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1.0 INTRODUCAO

A erliquiose canina € uma enfermidade endémica que acomete
praticamente todas as regides do Brasil, envolve o microorganismo bacteriano
Ehrlichia sp e é transmitida pelo vetor biolégico Rhipicephalus sangiineus que
uma vez infectado pode transmitir a doenca por até 155 dias ap0s a separacao
do hospedeiro. No vetor a E. canis multiplica-se nos hemdécitos e nas células da
glandula salivar, ocorrendo transmissdo transestadial. No hospedeiro
vertebrado ocorre infec¢cdo e multiplicagdo em células do sistema monocitico
fagocitario (linfonodos, baco, figado e medula O0ssea). Pode ocorrer
transmissao iatrogénica através de transfusées sanguineas (sendo necessaria
a selecéao sorolégica de caes doadores) (BIRCHARD e SHERDING, 1998).

O primeiro caso de erliquiose relatado no Brasil foi em Belo Horizonte no
ano de 1973, onde foram observadas morulas da rickettsia dentro de linfocitos
(COSTA et al, 1973).

As espécies de cdes naturalmente infectadas incluem E. canis (cepa
mononuclear), A. platys (cepa plaquetéaria) e E. ewingii (cepa neutrofilica). A E.
canis é a mais comum e causa a doenca clinica mais grave. Formam
agrupamentos intracitoplasméticos em forma de amora, e com coloracao
magenta-escura ou azul-acinzentada, chamados morulas (trés a seis
micrometros). As células alvo sédo plaquetas, mondcitos, linfocitos, neutréfilos
(BIRCHARD e SHERDING, 1998).

Apds um periodo de incubacao de sete a 21 dias, a doenca causada por
E. canis pode evoluir para as fases aguda, assintomatica (ou estado de
portador) e cronica. A doenca clinica pode ocorrer em qualquer cdo, mas sua
gravidade varia dependendo dos fatores do microorganismo e do hospedeiro. A
viruléncia varia com as diferentes cepas de campo da E. canis (ETTINGER e
FELDMAN, 1997).

Segundo KAKOMA et al, (2000), as principais manifestacdes clinicas
sdo: apatia, anorexia, emaciacao, letargia, sinais de depressao, febre, palidez
de mucosas, histoérico de ixodidiose ou sinais de disturbio de coagulagcdo como
epistaxe, petéquias, sufusdes, melena, hematuria ou hifema.

O diagnéstico da erliquiose canina tem como base o historico clinico,
exames laboratoriais (hemograma completo, bioquimica sérica, eletroforese de
proteinas); sorolégicos pelas técnicas de reacdo de imunofluorescéncia indireta




(RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA); molecular através da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e exame direto, pela técnica de
citologia aspirativa de bacgo, linfonodos e pulmao, esfregaco sanguineo e
cultura (ANDEREG e PASSOS, 1999).

O esfregaco sanguineo raramente ¢é eficaz para detectar o
microorganismo (5% de positividade), utiliza-se sangue total coletado, sem
anticoagulante, de preferéncia na borda da orelha, em seguida deve ser fixado
em alcool metilico e depois corado. O achado de mérulas nas células confirma
um diagnéstico de infeccdo por Ehrlichia, mas € raro, exceto no caso de
infecgdo com uma cepa granulocitica (ETTINGER e FELDMAN, 1997; ANDEREG
e PASSOS, 1999).

A RIFI é usada para detectar anticorpos no soro ou para identificar
antigenos nos tecidos ou nas culturas celulares, utilizando um conjugado
fluorescente para evidenciacdo da reacdo. Os antigenos utilizados geralmente
sdo procedentes do cultivo de células infectadas com E. canis, havendo
minima reacdo cruzada entre as espécies, exceto entre a Ehrlichia canis e a
Ehrlichia equi. Em cées infectados experimentalmente, o periodo prévio para a
deteccdo de anticorpos se inicia entre oito a 24 dias, embora alguns caes néo
se apresentem soropositivos até 28 dias pés infeccédo, devido a variacdo da
resposta individual de cada animal. Os soros que apresentam reacdo em
diluicdo igual ou maior a 1:10 podem ser considerados positivos, porém titulos
de 20 a 80 sao considerados relativamente baixos. O titulo do soro pode variar
de acordo com o estagio da infeccdo, o envolvimento imunolégico com o
agente patogénico e a raca. Assim, titulos de anticorpos de alta magnitude
geralmente refletem uma infeccdo cronica. A persisténcia do titulo de
anticorpos na RIFI por periodos maiores que seis meses apos tratamento, pode
indicar que o agente ndo foi totalmente eliminado, havendo também a
possibilidade do céo se reinfectar. Tem-se observado um rapido decréscimo
nos titulos da RIFI, um pouco antes do 6bito, estes cdes frequentemente tém
uma severa depressao medular e sao hipogamaglobulinémicos (ANDEREG e
PASSOS, 1999).

WESTERN IMMUNOBLOTTING apresenta sensibilidade comparavel a
RIFI, e tem vantagem na objetividade da leitura, ndo sofre interferéncia da
subjetividade do operador, como ocorre na RIFI (CHAICHANASIRIWITHAYA et
al, 1994). Porém apresenta desvantagens, como elevado custo, maior tempo
na realizacéo e requer alta técnica (ANDEREG e PASSOS, 1999).

PCR é altamente sensivel e especifico. Util para avaliar a eliminacdo dos
organismos apés a terapia antibidtica, a principal vantagem da PCR é
identificar a espécie de Ehrlichia causadora da infec¢do, 0 que nem sempre €
possivel com outras técnicas. Muitos autores afirmam que o ideal € a
associacdo de RIFI e PCR, como WEN et al, (1997), e
CHAICHANASIRIWITHAYA et al, (1994).

Em relacdo a técnica de ELISA, utiliza antigenos purificados de cultura
de células DH 82 infectadas com E. canis aderidos a tiras de papel de
nitrocelulose. Apresenta sensibilidade e especificidade comparavel a RIFI. A
deteccdo da exposicdo recente e da infeccdo ativa pode ser realizada
comparando titulos pareados (ANDEREG e PASSOS, 1999).

Um estudo que mostrou a aplicabilidade de proteinas recombinantes foi
conduzido por BELANGER et al, (2002), comparando as técnicas de RIFI,



ELISA, com utilizacdo de proteina recombinante rMAP2, e trés testes
comerciais utilizando Dot-ELISA, para a deteccdo de anticorpos em 35
amostras de soro de caes naturalmente infectados e que apresentavam sinais
consistentes de erliquiose e titulo de RIFI positivo (=1:40). Os autores
verificaram que o ELISA rMAP-2 foi o teste de maior acuracia, com maior
chance de identificagdo do estado de infeccao de um animal. Contudo,
KNOWLES et al, (2003), constataram que ndo foi possivel diferenciar
sorologicamente a infeccdo por E. canis e E. chaffeensis ao utilizar a rMAP2
nas técnicas de ELISA e WI.

2.0 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo comparar os métodos
soroldgicos de RIFI e ELISA no diagnéstico de erliquiose canina em cées
atendidos no Hospital Veterinario Anhembi Morumbi (HOVET-AM) no periodo
de setembro de 2002 a maio de 2008.

3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 ANIMAIS

Apo6s andlise de dados obtidos por meio de levantamento em arquivos
do HOVET — AM, foram selecionados cées soronegativos testados pelo método
de ELISA-IDEXX® no periodo de setembro de 2002 a maio de 2008.

Consideraram-se como suspeitos, 0s caes nos quais foram constatados
trés sinais clinicos sugestivos de erliquiose relacionados por KAKOMA et al,
(2000): apatia, anorexia, emaciacao, letargia, sinais de depresséo, febre,
palidez de mucosas, ixodidiose recorrente ou sinais de distlrbio de coagulagéo
como epistaxe, petéquias, sufusdes, melena, hematuria ou hfema; e achados
laboratoriais sugestivos, como trombocitopenia, leucopenia (neutropenia,
linfocitose, monocitose), hiperglobulinemia ou anemia (com hematdcrito inferior
a 35).

Posteriormente os animais suspeitos foram submetidos a RIFI para a
pesquisa de anticorpos.

3.1.2 AMOSTRAS

Foram coletados 10ml de sangue total e separados em 5ml no tubo com
EDTA, para realizacdo de exame hematoldgico e esfregaco sangiiineo para
pesquisa direta do agente, e 5ml no tubo seco, para a obtenc&o do soro para
realizacdo de exame bioquimico e sorolégico.

3.2 METODOS

3.2.1 UTILIZACAO DO KIT PARA DETECCAO DE ANTICORPOS
CONTRA Ehrlichia sp PELO ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) —
METODO DO SNAP

As amostras devem estar a temperatura ambiente antes do inicio do
teste. Posteriormente, com a utilizacdo da pipeta inclusa no Kit (Figura 1 — A),
séo transferidas trés gotas de amostra para um tubo polipropileno de 1,5 mL.
Em seguida sdo colocadas quatro gotas do conjugado e mistura-se por
inversado de trés a cinco vezes. O dispositivo é colocado sobre uma superficie



horizontal e acrescentado todo o conteddo do tubo de amostra ao orificio
indicado. A amostra fluira pela janela de resultados, alcancara o circulo de
ativacdo em aproximadamente trinta a sessenta segundos. Ao aparecer cor no
circulo de ativacao, o ativador é empurrado firmemente até que esteja nivelado
com o corpo do dispositivo. Apés oito minutos o resultado € avaliado: caso
observe coloracdo nitida a esquerda do controle positivo (Figura 1 — B), indica

presenca de anticorpos anti E. canis no soro testado.

Snap+ E. canis. Fonte: Laboratério de Patologia Clinica HOVET-AM, 2008.

3.2.2 TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA
ERLIQUIOSE

Serdo utilizadas laminas de vidro contendo 12 pogos previamente
marcados. As bactérias serdo decalcadas e secas ao ar. Em seguida estas
laminas serdo fixadas em alcool/acetona e armazenadas em freezer a -20°C
para posterior utilizacdo. Para a realizagdo da reacdo 0S SoOros seréo
descongelados diluidos 1:50 em PBS e incubados a 37°C por 30 minutos. Apés
a incubacéao as laminas serdo lavadas em PBS e incubadas com a solucédo de
anticorpos anti-IgG de céo fluoresceinado por mais 30 minutos. Ao serem
novamente lavadas estas serdo secas, montadas em glicerina e observadas
em microscopio de imunofluorescéncia (objetiva de 40x), no qual observara se
ocorreu fluorescéncia (Figura 2). Utiliza-se também anti IgG de céo
fluoresceinado diluido e azul de Evans na diluicdo de 1:200.

Figura 2 — A: Soroositivo RIFI; B: Soronegativo RIFI Fonte: Laboratorio de Patologia Clinica
HOVET - AM, 2008.



4.0 RESULTADOS

No periodo de setembro de 2002 a maio de 2008 foram selecionados 55
cdes atendidos no HOVET-AM com manifestacdes clinicas, achados
clinicopatolégicos e soronegativos pela técnica de ELISA.

Dentre esses animais, 31 (56%) apresentaram soronegatividade pelo
método de RIFI e 24 (44%) soropositividade (Figura 3).

B SORONEGATIVOS RIFI
B SOROPOSITIVOS RIFI

Figura 3 — Soropositivos e Soronegativos RIFI HOVET — AM.

5.0 DISCUSSAQ

Em relacdo a técnica de ensaio imunoenziméatico (ELISA), ANDEREG e
PASSOS, (1999), analisaram ser uma técnica sensivel, apresenta resultados
rapidos, pode ser utilizada a campo e de facil interpretacdo para a deteccao de
anticorpos no soro. Apesar de MORAIS et al, (2004), considerar ELISA como o
melhor teste para detectar o “status” da infeccdo, fornecendo elevada
sensibilidade e especificidade, constatou-se no presente trabalho tratar-se de
uma técnica com indice de positividade menor quando comparado a RIFI.
Porém, segundo BELANGER et al, (2002), comparando as técnicas de RIFI,
ELISA, com utlizacdo de proteina recombinante rMAP2 e dot-ELISA
verificaram que o ELISA rMAP-2 foi o teste de maior acuricia, com maior
chance de identificacédo do estado de infec¢cao de um animal.

A pesquisa de anticorpos anti-E.canis pela técnica de
imunofluorescéncia indireta é altamente sensivel e especifica, sendo
considerada “Padrdo Ouro” BIRCHARD e SHERDING, 1998), porém esta
sujeita a limitacdes como a subjetividade do observador, laboratorio
equipado e médo de obra especializada (BELANGER et al, 2002).

6.0 CONCLUSAO

A RIFI demonstrou ser mais eficiente que ELISA pelo método do SNAP
no diagnostico de erliquiose canina, porém para sua realizacdo devem-se ter
equipamentos adequados e mao de obra especializada.

A técnica de ELISA pelo SNAP apresentou menor eficacia na deteccao
de anticorpos anti-E.canis, entretanto maior facilidade de realizacdo a campo e
menor tempo para obtencéo do resultado.

Vale ressaltar a importancia em associar mais de um método laboratorial
para o diagndstico precoce da enfermidade.
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