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RESUMO

OLIVEIRA, Luciana Souza de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2008. Investigagcao Molecular de Ehrlichia em uma

populacao de caes e gatos em Vigosa/MG. Orientador: Claudio Lisias
Mafra de Siqueira. Co-Orientadores: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo,
Marcio Anténio Moreira Galvao e Lissandro Gongalves Conceigao.

O género Ehrlichia compreende bactérias pequenas, gram-negativas,
pleomdrficas, de vida intracelular obrigatéria que infectam diferentes células
sanguineas e que sao transmitidas por carrapatos a céaes, equinos,
ruminantes, felinos e ao homem. Estes organismos encontram-se
mundialmente distribuidos, com hospedeiros vertebrados apresentando
manifestagdes clinicas que podem variar geograficamente. O diagndstico
clinico da erliquiose € dificil, pois suas manifestagcdes sao facilmente
confundiveis com outras doencas infecciosas. Este trabalho teve como
objetivo verificar a incidéncia de Ehrlichia em popula¢des de caes e gatos
em Vigosa/MG. Para isso, 100 amostras de sangue de cées e 15 amostras
de sangue de gatos que chegaram ao Laboratério de Analise Cli-
nicas/Hospital Veterinario/DVT/UFV para a realizacdo de exames foram
testadas por nested-PCR, quanto a presenca de Ehrlichia canis e Ehrlichia
ewingii com primers espécie-especificos. Foram encontrados 32 caes
infectados com E. canis, 5 caes infectados com E. ewingii e 3 gatos
infectados por E. canis. Coinfecgédo por E. canis e E. ewingii ocorreu em 4
caes. Os principais achados hematologicos em céaes infectados com E. canis
foram anemia normocitica normocrémica (56,25%), trombocitopenia (43,7%),
eosinopenia (34,4%) e neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo
(34,4%). Verificou-se que E. canis é um patégeno comum em caes de
Vigosa/MG. Estes sao os primeiros relatos de E. ewingii em caes e de E.
canis em gatos da América do Sul. Isso reforca a necessidade de maior
atengao dos profissionais da saude a erliquiose no Brasil. Mais estudos sao
necessarios para entender o papel dos gatos na epidemiologia da erliquiose
e de carrapatos vetores e caes como reservatorios de E. ewingii, ja que esta

espécie tipicamente causa infeccbes em humanos.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Luciana Souza de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February of 2008. Molecular Investigation of Ehrlichia in population
of dogs and cats in Vigosa/MG. Adviser: Claudio Lisias Mafra de
Siqueira. Co-Advisers: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo, Marcio
Antdnio Moreira Galvao and Lissandro Gongalves Conceigao.

The genus Ehrlichia encompass a group of small, gram-negative,
pleomorphic, obligatory intracellular bacteria that infect different blood cells
and are transmitted by ticks to dogs, equines, ruminants, felines and
humans. These organisms are distributed worldwide, with vertebrate hosts
presenting clinical manifestations that may vary geographically. The clinical
diagnosis of ehrlichiose is difficult, because its manifestations are similar to
other infectious diseases. The aim of study was to evaluate the incidence of
Ehrlichia in populations of dogs and cats of Vicosa, Minas Gerais State. For
this, 100 blood samples from dogs and 15 blood samples from cats
examined at the Laboratory of Clinical Analysis/Veterinary Hospital/DVT/UFV
were tested by nested-PCR with species-specific primers for the presence of
Ehrlichia canis and Ehrlichia ewingii. Ehrlichia canis was detected in 32 dogs,
E. ewingii in five dogs and E. canis in three cats. Coinfection by E. canis and
E. ewingii occurred in four dogs. The most comnon hematological
abnormalities in dogs infected with E. canis were normocytic normochromic
anemia (56.25%), thrombocytopenia (43.7%), eosinopenia (34.4%) and
neutrophilia with regenerative left shift (34.4%). Ehrlichia canis is a common
pathogen in dogs of Vicosa/MG. These are the first reports of E. ewingii in
dogs and E. canis in cats of South America. This shows the need for greater
attention from health professionals to ehrlichiosis in Brazil. More researchs
are needed to understand the role of cats in the epidemiology of ehrlichiose
and ticks vectors and dogs as reservoirs of E. ewingii, since this species

typically cause infections in humans.
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1. INTRODUGAO

A emergéncia de novas, e a reemergéncia de doencas transmitidas
por artropodes sao desafios para a medicina veterinaria e humana. Ambos,
os artropodes e as infecgdes transmitidas por eles, estdo expandindo seus
limites zoogeograficos devido @ mudanga climatica e a maior acessibilidade
a certos nichos ambientais (SHAW et al., 2001).

O Brasil ocupa o segundo lugar em populagado de pequenos animais,
perdendo somente para os Estados Unidos. Estima-se que no Brasil existam
27,9 milhdes de cédes e 12 milhdes de gatos (IBGE). A erliquiose, doenga
transmitida por carrapatos, é considerada a principal doencga infecciosa dos
caes. A erliquiose canina classica é causada por Ehrlichia canis, entretanto o
cao também pode ser infectado por outras espécies de Ehrlichia, tais como
E. ewingii e E. chaffeensis.

Ehrlichia é mantida na natureza por infeccdo persistente em
hospedeiros vertebrados. Os humanos sdo hospedeiros acidentais destes
patégenos e os casos recentes de erliquiose em humanos tém sido
associados com mudangas ecoldgicas, demograficas e na susceptibilidade
dos hospedeiros (PADDOCK & CHILDS, 2003).

Ehrlichia canis & a principal espécie de Ehrlichia reconhecida no Brasil
e ja foi relatada em quase todas as regides brasileiras (DAGNONE et al.,
2003, LABRUNA et al., 2007). Embora seja raro, infecgdes humanas por E.
canis foram relatadas na Venezuela em pacientes assintomaticos e
sintomaticos (PEREZ et al., 1996; 2006).

Ehrlichia ewingii foi inicialmente reconhecida como agente da
erliquiose granulocitica canina sendo posteriormente reconhecida como
agente da erliquiose granulocitica em humanos (BULLER et al., 1999).

No Brasil, pouco se conhece sobre erliquiose humana, seus agentes
etiolégicos, prevaléncia ou ecologia. Porém, sabe-se da presenga de
espécies de Ehrlichia circulando entre cées e seus ectoparasitos (GALVAO
et al.,, 2002; AGUIAR et al., 2007; DAGNONE et al., 2003), denotando a
possibilidade de acometimento humano dessa enfermidade. Associando-se

a isto, o relato da ocorréncia dos primeiros casos de erliquiose humana no



Brasil (CALIC et al., 2004; da COSTA et al., 2006), ressalta a necessidade
de estudos para o melhor conhecimento da historia natural da doenca.

A utilizagcdo de técnicas que permitem distincdo entre as diferentes
erliquioses é essencial para o desenvolvimento de estratégias de vigilancia
epidemioldégica e, consequentemente, a prevencdo de noOvos Casos.
Destaca-se, aqui, a aplicagdo de diagnostico molecular, que tem
possibilitado a caracterizacdo de novas espécies de Ehrlichia bem como
esclarecimentos importantes com relagéo a outras ja descritas.

Sendo assim, o presente trabalho visa obter mais informacbes a
respeito da presenca de organismos do género Ehrlichia, especialmente E.
canis e E. ewingii, circulantes em populagcbes de caes e gatos em Vigosa,

estado de Minas Gerais, por meio da Reacdao em Cadeia pela Polimerase
(PCR).



2. REVISAO DE LITERATURA

21. O género Ehrlichia

O género Ehrlichia pertence a familia Anaplasmataceae e Ordem
Rickettsiales. A ordem Rickettsiales e outras a-proteobactérias possuem
uma relagdo evolucionaria com o0s progenitores das mitocéndrias
(ANDERSSON et al.,, 1998). Esta ordem ¢é formada pelas familias
Anaplasmataceae e Rickettsiaceae e seus representantes sao parasitas
intracelulares obrigatérios com ciclo de vida envolvendo hospedereiros
invertebrados e vertebrados.

Os Rickettsiaceae replicam diretamente no citosol de células
endoteliais, ao passo que o0s Anaplasmataceae replicam em células
sanguineas dentro de um vacuolo derivado de membrana conhecido como
morula (Figura 1) (DUMLER et al., 2001). A unica excegao dentro da familia
Anaplasmataceae é o género Wolbachia que infecta artrépodes e

nematodos, mas nao infecta vertebrados diretamente.

ﬁ +
——
cRC
FIGURA 1. Eletromicrografia mostrando mérulas em um leucécito
de um paciente com erliquiose. As setas mostram uma Ehrlichia
individual. Fonte: www.cdc.gov. Acessado em 15/01/2008.

As bactérias do género Ehrlichia sdo responsaveis por duas zoonoses

emergentes (erliquiose monocitica humana e erliquiose granulocitica



humana) e causam graves doengas de importancia médico veterinaria como
a erliquiose monocitica canina.

Como todos os membros da familia Anaplasmataceae sao bactérias
intracelulares obrigatérias, estes organismos sdo menos caracterizados
quando comparados a outras bactérias facultativas ou extracelulares, devido
a dificuldade ou até mesmo a impossibilidade de cultiva-los e manipula-los
geneticamente.

Inicialmente, os organismos erliquiais eram classificados de acordo
com a célula sanguinea comumente infectada (granuldcito, linfécito,
mondcito ou plaquetas). Entretanto, este tipo de classificagdao foi
considerado impropria porque a mesma especie de Ehrlichia pode ser
encontrada em outras células que ndo a sua principal célula alvo (CDC,
2000).

Baseados nas sequéncias do gene rRNA 16S, do operon groESL e de
analises antigéncias, Dumler et al. (2001) reorganizaram a ordem
Rickettsiales de forma que o género Ehrlichia passou a ser composto pelas
espécies: Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia
muris e Ehrlichia (Cowdria) ruminantium. Uma nova espécie de Ebhrlichia,
proximamente relacionada a E. chaffeensis, foi isolada a partir de carrapatos
Ixodes ovatus no Japao (SHIBATA et al., 2000). Esta espécie, ainda nao

reconhecida, é frequentemente referida como Ehrlichia Ixodes ovatus (IOE).

Os genomas das espécies E. chaffeensis, E. canis e E. ruminantium
foram completamente sequenciados e revelaram um alto grau de sintenia
gendmica (COLLINS et al., 2005; HOTOPP et al., 2006; MAVROMATIS et
al., 2006). Um exemplo desta sintenia gendmica € a presenga do sistema de
secrecgao do tipo IVa que usa um complexo de proteinas transmembranicas
e um pilus para entregar macromoléculas efetoras de células procarioticas a
células eucaridticas. O sistema de secrecdo tipo IV é€ um dos poucos
conjuntos de genes sinténicos entre todos os Rickettsiales sequenciados,
sugerindo que uma coordenacao fina da expressao desses genes € critica
(HOTTORP et al., 2006).

Uma caracteristica dos genomas erliquiais, bem como de outros

organismos da ordem Rickettsiales, € o pequeno numero de reguladores



transcricionais. Isso parece ser resultado de redugao evolutiva acoplada a
diminuicdo da demanda para regulagdo devido ao pequeno tamanho do
genoma, bem como as condi¢des relativamente estaticas fornecidas pelo
ambiente intracelular da célula hospedeira (CASES et al.,, 2003). Outra
caracteristica comum nestes genomas € a presenga de uma unica cépia dos
genes rRNA com os genes rRNA 5S e 23S formando um operon separado
do gene rRNA 16S (ANDERSON et al., 1998; MAVROMATIS et al., 2006).
Isto difere de outros genomas bacterianos que, geralmente, contém de uma
a varias copias de rRNAs em um operon 16S-23S-5S.

As Principais Proteinas da Membrana Externa (OMPs) sao
importantes na diversidade antigénica entre cepas da mesma espécie.
Membros da familia Anaplasmataceae possuem niveis variados de
expansao da familia dessas proteinas. A maior expansido desta familia
ocorre nos géneros Ehrlichia e Anaplasma. Estes organismos ndo sao
transmitidos transovariamente por seus hospedeiros artropodes, de forma
que carrapatos sé adquirem estes organismos ao se alimentarem em um
hospedeiro vertebrado infectado. A expansao da familia desta proteina pode
permitir a persisténcia em vertebrados reservatérios por fornecer variedade
antigénica, o que permite uma transmissdo efetiva das bactérias aos
carrapatos (HOTTOP et al., 2006).

Por meio de microscopia eletrbnica de E. chaffeensis em linhagem
celular de mamiferos, foi revelado que esta bactéria possui duas formas
morfologicas distintas dentro do endossomo: células pequenas chamadas de
“‘dense-cored” (DC) (0,4 - 0,6 um), e células reticulares (RC) maiores (0,4 -
0,6 uym por 0,7-1,9 um). DC possuem um nucledide denso. Em contraste, RC
tém filamentos nucledides uniformemente dispersos e ribossomos, algumas
vezes, formando longas proje¢cdes da parede celular ou protusdes da
membrana citoplasmatica dentro do espacgo periplasmatico (POPOV et al.,
1995). O ciclo de desenvolvimento comeg¢a com DC que adsorve e entra na
célula hospedeira. DC rapidamente transforma em RC, dentro do vacuolo na
célula hospedeira, que multiplica por fissdo binaria por aproximadamente 48
h e entdo amadurece em DC apés 72 h apéds infecgdo. As DC maduras sao

liberadas e iniciam um novo ciclo de infecgdo (ZHANG et al., 2007). Portanto



DC ¢é a forma infecciosa, enquanto RC é a forma replicativa de E.
chaffeensis.

A morula mede de 1,0 a 6,0 ym e contém de um a mais de 40
organismos de formas celulares uniformes ou diferentes. O espago
intramorular contém uma matriz fibrilar estriada e tubulos intramorulares de
25 nm de didmetro e 1,5 ym de comprimento que sdo originados da
membrana de células reticulares. Em cultivo celular de células humanas
infectadas, as mitocéndrias das células do hospedeiro estdo frequentemente

localizadas as margens da moérula (POPOV et al., 1995).

2.2. A erliquiose

Os organismos erliquiais encontram-se mundialmente distribuidos
sendo que varias espécies de Ehrlichia estdo relacionadas a erliquiose em
diversos animais tais como céaes, equinos, ruminantes, felinos e ao homem.

As bactérias que causam erliquiose agora pertencem a trés géneros:
Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia, todos pertencentes a familia
Anaplasmataceae.

Erliquiose humana foi primeiramente reconhecida em 1953 com
Neorickettsia sennetsu, em 1986 com espécies de Ehrlichia e em 1990 com
espécies de Anaplasma (DUMLER et al., 2007).

A Quadro 1 relaciona as espécies causadoras da erliquiose com seus
principais vetores, hospedeiros secundarios (geralmente vertebrados), a

principal célula infectada e a sua distribuicdo geografica.

Quadro 1. Caracteristicas das espécies causadores da erliquiose (CDC, 2000; adaptada).

L L Principal Principais C e
Espécie Nome comum da Principal ncip pa Distribuicao
doenga vetor célula hospedeiros geografica
infectada secundarios

E. canis Erliquiose canina Riphicephalus | Células Caes, lobos, | Mundial

sanguineus mononucleares | chacais

E. chaffeensis Erliquiose monocitica | Amblyomma Células Caes, EUA, Asia,
humana (HME) americanum mononucleares | cervideos, Europa,

cabra Brasil.

E. ewingii Erliquiose Amblyomma Granuldcitos Caes Eua,
granulocitica canina, | americanum Camardes
erliquiose ewingii
humana




E. muris Infeccao sistémica Haemaphysalis | Células Roedores Japao

em camundongos spp. mononucleares

imunocomprometidos
Anaplasma Trombocitopenia Desconhecido | Plaquetas Caes EUA,
platys canina ciclica Taiwan,
(E. platys) Grécia e

Israel

Neorickettsia Febre equina Provavelmente | Células Helmintos, EUA
risticii Potomac (erliquiose | helmintos em | mononucleares | provavelmente
(E. risticii) monocitica equina) | caramujos
Neorickettsia Febre glandular e Provavelmente | Células Helmintos, Japéo e
sennetsu febre Sennetsu ou helmintos em | mononucleares | provavelmente | Malasia
(E. sennetsu) rickettsiose sennetsu | peixes

humana
Anaplasma Erliquiose I. scapularis e | Granulécitos Cervideos, EUA e
phagocytophilum | granulocitica I. pacificus roedores Europa
(Ehrlichia humana (HGE) (EUA); 1. selvagens,
phagocytophila) ricinus alces

(Europa)

2.2.1. Erliquiose canina

2.2.1.1. Erliquiose monocitica canina

Erliquiose monocitica canina (CME), causada por E. canis, € também

referida como pancitopenia canina tropical. Esta bactéria causa uma doenca
febril sisttmica nos cdes que geralmente € severa e pode ser fatal
(SKOTARCZAK, 2003).

Clinicamente, esta doencga evolui em trés estagios: fase aguda, fase
subclinica e fase crénica. A fase aguda comega apds 8-20 dias seguintes a
transmissao pelo carrapato infectado e dura de 2 a 4 semanas. A fase aguda
€ caracterizada por febre, depressao, anorexia, dispnéia e perda de peso.
Achados
moderada e hipergamaglobulinemia (SKOTARCZAK, 2003).

caes geralmente

laboratoriais incluem trombocitopenia, leucopenia, anemia

Com tratamento adequado, recuperam-se da
infecgdo aguda, mas cées ndo tratados, ou tratados incorretamente podem
desenvolver a infecgcédo subclinica persistente e tornam-se portadores de E.
canis. A fase subclinica pode durar de 40 a 120 dias, ou até mesmo por
Esta
anormalidades hematologicas moderadas (trombocitopenia e diminuigao
significante de leucdcitos) (WANER et al., 1997)

varios anos. fase foi caracterizada experimentalmente por



Caes que nao eliminam a infeccao desenvolvem a forma crbnica
severa, onde a falha da medula 6ssea e anemia levam a infecgdes
oportunistas, baixa resposta ao tratamento e morte por hemorragia massiva
(MAVROMATIS et al., 2006).

2.2.1.2. Erliquiose granulocitica canina

Ehrlichia ewingii € o agente causador da erliquiose granulocitica
canina (CGE). Esta bactéria, que infecta granuldcitos caninos, é responsavel
por uma doenca aguda moderada, que pode levar a poliartrite em caes
cronicamente infectados (EWING et al., 1971; ANDERSON et al., 1992a).

Os sinais clinicos dessa doenca nao sao especificos e incluem febre,
letargia, anorexia, vémito e diarréia. Os achados laboratoriais mais
freqlentes sdo: anemia normocitica, normocrdmica e nao regenerativa,
trombocitopenia moderada com plaquetas maiores, linfopenia e eosinopenia
(SKOTARCZAK, 2003).

2.2.2. Erliquiose em felinos

As espécies de Ehrlichia que naturalmente infectam felinos nao foram
ainda caracterizadas.

Inclusdes como de erliquias foram detectadas em mondcitos, linfécitos
e granuldcitos de gatos com doencga febril e trombocitopenia (SHAW et al.,
2001). Evidéncias soroldgicas de infeccdo por E. canis foram relatadas na
Espanha (10,6%), Franca (8,3%) e Estados Unidos (13,2%) (BONI et al.,
1997 citados por ORTUNO, et al., 2005; AGUIRRE et al., 2004).

Evidéncias moleculares confirmaram a presenca de E. canis em gatos
com sinais clinicos compativeis com erliquiose monocitica na América do
Norte (BREITSCHWERDT et al., 2002).

No Brasil, Filoni et al. (2006) relataram a primeira evidéncia soroldgica
de E. canis em um puma da regi&o do Pantanal.

Erliquiose granulocitica causada por A. phagocytophilum foi
identificada e caracterizada em gatos da Suécia (BJOERSDORFF et al.,
1999). Evidéncias moleculares dessa espécie, em gatos, foram relatadas
nos Estados Unidos, Dinamarca e no Reino Unido (SHAW et al., 2001)



Sinais clinicos reportados em gatos com erliquiose sdo extremamente
variados. Para a erliquiose monocitica, os sinais sdo: febre intermitente,
anorexia, perda de peso, vémito e diarréia. Achados clinico-patolégicos
incluem anemia, trombocitopenia, leucopenia e hiperglobulinemia. Ainda é
desconhecido se gatos tornam-se persistentemente infectados ou
desenvolvem sequelas imunes como resultados de infeccdo cronica,

semelhante ao que ocorre em caes (SHAW et al., 2001).

2.2.3. Outras erliquioses
2.2.3.1 Erliquiose humana

2.2.3.1.1 Erliquiose monocitica humana

A erliquiose monocitica humana (HME) causada por E. chaffeensis ja
foi descrita na América do Norte, Asia e Europa, mas, somente
recentemente, casos humanos com evidéncia sorolégica compativel foram
relatados no Brasil (CALIC et al., 2004, COSTA et al., 2005, COSTA et al.,
2006). Apesar dos primeiros casos de erliquiose humana terem sido
confirmados somente recentemente no Brasil, Kelly et al., em 1997,
relataram os primeiros achados da presenca de anticorpos para E.
chaffeensis em pessoas sadias no sul da Amazodnia.

O espectro clinico desta erliquiose vai de assintomatico a severo ou
infeccdo fatal. Sinais clinicos da HME s&o caracterizados por febre, dores de
cabeca, mialgias, arrepios, “‘rash” em 20% dos pacientes, leucopenia,
trombocitopenia, anemia e elevagdo dos niveis séricos das
aminotransferases hepaticas (ANDERSON et al., 1992b; BELONGIA et al.,
1999). Sindrome influenza-like € a forma clinica mais frequente da HME
(OLANO et al., 2003).

Para alguns pacientes, a severidade das manifestagcbes clinicas é
diretamente relacionada com o nivel de bacteremia, particularmente entre
pacientes imunocomprometidos infectados com HIV (PADDOCK & CHILDS,
2003).

O diagnéstico de HME em pacientes infectados com HIV é geralmente

confuso, pois, os sinais e sintomas da infeccao erliquial mimetiza os achados



tipicos comumente associados com infecgao por HIV, suas complicagdes e
reagdbes aos medicamentos usados no tratamento destes pacientes
(TALBOT et al., 2003).

HME geralmente manifesta como doenga moderada a severa e
aproximadamente 60 a 70% dos pacientes com casos sérios tém sido
hospitalizados. Em alguns pacientes, doenga nao tratada pode progredir
rapidamente até a morte. Envolvimento multissistémico frequentemente
desenvolve em pacientes com doenga severa e podem incluir insuficiéncia
renal aguda, acidose metabdlica, dispnéia, hipotensdo severa, coagulopatia
intravascular disseminada, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia adrenal e
disfuncdo do miocardio. Aproximadamente 20% das pessoas infectadas com
E. chaffeensis desenvolvem sinais e sintomas de doenga no sistema
nervoso central, como encefalite, sindrome da meningite e sindrome
encefalohepatica (PADDOCK & CHILDS, 2003).

Pacientes com HME podem desenvolver uma sindrome téxica
fulminante ou choque séptico-like, particularmente em individuos com HIV,
imunocomprometidos por transplante de o6rgaos, desordens imunes ou
cancer (DUMLER et al., 2007).

A taxa de letalidade estimada de HME ¢é aproximadamente 3%.
Metade dos casos de morte ocorre durante a segunda semana da doenga e
a morte é geralmente atribuida a falha multissistémica, hemorragias ou
infeccbes bacterianas ou fungicas secundarias (PADDOCK & CHILDS,
2003).

2.2.3.1.2 Erliquiose granulocitica humana e Erliquiose ewingii humana

Anaplasma phagocytophilum, antigamente classificado como Ehrlichia
phagocytophila, € o agente causador da erliquiose granulocitica humana
(HGE). HGE é predominante nos Estados Unidos e a evidéncia de infecgao
também foi relatada na Europa e Asia.

E. ewingii foi reconhecida como agente de infecgdo humana em 1999.
Esta bactéria €& similar, sorologicamente, a E. chaffeensis, mas
semelhantemente a A. phagocytophilum se propaga dentro de neutrdfilos
(BULLER et al., 1999).
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Alguns pesquisadores também utiizam o termo erliquiose
granulocitica humana para a infecgdo por E. ewingii, entretanto, para evitar
confusdo o termo erliquiose ewingii humana vem sendo mais utilizado.

Pessoas imunodeprimidas possuem maior risco para erliquiose
ewingii humana. Entretanto poucas complicacbes e nenhuma fatalidade tém
sido reportadas em comparagdo com HME e HGE (PADDOCK et al., 2001).

O complexo de sintomas usuais de febre, dor de cabeca, mialgia,
acoplados com trombocitopenia, leucopenia e niveis elevados de enzimas
hepaticas sdo caracteristicas mostradas por HME, HGE e erliquiose ewingii.
Entretanto, existem algumas diferencas nas manifestagcdes entre estas
erliquioses. “Rash” e envolvimento do sistema nervoso central sdo mais
frequentes em pacientes com HME (PADDOCK & CHILDS, 2003; DUMLER
et al., 2007).

A taxa de fatalidade é 0,7% para HGE e estd relacionada a
complicagdes por infecgdes oportunistas (BAKKEN & DUMLER, 2000).

2.2.3.2. Heartwater

Heartwater € a doenga causada por E. ruminantium que afeta todos
os ruminantes domésticos. Esta doencga fatal e importante economicamente,
ocorre na Africa subsaariana, Madagascar e em varias ilhas Caribenhas (YU
et al., 2007).

Carrapatos Amblyomma variegatum sao os principais vetores de E.
ruminantium na Africa, exceto no sul, onde Amblyomma hebraum é
provavelmente o vetor natural (YU et al., 2007).

O controle dessa doenca depende da disponibilidade de dados
epidemioldgicos acurados da infecgdo no vetor e hospedeiro (FABURAY et
al., 2007).

2.3. Espécies de Ehrlichia

2.3.1. Ehrlichia canis

Ehrlichia canis é o agente primario da erliquiose monocitica canina. A
doenca tem este nome devido ao tropismo de E. canis por mondcitos e

macrofagos. Esta bactéria € encontrada infectando principalmente canideos
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domésticos ou silvestres e foi primeiramente descrita em 1935 infectando
caes na Algéria (DONATEIN & LESTOQUARD, 1935). Entretanto a espécie
sO foi reconhecida como de importancia médico veterinaria apés 1963,
devido a um surto em caes militares ingleses em Singapura e em caes
militares americanos durante a Guerra do Vietha (MAVROMATIS et al.,
2006).

O genoma de E. canis consiste de um cromossomo circular unico de
aproximadamete 1,3 Mb incluindo um total de 984 genes identificados e com
28,96% de conteudo G+C (MAVROMATIS et al. 2006).

Nao foram identificados genes que codificam proteinas do sistema de
transporte e enzimas essenciais para a utilizagdo de glicose e frutose no
genoma de E. canis, sugerindo que esta bactéria seja aerdbica e incapaz de
utilizar estes substratos como fonte de carbono e energia. Possivelmente,
aminoacidos constituem a principal fonte de energia e de carbono para E.
canis ja que foram identificados enzimas e aminoacidos transportadores
para a utilizagdo de aspartato, glutamato, glutamina, prolina e arginina.
Todas as enzimas do ciclo do acido tricarboxilico estdo presentes, bem
como as enzimas que permitem a transferéncia de aminoacidos para este
ciclo. Esta bactéria ainda realiza a via gliconeogénica que termina em
frutose-6-fostato, a via pentose-fosfato ndo oxidativa completa, via
biossintética para prolina, glutamato, glutamina, aspartato, lisina e arginina e
a via parcial de biossintese de ubiquinona; além de possuir enzimas para a
biossintese de purinas e pirimidinas, biossintese de lipidios e fosfolipidios,
metabolismo de alguns cofatores e enzimas para a respiragdo aerdbica
tipica. O genoma contém ainda varios genes ortélogos envolvidos no
sistema de transporte de membrana que podem fornecer os metabdlitos
necessarios ausentes ou de vias metabdlicas incompletas (MAVROMATIS et
al., 2006).

Enzimas de vias biossintéticas para nucleotideos, cofatores e
vitaminas, provavelmente desempenham um papel importante na interagao
da bactéria com seus hospedeiros e na sobrevivéncia intracelular, pois
assim a bactéria ndo precisa competir por, e pode até fornercer, nutrientes
para a célula hospedeira (HOTTORP et al., 2006).
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A prevaléncia de E. canis é dependente da distribuicdo do seu vetor,
Riphicephalus sanguineus, o carrapato marrom do cado, que ocorre
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Infecgdo experimental de
Dermarcentor variabilis por esta bactéria foi demonstrada por Jonhson et al.
(1998).

Em 1996, Perez et al. isolaram uma erliquia de um paciente humano
aparentemente saudavel na Venezuela denominando o isolado de VHE
(Ehrlichia Humana Venezuelana). O isolado tinha morfologia ultraestrutural
compativel com E. canis, E. chaffeensis e E. muris. Entretanto, a sequéncia
do gene rRNA 16S deste isolado foi altamente similar (99,9%) as seqiéncias
de E. canis Florida (apenas uma base diferente em um total de 1434 pb) e E.
canis Oklahoma (duas bases diferentes em um total de 1434 pb). Isto levou
0s pesquisadores a sugerirem que VHE é uma nova cepa ou subespécie de
E. canis que causava uma infecgao subclinica crédnica em humanos.

Unver et al. (2001) compararam molecularmente e antigenicamente o
isolado VHE com isolados de E. canis de caes e carrapatos da mesma
regido geografica. Baseado na analise da sequéncia do gene rRNA 16S e na
analise de Western immunoblot, E. canis isolada de caes e carrapatos foram
idénticas ao isolado VHE, sugerindo que a mesma cepa de E. canis é
responsavel por ambas erliquiose monocitica canina e humana na
Venezuela.

Em 2006, Perez et al. relataram mais seis casos de pacientes
humanos infectados com E. canis na Venezuela. Diferentemente do outro
relato, os pacientes apresentavam sintomas compativeis com a erliquiose
monocitica humana (HME). As sequéncias dos seis isolados possuiam a
mesma mutacao que a sequéncia VHE.

Baseado nestes resultados foi possivel sugerir que caes podem servir
como reservatorio de E. canis para infecgdes humanas e que carrapatos R.
sanguineus podem servir como vetor.

A sequéncia do gene rRNA 16S de um isolado de Ehrlichia ovina,
uma espécie de Ehrlichia isolada a partir de ovelhas mas ainda n&o
reconhecida, na Turquia apresentou apenas duas bases nucleotidicas
diferentes de E. canis (BEKKER et al., 2002). Em concordéancia a este fato,

Unver et al. (2005) ao analisarem sequéncias de rRNA 16S de E. canis
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detectadas em caes da Turquia, observaram que uma das sequéncias foi
100% idéntica a sequéncia de E. ovina detectada em ovelhas neste mesmo
pais, sugerindo a possibilidade que E. ovina seja uma cepa de E. canis.

Os relatos de E. canis em humanos e a possibilidade de que E. ovina
seja uma cepa de E. canis, demonstram que esta ehrlichia pode ter uma
maior variedade de hospedeiros, ndo se restringindo a canideos apenas.

Ehrlichia canis ja foi relatada infectando cdes em varias regides do
Brasil (GALVAO et al., 2002; DAGNONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2007;
SANTOS et al., 2007). A maioria dos trabalhos de investigagdo de E. canis
no Brasil, ocorre em populagbes de caes admitidas em hospitais
veterinarios, sendo que entre 20-30% dos animais investigados se mostram
infectados com esta bactéria. A exposicdo dos caes ao carrapato R.
sanguineus tem sido demonstrado ser um fator de risco para infec¢ao por E.
canis no Brasil (TRAPP et al., 2002).

2.3.2. Ehrlichia ewingi

Ehrlichia ewingii foi descrita em 1971 por Ewing et al. como causador
da erliquiose granulocitica canina. Em 1999, esta espécie foi descrita pela
primeira vez em humanos causando a erliquiose granulocitica humana
(HGE) ou erliquiose ewingii (BULLER et al., 1999).

Pouco se conhece sobre esta espécie, pois ela ainda nao foi
propagada em cultivo celular. Ehrlichia ewingii é geralmente identificada por
métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
pela amplificacdo do gene do rRNA 16S. A sequéncia deste gene em E.
ewingii € 98% idéntica as sequéncias de E. canis e E. chaffensis, sendo que
as sequéncias de E. ewingii obtidas a partir de cdes ou de humanos sao
idénticas (YU et al., 2007).

Até o momento, esta bactéria foi descrita infectando caes apenas nos
Estados Unidos e Camardes (LIDDELL et al., 2003, MURPHY et al., 1998,
NDIP et al., 2005). Também nos Estados Unidos, E. ewingii foi detectada em
veados (WOLF et al., 2000).

O principal vetor de E. ewingii € o carrapato Amblyomma americanum,
mas carrapatos R. sanguineus e D. variabilis ja foram encontrados
infectados com esta espécie (MURPHY et al., 1998; NDIP et al., 2007).
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2.3.3. Outras espécies

2.3.3.1 Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia chaffeensis € o agente da erliquiose monocitica humana
(HME). Seu principal hospedeiro vertebrado é o veado da cauda branca e o
principal vetor € o carrapato A. americanum. Ja foram encontrados caes,
coiotes e cabras naturalmente infectados, assim como carrapatos D.
variabilis e Ixodes pacificus (WALKER et al., 2004). No Brasil, esta espécie
foi recentemente descrita por meio de técnicas moleculares infectando
veados campestre (MACHADO et al., 2006)

Isolados de E. chaffeensis tém sido obtidos em cultivo primario
usando células de histiocitoma canino (DH82) e, menos frequentemente,
fibroblastos de pulmao embribnico humano (HEL 299). In vitro, E.
chaffeensis tem sido adaptada para crescer em varias outras linhagens
celulares, incluindo células endoteliais microvasculares humana (HCMEC-1),
células do macaco verde africano (VERO), células do carcinoma epitelidide
cervical humano (HelLa), células leucémicas monociticas humanas (THP-1),
células de embrido de camundongo, entre outras (PADDOCK & CHILDS,
2003).

Em hospedeiros vertebrados, E. chaffeensis infecta
predominantemente mondcitos, no entanto outras células sanguineas, como
linfécitos, ja foram encontradas infectadas.

Infecgdo por E. chaffeensis resulta em profundas mudangas na
transcricdo de genes da célula hospedeira codificando proteinas envolvidas
na biossintese e metabolismo, transporte de canais ibnicos, regulacédo da
diferenciagdo celular, transducdo de sinais, inflamagdo e trafego de
membranas. Do ponto de vista da patogénese, a mais importante mudanca é
a sub-regulagdo do sistema imune inato e o ciclo celular diferencialmente
regulado (ZHANG et al., 2004).

Sobrevivéncia de E. chaffeensis dentro do macréfago depende da sua
habilidade em inibir a fusdo do lisossomo com o fagossomo. Isto é
conseguido pela inibicdo do amadurecimento do endossomo precoce no
qual a bactéria reside dentro da célula. O mecanismo pelo qual E.

chaffeensis inibi a maturacdo deste endossomo ainda ndo é entendido
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(ZHANG et al., 2004). Além disso, a sobrevivéncia de E. chaffeensis dentro
da célula é influenciada por vias bioquimicas complexas envolvendo a
aquisicao de ferro (RIKIHISA et al., 2000).

Outra estratégia usada por E. chaffeensis para se manter dentro da
célula hospedeira € a inibigao da apoptose. Apoptose € um mecanismo inato
da defesa do hospedeiro usado para impedir a proliferacdo da bactéria
internalizada. E. chaffeensis induz a produgao de inibidores de apoptose tais
como o NF-kB, BCL2A1, BIRC3, IER3 e MCL1 e inativa alguns antagonistas
destes inibidores (ZHANG et al., 2004).

2.3.3.2 Ehrlichia ruminantium

Ehrlichia ruminantium é o agente causador da heartwater, uma
doenca de ruminantes domésticos e silvestres que causa grandes perdas
econdémicas na Africa. Essa bactéria é transmitida por carrapatos do género
Amblyomma.

O genoma circular de E. ruminantium possui 1,5 Mb e como os
genomas de muitos outros patdogenos endosimbiontes e intracelulares,
apresenta um baixo conteudo G+C (COLLINS et al., 2006).

O genoma inclui 920 sequéncias codificantes das quais 32
provavelmente representam pseudogenes. Uma caracteristica marcante do
genoma desta bactéria € o grande numero de sequéncias repetitivas,
constituindo cerca de 8,3% do cromossomo. A maioria dos pseudogenes de
E. ruminantium parece ser produtos de eventos de duplicagcdo. Em adig¢ao a
geracao de pseudogenes, duplicagbes podem permitir a formacao de novos
genes. A duplicacdo ativa de sequéncias repetidas in tandem parece ir
contra a evolugao redutiva, e isso pode ser um mecanismo alternativo para
adaptacdo do hospedeiro por aumentar a diversidade antigénica (COLLINS
et al., 2006).

O sequenciamento do genoma desta bactéria revelou a presenca de

vias metabdlicas muito semelhantes ao descrito para E. canis.

2.3.3.3 Ehrlichia muris

Em 1983, um agente infeccioso denominado de cepa AS145' foi

isolado de bago de camundongos selvagens no Japdo. Em 1995, Wen et al.
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classificaram essa cepa como uma nova espécie de Ehrlichia, denominando-
a Ehrlichia muris. Este organismo pode estabelecer infecgbes quando
injetado intraperitoneamente e causar sinais clinicos de doenga severa em
camundongos de laboratério, incluindo esplenomegalia e linfadenopatia
(WEN et al., 1995).

Sorologicamente, E. muris reage cruzado com E. chaffeensis e E.
canis. A sequéncia do gene rRNA 16S desta bactéria é similar 97,9% a E.
chaffeensis, 97,5% a E. ewingii, 96,9% a E. canis e 96,7% similar a E.
ruminantium (WEN et al., 1995).

Dados epidemioldgicos de sorologia sugerem a exposicao a E. muris
ou outra espécie relacionada em humanos e varios animais selvagens no
Japao (KAHAWARA et al., 1999).

Esta ehrlichia vem sendo muito utilizada em modelo murino para

estudos de patogénese e imunidade de infecgdes erliquiais.

2.4. Imunidade

Avaliacdo critica dos mecanismos de patogénese e imunidade
requereu o desenvolvimento de modelos animais apropriados (WALKER et
al., 2004).

Infecgédo por E. chaffeensis em camundongos knockout para o gene
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il e em
camundongos knockout para receptores toll-like 4 resultaram em infecgdes
persistentes, sugerindo o papel das células T CD4 e da ativagcdo da
imunidade inata inicial dependende dos receptores toll-like 4 (GANTA et al.,
2002).

A caracteristica mais marcante da infecgdo por E. chaffeensis é a
repressao de citocinas da célula hospedeira que modulam a imunidade
adaptativa e inata a bactérias intracelulares. E. chaffeensis evita estimulacao
da produgao de IL-12 e reprime a produgao de IL-15 e IL-18. Essas citocinas
desempenham um papel fundamental na estimulagcéo de células natural killer
(NK) e células T auxiliares 1 para produzirem interferon-y (IFN-y) que ativa
macrofagos para destruirem bactérias fagocitadas. IL-12 e IL-15 também
ativam células NK e linfécitos T citotoxicos para destruirem células

infectadas com bactérias intracelulares. Assim, a repressao de IL-12, IL-15 e
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IL-18 ajudam E. chaffeensis a evadir da resposta imune do hospedeiro
(ZHANG et al., 2004).

Ehrlichia chaffeensis inibe a via JAK-STAT. JAK1 e STAT1 sao
reprimidos no estagio precoce da infecgdo. Essa via tem um papel
fundamental na sinalizacdo de citocinas. Assim, esta bactéria pode inibir a
ativagdo de macrofagos por interferons e interleucinas por sub-regular a via
JAK-STAT (ZHANG et al., 2004).

Adaptagédo do patégeno ao hospedeiro, especialmente em infecgdes
persistentes, indica que o organismo tem mecanismos que O permitem
evadirem da defesa do hospedeiro. Provavelmente, estes mecanismos estao
relacionados a reducdo na resposta imune inata e adaptativa, como por
exemplo, pela alteracdo da arquitetura da superficie e/ou expressao
diferencial de variantes de proteinas. Ehrlichia spp. perde peptideoglicano e
lipossacarideos que sdo os principais padrboes moleculares associados a
patdbgenos encontrados na parede celular de bactérias gram-negativas
(MAVROMATIS et al. 2006). Esta condigdo sugere que parede celular de
células erliquiais tem diferencas estruturais e na composi¢cao e assim nao
podem ser reconhecidas pelos receptores de padrdes moleculares
associados a patogenos tais como os receptores Toll-like 2 e 4 (LIN &
RIKIHISA, 2004).

O entendimento da imunidade do hospedeiro a infeccbes erliquiais é
dificultado pela falta de um modelo animal imunocompetente. A utilizagao da
nova espécie de Ehrlichia, denominada de IOE, resolveu em parte esse
problema (BITSAKTSIS et al., 2004). Ao contrario de E. chaffeensis, IOE
causa doenga fatal em camundongos imunocompetentes (SHIBATA et al.,
2000).

Bitsaktsis et al. (2004) utilizaram IOE para estudar o papel da
imunidade celular durante infeccbes erliquiais. Estes autores observaram
que o co-recepetor CD4 é critico para a defesa do hospedeiro diante da
infeccao erliquial. Além disso, estes autores demonstram que células T CD4
de camundongos infectados com IOE proliferam em resposta a antigenos
IOE e secretam citocinas tipo | que sdo essenciais para a defesa do
hospedeiro. O provavel papel das células T CD4 durante a infeccao por IOE

€ induzir, via citocinas inflamatérias, a producdo de espécies reativas de
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oxigénio que podem ser responsaveis pela morte das ehrlichias
intracelulares dentro de macréfagos. Com este estudo, os autores puderam
sugerir que 0s mecanismos imunes classicos envolvendo ativagdo de
macrofagos por células T CD4 Th1 sao relevantes durante a infecgéo
erliquial.

Alguns estudos indicam que a resposta imune tipo Th1, caracterizada
pela secregédo de INF-y, TNF-a e IL-2, conduzindo a geragao da imunidade
celular, € o componente predominante da resposta imune a infecgdes
erliquial (HARRUS et al. 1999). Na auséncia da imunidade celular, a
resposta de anticorpos desempenha também um papel significante na
defesa do hospedeiro durante infecgdes erliquiais (SHU-YI LI et al., 2001).

Em contraste a camundongos e humanos, receptores MCH classe |l
estdo presentes em quase todos os linfocitos caninos (DOXIADES et al.,
1986). HARRUS et al. (2003) mostraram que infec¢ao de células DH82 com
E. canis sub-regula os receptores MHC classe Il, sugerindo que a
apresentagao de organismos erliquiais a células T CD4 pode ser fortemente
afetada. Possivelmente, isto € um mecanismo para sobrevivéncia,

persisténcia e evasao de E. canis do sistema imune.

2.5. Carrapatos vetores

Artropodes pertencentes a Classe Arachnida, os carrapatos sao
ectoparasitos hemato6fagos obrigatorios, parasitando vertebrados terrestres,
anfibios, répteis, aves e mamiferos. Os mesmos podem permanecer fixados
a pele do hospedeiro por dias ou semanas, secretando uma saliva que
impede a coagulagao sanglinea e as reagdes de defesa do organismo no
local de fixacdo. A saliva possui substancias vasoativas, que induzem a
vasodilatagdo local, facilitando a ingestdo de sangue (OLIVEIRA et al,
2000).

Carrapatos transmitem todas as espécies de Ehrlichia, mas nao
ocorre transmissdo trasovariana em carrapatos para as espécies
investigadas (DUMLER et al, 2001). Um cluster ortélogo contendo um
dominio protéico aldolase classe Il estd ausente em Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp.. A perda deste dominio protéico pode impedir a transmissao

transovariana no vetor artropode (HOTTOP et al., 2006).
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Amblyomma americanum esta distribuido nas partes leste e central
dos Estados Unidos bem como em partes da América Central e do Sul
(ESTRADA-PENA & JONGEJAN, 1999). Este carrapato é o principal vetor
de E. chaffeensis e E. ewingii nos Estados Unidos. Apesar das suspeitas de
infeccbes humanas por E. chaffeensis em Portugal e Espanha (MORAIS et
al., 1991; SAZ et al., 1994), espécies de Amblyomma n&o estdo presentes
na Peninsula Ibérica, sugerindo que outras espécies de carrapatos devem
estar envolvidas na trasmissdo de E. chaffeensis nesta regido (ESTRADA-
PENA & JONGEJAN, 1999).

Como ja mencionado, foram relatados casos soroldgicos por E.
chaffeensis em humanos no Brasil. Além disso, Machado et al., (2006)
detectaram molecularmente a presenca desta bactéria em veado campestre
brasileiro. Como a espécie A. americanum nao esta presente no Brasil, mais
estudos se fazem necessarios para a identificacao dos carrapatos vetores de
E. chaffeensis neste pais.

Riphicephalus sanguineus sdo provavelmente os mais amplamente
distribuidos de todos os carrapatos. O parasitismo humano por este
carrapato é raro e ocorre ocasionalmente na regido Mediterranea, América
Central e muito raramente nos Estados Unidos. O parasitismo humano por
R. sanguineus foi descrito no Brasil por Dantas-Torres et al. (2006).

Acreditava-se que somente carrapatos expostos a E. canis durante
estadios imaturos podiam transmitir tranestadialmente o patégeno entre
caes. Contudo, Bremer et al. (2005) relataram que machos de R. sanguineus
eram capazes de transmitir essa bactéria intraestadialmente e
transestadialmente sob condicbes experimentais em que fémeas de
carrapato estavam ausentes, indicando, assim, que a coépula ndo é
necessaria para a aquisicéo e a transmissao do patégeno pelo macho.

Ehrlichia canis foi detectada em numero similar de carrapatos antes e
apos a alimentagdo. A deteccdo de E. canis em carrapatos machos apos
terem se alimentado e trasmitirem a bactéria ao cado hospedeiro, sugere que
estes carrapatos podem ser capazes de transmitir o patégeno a hospedeiros
adicionais (BREMER et al., 2005). Carrapatos machos Dermacentor
andersoni, transmissor de A. marginale, permaneceram capazes de

transmitir essa bactéria a no minimo cinco hospedeiros diferentes (KOCAN
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et al., 1992). A ocorréncia deste fenbmeno com E. canis necessita de

investigacao.

2.6. Diagnéstico

O diagnostico da erliquiose sem o auxilio laboratorial é quase
impossivel ja que os sinais e sintomas da doenga s&o similares a muitas
outras doengas infecciosas. A dificuldade de se estabelecer o diagndstico de
infecgbes riquetsiais humanas por métodos microbiolégicos de rotina cria a
falsa idéia de que infecgdes por Rickettsia e Ehrlichia sdo raras e sem
importancia (WALKER & DUMLER, 1996).

O entendimento dos sinais clinicos, a anamnese e a epidemiologia da
doenca sdo cruciais para direcionar os testes requeridos para diagndstico da
erliquiose e a interpretagdo dos resultados destes testes. Testes da rotina
clinica laboratorial incluem baixa contagem de células brancas sanguineas,
baixa contagem de plaquetas, elevados niveis de enzimas hepaticas e
exames citopatolégicos. Os organismos podem ser demonstrados em
esfregaco sanguineo por coloragdo com Diff-Quik ou Giemsa (CDC, 2000).

O diagnéstico preciso da erliquiose é importante para diferencia-la de
outras doengas, para o suporte da vigilancia sanitaria e para os estudos da
patogénese. Os métodos de diagnostico de infecgbes erliquiais incluem
sorologia, isolamento do agente em cultura de células, visualizagdo das
morulas por coloragéo e técnicas moleculares.

Vaérios testes sorolégicos estdo disponiveis para diagnosticar a
erliquiose. Dentre eles, reacao de Imunofluorescéncia Indireta (IFl), dot-blot
ELISA e Western blotting. Testes sorolégicos sdo os mais usados no
diagnostico da erliquiose, mas reagdes cruzadas entre organismos
relacionados ocorrem, levando a falsos diagnésticos (PAROLA & RAOULT,
2001). Além disso, o periodo pelo qual os anticorpos anti-erliquiais persistem
no organismo € pouco definido e o nivel de anticorpos na fase inicial da
doenga pode ser baixo para ser detectado (CDC, 2000).

Mérulas tém sido identificadas em esfregacos de sangue periférico,
preparacdo da camada de células brancas e aspirados de medula 6ssea por
varios tipos de coloracdo como Diff-Quick, Giemsa, Leishman e Wright.

Embora esta técnica ofereca o método mais rapido de diagnodstico, ela é
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considerada insensivel e raramente confirmatéria na clinica pratica
(PADDOCK & CHILDS, 2003).

O isolamento € um dos melhores métodos para diagnostico, pois é
sensivel e especifico. Entretanto, este método € demorado e requer um nivel
de experiéncia técnica que geralmente ndo € encontrado na maioria dos
laboratérios, dificultando o seu uso como diagnostico de rotina (BELL &
PATEL, 2005).

A PCR e o sequenciamento tém sido também utilizados para a
deteccdo de agentes erliquiais (LA SCOLA & RAOULT, 1997). A PCR é
sensivel e especifica, uma vez que torna possivel a identificacdo da
presenca de DNA de bactérias tdo fastidiosas mesmo em amostras de
culturas negativas e, diretamente, de amostras clinicas coletadas de
pacientes com suspeita de infeccdo. Uma das desvantagens dessa técnica é
que sua sensibilidade é influenciada pela amostra. Durante a fase crénica da
doenga, por exemplo, a sensibilidade da PCR em amostras sanguineas
pode diminuir devido a baixa presenga do agente. Além disso, a nao-
padronizagao da técnica entre os laboratérios e a auséncia de um controle
de qualidade rigoroso pode resultar tanto em resultados falso-positivos como
em falso-negativos. A sequéncia do gene que codifica o rRNA 16S é a mais

frequentemente usada para a identificagao de Ehrlichia.

22



2.7. Tratamento

Testes de susceptibilidade in vitro tém mostrado que Ehrlichia é
resistente a maioria das classes de antibiéticos, incluindo aminoglicosilados,
fluoroquinolonas, penicilinas, macrolides e cetolides e drogas contendo sulfa.
Experiéncias clinicas reforcam estes resultados e indicam que
cefalosporinas s&o também ineficazes (PADDOCK & CHILDS, 2003).

Ehrlichia é susceptivel a tetraciclinas e seus derivados. Estes
antibioticos de amplo espectro agem inibindo a sintese protéica de varias
espécies bacterianas por meio da ligacdo reversivel a subunidade 30S
ribossomal, impedindo a adicdo de novos aminoacidos durante a formagao
da cadeia peptidica (PADDOCK & CHILDS, 2003).

Dentro dessa classe de antibidtico, a doxiciclina é o principal

medicamento utilizado no tratamento das erliquioses.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Detectar, molecularmente, Ehrlichia em populagdes de caes e gatos

em Vigosa, estado de Minas Gerais.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Identificar por nested-PCR espécie-especifico a presenca de Ehrlichia

canis e Ehrlichia ewingii na populacdo em estudo;

3.2.2. Relacionar a presenga de Ehrlichia com os resultados de hemograma

completo dos animais em estudo;

3.2.3. Confirmar, por sequenciamento, produtos da amplificacdo espécie-

especifica de Ehrlichia e analisa-los filogeneticamente.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Material a ser analisado

Foram analisadas 100 amostras de sangue de caes e 15 amostras de
sangue de gatos, coletadas em EDTA, encaminhadas ao Laboratério de
Analises Clinicas do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal
de Vigosa, MG, para a realizagdo de exames, no periodo de 09/04/07 a
14/05/07. Estes animais foram inicialmente atendidos no setor de Clinica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario com motivos distintos para

consulta.

Com um analisador hematolégico (Beckman Coulter ACT 8
Haematology Analyzer) foram realizadas as medidas dos seguintes
parametros hematoldgicos: células brancas sanguineas (WBC), células
vermelhas sanguineas (RBC), hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT),
volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM),
concentragéo de hemoglobina globular média (CHGM) e plaquetas (PLT).

Os esfregacos sanguineos corados com o kit Instant Prov (Newprov)
foram analisados por microscopia Optica para a contagem diferencial de
leucocitos. Como parte da rotina do Laboratério de Analises
Clinicas/DVT/UFV, para os animais que chegassem com suspeita de
infeccdo por algum hematozoario (dentre eles Ehrlichia), ou que
apresentassem um numero muito baixo de plaquetas, as laminas eram
analisadas quanto a presenga destes organismos nas células sanguineas.

O teor de proteina total no plasma foi determinado por refratometria.

4.1.1. Caracterizagao da populagcao de caes

Os motivos que levaram ao pedido dos exames para as 100 caes que
chegaram ao Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Veterinario/UFV
foram (Figura 2A): a esclarecer (41), avaliagdo pré-cirdrgica ou pré-
anestésica (22), suspeita de infeccao por erliquiose (8), suspeita de infecgao
viral por cinomose ou parvovirose (8), tumor venéreo transmissivel (TVT) ou
aplicacdo de vincristina (3), intoxicagdo ou envenenamento (3),

traqueobronquite (3), avaliagdo para doagéao (2), gastroenterite hemorragica
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(2), flegmao (1), cistite ou calculo renal (1), endocardiose (1), neoplasia
esplénica (1), prenhez (1), raquitismo (1), verminose (1) e hiperplasia
prostatica (1).

Os animais pertenciam as seguintes ragas (Figura 2B): sem raga
determinada (SRD) (40), poodle (13), pinsher (11), boxer (4), cocker (4),
rottweiller (4), teckel (3), Inasa apso (2), pastor belga (2), pequinés (2), pitbull
(2), schnauzer (2), yorkshire (2), beagle (1), bichon frise (1), border collie (1),

chow chow (1), doberman (1), dog alemé&o (1), fila (1) e labrador (1).
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Figura 2. A. Motivo para a realizagdo de exames no Laboratério de Analises Clinicas/DVT,
B. Raga dos animais.

A idade dos animais variou de quatro meses a 18 anos. Classificando-
0s em grupos de acordo com a faixa etaria tem-se: 12 animais no grupo | (0
a 6 meses de idade), 10 animais no grupo Il (6 a 12 meses de idade), 42
animais no grupo Il (1 a 7 anos de idade) e 31 animais no grupo |V (idade
maior que 7 anos). A idade de cinco animais n&o foi informada no momento
do preenchimento das fichas clinicas. Dentre os 100 animais, 44 animais

eram machos e 66 animais eram fémeas.

4.1.2. Caracterizagao da populagao de gatos

Os gatos foram atendidos no Hospital Verterinario/DVT/UFV pelos
seguintes motivos: pré-cirurgico (9), a esclarecer (3), processo viral (2) e
cistite (1). Treze gatos eram sem raga determinada (SRD) e dois eram da
raca siamés. Sete animais eram fémeas e oito eram machos. A idade dos

animais variou de um a sete anos.
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As etapas a seguir, com excec¢ao da etapa 4.5.1, foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Agentes Infecciosos e

Parasitarios/Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular.
4.2. Extragcao do DNA

O método de extracdo de DNA utilizado foi adaptado do protocolo de
isolamento de DNA de alto peso molecular de células de mamiferos

utilizando proteinase-K e fenol descrito por Sambrook et al. (1989).

A extracao de DNA foi feita a partir do plasma e das células brancas.
Para isso, os tubos com o sangue e EDTA foram deixados na geladeira por
até 24 horas para a sedimentacdo das hemacias. O plasma e a camada de
células brancas foram transferidos para um tubo de 1,5 mL. Estes tubos
foram centrifugados a 8000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante
descartado. O pellet obtido foi ressuspendido em 150 pyL de TE (Tris-HCI 10
mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e foram adicionados 400 yL do tampao de
extragao (ver Apéndice). Os tubos foram agitados no vortéx e incubados a
37°C por 30 minutos sendo agitados a cada 10 minutos.

A seguir foram adicionados 20 uL de Proteinase K na concentragao
de 10 mg/mL e os tubos foram novamente incubados a 37°C por
aproximadamente 1 h. Apds este tempo, foram adicionados 500 uL de fenol
tamponado. Os tubos foram agitados por inversdo e centrifugados a 10000
rom por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo novo onde
foram adicionados 225 pL de fenol tamponado e 225 pL de cloroformio. Os
tubos foram agitados por inversdo e novamente centrifugados a 10000 rpm
por 12 minutos. Este ultimo passo foi repetido mais uma vez. A fase aquosa
foi entao transferida para um tubo novo onde foram adicionados 500 pL de
cloroférmio, os tubos foram agitados por inversado e centrifugados a 10000
rpom por 12 minutos.

A fase aquosa foi transferida para um tubo novo sendo adicionado 0,1
volume de acetato de sddio 3,0 M (pH 5,2) e 1 volume de isopropanol. Os
tubos foram misturados por inversdo e deixados a -20°C por 1-2 h para

precipitacdo do DNA. Apds este tempo, os tubos foram centrifugados a 8000
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rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA lavado
duas vezes com 1 mL de etanol 70% e centrifugados a 8000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e apds o pellet ter sido seco a
temperatura ambiente, eles foram ressuspendidos em 20 pL de agua
ultrapura autoclavada.

Para verificar a qualidade do DNA, 1 uL de cada amostra foi aplicado
em gel de agarose 0,8%, corado em solugdo com brometo de etideo e

visualizado em transiluminador com luz ultravioleta.
4.3. Reagao em Cadeia pela Polimerase

Para evitar o risco de contaminagao visto ser a técnica da nested-
PCR muito sensivel, todas as reagdes de PCR foram realizadas em capela
de fluxo laminar, previamente limpa com solucéo de hipoclorito de sédio 1%,
agua ultrapura e etanol 70%. Foram utlizadas somente ponteiras com filtro e
as pipetas utlizadas eram limpas, antes de cada reacdo, com etanol 70%.
Todo o material utilizado foi esterilizado, antes de cada reagdo, com luz

ultravioleta por 15 minutos dentro da capela de fluxo laminar.

As amostras de DNA foram testadas por nested-PCR para a presenca
de E. canis e E. ewingii com primers que amplificam uma regido do gene
16S rRNA. Para a primeira reagdo foram utilizados os primers ECC
(5’ AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3)) e ECB (5-
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’) que amplificam um fragmento de 478
pb de todas Ehrlichia spp. (DAWSON et al., 1994, 1996). Para a segunda
reacao foram utilizados 0s primers ECANS (5-
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3') (DAWSON et al., 1996 e
MURPHY et al., 1998) e HE3 (5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’)
(ANDERSON et al.,, 1992b, MURPHY et al.,, 1998) para amplificacao E.
canis-especifica ou 0s primers EES5 (5-
CAATTCCTTAAATAGTCTCTGACTATTAG-3’) (KOCAN et al., 2000) e HE3
para amplificagcao E. ewingii-especifica. Estes primers amplificam uma regiao
de 398 pb mais interna que a regidao amplificada pelos primers ECB/ECC.

As reagbes (25 pL) continham tampdo PCR 1X; 0,5 yM de cada
primer; 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1U de Taq DNA
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Polimerase. Para a reagao externa foram utilizados como molde 1,0 pyL de
DNA de cada amostra e para a reagao nested, o molde foi 1,5 yL do produto
da primeira reagao.

Reagdes com os primers ECB e ECC consistiam de uma etapa de
desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos por uma
etapa de extensao final a 72°C por 5 minutos. Nested reacdo com os primers
espécie-especificos (ECANS/HE3 e EE5/HE3) consistia de uma etapa de
desnaturacao inicial a 94°C por trés minutos; 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por um minuto, seguidos de uma
etapa de extensao final a 72°C por cinco minutos. As PCR foram realizadas
no termociclador Mini Cycler™ (MJ Research).

Como controle positivo foi usado DNA purificado de Ehrlichia canis,
cedido pelo Prof. Marcelo Bahia Labruna/USP e DNA de Ehrlichia sp. cedido
pelo Dr. David H. Walker/UTMB/EUA. Como controle negativo para a
primeira reacao foi utilizado agua ultrapura e para a nested reagdo foram
utilizados 1,5 pL do produto do controle negativo da primeira reacao.

Para a confirmagao da presenca de E. ewingii nas amostras positivas
para esta espécie na nested-PCR, foi feita uma reagao com os primers Dsb-
321 (5° = TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA — 3’) e Dsb-671-ew
(5° — GCAGCTCCACCAATGAATGTATTTCCAA — 3’) (DOYLE et al., 2005).
Estes primers amplificam uma porgao de 374 pb do gene Dsb que codifica a
enzima tio-disulfido oxidoredutase. A sequéncia deste gene em E. ewingii é
mais divergente das outras espécies de Ehrlichia que a sequéncia do gene
rRNA 16S.

A reacao (25 pL) continha tampao PCR 1X, 0,5 yM de cada primer;
1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de cada dNTP, 1U de Tag DNA Polimerase e
como molde foi utilizado 1 yL do DNA de cada amostra. As condi¢des da
reacao foram: uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 4 minutos, 40 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 48°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e uma
etapa de extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos das reagdes nested e das reagbes com os primers Dsb-

321/Dsb-671-ew foram analisados em gel de agarose 1,2%, corados em

29



solucdo de brometo de etideo e visualizados em transiluminador com luz

ultravioleta.

4.4. Purificagao dos produtos de PCR

Duas amostras de cdes e uma amostra de gato que foram positivas
para E. canis na nested-PCR, uma amostra de céo positiva para E. ewingii
na nested-PCR e uma amostra de céo positiva para E. ewingii na reagao
com os primers Dsb-321/Dsb-671-ew foram purificadas para serem
submetidas ao sequenciamento. Para a purificacado foi utilizado o MinElute
PCR Purification Kit (QIAGEN), conforme a recomendacgé&o do fabricante. O
DNA purificado foi quantificado em gel de agarose 1%, corado em solugéo

de brometo de etideo e visualizados em transiluminador com luz ultravioleta.
4.5. Clonagem dos produtos de PCR purificados

4.5.1. Preparo de células competentes

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Infectologia Molecular
Animal/BIOAGRO/UFV.

Células DH5a foram inoculadas em 3 mL de meio LB liquido (ver
Apéndice) e crescidas a 37°C por aproximadamente 16 h sob agitacdo (180
rom). Apds esta etapa, o inéculo foi transferido para 100 mL de meio LB
liquido e colocados novamente para crescer na mesma condi¢cado anterior até
atingir OD= 0,6. As células foram entdo transferidas para tubos tipo Falcon
e incubadas no gelo por 10 minutos. Apds este tempo, os tubos foram
centrifugados em centrifuga refrigerada (4°C) a 4000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet cuidadosamente ressuspendido em
10 mL de CaCl; 0,1 M preparado em agua ultrapura e filtrado em membrana
de nitrocelulose com 0,22 um de poro. Os tubos foram deixados por 10
minutos no gelo e depois centrifugados a 4°C por 10 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL de CaCl; 0,1
M gelado. Foram adicionados 300 uL de glicerol e foram feitas aliquotas de

100 pL de células em tubos de 1,5 mL. As células foram estocadas a -80°C.
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4.5.2. Transformagao de células competentes

Para a clonagem dos produtos de PCR purificados foi utlizado o vetor
de clonagem pGEM T Easy Vector System (Promega). A reacéo de ligagao
foi preparada conforme as instru¢gdes do fabricante e deixadas a 25°C por
aproximadamente duas horas.

A reacdo de ligacao foi transferida para um tubo com células DH5a
competentes previamente descongeladas no gelo. As células com a reagao
de ligagdo foram incubadas por 30 minutos no gelo. A seguir, as células
foram incubadas a 42°C por 1 minuto e depois no gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 800 uL de meio LB liquido e as células foram colocadas sob
agitacdo a 150 rpm por 1 h a 37°C. ApoOs este tempo, 200 pyL das células
foram plagqueadas em placas contendo meio LB sdlido (ver Apéndice) com
ampicilina (50 ug/mL de meio) e 40 yL de X-GAL (40 mg/mL).

As placas foram incubadas a 37°C por 16-20 horas.
4.5.3. Triagem das col6nias recombinantes

A triagem das col6nias recombinantes foi feita visualmente. As
coldnias brancas (recombinantes) que surgiram apds a transformagao foram
transferidas para um tubo contendo 4 mL de meio LB liquido e ampicilina (50
pMg/mL de meio). Estes tubos foram mantidos a 37°C, sob agitagdo de 150

rom, por 16-20 horas, para o crescimento das colbnias.
4.6. Purificacao dos plasmideos recombinantes

Para a extracdo de DNA plasmidial, foi utilizado o protocolo:
“Preparacao de DNA plasmidial por lise alcalina com SDS: minipreparagao”
(SAMBROOK et al., 1989), com algumas modificagdes.

Foram transferidos 1,5 mL da suspensdo de bactérias para tubos
novos e estes foram centrifugados por 2 minutos a 12000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200 pL de Solugéo
| (ver Apéndice) gelada. Os tubos foram incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente e a seguir foram adicionados 200 yL da Solugao Il
(ver Apéndice). Os tubos foram incubados por 5 minutos no gelo e apos este

tempo foram adicionados 150 pyL da Solugédo Il gelada (ver Apéndice). Os
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tubos foram agitados por inversdo e incubados por 5 minutos no gelo. O
sobrenadante foi transferido para tubos novos onde foram adicionados 5 pL
de RNAse A (10 mg/mL). Os tubos foram incubados por 30 minutos a 37°C.
A seguir, foram adicionados 225 pL de fenol e 225 L cloroférmio. Os tubos
foram agitados por inversao e centrifugados a 8000 rpom por 10 minutos. A
fase aquosa foi transferida para um tubo novo e repetiu-se este ultimo
passo. A fase aquosa, entdo, foi transferida para um tubo novo onde foram
adicionados 550 pL de cloroférmio. Os tubos foram centrifugados a 8000
rom por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo novo e foram
adicionados 550 uL de isopropanol gelado. Os tubos foram invertidos
suavemente e deixados a -20°C por 1 h. Apos este tempo, os tubos foram
centrifugados a 12000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi lavado com 500 yL de etanol 70% e os tubos centrifugados a
12000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e apds o pellet ter
sido seco a temperatura ambiente, eles foram ressuspendidos em 20 uL de
agua ultrapura autoclavada.

O DNA plasmidial extraido foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado em solugdo de brometo de etideo e visualizado em

transiluminador com luz ultravioleta.

4.7. Ensaio de restricao

Para confirmar a presenca do inserto do tamanho esperado foi
realizado um ensaio de restricdo. A reacado (20 uL) continha 1 yL do DNA
plasmidial, tampao da enzima de restrigdo 1X, 1 U da enzima EcoRI e agua
ultrapura para completar o volume.

A reacdo foi incubada em banho-maria a 37°C por 30 minutos e
depois a 80°C por 5 minutos para inativagdo da enzima.

O ensaio da restrigédo foi analisado por eletroforese em gel de agarose
1,0%, corado em solucdo de brometo de etideo e visualizado em

transiluminador com luz ultravioleta.

4.8. Sequenciamento e Analise das Sequéncias

Os plasmideos contendo o inserto desejado foram submetidos ao

sequenciamento no Nucleo de Analise de Gendmica e Expressao Génica
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(NAGE) da Universidade Federal de Minas Gerais. O sequenciamento foi
realizado com os primers universais M13F e M13R. As sequéncias obtidas
foram comparadas com correspondentes homologas disponiveis no
GenBank pelo aplicativo Discontiguous Megablast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.9. Analise estatistica

Para estabelecer uma relacdo entre os dados dos exames
laboratoriais dos caes e infeccdo por E. canis foi utilizado o teste F para
andlise de varidncia sendo que a faixa etaria dos animais foram
considerados como blocos e portanto tiveram seu efeito eliminado. Para
infeccdo por E. ewingii em caes e por E. canis em gatos, ndo foi possivel

realizar esta analise ja que o numero de amostras infectadas foi pequeno.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Deteccao molecular de Ehrlichia em caes

A pesquisa de hematozoarios nos esfregagos sanguineos foi

realizada para 19 animais e em apenas um esfregaco foi possivel a

visualizagdo de morulas tipicas de Ehrlichia em mondcitos (Figura 3).

Figura 3. Fotografia de microscopia 6ptica de um esfregago sanguineo de cdo, mostrando moérulas
presentes em mondcitos (setas). Aumento de 1000X. Camera digital Nikon Coolpix 4500 acoplada

a microscopio 6ptico Olympus CX 31.

5.1.1. Deteccao de Ehrlichia canis

Por meio de nested-PCR foi possivel detectar a presenga de E. canis
em 32 amostras (32%) (Figura 4). Dos oito animais que chegaram com
suspeita de erliquiose, quatro foram positivos na nested-PCR. Como
esperado, a amostra do animal em que morulas presentes em mondécitos
foram visualizadas no esfregaco sanguineo foi positiva na nested-PCR.

M1 23456 789101112131415
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Figura 4. Gel de agarose 1,2%. Resultado da nested-PCR espécie espécifico com os primers
ECANS/HE3. M: DNA Ladder 100 pb. 1: Controle Positivo, 2: Controle Negativo, 3-15:

Resultado da amplificagdo para algumas amostras.
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Em um estudo prévio, semelhante a este, realizado por nosso grupo
de trabalho, com 70 amostras de caes coletadas no periodo de fevereiro-
marco de 2006, foi encontrada uma taxa de infeccdo por E. canis de
aproximadamente 37%. Em trabalhos realizados em outras regides do
Brasil, as taxas de infecgdao por E. canis em caes, determinadas por
sorologia, variaram de 23% em Londrina/PR (TRAPP et al., 2006) a 65,6%
em Nanuque/MG (COSTA JR et al., 2006).

Por métodos moleculares, as taxas de infeccdo variaram de 21,7%
em Londrina/PR (DAGNONE et al., 2003), 30,9% em Botucatu/SP (BULLA et
al., 2004) e 38,9% em Ribeirdo Preto/SP (SANTOS et al., 2007).

As taxas de infecgdo variaram de uma regido para outra, sendo mais
prevalente nas regides mais quentes possivelmente devido a melhor
adaptacao do carrapato R. sanguineus ao clima quente e umido. Entretanto,
€ importante ressaltar que diferencas nas taxas de infecgcdes podem ser
devido ao tamanho da populacdo amostrada e aos diferentes métodos de
deteccgao utilizados.

Dos 32 céaes infectados por E. canis, 20 eram fémeas (0 que
corresponde a 30,3% das fémeas analisadas) e 12 eram machos (0 que
corresponde a 27,3% dos machos analisados). Os animais infectados foram
das seguintes ragas: SRD, poodle, boxer, cocker, pitbull, rottweiller, border
collie, teckel, pequinés, pinscher, schnauzer. A maior taxa de infecgao foi
encontrada no grupo de animais pertencentes a faixa etaria 6 a 12 meses
(grupo IlI) com 40% desses animais infectados, seguidos por 34,15% dos
animais do grupo lll infectados, 29,03% dos animais do grupo IV e 25% dos
animais do grupo | (Tabela 1).

Alguns trabalhos mostraram que ndo ha relacdo entre a taxa de
infeccdo por Ehrlichia com idade, sexo ou raga dos cées (WATANABE et al.,
2004, RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005). No presente estudo, ndo foi
possivel analisar a relagdo da infecgao por E. canis e a raca dos animais
devido a grande diversidade de ragas analisadas com um pequeno numero
de representantes para algumas delas (Tabela 1). Entretanto, concordando
com os trabalhos citados acima, também nao foi observada a relagao entre

as taxas de infecgao por E. canis e idade e sexo dos animais.
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Tabela 1. Diferencas na taxa de infecgao por E. canis de acordo com raga, sexo e idade.

Critérios N° total de animais N° de animais
infectados (%)
Raca Border collie 1 1 (100%)
Boxer 4 2 (50%)
Cocker 4 2 (50%)
Teckel 3 1 (33,3%)
Pequinés 2 1 (50%)
Pinscher 11 1(9,1%)
Pitbull 2 2 (100%)
Poodle 13 3 (23,07%)
Rottweiller 4 2 (50%)
Schnauzer 2 1 (50%)
SRD 40 16 (40%)
Sexo Fémea 66 20 (30,3%)
Macho 44 12 (27,3%)
Idade 0-6 meses (Grupo I) 12 3 (25,00%)
6-12 meses (Grupo Il) 10 4 (40,00%)
1-7 anos (Grupo lll) 41 14 (34,15%)
> 7 anos (Grupo V) 31 9 (29,03%)
Nao informada 5 2 (40%)

A maioria dos caes infectados por E. canis foram levados ao Hospital
Veterinario para esclarecimento de alguma suspeita clinica (34,4%),
seguidos por avaliagdo pré-cirurgica (25%), erliquiose (12,5%), infec¢des
virais (6,25%), aplicagao vincristina/TVT (6,25%), intoxicagdo (6,25%),

avaliagdo para doagao (3,12%), endocardiose (3,12%), verminose (3,12%).
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Figura 5. Numero de cdes com erliquiose dentro de cada suspeita clinica.

Analisando os paramétros hematoldégicos e o teor de proteina
plasmatica, foi observado que houve diferenca estatistica quando
comparado os valores dos animais infectados com os valores dos animais
nao infectados por E. canis para os seguintes parametros: numero de
hemacias, valor de hemoglobina e hematdcrito (P = 0,05) e numero de
eosinofilos (P = 0,10) (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias e desvios padrao para os parametros analisados dos animais infectados e

ndo infectados com E. canis.

Parametros Valor médio para os Valor médio para os Valores normais
animais nao animais infectados (JAIN, 1993)
infectados (m * SD)
(m * SD)*
Hemacias (x10%/pL) 5,94 + 1,25 518+1,477 55-8,5
Hemoglobina (g/dL) 13,21+ 3,12 11,84 + 3,617 12-18
Hematécrito (%) 39,58 + 8,88 35,01+ 10,45 " 37-55
VGM (fL) 66,42 + 4,19 67,77 + 3,21 6077
CHGM (%) 33,68 + 1,96 33,51 +1,21 32-36
Leucocitos (/uL) 13815,38 + 7438,21 14430,67 + 8962,66 6000 — 17000
Eosinofilos (/uL) 801,55 + 1008,98 488,93 + 55531 % 100 — 1250
Bastonetes (/uL) 730,31 £ 1930,17 759,07 + 1328,42 0-300
Neutrofilos (/uL) 68,92 + 14,15 72,60 + 10,79 3000 - 11500
Linfocitos (/pL) 16,29 + 12,75 14,10 £ 9,26 1000 — 4800
Monécitos (/uL) 685,63 + 529,05 709,17 + 621,28 150 — 1350
Plaquetas (/uL) 293276,92 + 164407,13 251489,65 + 165407,67 200000 — 500000
Proteina (g/dL) 7,09+ 0,87 7,41 +£1,26 55-75

*(m £ SD) = média £ desvio padrao
T Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
* Significativo a 10% probabilidade pelo teste F.

O numero de hemacias, valor de hemoglobina e o hematdcrito estao
relacionados com a anemia. A anemia é um estado mérbido causada por
diminuicdo da quantidade de hemoglobina circulante. Raramente a anemia é
um disturbio primario, aparecendo mais como manifestagcdo secundaria de
uma doenca em algum outro 6rgao ou sistema (GARCIA-NAVARRO &
PACHALY, 1998).

Os indices hematimétricos, volume globular médio (VGM) e a
concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM), sao utilizados para a
classificagdo das anemias. O VGM esta relacionado ao tamanho das
hemacias e quando este valor esta abaixo, dentro ou acima dos limites
normais, a anemia ¢é classificada como microcitica, normocitica e
macrocitica, respectivamente. Com o valor da CHGM as anemias podem ser
classificadas em normdcrima, caso o valor esteja dentro dos limites normais
ou em hipocrémica caso o valor esteja abaixo dos limites normais.

Dos 32 caes infectados com E. canis, 19 (59,4%) apresentaram
anemia, sendo que para 18 (56,25%) animais a anemia era do tipo

normocitica normocrémica. Anemia normocitica normocrémica ocorre devido
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a depressao seletiva da eritropoiese em doencas cronicas (JAIN, 1993). Este
resultado esta de acordo com Harrus et al. (1997) que em um estudo
avaliando 100 casos de erhlichiose canina, encontraram anemia normocitica
normocrémica, linfopenia e trombocitopenia como os principais achados
hematologicos nos animais com a doenca.

Dagnone et al. (2003) em um estudo com caes do Hospital Veterinario
da Universidade Estadual de Londrina/PR observaram que 14,3% dos caes
com erliquiose eram anémicos. Este valor é bem menor do que o valor
encontrado no presente estudo. Entretanto, estes autores podem ter
submestidado a verdadeira prevaléncia de erliquiose como causa de anemia
ja que consideraram caes anémicos somente os que tinham o valor de
hematdcrito (HCT) menor que 22%, enquanto nds consideramos o valor
descrito por Jain (1993) que é HCT < 37%.

A trombocitopenia, baixo numero de plaquetas, é considerada um dos
achados hematologicos mais comuns na erliquiose canina. Neste estudo,
nao foi observada diferenca estatistica quando a média do valor de
plaquetas de caes nao infectados foram comparadas com a média de caes
infectados (P = 0,10). Foi observado que 43,7% (14) dos céaes com
erliquiose eram trombocitopénicos. Varios estudos analisaram a relagao da
trombocitopenia com a erliquiose no Brasil. Santos et al. (2007) em seus
estudos observaram que 66,3% dos caes infectados por E. canis eram
trombocitopénicos enquanto Dagnone et al. (2003) encontraram 71,4%
(20/28) dos animais com erliquiose com trombocitopenia. Macieira et al.
(2005), analisando uma populacdo de cées trombocitopénicos do Rio de
Janeiro/RJ, observaram que 26,8% destes animais estavam infectados com
E. canis. Nos Estados Unidos, trombocitopenia foi encontrada em 77%
(47/61) dos cées com erliquiose (FRANK & BREITSCHWERDT, 1999) e em
Israel, onde a erliquiose é mais prevalente que nos Estados Unidos, 27%
(17/63) dos caes com anticorpos para E. canis eram trombocitopénicos. No
Japao, trombocitopenia foi a anormalidade hematolégica mais comum em
caes com erliquiose, ocorrendo em 36,7% dos caes que apresentavam
anticorpos contra E. canis (WATANABE et al., 2004).

Os mecanismos fisiopatolégicos da trombocitopenia incluem menor

produgdo, destruicdo ou utilizacdo acelerada, distribuicdo anormal e
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excessiva perda de plaquetas. No caso das infecgdes erliquiais os provaveis
mecanismos fisiopatologicos da trombocitopenia s&o menor produgédo e
utilizagdo ou destruigdo acelerada das plaquetas (JAIN, 1993).

Nao foi observada diferenca estatistica quando a média do valor de
leucdcitos de caes nao infectados foram comparadas com a média de caes
infectados com E. canis (P = 0,10). A contagem das células brancas
sanguineas (WBC) ou leucécitos constitui o leucograma. Valores maiores
que a faixa considerada normal para a espécie caracteriza a leucocitose e
valores menores que o de referéncia caracteriza a leucopenia. Apenas trés
(9,4%) animais com erliquiose apresentaram leucopenia e nove
apresentaram leucocitose (28,1%).

O fato de tanto leucopenia como leucocitose poderem ser observados
provavelmente seja devido aos varios estagios da infeccdo nos caes
analisados. Na fase aguda a contagem de leucécitos € variavel, na fase
subclinica ocorre leucopenia e na fase cronica ocorre tanto leucopenia como
leucocitose (ETTINGER & FELDMAN, 1992).

Os leucdcitos compreendem trés tipos: granulécitos (neutrdfilos,
eosindfilos e basodfilos), mondcitos e linfocitos. Os mondcitos e os
granulécitos estdo relacionados com a resposta fagocitica, enquanto os
linfocitos estao relacionados com o inicio e a execucao da resposta imune.

Foi observada diferengca significativa entre a média dos caes
infectados quando comparadas com a média dos caes nao infectados
apenas para os valores absoluto (numero total) e relativo (porcentagem em
relagdo ao numero total de leucécitos) dos eosindfilos (P = 0,10). Os caes
infectados com E. canis apresentaram a média dos valores de eosindfilos
menor que a média dos animais ndo infectados. Mesmo diferentes,
estatisticamente, as médias desses valores cairam dentro da faixa
considerada normal para os caes.

Considerando apenas os animais infectados, 34,4% (11/32)
apresentaram eosinopenia, 28,1% (9/32) apresentaram linfopenia, 34,4%
(11/32) apresentaram neutrofiia e 50% (16/32) apresentaram niveis
elevados de bastonetes. A eosinopenia € a diminuicdo do numero de
eosindfilos circulantes e geralmente acompanha infec¢gdes agudas e reagdes

inflamatdrias. A linfopenia, caracterizada por diminuigdo dos linfocitos
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circulantes, pode ocorrer em processos infecciosos graves e a neutrofilia,
caracterizada pelo aumento de neutrofilos circulantes, pode ocorrer nas
infeccbes agudas, na agudizagédo de processos crénicos e na fase inicial de
regeneragao das anemias (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1998).

Dos 11 animais infectados com E. canis que apresentaram neutrofilia,
todos apresentaram desvio a esquerda regenerativo. Os bastonetes sao
neutrofilos imaturos. O aumento deste tipo celular na circulagao caracteriza o
desvio a esquerda e ocorre quando a demanda funcional por neutréfilos
aumenta nos tecidos. Este desvio a esquerda é classificado como
regenerativo quando na neutrofilia o numero de bastonetes € menor que o
numero de neutréfilos e degenerativa quando na neutrofilia o numero de
bastonetes € maior que o numero de neutrdfilos circulantes (GARCIA-
NAVARRO & PACHALY, 1998). O desvio a esquerda regenerativo é um
indicativo da boa resposta do animal e ocorre quando a medula 6ssea tem
tempo suficiente para responder a maior demanda de neutrofilos nos tecidos
(JAIN, 1993).

Em relagdo aos niveis de proteina plasmatica, 21,9% (7/32) dos
animais infectados apresentaram hiperproteinemia e 6,2% (2/32)
apresentaram hipoproteinemia. Nao foi observada diferenca estatistica entre
a média do teor de proteina plasmatica dos animais infectados quando
comparada com a média dos animais nao infectados (P = 0,10) sendo que
as médias dos dois grupos de animais estavam dentro da faixa normal. Um
aumento nos niveis de proteina plasmatica pode ocorrer em resposta a
infecgbes crdnicas como resultado do aumento de y-globulinas, ou também
devido a menor consumo de agua e comida, comum nos animais doentes
(JAIN, 1993).

Dois (6,25%) animais com erliquiose apresentaram pancitopenia que
€ a diminuigdo global do numero de plaquetas, de leucécitos e dos
eritrécitos. Provavelmente estes animais estavam na fase crénica da doenca
apresentando a pancitopenia devido ao comprometimento da medula éssea
(DAGNONE et al., 2001).

Seis (18,75%) animais infectados com E. canis ndo apresentaram
nenhuma alteracdo nos parametros analisados. A auséncia de sinais clinicos

pode ser devido a coleta de sangue na fase inicial da doenga, antes que os
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sinais clinicos fossem desenvolvidos. Isto reforca a importancia de um
diagnodstico sensivel que seja capaz de detectar a bactéria no inicio da

infecgao.

5.1.2. Deteccao de Ehrlichia ewingii

Foram detectados por nested-PCR espécie-especifico cinco caes
infectados com E. ewingii. A reagdo de PCR com os primers Dsb-321 e Dsb-
671-ew confirmou a presenga desta bactéria nos cinco animais (Figura 6).

M12 3 45678910 11 M 1 2 3 4
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Figura 6. Gel de agarose 1,2%. A. Resultado da nested-PCR para E. ewingii com os primers
EES/HE3. M: DNA Ladder 100 pb, 1: Controle Positivo, 2: Controle Negativo, 3-11: Resultado
da amplificacdo para algumas amostras. B. Resultado da PCR com os primers Dsb-321 e

Dsb-671-ew. M: PCR Marker, 1-4: Resultado da amplificagdo de algumas amostras.

O presente estudo é o primeiro a fornecer evidéncia molecular de
infeccao canina provocada por outra espécie de Ehrlichia diferente de E.
canis na América do Sul. Trapp et al. (2006) ndo excluiram a possibilidade
de infecgdo por E. ewingii em um estudo de soroprevaléncia para detecgao
de babesiose e erliquiose canina, realizado em uma populagcdo de caes do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina/PR, ja que alguns
animais que foram positivos para E. canis nos testes soroldgicos
apresentaram claudicacdo, um sinal incomum na CME causada por E. canis,
mas que ocorre frequentemente na erliquiose granulocitica canina causada
por E. ewingii.

Dos cinco animais positivos para E. ewingii, quatro estavam
coinfectados com E. canis. Com o aprimoramento das técnicas de
diagnodstico, coinfecgdo com multiplos organismos transmitidos por
carrapatos em cades e humanos tem sido relatada com uma maior
frequéncia. Suksawat et al. (2001) relataram dois casos, um na Venezuela e
outro em Taiwan, de cdes coinfectados com E. canis, Anaplasma platys

(Ehrlichia platys) e A. phagocytophila (Ehrlichia equi). Em seus estudos
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sorolégicos, Trapp et al. (2006) observaram que 14% dos cées analisados
soro-reagiram para E. canis e Babesia vogeli (um parasita que também é
transmitido por R. sanguineus). Estes autores relataram ainda que
anormalidades neurolégicas foram mais frequientes no grupo de animais que
apresentaram anticorpos contra ambos os parasitas, levando-os a sugerirem
que a coinfecgdo aumentou o risco de desenvolvimento de desordens
neurologicas. Entretanto, ndo esta claro ainda, como a coinfecgdo por
multiplos organismos transmitidos por carrapatos em animais ou humanos
potencializa as manifestagbes clinicas ou complica o diagnéstico e
tratamento da doenca.

O céo infectado apenas com E. ewingii foi atendido no Hospital
Veterinario/lUFV para avaliagdo pré-cirurgica. Este animal n&o era
trombocitopénico, mas apresentou anemia severa do tipo microcitica e
hipocrémica. Este tipo de anemia é resultante da falta de ferro, perda crbnica
de sangue ou ainda devido a infestagdo por parasitas hematofagicos, como
por exemplo, carrapatos. Entretanto, a informacdo da ocorréncia de
infestagao por carrapatos nao foi obtida para nenhum animal analisado. O
animal apresentou ainda leucocitose devido a neutrofilia e desvio a esquerda
regenerativo.

Trés animais infectados com as duas espécies de Ehrlichia analisadas
apresentaram anemia normocitica normocrémica que €é um achado
hematolégico comum em cées com erliquiose, seja ela monocitica ou
granulocitica (HARRUS et al.,, 1997; GOLDMAN et al., 1998). Um destes
animais apresentou também trombocitopenia e a sua suspeita clinica era
neoplasia esplénica. Esplenomegalia é um mecanismo imunolégico
possivelmente envolvido na patogenia da erliquiose, que pode levar a
trombocitopenia (DAGNONE et al., 2001).

Um animal coinfectado com E. canis e E. ewingii ndo apresentou
nenhuma anormalidade hematoldgica. A presenca de caes assintomaticos
infectados com E. ewingii sugerem que caes podem servir como reservatorio
da bactéria. Concordando com os resultados deste estudo, Liddell et al.
(2003) também encontraram cées assintomaticos infectados com E. ewingii
em Missouri/EUA. Esses resultados mostram a possibilidade de que

infecgdes erliquiais crbnicas em caes podem ser fontes para subsequentes
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infeccoes com Ehrlichia em humanos residentes na mesma area (LIDDELL
et al., 2003). A suspeita clinica deste animal era endocardiose. Isto pode
estar de acordo com os estudos de Diniz (2006) que observou que céaes
infectados por E. canis apresentam maior risco para lesbes miocardicas,
sendo ainda o grau de anemia correlacionado com o aumento do risco.

Em um estudo semelhante ao presente trabalho, realizado por Liddell
et al. (2003) em Missouri, nos EUA, 88 cées foram testados por PCR e as
taxas de infecgdo encontradas foram: 22,7% para E. ewingii e 1,1% para E.
chaffeensis. Nao foi detectado nenhum caso de infecg¢ao por E. canis.

No presente estudo, diferentemente do observado por Liddel et al.
(2003), constatou-se que a maioria dos caes que apresentava erliquiose
estava infectada com E. canis, demonstrando que E. canis é a principal
causa de infeccéo erliquial na populacdo em estudo. E importante ressaltar
que a prevaléncia de E. canis é dependente da distribuicdo do vetor, o
carrapato R. sanguineus, que ocorre principalmente em regides tropicais e
subtropicais (SKOTARCZAK, 2003).

Na América do Norte, E. ewingii € transmitida, principalmente, por
carrapatos Amblyomma americanum. Como esta espécie de carrapato nao é
comum na América do Sul, outras espécies deste ectoparasito devem estar
envolvidas na transmissdo de E. ewingii a caes no Brasil. Murphy et al.
(1998) encontraram R. sanguineus, A. americanum e Dermacentor variabilis
infectados com esta bactéria, sugerindo que estas espécies de carrapatos
podem ser potenciais vetores para E. ewingii. Assim, mais estudos se fazem

necessarios para o melhor entendimento da ecologia de E. ewingii no Brasil.

5.2. Deteccao molecular de Ehrlichia em gatos

Pela nested-PCR, trés gatos foram positivos para E. canis € nenhum
gato foi positivo para E. ewingii. Todos os gatos eram sem raga determinada.
Dois eram machos e um era fémea. A Unica anomarlidade hematologica
observada foi a trombocitopenia em um gato. Os niveis de proteinas dos trés
animais também foram normais. Os motivos que levaram estes animais ao
Hospital Veterinario foram: avaliagdo pre-cirurgica (2) e cistite (1).

Ortufio et al. (2005), em um estudo sorolégico com gatos de

Barcelona, Espanha, encontraram 42 gatos com anticorpos contra E. canis,
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entretanto, somente sete animais apresentaram alguma manifestagao
clinica, sendo as manifestagcbes gastrointestinais mais frequentemente
observadas.

Devido ao pequeno numero de casos reportados, a sintomatologia da
infeccdo por E. canis em gatos tem se mostrado polimérfica e néao
especifica. Os fatores de risco associados a sorologia positiva para E. canis
em gatos foi estudada por Stubbs et al. (2000). Os gatos expostos a rua e as
fémeas foram considerados como mais sujeitos a infec¢ao por E. canis. Nao
foi observada nenhuma associagao com raga e idade.

Os gatos parecem ser menos predipostos que caes a doencas
transmitidas por carrapatos. Os gatos podem ter resisténcia inata ou
adaptacdo a infeccdo o que limita o desenvolvimento da doenca ou
compromete a transmissao dos agentes infecciosos dos carapatos aos gatos
(SHAW et al., 2001). Pouco se conhece sobre as espécies de carrapatos
capazes de infestar e transmitir doengas infecciosas aos gatos. Em regides
quentes, foram encontrados gatos infestados com Dermacentor spp., R.
sanguineus e Haemaphysalis spp. (SHAW et al., 2001). Assim, & possivel
que R. sanguineus seja o vetor de E. canis em gatos no Brasil, ja que este
carrapato ocorre amplamente no pais.

Os gatos também se mostraram susceptiveis a infecgédo por Rickettsia
rickettsii (GREENE & BREITSCHWERDT, 1998, citados por SHAW et al.,
2001). Rickettsia rickettsii € o agente causador da Febre Maculosa
Brasileira, a mais prevalente doenca riquetsial no Brasil (LEMOS et al.,
2001). Entretanto, ainda n&o se conhece a participacdo dos gatos na
epidemiologia desta doenca.

Este é o primeiro relato de detecgao molecular de E. canis em gatos
na Ameérica do Sul. Filoni et al. (2006) relataram a primeira evidéncia
soroldgica de E. canis em felino silvestre no Brasil. Um puma da regido do
Pantanal apresentou alto titulo de anticorpos contra E. canis pela técnica de
Imunofluorencéncia Indireta (IFA). Segundo os autores, carrapatos sao
comuns na area onde o puma foi capturado e varias espécies de carrapatos
tais como Amblyomma ovale, Amblyomma parvum, Amblyomma
cajennense, Riphicephalus (Boophilus) microplus e Ixodes aragoi foram

previamente reportadas em puma por Labruna et al. (2005). Além disso,
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Santarém et al. (2005) relataram inclusdes plaquetarias semelhantes a
Anaplasma (Ehrlichia) platys em um gato atendido no Hospital Veterinario da
Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, Sdo Paulo.

A rota de transmissao das doencgas erliquiais nos gatos ainda néo é
conhecida. Entretanto, o aumento dos relatos de casos de infec¢des por
Ehrlichia nestes animais reforca a necessidade de maiores estudos para
definir quais as espécies de Ehrlichia infectam gatos e qual a participagao

dos gatos na epidemiologia das erliquioses.

5.3 Analise das Sequéncias

Foram obtidas duas sequéncias de E. canis a partir de cides e uma
sequéncia de E. canis a partir de gatos. N&o foi obtido sucesso no
sequenciamento dos plasmideos obtidos para E ewingii.

As sequéncias obtidas neste estudo mostraram aproximadamente 99-
a 100% de similaridade com as demais linhagens de E. canis depositadas no
GenBank, incluindo a seqiiéncia de E. canis obtida a partir de gatos. E
observado que as sequéncias do gene rRNA 16S para E. canis apresentam
99,4-100% de similaridade e ndo apresentam divergéncia de acordo com a
distribuicao geografica (SIARKOU et al., 2007).

Uma sequéncia de E. canis obtida a partir de caes e a sequéncia de
E. canis obtida a partir de gato foram depositadas no GenBank com os

seguintes numeros de acessos: EU567024 e EU567025, respectivamenfe.
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6. CONCLUSAO

Diante de todos os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

1)
2)

3)

4)

Ehrlichia canis € um patégeno comum em céaes de Vigosa/MG.

Os achados hematolégicos mais comuns em cées infectados por
E. canis  foram anemia normocitica normocrémica,
trombocitopenia, eosinopenia e neutrofilia com desvio a esquerda
regenerativo. Entretanto, esses achados ndo s&o exclusivos da

erliquiose canina.

Ehrlichia ewingii foi detectada em alguns caes analisados. Este é o

primeiro relato desta bactéria infectando caes na América do Sul.

Ehrlichia canis foi detectada em alguns gatos analisados. Este € o
primeiro relato de detecgao molecular de E. canis infectando gatos

na Ameérica do Sul.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para dar continuidade a este trabalho é proposto:

v

Identificar as espécies de ectoparasitos infestando cées e gatos de
Vigosa/MG;

Investigar as espécies de Ehrlichia circulantes nestes
ectoparasitos a fim de determinar os provaveis vetores de
Ehrlichia ewingii a caes e possivelmente a humanos e de espécies

de Ehrlichia a gatos;

Analisar a presenca de Ehrlichia em animais silvestres da regiao
de Vicosa/MG, a fim de conhecer melhor a histéria natural e

epidemiologia da erliquiose no municipio.
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APENDICE

1. Extragcao de DNA

TE (pH =7,4)
10 mM de Tris-Cl (pH = 7,4)
1 mM de EDTA (pH = 8,0)

Aferir o pH, completar o volume com H,O ultrapura e autoclavar a solugéo.

Tampao de Extragdo (200 mL)

Tris-Cl1 0,1 M pH = 8,0 20 mL
EDTA 0,5 M pH = 8,0 40 pL
SDS 10% 10 mL
RNAse pancreatica 400 pL
H,O ultrapura g.s.p 200 mL

A RNAse deve ser adicionada apoés autoclavar a solugao.

2. Clonagem

Meio LB liquido (500 mL)

Triptona 50¢9
Extrato de levedura 25¢g
NaCl 509
H,O ultrapura g.s.p 500 mL

Autoclavar o meio logo apés o preparo.

Meio LB sélido (500 mL)

Preparar 500 mL de meio LB liquido e acrescentar 10 g de agar bacterioldgico.

Autoclavar o meio logo apéds o preparo.

3. Purificagao dos plasmideos recombinantes

Solugéo |

25 mM de Tris-Cl (pH = 8,0)
10 mM de EDTA (pH = 8,0)
50 mM de glicose

Completar o volume com H,0 ultrapura e autoclavar a solugdo. Armazenar na geladeira.

Solucéao Il
0,2 N de NaOH
1% SDS
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Completar o volume com H,O ultrapura autoclavada. Esta solugao deve ser preparada

somente na hora do uso.

Solugao lll

3 M acetato de potassio (pH = 8,0)

2 M acido acético glacial

Completar o volume com H,O ultrapura e autoclavar a solugdo. Armazenar na geladeira.
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