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Resumo. A erliquiose monocitica canina € uma enfermidade infecciosa de caréater
zoonotico com distribuigdo mundial, transmitida por carrapatos da espécie Rhipicephalus
sanguineus que carreiam a Ehrlichia canis, bactéria responsavel pela doenga. A doenga
apresenta trés fases: aguda, subclinica e crénica cuja abordagem terapéutica e diagnostico
acurado dependem diretamente dessas fases da doenca. As técnicas de diagnostico se
baseiam em andlise direta do sangue, biologia molecular e também na presenca de
anticorpos. Neste estudo foi realizada uma analise comparativa da eficacia diagndstica
entre as técnicas de Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR) com o diagnostico clinico/hematolégico. Através da andlise da
presenca de material genético de E. canis e da deteccdo de anticorpos anti-1gG de Ehrlichia
spp., em amostras de sangue de 49 cdes da regido metropolitana de Recife, PE. Os
resultados da comparacao entre os exames clinico/hematolégico com os de ELISA foram
divergentes em 33% dos casos. Além disso, dos dois métodos (ELISA e gPCR), concluiu-
se que qPCR apresentou ser 0 método mais sensivel quando utilizado na fase aguda da
doenga. O ELISA mostrou-se essencial para uma avaliacdo tardia da doenga, com uma
quantidade muito reduzida do patdégeno, mas apresenta anticorpos especificos para a
doenga, reduzindo a possibilidade de resultados falso-negativos. Além disso, a
confiabilidade no exame clinico, mesmo aliado ao hematolégico, em especial a contagem
de plaquetas, ndo pode ser considerada definitiva, sendo de grande importancia associar
outros testes diagnosticos para a complementaridade do diagndéstico. Dessa forma, nos
nossos resultados ficou claro a importancia da utilizacdo de testes complementares para a
elaboracdo do diagnostico seguro da doenca.

Palavras-chave: Erliquiose, canino, infec¢do, ELISA, gPCR

Comparative diagnosis of Ehrlichia spp. for soroteca building

Abstract. Canine monocytic ehrlichiosis is an infectious disease of zoonotic character with
worldwide distribution, transmitted by ticks of the species Rhipicephalus sanguineus that
carry Ehrlichia canis, the bacterium responsible for the disease. The disease has three
phases: acute, subclinical and chronic, whose approach and accurate diagnosis depend
directly on the disease. Diagnostic techniques are based on direct blood analysis, molecular
biology and also the presence of. This study was carried out a comparative analysis of the
diagnostic efficacy between the techniques of enzyme immunoassay (ELISA) and real-time
polymerase chain reaction (QPCR) with clinical / hematological diagnosis. Through the
analysis of the presence of genetic material from E. canis and the detection of anti-IgG
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from Ehrlichia spp. in blood samples from 49 dogs in Recife metropolitan region of
Pernambuco. The results of the comparison between clinical / hematological and ELISA
were divergent in 33% of cases. Furthermore, regarding the two methods (ELISA and
gPCR), itis concluded that gPCR is the most sensitive method when used in the acute phase
of the disease. ELISA proved to be essential for a late evaluation of the disease, when is
reduced the amount of pathogen but it already produced specific antibody for a disease,
decreasing the possibility of false-negative results. In addition, reliability in the clinical
examination, even combined with hematology, in particular the platelet count, cannot be
considered definitive, and it is very important to associate other diagnostic tests to
complement the diagnosis. Thus, in our results, the importance of using complementary
tests for the development of a safe diagnosis of the disease was clear.

Keywords: Ehrlichiosis, canine, infection, ELISA, gPCR

Introducéo

A Erliquiose é uma doenga transmitida por carrapatos, causada por espécies do género Ehrlichia e
que possui ocorréncia mundial (Damas, 2012; Isola et al., 2012; Rikihisa, 1991). So bactérias gram-
negativas transmitidas ao animal durante a alimentacdo sanguinea por carrapatos infectados. As
hemoparasitoses ameacam o bem-estar animal, e em casos de doengas zoonéticas representam uma
preocupacdo para a salde publica humana, sendo consideradas importantes doengas transmitidas por
carrapatos em areas tropicais e subtropicais (Silva et al., 2013; Souza et al., 2012).

Dentre as hemoparasitoses infecciosas de carater zoon6tico, a erliquiose é a mais frequente em caes
domeésticos (Dagnone et al., 2002; Dagnone et al., 2003; Vidotto et al., 2001), onde o principal agente
causal é a espécie Ehrlichia canis, do género Ehrlichia, ordem Rickettisiales, pertencente a familia
Anaplasmataceae (Damas, 2012; Isola et al., 2012; Machado, 2004). Outras espécies também parasitam
os cdes como a Ehrlichia equi, E. platys, E. ewing, e E. chaffensis. Todavia, a espécie E. canis é o agente
mais rotineiro da infeccao natural em cées e é considerada a espécie que provoca a doenga com sintomas
mais graves (Almosny et al., 2002; Borin et al., 2009). E considerado um parasita intracelular obrigatério
de células hematopoiéticas maduras ou imaturas, de monécitos caninos, onde forma os corpusculos de
inclusdo, também conhecidos como “moérulas” (Damas, 2012; Isola et al., 2012; Rikihisa, 1991).

A doenca é transmitida pela saliva do carrapato Rhipicephalus sanguineus infectado durante o seu
repasto sanguineo em cédes com erliquiose (Sato et al., 2020). Entretanto, também pode ser transmitida
através de transfusdo sanguinea por meio de um doador infectado, ja que este mantém a infeccdo em sua
forma crénica por um periodo de até cinco anos (Damas, 2012; Isola et al., 2012; Machado, 2004). O
animal acometido pode apresentar clinicamente trés estados da doenca: subagudo, agudo, e cronico,
tornando a escolha do teste para o diagnéstico um desafio em funcdo das suas diferentes fases,
manifestacdes clinicas e sensibilidade do teste (Harrus & Waner, 2011; Vieira et al., 2011).

O diagnostico pelo exame direto baseia-se na presenca de morulas em esfregacos sanguineos e 0s
indiretos na pesquisa de anticorpos anti-erliquia. Os métodos de diagnéstico baseados em biologia
molecular podem detectar o DNA do patdgeno, sendo uma ferramenta sensivel e auxiliando no
diagndstico em combinagdo com 0s sinais clinicos caracteristicos e achados hematoldgicos como a
trombocitopenia (Guedes et al., 2015; Xavier et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi realizar testes de ELISA e gPCR de amostras sanguineas de 49 cdes com
suspeita de Ehrlichia spp da regido metropolitana de Recife, Pernambuco. E também, a construcédo de
um banco sorolégico e uma analise comparativa da eficacia entre as técnicas de ELISA, diagnostico
clinico/hematoldgico e gPCR.

Material e métodos

Aspectos éticos

A metodologia utilizada foi embasada nas normas éticas de pesquisa cientifica com animais, com
protocolo aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRPE), sob licencan® 17/2017.
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Desenho amostral

A amostragem foi composta por 49 cdes domiciliados de ambos 0s sexos, ragas e idades variadas,
constituindo-se uma amostragem por conveniéncia.

Foram feitas visitas a clinicas veterinarias da regido metropolitana do Recife-PE em busca de animais
com suspeita clinica de erliquiose, os quais passaram por avaliacéo clinica e em seguida foram submetidos
ao exame hematoldgico e aos testes propostos de gPCR e ELISA. O critério de inclusdo utilizado foi a
suspeita clinica de erliquiose ou alguma hemoparasitose pelo Médico Veterinario. Foram preenchidas fichas
individuais contendo informacfes sobre o paciente (sexo, raca, idade, estado clinico geral - anamnese),
identificacdo do tutor e foi realizada a coleta do material para os testes moleculares (sangue). Os tutores
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a participacéo do animal na
pesquisa.

As coletas de sangue foram realizadas por venopuncdo da veia cefalica ou em veia femoral, com
volume de 5 mL de sangue por paciente, coletados e distribuidos em tubos estéreis com 3,2% de citrato
de sodio e tubos estéreis com ativador de coagulo. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em
caixas isotérmicas contendo placas de gelo artificiais e encaminhadas ao laboratério Biogene®, onde
foram armazenadas sob refrigeragdo (4° C) em geladeira até o devido processamento.

Testes diagndsticos
Hematologia

O sangue coletado foi encaminhado ao laboratério de preferéncia do Médico Veterinario para
realizacdo do exame hematoldgico de rotina. Para ser considerado positivo para Erliquiose, era
necessaria a presenca de trombocitopenia e/ou de moérulas em esfregaco sanguineo.

ELISA

O sangue coletado em tubos com ativador de coagulo foi centrifugado 5.000 rpm e em seguida 0 soro
foi armazenado em tubos de polipropileno 1,5 ml e levados ao banho seco a 56°C por 20 minutos para
provocar a desnaturacdo proteica. Para o teste, diluiu-se 0 soro em solucdo salina tamponada na
proporcdo de 1:10, e foram incubados a 4° C overnight para imunoadsor¢do. Apos essa etapa foram
diluidos novamente na mesma proporcao. Na etapa seguinte, a placa foi inserida em um leitor de ELISA
(espectrofotdmetro) em 450 nm, para obtencdo da Densidade Otica (D.0.). O protocolo foi realizado
seguindo as instrugdes do fabricante e os valores de referéncias foram usados para analise do resultado.

gPCR

Para a extracdo de DNA utilizou-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification, seguindo as
orientacBes do fabricante. A realizagdo da gPCR ocorreu por meio do kit SYBR™ Green PCR Master
Mix® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) e o Primer utilizado foi o p140 (Invitrogen®,
Califérnia, EUA) forward: SACTCCTGAAGTAAAGCAGAAG?, Reverse:
YCTTCACTTGATGAATGTTCTAC® que tem como alvo a proteina p140 de E. canis. As reagles
consistiram em 1ul para cada primer para concentragdo final de SpM, 1ul de agua Milli-Q®, 6ul de Sybr™
Green PCR Master Mix e 5ul de DNA. O controle negativo utilizado foi 4gua Milli-Q®. A PCR foi
realizada termociclador Line-Gene K FQD48A, nas condi¢des: 95° C durante 15 minutos, 95 °C durante
30 segundos, 62° C durante 15 segundos, 72° C durante 15 segundos (40 ciclos), 95° C durante 20 segundos.

Anélise estatistica

A analise dos dados foi realizada pela frequéncia relativa dos eventos, sendo expressas em
porcentagem (%).
Resultados e discussao

Observou-se que 55% dos animais acometidos eram fémeas e 45% eram machos, o que demonstrou
dentro de uma amostra de conveniéncia, uma distribuicao equilibrada das amostras o que corrobora com
Sousa et al. (2010) que afirmam que a doenca néo apresenta predilecéo por sexo.
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Quanto araca, 5% dos positivos eram Boxer, Yorkshire, Rottweiler, Pitbull e Fox Paulistinha. Poodle
e Dogue Alemao, ambas apresentaram 10% de positividade, e por fim, os cdes sem raca definida (SRD)
representaram 55% dos animais testados para erliquiose. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos
por Sousa et al. (2010) que realizando a avaliacdo de cées de diferentes ragas positivas para erliquiose,
observaram que os cdes sem raca definida tiveram o maior nimero de representantes positivos, o que
pode ser explicado pelo fato de animais sem raga definida serem uma populacdo maior e possuirem
acesso a rua mais frequente e consequentemente maior exposi¢ao a carrapatos.

Quando realizada uma analise entre as frequéncias relativas dos testes realizados de qPCR e ELISA
(Tabela 1), observa-se que cerca de 10% dos animais foram positivos na PCR guantitativa (QPCR) que
é um exame direto, e cerca de 14% (7 animais) foram positivos no ELISA, considerado um exame
indireto por detectar a confirmacdo tardia do patdgeno no organismo através da presenga de anticorpos.
E importante lembrar que as 49 amostras eram consideradas positivas no diagndstico clinico-hematoldgico,
entdo partimos de um universo de 100% supostamente positivos para realizar as analises abaixo.

Tabela 1. Andlise comparativa via distribui¢do de frequéncias entre resultados obtidos sendo confrontados por diferentes técnicas.

Métodos Indiretos Métodos Diretos
Resultados —
ELISA F.R. gPCR F.R. Hematologico F.R.
Positivos 07 14,3 % 05 10,2 % 09 194 %
Negativos 42 85,7 % 44 89,8 % 40 80,6 %
Totais 49 100 % 49 100 % 49 100 %

F.R. — Frequéncia relativa em %.

De acordo com Gizzi et al. (2015), a técnica qPCR tem alta sensibilidade e especificidade, permitindo
que quantidades minimas de DNA sejam detectadas reduzindo a margem de erros que levam aos
resultados falso-negativos, apresentando eficacia no diagndéstico da fase aguda. Trata-se entdo, de um
diagndstico mais preciso em comparagao ao diagnostico clinico/hematoldgico, que se baseia na presenca
de sinais clinicos e principalmente trombocitopenia na avaliagdo hematoldgica (Peleg et al., 2010).

Com relacdo a andlise hematol6gica, é necessario cautela ao interpretar uma vez que, a baixa de
plaquetas tem relagdo com outras causas como erros operacionais no processamento ou coleta da
amostra ou com ragas que tém predisposi¢do genética para a condi¢do, como ja demonstrado na raca
Greyhound (Almosny, 2006; Deshayes & Godeau, 2018). Outra problemética recorrente envolve a
presenca de trombocitopenia em outras enfermidades como a cinomose, a leishmaniose e outras
hemoparasitoses, levando a um diagnostico erréneo (Weiss & Wardrop, 2010), o que evidencia ndo ser
um parametro preciso, quando utilizado isoladamente para diagndstico definitivo da erliquiose.

Segundo Gizzi et al. (2015), os testes soroldgicos realizados sdo capazes de determinar a
concentragdo de anticorpos produzidos contra determinado agente infeccioso. Quando se obtém titulos
elevados, é sinal de que o paciente foi submetido ao agente e que seu sistema imune apresentou
competéncia suficiente para a producdo de anticorpos especificos. Os testes soroldgicos para detectar
anticorpos dependem da imunocompeténcia do hospedeiro em produzir anticorpos responsivos,
entretanto, a soroconversdo ocorre em periodos variados.

Na fase subclinica da doenca, os titulos de anticorpos permanecem no soro por periodo superior a
seis meses, indicando assim que a duracdo da infeccdo € prolongada e que ocorre a estimulacdo pelo
antigeno. Assim, os cées ficam incapazes de estabelecer uma resposta imunoldgica eficaz e permanecem
infectados cronicamente, e para esses casos, 0 ensaio o0 teste de ELISA é um dos métodos sorolégicos
mais utilizados e eficazes para o diagndstico da doenca (Zuchi et al., 2020).

Entre os dados obtidos, observou-se que algumas amostras foram positivas tanto na PCR quanto no
ELISA, isso pode ocorrer porque o animal realizou a soroconversao, e ainda se encontra com o patdgeno
circulante. Em relacdo as amostras que foram positivas tanto no hematoldgicos quanto nos testes
moleculares, pode ser explicado pelo fato do animal entrar em fase cronica da doenga onde ocorre o
sequestro esplénico de plaquetas. Segundo Xavier et al. (2009), a meia vida das plaquetas se reduz
devido ao sequestro esplénico. Além disso, o género Ehrlichia também possui competéncia para
parasitar macrofagos esplénicos na fase cronica da doenca (Harrus & Waner, 2011).
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E importante entender a dindmica da doenca, suas aplicacdes e limitagGes de cada método para que
se possa realizar uma avaliacao correta dos resultados obtidos. A gPCR € mais sensivel quando utilizada
na fase aguda da doenca, uma vez que o DNA do patégeno deve estar presente, e o teste ELISA é
essencial para uma avaliagcdo nas demais fases da doenca, onde ja houve soroconversdo a ponto de
aumentar a sensibilidade do teste e confirmar o diagnoéstico.

Portanto, quando se tratam de casos de recidivas ou de restabelecimento recente, ou mesmo casos
cronicos, onde os patdégenos ndo estdo detectaveis via PCR, os anticorpos produzidos previamente
podem ser detectados pelos testes soroldgicos e ajudar no diagndstico adequado (Gizzi et al., 2015),
descartando animais falso-negativos no exame direto e hematolégico e também falso-positivos
possivelmente oriundos do teste hematoldgico baseado somente em trombocitopenia.

Concluséao

Estes resultados demonstram que a percepcdo clinica da erliquiose é bastante genérica e nao define
um diagndstico conclusivo da enfermidade em cées. Foi observado que os métodos diagndsticos testados
foram eficientes para o diagndstico da enfermidade e que a soroteca obtida apresenta clara identificacdo
dos casos verdadeiros-positivos e poderd ser utilizada para auxiliar no desenvolvimento de teste
sorolégico no futuro.
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