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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

Babesia canis, Ehrlichia canis E Rangelia vitalii: ASPECTOS CLINICOS,
PARASITOLOGICOS, HEMATO-SOROLOGICOS E MOLECULARES DE
CAES INFECTADOS DA REGIAO DE PASSO FUNDO-RS-BRASIL
Autor: Juliana Gottlieb
Orientador: Dra. Maria Isabel Botelho Vieira
Passo Fundo, 21 de agosto de 2014

O trabalho objetivou diagnosticar os agentes causais da infeccdo em cdes com suspeita
de hemoparasitoses atendidos na rotina clinica do Hospital Veterinario da Universidade
de Passo Fundo, no municipio de Passo Fundo, RS, Brasil. Caninos com sintomatologia
como depressdo, anorexia e febre foram triados para o preenchimento de um
questionario e, concomitantemente, tiveram amostras de sangue venoso analisadas por
técnicas laboratoriais de hemograma, esfregaco de sangue periférico, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Dos 58
caninos amostrados, 3 (5,2%) e 8 (13%) foram sororeagentes pela técnica de RIFI,
frente aos antigenos de E. canis e B. canis, respectivamente. Na PCR, 4 (6,8%) caninos
foram positivos para R. vitalii e 1 (1,7%) cdo foi positivo para E. canis. Nao foi
detectado pelo diagnéstico molecular positividade das amostras para B. canis. Os
produtos da PCR foram sequenciados e o DNA encontrado de E. canis e R. vitalii
mostrou similaridade genética com amostras de E. canis e R. vitalii isoladas no Brasil,
com 99% de similaridade. Destaca-se a importancia da primeira deteccdo molecular de
E. canis em caninos da regido norte do estado do Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Babesia spp., Ehrlichia spp., Rangelia vitalii, PCR, sorologia
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pés-Graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

Babesia canis, Ehrlichia canis and Rangelia vitalii: clinical, parasitological,
hematological, serological, and molecular aspects of infected dogs from Passo
Fundo, southern Brazil.

Author: Juliana Gottlieb
Advisor: Dra. Maria Isabel Botelho Vieira
Passo Fundo, August 21, 2014.

The purpose of this study was to diagnose the causative agents of infection in dogs with
suspected hemoparasites treated during the clinical routine of the Veterinary Hospital at
the University of Passo Fundo, in the municipality of Passo Fundo, RS, Brazil. Dogs
with depression, anorexia and fever were screened for completion of a questionnaire
and had venous blood samples analyzed by complete blood count, peripheral blood
smear test, indirect immunofluorescence assay (IIFA) and polymerase chain reaction
(PCR). Of 58 sampled dogs, 3 (5.2%) and 8 (13.8%) were seropositive in the IIFA for
the antigens against E. canis and B. canis, respectively. In PCR, 4 (6.8%) dogs were
positive for R. vitalii and 1 (1.7%) dog was positive for E. canis. No dogs were positive
for B. canis in the molecular analysis. The PCR products were sequenced and the E.
canis and R. vitalii DNAs were genetically similar (99%) to E. canis and R. vitalii
strains isolated in Brazil. We emphasize the importance of the first molecular detection
of E. canis in dogs in the state of Rio Grande do Sul, Brazil.

Keywords: Babesia spp., Ehrlichia spp., Rangelia vitalii., PCR, serology
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1. INTRODUCAO

Babesia spp. e Ehrlichia spp. sdo agentes causadores de doencas emergentes
(babesiose e erliquiose, respectivamente) e de distribuicdo mundial. S&o transmitidas
por artrépodes como Rhipicephalus sanguineus e, além de cdes, podem ser encontrados
em outros hospedeiros, como equinos, bovinos, felinos, animais silvestres e no homem
(1). Rangelia vitalii € o microorganismo causador da rangeliose. A doenca afeta cdes e
animais silvestres, tendo como vetor o carrapato Amblyomma aureolatum (2). Babesia
canis, Ehrlichia canis e R. vitalii sdo hemoparasitas de cées, responsaveis por sinais
clinicos como anemia, ictericia, depressdo, esplenomegalia, hipertermia e
linfoadenopatia (3).

A biologia molecular através de técnicas como a PCR permite a deteccdo de
material genético do parasita em praticamente qualquer material bioldgico. A PCR e o
sequenciamento das amostras positivas tém se mostrado altamente sensiveis e
especificos, determinando o agente e a subespécie envolvida, sendo importante no
estabelecimento de um método diagndstico definitivo (4). A alta morbidade associada a
doencas transmitidas por vetores como carrapatos vem trazendo preocupagdo aos
criadores de cdes, tanto pelo aspecto afetivo quanto pelo impacto negativo na
comercializacdo destes animais (5). A identificacdo etioldgica das espécies e
subespécies determina a viruléncia, o prognostico e a resposta as drogas, pois, cada
microorganismo responde de forma diferente de acordo com a subespécie envolvida na
infeccdo (6).

Na regido norte do estado do Rio Grade do Sul, ndo existem dados que determinem
0 agente etioldgico mais comumente envolvido nas infeccdes suspeitas.

O objetivo geral do trabalho foi:

e Diagnosticar cées suspeitos de infeccdo por B. canis, E. canis e R. vitalii.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e Descrever o0s sinais clinicos mais frequentemente observados nos cées através

da anamnese e do exame fisico;

o Relatar as alteracBes mais comumente observadas nos exames hematoldgicos

(hematocrito e plaquetas) e parasitologicos (esfregago sanguineo);
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¢ Avaliar qualitativamente a presenca de anticorpos anti B. canis e anti E. canis;
o Identificar os agentes pela técnica de PCR, utilizando primers especificos e
realizar o sequenciamento de amostras positivas através do diagnostico

molecular.

A dissertacdo compreende, além desta introducdo, uma breve reviséo da literatura
sobre hemoparasitoses de caninos (babesiose, ehrlichiose e rangeliose) e um capitulo na
forma de artigo cientifico que aborda o tema: “Caracterizacdo molecular de E. canis e R.
vitalii no Sul do Brasil”. As consideraces finais, conclusdes e referéncias bibliograficas

compdem a Ultima parte da dissertacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Doencas transmitidas por vetores artropodes sdo mundialmente importantes para a
salde humana e animal. Um grande nimero de patégenos, hospedeiros e vetores estdo
envolvidos com essas enfermidades e sua epidemiologia (7). Varios microorganismos
sdo veiculados por carrapatos a cées, incluindo Babesia spp., Ehrlichia spp. e R. vitalii
(2, 8).

2.1 AGENTES ETIOLOGICOS

Ehrlichia spp. sdo bactérias gram-negativas, imdveis, intracelulares obrigatorias,
cocdides a elipsoidais e residentes em fagossomos. Sua transmissdo ao hospedeiro
vertebrado ocorre através do carrapato vetor, R. sanguineus. A classificacdo taxonémica
do agente inclui Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae, subdivisdo das
Proteobactérias, sendo a bactéria, quando disposta em forma de coldnias, conhecida
como morula. (9).

Babesia spp. sdo protozoarios intraeritrociticos, com formato piriforme e que se
multiplicam por divisdo binéria, preferencialmente em eritrocitos jovens (10). O agente
é classificado, baseado em sua taxonomia, no Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida,
Subclasse Coccidiasina, Ordem Piroplasmorida, Familia Babesiidae (11, 12). B. canis e
Babesia gibsoni sdo os agentes etioldgicos da babesiose canina (13, 14). B. canis tem
sido subdividida em trés subespécies, sendo as mesmas distintas entre si em funcdo do
vetor, patogenicidade e localizagcdo geografica (10). B. canis rossi transmitida pelo
carrapato Haemaphysalis leachi causando uma doenca hemolitica severa em caes. B.
canis vogeli transmitida pelo R. sanguineus, induzindo, comumente, a uma doenca
subclinica em cées. B. canis canis, transmitida pelo carrapato Dermacentor reticulatus
causando anemia hemolitica com severidade moderada (15, 16).

R. vitalii s&o protozoarios que se multiplicam no citoplasma de células endoteliais,
levando a um distdrbio hemolitico extravascular conhecido como rangeliose, nambi-uvu
ou peste do sangue (2, 17). A classificacdo taxonémica do patdgeno compreende o Filo
Apicomplexa e a Classe Sporozoasida. A transmissdo de R. vitalii é realizada através do
carrapato do género A. aureolatum (2).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

Sdo encontradas subespécies de Babesia spp. distintas na dependéncia da regidao
estudada; B. canis rossi: no Sul da Africa (18) e no Suddo (19); B. canis canis: na
Europa (4, 18, 20); e, B. canis vogeli: na América do Norte (18), na Europa (4, 20), no
norte e sul da Africa (21), na Australia (22), no Suddo (19) e na Turquia (23). No Brasil,
a babesiose vem sendo descrita em muitos estados: Rio Grande do Sul (24), Rio de
Janeiro (25), Pernambuco (26), Goias (27), Distrito Federal (28), Parana (29) e Bahia
(5). No Brasil, B. canis vogeli (16, 30) e B. gibsoni (29) sdo as subespécies encontradas
pelo diagndstico molecular.

Ehrlichia spp. foi descrita pela primeira vez em cées na Argelia, em 1935 (31).
No Brasil, E. canis foi relatada primeiramente na cidade de Belo Horizonte (32) e,
atualmente, acomete aproximadamente 20% dos cées atendidos em hospitais e clinicas
veterinarias dos estados das regifes Nordeste, Sudeste, e Centro-Oeste (33, 34).

R. vitalii acomete cdes domésticos e mamiferos selvagens da regido sul do Brasil
(2, 17, 35, 36, 37, 38, 39, 40). R. vitalii foi detectada por diagnoéstico molecular em
canideos selvagens da espécie Cerdocyon thous no Rio Grande do Sul (41). A doenca

também foi documentada na Argentina (42) e no Uruguai (43).

2.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

B. canis provoca um quadro hemolitico intravascular e extravascular, com anemia
secundaria (44). A hemolise intravascular decorre da adesé@o do piroplasma a membrana
eritrocitaria e a penetracdo na mesma por endocitose e, por consequéncia, a
multiplicacdo por divisdo binaria sucessiva no interior da hemaécia (10). O processo de
reproducdo assexuada do protozoario no interior de células vermelhas leva a formacao
de merozoitos, sendo que, heméacias podem ser parasitadas com até dezesseis
merozoitos, mas a observacdo de um ou um par de estruturas nesta apresentacdo, é mais
frequente (45, 46). A presenca de eritrocitos parasitados por B. canis desencadeia uma
resposta imune citotoxica mediada por anticorpos. Hemacias opsonizadas por
imunoglobulinas sdo destruidas pelos macrofagos do baco e do figado (sistema
fagocitico mononuclear), resultando em hemolise extravascular (47, 48).

B. canis pode manifestar-se de quatro formas no cdo: hiperaguda, aguda,

subclinica e cronica (49). A forma hiperaguda da doenca é incomum, mais observada
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em filhotes e geralmente estd associada a parasitemia intensa e a alta infestacdo por
carrapatos. Acidose metabdlica, choque, coagulacdo intravascular disseminada,
sindrome da resposta inflamatdria sistémica e sindrome da disfuncdo de multiplos
Orgdos sdo sintomas desta fase da doenca. A apresentacdo aguda de babesiose €
observada principalmente em infeccdes por B. gibsoni ou pela B. canis rossi. Anemia
hemolitica, anorexia, esplenomegalia, febre, hematuria, ictericia, depressao,
linfoadenomegalia, sindrome da resposta inflamatoria sistémica e sindrome da
disfuncdo de mdltiplos 6rgdos estdo associados a esta fase. Na doenca mais severa,
Babesia spp., pode causar insuficiéncia renal, hepatopatia, dispneia, lesées no miocardio
e no sistema nervoso central. No Brasil, a forma subclinica da babesiose canina é
provavelmente a apresentacdo predominante nos cdes infectados (50). Previamente ao
desenvolvimento da doenca subclinica, os cdes infectados apresentam apatia e febre
transitoria, recuperando-se rapidamente e tornando-se portadores do parasita.
Entretanto, os portadores podem adoecer quando submetidos a estresse intenso, como
por exemplo, doengas concomitantes (10).

E. canis infecta leucocitos e plaquetas, principalmente células
mononucleares (monacitos e linfocitos). Morfologicamente, a bactéria apresenta-se em
inclusdes citoplasmaticas como morulas, sendo esta a forma mais caracteristica,
corpusculo elementar ou corpusculos iniciais (51). A forma infectante de Ehrlichia spp.
é o corplsculo elementar, que penetra nas células mononucleares caninas por
fagocitose. Nao ocorre fusdo fagolisossomal nas células infectadas e assim, o0s
corpusculos elementares comecam a desenvolver-se no interior dos fagossomos por
divisdo binaria (10). Apo6s 3 a 5 dias de multiplicagdo do agente, ocorre & formagdo dos
corpusculos iniciais e, durante os préximos 7 a 12 dias, os corpusculos iniciais se
desenvolvem dando origem as morulas (52).

E. canis pode manifestar-se clinicamente sob trés aspectos: agudo, subclinico e
crénico. A fase aguda caracteriza-se por anorexia, apatia, emaciacao, hipertermia
secrecdo 6culo-nasal mucopurulenta, epistaxe, crepitacdao/sibilo pulmonar, dispnéia,
edema de membros e escroto, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal, e, ainda, sinais
neuroldgicos como convulsdes e ataxia (53, 54). Os sinais clinicos de coagulopatias sdo
raros (51). A maioria dos pacientes sobrevive a fase aguda e ingressa na fase subclinica
(10). Na fase subclinica da infeccdo ha auséncia de sinais clinicos. Caes incapazes de
montar uma resposta imune eficaz desenvolvem a fase crbnica da doenca (53). Os

sintomas mais comuns da doenga cronica sdo depressao, apatia, perda de peso cronica,
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emaciagdo, mucosas palidas, pneumonia, polidria/polidipsia, estomatite, febre, edema
periférico (pernas e escroto) e didteses hemorragicas (10). A perda de sangue
geralmente é evidenciada sob a forma de epistaxe, melena, hematuria, hematémese,
hifema e hemorragia meningea (7). Glomerulonefrite e poliartrite imunomediadas sdo
sinais clinicos de ehrlichiose cronica. Dermatites por fungos Aspergillus niger e
Penicillium spp. em cées infectados, séo decorrentes da imunodepresséo acarretada pelo
parasito (10).

R. vitalii desenvolve-se no interior dos eritrocitos, leucdcitos e no
citoplasma de células endoteliais (17, 55). A rangeliose manifesta-se sob trés formas:
aguda, subclinica e cronica. Apatia, anorexia, febre, fraqueza, mucosas palidas e/ou
ictéricas  espleno/hepatomegalia, vOmito, diarréia, corrimento  Oculo-nasal
mucopurulento, sdo sinais comuns na fase aguda da patologia (2). Um animal
acometido subclinicamente, apresenta sinais clinicos analogos a fase aguda, somados a
hemorragias pela boca, nariz e cutanea. Por fim, a manifestagdo da forma cronica de

rangeliose, inclui febre intermitente (36, 56).

2.4 DIAGNOSTICO

2.4.1 Hematoldgico

No que se refere ao eritrograma, anemia regenerativa (macrocitica hipocrémica),
é frequentemente observada, sendo secundaria ao distarbio hemolitico intravascular e
extravascular (babesiose) ou exclusivamente extravascular (rangeliose) (2, 57).
Reticulocitose, esferocitose, policromasia e anisocitose sdo achados morfoldgicos
concomitantes (10, 36). Trombocitopenia moderada a severa é comum na babesiose
canina, independente da subespécie envolvida (45). Hemdlise, vasculite, acidose e
hipoxia sdo alguns dos fatores causais de coagulacgdo intravascular disseminada (CID) e
que esta, por sua vez, é responsavel pela trombocitopenia observada (58). As alteragdes
leucocitarias observadas nas infeccdes por B. canis ndao seguem um perfil especifico,
sendo descrito leucopenia, leucocitose, neutrofilia, neutropenia, linfocitose, eosinofilia e
monocitose (25, 59). No leucograma de animais com R. vitalii, frequentemente ha
leucocitose, com desvio a esquerda regenerativo, e em alguns casos, reacdo leucemoide,

linfocitose e monocitose (2).
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Anemia e trombocitopenia sdo as alteragcGes sanguineas mais encontradas em
cdes com infeccao natural ou experimental por E. canis (60). A trombocitopenia aparece
como resultado da hipoplasia megacariocitica e da reducdo da vida das plaquetas, que
ocorrem secundariamente a alteracdes imunomediadas (decréscimo da adesividade),
inflamatorias e por perturbacdo nos mecanismos de coagulacdo (CID). Na fase aguda da
ehrlichiose monocitica canina, anemia arregenerativa associada a leucopenia séo
comuns (10). Pancitopenia, monocitose, linfocitose sdo achados frequentes na fase
crénica da doenca (61). A persisténcia de E. canis no interior da célula hospedeira
conduz a uma reacdo de hipersensibilidade ou a uma resposta imunomediada,

acarretando na diminuicdo dos elementos sanguineos (10).

2.4.2 Parasitoldgico

O exame microscopico direto em esfregaco sanguineo é um método
convencionalmente empregado no diagnostico de hemoparasitoses, tendo como base as
caracteristicas morfométricas de referéncia para cada espécie de parasita (62). O exame
parasitologico deve ser realizado a partir de sangue venoso periférico, principalmente de
pequenos capilares da orelha, pois, 0 microorganismo causa peroxidacdo lipidica da
membrana da hemacia e consequente acumulo em vasos de menor calibre (10, 46). A
coloracdo das laminas com sangue periférico pode ser do tipo Giemsa, Romanowsky,
Wright, Rosenfeld ou Diff-Quick (63). O diagndstico pode ser dado através da
visualizagdo do parasita (B. canis e R. vitalii) ou de sua forma caracteristica (morulas de
E. canis), no interior de células sanguineas (eritrécitos e leucocitos) ou livre no plasma
(1, 2, 10). E um exame (til na fase aguda da doenca, que coincide com o pico da
parasitemia (64). A deteccdo direta por meio do exame parasitolégico em esfregaco
sanguineo é uma técnica rapida, porém de baixa sensibilidade. O baixo numero de
células parasitadas, a experiéncia do microscopista e numero reduzido de esfregacos

sanguineos afetam a sensibilidade do teste (9, 16).
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Figura 1. Protozoarios do género R. vitalii livres no plasma sanguineo e no citoplasma
de célula mononuclear em um céo.

2.4.3 Testes sorologicos

Na fase subclinica ou crénica das hemoparasitoses, métodos de diagndstico indiretos
como as provas sorolégicas sao utilizados na pesquisa de anticorpos especificos contra
o0s agentes. Métodos soroldgicos como a reacao de imunofluorescéncia indireta - RIFI, 0
ensaio imunoenzimatico — ELISA, entre outros, sdo 0s mais comumente realizados na
pratica clinica (64). Embora os testes sorolégicos sejam frequentemente utilizados como
método de diagnoéstico, sabe-se que as Vvérias espécies de hemoparasitas dividem
antigenos em comum, gerando rea¢des cruzadas. A sorologia pode apresentar resultados
negativos durante a primeira semana de infeccdo (9, 65) e ndo distingue uma infeccao
atual de uma infeccdo prévia (66). Desse modo, a interpretacdo de exames soroldgicos
deve ser cautelosa e realizada em conjunto com outros parametros como sinais clinicos
e exame fisico do animal acometido; ainda, através de dados laboratoriais relevantes,
como a contagem plaquetéria (46). Atualmente ainda ndo existem testes comerciais
disponiveis no Brasil que permitam a determinacdo de anticorpos séricos contra R.
vitalii (2).
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Figura 2. Exame soroldgico (RIFI) Figura 3. Exame sorologico (RIFI)
positivo para E. canis. positivo para B. canis.

2.4.4 Diagnostico molecular

A realizacdo de uma PCR, amplificando o DNA das espécies de hemoparasitas,
seguida por sequenciamento, é uma ferramenta Util para o estudo epidemioldgico de
uma infeccdo em carrapatos e vertebrados (67). Os fragmentos amplificados pela PCR
devem ser sequenciados para confirmar a validade dos resultados e diferenciar as
espécies envolvidas (68).

A sorologia e 0 exame microscopico em esfregaco sanguineo muitas vezes
resultam em diagndsticos falso-negativos além de ndo permitirem a diferenciacdo entre
as subespécies (27). Entretanto, a PCR e o0 sequenciamento das amostras positivas tém
se mostrado altamente sensiveis e especificos, determinando o agente e a subespécie

envolvida, sendo importante no estabelecimento de um método diagnéstico definitivo

(4).
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose mostrando os resultados da PCR para a
detecgédo do gene Dsb de Ehrlichia canis. Coluna 1: marcador de pares de base (pb) 1Kb
Plus (Invitrogen, EUA); Coluna 2: controle positivo; Coluna 12: cdo positivo para E.
canis (seta); Coluna 17: controle negativo.
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Figura 5. Arvore filogenética baseada em sequéncias de Ehrlichia spp. dirigida para o
gene dsb. A arvore foi obtida por meio do método de Maximum-likelihood utilizando a
facilite CIPRES (www.phylo.org). Os valores de bootstrap menores que 60 ndo séo

mostrados. R. prowazekii e R. rickettsii foram utilizadas como (outgroup).
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Figura 6. Arvore filogenética baseada em sequéncias de Rangelia vitalii dirigida para o
gene 18S de rRNA. A arvore foi obtida por meio do método de Maximum-likelihood de
acordo com a menor pontuacdo do parametro BIC (Bayesian Information Criterio).
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Abstract
The purpose of this study was to diagnose the causative agents of infection in dogs with

suspected hemoparasites treated during the clinical routine of the Veterinary Hospital at
the University of Passo Fundo, in the municipality of Passo Fundo, RS, Brazil. Samples
of venous blood were drawn from dogs displaying symptoms such as depression,
anorexia and fever, and were analyzed by conventional PCR for Babesia spp. (18S
rRNA gene), Rangelia vitalii (18S rRNA gene) and Ehrlichia spp. (dsb genes). Among
the 58 sampled dogs, four (6.8%) tested positive for R. vitalii and one (1.7%) for E.
canis. The PCR products were sequenced and the E. canis and R. vitalii DNA found
showed genetic similarity to samples of E. canis and R. vitalii isolated in Brazil, with
99% similarity when compared to sequences previously deposited in GenBank. We
emphasize the importance of the first molecular detection of E. canis in dogs in the state
of Rio Grande do Sul, Brazil.

Keywords: Ehrlichia spp., Rangelia vitalii, PCR, sequencing, phylogeny
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1. INTRODUCTION

Arthropod vectors of disease are important to worldwide human and animal
health (Harrus and Baneth, 2006). In this context, Ehrlichia spp., Babesia spp., and
Rangelia vitalii are microorganisms transferred by ticks to dogs during the
hematophagous process (Solano-Gallego et al., 2006; Fighera, 2007). Babesia canis
and Ehrlichia canis are transmitted to vertebrate hosts by the tick Rhipicephalus
sanguineus (Taboada and Merchant, 1997; Dumler et al., 2001). According to Soares
(2012), the tick Amblyomma aureolatum was able to transmit R. vitalii to dogs, but the
arthropod R. sanguineus was not able to transmit the same pathogen in these animals. R.
vitalii has been reported in South America in domestic dogs in south and southeastern
Brazil (Moreira et al., 2013; Soares et al., 2013), in Argentina (Eiras et al., 2012), and in
Uruguay (Sarasua and Donati, 1976).

The species that have been detected by molecular diagnosis in Brazil are
Babesia vogeli (Furuta, 2004; Passos et al., 2005) and Babesia gibsoni (Trapp et al.,
2006). E. canis was first described in Brazil in the city of Belo Horizonte by Costa et
al. (1973), but there were no data proving the presence of E. canis by molecular
diagnosis in the south of the country. A serological study involving 316 dogs conducted
in the central region of the state of Rio Grande do Sul, Brazil, showed that 4.43%
animals presented antibodies against E. canis by the indirect fluorescence antibody test
(IFAT), although infestation by the tick R. sanguineus is common in this region.
Seropositivity to the causative agent of canine monocytic ehrlichiosis is higher than
30% in Brazil’s other regions (Krawczak et al., 2012).

PCR amplification of the DNA of hemoparasite species, followed by
sequencing, is a useful tool for the epidemiological study of infection in ticks and
vertebrates (Inokuma et al., 2001). The fragments amplified PCR by should be
sequenced to confirm the validity of the results and to differentiate the species involved
(Massung and Slater, 2003). PCR and sequencing of positive samples has proved to be
highly sensitive and specific, and is important in establishing a definitive diagnostic
method, since the clinical signs involved in hemoparasite infections are clinically very
similar (Criado-Fornelio et al., 2003).

This study focused on the diagnosis of infection by B. canis, E. canis and R.
vitalii in dogs with symptoms compatible with tick-borne diseases in southern Brazil,

using molecular methods.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Experimental animals

Blood samples for molecular diagnosis were collected from the jugular vein of
dogs presenting clinical signs of hemoparasites (apathy, anorexia and fever) at the
Veterinary Hospital of the University of Passo Fundo, from January through December
2013.

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use of the
University of Passo Fundo (CEUA-UPF), under permit no. 003/2013.

2.2 Molecular analysis

The blood samples were subjected to DNA extraction using a commercial
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen®, Hilden, Germany), as recommended by the
manufacturer. The DNA was subjected to a nested PCR assay for Babesia spp., as
proposed by Jefferies et al. (2007), in which the oligonucleotide primers BTF1 (5-
GGCTCATTACAACAGTTATAG-3), BTR1 (5-CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC-3),
BTF2 (5-CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC-3), and BTR2
(GGACTACGACGGTATCTGATCG-3) flank a fragment of 800 base pairs of the 18S
Rrna gene. The oligonucleotide primers Dsb-330 (5-
GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3) and Dsb-728 (5-
CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3), which flank a fragment of 409 base pairs
of the Dsb gene (Doyle et al., 2005), were used to amplify the DNA of the genus
Ehrlichia spp. The molecular analysis of the microorganisms Babesia spp. and
Ehrlichia spp. was performed in the Laboratory of Immunoparasitology at UNESP
Jaboticabal, SP, Brazil.

For the research into R. vitalii, the samples were subjected to PCR using the pair
of primers BAB143-167 (5-CCG TGC TAA TTG TAG GGCTAA TAC A-3) and
BAB694-667 (5-GCT TGA AAC ACT CTARTT TTC TCA AAG-3), which amplify a
fragment of + 500-bp of the 18S rRNA gene of Babesia spp. The molecular analysis of
R. vitalii was performed as described by Soares et al. (2011), at the Laboratory of

Parasitic Diseases of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechny -
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FMVZ/USP/SP.

The PCR products were then subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis
containing ethidium bromide and examined under an UV transilluminator (ChemiDoc™
MP Imaging System, BIO RAD®). The same concentrations of reagents and cycling as
those described by Doyle et al. (2005), Jefteries et al. (2007) and Soares et al. (2011)

were used for the PCR analysis.

2.3 Phylogenetic analysis

The amplicons were purified using commercial Silica Bead DNA Gel Extraction
Kits (Fermentas®, Thermo Fisher Scientific Inc, USA) and sequenced in an automated
sequencer (Applied Biosystems ABI PRISM 3700 DNA Analyzer), following the
instructions of the technical manual. The sequences thus obtained were analyzed using
BLAST (Altschul et al., 1990) to determine genetic similarities with the data deposited
in GenBank.

For the phylogenetic analysis of the dsb gene of Ehrlichia spp., the sequence
obtained in this study, together with the sequences taken from GenBank, were aligned
using the ClustalW alignment program in BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999). The
phylogenetic tree obtained by means of the Maximum Likelihood optimization criterion
using the JTT substitution model was generated using the CIPRES facility
(www.phylo.org).

Partial sequences of the 18S rRNA gene derived from the four positive samples
were aligned with genotypes of the genera Babesia, Rangelia, Theileria, Cytauxzoon
and Hepatozoon, taken from GenBank, using the ClustalW v. 1.8.1 program (Thompson
et al, 1994). Using the nucleotide substitution model, a Maximum Likelihood
phylogenetic tree was generated by the Mega 6.0.6 software program (Tamura et al.,
2013) with 100 bootstrap replicates. The substitution model was selected using Mega
6.0.6 software (Tamura et al., 2013), based on the lowest score of the BIC (Bayesian
Information Criterion) parameter. The sequence of Hepatozoon canis was used as

outgroup.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Of the 58 sampled dogs, four (6.8%) were positive for R. vitalii and one (1.7%)
for E. canis by PCR. The PCR products were sequenced and the E. canis (Figure 1) and
R. vitalii DNA found showed genetic similarity with samples of E. canis and R. vitalii
isolated in Brazil, with 99% similarity when compared to the data deposited in
GenBank, using the BLAST program. The analysis of the sequence obtained in this
study showed 99% similarity with the E. canis Uberlandia strain (GU586135.1) and
100% by BLASTp with the disulfide oxidoreductase gene of E. canis (ADD73441.1).

Despite the low frequency of animals positive for E. canis in the PCR, we
highlight the significance of this first molecular detection of the agent in dogs in the

northern region of the state of Rio Grande do Sul.
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Figure 1. Phylogenetic tree based on Ehrlichia spp. sequences directed to the dsb gene.
The tree was created by means of the Maximum likelihood method using the CIPRES
facility (www.phylo.org). Bootstrap values below 60 are not shown. R. prowazekii and
R. rickettsii were used as outgroups.



28

Initially, four (6.8%) dogs tested positive for B. canis in the molecular diagnosis,
but after sequencing of these samples, the presence of R. vitalii was detected (Figure 2).
The presence of the agent Babesia spp. was not detected in our study. The blood of the
four animals (6.8%) positive for R. vitalii was subjected to PCR and sequencing using
two different protocols: Jefferies et al. (2007) and Soares et al. (2011). The results
highlight the importance of sequencing to determine the definitive diagnosis. The
protocol proposed by Jefferies et al. (2007) amplifies the 18S rRNA gene segment,
which is common to the species R. vitalii and Babesia spp, demonstrating that these

species are phylogenetically related.
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Figure 2. Phylogenetic tree based on sequences of Rangelia vitalii directed to the 18S

rRNA gene. The tree was obtained by the Maximum Likelihood method, based on the

lowest score of the parameter BIC (Bayesian Information Criterion). Hepatozoon canis
was used as outgroup.

The agent found most frequently in the evaluated animals was R. vitalii.
Although canine rangeliosis has been overlooked for five decades and erroneously
described as a synonym for B. canis (Moreira, 1939), the species was recently reviewed
(Soares et al., 2011) and the results of the research indicate that this is a re-emerging
disease.

The dog that tested positive for E. canis in the PCR lived in an urban area of the

city where the study was conducted. The owner claimed he had not changed his address
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or travelled recently, and that the dog had not been in contact with animals from other
regions. Ticks of the species R. sanguineus are widely distributed throughout the world
and are known vectors of pathogens such as B. vogeli, E. canis and Rickettsia conorii
(Dantas-Torres, 2008). However, the presence of B. vogeli and E. canis co-infection
was not observed in the molecular diagnosis in the region of this study.

The dog that tested positive for E. canis in the molecular diagnosis had no
ectoparasites upon clinical examination. Of the four dogs (6.8%) positive for R. vitalii
in the PCR, two dogs (50%) showed ectoparasites and the other two (50%) presented no
ectoparasites when clinically examined. A taxonomic study identified R. sanguineus, A.
aureolatum and Amblyomma ovale as the ticks most frequently found on canines in the
northern region of the state of Rio Grande do Sul, Brazil (Gauger et al., 2013).

In view of the unquestionable veterinary importance of the R. sanguineus
complex, Labruna et al. (2011) contributed significantly to the identification of at least
two distinct groups of ticks under the taxon R. sanguineus in Latin America; one
resembling the ticks of African origin and distributed in tropical and subtropical
America (R. sanguineus) and the other resembling the European specimens and
distributed in temperate South America (R. turanicus). Based on this information, one
could ponder about the role of these ticks in the transmission of E. canis; thus, more
studies are needed to identify their vectorial capacity.

The only clinical sign presented by the dog positive for E. canis in the molecular
diagnosis was apathy. The hematological analysis of this animal was within the normal
range for the species, and the parasitological examination of its blood smear and
serology for E. canis tested negative. This suggests that this dog presented the
subclinical phase of canine monocytic ehrlichiosis. According to Harrus et al. (1998b),
thrombocytopenia is not a common finding, and is usually subtle when detected at this
stage, confirming the findings of this study.

Of the four dogs (6.8%) positive for R. vitalii in the molecular diagnosis, two
animals (50%) lived in the urban area and the other two (50%) in the countryside. One
of the owners reported that, although he lived in an urban area, the dog spent time in the
countryside of Rio Grande do Sul during certain times of the year. The findings of this
survey may indicate that urban dogs have greater contact with rural settings and wild
animals, as a result of processes such as deforestation and the expansion of urban
centers, and therefore, greater exposure to the arthropod A. aureolatum. It is speculated
that in rural areas of Brazil, wildlife could play an important role as a reservoir of R.
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vitalii (Loreti and Barros, 2005). The parasite has been detected by molecular diagnosis
in the blood and tissues of the crab-eating fox (Cerdocyon thous) in the northern region
of Rio Grande do Sul and in the central and northern regions of the state of Sdo Paulo
(Soares et al., 2014). This suggests that this wild animal may be involved in the
lifecycle of R. vitalii in the study region (Loreti and Barros, 2005; Soares et al., 2014).
This information supports the hypothesis that R. vitalli circulates between vertebrate
animals and the tick A. aureolatum.

Apathy, hyporexia, emaciation and mucopurulent ocular and nasal discharge
were clinical signs presented by dogs positive for R. vitalii by PCR. The hematological
analysis revealed thrombocytopenia in the four animals positive for the agent. Mild to
moderate thrombocytopenia is commonly observed in dogs suffering from rangeliosis,
and some of the mechanisms involved are splenic sequestration, platelet dysfunction,
immune-mediated thrombocytopenia, consumptive thrombocytopenia, and decreased
platelet aggregation (Fighera et al., 2010; Paim et al., 2012a). Serological tests for R.
vitalii were not performed because, to date, there is no commercial kit available in
Brazil.

The agents found in molecular diagnosis help to guide clinical management
strategies and control measures, and to define the diagnosis. We suggest more research
on this topic should be conducted, particularly pertaining to the epidemiology of
hemoparasitic diseases, given that the data reported here refer to a portion of the
resident dog population which, in theory, receives care and attention from its owners.
The results of such evaluations might be different if they involved strays and animals

from shelters and/or animal welfare NGOs.
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4. CONCLUSIONS

The agents identified by molecular diagnosis in the study area were R. vitalii and
E. canis. These pathogens cause diseases that often exhibit non-specific signs; therefore,
molecular diagnostics is a very important tool for conducting specific treatments that
help reduce the adverse effects of some medications, as well as the possible resistance

associated with their unnecessary use.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os agentes encontrados no diagnostico molecular ajudam no direcionamento de
condutas clinicas, nas medidas de controle e na definicdo do diagndstico. Estas
hemoparasitoses muitas vezes apresentam sinais inespecificos, portanto o diagndstico
molecular é uma ferramenta muito importante para a conducdo de um tratamento
especifico que, corrobora na reducgédo dos efeitos adversos de algumas medicacGes bem
como na possivel resisténcia associada ao uso desnecessario.

Sugerem-se mais pesquisas relacionadas ao tema, principalmente no que se refere a
epidemiologia das hemoparasitoses, pois 0s dados obtidos referem-se a uma parcela da
populacdo canina domiciliada e que teoricamente recebem cuidados e atengdo de seus
responsaveis. Possivelmente, os resultados serdo diferentes se animais errantes e

provenientes de abrigos e/ou ONGs de protecdo forem avaliados.
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ANEXO |

Ficha de anamnese e exame clinico de animais com suspeita clinica primaria de Babesia
spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e/ou Rangelia vitalii

Data da consulta;

Estacéo do ano;

Nome e numero da ficha do paciente;
Sexo;

Raca;

Peso (Kg);

Pelagem;

Idade;

Contactantes;

Controle reprodutivo;

Historia médica pregressa;

Tipo de alimentacéo, frequéncia;
Vermifugos e vacinas;

Exposicao a pulgas e carrapatos e se o proprietario faz controle de ectoparasitas, como?

Ambiente que o animal vive (urbano, rural, casa ou apartamento) tem contato com
grama?

Comportamento do paciente (excitado, normal, deprimido, comatoso);

Queixa principal?

Se 0 paciente apresentar trés ou mais sinais clinicos compativeis com os citados abaixo,
esta ficha deve ser preenchida: depressdo, anorexia, linfoadenopatia, perda de peso,
presenca de pulgas e/ou carrapatos e febre;

Sinais clinicos gerais: (febre, linfoadenopatia, distarbios de coagulacao, etc...);
Sinais clinicos do sistema gastrointestinal: (vOmito, diarreia, apetite, etc...);

Sinais clinicos do sistema respiratorio: (tosse, taquipnéia, broncopneumonia, secrecdo
nasal e/ou ocular, etc...);
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Sinais clinicos do sistema urinério: (hematuria, polidria, etc...);

Sinais clinicos do sistema cardiovascular: (sopro, pulso, etc...);

Sinais clinicos do sistema nervoso: (convulsao, ataxia, nistagmo, etc...);
Sinais clinicos do sistema musculo esquelético: (algia, claudicacdo, etc...);

Sinais clinicos do sistema reprodutivo (prenhes, neoplasma mamario, secrecéo vaginal,
etc...);

Sistema tegumentar (presenca de pulgas, carrapatos, etc....);

EXAME CLINICO GERAL

Mucosas (ocular-conjuntiva e esclera, oral, vaginal e prepucial);

Linfonodos (mandibular, cervical superficial, popliteo, inguinais e escrotais);
Grau de hidratacao;

Frequéncia cardiaca (min);

Pulso;

Frequéncia respiratdria (min);

Ausculta cardiopulmonar;

Palpacdo abdominal;

Temperatura retal;

Condicéo corporal;



