilidade das técnicas moleculares (nPCR) utilizadas nestes estudos.

A capacidade de detectar e identificar as moléculas de &cido nucléico de
microrganismos, principalmente através da PCR, criou um poderoso e rdpido meio para a
deteccao de bactérias dificeis de serem isoladas através do cultivo celular em laboratdrios,
como € o caso de A. phagocytophilum. Um significativo avango na tecnologia da PCR foi o
desenvolvimento de técnicas de deteccdo precisa de fragmentos de DNA em tempo real. Esta
técnica apresenta vdrias vantagens sobre a PCR convencional, incluindo a velocidade,
simplicidade, sensibilidade, reprodutibilidade, capacidade quantitativa e o baixo risco de
contaminacdo (FENOLLAR; RAOULT, 2004). A técnica de PCR em tempo real utilizando
SYBR green tem sido utilizada no diagnéstico de hemoparasitos (MATSUU et al., 2005). A
maior sensibilidade analitica da PCR em tempo real utilizando o gene msp2 € provavelmente
devido ao uso do reagente SYBR Green PCR Master Mix, que € mais eficiente na
amplificacdo e deteccdo de dcidos nucléicos. Ensaios de PCR em tempo real utilizando o
corante SYBR green pode aumentar o limite de deteccdo em até 100 vezes quando comparado
com o gel de agarose corado com brometo de etidio (DRAZENOVICH et al. 2002) um
método tradicionalmente utilizado para a deteccdo dos produtos amplificados em uma PCR
convencional.

O presente trabalho padronizou uma técnica de PCR em tempo real, utilizando o
sistema SYBR green baseado em oligonucleotideos iniciadores previamente descritos por
Drazenovich et al. (2006) para detec¢do do gene msp2, especifico de A. phagocytophilum. A
escolha do alvo foi baseada na especificidade dos primers para o gene msp2 no diagnéstico de
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A. phagocytophilum, ja que os primers para o gene 16S RNA podem detectar outras espécies
do género Anaplasma (EGENVALL et al., 2000b), inclusive A. platys, um organismo comum
no Brasil que infecta plaquetas de caes. O uso do gene msp2 aumenta a especificidade da
reacdo de PCR por que ndo estar presente em bactérias distantemente relacionadas e tem se
mostrado um excelente alvo utilizado em reacdes de PCR (MASSUNG et al., 2003). Além
disso, ensaios de PCR em tempo real com alvo no gene 16S rRNA, apesar de especificos,
perdem em sensibilidade quando comparado com o gene msp2 (DRAZENOVICH et al.,
2006). Uma provavel razdao para excelente sensibilidade analitica da PCR em tempo real
utilizando o gene msp2 € que os primers podem amplificar as multiplas cépias do gene msp2
no genoma de A. phagocytophilum (MASSUNG et al. 2003). Os iniciadores utilizados neste
estudo apresentaram alta sensibilidade a diferentes cepas de A. phagocytophilum, incluindo
cepas do Centro-Oeste dos Estados Unidos, Europa, China e Guatemala como demonstrado
por Drazenovich et al. (2006). Por esse motivo, os oligonucleotideos iniciadores mencionados
acima foram utilizandos no presente estudo ja que podem ser muito tteis em investigacdes da
anaplasmose granulocitica em regides onde o organismo € provavel de ocorrer. Drazenovich
et al. (2006) avaliaram 97 cades pela PCR em tempo real com alvo no gene 16S rRNA e
nenhum cao foi considerado positivo, mas quando o gene msp2 foi o alvo sete cdes foram
considerados positivos.

A PCR em tempo real utilizando o sistema SYBR green desenvolvido neste estudo
mostrou elevada sensibilidade e reprodutibilidade no diagndstico de A. phagocytophilum em
caes (Figura 2). A parasitemia por esta rickettsia em caes mostrou ser muito baixa, o que pode
explicar os valores relativamente elevados de Ct observados.. Provavelmente por esse motivo,
outros estudos realizados no Brasil utilizando técnicas de PCR convencional, como o Nested
PCR, ndo obtiveram éxito no diagndstico desse parasito em cdes (DE PAIVA DINIZ et al.,
2007; DAGNONE et al., 2009). Outras abordagens para o diagndstico da anaplasmose sao
muitas vezes invidvel. O isolamento em meio de cultivo celular falta sensibilidade, porque a
bactéria € fastidiosa e cresce lentamente nas células, enquanto a sorologia (RIFI e Western
Blot) indica apenas exposicdo prévia e ndo uma infeccdo ativa (GOODMAN et al. 1996).
Além disso, a reagdo cruzada na sorologia é um importante problema a ser considerado
(BAKKEN et al. 1996a).

Neste estudo foram sequenciados 122pb do gene msp2 de A. phagocytophilum. As
sequencias obtida no presente estudo apresentaram 100% de identidade com outros isolados
de A. phagocytophilum da Asia, Europa e América do Norte, confirmando a presenca deste
agente em cades no Brasil. Segundo Courtney et al. (2004) devido a alta sensibilidade e
especificidade dos ensaios de PCR baseandos no gene msp2 as sequencias obtidas podem nao
ser uteis para distinguir cepas proximamente relacionadas. No presente estudo, todas as
amostras seqiienciadas apresentaram 100% de identidade entre si, esse resultado € facilmente
explicado ja que os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho flanqueiam uma
regido altamente conservada do gene msp2 (BRAYTON et al. 2001). Estudos estdo sendo
conduzidos com objetivo de sequenciar uma por¢do maior do gene msp2 das amostras
positivas e testar sua homologia frente a outros isolados, cujo as sequéncias estdo depositadas
no GenBank.

Estudos que visam o sequenciamento de amostras regionais e nacionais de A.
phagocytophilum serdo de extrema relevancia ndo sé para a confirmacdo do diagndstico
definitivo, mas também para a caracterizacio genotipica dos diferentes isolados brasileiros. A
caracterizacdo de isolados em diferentes regides do Brasil permitird o desenvolvimento de
oligonucleotideos iniciadores baseados em seqiiencias nativas, o que possibilitard a
padronizacdo de técnicas moleculares direcionadas para as variantes genéticas brasileiras.
Aliado a isso, estudos de caracterizacdo de genes codificadores de proteinas imunogénicas de
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isolados brasileiros de A. phagocytophilum, permitird o desenvolvimento de técnicas de
imunodiagndstico a partir do antigeno nativo.

5.3 PCR em tempo real para Anaplasma phagocytophilum em carrapatos obtidos de caes

Este € o primeiro relato da infec¢do por A. phagocytophilum nos carrapatos adultos das
espécies R. sanguineus e A. cajennense no Brasil. No presente estudo, apesar de todas as
evidéncias epidemioldgicas apontarem os carrapatos do género Amblyomma como o0s
possiveis vetores de A. phagocytophilum, um maior nimero absoluto de carrapatos positivos
foram da espécie R. sanguineus. Provavelmente, esse resultado esteja associado ao pequeno
nimero de carrapatos do género Amblyomma analisados na PCR. A. phagocytophilum
também foi detectado pela PCR em R. sanguineus na Italia com frequéncia de 0,09%
(SATTA et al. 2010), taxa inferior a observada neste trabalho (2,58%). Néo foi encontrado na
literatura relato da infec¢do por A. phagocytophilum em A. cajennense. O tnico relato de
infeccdo por A. phagocytophilum em carrapatos do género Amblyomma foi descrito por
Nowak et al. (2010) na Poldnia em Amblyomma flavomaculatum coletado em lagartos
importados da Africa.

Todos os carrapatos positivos foram oriundos de cies negativos pela PCR em tempo
real domiciliados em dreas rurais da regiao estudada, sugerindo que a infeccdo possa ter sido
adquirida nos estdgios de ninfa e/ou larva em outro hospedeiro. Provavelmente, os carrapatos
adquiriram a infecc@o em hospedeiros silvestres, j4 que os domicilios dos caes de onde os
carrapatos foram retirados eram cercados por dreas de mata, onde foi constatada a presenca de
animais silvestres (gamba e roedores).

Até o momento é desconhecido se A. phagocytophilum, como em outros agentes
transmitidos por carrapatos, € mantido em carrapatos através de transmissdo transovariana
(TELFORD et al., 1996). Um estudo longitudinal de dois anos realizado em areas de mata no
Nordeste da Inglaterra indicou uma variagdo sazonal da infec¢do em roedores, a qual parece
estar associada com o aumento sazonal na abundancia de ninfas e adultos de Ixodes
trianguliceps, mas ndo de larvas (BOWN et al., 2003). Segundo Bown et al. (2003) os
carrapatos sao os principais reservatorios de A. phagocytophilum ja que a grande maioria dos
hospedeiros vertebrados tem um periodo de bacteremia relativamente curto.

Nesta pesquisa, a taxa de infeccdo em machos de R. sanguineus foi maior do que em
fémeas, resultado também observado por Cao et al. (2006) que atribuiram esse fato as
variagdes geograficas e sazonais de carrapatos infectados ou a diferentes abordagens no
momento da amostragem. No entanto, Tomasiewicz et al. (2004) em estudo realizado na
Polonia observaram um maior nuimero de carrapatos fémeas positivos para A.
phagocytophilum (45,7%, n=79/173), quando comparado com os carrapatos machos (4,5%,
n=9/202) e ninfas (0,9%, n=3/319). Futuros estudos utilizando um maior nimero de
carrapatos em diferentes estacdes do ano, localidades e hdbitats sdo necessdrios para a
compreensdo das taxas de infec¢des nos carrapatos.

Discrepantes taxas de infeccdo de A. phagocytophilum em carrapatos foram
observadas em todo mundo. A prevaléncia de A. phagocytophilum em I. persulcatus na
Coréia (KIM et al. 2003) foi menor que em 1. persulcatus e 1. ovatus no Japao (OHASHI et al.
2005). Taxas de infeccdes inferiores a 1% foram observadas em adultos de I. pacificus na
Califérnia (BARLOUGH et al. 1997b), adultos de I. ricinus no Reino Unido (GUY et al.
1998) e Suica (PUSTERLA et al. 1999a) e em Dermacentor silvarum na provincia de Jilin na
China (CAO et al. 2006). Prevaléncias mais elevadas foram relatadas em I. scapularis nos
Estados Unidos (PANCHOLI et al. 1996), I. ricinus na Holanda (SCHOULS et al. 1999) e
Suécia (VON et al. 1997) e I. persulcatus na China (CAO et al. 2006).
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Como nos caes, a infeccdo por A. phagocytophilum em carrapatos foi muito baixa
como demonstrado pelos elevados valores de Cr observados. O valor de Cr € diretamente
proporcional a quantidade de amostra inicial e é a base para calcular o nimero de cépias de
DNA alvo. Neste ponto todas as amostras podem ser comparadas, além de permitir a
quantificacdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia (GINZINGER, 2002; NOVAIS;
PIRES-ALVES, 2004). A técnica de TagMan-PCR utilizada no presente estudo para o
diagnéstico de A. phagocytophilum em carrapatos foi capaz de detectar uma tnica copia do
gene msp2, o que demonstra sua elevada sensibilidade para o diagndstico de A.
phagocytophilum em amostras de DNA de carrapatos. Provavelmente, um dos motivos da alta
sensibilidade demonstrada pela técnica TagMan-PCR esteja relacionada a alta qualidade do
DNA obtido das amostras de carrapato, associado com a alta sensibilidade conferida por este
sistema de deteccao especifica de dcidos nucléicos. Neste trabalho, a pureza do DNA total de
carrapatos foi sempre superior a dois.

Além da elevada sensibilidade apresentada, a técnica TagMan-PCR € mais especifica
do que as outras modalidades de PCR, ja que, além dos primers, utiliza uma ‘“‘sonda”. As
sondas Taq Man® sdo utilizadas para detectar sequéncias especificas nos fragmentos de DNA
amplificados na PCR (GIBSON et al., 1996; HEID et al., 1996). Esta sonda apresenta em uma
extremidade um fluoréforo, e na outra extremidade um guencher. Os produtos da reagdo sdo
detectados pela fluorescéncia gerada apds a atividade exonuclease 5'-3' da Tag DNA
Polimerase (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). E um método de detec¢io especifica porque
além da ligacdo do par de iniciadores, é necessario que a sonda hibridize no fragmento a ser
amplificado.

5.3 Fatores associados com o resultado positivo na PCR em tempo real para Anaplasma
phagocytophilum

5.3.1 Fatores associados as caracteristicas do cao e do domicilio com a infeccao por
Anaplasma phagocytophilum

Na literatura poucos estudos de base populacional tém sido conduzidos com o objetivo
de estudar os fatores envolvidos com a dindmica de transmissdo de A. phagocytophilum em
cdes, apesar do grande ndmero de estudos envolvendo soroprevaléncia desse agente:
Alemanha (BARUTZKI, 2006), Itdlia (TORINA; CARACAPPA, 2006; EBANI et al., 2008),
Poldnia (SKOTARCZAK et al., 2004;), Portugal (SANTOS et al., 2009a), Austria (KIRTZ et
al., 2007), Suécia (EGENVALL et al., 2000a; JADERLUND et al., 2007), Suica
(PUSTERLA et al., 1998), Israel (LEVI et al., 2006), Espanha (AMUSATEGUI et al., 2008;
SOLANO-GALLEGO et al., 2006) e Estados Unidos (SUKSAWAT et al. 2000; BOWMAN
et al., 2009). A grande maioria dos estudos sao do tipo relato de caso (EGENVALL et al.,
1997; BREITSCHWERDT et al.; 1998; BEXFIELD et al., 2005, KOHN et al., 2008;
MAZEPA et al. 2010) onde as caracteristicas da anaplasmose granulocitica sdo estudadas em
um pequeno numero de cdes, focando apenas nos animais com sintomatologia clinica
caracterisca da anaplasmose granulocitica.

Na presente pesquisa, ndo houve associacao estatistica com a idade, porém um ndmero
expressivo de caes positivos (50%, n=12/24) pertenciam a faixa etéria entre cinco e 10 anos.
Em estudo realizado na Suécia a propor¢do de cdes soropositivos aumentou com a idade
(EGENVALL et al., 2000a), refletindo um aumento da probabilidade de exposi¢ao ao longo
do tempo. A idade média de caes infectados com A. phagocytophilum tem sido
aproximadamente seis a oito anos (GREIG et al., 1996; EGENVALL, et al., 1997; POITOUT
et al., 2005; KOHN et al., 2008).
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Na Alemanha, Kohn et al. (2010) ndo encontraram associacao do sexo com a infeccao
por A. phagocytophilum tanto em caes com sintomalogia clinica quanto naqueles saudaveis.
No presente estudo esse resultado também foi observado, no entanto, nenhum cao positivo na
PCR apresentou sintomalogia clinica de anaplasmose granulocitica. O percentual de animais
infectados com A. phagocytophilum foi maior entre os caes com sintomatologia clinica (7,8%)
quando comparado com caes sauddveis (3,8%) (KOHN et al. 2010). Segundo Egenvall et al.
(1997) a presenca de sinais clinicos caracteristicos de doengas transmitidas por carrapatos €
um fator de risco para a infeccdo em caes por A. phagocytophilum.

Cinco variantes genéticas de A. phagocytophilum com 1-2 diferencas de nucleotideos
em sequencias parciais do gene 16S rRNA foram detectados em cdes com anaplasmose
granulocitica no Estado de Washington, EUA (POITOUT et al., 2005). No entanto, as
amostras de A. phagocytophilum podem variar entre as diferentes regidoes no mundo. A
variacdo genética pode ser responsdvel por alteracdes na patogenicidade de diferentes
amostras de A. phagocytophilum e pode explicar porque um cdo desenvolve doenca clinica.
No Brasil, mais estudos sdo necessarios para avaliar a possivel influéncia das variacdes
genéticas nos resultados deste estudo.

No presente estudo, quando a definicdo racial foi avaliada em relag@o a infecgao por A.
phagocytophilum nao observou-se diferenca significativa (p>0,05). Em um estudo realizado
na Suécia, metade dos cdes positivos para A. phagocytophilum foram da raca Goden
Retrievers, provavelmente esse achado estd relacionado com a popularidade dessa raca em
exercer atividades extradomiciliares, o que possibilitaria um aumento no risco de exposicao a
carrapatos (EGENVALL et al. 1997). No presente estudo, um percentual de 62,5% (n=15/24)
dos caes positivos para A. phagocytophilum nao possuia raca definida, a maioria desses caes
(93,33%, n=13/14) viviam soltos e tinham acesso a dreas de mata ou pastagem, condi¢cdes que
aumentam a probabilidade de exposicdo a carrapatos e o risco de infeccdo. A maioria das
areas de mata na regido estudada é composta de matas secundarias ou de extensas dreas de
plantacio de eucalipto. Segundo Foley et al. (2009) o risco de transmissdo de A.
phagocytophilum € aumentado em florestas de mata secunddria, pois neste ecossistema a
biodiversidade das populagdes de roedores e seus carrapatos € maior, favorecendo a
transmissdo nao s6 de A. phagocytophilum, mas também de outros agentes cujo o vetor ¢ um
carrapato. Dessa forma, um ecossistema com éreas de florestas intactas atua como um fator de
protecdo para doengas infecciosas emergentes de humanos e animais. Mudangas
antropogénicas na integridade das florestas podem modificar a dindmica e interagdes das
populacdes de hospedeiros reservatérios e de artrépodes transmissores de agentes patogénicos
podendo aumentar o risco de infec¢do, tanto em humanos quanto em caes, quando frequentam
essas areas.

Surpreendentemente, 70,83% (n=17/24) dos cdes positivos na PCR para A.
phagocytophilum recebem tratamento profildtico com ectoparasiticidas. Konh et al. (2010)
obseraram que 42,86% (n=9/21) dos caes que receberam tratatmento carrapaticida foram
positivos para A. phagocytophilum na PCR. Provavelmente, esse elevevado percentual esteja
relacionado com a falta de percep¢do da infestacdo por carrapatos nos caes por parte dos
proprietarios, como também pela forma incorreta de aplicacdo do ectoparasiticida e a
irregularidade no tratamento do ectoparasitismo nos cdes. Assim, as informacgdes obtidas por
meio de questiondrio representam principalmente um marcador para avaliar a percep¢ao do
proprietario do cdo em relacdo a infestagdo por carrapatos e o tratamento carrapaticida.
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5.3.2 Fatores associados ao ectoparasitismo em cides com a infeccao por Anaplasma
phagocytophilum

A ocorréncia de diferentes espécies de carrapatos em cdes em diversas localidades é
resultante das caracteristicas epidemioldgicas particulares de cada situagcdo. Em areas urbanas
a espécie mais encontrada em caes € R. sanguineus (LINARDI; NAGEM, 1973; MASSARD
et al., 1981; RIBEIRO et al., 1997), fato que foi confirmado no presente estudo. Esse
carrapato, originario de Velho Mundo e introduzido no Brasil durante a colonizacdo, ji se
encontrava distribuido em todas as regides geograficas do Brasil na década de 30 (ARAGAO,
1936). Em areas rurais, diferentes espécies do género Amblyomma infestam cdes que t€ém
acesso a areas de matas e florestas (MASSARD et al., 1981; LABRUNA et al., 2000). Na
regido Sudeste, as espécies de Amblyomma mais freqlientemente encontradas em caes de areas
rurais sao A. aureolatum, A. ovale e A. cajennense (ARAGAO, 1936; MASSARD et al.,
1981). Com excecao de A. aureolatum, as demais espécies de carrapatos foram encontras em
cdes de areas rurais na microrregido de Itaguai. Neste estudo, a espécie A. dubitatum foi
encontrada em cdes que tinham acesso a dreas de mata onde foi constatada a presenca de
capivaras, o hospedeiro tipico desta espécie de carrapato. Na regido Sul destaca-se as espécies
Amblyomma tigrinum e A. aureolatum, embora pelo menos outras quatro espécies de
Amblyomma ja tenham sido relatadas em cdes (FREIRE, 1972). Na regidao Norte, a espécie
Amblyomma oblongoguttatum foi relatada como a de maior ocorréncia, seguida por A. ovale e
A. cajennense (LABRUNA et al., 2000).

A diversidade de espécies de carrapatos parasitando cdes no Brasil € resultante dos
diferentes ecossistemas do territério nacional. Nesse sentido, as caracteristicas ambientais € a
diversidade de espécies de hospedeiros de cada drea sdo os pontos fundamentais para a
existéncia de determinadas espécies de carrapatos nos caes.

Anaplasma phagocytophilum é mantido no ciclo silvestre entre roedores e carrapatos
do género Ixodes (RICHTER et al., 1996). Na microrregido estudada, a espécie 1. amarali tem
sido diagnosticada parasitando gambds do género Didelphis (FACCINI et al., 1999), no
entanto, ndo existem relatos do parasitismo em cdes por espécies de Ixodes, a despeito de
varios levantamentos terem sido conduzidos na dltima década. O presente estudo foi realizado
entre os meses de novembro e maio onde ha uma maior atividade do estdgio adulto de A.
cajennense (OLIVEIRA et al., 2000; LABRUNA et al. 2002). A presenca deste carrapato foi
observada em 12 (50 %) dos 24 cdes positivos na PCR em tempo real. A espécie R.
sanguineus foi observada em nove caes (37,50%) e em cinco caes (20,83%) verificou-se
infestaco mista por A. cajennense € R. sanguineus. Esses dados sugerem a possibilidade das
espécies A. cajennense e R. sanguineus estarem envolvidas na transmissdao de A.
phagocytophilum na regido estudada. Em Berlin, Kohn et al. (2008) verificaram que a
infeccdo por A. phagocytophilum em caes foi maior entre os meses de abril e setembro e que a
distribuicdo sazonal mais provédvel da doenca coincide com os picos de atividade de ninfas e
adultos de espécie de carrapato do género Ixodes, sugerindo que os adultos pudessem ser os
principais vetores. Esses resultados sdo semelhantes no que concerne a sazonalidade da
espécie A. cajennense, observada neste trabalho.

Wu et al. (2009) verificaram que o histérico de infestacdo por carrapatos em caes
apresentou associacdo com doencas transmitidas por carrapatos (Ehrlichiose, Babesiose e
Borreliose). Neste estudo, a associacdo da infeccdo por A. phagocytophilum também foi
observada com o histérico de infestacdo por carrapato relatado pelos proprietarios. Essa
associagdo nao aconteceu com a presenca de carrapatos nos cdes no momento da coleta,
apesar de ter sido observada uma tendéncia de infeccao por A. phagocytophilum em caes
infestados por carrapatos (66,67%). Entretanto, quando foi avaliado apenas os cées infestados
em relacdo a infeccdo por A. phagocytophilum foi observada associacao significativa (p<0,05)
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com a presenca de A. cajennense sobre os cdes. Essa associagdo nao ocorreu em relagdo aos
cdes infestados por R. sanguineus. Vérios estudos tém apresentado diferentes resultados
considerando a exposicdo por carrapatos observada pelos proprietdrios. Por exemplo,
infestacdo por carrapatos ndo foi descrita para nenhum dos cdes com anaplasmose
granulocitica examinados por Poitout et al. (2005). Em um estudo na Suécia, exposi¢do a
carrapatos foi observado em 13 dos 14 caes examinados (EGENVALL et al. 1997), similar
resultado também foi descrito por Kohn et al. (2008) que observaram infestacdo por
carrapatos em 80% dos caes positivos para A. phagocytophilum.

5.4 Analise hematolégica

Os parametros hematoldgicos que diferiram significativamente entre os cdes positivos
e negativos para A. phagocytophilum foram: nimero de plaquetas, volume plaquetirio médio
e o numero absoluto de linfécitos. Segundo Greene (2006) a trompocitopeia na maioria das
vezes vém acompanhada por um aumento no volume da plaqueta, o que foi constatado no
presente estudo. Diversos trabalhos na literatura demonstram que em infec¢des naturais e
experimentais as principais alteracdes hematoldgicas foram trombocitopia, anemia,
linfopenia, monocitose, neutropenia, eosinofilia e leucocitose (COCKWILL et al., 2009;
JESEN et al., 2006; RAVNIK et al., 2011). Entre essas alteracdes hematoldgicas citadas
acima, a mais consistente € a trombocitopenia (COCKWILL et al., 2009; RAVNIK et al.
2011). Um estudo realizado a partir de infec¢do experimental demonstrou que a
trombocitopenia ocorreu em 100% dos cdes infectados, j4 em infeccdes naturais esse
percentual foi de 80% (LILLIEHOOK et al., 1998). A trombocitopenia ¢ comum em humanos
e animais infectados por espécies de Ehrlichia (WOODY et al., 1991; EGENVALL et al,,
1997; NEER et al., 2002). O mecanismo para a trombocitopenia pode ser em fung¢do do
consumo de plaquetas, hiperesplenismo, destruicio imuno mediada ou produgdo de fatores
inibitérios (LILLIEHOOK et al., 1998; GREIG et al., 2006; FOLEY et al., 2007a;
BEXFIELD et al., 2005). A trombocitopenia € mais intensa durante o pico de parasitemia,
retornando ao seu valor normal depois de sete dias (LILLIEHOOK et al., 1998; ENGEVALL,
et al., 1998). O aumento do volume plaquetdrio ocorre em funcdo da liberacdo de plaquetas
imaturas, sugerindo uma resposta medular. No entanto, doencas mioloproliferativa, pirpura
trombocitopénica  trombolitica, coagulacdo intravascular disseminada, sindromes
mieloproliferativas, pds-esplemectomia, estados esplénicos, diabetes melitus e doenca
vascular podem contribuir para alteragdes no volume plaquetirio (ZAGO et al., 2004;
GREISENEGGER et al., 2004).

Nenhum dos 24 animais positivos na PCR apresentou sinais clinicos sugestivos de
anaplasmose granulocitica, o que condiz com os elevados valores de Cr (baixa quantidade do
parasito circulante) obtidos na PCR em tempo real. Dessa forma, observou-se neste estudo
que a grande maioria das alteracdes foram leves, com valores préximos ao limite inferior do
intervalo de referéncia. Um baixo percentual de cies apresentaram alteragdes hematoldgicas
como: monocitopenia (8,33%), monocitose (4,17%), leucocitose (20,83%) e leucopenia
(4,17%). A trompocitopenia (58,33%), anemia (54,17%) e linfopenia (41,67%) foram as
alteracOes mais frequentes observadas entre os cdes positivos na PCR. Konh et al. (2008)
verificaram que a trompocitopenia (87%), a linfopenia (36%) e a leucopenia (27%) foram
algumas das alteracdes mais frequentes em 18 cdes positivos para A. phagocytophilum,
resultado semelhante ao observado na presente pesquisa.

Kohn et al. (2008) e Granick et al. (2009) observaram anemia em aproximadamente
metade dos caes infectados por A. phagocytophilum, resultado similar ao obtido neste
trabalho. Em um estudo experimental, nove cdes inoculados com A. phagocytophilum
desenvolveram uma anemia normocitica normocromica, lembrando uma anemia de
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inflamagdo (LILLIEHOOK et al. 1998). Hemdlise pode ser outro patomecanismo, jd que cies
com anemia tiveram hiperbilirubinemia (KOHN et al., 2008). Anticorpos anti-eritrcitos e
aglutinagdo de eritrécitos foram detectados no soro de cdes infectados com uma cepa de A.
phagocytophilum nos Estado Unidos (GOLDMAN et al., 1998).

Segundo Kohn et al. (2010) os caes positivos na PCR para A. phagocytophilum podem
ndo apresentar qualquer alteracdo hematoldgica. Consequentemente, exames de rotina através
de técnicas de PCR espécie-especifica para A. phagocytophilum em caes doadores de sangue
devem ser recomendado para minimizar os riscos de transmissao.

As alteragdes hematoldgicas sdao bastante varidveis e intimamente relacionadas com a
fase da histéria natural da anaplasmose granulocitica pela qual o cdo estd passando no
momento do diagndstico. Além disso, os paradmetros hematoldgicos parecem nao serem
adequados para discriminar entre anaplasmose granulocitica e outras doengas como a
babesiose, ehrlichiose e a anaplasmose causada por A. platys. No entanto, o tamanho amostral
em estudos populacionais é fundamental para a andlise estatistica extensa e geracdo resultados
confidveis a respeito da significincia de alteracdes laboratoriais. O presente trabalho
confirmou, com base em estudo populacional, que a alteracio hematolégica
significativamente (p<0,05) mais frequente em caes infectados por A. phagocytophilum é a
trombocitopenia.

5.5 Avaliacao hemoparasitolégica por esfregaco sanguineo.

Inclusdes em neutréfilos sugestivas de A. phagocytophilum nao foram verificadas nas
398 amostras de sangue analisadas através do esfregaco sanguineo. Tal fato pode ser
explicado pelo curto periodo de bacteremia, inferior a 28 dias (BAKKEN et al., 2008). Em
infeccdes experimentais, as morulas de A. phagocytophilum podem ser visualizadas no
citoplasma dos neutrdlifos de 4 a 14 dias pds- infeccdo e somente sdo observadas por um de
periodo 4 a 8 dias (ENGEVALL et al.,, 1998). Além do curto periodo de bacteremia, o
percentual de neutréfilos infectados na fase aguda da doenca pode variar de 1 a 42%
(ENGEVALL et al., 1998; POITOUT et al., 2005; KIRTZ et al., 2005), o que certamente
comprometeu o diagndstico parasitoldgico através do esfregaco de sangue, ja que no presente
estudo, em nenhum cao foi observado sintomatologia clinica sugestiva de AGC. Um aspecto
que mecere atencdo no momento da avaliacdo parasitologica de esfregacos sanguineos € a
possibilidade de ddvida no diagndstico de A. phagocytophilum com base nas inclusdes
intracitoplasmaticas em neutréfilos, ja que a espécie Ehrlichia ewingii diagnosticada em caes
no Brasil por Oliveira et al. (2008) possui caracterisitcas morfologicas semelhantes e também
infecta esse tipo celular (PREOZI; COHN, 2002). Dessa forma, a anélise por meio da PCR ¢é
o teste de diagndstico de escolha, e é o método mais confidvel e especifico para o diagndstico
precoce da ehrlichiose granulocitica (EGENVALL et al., 1996, GREIG, 2000).

Poucos estudos tém sido realizados no Brasil com o objetivo de detectar A.
phagocytophilum em animais domésticos. O diagndstico molecular deste microrganismo em
cdes € o ponto de partida para novos estudos que visam o isolamento em cultivo celular e a
caracterizacdo molecular das cepas que circulam no Brasil, além da identificagdo dos
possiveis vetores. Provavelmente, em funcdo da diversidade de hospedeiros de A.
phagocytophilum, diferentes variantes genéticas podem infectar caes. O conhecimento dessas
variantes genéticas pode contribuir para o aperfeicoamento de técnicas de diagndstico e o
entendimento da cadeia epidemiol6gica da AGC no Brasil.
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6. CONCLUSOES

Anaplasma phagocytophilum infecta caes na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

Carrapatos das espécies A. cajennense e R. sanguineus se infectam naturalmente com
A. phagocytophilum na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

A técnica de PCR em tempo real utilizando o gene msp2 é uma ferramenta de
diagndstico precisa para determinar a ocorréncia de A. phagocytophilum em caes e carrapatos.
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ANEXOS

ANEXO A. Questiondrio epidemioldgico aplicado aos proprietarios de cdes domiciliados na
microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

ANEXO B. Protocolo de extracdo de DNA de Carrapato.

ANEXO C. Protocolo de extracdo de DNA a partir de cultivo células fixadas fixado em
laminas preparadas para Imunofluorescéncia com auxilio do kit de extragdo de DNA (DNeasy
Tissue Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA).
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ANEXO A: Questiondrio epidemioldgico aplicado aos proprietarios de caes domiciliados na
microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

Ficha de Propriedade e Proprietario

Data: / / Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana
Localidade: Coord. Geograf.:

Proprietario:

Endereco:

Pt de referéncia: Temperatura ambiente:

Tel: e-mail:

Tipo de residéncia: ( ) pau a pique ( ) alvenaria ( ) madeira ( ) outros:
Ha parasitismo por carrapatos em pessoas: () sim ( )ndo ( )jdocorreu
Tipo de vegetacdo predominante:
Quantos cdes possui em casa?_____

Pratica alguma acdo para controle de carrapato? sim ( ) ndo ( ) Qual?
Leva o céo ao veterinario? sim ( ) ndo ( ) Qual a Periodicidade?
Presenca de outras espécies domésticas:

() gatos

() bovinos

() equinos

() outros: Quais?..................

Presenca de animais silvestres:

() gamba

() roedores

() outros:Quais?

Proprietario informado sobre os riscos das doengas Transmitidas por Carrapatos?
O proprietdrio conhece alguma doenga transmitida por carrapatos? Qual?
Nunca ouviu falar () J4 ouviu falar ( ) Sabe da relacdo com o cdo () Sabe da relagcdo
com o carrapato ()

Conhece algum sintoma () sim ( ) ndo. Se sim, qual?
Proprietario informado sobre os riscos dos carrapatos? () sim ( ) nao

Conhece o nome do vetor () Conhece a forma de transmissao ()

Conhece algum caso na localidade de “doenca do carrapato” em humanos? () sim ( ) ndo
Condicao econdmica (observacional): ( ) baixa ( ) média ( ) alta

Escolaridade:

( ) Nunca frequentou a escola Primario

() 1° grau incompleto

() 1° grau completo

( ) 2° grau incompleto

() 2° grau completo

( ) superior

Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?
Utiliza prod. inseticidas no ambiente? () sim () ndo Quais? Intervalos?
Utiliza mét. Fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?

( )sim ( )ndo Quais? Intervalos?
Outras obs relevantes:
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FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°

Data:_ /_/___ Propriedade N° Zona: () Rur () Urb Localidade:
Proprietario:

Nome do animal: Sexo: () Macho ( ) Fémea Racga:

Cor:

Animal nascido na propriedade? ( ) sim ( ) ndo Se nao, de onde veio o animal?

Ha qt tempo estd com o animal? Historico de carrapatos antes: () sim () ndo

Historico de carrapatos na vizinhanga: () sim () ndo
Pélo: ( ) curto ( ) médio ( )longo

Porte: ( )peq ( )méd ( ) grande

Escore: ( )caquético ( )magro ( )normal ( )obeso
Comportamento: ( ) triste ( ) ativo/normal ( ) agitado
Idade: ( )<6meses ( )6mesesa2anos( )2aSanos( )5alOanos ( )> 10 anos
Temperatura: _____ Pulso: FR: FC: TPC: Turgor:

Mucosa ocular: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta
Mucosa oral: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta
Outras alteracdes sanitdrias atuais:

Disttrbios atuais de coagulacdo na pele: () petéquias ( ) equimoses ( ) outros:

Historico de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim () ndo
Animal vive dentro da residéncia: ( )sim ( )ndo ( )as vezes
Locais de acesso do animal: () pastagens ( ) corregos ( ) matas ( ) ambiente urbano
Contato direto com outras sp animais: () sim ( ) ndo Quais?
Historico de patologias anteriores:

Animal teve “doenca do carrapato” ? ( ) sim ( )ndo qual?
Como diagnosticou? ( ) clinicamente ( ) laboratorialmente ( ) outras
Foi tratado? ( ) sim ( ) ndo

Tipo de alimentacdo: ( ) comida ( ) ragdo ( ) ambos

Possui d4gua e comida a disposi¢ao o tempo todo? () sim ( ) ndo
Vermifugacdo: ( )sim ( )ndo Ha qto tempo? Qual produto?

Critério para escolha: ( ) indicacdo ( ) balconista ( ) veterindrio ( ) propaganda
Possui ectoparasitos? () sim () nao

Quais e quantidade?

( )pulgas_____

() piolhos

() sarnas

() carrapatos Fases: espécies:

Faz tratamento? ( ) sim ( )ndo Qual produto?
Se ndo trata, qual motivo?
Critério para escolha do produto:
( ) indicagdo

() balconista

() veterindrio

() propaganda

Dermatopatias? ( ) sim ( ) ndo
Sinais de otite? ( ) sim ( ) ndo
Outros tipos de lesdes:
Habito do animal?

() sempre preso

() preso de dia e solto a noite
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() solto

( ) outros __

Apresenta abrigo? () sim ( ) ndo Tipo:
Tipo de ambiente do animal:

() cimentado

() deterra

() gramado

() outros

Condicao de limpeza do ambiente do animal: ( ) ruim ( ) moderada ( ) satisfatéria
Freqde recolhimento e limpeza das fezes:

( ) diariamente ( )2 a3 x por sem

()1 x por semana

( ) ndo faz

Tem assist Vet? () sim ( ) ndo

Frequéncia? ( )acada6 meses ( )1 xporano ( )so6qdficadoente

Animal é vacinado? ( )sim ( )ndo Quais vacinas?
Banho: () semanal ( ) quinzenal ( ) mensal ( ) outros
Usa produtos parasiticidas? () sim ( )ndo Quais?
Outras obs relevantes:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG:

endereco:

,telefone: recebi explicacdes sobre o projeto do curso de Pds-

Graduagdo em Ciéncias Veterindrias da UFRRIJ, visando estudos epidemiomoleculares de

hemoparasitos em cées, autorizo a coleta de material biolégico em meus caes, estando ciente

que minha identidade serd preservada, que nao haverd danos nos animais decorrentes da
coleta do material e ausé€ncia de custos na realizacao dos exames.
Em__/ [/ Assinatura:
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ANEXO B: Protocolo de extracdo de DNA de Carrapato

1.

10.

11

12.

13.

14.

Ligue o banho-maria a 62,5°C. Prepare trés conjuntos idénticos de tubos devidamente
identificados.

Para cada extracdo serdo utilizados 700 uL. de tampao de extracdo. Calcule a quantidade
total necessdria de tampdo de extracdo com alguns mililitros a mais para seguranca.
Adicione 2-mercaptoetanol a quantidade necessaria de tampao na propor¢ao de 2 uL de
2-mercaptoetanol para cada mililitro de tampao de extragdo. Mantenha o tampdo de
extragdo aquecido em banho-maria a 62,5 °C.

Pese 50 a 100 mg de tecido de carrapato diretamente dentro do microtubo.

Mergulhe o microtubo contendo o tecido de carrapto dentro de um recipiente contendo
nitrogénio liquido e espere até que o tecido fique bem congelado (crocante) antes de
iniciar a maceragao.

Dentro de um microtubo de 2,0mL macere o tecido utilizando um bastao de virtro por uns
20 a 40 segundos até o tecido se mostrar bem pulverizado. Ao tecido recém macerado
adicione 700 pL de tampao de extracao.

Misture o tecido no tampao com o auxilio do vortex. Incube os tubos em banho-maria a
uma temperatura de 62,5 °C por um minimo de 60 minutos. Esta incubacdo pode se
prolongar até 90 minutos. Durante a incubacdo agite os tubos a cada 15 minutos para
homogeneizar a suspengao.

Retire os tubos do banho-maria. Deixe-os esfriar. Em capela de exaustdo, faca a primeira
extracdo com solvente organico adicionando 600 pL de CIA (Cloroférmio-édlcool
isoamilico 24:1). Agite os tubos durante 5 minutos, invertendo-os no minimo 20 vezes ou
até fazer uma emulsao homogénea.

Centrifugue os tubos em microcentrifuga a velocidade maxima 18.000xg durante 5
minutos.

Retire os tubos da centrifuga cuidadosamente. Evitando perturbar a interface entre as
duas fases formadas, pipete a fase superior (aquosa) para um novo tubo (~500 uL).

A fase aquosa no novo tubo adicione 1/5 do volume (~100 uL) de uma solugdo 5%
CTAB, 0.7M NaCl. Misture bem durante 5 minutos até homogeneizar a solucao. Repita a
extragdo com 600 puL de CIA (Passos 7, 8 e 9) Retire novamente a fase aquosa superior €
transfira-a para um novo tubo.

. Adicione 2/3 do volume da solu¢do aquosa (~400 puL) de isopropanol frio (-20°C).

Misture gentilmente para precipitar os dcidos nucléicos. Se o precipitado ndo for visivel,
coloque o tubo a -20°C por 30 minutos ou mais.

Este € um ponto adequado para parar o procedimento de extracdo se nio for possivel
continuar no mesmo dia.

Centrifugue os tubos a 12.000xg em microcentrifuga durante 5 minutos, para formar um
pellet. Se o pellet nao for visivel coloque o tubo a -20°C por 30 minutos ou mais, e
centrifugue novamente.

Gentilmente descarte 0 maximo possivel de sobrenadante sem perder o pellet. Este em
geral seré difuso e solto e estard no fundo ou ao longo da parede do tubo dependendo do
angulo do rotor utilizado.
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15. Lave o pellet com 1 mL de etanol 70%. Deixe o pellet imerso por 5 a 10 minutos.
Geralmente o pellet fica mais branco a este ponto. Retire o etanol 70%.

16. Lave o pellet uma vez em 1 mL de etanol 95% (ou etanol absoluto) durante 2 a 3
minutos. Retire o maximo possivel de etanol por capilaridade ou mesmo usando a pipeta.
Deixe o pellet secar ao ar durante alguns minutos se possivel em fluxo laminar, ou seque-
os em centrifuga a vacuo.

17. Ressuspenda o pellet em 25 a 100 uL (dependendo do seu tamanho) de tampao TE
contendo 10 ug/mL de RNAse A. Incube a 37°C por 30 a 120 minutos para a digestao de
RNA.
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ANEXO C: Protocolo de extracio de DNA a partir do substrato antigénico presente em
laminas preparadas para Imunofluorescéncia com auxilio do kit de extragdo de DNA (DNeasy
Tissue Kit, Qiagen, Valencia, CA, USA).

A. phagocytophilum (cultivado em células de Linfoma Humano-LH60) — duas 1aminas
N. risticii (cultivado em células DHS82) - duas 1aminas
R. rickettsii (cultivado em células Vero-76) - duas laminas

1- Remova as células fixadas na 1amina com o auxilio de uma agulha 21 x 0,8mm estéril.

2- Em ambiente fechado, lave cada po¢o da 1amina com 8uL de tampao PBS (KCl 2,7mM,
KH2PO4 1,47mM, NaCl 136,89mM, Na2HPO4 8,1mM, pH 7,4) e coloque a suspensdao em
um microtubo de 1,5 mL. Todos os pocos das laminas deverdo ser lavados até um volume
maximo de 200uL.

3- Ao tubo de 1,5mL contendo a suspensdo de celular, adicione 20uL de proteinase K.
Misture no vortex por 10s e incube a 56 °C por 25 minutos. (Obs: Esse tempo pode ser
prorrogado até as células estarem completamente lisadas)

4- Vortex por 15 s. Adicione 200uL de tampao AL na amostra. Misture vigorosamente no
vortex. Em seguida adicione 200uL de etanol 100%. Misture novamente no vortex
vigorosamente.

5- Pipete a mistura em uma coluna (DNeasy mini spin) acoplada em um microtubo coletor de
2,0mL. Centrifugue a 6000xg por 1 minuto. Discarte o tubo coletor jutamente com o liquido.
6- Coloque a coluna em um novo microtubo coletor de 2,0mL. Adicione na coluna 500 pL do
tampao AW 1. Centrifugue por 1 minuto a 6000xg. Discarte o tubo coletor jutamente com o
liquido.

7- Coloque a coluna em um novo microtubo coletor de 2,0mL. Adicione na coluna 500 uL do
tampao AW?2. Centrifugue por 3 minutos a 20.000xg. Discarte o tubo coletor jutamente com o
liquido.

8- Transfira a coluna para um novo microtubo do tipo eppendorf de 1,5mL e adicione 50 L
do tampdo AE para a eluicdo. Incube por 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugue por
1 minuto a 6000xg.

9- Repita o passo 8 duas vezes.

10-  Faca aliquotas das amostras e congele o DNA a - 20°C até o momento das andlises
moleculares.
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