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RESUMO GERAL

SILVA, Claudia Bezerra da. Detec¢cao de Anaplasma platys em cides e em carrapatos:
padronizaciao de qPCR e analise epidemiologica no estado do Rio de Janeiro, Brasil e na
regiao ocidental de Cuba. 2016. 109p. Tese. (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Este trabalho objetivou padronizar um novo método de diagnoéstico da infecgdo por Anaplasma
platys, e investigar a circulagdo deste agente em caes na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro,
Brasil, e cdes e carrapatos em duas provincias da ilha de Cuba, analisando aspectos
epidemiologicos associados a infeccdo causada por esta bactéria em cdes. Um novo método de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) foi padronizado com alvo no gene citrato
sintase (gltA) para a identificagdo de A. platys em caes naturalmente infectados. Os
oligoiniciadores e a sonda foram desenhados para amplificar um fragmento de 84 pares de base
baseado em sequéncias do gene glt4 de A. platys disponiveis no GenBank. 186 amostras de
sangue de caes da microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro, Brasil, foram testados pela qPCR. As
mesmas amostras foram testadas pela citologia e reagdo em cadeia da polimerase nested (nPCR,
16S rDNA) para determinar o desempenho da qPCR frente a essas técnicas. 17,20% das amostras
testadas pela qPCR foram positivas, significativamente mais do que detectado pela nPCR
(13,98%). A técnica de qPCR foi mais especifica que a citologia, em virtude dos resultados falso-
positivos obtidos pela microscopia optica. A prevaléncia de A. platys em cades da microrregiao de
Itaguai foi de 14,4%. Caes com menos de seis meses, infestados por carrapatos, que possam maior
tempo restrito ao ambiente doméstico e sem abrigo sdo fatores associados a infec¢do por este
hemoparasito em caes na regido do estudo. Durante investigagdo de A. platys realizada em Cuba,
100 amostras de sangue foram coletadas de caes residentes em quatro cidades localizadas nas
provincias de Habana e Mayabeque. Ao inspecionar os animais, carrapatos encontrados foram
coletados, identificados e criteriosamente agrupados, formando um total de 49 pools. Amostras de
DNA extraidas do sangue dos cdes e de carrapatos foram submetidas a nPCR (16S »DNA).
Amostras positivas na nPCR foram também submetidas a PCR convencional (gene glt4), ¢ os
produtos foram sequenciados. Somente a espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato foi
encontrada em caes cubanos, ¢ 10,2% (n=5/49) desses carrapatos somado aos 16,0% (n=16/100)
de cdes foram considerados positivos para A. platys. Todas as sequéncias analisadas dos genes
gltA e 16S rDNA, respectivamente, mostraram uma identidade de 99-100% com sequéncias de 4.
platys reportadas em outros paises. A andlise filogenética mostrou dois clusters definidos para o
gene 16S rDNA e trés clusters definidos para o gene g/tA. Com base no gene glt4, a sequéncia de
aminoacidos deduzidos demonstrou dois pontos de mutagdes nao-sindnimas nas posicoes 88 e 168
comparados com sequéncia de referéncia DQ525687. Um estudo preliminar sobre os aspectos
epidemiologicos associados com a infeccdo por 4. platys demonstrou nenhuma associagdo
estatistica com as varidveis avaliadas (p > 0,05). O presente estudo além de relatar a primeira
evidéncia de 4. platys em ambos caes e carrapatos em Cuba, também apresenta pela primeira vez
o desenvolvimento de um novo método de qPCR que contribui para o avango da pesquisa
envolvendo 4. platys. O estudo epidemiolédgico realizado no Brasil permitiu identificar fatores
importantes na ocorréncia da anaplasmose canina, enquanto em Cuba, pode-se concluir que mais
investigacdes sdo necessarias para avaliar quais os fatores decisivos na transmissao e dispersao de
A. platys nesse pais.

Palavras-chave: Anaplasma platys; caes; diagnéstico molecular; qPCR; nested PCR;
filogenia; Rhipicephalus sanguineus sensu lato.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Claudia Bezerra da. Diagnostic of Anaplasma platys in dogs and ticks:
standardization of qPCR and epidemiological analysis in the state of Rio de Janeiro,
Brazil and in the western region of Cuba. 2016. 109p. Tesis. (Doctor of Veterinary
Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

This work aimed to standardize a new method of diagnosis of infection by Anaplasma
platys, and investigate the circulation of this agent in dogs in the Itaguai microregion, Rio de
Janeiro, Brazil, and dogs and ticks in two provinces of the island of Cuba, analyzing
epidemiological aspects associated with infections caused by this bacterium in dogs. A new
real-time polymerase chain reaction method (qPCR) was patterned to target the citrate
synthase gene (g/tA4) for the identification of A. platys in naturally infected dogs. The primers
and probe were designed to amplify a fragment of 84 base pairs based on glt4 gene sequences
of A. platys available in GenBank. 186 blood samples of dogs from Itaguai microregion, Rio
de Janeiro, Brazil, were tested by qPCR. The same samples were tested by cytology and
nested polymerase chain reaction (nPCR, 16S »DNA) to determine the performance of qPCR
front of these techniques. 17.20% of the samples tested positive by qPCR were significantly
more than that detected by nPCR (13.98%). The qPCR technique was more specific than
cytology, due to false-positive results obtained by optical microscopy. The prevalence of A.
platys in dogs from Itaguai microregion was 14.4%. Dogs less than six months, infested by
ticks, that spend the most of the time restrict to domestic environment and without shelter are
factors associated with infection by this hemoparasite in dogs in the study area. During
research, A. platys held in Cuba, 100 blood samples were collected from residents dogs in
four cities located in the provinces of Havana and Mayabeque. When inspecting the animals,
found ticks were collected, identified and carefully grouped, forming a total of 49 pools. DNA
extracted from blood samples from dogs and ticks were subjected nPCR (16S »DNA). Positive
samples in nPCR were also subjected to conventional PCR (g/t4 gene), and the products were
sequenced. Only the species Rhipicephalus sanguineus sensu lato was found in Cuban dogs
and 10.2% (n=5/49) of these ticks added to 16.0% (n=16/100) dogs were considered positive
for A. platys. All sequences analyzed of the g/t4 and 16S rDNA genes, respectively, showed a
99-100% identity with sequences from A. platys reported in other countries. Phylogenetic
analysis showed two clusters defined for the 16S »DNA gene and three clusters defined for the
gltA gene. Based on the glt4 gene, the deduced amino acid sequence showed two points of
non-synonymous mutations at positions 88 and 168 compared to the reference sequence
DQ525687. A preliminary study on the epidemiological aspects associated with infection with
A. platys showed no statistical association with the variables studied (p> 0.05). This study
also to report the first evidence of 4. platys in both dogs and ticks in Cuba also presents for
the first time the development of a new qPCR method that contributes to the advancement of
research involving A. platys. The epidemiological study in Brazil allowed us to identify
significant factors in the occurrence of canine anaplasmosis, while in Cuba, it can be
concluded that more research is needed to assess what the deciding factors in the transmission
and spread of 4. platys in that country.

Keywords: Anaplasma platys; dogs; molecular diagnostic; qPCR; nested PCR; phylogeny;
Rhipicephalus sanguineus sensu lato.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os agentes da familia Anaplasmataceae que infectam leucocitos de cdes (Ehrlichia
canis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia chaffeensis e Anaplasma phagocytophilum) e plaquetas
(Anaplasma platys) sdo bactérias intracelulares obrigatdrias, gram-netativas e pleomorficas
(DUMLER; BAKKEN, 1995; MURPHY et al., 1998; PUSTERLA et al., 1999; CHAE et al.,
2000; SHIBATA et al., 2000).

Anaplasma platys (anteriormente conhecido como Ehrlichia platys) foi identificada
pela primeira vez em 1978 na Flérida, como uma bactéria Rickettsia-like encontrada nas
plaquetas de cdes com trombocitopenia infecciosa ciclica (HARVEY et al., 1978). Na
descricao original foram observadas semelhangas morfologicas e biologicas com outra
bactéria que infecta caes, E. canis, € também com Anaplasma marginale, bactéria que
acomete bovinos, sendo que ambas, atualmente sdo classificadas como membros da familia
Anaplasmataceae (HARVEY et al.,, 1978; DUMLER et al., 2001). A partir dos estudos
moleculares iniciados por Anderson et al. (1992) foi possivel analisar a sequéncia do gene 16S
rDNA, presente em E. platys e através dos estudos de Yu et al. (2001) e Huang et al. (2005),
os autores observaram a sequéncia de outro gene, groEL, também presente nestas bactérias.
Com isso, ap6s andlise filogenética destes dois genes citados foi possivel demonstrar que E.
platys estava estreitamente relacionada com A. phagocytophilum e Anaplasma marginale,
levando a uma nova reclassificagdo destes organismos ao género Anaplasma (DUMLER et
al., 2001).

Os sinais clinicos da trombocitopenia infecciosa ciclica canina sdo depressdo, febre, e
anorexia. A parasitemia e trombocitopenia ocorrem em ciclos de cerca de 10 a 14 dias
(FRENCH; HARVEY, 1983). A partir de estudos moleculares foi possivel detectar o DNA de
A. platys no sangue de cdes em diversas localidades no mundo (CHANG; PAN, 1996; SAINZ
et al., 1999; HUA et al., 2000; BROWN et al., 2001; SUKSAWAT et al., 2001; INOKUMA et
al., 2002a,b; SANOGO et al.,, 2003; UNVER et al., 2003; MYLONAKIS et al., 2004;
HUANG et al., 2005; FERREIRA et al., 2007, CARDOSO et al., 2010). Rhipicephalus
sanguineus sensu lato tem sido implicado como principal vetor de 4. platys (INOKUMA et
al., 2000; SPARAGANO et al., 2003; SANOGQO et al., 2003; RAMOS et al., 2014), contudo,
a sua participacdo na transmissdo desta bactéria aos caes ainda nao foi comprovada
(SIMPSON et al., 1991).

Diferentes métodos de diagnostico para pesquisa de membros da familia
Anaplasmataceae vém sendo utilizados na rotina clinica e em levantamentos epidemioldgicos.
O diagnoéstico morfologico de A. platys em lamina ¢ um método rapido, entretanto, pouco
sensivel, visto que inclusdes de E. canis também podem ser encontradas em plaquetas
(PEREIRA, 2012), bem como granulagdes podem surgir devido a ativagdo plaquetaria
(FERREIRA et al, 2008), granulos densos, restos nucleares de megacariocitos
(MYLONAKIS et al., 2003), ou at¢ mesmo artefatos técnicos que podem confundir o
observador durante o diagnostico. Em funcdo da existéncia de reagdes cruzadas em testes
sorologicos (YABSLEY et al., 2008) ¢ dificil afirmar, com seguranca, a real etiologia das
doencas provocadas por organismos da familia Anaplasmataceae em canideos no Brasil.
Sendo assim, a utiliza¢ao de técnicas moleculares como a Reacao em Cadeia da Polimerase
em tempo real (qQPCR) e o sequenciamento sdo importantes ferramentas de diagndstico para
identificacdo e caracterizagao das espécies que ocorrem em caes. Esta técnica apresenta varias
vantagens sobre a PCR convencional, incluindo a maior rapidez, simplicidade, sensibilidade,
reprodutibilidade, capacidade quantitativa e o baixo risco de contaminagao (FENOLLAR;
RAOULT, 2004).



Atrelado a esta técnica, o sequenciamento de DNA, utilizando como alvo os genes 16S
rDNA, citrato sintase (gltd), GroESL, possibilita a genotipagem das cepas identificadas,
podendo ser utilizadas em estudos de filogeografia e evolucao (UNVER et al., 2003).

Inokuma et al. (2002a; 2005) utilizou oligonucleotideos iniciadores mais especificos
na detec¢do do gene glt4 responsavel pela codificacdo da enzima citrato sintase como forma
de diagnostico do género Anaplasma. Além disso, Roux et al. (1997) afirmaram que o gene
gltA pode ser um excelente alvo na qPCR, pois pode ser detectado em todas as espécies de
rickettsias.

Em virtude do exposto, o presente estudo teve como objetivo principal padronizar uma
nova técnica diagndstica de 4. platys em cdes do Rio de Janeiro, através da qPCR com alvo
no gene gltA. A partir deste resultado, objetivou-se confrontar trés técnicas de diagnostico de
A. platys distintas: a qPCR padronizada, a nested PCR e o diagndstico direto em lamina de
esfregaco sanguineo. Da mesma forma, utilizou-se da qPCR padronizada para determinar os
aspectos epidemioldgicos associados a positividade por A. platys em caes domiciliados na
microrregido de Itaguai, RJ.



CAPITULO I

I:ADRONIZACAO DA PCR EM TEMPO REAL PARA O
DIAGNOSTICO DE Anaplasma platys EM CAES, COM BASE NO GENE
gltA



RESUMO

SILVA, Claudia Bezerra. Padronizacdo da PCR em tempo real para a deteccio de
Anaplasma platys em cies, com base no gene glt4. 2016. 41p. Tese. (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Anaplasma platys ¢ uma bactéria intracelular obrigatoria que afeta principalmente caes, mas
também infecta humanos. Este estudo objetivou padronizar um método de reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR) usando o gene citrato sintase (g/t4) como um alvo
especifico para o diagnéstico de A. platys em caes naturalmente infectados. Os
oligoiniciadores (gl/tA84F e gltA84R) e a sonda (PLATY Sp) foram desenhados para amplificar
um fragmento de 84 pares de base baseado em sequéncias do gene gltA de A. platys
disponiveis no GenBank. Um total de amostras de sangue de 186 caes originarios do estado
do Rio de Janeiro, Brasil, foram testados pela qPCR. Além disso, as mesmas amostras foram
testadas pela citologia e reacdo em cadeia da polimerase nested (nPCR, 16S rDNA) para
determinar o desempenho do presente método de qPCR em comparagdo com as técnicas
existentes. Entre as amostras testadas com a qPCR, 17,20% foram considerados positivas,
significativamente mais do que detectado pela nPCR (13,98%). Sob microscopia Optica,
inclusdes foram observadas em plaquetas de 25,27% das amostras, e entre estas amostras,
somente 33,91% foram identificadas como positivas para 4. platys usando a qPCR. A técnica
de qPCR provou ser mais especifica que a citologia e ter superior sensibilidade que a nPCR
para o diagndstico de A. platys em caes. O desenvolvimento deste novo método de qPCR
contribui para o avango da pesquisa envolvendo 4. platys. Além disso, ele pode ser usado para
quantificar a presenca dessa bactéria para avaliar a eficiéncia do tratamento adotado em
animais infectados, ou mesmo como uma ferramenta mais sensivel e especifica para situagdes
em que € possivel ter a doenga clinica, mas citologia negativa.

Palavras-chave: Anaplasma platys; reagao em cadeia da polimerase em tempo real; citrato
sintase; cies.



ABSTRACT

SILVA, Claudia Bezerra. Standardization of PCR in real time for diagnosis Anaplasma
platys in dogs, based on gene glt4. 2016. 41p. Tesis (Doctor of Veterinary Science). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Anaplasma platys is an obligate intracellular bacterium that primarily affects dogs, but it can
also infect humans. This study aimed to standardize a real-time polymerase chain reaction
(qPCR) method using the citrate synthase gene (glt4) as a specific target for A. platys
diagnosis in naturally infected dogs. The primers (g/tA84F and g/tA84R) and the probe
(PLATYSp) were designed to amplify an 84 base pair fragment based on the glt4 gene
sequences of A. platys available in GenBank. A total of 186 dog blood samples originating
from the Rio de Janeiro state, Brazil, were tested by qPCR. Additionally, the same samples
were tested by cytology and nested polymerase chain reaction (nPCR, 16S ribosomal DNA)
to determine the performance of our qPCR method compared to these existing techniques.
Among the samples tested with qPCR, 17.20% were considered positive, significantly more
than detected by nPCR (13.98%). Under optical microscopy, inclusions were observed in
platelets of 25.27% of the samples, and among these samples, only 33.91% were identified as
positive for 4. platys using qPCR. The qPCR technique proved to be more specific than
cytology and to have superior sensitivity to nPCR for diagnosing 4. platys in dogs. The
development of this new qPCR method contributes to the advancement of research involving
A. platys. Furthermore, it can be used to quantify the presence of this bacterium to evaluate
the adopted treatment in infected animals, or even as a more sensitive and specific tool for
situations where is possible clinical disease but negative cytology.

Keywords: Anaplasma platys; real-time polymerase chain reaction; citrate synthase; dogs



1 INTRODUCAO

Anaplasma platys ¢ uma bactéria intracellular obrigatéria, gram-negativa e
pleomorfica, organismo que afeta plaquetas de cdes, causando a trombocitopenia ciclica
infecciosa canina. Esta bactéria pertenceu ao género Ehrlichia, mas foi recentemente
reclassificada com base em andlise filogenética do gene 16S ribossomal DNA (rDNA)
(DUMLER et al., 2001). Embora este agente seja importante para a clinica de pequenos
animais, alguns dados indicam que bactérias A. platys tém uma ampla gama de hospedeiros,
incluindo gatos (CORREA et al., 2011), vacas (DAHMANI et al., 2015), camelos (LI et al.,
2015), e seres humanos (MAGGI et al., 2013; ARRAGA-ALVARADO et al.,, 2014;
BREITSCHWERDT et al., 2014).

Repetidas fissdes binarias desta bactéria dentro de vactiolos resultam na formagao de
morulas em plaquetas (HARVEY et al., 1978). Os principais sinais clinicos desta infeccao sao
inespecificos, como a depressdo, febre, aumento generalizado de linfonodos, emaciagao, e
anorexia, apesar de na maioria dos casos, 0s animais apresentarem-se assintomaticos
(HARVEY et al., 1978; WOODY; HOSKINS, 1991; HARVEY, 2011; LI et al., 2015).
Trombocitopenia, anemia (DAGNONE et al., 2003), macroplaquetas, e monocitose
(HARRUS et al., 1997) sdo os achados laboratoriais mais comuns. Anteriormente, foi relatado
que a diminui¢do na producdo de plaquetas, ndo esteve associada com a infecgdo por A. platys
porque esta bactéria nao havia sido encontrada em megacariocitos (RUSSEL; GRINDEM,
2000). No entanto, um estudo mais recente mostrou que A. platys pode infectar
megacaridcitos e promegacariocitos, que sao células precursoras de plaquetas (TOMMASI et
al., 2014) derivadas de células-tronco pluripotentes da medula o¢ssea. Embora a
trombocitopenia seja um achado comum associado com a infeccdo por A. platys, este nao ¢
patognomonico das rickettsioses (FERREIRA et al., 2008a), podendo incluir Ehrlichia canis
como diagnostico diferencial (DAGNONE et al., 2003).

Os métodos de diagndstico mais comuns para trombocitopenia infecciosa ciclica
canina sdo a identificacdo direta de morulas em esfregacos de sangue, métodos sorologicos
para detec¢dao de anticorpos, e amplificagdo de DNA pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (FERREIRA et al., 2008a). Estudos tém sido desenvolvidos para o diagnodstico de A.
platys como técnicas moleculares que se tornaram mais confiaveis devido a uma maior
sensibilidade e especificidade. Os genes GroEsL (‘“heat-shock” operon), 23S rDNA, 16S
rDNA, polinucleotideo p44, e gltA (citrato sintase) sdo também usados como alvos em
métodos de diagnostico e nos estudos de filogenia, bem como na caracterizagdo de cepas de
A. platys (INOKUMA et al., 2002a; DE LA FUENTE et al., 2006, ABARCA et al., 2007;
GAUNT et al., 2010, DAHMANI et al., 2015a). Dois estudos usaram uma nested PCR
(nPCR), ambos com alvo no gene 16S ¥rDNA de A. platys (MARTIN et al., 2005; ABARCA et
al., 2007). A técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) foi
anteriormente usada para detectar infeccdo por A. platys (GAUNT et al., 2010), mas este
ensaio foi baseado no polinucleotideo p44 que codifica a proteina de superficie P44 (LIN et
al., 2003). Além disso, ¢ importante a busca de novos alvos que sdo geneticamente menos
mutadvel entre as linhagens e que resultam em o menor numero de falsos negativos. Este
estudo objetivou padronizar uma técnica de qPCR com alvo no gene gl/t4 de A. platys para o
diagnostico deste agente em caes naturalmente infectados.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Breve Historico sobre a Trombocitopenia Ciclica Canina

Historicamente, organismos da familia Anaplasmataceae vem acometendo animais
domésticos. Desde 1780, quadros clinicos do que costumavam empiricamente chamar de
“febre do carrapato” ocorreram em animais de fazenda, e em alguns momentos levou a morte
dos animais, mas sua etiologia ainda nao havia sido reconhecida. Existem relatos de que essa
mesma “febre” havia sido observada ndo s6é em pequenos ruminantes, mas também em caes
(RYMASZEWSKA; GRENDA, 2008). Cerca de 150 anos mais tarde, relatou-se que a doenca
em questdo havia sido causada por uma pequena bactéria chamada Ehrlichia phagocytophila
(atualmente conhecido como Anaplasma phagocytophilum) mostrando tropismo por
granulécitos (JENKINS et al., 2001).

Posteriormente, os primeiros relatos de infeccao por Anaplasma marginale apareceram
quando Salmon e Smith em 1984 detectaram a presenga de inclusdo em eritrocitos de bovinos.
A primeira descricdo completa foi realizada por Arnold Theiler, que observou bactérias em
eritrocitos de gado da Africa do Sul em 1910 (KOCAN et al., 2003). Ele discriminou duas
subespécies: uma frequentemente formando "pontos marginais" em eritrocitos de bezerros (4.
marginale), e as outras frequentemente concentrando inclusdes na parte central da célula, dai
o nome Anaplasma centrale. A ltima das subespécies foi retratada como sendo menos
patogénica para animais domésticos (KOCAN et al., 2003). Apos esses primeiros achados
foram realizadas descobertas de outras espécies do género Anaplasma, patégeno de animais
como Anaplasma ovis (LESTOQUARD, 1924; SKERMAN et al., 1980), Anaplasma bovis
(DONATIEN; LESTOQUARD, 1936) e Anaplasma platys (HARVEY et al., 1978), agente
causador da trombocitopenia ciclica canina.

A trombocitopenia tem sido relatada em diversos estudos, associados a enfermidades
de pessoas e animais, € a observagao de inclusdes intra-plaquetarias ocorrem em alguns
desses casos (CORREA et al., 2011; MYLONAKIS et al., 2003). Harvey et al. (1978) apos
observarem essas ocorréncias, € através da literatura da época reconhecer que virus podem
infectar tanto megacariocitos quanto plaquetas, observaram que esse quadro infeccioso ndo se
limitava somente a esses tipos celulares. Sendo assim, eles iniciaram um estudo experimental
onde seu objetivo foi descrever manifestagdes hematoldgicas e a ultraestrutura de um
organismo Rickettsia-like com tropismo por replicar-se em plaquetas de caes. Nesse estudo
esses autores obtiveram sucesso na infec¢do experimental desse organismo, além de assim
conseguirem descrever as possiveis alteracdes hematologicas associadas a sua presenca
(HARVEY et al., 1978). Foi possivel descrever que a parasitemia ocorreu de forma ciclica,
assim como as trombocitopenias concomitantes, caracteristicas que marcaram a clinica dessa
enfermidade, sendo esses os principais achados encontrados até hoje (HARRUS et al., 1997).
Através de microscopia de luz e eletronica foram observadas exclusivamente em plaquetas
subunidades unicas ou multiplas, 4s quais denominaram forma¢ao de morulas. Dessa forma,
esse estudo sugeriu que esta era uma Rickettsia-like, caracterizada por ser uma bactéria
intracelular obrigatoria e gram-negativa, sendo esta a primeira descri¢do de Ehrlichia platys,
ocorrendo na Flérida, EUA (HARVEY et al., 1978).

Na descrigdo original foram observadas semelhangas morfologicas e biolodgicas com
outra bactéria que infecta caes, E. canis, € também com Anaplasma marginale, bactéria que
acomete bovinos, sendo que ambas, atualmente sdo classificadas como membros da familia
Anaplasmataceae (HARVEY et al., 1978; DUMLER et al., 2001). A partir dos estudos
moleculares iniciados por Anderson et al. (1992) foi possivel analisar a sequéncia do gene
16S rDNA, presente em A. platys e através dos estudos de Yu et al. (2001) e Huang et al.
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(2005), os autores observaram a sequéncia de outro gene, groEL, também presente nestas
bactérias. Recentemente, andlise filogenética da sequéncia do gene 16S ¥DNA mostrou que a
espécie bacteriana esteve proximamente relacionada a Anaplasma phagocytophilum e
Anaplasma marginale, o que levou a reclassificagdo do género, abandonando a antiga
denominacdo de Ehrlichia platys e admitindo-se como Anaplasma platys (DUMLER et al.,
2001).

Anteriormente, esse organismo era reconhecido por pertencer a um grupo de
rickettsias do género Ehrlichia, de importancia tanto para a medicina veterindria quanto
humana. A propriedade comum desses organismos de invadir e multiplicar dentro de
fagossomos ou células fagociticas faziam com que eles fossem biologicamente intrigantes
(BERAN, 1994). Contudo, Ehrlichia platys se diferenciava desses microrganismos por
acometer especificamente plaquetas.

Na América do Sul, o primeiro relato sobre A. platys ocorreu na Venezuela,
determinado através de PCR (HUANG et al., 2005). E desde entdo, outros estudos e o
diagnostico de 4. platys em diferentes locais do mundo vem sendo realizados (BROWN et al.,
2006; ABARCA etal., 2007; ALMEIDA et al., 2012).

2.2 Posi¢ao Taxondmica de Anaplasma platys

A espécie Anaplasma platys estd inserida na seguinte posicao sistematica (GARRITY
et al., 2006; DUMLER et al., 2001):

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

Filo: PROTEOBACTERIA Garrity et al., 2005

Classe: ALPHAPROTEOBACTERIA Garrity et al., 2006

Ordem: RICKETTSIALES (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al., 2001
Familia: ANAPLASMATACEAE (Philip, 1957) Dumler et al., 2001
Género: Anaplasma Theiler, 1910

Espécie: Anaplasma platys (Harvey et al., 1978) Dumler et al., 2001

2.3 Ciclo Bioldgico e Formas de Transmissao

O ciclo biolégico de 4. platys ainda ndo estd bem elucidado, contudo sabe-se que uma
das caracteristicas principais desse agente, assim como outros pertencentes a familia
Anaplasmataceae ¢ a necessidade de parasitar uma célula do hospedeiro, por se tratar de uma
bactéria intracelular obrigatoria (HARVEY et al, 1978). A célula de predilecdo deste
microrganismo ¢ a plaqueta, no entanto, foi demonstrado que A. platys pode infectar
promegacariocitos e megacariocitos, células precursoras provenientes da medula Ossea
(TOMMASI et al., 2014). Este organismo entra na célula através da aderéncia a superficie
seguida por endocitose, € a membrana vacuolar ¢ provavelmente derivada da membrana
externa da plaqueta (HARVEY, 2011), e as repetidas fissoes binarias do organismo dentro do
vacuolo resulta na formag¢ao de uma moérula (HARVEY et al., 1978). Como reflexo pela
infec¢do por 4. platys, a trombocitopenia ocorre de maneira ciclica, com picos e redugdo da
parasitemia (HARVEY et al., 1978), de forma que esse organismo em determinados
momentos esteja menos circulante no sangue do animal infectado. Tal fato ocorre em fungao
da remocado efetiva de plaquetas infectadas por macrofagos no figado, baco, e medula
(EDDLESTONE et al., 2007).

Da mesma forma para todos os agentes patogénicos bacterianos intracelulares que
formam vesiculas ligadas & membrana das células hospedeiras, assim como E. canis, formam-
se microcolonias dentro vacuolos celulares (moérulas) que abrigam muitos individuos (TENG
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et al., 2003). Varias estratégias de sobrevivéncia foram identificadas em varios agentes
patogénicos bacterianos intracelulares, tais como o mecanismo de escape de vacuolos, a fuga
da fusdo do lisossoma, e da tolerancia ao ambiente lisossomal (ERNST et al., 1999). Um
exemplo dessa estratégia pode ser observado em morulas de um membro da familia
Anaplasmataceae, Neorickettsia risticii (E. risticii) evitando a fusdo lisossomica (WELLS;
RIKIHISA, 1988). A membrana de morula, proporciona um ambiente permissivo ndo so para
a sobrevivéncia, mas também para a replicacdo (TENG et al., 2003).

Sabe-se que quanto a forma de transmissdo poucos estudos relatam de maneira
consistente a participacdo de vetores e outros mecanismos. Contudo, acredita-se que um
artropode esteja envolvido na sua transmissdo. Os carrapatos apresentam como caracteristica
a capacidade de sobreviver em ambientes diversificados e por longo periodo sem se alimentar,
além de uma ampla distribuicdo geografica, fazendo desses ectoparasitos um dos mais
importantes em termos de transmissao de doencas (DANTAS-TORRES, 2008).

Acredita-se que a distribui¢do de Rhipicephalus sanguineus sensu lato contribui para o
seu envolvimento no ciclo, porém nao foi observado ainda se pulgas, principalmente do
género Ctenocephalides podem participar da transmissdo, visto que esse parasito também
apresenta predilecdo por caes. A infestagdo por pulgas em caes e gatos € reconhecida como
uma ectoparasitose comum (RUST; DRYDEN, 1997). Sabe-se que a transmissdo mecanica
por fomites ou dipteros hematofagos ocorre em casos de infecgao por A. marginale, membro
da familia Anaplasmataceae que infecta eritrocitos (SOUZA et al., 2001), mas ainda ndo foi
comprovado se as mesmas vias sao utilizadas na transmissao de 4. platys.

2.4 Manifestacoes Clinicas

Com relagdo a patogenia em decorréncia da infeccdo por 4. platys sabe-se que durante
a fase aguda ha um elevado percentual de plaquetas parasitadas na circulagdo. Em alguns dias
ocorre um decréscimo do nlimero de plaquetas circulantes e a contagem pode chegar a valores
inferiores a 20.000 plaquetas/uL, resultado da agregagdo plaquetaria (GAUNT et al., 1990),
tornando-se minima a chance de visualizagdo do parasito (SILVA, 2010). Apos o
desaparecimento dos microrganismos, a plaquetometria volta ao normal em trés ou quatro
dias. Sete a quatorze dias apds o primeiro episddio ocorre outra parasitemia na qual,
novamente, o numero de plaquetas decresce. O processo ciclico das trombocitopenias e das
parasitemias tende a reduzir com o tempo e com a cronificacdo da doenga, resultando em
esporadicas aparigdes do parasito e trombocitopenias moderadas (HIBLER et al., 1986;
WOODY; HOSKINS, 1991).

Os principais sinais clinicos dessa doenca sdao depressado, febre e anorexia. Em relacao
aos achados laboratoriais, trombocitopenia, anemia (DAGNONE et al., 2003),
macroplaquetas, e monocitose (HARRUS et al., 1997; ANTOGNONI et al., 2014) s3o os mais
comuns. Sainz et al. (1999) descreve que os sinais e sintomas clinicos da doenga podem variar
de acordo com a raga do cdo, mas fundamentalmente a trombocitopenia ciclica canina pode
causar também um enfraquecimento do animal, incluindo letargia, anorexia, febre (TROTTA
et al., 2009), dificuldade respiratoria, aumento da secre¢do de muco, secrecdo ocular
purulenta, esplenomegalia, hiperqueratose no focinho (SAINZ et al., 1999), hemorragia
petequial e trombocitopenia severa.

As alteragdes patologicas sdo generalizadas incluindo linfadenomegalia, hiperplasia
folicular  no bago e linfonodos, e aumento da celularidade no
medula 6ssea (BAKER et al., 1987). Por um tempo, a razdo do decréscimo na produgdo de
plaquetas ndo estava esclarecido, ja que A. platys nao havia sido encontrado em
megacariocitos (RUSSEL; GRINDEM, 2000). Entretanto, em estudos recentes realizados por
Tommasi et al. (2014) demonstraram que A. platys pode infectar promegacariocitos e
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megacaridcitos, os quais sdo células precursoras das plaquetas, originados a partir de uma
célula-tronco pluripotente da medula dssea.

A trombocitopenia ocorre devido a infec¢do por 4. platys ter um carater ciclico, cerca
de 10 a 14 dias, e ¢ considerado o resultado da lesdo direta as plaquetas pela replicagdo do
patogeno durante a fase inicial da infec¢do, o que provavelmente desencadeia mecanismos
imunolégicos subsequentes a infeccdo (FRENCH; HARVEY, 1983). Apesar da
trombocitopenia ser um achado habitual associado com a infec¢do por A. platys, este nao ¢
patognomonico da rickettsiose (FERREIRA et al., 2008), e pode incluir Ehrlichia canis como
diagnostico diferencial (DAGNONE et al., 2003). Além deste agente, outros podem ser
indicados no diagndstico diferencial para trombocitopenia ciclica canina como: doengas
imunomediadas de natureza idiopatica; enfermidade secundaria a utilizacdo de drogas;
neoplasias; doengas infecciosas (cinomose, leishmaniose); reacdo pos-vacinal e
microangiopatias (hemangioma, hemangiossarcoma) (DUMLER et al., 1995; DUMLER et
al., 2001; HARVEY, 2006; MACHADO, 2004; MELTER et al., 2007).

Apesar de caes infectados por 4. platys usualmente apresentarem sintomas brandos ou
serem assintomaticos (HARRUS et al., 1997; SILVA, 2010), alguns casos podem ser sérios
ou fatais, particularmente quando ocorrem co-infecgdes com outros organismos (DANTAS-
TORRES, 2008; CASTRO et al., 2004).

2.5 Distribuicao Mundial

Quanto a distribuicao geografica de A. platys, estudos reportaram a ocorréncia de caes
soropositivos em diferentes areas dos Estados Unidos (FRENCH; HARVEY, 1983) e na
Bélgica (HEYMAN et al., 2007). A deteccdo molecular de A. platys em caes foi reportada em
diferentes paises, como Brasil (FERREIRA et al., 2007), Grécia (MYLONAKIS et al., 2004),
Franca (INOKUMA et al., 2002a), Espanha (SAINZ et al., 1999), Portugal (CARDOSO et al.,
2010), Taiwan (CHANG; PAN, 1996), China (HUA et al., 2000), Japao (INOKUMA et al.,
2002b; UNVER et al., 2003), Tailandia e Venezuela (HUANG et al., 2005; SUKSAWAT et
al., 2001), Australia (BROWN et al., 2001; BROWN et al., 2006), e na Republica do Congo
(SANOGO et al., 2003).

2.6 Diagnostico Laboratorial

Segundo Ferreira et al. (2008), os métodos de diagndstico mais utilizados para a
trombocitopenia ciclica canina sdo: exame direto de esfregaco sanguineo para identificagdo de
morula intra-plaquetaria; deteccdo de anticorpos através de imunofluorescéncia indireta; ou
amplificacio de um fragmento de DNA alvo pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). E
importante que as técnicas de diagnosticos sejam combinadas com o conhecimento de agentes
rickettsiais de maneira a distinguir com maior especificidade os agentes etioldogicos que
acometem pequenos animais (ANDERSON et al., 1991).

2.6.1 Parasitolégico

A técnica de esfregago sanguineo corada pelo método de Giemsa ou Romanovsky, e
subsequente observacdo sob aumento de 1000 vezes, permite visualizar moérulas no interior de
plaquetas (HARVEY et al., 1978; DUMLER et al., 2001; MIRANDA, 2010). Esta técnica
apresenta sensibilidade dependente da carga bacteriana e da experiéncia do observador e, de
maneira geral, sabe-se que a especificidade ¢ alta e a sensibilidade baixa (IQBAL et al., 1994;
RAMOS et al., 2009; SOUSA et al., 2009).
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Esse ¢ considerado um dos métodos de diagnostico de 4. platys mais utilizados, onde a
busca por moérulas dentro de plaquetas no esfregago sanguineo (FERREIRA et al., 2008b)
consiste em uma técnica de baixo custo, relativamente de rapida confeccao.

Ramos et al. (2009), Ferreira et al. (2007) e Otranto et al. (2010) utilizaram essa
metodologia no diagndstico desse organismo, € a0 compararem com outras técnicas relataram
o esfregaco de sangue ¢ uma boa alternativa para o diagndstico de 4. platys, mesmo que por
vezes ocorra discordancia entre técnicas moleculares e exame direto em lamina e seja
demonstrado que a PCR seja mais precisa do que a citologia.

2.6.2 Imunolégico

A aquisicdo de antigenos de A. platys ¢ dificultada por esse organismo ser de dificil
isolamento e cultivo in vitro. Contudo, no Brasil ¢ comercializado um kit de diagnéstico
qualitativo rapido (SNAP 4Dx, Idexx Laboratories), o qual consiste na utilizacdo de um
peptideo sintético baseado na proteina imunodominante P44 de 4. phagocytophilum como
antigeno, podendo detectar anticorpos das classes IgM e IgG a partir de 8 dias pos-infeccao
(BREITSCHWERDT, 2013). Esse mesmo kit detecta anticorpo contra o peptidio de proteinas
p30 e p30-1, referente a E. canis. O proprio fabricante deste kit e outros trabalhos sugerem
que podem ocorrer reagdes cruzadas (GREENE, 2006; BARR, 2009; BREITSCHWERDT,
2013).

Outro teste soroldgico baseado em Imunofluorescéncia Indireta foi desenvolvido pelo
laboratorio da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade do Estado da Louisiana, para
detectar anticorpos anti-A. platys. Apesar desses dados ndo terem sido publicados, ha relato de
reagdo cruzada ao realizar o teste em amostra proveniente de animal infectado por A.
phagocytophilum (ALLEMAN; COUTO, 2006).

Em estudo realizado por Lasta et al. (2013), observou-se que mais de 50% dos animais
sorologicamente positivos para A. platys foram negativos de acordo com a nPCR, sugerindo
que animais que tiveram expostos previamente a esta bactéria apresentavam anticorpos anti-A.
platys durante o estudo. Resultados discrepantes entre testes sorologicos € moleculares podem
ser explicados pela parasitemia ciclica do agente (FERREIRA et al., 2007, 2008b). Neste
estudo, a nPCR foi capaz de detectar até¢ 10* copia do gene por reagdo, revelando que animais
com baixo numero de copias do DNA de A. platys nao foram detectados através desta técnica,
possivelmente promovendo um resultado falso negativo (LASTA et al., 2013).

2.6.3 Molecular

A tecnologia baseada em andlises moleculares esta tendo um grande impacto em
muitas areas de parasitologia veterinaria. Em particular, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem encontrado ampla aplicabilidade, porque a sua sensibilidade permite a
amplificacdo enzimatica de fragmentos de genes a partir de pequenas quantidades de acidos
nucleicos derivados de quantidades limitadas de material do parasito (GASSER, 1999).

Essa tecnologia tem demonstrado sua utilidade na identificagcdo de parasitos,
caracterizagdo molecular, o diagnoéstico de infecgdes por parasitos, o isolamento e
caracterizacdo de genes expressos, € a deteccdo de resisténcia a drogas (GASSER, 1999).

Estudos moleculares tém sido desenvolvidos para o diagndstico de 4. platys, como as
reacoes do tipo nested (nPCR) usada por Martin et al. (2005) e Abarca et al. (2007), as quais
demandam longo tempo para o diagnodstico devido a necessidade de dois processos de
termociclagem, ao processo pos-amplificacdo, além do risco de contaminacdo inerente a
técnica (PUSTERLA et al., 1999). A PCR em tempo real (qQPCR) foi previamente utilizada
para detectar a infec¢dao por 4. platys (GAUNT et al., 2010), mas esse ensaio se baseou no
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polinucleotideo p44, que codifica a proteina de superficie de membrana P44 (LIN et al.,
2003). Este fragmento ¢ variavel, e por essa razdo, € importante pesquisar novas sequéncias
alvos para permitir um diagnostico preciso deste hemoparasito. Eddlestone et al. (2007)
também estabeleceram um ensaio de qPCR através de sonda de hidrolise para o diagndstico
de A. platys, e seu alvo foi o gene 16S rDNA. Esse estudo objetivou detectar o fragmento do
DNA de A. platys, durante a fase aguda da doenga, em amostras de cdes infectados
experimentalmente. Além do DNA extraido a partir de amostras de sangue, foram também
adquiridas amostras provenientes de baco e medula dssea desses animais. Segundo
Eddlestone et al. (2007), uma das suas principais observagoes foi que esses tecidos podem ser
considerados amostras adicionais para o diagndstico de A. platys em caes através da qPCR,
particularmente quando amostras de sangue foram negativas em fases agudas da infeccao
(EDDLESTONE et al., 2007).

O wuso de oligonucleotideo universal de amplo espectro associado com o
sequenciamento permite caracterizar organismos rickettsiais que muitas vezes sdo sensiveis
ou nao-cultivaveis (ANDERSON et al. 1991), como no caso de A4. platys.

Para a detec¢do de A. platys através de técnicas moleculares deve-se considerar os
aspectos clinicos que essa enfermidade desencadeia. Dentre eles, a trombocitopenia, que
ocorre de maneira ciclica, e imediatamente apos as fases de pico e desaparecimento da
parasitemia (HARVEY et al., 1978), logo o DNA dessa bactéria deve estar menos presente no
sangue nessa etapa da infec¢c@o. Isso pode ocorrer devido a remocdo efetiva de plaquetas
infectadas por macrofagos no figado, baco e medula (EDDLESTONE et al., 2007).

Quanto a técnica molecular em particular, existem alguns pontos que sdo importantes
para que esta seja funcionalmente satisfatoria, como o preparo da amostra para o adequado
isolamento e purificacio do acido nucléico (GASSER, 1999). Além disso, para o
estabelecimento de qualquer procedimento de PCR sdo importantes as implementagdes de
precaucdes rigorosas em laboratorio para evitar a contaminacdo (YAP et al, 1994) e a
otimizacdo do protocolo de amplificacao (INNIS; GELFAND, 1990).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de diagnosticar a infecgao
por A. platys em cdes ou carrapatos em diversas localidades (RAMOS et al., 2014; HUA et
al., 2000; INOKUMA et al., 2002a; SANOGO et al., 2003; BROWN et al., 2006; FERREIRA
et al.,, 2007; OTRANTO et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2013; SPARAGANO et al.,
2003), usando como alvo os genes 16S rDNA, gltA, GroEL.

2.7 Tratamento

O prognostico da trombocitopenia ciclica canina normalmente ¢ favoravel, visto que
A. platys ndo ¢ um microrganismo considerado patogénico. O tratamento com antibidticos
adequados ¢ geralmente bem sucedido depois de quatro semanas. A doxiciclina € considerada
um dos antibioticos eficazes (SAINZ et al., 1999).

De acordo com Azevedo (2013) a terapéutica tanto da trombocitopenia ciclica canina
quanto da ehrlichiose monocitica canina se faz com o uso de antibioticos, sendo a doxiciclina
o farmaco de eleigdo. No Brasil, seu uso ¢ comumente realizado duas vezes ao dia, durante 21
dias, na dose de 10mg/kg. Este autor ao avaliar diferentes metodologias na terapéutica desses
organismos, observou que a eficacia do tratamento com doxiciclina (20 mg/Kg VO SID por
28 dias) e com oxitetraciclina de longa agdo (LA) (20 mg/Kg IM a cada 7 dias por 28 dias) foi
comprovada através de ensaios de PCR, associados a normalizagdo dos parametros
hematologicos. Contudo, foram observadas elevagdes significativas da atividade sérica da
alanina aminotransferase (ALT) e uremia nos animais tratados com oxitetraciclina, indicando
um possivel efeito toxico deste farmaco para os cdes a longo prazo (AZEVEDO, 2013). Em
contrapartida, na Turquia, Ulutas et al. (2007) realizaram tratamento de animal infectado por
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esse parasito com 5 mg/kg doxiciclina duas vezes ao dia, por 21 dias, sendo observada
resposta ao tratamento dentro das primeiras 48 horas.

Antibidticos da familia das tetraciclinas como o hiclato de doxiciclina e a tetraciclina
sdo os medicamentos de escolha para o tratamento das infec¢des causadas por A.
phagocytophilum, E. canis ¢ A. platys (MIRANDA, 2010). Esses antibioticos apresentam
acdo bacteriostatica, de amplo espectro (WALKER et al., 2012) e sdo semi-sintéticos sendo, a
tetraciclina de acdo curta, e a doxiciclina de acdo longa. A doxiciclina por ser lipossoluvel
apresenta ampla distribui¢io nos tecidos (VALENTIN et al., 2009).

Ainda, este farmaco demonstrou restaurar a habilidade fagocitica do hospedeiro,
provavelmente por inibir a proteina bacteriana de retardo de fusdo do lisossomo com o
fagossomo (GREENE, 2006).

Segundo Maggi et al. (2013), para o tratamento de A. platys em humanos a doxiciclina
apresentou redugao da longevidade dessa bactéria e foi eficiente. Porém, para alcangar uma
melhora sintomadtica e resultado negativo através de PCR em amostras de sangue proveniente
da paciente foram necessarios 6 meses de antibioticoterapia (MAGGI et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Padronizacio da PCR em Tempo Real (QPCR)
3.1.1 Desenho de oligonucleotideos iniciadores e sonda de hidrdlise

Os oligonucleotideos iniciadores (oligoiniciadores) e a sonda foram desenhados
utilizando o “software” Primer Express 3.0 baseado no alinhamento de sequéncias do gene
glt4 de A. platys disponivel no “Genbank” (EU516387, AB058782, KC342665, JIN121381,
DQ525688, DQ525687, DQ525686, AY077620, AYS530807, AF478130). As sequéncias do
gene gltA de FEhrlichia canis (AY647155), Anaplasma phagocytophilum (AY464138),
Ehrlichia ewingii (DQ365879) e Ehrlichia chaffeensis (AF304142) foram acrescentadas ao
alinhamento para a escolha de regides especificas de 4. platys. O “software” Primer Express
foi configurado para que os oligonucleotideos iniciadores tivessem uma temperatura de
dissociagcdo de 60°C admitindo até 2 graus de diferenca entre eles. As caracteristicas dos
oligonucleotideos iniciadores foram testadas usando o “software” Oligo Explorer 1.2 ¢ a
especificidade dos foi testada inicialmente através da ferramenta primerBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome).

3.1.2 Controle positivo

Sangue controle positivo foi obtido de um cado sintomatico com inclusdes em plaquetas
(“Genbank” ID: FJ755157). Inicialmente um fragmento de 580 pb do gene glt4 de A. platys
foi  amplificado  utilizando os  oligonucleotideos  iniciadores  gltA84F  (5°-
TGGCGCAGTATACCCTTTTCTC-3’) e gltA69R (5’-AACAGCGACCGTGCGG-3’). A
reacdo foi realizada em volume final de 25 pL contendo: 2,5 pL do tampao da PCR (10mM
Tris-Cl; pH=8,3; 50mM KClI, Invitrogen®), 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl, - 50 mM,
Invitrogen®), 0,4 mM de cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTP e dCTP-100mM)
(Invitrogen®), 0,4 uM dos oligonucleotideos iniciadores, 1,0 U de Platinum Taq DNA
Polimerase (Invitrogen®) e 3 pL de DNA total (300 ng/uL). Agua livre de Nuclease
(Ambion®) foi usada como controle negativo.

O produto da PCR foi purificado com o uso do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega® Madison, WI, EUA), e em seguida clonados e sequenciados
(SANGER et al., 1977). A clonagem foi realizada em vetor pPGEM-T® Easy Vector System
(Promega®, Madison, WI, EUA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O DNA
plasmidial dos clones positivos foram isolados pelo kit PureYieldTM Plasmid Miniprep
System (Invitrogen®, Carlsband, CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

O DNA plasmidial contendo o inserto de 580pb do gene git4 de A. platys foi
quantificado por espectrofotometria (Nanodrop ND-2000®, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, EUA). A concentragdo serviu como ponto de partida para a obtencdo da
quantidade de moléculas (Plasmidio + Inserto) por microlitro, seguindo a formula descrita
abaixo:

NC = Xg/uL de DNA x 6,022 10%

Tamanho do clone em pb x 649

Onde: NC= Numero de copias por microlitro; Clone = Plasmideo + Inserto; 649 = Massa
molecular média de 1pb de DNA; 6,022 10**= Numero de Avogrado.
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Como controle positivo nas reacdes de PCR em tempo real foi utilizada a penultima
dilui¢do do limite de deteccao.

3.1.3 Otimizacao da concentracio de oligoiniciadores e sonda de hidrolise

A otimizacdo da concentragdo dos oligoiniciadores e sonda, foi realizada com DNA
controle positivo obtido no item 3.1.2. As concentracdes de oligoiniciadores testadas foram:
300 nM, 600 nM e 900 nM em nove condigdes descritas na tabela 1. Foi preparada uma PCR
com quatro réplicas de cada uma das nove condi¢cdes de acordo com protocolo comercial
(“Getting Started Guide” do “software” Primer Express® 3.0, Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA).

Reagdes de 20 pL foram realizadas utilizando 1X de SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) ¢ 3 uL do DNA controle positivo (300 ng/uL). As condigdes de
termociclagem foram: 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 20 segundos e 60°C por 1
minuto. Ap6s a amplificagdo, uma curva de dissociacao foi adicionada para verificar a
especificidade da reacdo. A concentracdo 6tima dos oligoiniciadores foram as concentragdes
minimas que obtiveram o menor “cycle quantification” (Cqg) e maximo ARn (“Reporter”
normalizado) na auséncia de picos de temperatura de dissociagdo (7m) inespecificos em
relagdo ao controle positivo utilizado.

Apos a padronizacdo da concentracdo 6tima de oligoiniciadores, a concentracao ideal
de sonda a ser utilizada na qPCR foi determinada. A sonda foi marcada na extremidade 5’
com o “reporter dye” FAM e na extremidade 3’ com o “quencher” TAMRA. Para determinar
a concentracdo 6tima de sonda, ensaios foram realizados através da execugdao de quatro
réplicas nas concentragdes de 50 nM, 100 nM, 150nM, 200 nM e 250 nM. A PCR para
determinar a concentragao O0tima de sonda foi realizada em volume final de 20 pL contendo
1X TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 600 nM de cada
oligoiniciador, 3 uL (100 ng/uL) do DNA de A. platys, e a respectiva concentracdo de sonda.
A selecdo da concentragdo 6tima de sonda para a qPCR foi baseada no resultado de menor Cg
e maximo ARn obtidos no ensaio de detec¢ao do alvo.

Tabela 1. Condicdes para o teste de otimizagdo da concentracdo dos oligoiniciadores

Anti-sensu
Oligoiniciador
300 nM 600 nM 900 nM
300 nM 300/300 nM 300/600 nM 300/900 nM
-
2
A 600 nM 600/300 nM 600/600 nM 600/900 nM
900 nM 900/300 nM 900/600 nM 900/900 nM

3.1.4 Sensibilidade e especificidade analitica da qPCR para Anaplasma platys

A sensibilidade analitica da qPCR foi avaliada através do uso de dilui¢des decimais
seriadas do amplicon clonado dentro de um plasmidio (pGEM®-T Easy Vector System). A
concentragdo e pureza do DNA plasmidial foram verificadas usando um espectrofotometro
(Nanodrop ND-2000%). O ntimero de copias do plasmidio versus valores de Cg foram
plotados para determinar a sensibilidade analitica da qPCR baseada em tecnologia comercial
(TagMan® Technology, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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O numero de copias variou de 1 a 1 x 10* por pL, com cinco séries de dilui¢des
separadas realizadas para cada ponto da curva em triplicata. Esse ensaio foi realizado usando
um reagente de controle interno positivo (Exo IPC / TagMan® Exogenous Internal Positive
Control Reagents (sonda VIC™), Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que contém
uma sonda marcada com um “reporter dye” (VIC™, TagMan® Technology, Applied
Biosystems) e um “quencher” (TAMRA™ - carboxitetramethilrodamina, TagMan®
Technology, Applied Biosystems). A regressao linear, juntamente com o coeficiente de
determinacdo (R?) formado apos a determinagio de cada ponto da curva, pode ser utilizado
para avaliar se o ensaio de qPCR foi otimizado.

Para avaliar a influéncia da presenca do controle interno na sensibilidade analitica,
uma reagcdo com as mesmas especificagdes descritas acima foi realizada, contudo sem a
adi¢ao do Exo IPC.

A eficiéncia de cada reagdo foi determinada considerando o slope da curva padrio
usando a seguinte formula: [Eficiéncia = 10C!51P¢) _ 1] (SVEC et al., 2015).

e Selecdo das amostras para a analise da especificidade da qPCR para 4. platys:

A especificidade do ensaio foi avaliada usando DNA de organismos relacionados e
outros patdogenos transmitidos por carrapatos como o0s seguintes: Anaplasma
phagocytophilum, Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii, Anaplasma marginale, Babesia
canis vogeli, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis e Theileria equi.

Anaplasma phagocytophilum, Neorickettsia risticii, ¢ Rickettsia rickettsii foram
obtidos de cultura celular. O DNA de 4. phagocytophilum extraido a partir da cultura celular
foi submetido a qPCR (SANTOS et al., 2011), e através desta técnica foi quantificado de
acordo com a equagdo gerada pela curva padrdo [f(x) = -3,38x + 37,52], considerando o Cq
18,77, totalizando 352644,63 copias. O DNA de M. risticii foi obtido cultura celular com taxa
de infeccdo de 80% proveniente de um kit soroldgico comercial de Imunofluorescéncia
Indireta (IFI — Fuller Laboratories®, CA, EUA). O DNA de R. rickettsii extraido a partir da
cultura celular foi submetido a qPCR (STENOS et al., 2005), e através desta técnica foi
quantificado de acordo com a equagdo gerada pela curva padrao [f(x) = -3,49x + 35,17],
considerando o Cq 23,21, totalizando 2672,60 copias.

O DNA de Anaplasma marginale foi obtido de uma amostra de sangue proveniente de
um bovino naturalmente infectado; Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis ¢ Hepatozoon canis
obtidos de amostras de sangue de cdes naturalmente infectados; e Theileria equi obtidos de
uma amostra de sangue de equino naturalmente infectado. Todas as amostras de sangue foram
obtidas de animais com alta parasitemia, em fase aguda, com infeccdo diagnosticada através
de microscopia e confirmada através de ensaio molecular especifico (DE ECHAIDE et al.,
1998; FOLDVARI et al., 2005; KIM et al., 2008; MURPHY et al., 1998; OTRANTO et al.,
2011).

Quanto a amostra positiva para E. canis, agente este pertencente a familia
Anaplasmataceae, a mesma também foi submetida a reagao de qQPCR (BANETH et al., 2009),
e através desta técnica foi quantificado de acordo com a equacdo gerada pela curva padrao
[f(x) = -4,74x + 50,84], considerando o Cq 21,10, totalizando 1880449,19 copias.

Andlise “in silico” usando o algoritmo primerBLAST (NCBI, Bethesda DM, EUA)
como ferramenta, permitiu observar que os oligoiniciadores desenhados nesse estudo ndo
foram especificos para o DNA de Babesia canis vogeli, Hepatozoon canis € Theileria equi.

3.2 Amostragem

No periodo de junho de 2011 a junho de 2012, foi realizada uma amostragem nao
probabilistica de 186 amostras de sangue de cdes domésticos do estado do Rio de Janeiro. As
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amostras foram coletadas através de venopungdo cefalica, e alocadas em tubos estéreis
contendo acido etileno-amino-tetracético (EDTA). Essas amostras foram utilizadas com o
objetivo de determinar o desempenho da PCR em tempo real (QPCR) comparada a analise de
esfregaco sanguineo e a nested PCR (nPCR, 16S rDNA).

As amostras de sangue foram aliquotadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL e
mantidas a -80°C até o momento da extragdo do DNA total.

3.2.1 Extraciao do DNA total

O DNA gendmico foi extraido a partir de 300 pL de cada amostra sanguinea de cdo
usando kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®, Madison, WI, USA) de acordo
com as recomendacdes do fabricante, e eluido em 100 pL da solucdo de reidratagdo que
acompanha o kit. Posteriormente, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
(Nanodrop ND-2000).

3.2.1.1 Padronizacgio das aliquotas de DNA a serem utilizadas na qPCR

Visando padronizar as amostras de DNA a serem utilizadas na avaliagdo do
desempenho da qPCR para o diagnostico de A. platys, adotaram-se nesse estudo duas
metodologias afim de avaliar a capacidade da técnica molecular detectar o alvo em amostras
com concentragdes padronizadas € em amostras com diferentes concentragoes.

- Avaliacdo 1:

Em uma das metodologias, todas as amostras quantificadas foram diluidas a 100
ng/uL. Contudo, aquelas que se encontravam abaixo desta concentracdo adotada foram
descartadas desse grupo de avaliagdo, totalizando 127 amostras a serem testadas na qPCR,
todas a 100 ng/uL.

- Avaliacdo 2:

Das 186 amostras quantificadas, 68,3% (n=127) que se encontravam em elevadas
concentragdes de DNA, foram diluidas de maneira a ficarem a 100ng/uL. As demais amostras
(n=59), que se encontravam abaixo de 100 ng/ulL foram aliquotadas sem sofrerem diluigdo e
incluidas na avaliacdo da performance da qPCR. Logo, as 186 amostras utilizadas nessa
avaliacdo estiveram diluidas até 100 ng/ulL.

Tal metodologia foi empregada em razdo do efeito que a doenga causa nos animais
infectados, como a marcada trombocitopenia ciclica que caracteriza essa enfermidade, e
adicionais quadros de anemia e leucopenia (ZAVALA et al., 2007; HARRUS et al., 1997;
WOODY; HOSKINS, 1991; SOUSA et al., 2009). Desta forma, esta metodologia objetivou
incluir animais que possivelmente estivessem infectados por 4. platys e com baixa contagem
celular, consequentemente baixa concentragdo de DNA na quantificacdo da amostra
proveniente do sangue extraido.

3.2.2 O ensaio de PCR em tempo real (QPCR)

As reagoes foram realizadas utilizando os oligonucleotideos iniciadores gltA84F (5°-
GACCTACGATCCGGGATTCA-3") e gltA84R (5-TGGCGCAGTATACC CTTTTCTC-
3’), e a sonda PLATYSp (5’-FAM-TCTACCGCGGCATGCAGCTCTG-TAMRA-3’). As
reacdes foram realizadas em duplicata no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) em volume final de 20 uL, contendo: 1X de Universal PCR Master Mix
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(Applied Biosystems), 600 nM de cada oligoiniciador, 250 nM da Sonda e 3 uLL. do DNA (300
ng).

Com o objetivo de detectar a presenca de inibidores nas reagdes de qPCR um controle
interno exdgeno (TagMan® Exogenous Internal Positive Control Reagents VIC™ Probe) com
sonda marcada com o reporter dye VIC™ e quencher MGB foram adicionados na reacao de
acordo com as instrugdes do fabricante. As condi¢des de termociclagem foram: 52°C por 2
minutos (ativacao da Uracil N-Glycosylase), 95°C por 10 minutos (ativacdo da AmpliTag
Gold DNA Polymerase e desnaturagdo) e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos seguidos de
60°C por 1 minuto. Amostras foram consideradas quando positivas em duplicatas com Cg
menor que 40 ciclos.

3.2.3 Cuidados tomados para evitar contaminagdes

Todas as precaucdes foram adotadas para evitar contaminag¢des, como o uso de
ponteiras com filtro em todas as etapas e cada procedimento foi realizado em locais distintos.
Além disso, um tubo com todos os reagentes da PCR foi incluido na reacdo, e o volume de
DNA da amostra foi substituido por adgua ultrapura. A PCR foi realizada em um aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System, considerado um sistema fechado, reduzindo ao
minimo a contaminagao.

3.2.4 Nested PCR (nPCR)

As mesmas amostras testadas pela qPCR foram submetidas a nPCR, baseado na
descri¢gao de Martin et al. (2005) usando oligoiniciadores com alvo no gene 16S rDNA. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de Agarose a 1,5%. A corrida
eletroforética foi de 60 minutos a 90 volts (5V/cm), em seguida os géis foram corados com
brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta em sistema de fotodocumentacdo L-PIX
Touch (Loccus Biotecnologia).

3.3 Avaliacao do Esfregaco Sanguineo

As amostras de sangue coletadas para este estudo, foram usadas para a confecgao de
esfregagos sanguineos. Essas ldminas foram fixadas em metanol, coradas com Giemsa, e
submetidas a microscopia Optica com objetiva de imersdao (1000x) para possibilitar a
visualizacdo direta de inclusdes basofilicas em plaquetas. Aproximadamente 100 campos
foram avaliados por lamina.

3.4 Analise Estatistica

Para comparar as técnicas utilizadas para o diagnéstico de 4. platys foi utilizado o
teste de McNemar, com o objetivo de medir as propor¢des de discordancia entre a qPCR e os
outros testes avaliados. Foi considerada discordancia ndo significativa aqueles que
apresentaram p>0,05.

Foi utilizada a Correlacio de Spearman a 5% de significancia (dados ndo-
paramétricos) para a analisar a relacdo entre a contagem de leucdcitos a partir de hemograma
de cada animal e o respectivo DNA total extraido.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Biostat 5.0
(AYRES, 2007).
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3.5 Consideracoes Eticas

Estes procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica na Pesquisa da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro-UFRRJ (COMEP/UFRRJ), numero de
protocolo 363/2013, nimero de processo 23083.003990/2013-93 e sob niumero de protocolo
001/2014 do Comité de Etica no Uso de Animais desta mesma Universidade. Todos os
comprovantes das aprovagdes encontram-se em anexo.
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4 RESULTADOS

Apo6s o desenho dos oligoiniciadores e sonda a partir de dados ja depositados no
GenBank, observou-se que as sequéncias apresentaram especificidade ao alvo desejado
quando comparada as sequéncias de outros membros da familia Anaplasmataceae (Figura 1).

Oligoiniciador Sensu Sonda Oligoiniciador Anti-sensu
A. platys EU516387 TGACCTACGATccsGGATTCATG—AGATAACCTTTATCGACGh

A. platys AB058782
A. platys KC342665
A. platys IN121381
A. platys DQ525688
A. platys DQ525687
A. platys DQ525686 . . . o o B . .
A. platys AY077620 | e AL

A. platys AY530807 . . . . i . AL

A. platys AF478130 . . . o . . AL .

A. phagocytophilum AY464138 . c. . A. . T.. ¢ T T c T T T . A Al L T c T T A.C A.CT A T

E. canis AY647155 AT T AL T T..T..T..TGAG. . CiAL T..A T..T..GA. T G TOAT. LT

E.chaffeensisAF304142 . A.. 7. .7T.. ... A.. ... T . LT T..T..TGAA AG . T, A 1. | m. | e T | A oL TOAT.TT.

Figura 1. Alinhamento dos nucleotideos referente fragmento do gene git4 de A. platys. Em
amarelo: oligoiniciador sensu; em vermelho: sonda; em azul: oligoiniciador anti-sensu.

Durante a padronizacdo da qPCR foi observado que a concentra¢do 6tima de ambos
oligonucleotideos iniciadores (oligoiniciadores sensu e anti-sensu) foi de 600 nM, alcancando
um Cg médio de 16,98 no controle positivo (tabela 2).

Tabela 2. Determinagdo do valor médio de Cq e ARn em relagdo as diferentes concentracdes
dos oligoiniciadores (g/tA4: 84F e 84R; sensu e anti-sensu) avaliadas durante a padronizagdo da
gPCR

SENSU
300 nM 600 nM 900 nM
Cq ARn Cq ARn Cq ARn
20,07 0,900 17,57 2,303 17,83 2,247
300nM = 20,49 0,857 17,51 2,323 17,86 2,182

20,47 0,901 17,6 2,302 17,70 2,258
Média 20,34 0,890 17,56 2,31 17,80 2,23

17,59 1,982 1696 3,155 17,15 3,51
600nM 17,64 2002 1698 3,088 1692 3,701

17,51 2,016 17 3,154 16,83 3,868
Média 17,58 2,000 16,98 3,13 16,97 3,693

1725 2,148 17,37 3,624 16,56 3981
o00nM 1752 2,098 17,15 3,659 16,78 3,532

17,42 2,175 16,91 3,708 16,71 3,967
Média 17,40 2,140 17,14 3,660 16,68 3,830
Cq: Cycle quantification; ARn: Reporter normalizado.

Oligoiniciadores

ANTI-SENSU
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A concentragdao 900 nM/900 nM (sensu/anti-sensu) também apresentou excelentes
resultados quanto ao Cq médio obtido (16,68), além de um valor médio de ARn de 3,830.
Contudo, ao analisarmos a curva de dissocia¢ao dos oligoiniciadores observou-se que apesar
desta concentragdo apresentar ARn superior (Figura 2), ocorreu dimerizacdo de
oligoiniciadores, como pode ser observado na figura 3.
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Figura 2. Curva de amplificacdo do DNA alvo (gltA) a partir do controle positivo, com as

concentragdes de oligoiniciadores (sensu/anti-sensu) sob a concentragdo de 600 nM/600 nM
(amarelo) e de 900 nM/900 nM (verde).
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Figura 3. Curva de dissociagdo a partir da amplificacdo de um fragmento de 84 pb do gene
gltA no controle positivo, com as concentragdes de oligoiniciadores (sensu/anti-sensu) sob a
concentracdo de 600 nM/600 nM (amarelo) e de 900 nM/900 nM (verde). Pico de
dimerizacao (seta).

A partir da padronizagdo das concentracdes de oligoiniciadores ideais (600 nM/600
nM) para a qPCR, a concentragdo de sonda foi avaliada, onde, a concentracao de 250 uM de
sonda alcangou um Cq de 16,33 no controle positivo (tabela 3), obtendo-se o maior ARn em
menor valor médio de Cq.
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Tabela 3. Determinagdo do valor médio de Cqg e ARn em relacdo as diferentes concentragdes
da sonda (PLATY Sp) avaliadas durante a padronizacao da qPCR

[ ] SONDA Cq ARn
20,50 0,836

50 pM 20,32 0,854

20,32 0,851

Média 20,38 0,847
19,12 1,223

100 pM 19,25 1,215

19,16 1,219

Média 19,17 1,219
17,74 2,332

150 pM 17,84 2,338

17,53 2,344

Média 17,70 2,338
17,12 3,093

200 pM 17,07 3,034

17,02 3,002

Média 17,07 3,043
16,41 4,789

250 pM 16,32 4,842

16,26 4,903

Média 16,33 4,845

Cq: Cycle quantification; ARn: Reporter normalizado.

Entre as amostras testadas na qPCR, 17,20% (n=32/186) foram positivas, enquanto na
nPCR somente 13,98% (n=26/186) amplificaram o fragmento de DNA alvo. O Cqg médio
observado nas amostras positivas foi de 28.83 + 6.48 ciclos variando de 18,79 a 38,58 ciclos.
Em todas as reagdes, o controle interno utilizado no estudo amplificou adequadamente. Em
todas as reacdes, o Exo IPC amplificou adequadamente produzindo um valor médio de Cq de
27,77 £ 0,06, de 27,71 a 27,90 ciclos.

O limite de deteccdo da técnica foi de 1 copia plasmidial contendo o fragmento do
gene gltA de A. platys em ambas as curvas testadas.

O coeficiente de determinagdo das cinco dilui¢des testadas na curva padrdo foi de
99%, com Cgq variando de 23,66 + 0,17 ciclos na primeira diluigdo (1x10* cépias de
plasmidio) a 37,77 + 0,35 na ultima diluicdo (1 copia de plasmidio) (Figura 4). As curvas com
Exo IPC tiveram o mesmo desenho durante a fase exponencial de amplificacdo, e a eficiéncia
da reacdo foi de 96,06%, demonstrando reprodutibilidade mesmo em pontos com poucos
alvos.

Em relacdo a curva sem o Exo IPC, o mesmo desenho durante a fase exponencial foi
observado, mas a eficiéncia da reagdo foi de 101,80%. O coeficiente de determinacao das
cinco dilui¢des testadas na curva padrao sem Exo IPC foi de 99%, com Cg variando de 23,52
+ 0.10 ciclos na primeira dilui¢do (1x10* copias de plasmidio) a 36.88 £ 0.40 ciclos na ultima
dilui¢do (1 copia do plasmidio) (Figura 5). Como antes, mesmo em pontos com poucos alvos,
a reacgao foi eficiente.

De acordo com a equacdo gerada pela curva padrio, a deteccdo do niimero de copias
de A. platys nas amostras analisadas pela Avaliagdo 2 (considerando todas as amostras, sem
exclusdo de amostras abaixo de 100 ng/uL) variaram de 1 a 234.188 com valores de Cg de
38,58 e 18,79, respectivamente (Tabela 4).
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Quando a especificidade da qPCR foi avaliada em relacdo a outros patdogenos
transmitidos por carrapatos, somente nas amostras contendo o DNA de A. platys foram
observadas amplificagoes.

40 -

f (x) = 37.69 - 3.52x
R*=0.99

38 -
36 -
E=96,06%
34 -
32 -

30 -

28 A

Cycle Quantification (C)

26

24 -

22 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Number of Copies (Logj )

Figura 4. Curva padrao com Exo IPC plotada a partir de diluigdes seriais decimais de DNA
plasmidial, contendo o fragmento do gene git4 de Anaplasma platys. O valor de Cq obtido
pela qPCR utilizando sonda de hidrolise foi plotado como uma fun¢do de nimero inicial de
copias de plasmidios.

Tabela 4. Relagdo entre a quantificacao do ciclo (Cg) e o numero de copias do fragmento do
gene gltA de Anaplasma platys obtidos da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR) usando amostras de caes naturalmente infectados

Amostras Volume de  Quantifica¢do do Numero de copias de DNA

positivas sangue (uL.) DNA (ng/pL) * Cq de A. platys baseado no Cq
96 300 83,4 18,79 234188,30
185 300 369,5 18,91 216173,62
112 300 153,0 19,37 160051,47
183 300 89,7 19,52 145143,93
154 300 152,7 20,45 79260,74
84 300 218 21,09 51933,87
179 300 171,4 21,31 44948,81
20 300 294,0 24,04 7562,98
27 300 72,2 24,75 4743,92
164 300 102,4 24,96 4141,09
46 300 433,1 25,48 2951,83
55 300 3,3 26,05 2025,03
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Tabela 4. Continuacao

94 300 378,6 26,15 1898,49
36 300 136,8 26,83 1214,79
178 300 69,1 26,85 1199,11
50 300 19,7 27,16 981,56
60 300 48,0 29,41 224,65
184 300 198,3 29,81 173,34
181 300 239,6 30,25 130,11
155 300 104,7 31,56 54,98
47 300 288,2 31,97 42,07
95 300 64,2 33,70 13,56
31 300 3,0 33,79 12,86
4 300 71,6 34,21 9,73
114 300 406,5 34,53 7,90
25 300 82,8 35,36 4,60
122 300 88,0 37,16 1,42
44 300 285,8 37,33 1,26

3 300 40,8 37,73 0,97
5 300 541,0 37,76 0,96
48 300 46,6 37,83 0,91

2 300 17,0 38,58 0,56

Cq: Cycle quantification; *Quantificacdo do DNA total extraido a partir de 300 pL de sangue,
através de espectrofotdmetro (Nanodrop 2000®).
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Figura 5. Curva padrdao sem Exo IPC plotada a partir de diluigcdes seriais decimais de DNA
plasmidial, contendo o fragmento do gene git4 de Anaplasma platys. O valor de Cq obtido
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pela qPCR utilizando sonda de hidrolise foi plotado como uma fungdo de nimero inicial de
copias de plasmidios.

Quando seguimos a metodologia de avaliagdo 1 referente a padronizacdo da diluicao
do DNA extraido, onde foram consideradas na analise da qPCR somente amostras
quantificadas a 100 ng/uL, observamos que todas as amostras positivas na nPCR foram
também positivas na qPCR. No entanto, a nPCR nao detectou o DNA alvo em duas amostras
positivas na qPCR (p = 0,5000), resultado sem significancia estatistica (Tabela 5). Contudo,
os resultados da qPCR comparados com os resultados do esfregaco sanguineo (Tabela 5),
apresentaram uma diferencga significativa (p = 0,0311) dentro dos pares discordantes.

Com relagdo a avaliagdo 2, obtivemos um resultado distinto da avaliagdao 1. Apesar de
todas as amostras positivas na nPCR terem sido positivas na qPCR, a nPCR ndo detectou o
DNA alvo em seis amostras positivas na qPCR (p = 0,0313) (Tabela 6). Da mesma forma, os
resultados da qPCR comparados com os resultados do esfregago sanguineo (Tabela 6),
apresentaram uma diferenca significativa (p = 0,0455) dentro dos pares discordantes.

Tabela 5. Analise da discordancia entre os testes gQPCR e nPCR, bem como qPCR e esfregago
sanguineo, comparando os resultados obtidos quando amostras de DNA de caes diluidas a
100ng/ul foram submetidas ao diagnostico de A. platys neste estudo, considerando a
avaliacdo 1 da metodologia de padronizagdo da extragdo de DNA

Teste nPCR Esfregaco sanguineo
diagnostico + - + -
qPCR + 15 2 8 9
- 0 110 22 88
p-valor p =0,5000 p=0,0311%*

*p<0,05 = discordancia significativa entre os testes (McNemar).

Tabela 6. Analise da discordancia entre os testes gQPCR e nPCR, bem como qPCR e esfregago
sanguineo, comparando os resultados obtidos quando amostras de DNA de caes diluidas até
100ng/ul foram submetidas ao diagnostico de A. platys neste estudo, considerando a
avaliacdo 2 da metodologia de padronizagao da extracdo de DNA

Teste nPCR Esfregaco sanguineo
diagnostico + - + -
qPCR + 26 6 15 17
- 0 154 32 122
p-valor p=0,0313* p =0,0455*

*p<0,05 = discordancia significativa entre os testes (McNemar).

26



Do total de amostras, 25,27% (n = 47/186) apresentaram inclusdes basofilicas
sugestivas de parasitismo em plaquetas na avaliagdo do esfregaco sanguineo (Figura 6). No
entanto, entre essas amostras, somente 33,91% (n = 15/47) foram positivas para 4. platys em
qPCR (Tabela 6).

Figura 6. Inclusdes basofilicas encontradas em plaquetas, durante avaliacdo de esfregaco
sanguineo (setas). Coloracdo Giemsa, microscopia Optica, aumento de 1000X. (Escala:
20pm).
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5 DISCUSSAO

Esse estudo apresentou o desenvolvimento de um ensaio de qPCR utilizando sonda de
hidroélise com alvo no gene git4 de A. platys para o diagndstico e detec¢dao quantitativa de A.
platys em amostras de sangue de cdes. Abordagens usuais para o diagndstico molecular de A.
platys concentram no gene 16S rDNA como alvo (MARTIN et al., 2005; DE LA FUENTE et
al., 2006; ABARCA et al., 2007). Este gene ¢ utilizado nos métodos de diagndstico molecular
devido a sua elevada conservagdo e as multiplas copias no genoma de bactérias, o que torna a
técnica molecular mais sensivel e confidvel. Essas caracteristicas foram usadas na escolha do
gene 16S rDNA como um alvo comparativo ao gene gl/t4, usado no desenvolvimento desta
técnica. A qPCR baseada no gene g/t4 desenvolvida neste estudo foi mais sensivel comparada
a nPCR com alvo no gene 16S »DNA, mesmo que o gene glt4 seja de uma copia, como
normalmente ¢ observado em agentes rickettsiais (BALDRIDGE et al., 2010). Este fato
demonstra que os iniciadores e sonda desenhados para este estudo apresentaram alta
sensibilidade e especificidade na detecg¢do de A. platys em amostras de sangue de caes.

Outros testes moleculares sdo usados no diagndstico de patogenos riquetsiais
transmitidos por carrapatos, incluindo a transcriptase reversa quantitativa-PCR (qRT-PCR)
com alvo no RNA ribossomal (16S rRNA) (SIRIGIREDDY; GANTA, 2005; SIRIGIREDDY
et al.,, 2006; REINBOLD et al., 2010). Este teste ¢ considerado um método de diagndstico
robusto porque tanto ribossomos, bem como rRNA estdao presente em maior nimero de copias
que o numero de DNA, devido a participagdo do rRNA na tradugdo do coédigo genético
(REINBOLD et al., 2010). Contudo, uma técnica baseada em RNA deve ser cuidadosamente
conduzida devido aos problemas envolvendo a degradacdo de RNA e a dificuldade de
manuseio com amostras de RNA, prejudicando subsequentes andlises (ROMERO et al.,
2014). Uma alternativa a essas questdes ¢ o uso de um método baseado em DNA para o
diagnoéstico de hemoparasitos, como optado por este e outros estudos (DAHMANI et al.,
2015; DE LA FUENTE et al., 2006; GAUNT et al., 2010; INOKUMA et al., 2002a).

Durante a padronizagdo da qPCR descrita nesse estudo, objetivou-se desenhar
oligoiniciadores e sonda que atuassem de maneira a proporcionar maior especificidade e
sensibilidade a técnica. Na extremidade da sonda ha uma base “G” (Guanina), enquanto nas
sequéncias respectivas a E. canis ¢ E. chaffeensis ha a base “A” (Adenina), ambas sao
Purinas. O pareamento entre essas bases dificulta o estabelecimento de ligagcdes de hidrogénio
entre elas por razdes estereoquimicas (MALACINSKI, 2005). As purinas apresentam em sua
estrutura molecular duplo anel de atomos de carbonos e por isso sdo demasiadamente
volumosas (VERLENGIA et al., 2013). Logo, a hibridizagdo com a fita de DNA torna-se
dificil pela distincia entre as moléculas do grupo das Purinas quando pareadas. Ao
analisarmos os oligoiniciadores utilizados nesse estudo, buscou-se a concentracdo que
propiciasse uma reagcdo com a menor forma¢do de dimeros de oligoiniciadores, fator que
interfere na PCR (VERLENGIA et al., 2013).

Quando os dois métodos moleculares utilizados neste estudo foram analisados em
paralelo considerando utilizar todas as amostras diluidas até 100 ng/uL, pode-se observar que
ambos tinham competéncia para deteccdo do DNA de 4. platys em amostras provenientes de
animais com alta parasitemia. No entanto, a qPCR foi mais sensivel do que a nPCR, sendo
capaz de detectar o fragmento de DNA alvo em amostras com baixa parasitemia. O nimero
mais baixo de copias de DNA alvo em amostras provenientes de animais com baixa
parasitemia justifica a dificuldade da detecc@o do fragmento desejado por nPCR.

Durante a avaliagao das metodologias adotadas nesse estudo para selecao das amostras
a serem testadas na qPCR com objetivo de observar sua performance, observou-se que
descartar amostras com baixa concentracdo de DNA excluiu animais que estiveram infectados
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por A. platys, porém com baixa contagem de células, assim como ¢ relatado na literatura
(ZAVALA et al., 2007, HARRUS et al., 1997; WOODY; HOSKINS, 1991; SOUSA et al.,
2009). Por essa razao, o resultado adotado para a discussdao da sensibilidade desta técnica se
baseou na utilizagdo de todas as amostras coletadas, considerando que estatisticamente a
gPCR obteve mais sucesso no diagnostico em comparagdo com a nPCR, de animais
naturalmente infectados e debilitados.

Esta técnica de qPCR pode ser utilizada para monitorar os produtos amplificados
durante a reacgdo e elimina o processamento pds-amplificagdo, diminuindo assim o tempo de
obtengdo do resultado do ensaio (EDDLESTONE et al., 2007). E senso comum que a
principal diferenca entre qPCR e os ensaios de PCR convencional ¢ a expectativa de que o
primeiro apresente o potencial de quantificar com precisdo os dacidos nucleicos alvos
(BUSTIN et al., 2009). Além das vantagens operacionais, a técnica de qPCR tem uma
natureza quantitativa, ¢ ¢ ao mesmo tempo sensivel e reprodutivel, podendo substituir
potencialmente ensaios de PCR convencionais nas rotinas de diagnostico (PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2010).

Trombocitopenia acentuada e baixa parasitemia ocorrem em cdes durante o periodo
inicial da infec¢ao causada por A. platys, € por esta razdo sao necessarios testes diagndsticos
especificos e sensiveis para identificar este agente (EDDLESTONE et al., 2007). Assim, 0 uso
de sondas de hidrolise na qPCR ¢ um mecanismo para aumentar a sensibilidade
(EDDLESTONE et al., 2007), bem como a especificidade da técnica (PUSTERLA et al.,
1999). Durante a amplificagdo, o reporter dye e o quencher sdo separados por clivagem,
resultando em emissao de fluorescéncia pelo reporter dye (PUSTERLA et al., 1999; 2000). As
técnicas de esfregaco sanguineo e nPCR sdao comumente utilizadas para o diagnéstico de A.
platys, no entanto elas ndo fornecem os dados quantitativos (EDDLESTONE et al., 2007). Da
mesma forma que a nPCR foi reportada como mais sensivel do que ensaios diretos de PCR
convencional (MARTIN et al., 2005), nossos resultados demonstraram que a qPCR
apresentou elevada sensibilidade utilizando sonda de hidrélise, e além disso, limita o risco de
contaminagao cruzada da amostra com produtos da nPCR (APFALTER et al., 2005).

A andlise da sequéncia dos genes 16S rDNA, citrato sintase e da proteina de choque
térmico de A. platys j4 foram utilizados para confirmar as inclusdes em plaquetas devido a
possibilidade de infec¢do por outros organismos da familia Anaplasmataceae (CHAE et al.,
2000; INOKUMA et al.,, 2001a; INOKUMA et al., 2001b; INOKUMA et al., 2002a;
INOKUMA et al., 2002b; AGUIRRE et al., 2006; DE LA FUENTE et al., 2006). Em nosso
estudo, o alvo git4 foi uma boa opg¢dao para o diagnostico através de qPCR, quando
comparado com o teste molecular baseado no gene 16S rDNA.

A adocao de uma curva padrao para avaliar a eficiéncia da qPCR ¢ considerado uma
referéncia de qualidade para o ensaio (SVEC et al. 2015) e ¢ recomendado nas diretrizes para
experimentos de qPCR (BUSTIN et al., 2009). Tem sido demonstrado que a eficiéncia 6tima
para ensaios de qPCR varia de 90 a 110% (THORNTON et al., 2011). A eficiéncia encontrada
usando o teste molecular desenvolvido neste estudo foi de 96,06%, o que ¢ considerado
desejavel para uma adequada deteccdo de alvo em uma reagdo de qPCR (THORNTON et al.,
2011). A curva sem Exo IPC gerada neste estudo apresentou uma maior eficiéncia (101,80%).
Isto demonstra que a presenca de IPC pode interferir na reacdo devido a ocorréncia de
competi¢do, e assim, diminuir a eficiéncia da amplificacdo da qPCR, um achado que foi
previamente relatado (HOORFAR et al., 2004). No entanto, isto ndo diminui o papel do IPC,
que no nosso estudo foi util para confirmar a auséncia de inibidores na reacdo, mantendo a
credibilidade do qPCR.

No mix utilizado nesse estudo (Universal PCR Master Mix), um dos componentes ¢ a
Uracil N-glicosilase (AmpErase®-UNG), uma enzima que atua hidrolisando a ligagdo
glicosidica e substituindo bases de deoxitimina por deoxiuridina. Usualmente o mix de reagdo
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da qPCR contém desoxiuridina trifosfato (dUTP) ao invés de desoxitimina trifosfato (dTTP),
bem como a UNG. Isso resulta na incorpora¢do de desoxiuridina, possivelmente impedindo
contaminagdes no inicio da reagcdo com produtos de p6s-PCR (PENNINGS et al., 2001), e por
essa razdo, durante a padronizacdo foi adotada uma temperatura de 52°C por dois minutos,
visto que essa € a condicao ideal para que essa enzima atue.

A técnica de qPCR ndo necessita da utilizacdo de eletroforese em gel para a
visualizagdo de seus produtos, pois esta reacdo da-se num sistema tubular fechado
(RODRIGUES-LAZARO et al., 2007). Como a qPCR elimina esse processamento pos-
amplificacdao, também diminui o tempo na execucdo de ensaio (EDDLESTONE et al., 2007),
tornando-se uma reacdo mais rapida (RAO et al., 2006). Contudo, a qPCR também apresenta
limitagdes, e nelas se inclui o fato de que essa reagdo requer que o amplicon tenha tamanho
limitado (geralmente menor que 300 pb), para assegurar uma alta eficiéncia e
reprodutibilidade da PCR (PENNINGS et al., 2001), além do custo mais elevado e da
necessidade de uma estrutura fisica adequada para realiza-la.

Considerando-se que o controle interno positivo (“internal positive control” - 1PC) ¢
uma sequéncia que ndo ¢ o principal alvo da PCR, mas dentro de uma reagdo pode ser
amplificado simultaneamente com a sequéncia alvo (RODRIGUES-LAZARO et al., 2007;
BRAVO et al., 2012), a sua amplificagdo, mesmo na auséncia de DNA de A. platys,
caracteriza que nao existem potenciais inibidores na reacdo. Nossos resultados demonstraram
que potenciais inibidores estiveram ausentes na reagdo, devido a amplificacdo adequada do
IPC usado neste ensaio. Os resultados falso-negativos em PCR podem estar relacionados com
a presenca de inibidores, perdas de sensibilidade ou erros de pipetagem (CONRATHS;
SCHARES, 2006). Muitos inibidores sao provenientes de uma extra¢ao inadequada do DNA e
a otimizagdo desta fase prevé a obten¢do de acidos nucléicos com maior pureza, permitindo
assim uma maior eficiéncia nos métodos de deteccao molecular (GANDRA et al., 2008). O
uso do IPC na PCR j4 foi utilizado em reagdes de otimizagdes (RUDNICK et al., 2010) e ¢
descrito como um instrumento adequado para critérios de padronizagdo da técnica, uma vez
que determina se a auséncia de amplificacdo especifica ¢ realmente devido a auséncia do alvo
na amostra de DNA (RAMPERSAD et al., 2005). O uso do IPC foi adotado por outros
autores em sua pesquisa para desenvolver a qPCR para outros agentes infecciosos
(COLOMBA et al., 2009; COLLINS et al., 2010; LOMBARDO et al., 2012; STENSVOLD et
al., 2012; MAJIDZADEH et al., 2014).

Neste estudo, foram observados alguns esfregacos sanguineos com inclusdes
sugestivas de A. platys em plaquetas, mas quando submetidas ao diagnostico molecular foram
negativas. O resultado positivo na citologia pode ser falho e inclusdes basofilicas observadas
em plaquetas devem ser definidas ndo somente como moérula de A. platys (CORREA et al.,
2011). Os resultados de citologia falso-positivos podem ser explicados pela ocorréncia de
granulacdes em plaquetas devido a ativacdo plaquetaria (FERREIRA et al., 2008), granulos
densos, remanescentes nucleares de megacariocitos (MYLONAKIS et al., 2003), artefatos
técnicos ou inclusdes de Ehrlichia canis em plaquetas (ALMOSNY, 1998).

Além disso, a citologia positiva pode ser devido a artefatos técnicos ou por inclusdes
de Ehrlichia canis em plaquetas (ALMOSNY, 1998; DAGNONE, 2006). Entre as amostras
positivas no esfregaco de sangue e negativos no diagnostico molecular para 4. platys, depois
sendo submetidas a nPCR para E. canis, 37,50% (n = 12/32) foram positivas, confirmando os
achados de Almosny (1998), bem como os de Ramos et al. (2009). A ocorréncia de co-
infeccdo ¢ possivel, como observado neste estudo porque em duas amostras foram
amplificados o DNA alvo de 4. platys e E. canis. E assim, essas inclusdes basofilicas podem
ser apenas um desses organismos da familia Anaplasmataceae, bem como podem ser
infeccdes concomitantes (ALBERNAZ et al., 2007; SOUSA, 2006), o que proporciona uma
manutengdo da diminui¢do celular, como registrado por Gaunt et al. (2010) em seus estudos
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experimentais.

A gPCR apresenta como uma das vantagens a quantifica¢do do alvo durante a reagao.
Portanto, além do diagnostico rapido, que pode ser usado como um adjuvante na avaliagao de
parametros clinicos e ser uma ferramenta para monitorar o tratamento de animais infectados
por patogenos, correlacionando o Cg encontrado na qPCR com a taxa de infeccdo pelo
parasita.

Um dos métodos de diagnostico de 4. platys comumente usado ¢ a busca de morula
dentro de plaquetas em um esfregaco de sangue (FERREIRA et al., 2008b) que ¢ uma técnica
rapida e de baixo custo, mas que oferece uma baixa sensibilidade (SOUSA et al., 2009). Outro
estudo mostrou uma diferenca no desempenho entre o esfregaco sanguineo e o método
molecular para o diagnostico de A. platys (RAMOS et al.,, 2009). Neste estudo, a
concordancia da qPCR com o esfregaco sanguineo foi baixo, demonstrando a precisdo de
gPCR, como observado na literatura (OTRANTO et al., 2010). A utilizacao de um sistema de
deteccdo fluorogénica, com a atividade da Taq DNA-polimerase para digerir a sonda de
hidrolise que hibridiza com o fragmento amplificado durante a PCR (PUSTERLA et al.,
1999), reflete a elevada especificidade encontrada na técnica descrita neste estudo, e a
intensidade da fluorescéncia ¢ diretamente relacionada a quantidade de DNA-alvo
(PUSTERLA et al., 2000). Além disso, enquanto o esfregaco sanguineo ¢ o método de nPCR
podem detectar A. platys, eles nao podem fornecer dados quantitativos (EDDLESTONE et al.,
2007).

Algumas amostras foram negativas através da técnica de esfregagco sanguineo e
positivas através da qPCR. Este achado pode ser explicado pela presenca de trombocitopenia
durante a infecc¢do, que interfere na visualizacdo de microrganismos através de observagao
microscopica (FERREIRA et al., 2008) devido ao comportamento de parasitemia ciclica de 4.
platys. Bacteremia ¢ comumente pouco encontrada devido a dificuldade com a deteccdo da
bactéria em esfregagcos de sangue, onde menos de 1% das plaquetas podem estar infectadas
(HARVEY, 2011; MARTIN et al., 2005).

Ensaios soroldgicos podem produzir resultados falso-positivos devido a reacao
cruzada com outras bactérias (CHANDRASHEKAR et al., 2010; INOKUMA et al., 2002),
como A. phagocytophilum, que estd intimamente relacionado a A4. platys. Essa situagdo ¢
importante no Brasil porque A. phagocytophilum tem sido detectado em amostras de sangue
de caes da regido geografica alvo do presente estudo (SANTOS et al., 2011; SANTOS et al.,
2013).

Esse estudo apresenta a primeira descricdo do desenvolvimento de um ensaio de qPCR
utilizando sonda de hidrolise com alvo no gene gltA para a detecgdo de A. platys.
Diagndsticos precisos e confiaveis da trombocitopenia ciclica canina s3o necessarios para
adotar o tratamento correto para o animal e monitorar animais infectados, correlacionando os
valores de Cg com a taxa de infeccdo por esta bactéria. Pesquisas tem demonstrado que a
gPCR pode ser usada como uma ferramenta adequada no monitoramento da taxa parasitaria
durante as investigacdes de hemoparasitos (CALDAS et al., 2012; SUDARSHAN et al.,
2015). Assim, a qPCR ¢ 1til no diagnostico, manutengdo da saude animal, bem como na
avaliacdo do tratamento de doengas, e ¢ capaz de detectar e quantificar parasitos, mesmo
durante a fase cronica de infeccdo (CALDAS et al., 2012). No nosso estudo, observou-se que
o método de qPCR desenvolvido pode detectar este parasito, mesmo em amostras com baixo
numero de copias, demonstrando assim, que este ensaio pode ser util no monitoramento do
tratamento de ambos 0s animais, assintomaticos e sintomaticos.

31



6 CONCLUSAO

O ensaio de qPCR padronizado utilizando sonda de hidrélise com alvo no gene gltA4 de
A. platys ¢ uma opcao efetiva no diagnostico desta bactéria. O método de qPCR ¢ mais
especifico e sensivel que o esfregaco sanguineo, e ¢ mais sensivel que a técnica de nPCR
usada para comparagdo. O gene alvo especifico, glt4 de A. platys, proporcionou a esta qPCR
ser uma alternativa ao diagndstico molecular na deteccao desta bactéria.
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RESUMO

SILVA, Claudia Bezerra da. Aspectos epidemiologicos de Anaplasma platys em caes
domiciliados na microrregiao de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, Brazil. 2016. 31p.
Tese. (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Este estudo objetivou avaliar os fatores epidemioldgicos associados a deteccdo do DNA de
Anaplasma platys em caes residentes na microrregido de Itaguai, mesorregido metropolitana
do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foram coletadas amostras de sangue de 416 caes
provenientes dos trés municipios que integram esta microrregido (Itaguai, Seropédica e
Mangaratiba). A partir da coleta deste material, o DNA genomico foi extraido e submetido a
amplificagdo de um fragmento especifico do gene gltA presente em A. platys, através da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR). A partir de questionario
epidemioldgico realizado com os proprietarios dos cdes, foram selecionados fatores
intrinsecos associados aos animais (sexo, definicdo racial, faixa etaria, porte, pelagem,
presenca de ectoparasitos e infestagdo por carrapatos) assim como fatores extrinsecos,
relacionados ao ambiente e aspectos da criagdo do animal. Entre os caes analisados neste
estudo, 14,2% apresentaram-se positivos para 4. platys. A partir da andlise de regressao
logistica, foi possivel observar que a idade foi um fator associado com a positividade, sendo
que animais com até seis meses de idade apresentaram 4,49 vezes mais chance de estarem
infectados por esta bactéria, comparado com as outras faixas etarias analisadas (OR=4,49, P <
0,001; IC: 1,80 a 11,23). Além disso, observou que caes confinados a maior parte do tempo
no interior da residéncia ou nas dependéncias da propriedade apresentaram maior freqiiéncia
de positividade para A. platys (OR = 2,57; P < 0,01; IC: 1,22 a 5,42). Da mesma forma, a
auséncia de um abrigo préprio para o animal na propriedade foi também um importante fator
relacionado a infec¢do dos caes por esse agente (OR = 2,96, P < 0,0001; IC: 1,54 a 5,67).
Porém, a varidvel com maior influéncia na positividade de caes para 4. platys foi a ocorréncia
e o grau de infestacdo por carrapatos. Foi observado que cdes com um elevado nivel de
infestacdo por carrapatos apresentaram 5,34 vezes mais chance de estarem infectados (OR =
5,34; P <0,01; IC: 2,30 a 12,30), destacando que o efeito do parasitismo por esses artropodes
pode estar diretamente relacionado a transmissdo do agente para os cdes estudados. Logo, foi
possivel demontrar que cdes jovens, com a presenga de um alto grau de infestacdo por
carrapatos sdo fatores importantes associados a infeccdo destes animais por A. platys, na
regido de estudo. Além disso, aspectos relacionados ao ambiente de criacdo destes animais
também podem contribuir para o aumento do nivel de infestagdo por carrapatos, o que
favorece a transmissibilidade e consequentemente, o aumento do risco de infeccao por A.
platys em cdes da microrregido de Itaguai, RJ.

Palavras-chave: epidemiologia molecular; cdo; trombocitopenia infecciosa ciclica canina;
PCR; fatores associados.
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ABSTRACT

SILVA, Claudia Bezerra da. Epidemiologic aspects of Anaplasma platys in dogs residing in
the Itaguai microregion, Rio de Janeiro State, Brazil. 2016. 31p. Tese. (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

This study aimed to evaluate epidemiological factors associated to detection of Anaplasma
platys DNA in dogs residing in the Itaguai micro-region, metropolitan mesoregion of Rio de
Janeiro state, Brazil. Were collected blood samples of 416 dogs from three municipalities that
integrate this micro-region (Itaguai, Seropedica and Mangaratiba). From the collection of the
material, the genomic DNA was extracted and submitted to amplification of a specific
fragment of gltA gene present in A. platys, by real time polymerase chain reaction (qPCR).
From epidemiological survey conducted with owners of dogs were selected intrinsic factors
associated with animals (gender, breed definition, age, size, pelage, ectoparasites presence
and tick infestation) as extrinsic factors, related to the environment and aspects of animal
creation. Among analysed dogs in this study, 14.2% were positive to A. platys. From the
logistic regression analysis, it was observed that age was a associated factor with the
positivity, and animals up to six months of age showed 4.49 times more likely to be infected
by this bacteria, compared with the other analyzed age groups (OR=4.49, P < 0.001, IC: 1.80
a 11.23). In addition, dogs who remained confined most of the time, whether inside the
residence or on the premises of the property showed a higher positivity frequency to A. platys
(OR = 2.57; P < 0.01; IC: 1.22 a 5.42). Likewise, the absence of a shelter suitable for the
animal on the property was also an important factor related to infection of dogs by this agent
(OR =2.96, P <0.0001; CI: 1:54 to 5.67). However, the variable with the greatest influence in
the positivity of dogs by A. platys was the occurrence and the degree of infestation by ticks. It
was observed that dogs with a high degree of infestation by ticks showed 5.34 times more
likely to be infected (OR = 5.34; P <0.01; CI: 2.30 to 12.30), highlighting so the effect of
parasitism by these arthropods may be directly related to the agent transmission for the
studied dogs. Thus, it was possible to demonstrate that young dogs, with the presence of a
high degree of infestation by ticks are important factors associated with infection of these
animals by A. platys in the study region. In addition, aspects related to the animals breeding
environment can also contribute to the increased level of infestation by ticks, which favors the
transmission and thus increasing the risk of infection by 4. platys in dogs.

Keywords: molecular epidemiology, dog, infectious canine cyclic thrombocytopenia, PCR,
associated factors.
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1 INTRODUCAO

Anaplasma platys ¢ uma bactéria intracelular obrigatdria, gram-negativa, pleomorfica,
da ordem Rickettsiales e familia Anaplasmataceae, que infecta as plaquetas de caes
(DUMLER; BAKKEN, 1995; MURPHY et al., 1998; PUSTERLA et al., 1999; FOLEY et al.,
1999; CHAE et al., 2000; SHIBATA et al., 2000; WALLS et al., 2000; DUMLER et al.,
2001).

A Trombocitopenia Ciclica Canina causada por esta bactéria apresenta grande
importancia para a clinica de pequenos animais, devido a sua ocorréncia em caes
(DAGNONE et al., 2001; NEER; HARRUS, 2006). Além disso, algumas evidéncias apontam
que este hemoparasito pode acometer seres humanos, chamando a atencdo também para
aspectos de saude publica (TAMI; TAMI-MAURY, 2004; MAGGI et al., 2013).

A infecgdo por A. platys em caes € caracterizada por inclusdes basofilicas e moérulas
em plaquetas com posterior desaparecimento da parasitemia e inicio de uma marcada
trombocitopenia (HARVEY et al., 1978). A maioria dos cdes infectados por 4. platys sdo
assintomaticos (HARVEY et al., 1978; WOODY; HOSKINS, 1991; CHANG; PAN, 1996). A
ocorréncia de infecgdes concomitantes de A. platys com Ehrlichia canis e/ou Babesia canis
em caes ¢ um achado relativamente comum, e a utilizagdo de um teste diagndstico sensivel e
especifico para este agente se faz necessario como op¢ao na clinica de pequenos animais
(HOSKINS et al., 1988; HARRUS et al., 1997; KORDICK et al., 1999; SUKSAWAT et al.,
2001).

Quanto a distribuigdo geografica de A. platys, estudos reportaram a ocorréncia de caes
soropositivos em diferentes areas dos Estados Unidos (FRENCH; HARVEY, 1983) e na
Bélgica (HEYMAN et al., 2007). A detec¢ao molecular de 4. platys em caes foi reportada em
diferentes paises, como Brasil (FERREIRA et al., 2007), Grécia (MYLONAKIS et al., 2004),
Franca (INOKUMA et al., 2002), Espanha (SAINZ et al., 1999), Portugal (CARDOSO et al.,
2010), Taiwan (CHANG; PAN, 1996), China (HUA et al., 2000), Japao (UNVER et al.,
2003), Tailandia e Venezuela (HUANG et al., 2005; SUKSAWAT et al., 2001), Australia
(BROWN et al., 2001; BROWN et al., 2006), e na Republica do Congo (SANOGO et al.,
2003).

A partir de estudos moleculares este hemoparasito também ja foi identificado em
amostras de carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato no Japao (INOKUMA
et al., 2000), Espanha (SPARAGANO et al., 2003) e na Republica do Congo (SANOGO et
al., 2003). A possivel participacdo de R. sanguineus sensu lato na transmissao de 4. platys
vem sendo reportada em diversos estudos (INOKUMA et al., 2000; SUKSAWAT et al.,
2001; VARELA, 2003; GREENE; HARVEY, 1990; YBANEZ et al., 2012). Esta espécie de
carrapato tem sido associada com a transmissao de A. platys desde que a bactéria vem sendo
frequentemente detectada em carrapatos (INOKUMA et al., 2000; WOODY; HOSKINS,
1991; HARRUS et al., 1997). No entanto, até o presente momento nao foi comprovado se este
carrapato ¢ realmente o vetor bioldgico deste hemoparasito (SIMPSON et al., 1991).

Um significativo avango na tecnologia da PCR foi o desenvolvimento de técnicas de
detecgdo precisa de fragmentos de DNA em tempo real. A reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) ¢ sensivel e especifica, e permite detectar infecgdes naturais e experimentais por A.
platys em cdes (CHANG; PAN, 1996; CHANG et al., 1997; MARTIN et al., 2005). Sendo
assim, a utilizagdo de técnicas moleculares como a qPCR e o sequenciamento sao alternativas
para a identificacdo das espécies que ocorrem em caes € em seus carrapatos de areas rurais e
urbanas.

A prevaléncia das doengas transmitidas por carrapatos em caes, varia de acordo com
as condi¢des climaticas (KEEFE et al., 1982) e também com os fatores epidemiologicos como
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distribuicao de vetores, sobrevida do cdo, faixa etdria, habitat e praticas de manejo
(INOKUMA et al., 2003; RAMOS et al., 2009, 2010; SANTOS et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi avaliar os fatores associados com a presenga do DNA de 4.
platys em caes da microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro através da técnica de PCR
em tempo real (QPCR).

48



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ocorréncia e Prevaléncia de Anaplasma platys no Brasil

Muitos estudos sobre o diagndstico das hemoparasitoses em caes ddo enfoque aquelas
doengas transmitidas por carrapatos, principalmente a Ehrlichiose canina e a Babesiose
canina. Contudo, outros agentes de importancia médico-veterinaria permanecem presentes
circulando entre os caes, como Anaplasma platys. Esta bactéria vem sendo encontrada em
diversos tipos de hospedeiros, incluindo humanos, o que a caracteriza como um agente
importante em seu aspecto zoondético (ARRAGA-ALVARADO et al, 1999; TAMI;
JORDAN, 2002; TAMI; TAMI-MAURY, 2004; MAGGI et al., 2013). Um trabalho recente
associa a ocorréncia de mae e filho infectados por 4. platys concomitante a doenca
estabelecida em seu cdo que vivia em sua residéncia (BREITSCHWERDT et al., 2014),
demonstrando a importancia de estudos relacionados a caracterizagdo, diagndstico e
epidemiologia de 4. platys.

No Brasil, estudos ja foram realizados a respeito do diganostico de 4. platys tanto em
animais domésticos como em possiveis vetores encontrados em diferentes unidades
federativas, como no Rio Grande do Sul (LASTA et al., 2013; SCHERER; MERGENER,
2014; KRAUSE et al., 2016), Pernambuco (LIMA et al., 2010; SANTOS, 2011), Mato
Grosso (ALMEIDA et al., 2012), Mato Grosso do Sul (RABELO, 2014), Rio de Janeiro
(FERREIRA et al., 2007, ZAVALA, 2007, CORREA et al., 2011), Minas Gerais (COSTA-
JUNIOR et al., 2013), Sao Paulo (CARDOZO et al., 2009), Parana (SILVA et al., 2012),
Paraiba (ROTONDANO et al., 2012), Para (RUFINO et al., 2013) e Piaui (SILVA, 2010).

A prevaléncia de A. platys no Brasil, determinada através de métodos moleculares,
varia de 4,08% a 85,72% (COSTA-JUNIOR, 2007; DAGNONE et al., 2003; DAGNONE et
al., 2004; SOUZA et al., 2004). As prevaléncias variam de acordo com a localidade estudada,
o método de detecgdo e Moura et al. (2002) a partir de estudos baseados em prontuarios em
Cuiaba determinou uma prevaléncia de 1,16%, assim como a prevaléncia de 1,81%
encontrada por Pichotano et al. (2004) em Sao Paulo, valores considerados relativamente
baixos quando comparados aos estudos de Moreira et al. (2003) e Lima et al. (2006) que
encontraram prevaléncias de 14,5% (Belo Horizonte, MG) e 29,3% (Recife, PE),
respectivamente.

Utilizando a técnica de esfregago sanguineo, Ramos et al. (2009) ao avaliarem caes
domésticos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife, observaram 21,0% de positividade para A. platys e Ferreira et al. (2007) no Rio de
Janeiro observaram 14,85%, enquanto que Silva (2010) em Teresina, Piaui, e Rodrigues et al.
(2004) em zona rural de Juiz de Fora, Minas Gerais, observaram 2,22% e 9,90%
respectivamente. Entretanto, a positividade encontrada através desta técnica pode estar
relacionada as inclusdes basofilicas observadas em plaquetas nao necessariamente definidas
como morulas de 4. platys (CORREA et al., 2011), podendo decorrer em funcdo da presenca
de granulacdes provenientes da propria constitui¢do plaquetaria (FERREIRA et al., 2008;
MYLONAKIS et al., 2003), pela presenca de inclusdes de E. canis (ALMOSNY, 1998;
DAGNONE, 2006) ou mesmo por artefatos resultantes da técnica que podem confundir o
observador. Diante disso, o diagnostico molecular pode ser um aliado na detec¢ao do parasito
para estudos epidemiologicos.

Em estudo realizado por Costa-Jinior (2007) foi possivel observar que a frequéncia de
positividade para A. platys entre diferentes areas rurais e urbanas do estado de Minas Gerais,
sendo observado nas areas rurais 4,08% em Belo Horizonte, 7,22% em Lavras ¢ 19,61% em
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Nanuque, enquanto que nas areas urbanas destas mesmas localidades; nenhum animal
positivo em Lavras, 9,76% em Nanuque, e 5% em Belo Horizonte.

2.2 Hospedeiros e Vetores de Anaplasma platys

Dentre os animais domésticos, € que vivem mais proximos as residéncias, os caes sao
considerados os principais hospedeiros de A. platys, causando a doenca chamada
trombocitopenia infecciosa ciclica canina. Porém, outros estudos detectaram esse agente
através da técnica de esfregaco sanguineo e ensaios moleculares em felinos domésticos
(SANTAREM et al., 2005; LIMA et al., 2010; CORREA et al., 2011; GUIMARAES, 2013).

Os caes sao de fato os hospedeiros mamiferos mais comuns, embora existam alguns
relatos de infecgdes em gatos, e terem sido documentadas raras infeccdes em impalas e nas
ovelhas dos Estados Unidos (DU PLESSIS et al., 1997).

Apesar das principais descri¢gdes descreverem a importancia deste agente infeccioso
em pequenos animais, existem alguns relatos de casos em humanos incluindo desde a
observagdo de morulas intra-plaquetarias até deteccdo do DNA-alvo de A. platys através de
técnica molecular (ARRAGA-ALVARADO et al., 1999; TAMI; JORDAN, 2002; TAMI;
TAMI-MAURY, 2004; MAGGI et al., 2013), demonstrando que esta enfermidade passou a
adquirir importancia também em satide publica por apresentar potencial zoonotico.

Em relagdo a transmissdo de A. platys para caes, estudos indicam o carrapato “marrom
do ca0” Rhipicephalus sanguineus sensu lato, como possivel vetor bioldgico. Estes achados
estdo relacionados a deteccdo do DNA deste hemoparasito nesta espécie de carrapato em
diferentes paises, como Japao (INOKUMA et al., 2000), Espanha (SPARAGANO et al.,
2003), Republica do Congo (SANOGO et al., 2003) e na Itdlia (RAMOS et al., 2014).
Contudo, esses resultados indicam que essa espécie de carrapato estd infectada por essa
bactéria, mas ndo necessariamente possui a capacidade de infectar um hospedeiro. Além
disso, como observado em um estudo desenvolvido em Granada, h4 indicios de que esta
espécie de carrapato esteja envolvida na transmissdo desta bactéria por muitas vezes serem
diagnosticas em cdes, demonstrando alta prevaléncia e a auséncia de outros vetores na
localidade, fornecendo evidéncias adicionais de que R. sanguineus sensu lato pode ser um
vetor (YABSLEY et al., 2008).

Em estudo realizado por Parola et al. (2003) foi também detectado DNA de 4. platys
em Dermacentor auratus que infestavam cdes da Tailandia, sendo este um dos primeiros
achados de ninfas em caes, visto que essa espécie ja foi descrita infestando regido auricular de
humanos. Entretanto, ndo ha comprovagao da participacdo deste carrapato no ciclo, visto que
os espécimes positivos podem ter se alimentado de sangue de caes com bacteremia.

Embora estes resultados apontem este carrapato como transmissor natural de 4. platys,
o delineamento experimental ndo comprovou a transmissdo do agente etioldgico para caes
(SIMPSON et al., 1991), e at¢ o momento ndo houveram conclusdes sobre quem esta
realmente transmitindo esta bactéria para os caes.

Vale destacar também que, embora carrapatos da espécie R. sanguineus sensu lato
sejam incriminados como possiveis vetores naturais do agente, existe a possibilidade da
participagdo de outros Ixodideos ou pulgas na cadeia de transmissdo de A. platys em caes no
Brasil. Entretanto, alguns trabalhos continuam a avaliar a participac¢ao de R. sanguineus sensu
lato na possivel transmissdo através da detec¢gdo do DNA alvo em espécimes deste carrapato
(ALMEIDA et al., 2012; RAMOS et al., 2014). Acredita-se que esta espécie de carrapato
possa estar envolvida devido a sua distribuicdo mundial combinada a detec¢do da bactéria
através de estudos moleculares (ALMEIDA et al., 2012), demonstrando a possivel
susceptibilidade de infeccao em caes, além do fato de que infecgdes por Ehrlichia spp. e
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Anaplasma spp. geralmente ocorrem pela saliva, através da fixacdo do carrapato em animais
ou humanos (MADIGAN et al. 2000).

Devido ao ciclo biologico de A. platys ainda ndo estar bem elucidado quanto ao
artropode vetor, a avaliagdo de outros ectoparasitos que afetam caes, se faz necessario. Dentre
estes, pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835). Este ectoparasita
apresenta grande relevancia em medicina veterinaria e satide publica, por se veicular diversos
patogenos, como cestoides, protozoarios, virus e riquétsias, aos animais € ao homem (VOBIS
et al., 2003; RUST, 2005; PEREZ-OSORIO et al., 2008).

O carrapato vermelho do cdo Rhipicephalus sanguineus sensu lato, espécie mais
difundida no mundo, seja nas Américas, Europa, Africa, Asia e Australia (SAKALI 2010), ¢
um importante vetor de patdgenos caninos como Babesia vogeli, Ehrlichia canis, Hepatozoon
canis, Rickettsia conorii e Rickettsia rickettsii (DANTAS-TORRES, 2008). No Brasil, Cunha
et al. (2009) sugerem que ha uma consideravel chance da participacao ativa de R. sanguineus
sensu lato na transmissdo de Rickettsia ricketsii para humanos. Por acometer principalmente
cdes e também devido a sua distribuicdo, existe um suporte epidemioldgico substancial
(MAGGTI et al., 2013) que permite acreditar que este seja o principal vetor de A. platys. Diante
desse fato, Simpson et al. (1991) desenvolveram um estudo experimental com esta espécie de
carrapato em caes infectados por A. platys, porém sem obter sucesso. Estes autores inferem
que nao avaliaram a possibilidade de que 4. platys possa ser transmitido por outros artrépodes
vetores ou mesmo por outros estagios de vida de R. sanguineus sensu lato, e que esses estudos
se fazem necessarios (SIMPSON et al., 1991).

As pulgas exercem sobre seus hospedeiros diversas agoes durante sua parasitose, como
irritagdo, espoliacdo e inflamacao (LINARDI, 2004). E além disso, independentemente de sua
atuacdo como ectoparasito, as pulgas sdo incriminadas na transmissdo de viroses
(mixomatose), doencas bacterianas (tifo murino, bartonelose, salmoneloses, tularemia, peste),
protozooses (tripanossomiases) e helmintoses (himenolepiases, dilepidiose, filarioses,
infecgdes por tilenquideos) (LINARDI, 2004). Em especial, observamos a participagdo de
espécies de pulgas no ciclo de algumas riquetsioses. Por exemplo, em se tratando de tifo
murino, ¢ causado por Rickettsia mooseri (= R. typhi) e os reservatdrios sdo roedores
sinantropicos. A transmissdo se realiza pelas fezes de Xenopsylla cheopis, especialmente
quando sdo elas esmagadas pelos dedos. A riquétsia infecta e se reproduz no tubo digestivo da
pulga. Alguns casos humanos ja foram assinalados no Brasil, nos estados de Minas Gerais ¢
Sao Paulo. Da mesma forma, Bartonella henselae, agente da doenca da esfoladura em gatos, €
também transmitida pelas fezes de C. felis felis. Recentemente, usando técnicas moleculares,
Rickettsia felis foi diagnosticada em pulgas Ctenocephalides spp. em Minas Gerais
(OLIVEIRA et al., 2002). Esta espécie de bactéria ¢ agente etioldgico de uma nova riquetsiose
que infecta humanos no México, Estados Unidos e Brasil (LINARDI, 2004).

Sendo assim, novos estudos se fazem necessarios para determinar qual o possivel
vetor de 4. platys em caes, por se tratar de uma riquettsiose que vem ampliando sua
importancia por acometer nao s6 animais de companhia, mas por alguns casos ja haverem
sido descritos em humanos.

2.3 Aspectos Epidemioldgicos

Pouco se sabe sobre os fatores de risco associados a Trombocitopenia Ciclica Canina
no Brasil ¢ no mundo. Muitos estudos enfocam a deteccdo desta bactéria por diferentes
métodos de diagnostico. Contudo, alguns estudos relatam alguns fatores que possam estar
associados a ocorréncia de A. platys em caes.

A localizacdo dos caes foi um fator avaliado que se mostrou associado a ocorréncia de
A. platys em caes, como descrito por Costa-Junior et al. (2013), onde animais a prevaléncia de
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caes infectados por A. platys observado em areas rurais (13,9%) foi estatisticamente superior
que nas areas urbanas (5,1%) (p < 0,05), sugestionando que os animais das areas rurais
estiveram mais expostos aos vetores desta bactéria. Essa informacao foi reforcada pelo fato de
que dados epidemioldgicos deste mesmo estudo suportaram a hipdtese de que R. sanguineus
sensu lato seja o principal vetor de 4. platys, pela sua presenga e forte associacdo entre
animais de areas rurais infestados por R. sanguineus sensu lato e infectados por 4. platys (OR
=4,38; p = 0,00; IC 95% 1,92-10,00) (COSTA-JUNIOR et al., 2013). Ainda em relagao a
fatores inerentes ao cao como a infestagdo por ectoparasitos, Silva et al. (2012) no Parana nao
observou relevancia quanto a este fator. Segundo Almeida et al. (2012), a observacao deste
patdégeno em carrapatos combinado com distribuicdo mundial de R. sanguineus sensu lato,
demonstra o elevado risco de infec¢ao em caes.

Em relagdo a idade dos cdes acometidos por 4. platys, Costa-Junior et al. (2013) e
Silva et al. (2012) ndo observaram associacao das faixas etarias e a infeccao por esse parasito.

Em estudo realizado por Silva et al. (2012), os autores ndo observaram associagdo
estatistica entre o género dos animais e a positividade para A. platys. Costa-Junior et al.
(2013) em Minas Gerais, também ndo observaram associacdo da positividade por 4. platys
com o género, bem como com a ra¢a dos animais.

No trabalho realizado por Silva et al. (2012) ndo foi observada associacao significativa
com a varidvel “acesso a rua” analisada no momento da coleta de sangue. Quanto a
associagdo com alteragcdes hematologicas, a infeccdo por A. platys teve relagdo apenas com a
trombocitopenia.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Descricao da Regido Estudada

O estudo foi realizado em caes de propriedades localizadas em areas rurais e urbanas
da Microrregido de Itaguai (Figura 1), a qual pertence a mesorregido metropolitana do estado
do Rio de Janeiro. Esta microrregido possui uma area de 907,007 km? e, é composta por trés
municipios: Itaguai, Seropédica e Mangaratiba.

A microrregido de Itaguai possui um clima caracterizado como tropical com estagao
seca e chuvas no verdo (Aw) e com estacdo de inverno bem definida segundo classificagao de
Koppen-Geiger (PIEEL et al., 2007). Este clima apresenta temperatura média do més mais
frio do ano >18°C e temperatura média maxima acima de 25°C.

Seguem abaixo as respectivas coordenadas geograficas dos municipios:
e Itaguai: 22° 51° 08 latitude Sul; 43° 46’31 longitude Oeste; Altitude: 13 metros.
e Seropédica: 22° 44’ 38 latitude Sul; 43° 42’ 27" longitude Oeste; Altitude: 26 metros.
e Mangaratiba: 22° 57’ 35” latitude Sul; 44°02°26” longitude Oeste; Altitude: 18 metros.

Em relacdo a densidade demografica da Microrregido de Itaguai, de acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populagdo de Itaguai apresenta
100.362 habitantes, seguido de Seropédica com 76.045 e Mangaratiba 34.966 somadas,
totalizando 211.373 habitantes (IBGE, 2010).

Essa microrregiao ¢ cortada por diferentes rodovias, o que favorece o deslocamento de
pessoas entre estes municipios. Esta area faz divisa com diversos municipios (Rio de Janeiro,
Nova Iguacu, Queimados, Japeri, Paracambi, Pirai, Rio Claro e Angra dos Reis).
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Figura 1. Localizagdo geografica da microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro, evidenciando os
municipios de Seropédica, Itaguai e Mangaratiba. (Fonte: SILVA, 2012).
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3.2 Tamanho da Amostra e Amostragem

Devido a auséncia de prevaléncia para A. platys na regido de estudo, considerou-se a
média entre as prevaléncias encontradas nos trabalhos realizados por Dagnone et al. (2004),
Moreira et al. (2003) e Lima et al. (2006), definindo uma prevaléncia esperada de 18%.
Admitiu-se um intervalo de confianca de 95%, e margem de erro de 4%. O célculo amostral
foi realizado conforme a férmula descrita por Sampaio (2002):

n= 1,96 X Pesp (1- Pesp)
d2

Onde: n = tamanho da amostra; Pesp = prevaléncia esperada; d* = precisio absoluta desejada.

Apds a aplicagdo desta formula, foi estabelecida a coleta de 354 amostras na
microrregido estudada.

A coleta das amostras foi realizada por conveniéncia, onde as residéncias foram
visitadas e, apos consentimento do proprietario ou responsavel, os animais foram submetidos
aos exames clinicos e as amostras de sangue foram coletadas.

Segundo informagdes divulgadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) ap6s o Censo 2010, as populagdes de Itaguai (100.362), Seropédica (76.045), e
Mangaratiba (34.966) somadas, totalizam 211.373 habitantes (IBGE, 2010). Segundo
informagdes do setor de vigilancia da Secretaria de Satide do Estado, a populacao canina dos
municipios ¢ baseada na populacdo humana (critério adotado pelo estado do Rio de Janeiro:
2,5% da populacdo humana de cada municipio). Desta forma as amostras coletadas foram
estratificadas de acordo com a populacao de cada municipio.

O numero total de amostras coletadas na microrregido de Itaguai foi de 416,
distribuidas da seguinte forma: Itaguai (n=159) e Seropédica (n=153) e Mangaratiba (n=104),
no periodo de abril de 2010 a abril de 2011.

3.3 Visita as Residéncias e Aplicacdo de Questionario Epidemioldgico

Nas residéncias visitadas, foi esclarecido a cada proprietario a razao do estudo. Apos o
seu consentimento, foi aplicado um questionario semi-estruturado (Anexo 1) na forma de
entrevista, como instrumento de investigacao, visando recolher informacdes inerentes ao
animal: género (fémea ou macho), faixa etaria (<6 meses, >6 meses a < 2 anos, >2 a <5 anos,
ou >5 a 10 anos), defini¢do racial (sem racga definida ou com raga definida), porte (pequeno,
médio ou grande), tamanho do pélo (curto, médio ou longo), escore corporal (magro, normal
ou obeso), comportamento (apatico ou ativo), histérico de distarbios hemorragicos (sim ou
ndo) e presenca de ectoparasitos (sim ou ndo); e aos aspectos extrinsecos ao cao envolvendo
a: origem, condigdes ambientais de manejo e criacdo dos animais [municipios de origem
(Seropédica, Itaguai ou Mangaratiba), area (rural ou urbana), se o animal vive dentro da
residéncia (sim ou ndo), locais de acesso (com ou sem acesso as areas de mata/pasto), se o
animal vive proximo a 4rea de mata/pastagem (sim ou ndo), se o animal nasceu na
propriedade (sim ou ndo), habito do animal (solto ou preso), se possui contato direto com
outras espécies (sim ou ndo), condi¢cdes de limpeza do ambiente (inadequada ou satisfatoria),
e se tem assisténcia veterinaria (sim ou nao).

Essas informagdes foram coletadas afim de caracterizar quais os fatores em relagao
cdo e seus habitos que possam estar associados a infec¢do por 4. platys. Em especial, as
caracteristicas extrinsecas aos cdes, foram categorizadas de maneira a esclarecer quais os
fatores relacionados ao manejo dos caes que possam propiciar que estes animais estejam mais
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susceptiveis a infectar-se por este agente infeccioso.

A varidvel relacionada a limpeza do ambiente foi categorizada considerando a
observacgado da condi¢do sanitaria no momento da coleta, somada a frequéncia de recolhimento
de fezes informada pelo proprietario.

Todas as informacdes adquiridas a partir de questdes pré-estabelecidas foram
tabuladas a fim de avaliar estatisticamente os possiveis fatores associados a positividade de
caes a A. platys.

3.4 Investigacao de Infestacdo Parasitaria

Durante a visita as residéncias, os animais ¢ o ambiente foram inspecionados para a
identificagdo dos ectoparasitos presentes em cdes domiciliados na microrregido de Itaguai.
Em algumas residéncias foram coletados alguns espécimes para amostragem, e armazenados
em tubos contendo alcool isopropilico. Posteriormente, essas amostras foram levadas ao
Laboratorio de Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental de Pesquisa Parasitoldgica
W.0. Neitz (LHV / E.E.P.P. W.O. Neitz), na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
para identificacdo dos ectoparasitos, com base em chaves taxonomicas (BICHO; RIBEIRO,
1998; ONOFRIO et al., 2006; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2014).

3.5 Coleta de Sangue

Uma amostra de 5 mL de sangue periférico foi coletada de cada animal através de
puncao da veia cefalica, e colocadas em tubo com anticoagulante EDTA, sendo devidamente
identificado e acondicionado em recipiente térmico e encaminhada ao LHV / E.E.P.P. W.O.
Neitz, na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, para o seu o processamento. As
amostras de sangue total foram acondicionadas em tubos estéreis de polipropileno
devidamente identificados, e mantidos a temperatura de -80°C.

3.6 Extracao de DNA, Quantificacao e Pureza das Amostras

As amostras de sangue total foram submetidas ao processo de extragdo de DNA total
com o auxilio do kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®™), conforme protocolo do
fabricante. Apos a extracdo do DNA, cada amostra foi quantificada em espectrofotometro
(NanoDrop 2000 - Thermo Scientific), e posteriormente acondicionadas e aliquotadas em
novos tubos de polipropileno de 0,6mL, apds diluicdo em agua estéril, sob a concentracao
final de 100 ng/uL de DNA. Os tubos foram prontamente identificados, armazenados em
caixas e mantidos a temperatura de -80°C.

3.7 PCR em Tempo Real (QPCR)

As amostras de DNA de sangue dos cdes foram submetidas a amplificacdo de um
fragmento especifico de 84pb do gene gltA especifico para A. platys através da qPCR
utilizando sondas de hidrolise descrita no Capitulo I desta tese. Amostras foram consideradas
positivas com o indice “cycle quantification” (Cq) menor que 40 ciclos, desde que o resultado
se repetisse em duplicata.

O DNA utilizado como controle positivo na reacao foi obtido de sangue de um cao
sintomatico com inclusdes em plaquetas e confirmado através de técnicas moleculares
especificas para 4. platys (“Genbank” ID: FJ755157). Agua livre de Nuclease (Ambion®) foi
usada como controle negativo.
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3.8 Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva dos valores de frequéncia de
positividade dos caes por Anaplasma platys, considerando um intervalo de confianga de 95%
de significancia. As caracteristicas extrinsecas ¢ intrinsecas dos cdes (variaveis
independentes) foram comparadas em fun¢do da frequéncia de positividade, através do teste
Qui-quadrado e/ou Exato de Fisher, ao nivel de 15% de significancia. Para esta andlise foi
utilizado do software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007). Estas varidveis que apresentaram
diferenca estatistica (p<0,15) foram incluidas em um modelo de regressao logistica multipla,
ao nivel de 5% de significancia.

A presenca e o nivel de infestagcdo por carrapatos e ectoparasitos foram avaliados
isoladamente em fungdo da positividade dos caes por A. platys. Foram selecionados quatro
niveis de variagao da infestacdo (ausente, leve, moderada e alta) e a associacao foi avaliada ao
nivel de p<0,05 através do teste Qui-quadrado com a positividade dos animais. Ambas
variaveis associadas a infestacdo foram analisadas através do modelo de regressdo logistica
multipla, ao nivel de 5% de significancia, sendo incluida no modelo final somente a varidvel
significante.

A andlise multivariada destes dados foi realizada através da regressdo logistica,
utilizando o método Foward, e o modelo final foi avaliado pelo teste de Hosmer e Lemeshow
(p>0,05). Procedeu-se também uma analise de correlacdo de Phi com as varidveis
independentes selecionadas para a regressdo logistica, com o objetivo de verificar a
colinearidade e eliminar as variaveis altamente correlacionadas do modelo. Neste caso,
permaneceu no modelo final a variavel independente que apresenta maior importancia
biologica.

Uma analise descritiva foi realizada com os dados relativos aos cdes infectados e em
relagdo a presenca de sintomas ou sinais clinicos sugestivos da infeccdo por 4. platys. Para
essas etapas utilizou-se o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).

3.9 Principios Eticos

Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica na Pesquisa da UFRRJ (COMEP/UFRRYJ) sob o protocolo N.° 363/2013,
informando que este projeto de pesquisa que esta sob o processo 23083.003990/2013-93,
atende aos principios basicos e éticos para pesquisa envolvendo o uso de animais. Todos os
procedimentos foram realizados por uma equipe de médicos veterinarios capacitados.
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4 RESULTADOS

Das amostras testadas na qPCR, 14,2% (n = 59/416) foram consideradas positivas para
A. platys, apresentando o Cg médio de 30,88 & 6,07 ciclos, variando de 18,68 a 38,95 ciclos.

Dentre os 59 animais em que foi detectado DNA de A. platys, 38,98% (n = 23/59)
pertenciam ao municipio de Seropédica, enquanto 38,98% (n = 23/59) pertenciam a Itaguai e
22,03% (n = 13/59) a Mangaratiba.

Em relagdo as variaveis intrinsecas aos caes, observou-se que apenas a faixa etaria, a
presenga de ectoparasitos e a infestagao por carrapatos foram fatores associados a positividade
dos animais por A. platys, ao nivel de 15% de significincia (Tabela 1). Dos espécimes de
ectoparasitos coletados foram identificados carrapatos adultos da espécie Rhipicephalus
sanguineus sensu lato, sendo este o maior grupo de ectoparasitos coletados, além de
Amblyomma sculptum, Amblyomma ovale e estagios imaturos de Ixodideos. Foram
observados também piolhos da espécie Trichodectes canis e pulgas Ctenocephalides felis e
Ctenocephalides canis, sendo que tanto os ectoparasitos, quanto isoladamente a infestagao por
carrapatos foram observados em diferentes niveis de infestagcao nos animais acometidos.

Tabela 1. Analise descritiva e bivariada das caracteristicas intrinseca aos caes infectados por
Anaplasma platys, diagnosticados através da qPCR na microrregido de Itaguai, estado do Rio

de Janeiro, 2016
Caracteristicas intrinsecas dos Analise descritiva Analise bivariada
caes N (%) IC de 95% > P
Género

Fémea 196 12,8 (8,08 —17,43)

Macho 220 15,5 (10,68 —20,23) 0,62 0,43
Definicao racial

SRD 285 15,1 (10,93 - 19,24)

Raca definida 131 12,2 (6,61 -17,82) 0,60 0,42
Faixa etaria

<6 meses 35 429 (26,46 — 59,25)

>6 meses a < 2 anos 106 15,1 (8,28 -21,91)

>2 a<5 anos 125 96 (4.44 — 14.76) 2747 0,00

>5a 10 anos 150 10,7 (5,73 -15,61)
Tamanho

Pequeno 130 15,4 (9,18 —21,59)

Médio 222 15,3 (10,58 —20,05) 2,52 0,28

Grande 64 7,8 (1,24 - 14,39)
Pélo

Curto 206 16,0 (11,01 —21,03)

Médio 142 9,9 (4,96 — 14,76) 3,42 0,18

Longo 68 17,6 (8,59 -26,71)
Possui ectoparasitos?*

Sim 269 19,3 (14,61 —24,05)

Nao 147 4.8 (1,32 - 8,20) 16,57 0,00
Infestacio por carrapatos?

Sim 192 20,8 (15,09 —26,58)

Nio 224 8,5 (4,83 —12,13) 12,96 0,00
TOTAL 416 14,2 (10,83 —17,54)

N: nimero de animais examinados pela qPCR; ¥*: Teste Qui-quadrado; P: p-valor; IC: Intervalo de Confianga.
SRD: Sem raca definida. *Ectoparasitos observados foram considerados infestagdes simultaneas por carrapatos,
pulgas ou piolhos.
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Das doze varidveis extrinsecas selecionadas no estudo foram incluidas no modelo de
regressao logistico somente sete variaveis (P<0,15), sendo estas o tempo de permanecia do
cao no interior da residéncia, os locais de acesso do animal, se 0 animal vive proximo a areas
de mata e/ou pastagem, o hdbito do animal (preso ou solto), a presenga de abrigo para o cdo, a
condi¢do de limpeza aonde o animal permanece ¢ se o animal possui assisténcia veterinaria
periodica (Tabela 2).

Tabela 2. Analise descritiva e bivariada das caracteristicas extrinsecas relacionadas aos caes
infectados por Anaplasma platys, diagnosticados através da qPCR na microrregiao de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro, 2016

Caracteristicas extrinsecas aos Anadlise descritiva Analise bivariada
cies N (%) IC de 95% x> P
Municipios

Seropédica 153 15,0 (9,37 -20,70)

Itaguai 159 14,5 (9,00 — 19,93) 0,34 0,84

Mangaratiba 104 12,5 (6,14 -18,86)
Area

Rural/Periurbano 195 15,9 (10,77 —21,03) 0.88 0.34

Urbana 221 12,7 (8,28 — 17,06) ’ ’
Animal vive mais dentro da residéncia

Sim 44 22,7 (10,34 - 35,11)

Néo 372 13,7 (8,73 -16,27) 2,95 0,08
Contato direto com outras sp. Animais

Sim 194 16,0 (10,82 —21,14)

Néo 222 12,6 (8,25 -16,98) 0,96 0,32]
Locais de acesso do animal

Areas de Mata/pasto 214 19,6 (14,30 — 24,95) 11.88 0.00

Sem acesso a Mata/pasto 202 8,4 (4,59 —12,24) ’ ’
Animal vive préoximo a area de
mata/pastagem?

Sim 169 18,3 (12,51 —24,18)

Néo 247 11,3 (7,38 —15,29) 4,04 0,06
Animal nasceu na propriedade?

Sim 142 13,4 (7,78 — 18,98)

Néo 274 14,6 (10,42 — 18,78) 0,11 0,73
Habito do animal

Solto 339 12,1 (8,62 —15,57)

Preso 77 23,4 (13,92 — 32,83) 6,52 0,01
Apresenta abrigo?

Sim 276 10,5 (6,89 — 14,13)

Néo 140 21,4 (14,63 —28,23) 9,10 0,00
Condicao de Limpeza do ambiente?

Inadequada 34 23,5 (9,27 -37,79) 230 0.13

Satisfatoria 382 13,4 (9,94 - 16,76) ’ ’
Tem assisténcia veterinaria

Sim 180 7,2 (3,44 -11,00)

Nao 236 19,5 (14,44 — 24,55) 12,48 0,00
Usa produtos parasiticidas no animal?

Sim 273 15,4 (11,10 — 19,66)

Nao 143 11,9 (6,58 -17,19) 1,22 0,26
TOTAL 416 14,2 (10,83 — 17,54)

N: nimero de animais examinados pela qPCR; y?: Teste Qui-quadrado; P: p-valor; IC: Intervalo de Confianga.
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Sob os aspectos das variaveis relacionadas a infestacdo por artropodes, foi possivel
observar que tanto a presenga, quanto o grau de infestacdo por ectoparasitos e/ou carrapatos
foram significativos em relacdo a infeccdo dos cdes por 4. platys, através do teste Qui-
quadrado (P<0,01) (Tabelas 1 e 3). Com isso, a variavel infestacdo por carrapatos foi
selecionada para participar do modelo final da regressao logistica, visto que carrapatos sao
incriminados como os possiveis vetores de 4. platys.

Tabela 3. Andlise bivariada da frequéncia de Anaplasma platys em caes analisados, através
da PCR em tempo real, em fun¢ao do grau de infestacdo por artrépodes observados nos
animais da microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, 2016

Bivariad
Grau da infestacio por artropodes N (%) > fvanaca P
Infestacio por carrapatos
Sem infestagao 224 8,5
Infestacao leve 117 14,5
’ 34,84 0,00
Infestagdo moderada 32 18,8 ’ ’
Infestacdo elevada 43 39,5
Infestacio por ectoparasitos**
Sem infestacao 147 4,8
Infestacao leve 146 12,3
’ 29.25 0,00
Infestagdo moderada 56 19,6 ’
Infestacao elevada 67 34,3

P: p-valor; **Ectoparasitos observados foram considerados infestagdes simultdneas por
carrapatos, pulgas ou piolhos.

Na tabela 4 estdao demonstradas as variaveis contidas no modelo de regressao final
com as variaveis independentes significativas associadas a infeccdo dos caes por 4. platys, na
area de estudo. Das varidveis relacionadas, a idade foi um fator relevante para a positividade
dos cdes, sendo observado que animais com até seis meses de idade apresentaram 4,49 vezes
mais chance de estarem infectados por esta bactéria, em relacdo as demais faixas etarias
analisadas (P<0,001; IC: 1,80 — 11,23). Além disso, cdes que permaneciam presos a maior
parte do tempo, seja no interior da residéncia, ou nas dependéncias da propriedade foi um
fator associado a positividade por A. platys (OR=2,57; P<0,01; IC: 1,22 — 5,42). Da mesma
forma, a auséncia de um abrigo para o cdo, como a presen¢a de um canil, demonstrou também
ser um fator relacionado a infecgdo dos cdes por este agente (OR=2,96; P<0,0001; IC: 1,54 —
5,67). Contudo, a variavel com maior influéncia na positividade dos caes por A. platys foi a
ocorréncia e o grau de infestagdo por carrapatos. Observou-se que caes com elevado grau de
infestagcdo por carrapatos apresentaram 5,34 vezes mais chances de estarem infectados, assim
como aqueles com moderada infestagdo (OR=2,59; P<0,01; IC: 0,91 — 7,36), destacando
assim o efeito do parasitismo por estes artropodes podem ter relagdo direta com a transmissao
do agente para os cdes estudados.
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Tabela 4. Modelo de regressao logistico final dos fatores associados a infec¢ao dos caes por
Anaplasma platys na microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, 2016

. Positivos Analise Multivariada***
Variaveis Independentes
(N) (%) Cc@B) EP P OR IC 95%

Idade

<6 meses 35 42,9 1,50 0,46 0,00 449 (1,80-11,23)

>6 meses a < 2 anos 106 15,1 0,19 0,40 0,63 - -

>2 a<5 anos 125 9,6 -0,40 0,42 0,34 -

>5a 10 anos 150 10,7 * * * * *
Criac¢ao do animal

Solto 339 12,1 * * * * *

Preso 77 23,4 0,94 0,38 0,01 2,57 (1,22 -5,42)
Apresenta abrigo?

Sim 276 10,5 * * * * *

Nao 140 21,4 1,08 0,33 0,00 296 (1,54 -5,67)
Infestacao por carrapatos?

Ausente 224 8,5 * * * * *

Leve 117 14,5 0,24 0,37 0,51 - -

Moderada 32 18,8 0,95 0,53 0,07 2,59 (0,91 —7,36)

Alta 43 39,5 1,67 0,42 0,00 534 (2,30-12,30)

Constante do modelo - - -3,59 0,47 0,00 - -

N: niimero de animais; (%): Percentual de positivos; C(B3); Coeficiente do modelo; EP: Erro padrao; P:
p-value; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga. *Categoria de Referéncia. ***Teste de Hosmer
e Lemeshow (p=0.11).

Sobre alguns aspectos clinicos observados nos animais, vale destacar em relacdo ao
comportamento dos cdes, que a propor¢do de animais apaticos (31,8%; n = 7/22) foi maior
nos caes infectados por 4. platys (Tabela 5). Observou-se também que 12,9% (n = 4/31) dos
animais com escore corporal “magro” apresentaram-se positivos para A. platys quando
submetidos ao diagnoéstico através da qPCR.

Dentre os distirbios de coagulagdo, foram observados casos com ocorréncia de
petéquias, equimoses, bem como fragilidade capilar acompanhado de retardo na coagulacao
durante o momento da coleta de sangue periférico dos animais. Contudo, somente 5,9% (n =
1/17) dos animais que apresentavam esses quadros clinicos estiveram positivos para A. platys
(Tabela 5). Quanto ao histérico de epistaxe, rinorragia ou gengivorragia nos animais
amostrados nesse estudo, observou-se que 15,8% (n = 3/19) dos cdes que apresentaram esses
sinais estiveram positivos para 4. platys (Tabela 5).
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Tabela 5. Alteragdes clinicas observadas nos caes em fun¢do do diagnostico da infec¢ao por
Anaplasma platys, no estado do Rio de Janeiro, 2016

qPCR (4. platys)

Alteracoes clinicas

(n) (%)

Escore corporal

Magro 31 12,9

Normal 370 14,6

Obeso 15 6,67
Comportamento do animal

Apatico 22 31,8

Ativo 394 13,2
Coloracao da mucosa ocular

Hipocorada 301 13,0

Normocorada 110 18,2

Hipercorada 5 0,0
Coloracao da mucosa oral

Hipocorada 330 13,3

Normocorada 83 18,1

Hipercorada 3 0,0
Disturbio de coagulacio na pele

Sim 17 5.9

Nao 399 14,5
Historico de epistaxe, rinorragia ou
gengivorragia

Sim 19 15,8

Nao 397 14,4

gPCR: Reacao em cadeia da polimerase quantitativa; n: nimero de animais por categoria.
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5 DISCUSSAO

As freqiiéncias de cles positivos observados neste estudo foram semelhantes ao
observado por Ferreira et al. (2007) que detectou o0 DNA de A. platys através da técnica de
nPCR em 15,8% das amostras analisadas. Essa relagdo pode ser explicada pelo fato de que o
estudo desenvolvido por Ferreira et al. (2007) foi realizado com amostras provenientes de
diferentes localidades da cidade do Rio de Janeiro, onde as caracteristicas ambientais e
climaticas sdo semelhantes as da microrregido de Itaguai. Além disso, ambos os estudos
foram delineados utilizando o critério de amostragem por conveniéncia, a coleta amostras de
sangue de cdes tanto de machos quanto de fémeas, de diferentes defini¢des raciais e faixas
etarias.

A positividade para este agente ndo apresentou associagdo significativa (p>0,05) em
relagdo ao municipio de origem, demonstrando que A. platys estd proporcionalmente
distribuido em Seropédica, Itaguai e Mangaratiba. A prevaléncia de A. platys no Brasil,
determinada através de métodos moleculares, varia de 4,1% a 85,7% (COSTA-JUNIOR,
2007; DAGNONE et al., 2003; DAGNONE et al., 2004; SOUZA et al., 2004), estando o
presente estudo dentro desta faixa de variacao.

Sobre a distribuicdo deste agente, muitos estudos adotam o esfregago sanguineo como
método de diagnostico (MOURA et al., 2002; MOREIRA et al., 2003; RAMOS et al., 2009).
Contudo, neste tipo de estudo, os resultados descritos variam de acordo com a regido
estudada, grupo de animais avaliados e principalmente de acordo com a capacidade e
experiéncia técnica do observador na andlise dos esfregagos sanguineos na microscopia
optica. Moura et al. (2002) a partir de estudos baseados em prontudrios com base em
resultados obtidos com esfregaco sanguineo em Cuiaba, determinou uma prevaléncia de
1,16%, assim como a prevaléncia de 1,81% encontrada por Pichotano et al. (2004) em Sao
Paulo. Esses valores foram considerados relativamente baixos quando comparados aos
estudos de Moreira et al. (2003) e Lima et al. (2006) que encontraram também através da
adocdo do esfregaco sanguineo como técnica de diagnostico, prevaléncias de 14,5% (Belo
Horizonte, MG) e 29,3% (Recife, PE), respectivamente. A diferenca entre esses valores pode
estar relacionada ao tempo de desenvolvimento do estudo, visto que a investigagdo realizada
por Moreira et al. (2003) foi desenvolvida durante trés anos consecutivos, ¢ o de Lima et al.
(2006) em dois anos continuos, enquanto os demais estudos utilizaram amostras coletadas em
um periodo mais restrito, podendo minimizar a chance de adquirir amostras de animais
positivos em determinada época do ano.

Utilizando a técnica de esfregago sanguineo, Ramos et al. (2009) ao avaliarem caes
domésticos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife, observaram 21,0% de positividade para A. platys e Ferreira et al. (2007) no Rio de
Janeiro observaram 14,85%, enquanto que Silva (2010) em Teresina, Piaui, e Rodrigues et al.
(2004) em zona rural de Juiz de Fora, Minas Gerais, observaram 2,22% e 9,90%
respectivamente. Isso demonstra que as frequéncias de A. platys podem variar entre os estados
brasileiros, e mais estudos sdo necessarios para elucidar quais os fatores que estdo associados
a frequéncia de animais infectados nessas regides, visto que poucos estudos tém caracterizado
a ocorréncia da trombocitopenia ciclica canina.

Entretanto, a positividade encontrada através desta técnica pode estar relacionada as
inclusdes basofilicas observadas em plaquetas ndo necessariamente definidas como morulas
de 4. platys (CORREA et al., 2011), podendo decorrer em fun¢do da presenca de granulagdes
provenientes da propria constitui¢ao plaquetaria (FERREIRA et al., 2008; MYLONAKIS et
al., 2003), ou mesmo por artefatos resultantes da técnica que podem confundir o observador.
Além desses fatores, alguns trabalhos discutem a possibilidade da ocorréncia de inclusdes de
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E. canis em plaquetas (ALMOSNY, 1998; DAGNONE, 2006). Corroborando esses achados,
foram descritos alguns casos em que morulas foram identificadas em plaquetas durante a
analise do esfregaco sanguineo, ¢ quando testadas em PCR especificas, as amostras foram
negativas para A. platys e positivas para E. canis (RAMOS et al., 2009). Diante disso,
métodos moleculares podem ser aliados na deteccio do parasito para estudos
epidemioldgicos. Sabe-se que estudos epidemiologicos geralmente utilizam métodos
soroldgicos para a deteccdo do agente pesquisado, contudo, um dos kits comercializados no
Brasil apresenta uma caracteristica que compromete a eficiéncia no diagnostico sugerindo que
podem ocorrer reagdes cruzadas entre 4. platys e Anaplasma phagocytophilum ou Ehrlichia
canis, informagdo essa fornecida pelo fabricante deste kit, como também por trabalhos
cientificos (GREENE, 2006; BARR, 2009; BREITSCHWERDT, 2013).

Em estudo realizado por Costa-Jinior (2007) foi possivel observar que a frequéncia de
positividade para A. platys foram diferentes entre areas rurais e urbanas do estado de Minas
Gerais, sendo observado nas areas rurais 4,08% em Belo Horizonte, 7,22% em Lavras e
19,61% em Nanuque, enquanto que nas areas urbanas destas mesmas localidades; nenhum
animal positivo foi observado no municipio de Lavras, 9,76% foi observado em Nanuque, e
5% em Belo Horizonte.

Em estudo realizado por Silva et al. (2012), os autores também ndo observaram
associacdo estatistica entre o género dos animais e a positividade por 4. platys, assim como
descrito por Cardoso et al. (2015). Costa-Junior et al. (2013) em Minas Gerais (p=0,82),
também ndo observaram associacdo da positividade por A. platys, nem com o género € nem
com raca dos animais, corroborando os resultados do presente estudo. Moreira et al. (2003)
encontraram maior percentual de fémeas infectadas, enquanto Silva (2010) observou que a
frequéncia de machos positivos para 4. platys foi mais elevada, ambos resultados que diferem
do presente estudo. Isso demonstra que ainda ndo esta sedimentado que exista uma relagdo
entre o género dos animais e a infecg¢@o por esta bactéria.

Com relagdo a idade dos caes foi possivel observar associagdo com a positividade para
A. platys entre as faixas etdrias, o que difere dos resultados obtidos por Costa-Junior et al.
(2013) (p = 0,22) e Silva et al. (2012) (p = 0,61) que nao demonstraram influéncia dessa
caracteristica. No presente estudo, animais com idade inferior a seis meses apresentaram
maior frequéncia de positividade e 4,49 vezes mais chance de estarem infectados por A.
platys, fato este que pode estar relacionado ao contato destes animais muito jovens com o
agente em primo-infecgdo, estando esses animais em condigdo de maior susceptibilidade.
Logo, animais mais velhos, por apresentarem maiores chances de exposicdo a A. platys
podem ter desenvolvido uma resposta imune mais eficaz, tornando-se mais resistentes ao
agente infeccioso. Apesar dos estudos realizados até o momento nao definirem a idade mais
associada a infec¢do por esta bactéria, sabe-se que em caes jovens pode existir uma predilecao
de A. platys em infectar células jovens, segundo Tommasi et al. (2014). De acordo com esses
autores, inclusdes parasitarias em células precursoras de trombdcitos provenientes da medula
O0ssea de animais jovens foram encontradas, e que outros estudos sdo necessarios para
estabelecer conclusivamente se animais mais jovens podem representar um fator de
predisposicdo para infec¢ao de precursores de plaquetas.

A varidvel “animal criado dentro da residéncia”, através da andlise de regressdo
logistica neste estudo apresentou significancia de 6%, sendo, portanto, retirada do modelo
final. Contudo, mesmo ndo estando no modelo final, foi observado que este fator esteve muito
proximo da associacdo com a positividade para 4. platys. Este fato refor¢a ainda mais os
achados entre positividade dos cdes e aspectos da criacdo, como o habito do animal preso no
interior da residéncia e a auséncia de um abrigo especifico para o cdo. Assim, € possivel que
artropodes que atuem como vetores desta bactéria estejam mais adaptados ao ambiente
doméstico ou antropico, ampliando assim as chances da infeccdo dos caes criados sob estas
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condi¢gdes ambientais. Isso € bem demonstrado, quando se observa que o maior nimero de
espécimes de ectoparasitas observados nos cdes foram carrapatos da espécie R. sanguineus
sensu lato e pulgas da espécie C. felis, ambos altamente adaptados ao ambiente doméstico.
Vale destacar também que, embora carrapatos da espécie R. sanguineus sensu lato sejam
incriminados como possiveis vetores naturais do agente (SANOGO et al., 2003; YABSLEY
et al., 2008; COSTA-JUNIOR et al., 2013), existe a possibilidade da participagdo de outros
Ixodideos na cadeia de transmissao de 4. platys em caes no Brasil. Além disso, o ciclo
biologico de A. platys ainda ndo estd bem elucidado, recordando que o unico estudo
experimental para confirmagdo da participacdo de R. sanguineus sensu lato como vetor
realizado por Simpson et al. (1991) ndo obteve sucesso, demonstrando que sdo necessarios
estudos investigando outros ectoparasitos que acometam caes. Dentre estes ectoparasitos que
inspiram uma curiosidade cientifica, encontram-se as pulgas da espécie C. felis, que apresenta
uma ampla capacidade de veicular diversos patdogenos, como cestoides, protozoarios, virus e
rickéttsias, aos animais e ao homem (VOBIS et al., 2003; RUST, 2005; PEREZ-OSORIO et
al., 2008). No presente estudo, encontraram-se alguns animais infestados por piolhos, porém
ndo associamos as infestagdes isoladas por ectoparasitos as positividades para 4. platys. Desta
forma, esses achados permitem apenas suscitar a possibilidade de que outros vetores possam
estar associados a transmissdo desta bactéria na microrregido de Itaguai a partir dos achados
epidemiologicos descritos estatisticamente para a varidvel infestagdo por carrapatos pela
multivariada, e presenga de ectoparasitos pela bivariada. Contudo, em estudo realizado na
Australia, Brown et al. (2005) suspeitam que uma espécie de piolho Heterodoxus spiniger
possa ser o transmissor deste agente, visto que a prevaléncia de 4. platys e de H. spiniger em
determinado periodo do ano ¢ alta, enquanto a de R. sanguineus sensu lato ¢ considerada
muito inferior. Por essa razdo, estudos futuros se fazem necessarios para investigar quais os
potenciais vetores associados a transmissao de 4. platys.

Um fator que pode interferir na manutenc¢ao do ciclo de hemoparasitos ¢ a atuagdo do
proprietario no controle de ectoparasitos nos animais e no ambiente com produtos
parasiticidas, como método de prevencao da dispersdo das doencas. Esse nao foi um fator
associado estatisticamente a positividade para 4. platys nesse estudo. Porém, a informagao
cedida pelo proprietario sobre a utilizacdo de produtos quimicos e sua atengao para cuidados
sanitarios no ambiente, ndo nos permite concluir se sua atuagdo esteja ocorrendo
adequadamente. Sabe-se que o uso de produtos de forma indiscriminada, sem respeitar a dose
e frequéncia de aplicagdo recomendadas, podem causar resisténcia do artrépode aos principios
ativos, bem como selecdo de vetores mais resistentes, propiciando que os vetores se
mantenham no ambiente e continuem a transmitir agentes patogénicos (STULL; WEESE,
2015).

Em muitos casos, animais de companhia, como os caes, sdo criados no interior das
proprias residéncias, sendo este fato muitas vezes relacionado a idade do animal, a raca, ¢ a
questdes inerentes a conduta do proprietario. Racas de pequeno porte, assim como, animais
muito jovens, muitas vezes sdo criados na propria residéncia, sem apresentarem um abrigo
especifico para o animal. Este fato pode levar a adaptacdo de seus ectoparasitos a este
ambiente mais domiciliar, que muitas vezes, nem sao notados pelos proprietarios, nas fases de
vida livre no interior da residéncia. A limpeza do ambiente aonde o animal permanece maior
parte do tempo também € um fator muito importante, visto que animais criados em ambiente
sanitariamente improprio foram mais infectados. Vale destacar ainda que a presenga de abrigo
especificos dos animais, como a contru¢ao de canis, muitas vezes favorece a uma limpeza
mais apurada pelos proprietarios, com produtos de limpeza mais especificos, o que nem
sempre ocorre no interior da casa ou nas adjacéncias da residéncia, favorecendo o
estabelecimento de ectoparasitos nestes locais. Esta conjuntura de fatores observados como,
animais muito jovens, criados presos na residéncia, sem a presenga de um abrigo especifico
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para o animal, com elevada carga de ectoparasitos pode aumentar a probabilidade para a
infecgdo por A. platys.

Neste estudo, foi possivel demonstrar através da andlise bivariada (Qui-quadrado) que
cdes com acesso ou criados nos arredores de locais de mata e/ou pastagem, foram associadas a
positividade (y>=11,8; P<0,001; x?=4,04; P<0,06). Entretanto, estas varidveis nio foram
significativas apos a analise multivariada. Este achado suscita a possibilidade que o
acesso/proximidade do cdo com este ambiente silvestre pode favorecer o contato do animal
com possiveis vetores competentes oriundos da fauna silvestre/ou do campo. Alguns estudos
realizados em outros paises tém demonstrado que outros carrapatos que infestam uma
diversidade de hospedeiros tanto no ambiente doméstico como silvestre, podem estar
envolvidos na infeccdo e transmissdo de A. platys, como as espécies Ixodes persulcatus,
Dermacentor nuttalli JAVKHLAN et al., 2014), Rhipicephalus turanicus (HARRUS et al.,
2011) e Dermacentor auratus (PAROLA et al., 2003). Contudo, nesses trabalhos nao foram
realizadas avaliagdes experimentais sobre o potencial de transmissao, mas somente a detecgao
do DNA de A. platys, o que ndo determina o real papel destes artropodes como vetores,
apenas suscitando seu envolvimento, demonstrando que futuros estudos sdo necessarios para
confirmar sua participagao efetiva do ciclo biologico desta bactéria.

Como as variaveis relacionadas ao acesso ou criagdo nos arredores de locais de mata
e/ou pastagem nao foram influentes através da modelagem dos dados, ratifica que para a
maioria dos casos, o principal vetor estaria adaptado ao ambiente antropico, mas que poderia
haver outros vetores também competentes, que habitam um ambiente silvestre, e que
participam da transmissao desta bactéria para caes domiciliados.

Apesar dos aspectos clinicos avaliados ndo entrarem na regressao logistica, eles foram
analisados de maneira descritiva, e observou-se que a propor¢ao de caes com distarbios de
coagulacdo, histdrico de epixtase, rinorragia, gengivorragia, bem como animais com escore
corporal inferior, apresentaram uma frequéncia maior de positividade para A. platys. Sabe-se
que a trombocitopenia em decorréncia da infeccdo por A. platys, é considerada o resultado da
lesdo direta as plaquetas pela replicacdo do patdogeno, principalmente na fase aguda da
infeccdo (FRENCH; HARVEY, 1983), desencadeando quadros de fragilidade capilar e
processos hemorragicos como observado nesse estudo, pela diminui¢do no numero de
plaquetas. Os sinais clinicos causados pela doenga incluem letargia, anorexia e febre
(TROTTA et al., 2009), o que sao fatores que propiciam o enfraquecimento do animal e
queda no escore corporal. Vale citar que em alguns casos, cdes infectados por este agente
apresentam-se assintomaticos (HARRUS et al., 1997), e além disso, tanto a trombocitopenia
como os outros sinais clinicos encontrados nesse estudo nao sdo patognomoénico da doenga
infecciosa causada por 4. platys (FERREIRA et al., 2008).
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6 CONCLUSAO

A idade dos cdes e a presenga de elevado grau de infestagdo por carrapatos sdo os
fatores mais importantes relacionados a infecdo destes animais por A. platys na microregido
de Itaguai, no estado do Rio de Janeiro.

O modo de criagao e tipo de ambiente em que estes caes estdo também sao fatores
relacionados a infecg@o destes animais por este agente etioldgico.
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RESUMO

SILVA, Claudia Bezerra. Detec¢do molecular e caracterizacdo de Anaplasma platys em
cies e carrapatos em Cuba. 2016. 26p. Tese. (Doutorado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

A trombocitopenia infecciosa canina causada por Anaplasma platys ¢ um problema na satude
de cdes de todo o mundo. Este estudo objetivou detectar e caracterizar a bactéria 4. platys em
cdes e carrapatos de Cuba usando métodos moleculares. Amostras de &cido
desoxirribonucléico (DNA) genomico de sangue de cdes e carrapatos foram testadas através
de uma reagdo em cadeia da polimerase tipo nested (nPCR) usando o gene 16S ribossomal
DNA (rDNA) como gene alvo. Amostras positivas na nPCR foram também submetidas a PCR
para o gene citrato sintase (g/t4) e os produtos foram sequenciados. Somente a espécie
Rhipicephalus sanguineus sensu lato foi encontrada em caes, e 10,20% (n=5/49) desses
carrapatos somado aos 16,0% (n=16/100) de cdes foram considerados positivos para A. platys
através da nPCR com alvo no gene 16S rDNA. Todas as sequéncias analisadas para os genes
glt4 e 16S rDNA, respectivamente, mostraram uma identidade de 99-100% com sequéncias
de A. platys reportadas em outros lugares do mundo. A andlise filogenética mostrou dois
clusters definidos para o gene 16S rDNA e trés clusters definidos para o gene gltA. Com base
no gene glt4, a sequéncia de aminoacidos deduzidos demonstrou dois pontos de muta¢ao ndo-
sindnima nas posigdes 88 ¢ 168 comparados com sequéncia de referéncia DQ525687. Um
estudo preliminar sobre os aspectos epidemioldgicos associados com a infec¢do por 4. platys
demonstrou nenhuma associacao estatistica com as variaveis avaliadas (p > 0,05). Este estudo
foi a primeira evidéncia de 4. platys em ambos caes e carrapatos em Cuba. Estudos adicionais
sdo necessarios para avaliar os aspectos epidemiologicos da infeccdo A. platys em caes
cubanos.

Palavras-chave: Anaplasma platys; caes; trombocitopenia ciclica canina; reacdo em cadeia
da polimerase; Rhipicephalus sanguineus sensu lato.
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ABSTRACT

SILVA, Claudia Bezerra. Molecular detection and characterization of Anaplasma platys in
dogs and ticks in Cuba. 2016. 26p. Tesis (Doctor of Veterinary Science). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The canine infectious cyclic thrombocytopenia caused by Anaplasma platys is a worldwide
dog health problem. This study aimed to detect and characterize 4. platys bacteria in dogs and
ticks from Cuba using molecular methods. Genomic deoxyribonucleic acid (DNA) samples
from blood and ticks were tested by a nested polymerase chain reaction (nPCR) using 16S
ribosomal DNA (rDNA) as the target gene. Positive samples in nPCR were also subjected to
PCR for citrate synthase (g/t4) gene and the products were sequenced. Only Rhipicephalus
sanguineus sensu lato was found on dogs, and 10.20% (n=5/49) of these ticks plus sixteen
percent (16.0%, n=16/100) of dogs were considered positive for 4. platys by nPCR targeting
the 16S rDNA gene. All analyzed sequences for gltA and 16S rDNA genes, respectively,
showed a 99-100% identity with sequences of A. platys reported in around the world.
Phylogenetic analysis showed two defined clusters for the 16S »DNA gene and three defined
clusters for the g/t4 gene. Based on the gl/t4 gene, the deduced amino acid sequence showed
two points of non-synonymous mutation at positions 88 and 168 compared with the reference
sequence DQ525687. A preliminary study on the epidemiological aspects associated with
infection by A. platys showed no statistical association with the variables studied (p>0.05).
This study was the first evidence of A. platys in both dogs and ticks in Cuba. Further studies
are needed to evaluate the epidemiological aspects of 4. platys infection in Cuban dogs.

Keywords: Anaplasma platys; dogs; canine cyclic thrombocytopenia; polymerase chain
reaction; Rhipicephalus sanguineus sensu lato.
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1 INTRODUCAO

Anaplasma platys € uma bactéria intracelular obrigatéria Gram-negativa (FRENCH;
HARVEY, 1983; HARVEY et al., 1978). A reclassificacdo de Ehrlichia platys para A. platys
foi baseada no estudo filogenético do gene 16S rDNA (DUMLER et al., 2001). Este
microrganismo causa a trombocitopenia ciclica canina devido a ocorréncia de parasitemia em
plaquetas (HARRUS et al., 1997). Um estudo recente demonstrou que, apesar deste parasito
Rickettsia-like preferir plaquetas, ele pode infectar promegacariocitos € megacariocitos, que
sdo células precursoras da medula 6ssea (TOMMASI et al., 2014).

Anaplasma platys entra na c€lula por aderéncia a superficie seguido por endocitose, e
a membrana vacuolar provavelmente ¢ derivada a partir da membrana externa das plaquetas
(HARVEY, 2011); fissdes binarias repetidas do organismo dentro do vactolo resulta na
formag¢dao de uma moérula (HARVEY et al., 1978) causando injuria direta as plaquetas. Os
principais sintomas observaveis clinicamente desta doenga sdo a depressdo, anorexia e febre,
mas podem ocorrer infecgdes assintomaticas (HARVEY et al.,, 1978; HARVEY, 2011).
Hemorragia equimotica foi relatada em um caso de infeccdo por A. platys na Grécia
(KONTOS et al., 1991). Trombocitopenia, anemia (DAGNONE et al., 2003), monocitose, €
presenca de macroplaquetas (ANTOGNONI et al., 2014; HARRUS et al., 1997) sao os
achados mais comuns observados no laboratorio.

Anaplasma platys € provavelmente transmitida aos caes pelo carrapato Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (SANOGO et al., 2003; YABSLEY et al., 2008) embora o seu papel na
transmissao nao tenha sido provado experimentalmente (SIMPSON et al., 1991). Esta espécie
de carrapato estd amplamente distribuida em todo o mundo com uma propensao em relagdo a
infestacdo em caes, apoiando o seu papel como um vetor (YABSLEY et al., 2008). No
entanto, DNA de 4. platys também foi detectado em Dermacentor auratus, que infesta caes na
Tailandia (PAROLA et al., 2003), mas o papel real deste carrapato na transmissdo desta
bactéria ndo foi determinado. Embora os cdes sejam considerados os principais hospedeiros
para A. platys, outros estudos t€ém detectado este agente em gatos domésticos (CORREA et al.
2011), bovinos (DAHMANI et al., 2015a) e humanos (ARRAGA-ALVARADO et al., 1999;
ARRAGA-ALVARADO et al., 2014; BREITSCHWERDT et al., 2014).

Em relacdo a distribuicdo geografica de A. platys, varios estudos relataram a
ocorréncia de caes soropositivos em diferentes areas nos Estados Unidos (FRENCH;
HARVEY, 1983), Grécia (KONTOS et al. 1991) e Bélgica (HEYMAN et al. 2007). A
deteccdo molecular de A. platys em caes foi relatada em paises de diferentes continentes,
incluindo a América do Sul (ABARCA et al., 2007; DAHMANI et al., 2015b; FERREIRA et
al., 2007), América do Norte (ALMAZAN etal., 2016), América Central (ROJAS et al., 2014;
SANTAMARIA et al., 2014), Europa (DUMLER et al., 2001; INOKUMA et al., 2002a), Asia
(INOKUMA et al., 2002b; UNVER et al., 2003), Oceania (BROWN et al., 2001) e Africa
(DAHMANI et al., 2015¢; SANOGO et al., 2003). Apesar dos estudos realizados na Costa
Rica e no Panama, ainda pouco se sabe sobre a ocorréncia de 4. platys nas regides caribenhas
da América Central, incluindo Cuba que ¢ considerada uma das maiores e representativas
ilhas dessa regido, e até o momento ndo apresenta relatos da presenca desta bactéria.

Os métodos de diagnostico comumente usados para a deteccdo de A. platys sdo
exames esfregaco de sangue para pesquisa de inclusdes basofilicas em plaquetas (HARVEY et
al., 1978); métodos soroldgicos para detectar anticorpos; e técnicas moleculares como a
reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP),
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), reacdo em cadeia da polimerase
convencional (PCR) e rea¢do em cadeia da polimerase do tipo nested (nPCR) (ALBERTI;
SPARAGANO, 2006; DAHMANI et al., 2015b; INOKUMA et al., 2002a; MARTIN et al.,
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2005). Os genes operon de choque térmico (heat-shock operon), 23S rDNA, 16S rDNA e gltA
sdo também usados em estudos filogenéticos e na caracterizagdo de cepas de A. platys
(ABARCA et al., 2007; DAHMANI et al., 2015a; DE LA FUENTE et al., 2006; INOKUMA
et al., 2002a). Este estudo teve como objetivo detectar e caracterizar A. platys em caes e
carrapatos de Cuba e avaliar os possiveis fatores associados com a infec¢do de animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Regido do Caribe

A regido caribenha pertence ao continente americano e ¢ formada pelo Mar do Caribe,
suas ilhas e estados insulares. Este ¢ um mar semiaberto tropical do oceano Atlantico, com
uma area de cerca de 2.754.000 km?.

Esta regido tem uma importancia historica, devido ao seu envolvimento nas disputas
coloniais das poténcias européias desde o século XV (BAGGIO, 2000). Paises como
Inglaterra, Espanha, Holanda, Franca e Dinamarca expandiram-se pelo continente americano,
principalmente lutando por areas na América Central e na regido do Caribe (ROMERO,
1988). O Caribe foi novamente importante, preocupando os norte-americanos em torno da
década de 60, onde aumentaram as tensdes entre Cuba e Estados Unidos, em virtude da
revolugdo popular do povo cubano (ALVES, 2005).

Com tantos eventos histéricos, ¢ por se tratar de uma area central no continente
americano, esta regido apresenta uma importancia quanto a diversidade de microrganismos e
parasitos de importancia, onde ainda muitos deles ndo foram detectados ou pouco se sabe
sobre a etiologia de algumas doengas que ocorrem na regido tanto em animais, quanto em
humanos.

2.2 Breve Historico da Ilha de Cuba

Cuba, a maior das ilhas do Caribe, esta situada a entrada do Golfo do México, em
pleno mar do Caribe (SCHNEIDER, 1992), e foi encontrada por Cristovao Colombo durante
a sua primeira viagem em de 1494 a América. As ilhas caribenhas serviram, também, como
espaco de experiéncia para varios modelos de colonizagdo: o dominio externo foi uma marca
registrada da regido desde o final do século XV (BAGGIO, 2000). A ilha, que entdo era
habitada por povos indigenas (MACHADO, 1963), tornou-se uma colonia da Espanha,
chefiada por um governador espanhol em Havana. Em 1762, a cidade foi ocupada brevemente
pelo Reino da Gra-Bretanha, porém retornou a posse da Espanha depois de uma troca pelo
territorio da Florida (atual Estados Unidos) (AZEVEDO, 1986). Muitas rebelides ocorreram
surante o século XIX e mesmo assim a coloniza¢do espanhola se manteve. No entanto, as
tensdes entre a Espanha e os Estados Unidos que geraram a Guerra Hispano-Americana,
resultou em retirada dos espanhois e ocupagdo da ilha pelos Estados Unidos em 1898, quando
Cuba conquistou a sua independéncia promovida pelos americanos (MARTINS, 2011).

Durante as primeiras décadas do século XX, os Estados Unidos exerceram grande
influéncia sobre a ilha, principalmente através da presenga de Fulgencio Batista na ilha. Em
1959, este ditador foi deposto durante a Revolucao liderada por Fidel Castro (MATOS, 2012).
A réapida deterioracdo das relagdes com os Estados Unidos levou a alianca da ilha com a
Unido Soviética, e a transformagdo de Cuba em uma republica socialista (MATOS, 2012).

Fidel Castro ocupou o poder desde 1959, inicialmente como primeiro-ministro e,
depois de 1976, como presidente, cargo que exerceu até 2006, quando delegou seus poderes
ao seu irmdo mais novo, Raul Castro.

2.3 Pesquisa Veterinaria em Cuba

E reconhecido na literatura que doencas transmitidas por vetores em cdes sdo
prevalentes na regido do Caribe (QUROLLO et al., 2014).
Recentemente, estudos vem sendo realizados em Cuba incluindo a pesquisa de
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hemoparasitos de importidncia veterinaria através de projetos bilaterais, principalmente
fomentados por institui¢des vinculadas ao governo federal brasileiro (CAPES e CNPq).

Com os avangos biotecnologicos, os métodos que envolvem a biologia molecular tem
sido ferramentas Uteis na deteccdo e caracterizagdo de agentes de importancia na parasitologia
e microbiologia. Um exemplo do desenvolvimento de trabalhos voltados para a utilizagdo de
biologia molecular em Cuba, ¢ a identificacio de genes que codificam para proteinas de
Anaplasma marginale descrita por Gonzalez et al. (2015).

Existem muitas lacunas a serem preenchidas sobre o conhecimento dos parasitos em
Cuba, principalmente aqueles que infectam animais de companhia. Em um trabalho realizado
na regido oriental de Cuba, foram determinados os fatores que levam ao abandono de caes
(LLORENS et al., 2007). Foram visitadas casas, onde haviam animais, ¢ dados sobre os
mesmos foram coletados. Foi confirmado que as causas de abandono estdo associadas a
enfermidades dermatologicas, seguido das reproducdes nao desejadas. Além disso, um fator
importante foram os 23,2% de animais que apresentaram ectoparasitos, ¢ essa foi a causa
justificada pelos donos abandonarem esses animais (LLORENS et al., 2007), demonstrando
que estudos em parasitologia se fazem necessarios para minimizar a condi¢do de abandono e
melhorar a qualidade de vida desses animais.

Sobre a ocorréncia de 4. platys em Cuba, até o presente momento essa bactéria era
considerada desconhecida na ilha. Contudo, sabe-se que na regido do Caribe, sua detecgao foi
realizada por Qurollo et al. (2014), onde encontrou uma soroprevaléncia de 10,3% dentre as
amostras avaliadas. Esse mesmo estudo associa a dispersdo desta bactéria a R. sanguineus
sensu lato, incriminado como potencial vetor pela prevaléncia desta espécie de carrapato na
regido. Contudo, alguns fatores sdo importantes relacionados a esse trabalho, um deles ¢ que
ndo engloba amostras de cdes cubanos; outro fator ¢ que o nimero amostral utilizado nesse
estudo foi muito pequeno, e¢ a baixa amplitude na distribuicdo das amostras que
representassem o Caribe foi um impecilho, pois pelos mapas demonstrados (QUROLLO et
al., 2014), possivelmente essas amostras foram provenientes do estado da Floérida, que os
norte-americanos consideram a regido caribenha nos Estados Unidos. Logo, essa amostragem
ndo foi representativa da regido caribenha, pois nem amostras de areas da América Central
localizadas no Caribe foram incluidas nesses estudo.

Essas informag¢des demonstram que maiores estudos sdo necessarios para ampliar o
conhecimento das parasitoses em animais domésticos na ilha de Cuba, visto que esta ¢
considerada a maior ilha caribenha na América Central.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Descrigio da Area Estudada e Amostragem

Esse estudo foi conduzido em quatro cidades: trés da Provincia de Havana (Habana
del Este, Boyeros e Cotorro) e um da Provincia de Mayabeque (San Jos¢ de las Lajas). Todas
essas cidades estdo localizadas na por¢ao ocidental da ilha de Cuba (Figura 1). O clima da ilha
¢ tropical e umido e tem dois periodos climaticos distintos, incluindo uma estagdo seca de
novembro a abril e uma estacdo mais quente e chuvosa, de maio a outubro. Na estacdo seca, a
temperatura média varia entre 15°C e 26°C, enquanto as temperaturas variam tipicamente
entre 22°C e 32°C na estagao chuvosa.

San José de las Lajas

Scale
] 20 km
1 |

Figura 1. Mapa menor: Ilha de Cuba. Mapa maior: localizagdo das cidades nas quais as
coeltas foram realizadas nas provincias de Habana (Cotorro, Boyeros e Habana del Este) e
Mayabeque (San José de las Lajas). Barra de escala =20 Km.
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Para o estudo preliminar sobre os fatores associados com caes positivos em Cuba, uma
amostragem por conveniéncia foi realizada nesses municipios entre setembro ¢ novembro de
2013, o que resultou em 100 amostras de sangue de caes (Habana del Este, n=44; Boyeros,
n=16; Cotorro, n=17; San José de las Lajas, n=23). Depois de receber o consentimento do
proprietario, o sangue foi coletado por venopuncgdo cefélica e colocado em tubo estéril,
contendo EDTA.

Durante a amostragem, os animais foram inspecionados para deteccao de infestacao
por carrapatos. Os carrapatos foram entdo recolhidos, e as espécimes foram devidamente
identificados de acordo com uma chave taxonomica para género descrito por Onofrio et al.
(2006). Os carrapatos foram coletados e armazenados em tubos de polipropileno contendo
alcool isopropilico até a extracdo de DNA.

3.2 Questionario Epidemioldgico

Um questionario semi-estruturado foi aplicado a cada proprietario do cdo para
identificar possiveis fatores associados a infec¢do por A. platys nos animais. As perguntas do
inquérito foram organizadas da seguinte forma: o animal (género, idade, raca, infestacao por
carrapatos), local de residéncia (cidade natal; tipo de area de propriedade), hdbitos (confinado
a casa, com acesso livre a vizinhanca) e distarbios de coagulacdao (sim ou ndo) observado a
partir de exame clinico.

3.3 Extracao de DNA e nPCR

DNA gendmico foi extraido de 300 pL da amostra de sangue de cada usando o kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega®, Madison, WI, EUA) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. As amostras de carrapato foram organizados em
pools de dez a doze espécimes cada por espécie, fase de desenvolvimento e dimorfismo
sexual, formando um total de 49 pools e a extragdo de DNA foi realizada tal como descrito
anteriormente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A concentracao e a pureza do DNA de
todas as amostras de sangue e carrapatos foram determinadas por espectrofotometria
Nanodrop ND-2000® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). As amostras de
DNA dos carrapatos foram diluidas a 30 ng/uL, enquanto que as amostras de DNA de sangue
de caes foram diluidas a 100 ng/uL.

As amostras foram submetidas a nested PCR com base no procedimento utilizando
oligoiniciadores com alvo no gene de 16S rDNA, conforme publicado anteriormente
(MARTIN et al., 2005). Para amplificar um fragmento de 678 pares de bases (pb) do gene de
16S rDNA de A. platys, os iniciadores 8F (5’-AGTTTGATCATGGCTCAG-3’) and 1448R
(5’-CCATGGCGTGACGGGCAGTGTG-3’) foram utilizados em uma primeira amplificagado
por PCR, seguida por uma segunda amplificagdo utilizando um oligoiniciador especifico para
A. platys, PLATYS (5’-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3’), e um oligoiniciador
especifico para o género Ehrlichia, EHR16SR (5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’)
(MARTIN et al., 2005). Uma amostra de sangue de controle positivo foi obtido a partir de
caes assintomaticos com inclusdes em plaquetas (GenBank 1D: FJ755157). O DNA genomico
foi extraido da mesma maneira como descrito previamente. Os produtos de amplificacao
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. A eletroforese foi realizada
durante 60 minutos a 90 volts (5 V/cm). Quando a eletroforese se completou, o gel foi corado
com brometo de etidio (0,4 mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta no sistema L-PIX
Touch (Loccus Biotecnologia — Cotia, Sao Paulo, Brazil).
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3.4 Sequenciamento e Analise Filogenética

Foram utilizadas todas as amostras positivas para A. platys de caes e carrapatos para o
sequenciamento dos genes 16S rDNA e gitA. Os produtos da nested PCR com alvo no gene
16S ¥DNA foram purificados usando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®, Madison, WI, EUA), e sequenciado pelo método de Sanger (SANGER et al.,
1997), usando o equipamento ABI 3730 DNA analyzer (Applied Biosystems®, Perkin Elmer,
CA, EUA). Estas amostras também foram sequenciadas para o gene gl/t4 como descrito
anteriormente. Os oligoiniciadores gltA84F (5’-GACCTACGATCCGGGATTCA-3’) e
gltA69R (5’-CCGCACGGTCGCTGTT-3’) foram desenhados usando um software comercial
a partir de sequéncias do gene g/t4 de A. platys obtidos no GenBank (EU516387, AB058782,
KC342665, JN121381, DQ525688, DQ525687, DQ525686, AY077620, AY530807 e
AF478130) para amplificar um fragmento de 580 bp. A reagdo foi realizada em um volume
final de 25 pL contendo 1X de tampao de PCR (10 mM Tris-Cl; pH 8.3, 50 mM KCl); 3 mM
de MgCl (50 mM); 0,4 mM de cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTP and dCTP); 0,4 uM de
cada oligoiniciador; 1,0 U de 7ag DNA polimerase; ¢ 3 pL do DNA total (300 ng). O
programa de termociclagem foi de 94°C por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos a 94°C por 1
minuto seguido por 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C for 1 minuto, com um ciclo de
extensao final de 72°C por 5 minutos.

O sequenciamento das amostras analisadas neste estudo foi realizado no Centro de
Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL, USP).

A ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) foi usada para avaliar a
similaridade dos genes 16S rDNA e gltA com sequéncias de nucleotideos de A. platys
disponiveis no GenBank. As sequéncias obtidas neste estudo foram alinhadas com as
sequéncias do GenBank para o gene 16S rDNA (AF303467, JQ396431, JX976181,
JX893521, AF287153, EF139459, AY530806, HE856819, JX392984, AF536828, EU439943,
KF360842, AY077619, AF286699, AF156784, DQ401045, KF826284 ¢ AF478131) e para o
gene gltA (AF478130, ABO058782, AY077620, AY530807, KC342665, DQ525686,
DQ525687, EU516387, JN121381 e KC342665) usando o software “Clustal W”. As
sequéncias foram ajustadas manualmente, e 679 nucleotideos do gene 16S rDNA e 501 do
gene gltA foram analisadas no conjunto de dados final. Ehrlichia canis (AF304143) e
Wolbachia pipientis (AJ609651) foram usadas como outgroups. A reconstrugao filogenética
de 4. platys isolado de cdes cubanos foi inferida usando o método Neighbor-Joining. O
modelo Kimura 2-parameter foi usado para calcular a distancia evolucionaria. A combinagao
de clusters filogenéticos foi avaliada usando um teste de bootstrap com 1000 réplicas para
testar diferentes reconstrucoes filogenéticas. A filogenenia e as sequéncias de aminoacidos
deduzidas a partir das sequéncias de DNA foram transcritas e analisadas usando o programa
MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).

3.5 Analise Estatistica

Para analisar os fatores associados com caes positivos para A. platys, tabelas de
contingéncia 2 x 2 foram criadas relacionando o resultado de PCR com as varidveis
independentes obtidas a partir do questiondrio epidemioldgico. As freqiiéncias de cada
variavel foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado e / ou teste Exato de Fisher a um nivel
de 5% de significincia. O programa BioEstat 5.0 foi usado para as andlises estatisticas
(AYRES et al., 2007).

! Primer Express 3.0 software, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA.
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3.6 Conformidade com as Normas Eticas

Esses procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica na Pesquisa da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), nimero de protocolo 363/2013,
numero de processo 23083.003990/2013-93 (Anexo II) e sob o numero de protocolo
001/2014 do Comité de Etica no Uso Animal desta mesma Universidade (Anexo III). Do
mesmo modo, o Servigo Veterindrio de Fronteira do Instituto de Medicina Veterinaria sob
ordem do Ministério da Agricultura da Republica de Cuba autorizaram a exportacdo das
amostras de DNA wusadas neste trabalho, sob numero de Certificagdo de Exportagdo
Zoosanitaria R.S.12242013 (Anexo IV). Bem como o Conselho Cientifico Veterindrio de
Cuba (CCVC) aprovou a realizacao deste trabalho, reconhecendo o mesmo como primeira
descri¢ao deste agente em Cuba, através de reunido ordindria do departamento executivo do
CCVC com o aval da MSc. Rafmary Rodriguez Fernandes (presidente da Sociedade Cubana
de Parasitologia Veterinaria) em 17 de julho de 2015 (Anexo V).
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4 RESULTADOS

Através de analise molecular, A. platys foi detectado em caes e carrapatos na ilha de
Cuba. Dezesseis das 100 amostras de sangue (16,0%) de caes, e 10,20% (n=5/49) de amostras
de carrapatos mostraram uma amplificacdo especifica para o gene 16S rDNA de A. platys
quando testadas usando a nPCR (Figura 2).

Figura 2. Fotografia de gel de Agarose contendo amostras negativas (auséncia de bandas) e
positivas apresentando bandas respectivas ao fragmento de 678 pb do gene 16S rDNA de A.
platys amplificados durante a nPCR.

Todos os carrapatos coletados de caes foram identificados como Rhipicephalus
sanguineus sensu lato. Quatrocentos e trinta ¢ um (431) carrapatos foram coletados de
animais em quarto cidades: Habana del Este (n=158; 84 machos adultos, 48 fémeas adultas,
24 ninfas, 2 larvas), Boyeros (n=153; 95 machos adultos, 44 fémeas adultas, 14 ninfas),
Cotorro (n=47; 23 machos adultos, 8 fémeas adultas, 16 ninfas) e San Jos¢ de las Lajas (n=73;
48 machos adultos, 16 fémeas adultas, 9 ninfas). As amostras positivas foram uma ninfa
(n=1/49) de Habana del Este, dois machos (n=2/49) e uma fémea (n=1/49) de Boyeros ¢ um
macho (n=1/49) de San José¢ de las Lajas. Durante a visita as residéncias, infestagcdes por
diferentes estagios evolutivos de carrapatos foram encontradas no ambiente (Figura 3).

Figura 3. Infestagdes por diferentes estagios evolutivos de carrapatos foram encontradas no
ambiente durante visita as residéncias. A esquerda: presenca de incontaveis larvas na janela de
acesso ao quarto de uma das residéncias visitadas. A direita: presenca de ninfas de R.
sanguineus s.1. sob o peitoril da janela (setas) da mesma residéncia.
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Em relacao a avaliagao preliminar dos possiveis fatores associados com a infecgdo dos
cdes por A. platys em Cuba, nenhuma associacdo estatistica (p>0,05) com as varidveis
estudadas foi observada (Tabela 1). No entanto, houve uma maior frequéncia de animais sem
raca definida, com idade entre cinco anos e mais velhos, com acesso livre as redondezas da
sua vizinhanca positivos para 4. platys.

Tabela 1. Analise bivariada da frequéncia de Anaplasma platys determinada pela nested PCR
(nPCR) em caes, em relagdo aos fatores associados como sexo, idade, racdo, infestagdo por
carrapatos, tipo de area da propriedade, habitos e desordens de coagulagao em quatro cidades
de Cuba

L. .. nPCR
Caracte.rlstlcas dos animais e N Positiva RF p 95% IC
do ambiente
n (%)

Cidade natal

Habana del Este 44 6° 13,6 1,05 0,29 a 3,80

Boyeros 16 33 18,8 1,45 0.76 0,33 a6,24

Cotorro 17 432 23,5 1,81 ’ 0,46 a 7,02

San José¢ de las Lajas 23 3 13,0 1 -
Sexo

Fémea 58 102 17,2 1,20 0.69 0,48 a 3,06

Macho 42 6° 14,3 1 ’ -
Faixa etaria

< 2 anos 20 22 10,0 1 -

>2 e <5 anos 40 6° 15,0 1,50 0,59 0,33a6,77

> 5 anos 40 8 20,0 2,00 0,47 a 8,56
Definicao racial

Com raga definida 60 82 13,3 1 0.37 -

Sem raga definida 40 8 20,0 1,50 ’ 0,59 a 3,52
Infestacio por carrapatos

Sim 34 5% 14,7 1 0.80 -

Nao 66 11°% 16,7 1,14 ’ 0,43 a 3,00
Tipo de area da propriedade

Rural 36 7% 19,4 1,38 0.48 0,56 a 3,40

Urbana 64 92 14,1 1 ’ -
Habitos do animal

Confinado a residéncia 49 6 12,2 1 031 -

Livre acesso a vizinhanga 51 102 19,6 1,61 ’ 0,63 a4,07
Desordens de coagulacao

Sim 28 7% 25,0 2,00 0.2 0,82 a 4,85

Nao 72 94 12,5 1 ’ -

IC = Intervalo de Confianga; RF = Razdo de Frequéncia; N = niimero de animais examinados pela
nPCR; n = nimero de amostras positivas; P = p-valor. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa pelos testes de Qui-quadrado ou Exato de Fisher (p > 0,05) para as médias de .
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Embora todas as amostras positivas tenham sido sequenciadas para os genes de 16S
rDNA e gltA, apenas quatorze sequéncias foram depositadas no GenBank (oito para o gene
16S rDNA e seis para o gene gltA), devido ao percentual de similaridade encontrado entre os
gendtipos obtidos.

As sequéncias parciais dos genes 16S rDNA e gltA foram depositadas no GenBank sob
os seguintes numeros de acesso, respectivamente: [KP903290 (amostra 14), KP903291
(amostra 122), KP903292 (amostra 160), KP903293 (amostra 192), KP903294 (amostra 258),
KP903295 (amostra 261), KP903296 (amostra 309), KP903297 (amostra 319)] e [KP903284
(amostra 14), KP903285 (amostra 122), KP903286 (amostra 192), KP903287 (amostra 258),
KP903288 (amostra 261), KP903289 (amostra 309)].

As sequéncias do gene glt4 obtidas neste estudo mostraram uma equivaléncia de 99-
100% com sequéncias da Itdlia (DQ525686 e DQ525687), Espanha (AY530807), da
Republica Democratica do Congo (AF478130), Japao (AB058782 e AY077620), China
(KC342665), Filipinas (JN121381) e Brasil (EU516387). Trés amostras analisadas para o
gene gltA (KP903285, KP903287 e KP903288) e gene 16S rDNA (KP903291, KP903294 ¢
KP903295) mostraram uma identidade de 100% com A. platys da Republica Democratica do
Congo (AF478130 e AF478131, respectivamente). As outras amostras (KP903290,
KP903292, KP903293, KP903296 ¢ KP903297) mostraram uma identidade de 100% com as
sequéncias das Filipinas (JQ894779), Croacia (JQ396431), Tailandia (JN853776 e
EF139459), Maléasia (JF683610), Itdlia (EU439943), Espanha (AY530806), Suécia
(AY837738), Mogambique (AF318023) e Africa do Sul (U54806).

As andlises filogenéticas do gene glt4 mostraram trés clusters obtidos a partir do
alinhamento com as sequéncias do GenBank (A1, A2 e A3). Um dos gendtipos encontrados
em Cuba demonstraram similaridade com outras sequéncias obtidas dos continentes
Americano, Asidtico e Europeu (Al). No entanto, alguns isolados foram encontrados apenas
na ilha de Cuba (A2), enquanto outros apresentaram similaridade com o isolado do continente
Africano (A3) (Figura 4).
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Figura 4. Anélise filogenética de Anaplasma platys isolado de caes baseada na comparagao
da sequéncia do gene glt4 (501 pares de base). Numeros de acesso do GenBank estdo
apresentados em parénteses. A arvore foi construida usando o método Neighbor-joining e os
nimeros internos nos noés indicam os percentuais das réplicas em 1000 bootstrap que
suportaram o ramo. Ehrlichia canis (AF304143) e Wolbachia pipientis (AJ609651) foram
usadas como outgroups. Os isolados do gene gltA de A. platys foram divididos em trés
subgrupos (clusters A1, Az e A3), que caracteriza os trés gendtipos do gene glt4. *Indica as
amostras sequenciadas pertencentes ao presente estudo.

Analises filogenéticas do gene 16S rDNA formaram dois clusters (Al and A3) a partir
do alinhamento das amostras deste estudo e outras sequéncias depositadas. Amostras
anteriormente descritas como um gendtipo exclusive de pela analise do gene gl/t4, quando
submetidas a andlise do gene 16S rDNA foram agrupadas dentro de um tUnico cluster com
amostras de diferentes continentes (A1). No entanto, a semelhancga das trés sequéncias a partir
deste estudo com o isolado do continente Africano manteve-se, também, incluindo um isolado
da América do Sul (A3) (Figura 5).
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Figura 5. Anélise filogenética de Anaplasma platys isolado de caes baseada na comparagao
da sequéncia do gene 16S rDNA (679 pares de base). Numeros de acesso do GenBank estao
apresentados em parénteses. A arvore foi construida usando o método Neighbor-joining e os
nimeros internos nos noés indicam os percentuais das réplicas em 1000 bootstrap que
suportaram o ramo. Ehrlichia canis (EU439944) foi usada como outgroup. Os isolados do
gene 16S rDNA de A. platys foram divididos em dois subgrupos (clusters A1 e Az), que
caracteriza os dois gendtipos do gene 16S rDNA. *Indica as amostras sequenciadas
pertencentes ao presente estudo.
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Na tabela 2, estdo apresentadas as identificacdes das amostras depositadas no
GenBank e suas similares, de acordo com a classificacdo filogenética do gene alvo, o
hospedeiro analisado e a cidade de origem (Tabela 2). O presente estudo demonstrou a
presenga de pelo menos trés genotipos de A. platys em caes e carrapatos das cidades de San
José de las Lajas, Boyeros, Cotorro e Habana del Este, na ilha de Cuba.

Tabela 2. Identificacdo e classificagdo de amostras deste estudo de acordo com o gene alvo
analisado filogeneticamente, cluster, hospedeiro analisado e cidade de origem, Cuba

Identificacio das amostras positivas

Gene alvo Clusters™* ~ Cidade
Caes Carrapatos
Al 309, 319, 330 - San José de las Lajas
A2 14" 13T Habana del Este
A2 11,17, 30, 101 - Habana del Este
160, 192 - Boyeros
1227 - Habana del Este
gltd A3 - 23T, 32T Boyeros
A3 221,227,258 - Cotorro
168 38T Boyeros
A3 261° - Cotorro
- 49T San José de las Lajas
Al 14" 13T Habana del Este
Al 160" - Boyeros
Al 11, 17, 3(3, 101 - Habana del Este
192 - Boyeros
Al 309" - San José de las Lajas
Al 3197, 330 - San José de las Lajas
168 rDNA A3 1227 - Habana del Este
- 23T, 32T Boyeros
A3 221,227,258 - Cotorro
168 38T Boyeros
A3 261° - Cotorro
- 49T San José de las Lajas

* Amostras depositadas no GenBank. ** Subgrupos formados a partir de isolados dos genes 16S rDNA
e gltA.

A andlise das sequéncias de aminoacidos deduzidas das amostras para o gene glt4
demonstraram que, em cinco amostras (KP903284, KP903285, KP903286, KP903287 e
KP903288), uma mutagdo ndo-sinonima foi encontrada na posi¢cdo 88 baseado na sequéncia
sob niimero de acesso DQ525687, resultando na substitui¢ao de leucina por serina (Figura 6).
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Figura 6. Alinhamento de aminodcidos a partir da sequéncia parcial do gene glt4 de
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cubanos em comparagdo a sequéncia de referéncia DQ525687 (sequéncia usada como
referéncia de Anaplasma platys).

Trés dos cinco isolados (KP903285, KP903287 ¢ KP903288) tiveram outra mutagdo
nao-sindnima na posi¢cdo 168, mudando de prolina para treonina (Figura 5). Essas mutagdes
ndo-sindnimas foram também observadas no isolado de A. platys da Republica Democratica
do Congo.
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5 DISCUSSAO

Esta ¢ a primeira descri¢do de 4. platys em caes e carrapatos de Cuba. As analises das
sequéncias dos genes 16S rDNA e gltA mostraram uma identidade equivalente de 99-100%
com as outras sequéncias de A. platys depositadas no GenBank.

Os exames de esfregacos sanguineos podem revelar moérulas de A. platys em plaquetas
e ¢ o método diagnodstico mais utilizado; este ensaio ¢ rapido e de baixo custo em relacdo a
outras técnicas (FERREIRA et al., 2008), mas carece de sensibilidade. Além disso, este
método de diagnostico direto pode mostrar um resultado falso-positivo porque granulagdes
também pode aparecer devido a ativagao das plaquetas (FERREIRA et al., 2008). Granulos
densos, restos nucleares em megacaridcitos (MYLONAKIS et al. 2003), artefatos de técnica e
além disso, ¢ inferido que inclusdes por Ehrlichia canis podem ocorrer em plaquetas
confundindo o examinador (ALMOSNY, 1998). Em contraste, técnicas moleculares, tais
como PCR e suas variagdes sdo consideradas como ferramentas de diagnostico importantes
porque elas sdo sensiveis, especificas e podem ser usadas para estimar os niveis de infec¢do
por A. platys em cdes (RAMOS et al.,, 2009). O percentual de cdes positivos (16%)
encontrados no presente estudo ¢ analogo a um valor médio comparado com a frequéncia da
anaplasmose canina em outros paises como Chile (20,0%) (ABARCA et al., 2007), Argentina
(37,5%) (CICUTTIN et al., 2014), Brasil (13,9%) (COSTA-JUNIOR et al., 2013) e Guiana
Francesa (15,4%) (DAHMANI et al., 2015b).

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, entre as caracteristicas intrinsecas
analisadas, género, raca e idade foram fatores que nao estiveram associados com a infecc¢ao A.
platys em caes cubanos. Este resultado também foi observado no norte do Parana (SILVA et
al., 2012) e em Minas Gerais (COSTA-JUNIOR et al., 2013), localizados no sul e sudeste do
Brasil, respectivamente. No presente estudo, a infestacdo dos animais por carrapatos ndo
esteve associada com a positividade para A. platys em caes, de acordo com outro estudo
realizado no Parana (SILVA et al., 2012), mas em contraste aos achados em Minas Gerais
(COSTA-JUNIOR et al., 2013). Tem sido sugerido que R. sanguineus sensu lato esteja
envolvido como um vetor para A. platys (SANOGO et al., 2003). De fato, de acordo com
outros autores, a observagdo de 4. platys em R. sanguineus sensu lato, combinada com a
distribuicao mundial de R. sanguineus sensu lato, demonstra o alto risco de infec¢do em caes
(ALMEIDA et al. 2012). Contudo, a participa¢do de R. sanguineus sensu lato na transmissao
de A. platys para caes nado tenha sido comprovada experimentalmente (SIMPSON et al.,
1991). Foi observado em nosso estudo a presenca de A. platys em amostras de DNA de R.
sanguineus sensu lato. Em amostras de carrapatos coletadas da cidade de San José de las
Lajas foi observado um genétipo de A. platys diferente do isolado detectado em caes
infectados na mesma cidade, destacando seu possivel potencial como um dispersor deste
agente. Um estudo sugeriu que podem haver algumas diferengas relacionados a cepa ou a
populagdo em termos de competéncia vetorial de R. sanguineus lato sensu para A. platys
(DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015). Além disso, a grande distribuicdo geografica de R.
sanguineus sensu lato pode ser atribuido a adaptabilidade do carrapato a diferentes condigdes
climaticas e a estreita associagdo com o cdo doméstico, os quais tem viajado ao redor do
mundo (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).

Filogenia usando um unico gene pode enganosa devido a variagdo evolutiva de genes
individuais entre os organismos relacionados (YU et al., 2001). Uma comparagdo de multiplos
genes aumenta a precisdo de identificar positivamente tais relagdes filogenéticas. O
sequenciamento de DNA dos genes de 16S rDNA e gltA permite a genotipagem de cepas e
pode ser usado em estudos evolutivos e filogeograficos (UNVER et al., 2003). No presente
estudo, foram observados trés genotipos circulantes de A. platys em caes em Cuba. Algumas
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amostras de sangue cdes mostraram que as bactérias encontradas em Cuba tinham uma
ancestralidade comum com o isolado da Africa, enquanto as outras amostras foram
relacionadas a isolados de diferentes partes do mundo. Ha um estudo existente que infere que
um grande afluxo de pessoas, animais e produtos oferece maiores chances de deslocamento e
introducao de parasitas invasores exdticos em novas areas (CHAME et al., 2007).

94



6 CONCLUSOES

A caracterizagdo molecular mostrou que trés genotipos de A. platys estdo infectando
caes e R. sanguineus sensu lato carrapatos em Cuba. A identificacdo de fatores que podem
estar associados com infec¢do por A. platys em caes em Cuba devem ser investigados,
considerando outros fatores inerentes a localizacdo e criagdo de animais, bem como as
caracteristicas ambientais de cada localidade. Além disso, a amostragem de um niimero maior
de animais e a investiga¢ao de outros locais da ilha podem demonstrar os possiveis fatores de
risco que influenciam a positividade de 4. platys em caes no pais.
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8 CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo além de relatar a primeira evidéncia de A. platys em ambos caes e
carrapatos em Cuba, também apresenta pela primeira vez o desenvolvimento de um novo
método de qPCR que contribui para o avango da pesquisa envolvendo A. platys. O estudo
epidemiologico realizado no Brasil permitiu identificar que caes jovens, € com a presenca € o
elevado grau de infestagdo por carrapatos sdo os fatores mais importantes relacionados a
infecdo destes animais por A. platys na microrregiao de Itaguai, no estado do Rio de Janeiro.
O modo de criacdo e tipo de ambiente em que estes cdes estdo também sdo fatores
relacionados a infeccdo destes animais por este agente etioldogico. Enquanto em Cuba, pode-se
concluir que mais investigacdes sdo necessarias para avaliar quais os fatores decisivos na
transmissao e dispersao de 4. platys nesse pais.
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Anexo I — Questionario epidemiologico estruturado e aplicado aos moradores visitados na
microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

Ficha de Propriedade e Proprietario

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

Proprietario:

Endereco:

Pt de referéncia: Temperatura ambiente:

Tel: e-mail:

Tipo de residéncia: ( ) pau a pique ( ) alvenaria ( ) outros:
Tipo de vegetacdo predominante:
Quantos caes em casa:
Pratica alguma acdo para controle de ectoparasitos?
( )sim( )nao Qual?
Leva o cdo ao veterinario?

() sim ( ) ndo Qual a Periodicidade?
Presenca de outras espécies domésticas:

( ) gatos ( )bovinos ( )equinos ( ) outros: Quais?
Presenca de animais silvestres:

( )capivara ( ) gamba ( ) outros:
Condicao econdmica (observacional):

( )baixa ( )média ( )alta

Escolaridade:

Nunca freqiientou a escola ( )

Ensino fundamental incompleto ()

Ensino fundamental completo ( )

Ensino médio incompleto ( )

Ensino médio completo ( )

Ensino superior completo/incompleto ( )
Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?
Utiliza prod. inseticidas no ambiente?

( )sim ( )ndo Quais? Intervalos?
Utiliza mét. Fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?
( )sim ( )ndo Quais? Intervalos?

Outras observacoes relevantes:
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FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°

Data: / /  Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana Localidade:
Proprietario:
Nome do animal: Sexo: () Macho () Fémea Raga: Cor:

Animal nascido na propriedade? () sim () ndo

Se ndo, de onde veio o animal?

Hé quanto tempo estd com o animal?

Pélo: () curto ( ) médio ( ) longo

Porte: ( )peq ( ) méd ( ) grande

Escore: ( ) caquético ( ) magro ( )normal ( ) obeso

Comportamento: () triste ( ) ativo/normal ( ) agitado

Idade: ( )<6meses ( )6mesesa2anos( )2aSanos( )5al0anos ( )>10 anos

Temperatura: Pulso: FR: FC: TPC: Turgor:

Linfonodos:

Mucosa ocular: () hipocorada ( )normocorada ( )ictérica ( ) congesta
Mucosa oral: () hipocorada ( )normocorada ( )ictérica ( ) congesta

Outras alteragdes sanitarias atuais:

Distarbios atuais de coagulacdo na pele: () petéquias ( )equimoses ( ) outros:
Historico de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim ( ) nao

Animal vive dentro da residéncia: ( ) sim ( )nao ( )asvezes

Locais de acesso do animal: () pastagens ( ) corregos ( ) matas () ambiente urbano

Contato direto com outras espécies de animais: () sim ( )ndo Quais?

Historico de patologias:

Tipo de alimentagdo: ( ) comida ( ) racdo
Possui 4gua e comida a disposi¢do o tempo todo? ( ) sim ( ) ndo

Vermifugagao: ( )sim ( )ndo Ha qto tempo? Qual produto?

Critério para escolha: ( ) indicagdo ( ) balconista ( ) veterinario ( ) propaganda
Possui ectoparasitos? () sim () nao

Quais e quantidade?

() pulgas () piolhos () sarnas
( ) carrapatos Fases: espécies:
Faz tratamento? ( ) sim ( )ndo Qual produto?

Se ndo trata, qual motivo?
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Critério para escolha do produto: ( ) indicagdo ( ) balconista ( ) veterinario ( )
propaganda

Dermatopatias? () sim ( ) ndo

Outros tipos de lesoes:

Sinais de otite? ( ) sim ( )nao
Hébito do animal?

() sempre preso ( ) preso de dia e solto anoite ( )solto ( ) outros

Apresenta abrigo? () sim ( )ndo Tipo:

Tipo de ambiente do animal:

( ) ladrilhado ( )cimentado ( )deterra ( ) outros

Condicao de limpeza do ambiente do animal: ( ) ruim ( ) moderada ( ) satisfatoria
Frequéncia de recolhimento e limpeza das fezes:

() diariamente ( )2 a3 vezes por semana ( ) 1 vez por semana ( )nao faz

Tem assisténcia Veterinaria? () sim ( ) ndo

Frequéncia? ( )acada6 meses ( )1 xporano ( )so qd ficadoente

Animal ¢ vacinado? ( )sim ( )ndo Quais vacinas?

Banho: () semanal ( ) quinzenal ( ) mensal ( ) outros

Usa produtos parasiticidas? () sim ( )ndo Quais?

Outras obs relevantes:

s
&>

Uni,

o O
% N
Rio de e

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG:
___ Endereco:

telefone: , recebi explicacdes sobre o projeto do curso de P6s-Graduacao em
Ciéncias Veterinarias da UFRRIJ, visando estudos epidemiomoleculares de hemoparasitos em
caes, autorizo a coleta de material biol6gico em meus caes, estando ciente que minha
identidade sera preservada, que ndo haverd danos nos animais decorrentes da coleta do
material e auséncia de custos na realizacao dos exames.

Em [/ /

Assinatura:
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Anexo II — Parecer da COMEP/UFRRIJ — Autorizando a realizagdo do trabalho de pesquisa,
respeitando as diretrizes éticas de uso animal.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N° 363/2013

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Diagnostico molecular através da PCR em
tempo real e analise filogenética de Amaplasma platys em cies do Municipio de
Mangaratiba, estado do Rio de Janeiro” sob a responsabilidade do Prof. Dr.Carlos Luiz
Massard, do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, processo
23083.003990/2013-93, atende aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso
de animais e estd de acordo com os principios éticos ¢ do bem estar animal estando de

acordo com a Resolugo 714 de 20/06/2002 do CFMV.

UFRRJ, 26/07/2013.

\/‘Q\AAM Q / \O./\f\ Mﬁ’f o
Prof Dr. Roberto Carlos Costa Lelis

Pro-Reitor de Pesquisa e Pos-graduacéio

Jeiro Pinheiro da Silva
Pré-rettor Adjunto de
Pesquisa e Pos-Graduagdo
SIAPE n°® 1109555
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Anexo III — Parecer do CEUA/UFRRJ — Autorizando a realizagdo do trabalho de pesquisa,
respeitando as diretrizes éticas de uso animal.

Comissao de Elica
no Uso de Animais
IMETITURD DE wENERINARIA - UFRE]

LSeropédica 16 de faneiro de 20014

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramas para os devidos fins gue foi aprovado o pratocolo de nimers 01/2014
intitulade “Agentes eticlogicos da Familia Anaplasmataceas ermn Cies e Carrapatos e sus
Importincia para a Sadde Piblica™ encaminhado pele Professor () do Departaments de
Parasitologia Veterindria, Carlos Luiz Massard. Informamod que foi aprovado em reunifo
ordindria da CEUA-IV realizada no dia 16 de janeiro de 2014, apos avalisgio do plendrie da

reterida Comissla.

Fokio B Sert®
Fabio Barbour Scott lonimar Paraira Paiva

Coordenador CEUA-IV Vice-Coordenador CELA-TV

B8 4£5, Kin 7 = Camgiis &a UFRRY
Saiopid s ~ Ris de lesaro - CEP: F.E30-000
Talidsre- (03 1) PEAI-IO5T E-mal: conisa_fvwlri] Bgmailloom
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Anexo IV — Certificado Zoosanitario de exportagdo das amostras (Servicio Veterinario de
Frontera — Cuba)
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Anexo V — Aprovagao do Conselho Cientifico Veterinario de Cuba (CCVC).

A0,
&

L=
L =

¥ CONSEJND CIENTIFICO VETERINARID DE CUBA
Faseo Mo, 504 el 26y 27, Plaza de s Rewslucion
Apartacss 10400. LA Habana, Cuba
Teldfono B30 8054 ¢ BI6 TEAE Emal sevprasidancie@infomed sid. cu

-y

La que sussribe, Dra. Bestnz Inds Amars VillanUuevs
Prasidenta del Consejo Cientifico Vetarinara da Cuba [CCVE)

AVALA

Cue an Reunicn Ordinaria dal Burd Ejecutiva del Conseje Cientifico Velarmanio e Cuba (CCVE)
pleciuads @l 17 de Julis dal afo 2015, ol Burd Ejeculve del COWE a propuesta oa la MSc
Rafmary Rodriguez Femandez, Presidenta de |3 Soowdad Cubana da Parasitalogia Vesennaria,
acords APROBAR el Dictamen e PRIMER REPORTE &n Cubs de Anaplasma plafys en
perros v garrapata Atpicophilus sanguimius, grasntade por &l gnipo dn aulores. Claudia
Aererrs da Siva Huarmsson Azevedo Sanios, Caros Luis Massard, Adivaldc Henrique de
Fonseca. Maylin Gonzdlez Navarmete, Carla Caroina Dias Uzedo, Marcus Sandes Pires, Gabriala
Lapez Vivas, Maristela Peckle Peixsts, Renala Lins de Cosia, Maro Marguez Alvarez. Julio
Aheta Mertin, Eugenio Rogue Lapez, Julo Cesar Alonsa Rodriguez, Maykelin Fuanias Zaldivar,
Belkis Carena Gonzakez. Yasmin Batista Chavez, Alejandro Pefatver Menénder.

Tal propuests es18 respaidada por ka suganca de repories de |a presenca del parasito &n Cuba
a8 como los aulores demostraron las sscuencias de acido nucleico de Anapiasma plalps,
madiante el diagrdstico por tachicas moleculeres de un nesled FCR a partir del ADN extralds de
sangre de paros ¥ de poo de germapatas recoleciadas oe esios pETOS, ¥ s secuenciacin dal
185 rONA ¥ &1 gan gita, para demastrar ia identidad de la EspEcie

OADD EN LA HABANA, a los 30 dias fal mas de Julio del ano 2015, "Afc 57 de & Rewclucidn”

- -:.r" .-:-\-.'.H:.I-. "_..ﬁ;?
Dva. Beatiz |, Armans illanueva MSc }

Presdenta i . -l
Conaep Clantifics Vetennaric de Cuba (CCVE) FRES |
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