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RESUMO

Doencgas transmitidas por carrapatos sédo as enfermidades mais comuns em cées
domésticos em algumas partes do mundo. Embora poucos estudos tenham sido
realizados para elucidar sobre esses patdégenos em canideos silvestres, o objetivo
deste estudo foi investigar a ocorréncia de Ehrlichia canis, Anaplasma platys e
Babesia canis vogel, além dos perfis hematolégicos e bioquimica sérica em
Cachorro-do-Mato (Cerdocyon thous). Foram coletadas amostras de sangue de 18
animais de cativeiro e dois de vida livre de diferentes areas do estado de
Pernambuco, Brasil. As amostras sanguineas foram utilizadas para a pesquisa do
protozoario e das bactérias por meio de exame de esfregacos de sangue e também
para realizacdo de hemograma e bioquimica sérica. O teste rapido Snap 4Dx ® foi
utilizado para deteccdo de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi utilizada para identificar B. canis e da nested PCR (nPCR) para
E. canis e A. platys. Os resultados do exame direto ndo mostraram a presenca de
patdégenos. Alguns parametros hematoldgicos e bioguimicos séricos apresentaram
alteracdes, particularmente em série vermelha, plaquetas, proteina total e alanina
aminotransferase. Os anticorpos anti Ehrlichia e anti Anaplasma foram encontrados
em 15% dos animais. B. canis ndo foi encontrada em quaisquer amostras da PCR.
Dos animais investigados, 45% e 5% foram positivos por nPCR para E. canis e A.
platys, respectivamente. O presente estudo relata pela primeira vez a evidéncia
soroldgica de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. e a primeira detec¢cdo molecular de A.

platys em C. thous.

Palavras-chave: canideo silvestre, patologia clinica, biologia molecular, medicina da
conservacgao



ABSTRACT

Tick-borne disease is the most common disease in domestic dogs in some
parts of the world. Although, few small studies have been carried out to elucidate
these pathogens in wild canids. The goal of this study was the objective to
investigate the occurrence of Ehrlichia canis, Anaplasma platys and Babesia canis
vogeli and also hematological, serum biochemistry profiles of Crab-eating Fox
(Cerdocyon thous). Blood samples were collected from 18 captive and two free living
animal of different areas of Pernambuco State, Brazil. The blood was used not only
to determine the intraerythrocytic protozoan and bacteria species through the
examination of blood smears, but also a complete blood cell count (CBC) and the
profile of the serum biochemistry. The Snap test was used as quick serological tests
for detection of Ehrlichia spp., Anaplasma spp. and the Polymerase Chain Reaction
was used to identify B. canis and the nested Polymerase Chain Reaction (nPCR)
was run to E. canis and A. platys. The results showed no tick borne pathogens by
using conventional examination of stained blood smears. Some hematological and
serum biochemical parameters were changed particularly red blood cell count,
platelets, total protein and alanine amino transferase. Antibodies against Ehrlichia
and Anaplasma species were found in 15% of animals. Babesia canis were not found
any samples by PCR. Of the animals investigated, 45% and 5% were positive by
NPCR to E. canis and A. platys respectively. The present study reports for the first
time the serological evidence of Ehrlichia spp. and Anaplasma spp. and the first A.

platys molecular detection in C. thous.

Keywords: wild canid, clinical pathology, molecular biology, conservation medicine
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1. INTRODUCAO

Os animais silvestres da fauna brasileira habitualmente s&o encontrados na
vida silvestre ou em cativeiro, onde podem ser reservatorios e portadores de
zoonoses (ACHA; SZYFRES, 1986).

As modifica¢cdes na estrutura demogréfica dos animais silvestres causadas
pela ocupacdo humana de ambientes naturais podem gerar um contato entre o
homem e os animais silvestres de fundamental na manutencdo do ciclo enzodtico
reforcando a importancia das macro e micro biota silvestre e sua repercussédo na
saude humana e animal (TAYLOR; LATHAM; WOOLHOUSE, 2001).

Nestas situacdes, muitas espécies de pequenos mamiferos, principalmente
de habitos sinantrépicos, sdo facilmente afetados por modificagbes do ambiente
(OLIVEIRA, 2008).

Neste contexto, a presenca de canideos silvestres em areas urbanas ocorre
em funcdo da ocupacdo humana no habitat destas espécies, notadamente areas
vizinhas a reservas ecoldgicas, onde os canideos domésticos (GOMES, 2006) e o
homem sédo susceptiveis aos agentes infecciosos e parasitarios de origem silvestre,
particularmente aqueles transmitidos por vetores ixodideos (CURI; MIRANDA;
TALAMONI, 2006).

Como consequéncias dessas interacdes podem ocorrer zoonoses com
expansdo epidémica de animais suscetiveis e o aumento da sua disseminacao
geografica (SILVA, 2008).

Entre os canideos silvestres da fauna brasileira, Cerdocyon thous, conhecido
como cachorro-do-mato, apresenta médio porte (BEISIEGEL et al., 2013) e
comportamento tipicamente generalista, podendo encontrar-se em diversos habitats
(FARIA-CORREA et al., 2009), sendo tolerante as modificacdes causadas pela
presenca do homem mas ndo ao processo de urbanizacdo (BEISIEGEL et al.,
2013).

A presenca de patdgenos que possam interferir na sanidade dessas
populacdes, levando ao processo de extingdo, causa uma preocupacao na medicina
da conservacdo, onde se faz necessaria uma avaliacdo da sanidade destas
populacdes (LAURENSON et al., 1998; SILVA; LIMA; SANCHES, 2004; MATTOSO
et al., 2012).
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Esses dados podem subsidiar programas de conservagédo destes canideos,
contribuindo para o melhor conhecimento da relacdo parasito x hospedeiro
(FAIRBROTHER; O’LOUGHLIN, 1990; SILVA; LIMA; SANCHES, 2004) e seu
envolvimento com diferentes agentes.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi determinar a ocorréncia da infec¢ao
por Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia canis, bem como a avaliagcao

hematolégica e bioguimica de C. thous no estado de Pernambuco, Brasil

12



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cerdocyon thous

A familia Canidae pertence a ordem Carnivora e esta representada por 13
géneros e 35 espécies (GOMES, 2006), estando distribuida em todo globo terrestre,
com excecao da Antartida (ALMEIDA, 2011).

Embora apresentem um padrdo anatdmico relativamente uniforme, com
variacdo da cor as suas dimensdes (GOMES, 2006), a classificacdo taxonémica dos
géneros baseia-se na morfologia, cariotipo e biologia molecular (ALMEIDA, 2011),

Na América do Sul encontram-se cinco géneros e nove espécies, sendo que
seis dessas ocorrem no Brasil: Atelocynys microtis, Chrysocyon brachyurus,
Speothos venaticus, Cerdocyon thous, Pseudalopex vetulus e Pseudalopex
gymnocercus (GOMES, 2006).

C. thous, conhecido como cachorro-do-mato, animal de médio porte (FARIA-
CORREA et al., 2009; BEISIEGEL et al., 2013), maturidade sexual entre um e dois
anos de idade, periodo de gestacao de 55 a 60 dias, apresentando normalmente um
ou dois partos por ano com ninhadas que variam entre dois e 13 individuos
(GOMES, 2006).

E tipicamente um animal generalista, com habitos oportunistas, alimentando-
se de frutos, insetos, crustaceos, pequenos invertebrados e vertebrados, ovos de
diversas espécies e até mesmo de carcacas de animais domeésticos e silvestres
(FARIA-CORREA et al., 2009; BEISIEGEL et al., 2013), podendo encontrar-se em
diversos habitats de savanas as florestas, do nivel do mar até altitudes superiores a
2000 metros (FARIA-CORREA et al., 2009), sendo tolerante a perturbacées
antropicas, porém nédo a urbanizacéo (BEISIEGEL et al., 2013).

No Brasil, C. thous pode ser encontrado em todo o0 pais, exceto nas terras
baixas da regido amazonica (FARIA-CORREA et al., 2009; BEISIEGEL, 2013).

Do ponto de vista da medicina da conservacgdo, C. thous ndo é considerado
uma espécie em extincdo (GOMES, 2006; ALMEIDA, 2011; BEISIEGEL et al., 2013)
sendo considerada como Menos Preocupante (LC) pela Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN, 2008), por ser relativamente comum ao longo de

sua é&rea de distribuicdo, ocupando a maioria dos habitats, e por suas populacfes
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serem geralmente consideradas estaveis, embora ndo haja estimativas precisas de
tamanho populacional (BEISIEGEL et al., 2013).

A ocorréncia de canideos silvestres em reservas ecoldgicas proximo de areas
urbanas é extremamente importante, uma vez que geralmente estes animais
ocupam altas posicbes troficas nestes ambientes, desempenhando um papel
ecoldgico importante na comunidade (FARIA-CORREA et al., 2009), estando
suscetiveis a mesma gama de agentes infecciosos e parasitarios que acometem 0s
canideos domésticos, assim como ectoparasitos (GOMES, 2006).

Pela susceptibilidade a ectoparasitos, infestagbes por Rhipicephalus
sanguineus, em cachorro-do-mato, lobo-guara e raposinha-do-campo (GOMES,
2006; SANTOS, 2008) tem sido reportada, 0 que abre a perspectiva de transmissao
de agentes patogénicos como Rickettsia rickettsii, Babesia sp. e Ehrlichia sp.
(GOMES, 2006).

2.2. Rickettsioses

Algumas doencgas podem surgir de forma epidémica, levando a altas taxas de
morbidade e mortalidade causando grande impacto nas populagdes animal e
humana (REIS, 2012). Representadas pelos géneros Rickettsia, Coxiella, Bartonella
e Ehrlichia (CALIC, 2004; MACEDO, 2007), as rickettsioses sdo enfermidades
causadas por bactérias gram-negativas intracelulares obrigatérias (CALIC, 2004;
ALMEIDA, 2011).

Com distribuicdo cosmopolita (CALIC, 2004; ESTEVES, 2007; REIS, 2012),
todos os agentes patogénicos das rickettsioses de caninos e felinos requerem um
artréopode hematofago para manutencdo da cadeia epidemiologica (ALLISON;
LITTLE, 2013), particularmente carrapatos, pulgas, piolhos e acaros (CALIC, 2004;
ALMEIDA, 2011) que ao realizarem o repasto sanguineo transmitem estes
patdgenos (ALLISON; LITTE, 2013).

Na cadeia epidemiolégica, roedores silvestres, capivaras e gambas séo
considerados reservatorios dessas bactérias (LABRUNA et al.,, 2009; ALMEIDA,
2011). Na lItalia, a raposa vermelha é apontada como potencial reservatorio de
Anaplasma phagocytophilum devido a alta prevaléncia desse patdogeno nessa

espécie sem causar doenca clinica (EBANI et al., 2011).
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Possuindo variabilidade clinica de infeccéo inaparente a grave doenca, caes
domésticos acometidos por Rickettsia sp. podem apresentar febre, letargia, mialgia,
trombocitopenia e evoluir ao 6bito (MASSARD; FONSECA, 2004; ALLISON; LITTE,
2013).

O diagndstico das rickettsioses pode ser realizado através de exame direto
(ALLISON; LITTE, 2013) ou através das técnicas sorolégicas (PUSTERLA et al.,
2000), que confirmam a suspeita clinica da infeccéo, levando em consideracdo a
possibilidade de reacdes cruzadas entre infeccdo por Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp. (ALLISON; LITTE, 2013).

Neste sentido, infeccbes por Ehrlichia spp. em coiotes (Canis latrans)
(PUSTERLA et al., 2000), Ehrlichia canis em raposas vermelhas (Vulpes vulpes)
(AMYX; HUXSOLL, 1973; PUSTERLA et al., 1999) e raposa cinza (Urocyon
cinereoargenteus) (AMYX; HUXSOLL, 1973) e Anaplasma spp. em raposas
vermelhas (EBANI et al., 2011) tém sido reportadas.

2.3. Ehrlichiose

A infeccéo por E. canis ocorre em muitos paises de clima temperado, tropical
e subtropical, coincidindo com a prevaléncia do seu vetor R. sanguineus
(ALMOSNY, 2002). No Brasil, sua incidéncia tem aumentado em todo pais (VIEIRA
et al., 2011) sendo considerada causa importante de morbidade e mortalidade na
clinica de pequenos animais.

No Brasil, ehrlichiose canina foi primeiramente descrita em 1973 (COSTA et
al.,, 1973) e apesar de sua ampla distribuicdo, s6 teve seu isolamento obtido em
2002 (DANTAS-TORRES, 2008; ALMEIDA, 2011).

E. canis é uma bactéria intracelular obrigatoria, gram-negativa (DUMLER et
al., 2001), cocoide pleomoérfica pequena (SILVA et al., 2011; MORALES, 2013),
transmitida pelo R. sanguineus (CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007; DANTAS-
TORRES, 2010; EBANI et al., 2011; SILVA et al., 2011), que infecta o citoplasma de
leucécitos, principalmente mondcitos e linfocitos (MCBRIDE et al., 2001; ALMOSNY,
2002; ESTEVES, 2007; MORALES, 2013).

A doenca canina € de dificil diagnostico clinico por possuir varias

caracteristicas atipicas em cées naturalmente infectados (ALMOSNY, 2002; SILVA
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et al.,, 2011), sendo entdo baseado no histdrico e nas alteracdes hematologicas
(DAGNONE et al., 2001; MANOEL, 2010). Os cées que evoluem da fase aguda da
doenca ou aqueles que recebem tratamento inadequado progridem para a fase
cronica (HARRUS; BARK; WANER, 1997; MANOEL, 2010).

Em canideos silvestres, a infeccdo por E. canis tem sido observada em
raposas vermelhas e raposas cinzas em infeccdo experimental, sem entretanto
causar doenca clinica, sendo apenas visibilizado um quadro de trombocitopenia e
leucopenia (AMYX; HUXSOLL, 1973).

A identificacdo de morula de E. canis no citoplasma das células
mononucleares do sangue periférico € o0 exame mais comumente realizado
(ALMOSNY, 2002; SILVA et al., 2011), mas € considerado um achado circunstancial
em funcdo da baixa bacteremia (HARRUS; BARK; WANER, 1997; DAGNONE et al.,
2001).

Por outro lado, a infeccdo por E. canis resulta no desenvolvimento de
anticorpos especificos, IgM e 1gG, que podem ser observados na circulagao
sanguinea sete a 15 dias apoés a infeccdo (DAGNONE et al., 2001; WANER et al.,
2001; MANOEL, 2010), possibilitando o diagnostico soroldgico da infeccgéo.

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular possibilitou a deteccéo
precoce da infeccdo por E. canis, 0 que trouxe novas perspectivas de diagndéstico
(MANOEL, 2010) para confirmacéo clinica (MCBRIDE et al., 1996; HARRU; BARK;
WANER, 1997).

2.4. Anaplasmose

Anaplasma phagocytophilum € uma bactéria intracitoplasmatica que possui
carater zoonotico, sendo transmitida por carrapatos do género Ixodes, podendo
acometer equinos, caninos e felinos domésticos e silvestres (RIKIHISA, 2006;
CARRADE et al.,, 2009; ALMEIDA, 2011; EBANI et al., 2011), que infecta os
granuldcitos, predominantemente os neutrofilos, mas também os eosindfilos
(CARRADE et al., 2009; ALMEIDA, 2011).

Anaplasma platys, € uma bactéria intracelular obrigatoria que infecta
plaquetas de caninos domeésticos (DAGNONE et al., 2001; ARRAGA-ALVARADO et
al., 2003; MACHADO, 2004; SANTAREM, 2005; TRAPP et al., 2006; FERREIRA et
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al., 2007; MACEDO, 2007; DANTAS-TORRES, 2008; ALMEIDA, 2011) e felinos
domeésticos (LIMA et al., 2010) induzindo a trombocitopenia ciclica, possuindo como
provavel vetor o carrapato R. sanguineus (DAGNONE et al., 2001; ARRAGA-
ALVARADO et al., 2003; MACHADO, 2004; SANTAREM, 2005; TRAPP et al., 2006;
FERREIRA et al., 2007; MACEDO, 2007; DANTAS-TORRES, 2008; ALMEIDA,
2011).

Infeccdo por A. phagocytophilum tem sido reportada em coiotes (STARKEY,
2013), raposas vermelhas (EBANI et al., 2011) e raposas cinza (GABRIEL et al.,
2009). Contudo, a real taxa de infeccdo pode estar superestimada em fungédo de
reacao cruzada com A. platys, (SUKSAWAT et al., 2001; SUKSAWAT et al., 2002;
CARRADE et al., 2009).

Devido a natureza ciclica da doenca, sua descoberta em estiracos
sanguineos € normalmente acidental, tornando o método impreciso e com baixa
frequéncia, principalmente nas fases de trombocitopenia (MARTIN et al., 2005;
FERREIRA et al., 2007)

2.5. Babesiose

A Dbabesiose é uma doenca de canideos domeésticos e silvestres
(GUIMARAES; OLIVEIRA; SANTA-ROSA, 2002; PASSOS et al.,, 2005; DUARTE,
2007; MATIJA et al., 2008; SANTOS, 2008; VASCONCELOS, 2010; CARDOSO et
al., 2013), transmitida por vetores ixodideos (PASSOS et al., 2005; DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006; SANTOS, 2008; CARDOSO et al., 2013), podendo
apresentar alta patogenicidade (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006).

S&o conhecidas duas espécies do género Babesia capazes de provocar
infeccdo natural em caninos domeésticos: Babesia gibsoni e Babesia canis, sendo
esta Ultima classificada em trés sub-espécies: B. canis canis, encontrada na Europa,
B. canis vogeli, no Norte da Africa, América do Norte e Brasil e B. canis rossi
encontrada no Sul da Africa (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006; DUARTE,
2007; IRWIN, 2009; CARDOSO et al., 2013).

A doenca canina é endémica no Brasil (BRANDAO; HAGIWARA, 2002;
DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006; VASCONCELOS, 2010), com transmissao
realizada por carrapatos da familia Ixodidae, particularmente a espécie R.
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sanguineus (OLICHESKI, 2003; PASSOS et al, 2005; DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO, 2006; SANTOS, 2008).

Contudo, pouco se sabe sobre sua ocorréncia, transmissao e outros aspectos
epidemioldgicos nas areas rurais e silvestres (LABRUNA; PEREIRA, 2001; COSTA-
JUNIOR et al., 2009).

Ha relatos que B. canis em cédes domésticos pode ser transmitida de forma
natural e experimental para cées silvestres africanos (Lycaon pictus) e chacais
(Canis mesomelas) na Africa do Sul (MATJILA et al., 2008; FLACKE, et al., 2010) e
B. gibsoni em coiotes infectados experimentalmente (EVERS et. al., 2003), além da
deteccao e caracterizacdo molecular de B. canis rossi em caes silvestres africanos
(MATJILA et al., 2008; FLACKE, et al., 2010) e Babesia spp. em raposas vermelhas
(CARDOSO et al., 2013)

No Brasil, a ocorréncia de babesiose em lobos-guara tem sido observada
como causa de anemias hemoliticas e mortalidade (PASSOS et al., 2005; DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006; GOMES, 2006).

Além disso, outras espécies de protozoarios como Rangelia vitalli em C. thous
(SOARES et al.,, 2014) e Babesia microti-like, em raposas vermelhas, coiotes e
raposas cinzas (BIRKENHEUER et al., 2010) tém sido relatadas.

2.6. Hematologia e bioguimica em canideos silvestres

A patologia clinica/ medicina laboratorial € uma especialidade direcionada a
realizacdo de exames complementares no auxilio ao diagnostico, com impacto nos
diferentes estagios da cadeia de saude: prevencdo, diagndéstico, progndéstico e
acompanhamento terapéutico (CAMPANA; OPLUSTIL; FARO, 2011).

O hemograma é o exame de maior rotina, onde através de seus parametros
confirmam ou eliminam um diagndstico presuntivo, além de auxiliar ainda em um
progndstico mais acurado (COLES, 1984).

Ja a dosagem de enzimas bioquimicas faz parte de uma série de exames
abrangentes, planejados para descobrir a natureza de um processo patolégico, que
associado a outros exames laboratoriais e avaliacao clinica, auxiliam no diagnéstico
final, formacdo de progndstico e no acompanhamento da eficacia do tratamento
escolhido (COLES, 1984)
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Na medicina de animais silvestres, os exames laboratoriais ja podem ser
considerados como importante ferramenta no diagnostico de prevencao doencas e
até mesmo como biomarcadores de agressGes ambientais, uma vez que a sanidade
do ambiente influencia na vida dos seres que interagem com essas espécies
(GOMES, 2006; MATTOSO et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 20 individuos da espécie C. thous sendo um animal de
cativeiro da Regido Metropolitana de Recife; dois animais de vida livre capturados no
municipio de Petrolina (09° 23’ S, 40° 28’ O); seis animais provenientes do Centro de
Conservacao e Manejo da Fauna de Petrolina — CEMAFAUNA — Petrolina (9° 23' S e
40° 30' O); oito animais provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres de
Recife (CETAS/ RECIFE (8° 3' S e 34° 52' O), e trés animais do Parque Estadual de
Dois Irmdos Recife (8° 9' S e 34° 52' O). Em todas as é&reas de estudo existe
populacdo humana e animais domésticos de companhia e/ ou producdo em seu
entorno.

Para a captura dos animais de vida livre, foram utilizadas armadilhas de
modelo Tomahawke Sherman, do tipo Live trap que foram dispostas no solo. As
armadilhas foram monitoradas diariamente durante um periodo de duas semanas.
Pedacos de carne de frango foram utilizados como isca nas armadilhas. Apos
captura, os animais foram contidos de forma fisica, utilizando-se puca e luvas de
raspas de couro. A contencao fisica também foi realizada da mesma forma para os
animais de cativeiro.

Apds serem contidos fisicamente, todos 0s animais receberam a associagao
dos farmacos cloridrato de cetamina na dose de 8 mg/kg e cloridrato de xilazina na
dose de 0,8 mg/kg (GOMES, 2006) para contencdo quimica. Durante o
procedimento, os animais foram monitorados por parametros fisiol6gicos (frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura) e inspecionados quanto a presenca
de ectoparasitos.

Foram coletados 5 mL de sangue pela veia jugular e/ ou cefalica, com seringa
e agulha. As amostras sanguineas foram transferidas para tubos de ensaio estéreis
contendo EDTA a 10% e outros contendo ativador de coagulo, para posterior
analise. Ao término do manejo dos animais, foi aguardado o restabelecimento dos

mesmos apos contencao quimica para posterior liberacdo ao recinto ou vida livre.
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3.2. Processamento laboratorial

O material coletado em EDTA ainda fresco foi utilizado para a realizacdo dos
parametros hematoldgicos, pesquisa de hemoparasita e Reagdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) para Ehrlichia canis e Anaplasma platys.

Foram confeccionados trés estiragos sanguineos para a pesquisa, sendo uma
das laminas utilizada para a contagem de plaquetas, leucécitos diferenciais e
avaliacdo morfolégica das células. O volume globular foi obtivo pelo método do
micro-hematocrito (COLES, 1984) e determinacéo da proteina plasmatica total por
refratometria. A contagem de hemécias, hemoglobina e leucdcitos totais feitas em
aparelho semi automatizado (contador de células hematolégico CELM CC 550 e
diluidor 500®) e a leitura da lamina realizada em microscopio 6ptico em aumento
de 40x.

As amostras de soro obtidas pés retracdo do coagulo e centrifugagéo (3.000
rom/ 5 min) dos tubos de ensaio sem anticoagulante foram utilizadas para a
realizacdo de teste sorologico ELISA imunocromatografico com os kits Snap 4Dx
Plus® para a deteccao de anticorpos anti- E. canis/ E. ewingii, A. phagocytophilum/
A. platys, Borrelia burgdorferi e antigenos de Dirofilaria immitis. Os testes foram
realizados conforme instrucao do fabricante.

O soro obtido foi ainda processado em aparelho semi-automatizado TP-
Analyzer Basica — Thermo Plate® com kits da Doles®, conforme instru¢cdes do
fabricante, para a determinacdo das dosagens de bioquimica sérica de uréia,
creatinina, aspartado aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FAL), gama glutamiltransferase (GGT), albumina, célcio, fosforo
e proteina total.

Para realizagdo de diagndstico molecular, foi realizada a extragdo de DNA do
sangue total coletado em EDTA com kit comercial da Qiagen, conforme instrucdes
do fabricante (protocolo em anexo).

Através da técnica de Nested PCR (nPCR) fez-se a amplificacdo de DNA de
E. canis e A. platys e através de PCR convencional, a deteccdo para B. canis
vogeli.

Na primeira etapa da nPCR foram utilizados os oligonucleotideos ECC e ECB

para E. canis e 8F e 1448R para A. platys, com os componentes da mistura,
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utilizou-se 94° por 1 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, anelamento a
60°C por 1 min para E. canis e 45° para A. platys, e extensdo a 72°C por 40 seg.
Apo6s amplificacdo foram separados 2ul do produto obtido nesta primeira PCR para
utilizacdo na segunda etapa da nPCR.

Na segunda etapa, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores HE3 e
ECANS5 para E. canis e PLATYS-F e EHR16S-R para A. platys, que geraram
fragmentos de 389 pb e 678 pb, respectivamente, segundo protocolos descritos
por Wen et al. (1997) e Martin et al. (2005), respectivamente, em anexo.

Na PCR convencional, foram utilizados os oligonucleotideos BAB1 e BAB4,
para amplificacdo de 590 pb, para deteccao de B. canis vogeli, segundo Duarte et
al. (2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos estiracos sanguineos corados ndo revelaram a presenca de E.
canis, A. platys e B. canis. Esses resultados sdo concordantes com Mattoso et al.,
2012 e Rabelo (2014) que n&o detectaram hemoparasitos em amostras sanguineas
de C. thous.

Apesar do diagndstico das rickettsioses ser realizado através de exame direto
(ALLISON; LITTE, 2013), a deteccdo de E. canis e A. platys em estiracos
sanguineos em cdaes é dificultada em funcdo da bacteremia transitéria, natureza
ciclica (MARTIN et al., 2005; FERREIRA et al., 2007) e a pequena quantidade de
moérulas circulantes (HARRUS; BARK; WANER, 1997; CARRADE et al., 2009; tanto
na fase aguda como na crénica (WOODY; HOSKINS, 1991).

O método de diagndéstico direto, apesar da rapidez e economia pode originar
em resultados falsos negativos para hemoparasitose de caninos domeésticos,
particularmente para B. canis (TABOADA; LOBETTI, 2006; IRWIN, 2009; SOLANO-
GALLEGO; BANETH, 2011).

Neste contexto, a auséncia de infec¢ao por B. canis em cédes pode ser devido
a fase da infeccdo (PAINE, 1934; SCHALM; JAIN; CARROL, 1975), e a baixa
parasitemia, que dificulta o encontro do protozoario (BREITSCHWEDT et al., 1983;
HAGIWARA; HOLZCHUH, 1987).

Tendo em vista a baixa sensibilidade do exame direto, acredita-se que a
mesma situacdo pode ocorrer na pesquisa de hematozoarios em canideos
silvestres.

O resultado dos exames soroldgicos evidenciaram 10% (2/20) dos animais
reagentes para Ehrlichia spp. e 5% (1/20) para infec¢cdes mistas por Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp., totalizando 15% (3/20) dos animais estudados.

A técnica imunocromatografica tem sido utilizada com frequéncia na deteccéo
de anticorpos das classes IgM e IgG anti Ehrlichia canis e anti Anaplasma
phagocytophilum em caninos domésticos, podendo ocorrer reacado cruzada com E.
ewingii e A. platys, respectivamente (GREENE, 2006; BARR, 2008).

Apesar do teste utilizado ndo ser padronizado para canideos silvestres, a
positividade aqui encontrada para Ehrlichia spp € compativel com Gabriel et al.,
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(2010), Paras et al., (2012) e Starkey et al., (2013) que detectaram a presenca de
Ehrlichia spp. em Canis latrans.

Fatores como amostragem, sensibilidade do teste utilizado (RAMOS et al.,
2009), comportamento do animal e faixa etaria (RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ;
BOLIO, 2005), podem interferir na positividade do teste.

Vale salientar ainda que as infeccdes por rickettsias as vezes sao subclinicas,
0 que denota que a presenca de animais sororreagentes indica a circulacao destes
agentes na populacdo estudada (GREENE, 2006).

No diagnostico molecular através de PCR convencional utilizando-se os
primers BAB1 e BAB4, conforme protocolo de Duarte et al. (2008), ndo ocorreu a
amplificacdo de DNA de B. canis vogeli, nas amostras analisadas, assim como
descrito por Birkenheuer (2010) e Almeida (2011).

A PCR, embora seja uma técnica bastante sensivel e especifica, nos casos
de babesiose ela é considerada de baixa sensibilidade em caes infectados
naturalmente, assintomaticos ou na fase cronica da doenca (BOOZER et al., 2003),
gue pode ocorrer devido a parasitemia baixa ou transitéria.

Amplificacdo de DNA de E. canis e A. platys foram evidenciados em 45%
(9/20) e 5% (1/20) das amostras analisadas respectivamente através do nPCR
(Figuras 1 e 2).

A deteccdo de E. canis, através do nPCR corrobora com o achados de
Almeida (2011) e André et al. (2012) que detectaram DNA da bactéria através da
NPCR e PCR convencional, respectivamente.

Vale salientar que a nPCR tem apresentado alta sensibilidade e
especificidade na deteccdo de E. canis, em cdes domésticos, 0 que torna esta
metodologia util na avaliagdo dos animais (WEN et al.,1997).

Por outro lado, a amplificacdo de A. platys aqui relatada esta em desacordo
dos achados de Pusterla et al. (2000) que detectaram DNA de A. phagocytophilum
em C. latrans e André et al. (2012) que identificaram DNA de Anaplasma spp. em S.
venaticus.

A razao para esta discordancia pode ser em funcdo da técnica utilizada para
deteccdo das diferentes espécies de Anaplasma, ja que a PCR convencional se
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n8 n9 nl0 nll nl2 nl3 C+

nl4 nl5 nl6 nl7 nl8 nl9 n20

Figura 1. Gel de agarose 1% corado com blue green sob luz ultravioleta. Nested
PCR para Ehrlichia canis primers HE3 e ECANS. 389 pb. Amostras de sangue de
Cerdocyon thous onde as amostras nl, n3, n4, n6, n9, nll, n12, nl6 e n21
amplificaram. MM = marcador molecular; C- = controle negativo; C+ = controle
positivo.

C- nl nZ n3 nd nS5 n6 n7 n8 n9 nl0 nll ni2Z nl3 c

MM C- nl4 nl5 nl6 nl7 nl8 nl9 n20 n21

Figura 2. Gel de agarose 1% corado com blue green sob luz ultravioleta. Nested
PCR para Anaplasma platys primers PLATYS-F e EHR16S-R. 678 pb. Amostras
de sangue de Cerdocyon thous onde a amostra n 21 amplificou. MM = marcador
molecular; C- = controle negativo; C+ = controle positivo.
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revelou inadequada para amplificacdo de variantes das espécies de Ehrlichia e
Anaplasma em carnivoros silvestres no Brasil (ANDRE et al., 2012).

Sendo assim, este € o primeiro relato da amplificacdo de A. platys em C.
thous.

Os resultados obtidos dos hemogramas e bioquimica sérica encontram-se
anexo.

A diminuicdo dos globulos vermelhos foram evidenciadas em 42.85% (3/7)
dos animais examinados, particularmente pela baixa de hemoglobina e volume
globular guando comparado com caninos domesticos.

Estes resultados diferem de outros estudos realizados em C. thous
(MATTOSO et al., 2012), Canis lupus baileyi (DRAG, 1991), C. lupus, Lycaon pictus
e Hyaena hyaena (POSPISIL et al., 2003), assim como em cdes domésticos onde a
concentracdo de hemoglobina, volume globular e nimero de glébulos vermelhos
sempre apresentaram valores superiores, 0S quais chamam a atencdo para a
necessidade do estabelecimento dos valores para cada espécie de canideo silvestre
(MATTOSO et al., 2012).

Apesar do C. thous ser um animal generalista, com habitos oportunistas,
alimentando-se de frutos, insetos, crustaceos, pequenos invertebrados e
vertebrados, ovos de diversas espécies e até mesmo de carcacas de animais
domésticos e silvestres (FARIA-CORREA et al., 2009; BEISIEGEL et al., 2013), a
anemia aqui observada pode ser explicada principalmente em funcdo da dieta
alimentar dos animais estudados (COLES, 1984; KERR, 2003; ORSINI e BONDA,
2006; TAVARES, 2014).

N&o obstante a infeccdo por E. canis e A. platys, podem comprometer a
eritropoiese, ocasionando a sua reducgao, e consequentemente a anemia (MEYER,
COLES E RICH, 1995; TAVARES, 2014), como foi detectado no presente estudo a
frequéncia de 15% dos animais sororreagentes.

Embora deve-se ter em mente que a eritrocitose aqui observada em 42.85%
(3/7) pode também estar relacionada com contracdo esplénica em decorréncia da
excitacao, apreensao ou medo (DUNCAN e PRASSE, 1982; COLES, 1984; MEYER,
COLES E RICH, 1995; KERR, 2003), durante a contencdao fisica e quimica.

Com relagcédo as células brancas, foi observada a leucocitose em 28,57%

(2/7), particularmente a linfocitose absoluta (57,14%) e a monocitose (42.85%) dos
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animais que pode também estar relacionada ao estresse da captura, onde as células
brancas que estavam no reservatorio marginal migraram para a circulacédo
sanguinea ocasionando um aumento discreto, sem significancia clinica, como
observado em caes domésticos (DUNCAN e PRASSE, 1982; COLES, 1984,
MEYER, COLES E RICH,1995; KERR, 2003).

N&o obstante, doencas crbnicas, assim como resposta imunolégica a
antigenos bacterianos sdo possiveis causas também para alteracdo dos valores
absolutos de linfocitos e mondcitos (COLES, 1984).

A eosinofilia apresentada em 28,57% (2/7) dos animais avaliados sugere,
guando comparada com cées domésticos, estar relacionada com a presenca de
helmintose gastrointestinal, mesmo na auséncia do diagndstico coproparasitologico
(COLES, 1984; MEYER, COLES E RICH,1995; KERR, 2003).

No que concerne ao numero de plaquetas, 57,14% (4/7) dos animais
apresentaram trombocitopenia quando comparado com caninos domésticos
(COLES, 1984).

Entre as razdes para diminuicdo de trombdcitos em caninos domesticos, a
infecgdo por hematozoarios, particularmente E. canis, tem sido apontadas como a
principal causa para esta alteracao celular (DAGNONE et al., 2001; ALMOSNY,
2002; SILVA et al., 2011; ALLISON e LITTLE, 2013).

Vale salientar que no animal sororreagente para E. canis e com amplificacédo
do DNA através da nPCR, os valores de plaquetas apresentavam-se mais baixo
gquando comparado aos demais que apresentavam trombocitopenia. Esses achados
sao concordantes com Almosny (2002) que detectou tais alteracdes em caninos
domeésticos.

A hiperproteinemia plasmatica total ocorre em 85,71% (6/7) dos animais
examinados ao se comparar com o0s valores de referéncia com os de caes
domésticos (COLES, 1984).

Segundo Kerr (2003), este tipo de alteracdo é causada em sua maioria por
desidratacdo, processos inflamatoérios, choque e alguns tipos de neoplasias, como
linfossarcoma e plasmocitoma, os quais nao foram avaliados no presente trabalho.

Na avaliagdo da bioquimica sérica, os resultados de proteina total e albumina,
revelaram que 42,9% dos animais (3/7) apresentam valores abaixo da referéncia
adotada (GOMES, 2006).
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Segundo Duncan e Prasse (1982) e Kerr (2003), ma nutricdo assim como
dietas hipoprotéicas sao as principais causas da diminuicdo de albumina e proteina
total em cdes domésticos.

Quando foi realizada a avaliacdo da funcédo renal, a uréia encontrou-se dentro
dos valores estabelecidos por Gomes (2006). Por outro lado em 42,9% (3/7) dos
animais apresentaram aumento nos valores de creatinina, os quais se forem
comparados com a referéncia de cdes domésticos, segundo Kaneko et al. (1997),
encontram-se dentro da normalidade.

No que concerne as enzimas hepéticas, valores de AST encontraram-se
também dentro da normalidade (Gomes, 2006), mas a enzima ALT apresentou-se
aumentada em 57,1% (4/7) dos animais corroborando com os achados de Mattoso
(2012).

O aumento da enzima ALT sérica em cdes domésticos pode ser causada por
hipoxia, toxinas ou inflamacéo, as quais alteram a permeabilidade da membrana do
hepatocito causando esta alteracdo enzimatica, segundo Duncan e Prasse (1982) e
Meyer, Coles e Rich (1995).

Se compararmos o0s valores de ALT encontrados com os valores de
referéncia em caninos domésticos (Kaneko et al., 1997), esta porcentagem estaria
aumentada em apenas 14,3% (1/7) dos animais.

Apesar da fosfatase alcalina apresentar valores dentro da normalidade
guando comparados a Kaneko et al. (1997), a GGT estava diminuida em 28,6%
(217).

Os valores de calcio sérico se mostraram diminuidos em 100% dos animais
guando comparados aos valores de caninos domésticos (KANEKO et al., 1997).
Este resultado é de grande valia para estabelecer valor de referéncia para a
dosagem de calcio sérico na espécie C. thous.

A hiperfosfatemia foi observada em 28,6% (2/7) dos animais estudados e
14,3% (1/7) apresentaram diminuicdo da dosagem (KANEKO et al., 1997)

Apesar do presente trabalho n&o ter investigado alteracbes hormonais, o
aumento do fosforo assim como a diminuicdo do calcio sérico, enfatizam a
importancia do estabelecimento de valores de referéncias préprios da espécie

estuda.
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5. CONCLUSOES

As alteracbes hematoldgicas associadas ou nao a titulacdo de anticorpos anti
E. canis, assim como a presenca do agente, através de infeccdo natural, no
organismo de C. thous sugerem a necessidade de acompanhamento e investigacao
clinica na determinacdo deste canideo silvestre como susceptivel, além de seu
papel como reservatorio.

Este é o primeiro relato de deteccdo de anticorpos IGG anti Ehrlichia spp e
IGG anti Anaplasma spp em C. thous no estado de Pernambuco.

Este € o primeiro relato de deteccdo de DNA de A. platys em C. thous.
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7. ANEXO

Protocolo para Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 microlitros de sangue utilizando-
se kit Comercial da Qiagen®, Tissue & Blood Qiamp (250)®, conforme
recomendac0des do fabricante.

Protocolo de Nested PCR para Ehrlichia canis

Para Erlichia canis uma nested-PCR foi realizada utilizando-se na primeira
reacdo os primers ECC: 5 AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 3 e ECB: %
CGTATTACCGCGGCTGCTGGC 3, que delimitam um fragmento de 478pb do gene
16S rRNA de Erlichia spp. A primeira reacao foi feita em volume de 25uL contendo
0,5 pmol de cada primer, 1,5U de Tag DNA polimerase, 0,2mM de cada dNTPs,
10mM de Tris-HCIl (pH 8.3), 50uM KCI, 1,5mM de MgCl, e 3uL de DNA. A
amplificacéo foi realizada utilizando-se 94° por 1 min, seguida de 35 ciclos de 94°C
por 1 min, anelamento a 60°C por 1 min e extenséo a 72°C por 40 seg.

Na segunda reacdo foram utilizados os primers HE-3: &
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 3 e ECANS: 5
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA 3’ que delimitam um fragmento de
389pb do gene 16S rRNA apenas de E. canis. A reagao e amplificagao foram feitas
conforme descrito anteriormente (primeira reacdo), modificando-se apenas a
concentracdo de cada primer para 2,0 pmol. Para cada reacdo foram utilizados
como controle positivo DNA de cdo naturalmente infectado com E. canis e como

controle negativo, material bioldgico de céo livre do parasito.

Protocolo de Nested PCR para Anaplasma platys

Para Anaplasma platys uma nested-PCR foi realizada utilizando-se na
primeira reacdo os primers 8F: 5AGTTTGATCATGGCTCAG 3" e 1448R: 5
CCATGGCGTGACGGGCAGTGT 37, que delimitam o gene 16S rRNA de Anaplasma
platys. A primeira reacéo foi feita em volume de 25uL contendo 0,5 pmol de cada
primer, 1,5U de Taq DNA polimerase, 0,2mM de cada dNTPs, 10mM de Tris-HCI (pH
8.3), 50uM KCI, 1,5mM de MgCl, e 3uL de DNA. A amplificagdo foi realizada
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utilizando-se 94° por 1 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, anelamento a
45°C por 1 min e extensao a 72°C por 40 seg.

Na segunda reacdo foram utilizados os primers PLATYS-F: %
GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG 3 e EHR16S-R: 5
TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’ que delimitam um fragmento de 678pb do gene
16S rRNA apenas de A. platys. A segunda reacao foi feita 94° por 1 min, seguida de
35 ciclos de 94°C por 1 min, anelamento a 53°C por 30 segundos e extensédo a 72°C
por 3 min. Para cada reacéo foram utilizados como controle positivo DNA de céo
naturalmente infectado com A.platys e como controle negativo, material biol6gico de

cao livre do parasito.

Protocolo de PCR convencional para Babesia canis vogeli

Para Babesia canis vogeli uma PCR convencional foi realizada utilizando-se
os primers BABl: 5 GTGAACCTTATCACTTAAAGG 3 e BAB4: %
CAACTCCTCCACGCAATCG 37, que delimitam um fragmento de 590pb do gene
18S rRNA de B. canis vogeli. A primeira reagdo foi feita em um volume de 25uL
contendo 1 pmol de cada primer, 1,5U de Tag DNA polimerase, 0,2mM de cada
dNTPs, 10mM de Tris-HCI (pH 8.3), 50uM KClI, 1,5mM de MgCl; e 1 uL de DNA. Os
seguintes parametros foram utilizados na PCR convencional: A amplificagéo foi
realizada utilizando-se 94° por 3 min, seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 min,

anelamento a 56°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 40 seg.

Eletroforese

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1% corado com corante comercial Blue Green DNA Loading Dye
(LGC)® em tampao de corrida TBE 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44M acido
bérico; 12,49mM EDTA.
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Tabela 1. Achados hematoldgicos em C. thous provenientes de cativeiro e sua relagdo com achados sorolégicos e moleculares

Parametros nl n2 n3 n4 n5 n6 n7 Valor de referéncia
Eritrocitos (10%/mm°) 6,53 7,47 7,45 6,76 5,68 4,64 7,89 4,31-6,77
Hemoglobina (g/dL) 12,7 153 14,6 13,1 12,1 8,5 14,2 12,96-16,88
Hematocrito (%) 37 a7 43 38 38 23 38 38-49
VCM (1) 56,7 62,9 57,7 56,2 66,9 49,6 48,2 68-95
CHCM (%) 343 325 339 345 31,8 37 37,4 31-38
Leucécitos (n°/ mm?®) 9.400 8.000 11.200 8.600 14.300 8.200 14.000 8.100-13.900
Segmentados (%) 74 64 53 57 54 50 63 70-83
Segmentados (n°/ mm?®) 6.956 5.120 5.936 4.902 7.722 4.100 8.820 5.758-10.387
Eosindfilos (%) 05 04 11 08 25 25 09 3-12
Eosindfilos (n°/ mm?) 470 320 1.232 688 3.575 2.050 1.260 189-1.336
Linfocitos (%) 16 28 35 32 17 19 26 7-18
Linfécitos (n°/ mm?®) 1.504 2.240 3920 2.752 2431 1558 3.640 1.062-2.357
Mondcitos (%) 05 04 01 03 04 06 02 0-3
Monécitos (n°/ mm?®) 470 320 112 258 572 492 280 0-354
Plaquetas (milhares/ mm®) 240 270 140 300 180 120* 140 -

PPT (g/dL) 9,5 8,2 8,5 8,7 7,5 8,2 8,0 -
Sorologia Ehrlichia spp. - - - - - + -
Sorologia Anaplasma spp. - - - - - - -
NPCR Ehrlichia canis + - + + - + -
NPCR Anaplasma platys - - - - - - -

VCM = Volume corpuscular médio; CHCM = Concentra¢do de hemoglobina corpuscular média
PPT = proteina plasmatica total; * Presenca de macroplaquetas
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Tabela 2. Achados bioquimicos em C. thous provenientes de cativeiro.

Parametros nl n2 n3 n4 n5 n6 n7 Valor de referéncia
Proteina total (g/ dL) 53 59 6,3 6,1 4,8 6,0 4,7 5,47-7,09
Albumina (g/ dL) 2,5 2,3 2,4 2,0 2,0 2,4 2,4 2,44-3,98
Uréia (mg/ dL) 238 475 492 700 395 32,7 385 22,46-71,84
Creatinina (mg/ dL) 1,3 1,0 1,1 1,3 1,0 1,3 1,0 0,37-1,11
ALT (Ul/ mL) 58,3 70,2 658 540 484 36,5 1341 19-54
AST (Ul/ mL) 43,1 40,3 491 321 410 283 398 19-54
Fosfatase alcalina (UI/L) 86,8 332 448 57,2 1349 127,1 1501 -

GGT (U/l) 0,7 2,9 53 1,4 8,0 11 6,0 -
Calcio (mg/dL) 7,6 6,9 7,7 9,7 8,7 9,7 8,4 -
Foésforo (mg/dL) 1,9 59 2,6 4,5 9,0 4,5 4,7 -

ALT = Alanina aminotransferase; AST = Aspartato aminotransferase; GGT = Gama Glutamil Transferase
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