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Diagnostico sorologico de erliquiose canina com antigeno brasileiro de Ehrlichia canis

Serological diagnosis of canine monocytic ehrlichiosis with Brazilian antigen of Ehrlichia canis

Daniel Moura Aguiar'V Tais Berelli Saito" Mitika Kuribayashi Hagiwara"
Rosangela Zacarias Machado™ Marcelo Bahia Labruna™

RESUMO

O presente trabalho relata o isolamento de
Ehrlichia canis em cultivo de células DH82 e posterior
padronizagdo da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI). Leucécitos de uma cadela experimentalmente infectada
com o isolado Jaboticabal de E. canis foram inoculados em
cultivo de células DH82. A inoculagédo foi monitorada apds a
segunda semana, a cada 5-6 dias, através de exames citologicos
e pela amplificagdo de um fragmento do gene dsb de Ehrlichia
pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para
confirmagdo da infecgdo. A cultura apresentou-se positiva aos
27 dias pdés-inoculacao pela PCR e aos 28 dias pela citologia.
No 33¢ dia pés-inoculacdo, observou-se 20% de células
infectadas e, aos 53 dias, 60% de infeccdo. Atualmente, o
isolado encontra-se estabelecido em células DH82, com vérias
passagens atingindo 90-100% de células infectadas entre 7-
10 dias ap6s a inoculagdo. Apds o seqiienciamento do produto
de PCR, o isolado apresentou-se 100% similar a seqiiéncia
correspondente de E. canis depositada no GenBank. As células
infectadas foram utilizadas como antigeno para a padronizagdo
da RIFI para deteccdo da infeccdo em cées.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, isolamento, DH82,
imunofluorescéncia, sorologia.

ABSTRACT

The present study describes a successful isolation
of Ehrlichia canis and its establishment in DH82 cells, followed
by the development of an Indirect Fluorescent Antibodies Test
(IFAT). Leukocytes collected from an experimentally infected
dog with the Jaboticabal strain of E. canis were used to inoculate
a DH82 cell monolayer. Two weeks later, the inoculated culture

was checked for infectivity, every 5-6 days by both cytological
staining and PCR, targeting a fragment of the dsb gene. The
cell culture showed to be infected by Ehrlichia on day 27 by
PCR and on day 28 by cytological staining. By the day 33, the
infection rate reached 20% and on day 53, 60%. Currently, the
isolate is established in DH82 cells, with several passages
reaching 90-100% of infected cells, within 7 to 10 days post
inoculation. After sequencing, the amplicon was identical to
other E. canis corresponding sequences available in the
GenBank. DH82 infected cells were used to standardize an
IFAT for the diagnosis of canine ehrlichiosis.

Key words: Ehrlichia canis, isolation, DH82,
immunofluorescence, serology.

INTRODUCAO

O género Ehrlichia atualmente
compreende cinco espécies validas: Ehrlichia canis,
E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium
(DUMLER etal., 2001). Sdo bactérias gram-negativas,
parasitas intracelulares obrigatorios de células
hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente
do sistema fagocitario mononuclear, tais como
monocitos e macrofagos e, para algumas espécies, em
células mieloides, tais como neutr6filos (DUMLER et
al.,2001).

No Brasil, a unica espécie descrita até o
momento é E. canis, responsavel pela erliquiose
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monocitica canina, doenga considerada endémica
principalmente nas areas urbanas, onde abundam
populagdes do carrapato vetor, Rhipicephalus
sanguineus (LABRUNA & PEREIRA, 2001). Em Belo
Horizonte, COSTA et al. (1973) relataram pela primeira
vez a doenga no Brasil. Posteriormente, foi relatada
acometendo aproximadamente 20% dos caes atendidos
em hospitais e clinicas veterinarias de Estados das
regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste
(LABARTHE et al., 2003; MOREIRA et al., 2003).

A E. canis pode ser cultivada in vitro em
células DH82 (dog histiocytosis), linhagem originaria
de mondcitos caninos, que foi adaptada em cultivo
celular a partir de células obtidas de um caso de
histiocitoma (WELLMAN et al., 1988). Até o momento,
sdo varios os isolados de E. canis cultivados in vitro
e geneticamente caracterizados na América do Norte e
no Velho Mundo. No caso da América Latina, o
isolamento in vitro de E. canis de cées tem sido
reportado apenas no Estado do Rio de Janeiro, no
Brasil (TORRES et al., 2002) e na Venezuela (UNVER et
al., 2001). Neste ultimo pais, ha um relato recente de
pelo menos seis casos clinicos de erliquiose humana
causada por E. canis, indicando que este agente pode
causar infecgdes zoondticas (PEREZ et al., 2005).

O presente trabalho relata o cultivo in vitro
de um isolado de E. canis em células DH82 ¢ a
padronizagdo da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFT) para diagndstico sorologico da erliquiose canina
no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Origem do isolado e obtengdo do indculo de E. canis.

Uma cepa de E. canis foi isolada de um cio
fémea da ragca Weimaraner, em fase aguda da doenga,
por um dos autores (R. Z. MACHADO, dados nao-
publicados), em 1993, na cidade de Jaboticabal-SP,
sendo mantida até o presente por passagens em caes
através da inoculag@o de sangue infectado e em
amostras de sangue infectado congelado. Esta cepa
foi designada como cepa Jaboticabal. Para o presente
estudo, uma cadela saudavel, sem raga definida, de
aproximadamente trés anos, vermifugada, vacinada
contra as principais doengas caninas e com exame de
PCR (gene dsh, protocolo descrito abaixo) negativo
para erliquiose, foi inoculada com cinco mililitros (Sml)
de sangue total sem anticoagulante, infectado pela cepa
Jaboticabal de E. canis. Apds a inoculagdo, a cadela
foi acompanhada diariamente, até o aparecimento dos
sinais clinicos da erliquiose (anorexia, apatia,
linfoadenopatia e febre), quando foram realizados exame
hematologico e PCR. Paralelamente, foram realizados

esfregacos de sangue periférico corado pelo Panoético
Rapido (Laborclin®) para visualizagdo de estruturas
compativeis com moérulas de E. canis.

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e
sequenciamento.

No momento do aparecimento de quadros
febris e do primeiro encontro de moérulas no esfregago
sangiiineo da cadela inoculada, o sangue foi analisado
pela PCR visando a amplifica¢do de um fragmento do
gene dsb de Ehrlichia,utilizando-se os primers Dsb-
330 (5’-GAT GAT GTC TGAAGATAT GAAACAAAT-
3’)eDsb-729 (CTG CTC GTCTATTTTACTTCT TAA
AGT-3’), conforme protocolo descrito por KUYLER-
DOYLE etal. (2005). Uma vez detectado o fragmento
amplificado no tamanho esperado de 409 pb, este foi
submetido ao sequenciamento em um sequenciador
automatico de DNA modelo ABI Prism 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystens/Perkin Elmer), segundo
seu manual de instrugdes. As seqiiéncias obtidas foram
comparadas com outras seqiiéncias de Ehrlichia spp
disponiveis no GenBank.

Inoculagao em células DHS2.

A amostra de sangue, quando positiva pela
citologia e para PCR, foi processada para o isolamento
de leucdcitos, utilizando o protocolo descrito por
PADDOCK et al. (1997), baseado no uso de Histopaque
1083 (Sigma Diagnostics, St. Luis, Mo). Os leucécitos
foram entdo inoculados em monocamadas de células
DHB82 (ATCC n°: CRL-10389; WELLMAN etal., 1988),
repicadas trés dias antes e mantidas a 37°C e 5% de
CO,. Para o crescimento e a manutengao celulares, foi
utilizado o meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (Sigma
Aldrich®) acrescido de 5% de soro de bezerro (Bovine
Calf Serum — BCS; Hyclone ®), renovado parcialmente
a cada 3-4 dias.

A monocamada inoculada foi acompanhada
apos a segunda semana, a cada 5-6 dias, por exames
citolégicos, corados com o Kit Pandtico rapido
(Laborclin®) e pela PCR do gene dsb para confirmagéo
dainfec¢do. Uma vez que a monocamada desta primeira
passagem apresentasse um minimo de 50% de infec¢@o,
aliquotas de seu sobrenadante eram inoculadas em
novas monocamadas ndo-infectadas, a fim de
estabelecer passagens do isolado. Este procedimento
foi realizado em passagens subseqiientes, até que a
monocamada apresentasse 90 a 100% de infecgao
dentro de poucos dias ap6s a inoculag¢do, implicando
o estabelecimento do isolado em cultivo celular.

Aliquotas de células infectadas das primeira
e quarta passagens do isolado foram submetidas a PCR
conforme descrito acima. O produto amplificado foi
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seqilienciado para confirmar a identidade da espécie de
Ehrlichia isolada e estabelecida em cultivo celular.

Preparo do antigeno e padronizacdo da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFT)

As monocamadas, quando apresentaram
80-90% de infecgao, foram desprendidas da garrafa com
auxilio de raspadores apropriados (Corning®) e a
suspensdo de células foi centrifugada a 4.000 g por 5
minutos. Desprezado o sobrenadante, as células foram
ressuspendidas em Solugdo Tampao Fosfatada (PBS;
pH 7,2; 0,0084M Na,HPO,, 0,0018M NaH,PO, ¢ 0,147M
NaCl) para obter uma concentragdo de 10.000 células
por ml. Dez pl da solucdo foram adicionados em
cada orificio de laminas apropriadas para a
imunofluorescéncia, que foram secadas em temperatura
ambiente por duas horas. As ldminas foram fixadas em
acetona por 10 minutos e depois estocadas a -20°C até
0 momento do uso.

O antigeno, depois de preparado, foi
testado com um banco de 20 soros de cées previamente
analisados por dois Kits comerciais de diagndstico
sorologico para E. canis: Ensaio Imunoenzimatico
ELISA (SNAP 3Dx® Test) e RIFI com antigeno
proveniente do isolado Oklahoma de E. canis (VRMD
Pullman®; considerado como o teste padrdo para
pesquisa de anticorpos anti-E. canis), conforme
instrucdes técnicas dos fabricantes. A RIFI com
antigeno Jaboticabal foi realizada segundo RISTIC et
al. (1972), com ponto de corte estipulado na dilui¢ao de
1:40, conforme adotado por McBRIDE et al. (2001),
sendo utilizado conjugado IgG de coelho anti-IgG
canino (produzido pelo Centro de Controle de
Zoonoses — CCZ — municipio de Sdo Paulo, SP),
marcado com isotiocianato de fluoresceina na diluigdo
de 1:640. As amostras consideradas positivas foram
sucessivamente diluidas, na razao dois, para obtengao
do titulo final. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio de epifluorescéncia OLIMPUS®. A partir
destes resultados, foi possivel estimar os valores de
sensibilidade e especificidade para a RIFI produzida
com o isolado Jaboticabal e para o teste de ELISA.

Avaliagdo de soros provenientes de cdes atendidos
no HOVET e de cédes inoculados com o isolado
Jaboticabal

Apbs a padronizagdo da RIFI (isolado
Jaboticabal), foram avaliados aleatoriamente soros
sangiiineos de 23 cdes atendidos no Hospital
Veterinario (HOVET) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Sdo Paulo (USP) e de sete cdes inoculados
experimentalmente com o isolado Jaboticabal de E.

canis. No historico dos cides do HOVET, constava a
presenca de sintomatologia clinica variavel (alguns
compativeis com erliquiose canina) e/ou o relato de
encontro de carrapatos. O soro controle positivo foi
oriundo de um c@o inoculado com a amostra Jaboticabal
de E. canis (HASEGAWA et al., 2005), com titulo final
de 5.120. A reagdo foi processada conforme descrito
no topico anterior.

RESULTADOS

Isolamento de E. canis em células DH82

Apbs ainoculagdo da cadela com o isolado
Jaboticabal de E. canis, as altera¢Ges clinicas (apatia,
febre e linfoadenopatia) foram observadas a partir de
14 dias. O exame hematoldgico demonstrou: hemacias:
6,1 x 10° mm; hematodcrito: 40%; contagem total de
leucocitos: 3.000 mm™; plaquetas 47.000 mm™. No 14°
dia pos-inoculagdo, verificou-se o aparecimento de
moérulas em monocitos sanguineos, quando houve
também a confirmag@o pela PCR. No 15° dia pds-
inoculagéo, durante o pico febril de 41°C, foi colhido
10ml de sangue heparinizado, que foi processado para
ser inoculado numa monocamada de células DH82 nao-
infectadas. No 27° dia po6s-inoculagdo, obteve-se o
primeiro resultado positivo na PCR (Figura 1),
confirmando o isolamento com a visualizagdo de
morulas no exame citologico aos 28 dias (Figura 2). No
33¢ dia pos-inoculacao, 20% das células estavam
infectadas e, aos 53 dias, 60% delas. Neste momento, o
sobrenadante da cultura infectada (5Sml) foi inoculado
em nova monocamada de células DH82, a fim de dar
prosseguimento ao cultivo. A partir desta primeira
passagem, amostras de células infectadas foram
criopreservadas a—80°C, em soro de bezerro com 10%
de Dimetilsulféxido (DMSO) a fim de se estocar o
isolado obtido. Atualmente, o isolado encontra-se
estabelecido em células DH82, com varias passagens
atingindo 90-100% de células infectadas dentro de 7-
10 dias apos a inoculagao.

Sequenciamento do gene dsb do isolado Jaboticabal
de E. canis

Os produtos amplificados do gene dsb do
sangue do cdo inoculado e do cultivo celular (primeira
e quarta passagens) foram seqiienciados. Apds
exclusdo das porgdes correspondentes aos primers,
foi obtido um fragmento de 350 nucleotideos de cada
produto amplificado. As seqiiéncias mostraram-se
idénticas entre si e, quando comparadas com as
seqiiéncias disponiveis no GenBank, apresentaram
100% de similaridade com a seqiiéncia correspondente
ao isolado Norte-Americano Jake de E. canis
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pb).

Figura 1 - Amplificagdo de um fragmento do gene dsb de Ehrlichia sp, correspondente a 409 pares de
bases (pb), em gel de eletroforese corado com brometo de etidio. Linha 1: sangue do cao
doador antes de receber o indculo de E. canis; Linha 2: sangue do cdo aos 14 dias pos-
inoculagdo. Linha 3: monocamada de células DHS2 infectadas com E. canis no 27° dia pos-
inoculagdo. Linhas 4 e 5: controles negativos; Linha 6: marcador de peso molecular (100

(AF403710). A seqiiéncia parcial do gene dsb do isolado
Jaboticabal gerado neste estudo foi depositada no
GenBank, sob numero de acesso DQ460716.

Padronizagdo da RIFI

A tabela 1 sumariza os resultados obtidos
na analise sorologica dos soros positivos e negativos,
frente aos antigenos comerciais (SNAP 3Dx® Test e
VRMD Pullman®) e ao isolado Jaboticabal. Por questdes
logisticas, os soros positivos testados pelo antigeno

VRMD néo foram titulados até o fim. Considerando-se
o ponto de corte de 40 para os protocolos de RIFI, 10
amostras de soros foram consideradas negativas e oito
amostras foram consideradas positivas para todos os
trés testes sorologicos realizados. Outras duas
amostras foram negativas apenas pelo ELISA.
Considerando-se a RIFI com antigeno VRMD como
teste padrdo, o isolado Jaboticabal apresentou
sensibilidade e especificidade de 100%, enquanto que
o teste de ELISA comercial (SNAP 3Dx®™) demonstrou

Figura 2 - Fotomicrografias de células DH82 provenientes de monocamada inoculada com o isolado de Jaboticabal, SP, apresentando
morulas de Ehrlichia canis (setas) aos 28 dias pos-inoculagdo. Panético rapido (Laborclin®); 100X.

Ciéncia Rural, v.37,n.3, mai-jun, 2007.
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Tabela 1 - Pesquisa de anticorpos reagentes a Ehrlichia canis em
20 soros de caes pelo ensaio imunoenzimatico ELISA
e pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
com antigeno comercial (isolado Oklahoma) e
antigeno brasileiro (isolado Jaboticabal).

Soros ELISA' Comercial/Oklahoma®  Jaboticabal®
1 Positivo >5.120 20.480
2 Positivo > 640 20.480
3 Negativo > 640 10.240
4 Positivo > 640 40.960
5 Positivo > 160 2.560
6 Positivo > 640 40.960
7 Positivo >1.280 10.240
8 Positivo > 640 2.560
9 Positivo > 640 5.120
10 Negativo > 640 2.560
11-20 Negativo <40 <40

'SNAP 3Dx" Test
2VRMD Pullman®; ponto de corte: 40
3Ponto de corte: 40.

sensibilidade de 80% e especificidade de 100%. A figura
3 ilustra uma reag@o positiva pela RIFI em microscopio
de epifluorescéncia.

Os soros oriundos dos sete caes inoculados
com E. canis (isolado Jaboticabal) foram
sororreagentes na RIFI (antigeno Jaboticabal), com
titulos variando entre 1.280 e 81.920. Dos 23 caes
atendidos no HOVET, 17 (68%) apresentaram titulos
de anticorpos anti-E. canis entre 40 e 20.480.

DISCUSSAO

O presente trabalho relata o cultivo in vitro
de E. canis em células DH82, proveniente de cdo
experimentalmente infectado com a amostra Jaboticabal
e a padronizagdo da técnica da RIFI a partir das células
infectadas. O cultivo in vitro de E. canis vem sendo
realizado em diversas partes do mundo (KEYSARY et
al., 1996; UNVER etal., 2001), em células de linhagem
originaria de histiocitoma canino — DH82. Outras
linhagens celulares tém se mostrado tutil para o
isolamento in vitro de E. canis, como macréfago
peritoneal canino (STEPHENSON & OSTERMAN,
1977), mondcito primario canino (HEMELT et al., 1980),
célula endotelial humana (DAWSON et al., 1993) e
células macrofagicas de camundongos BALB/C
(KEYSARY etal.,2001). Antes do presente trabalho, o
isolamento e o cultivo in vitro de E. canis havia sido
relatado no Brasil apenas uma vez, utilizando-se células
DHS82 (TORRES etal., 2002).

No presente trabalho, foi realizado o
seqilenciamento de um fragmento do gene dsb do
isolado Jaboticabal de E. canis. Quando comparado
com as seqiiéncias disponiveis no GenBank, este
isolado apresentou-se idéntico a um isolado norte-
americano de E. canis. O isolado Jaboticabal teve
recentemente seu fragmento de 398 pb do gene 16S
rRNA seqiienciado, demonstrando também identidade
com a seqiiéncia correspondente de 16S rRNA de E.
canis depositada no GenBank (MACHADO, 2004).
Estes dados refor¢cam a possibilidade de os isolados
do continente americano apresentarem pouco
polimorfismo.

No presente estudo, padronizou-se a RIFI
a partir de células DH82 com alto indice de infecgao
(=80%). A utilizacao do isolado Jaboticabal em soros
conhecidos, previamente testados com outros
antigenos comerciais (SNAP 3Dx® Test e VRMD
Pullman®), possibilitou sua comparagdo, conforme
adotado por DAWSON et al. (1991). No presente
estudo, os resultados da RIFI com a amostra Jaboticabal
de E. canis apresentaram-se idénticos ao isolado
Oklahoma, que ¢ mundialmente comercializado como o
teste padrdo para o diagnostico sorologico. Por outro
lado, a técnica de ELISA apresentou menor
sensibilidade, quando comparada a RIFI.

Os resultados encontrados no ensaio
sorologico das 30 amostras (23 de cdes do HOVET e 7
céles previamente inoculados com amostra Jaboticabal)
permitem inferir sobre a utilidade deste método
diagnostico, o qual pode indicar apenas infecgdo prévia
com o agente. No presente trabalho, oito (33%) caes
apresentaram titulos superiores a 10.240, sendo que
cinco deles eram cées inoculados experimentalmente.
No momento da realizag@o do teste soroldgico, esses
cdes nao apresentavam sintomatologia clinica.

Dos 23 cées atendidos no HOVET com
sinais variaveis (muitos dos quais, com sintomas
sugestivos de erliquiose canina - dados ndo
mostrados), 17 (68%) apresentaram titulos > a 40 de
anticorpos anti-E. canis. Com esse resultado,
refor¢amos a possibilidade do uso do teste sorologico
como auxiliar no diagnéstico da erliquiose canina, desde
que aliados ao histdrico e ao exame clinico do cdo.

Destaca-se, nesta pesquisa, a manutengao
continua do isolado Jaboticabal de E. canis em células
DHS2 e, conseqiientemente, sua utilizagdo na produgao
de antigenos para o diagnostico complementar da
erliquiose canina brasileira. Esta amostra de E. canis,
adaptada a cultivo celular, encontra-se depositada e
disponivel na Colegdo de riquétsias e erliquias do
Laboratorio de Doengas Parasitarias da FMVZ/USP.

CiénciaRural, v.37,n.3, mai-jun, 2007.
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Figura 3 - Fotomicrografia de células DH82 infectadas com Ehrlichia canis com reagdo fluorescente positiva (setas). Notar a
fluorescéncia positiva de forma difusa, caracterizando aparentemente antigenos soluveis (A) no citoplasma celular,
corpusculos elementares e iniciais (B), bem como a presenga de moérulas (C). Imunofluorescéncia indireta; 40X.
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