UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade De Veterinéria
Programa de Pés-graduacéo em Veterinaria

Dissertacao

Prevaléncia molecular de Ehrlichia canis em cées atendidos no Hospital de
Clinicas Veterinéaria da UFPel

Daniel Felipe Buitrago Linares

Pelotas, 2023



Daniel Felipe Buitrago Linares

Prevaléncia molecular de Ehrlichia canis de cées atendidos no Hospital de
Clinicas Veterinaria da UFPel

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Veterindria da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas,
como requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias (area de concentracdo:
Clinica Médica Veterinaria).

Orientador: Dr. Rodrigo Casquero Cunha

Coorientadora: Marlette Brum Cleff

Pelotas, 2023



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

L735p Linares, Daniel Felipe Buitrago

Prevaléncia molecular de ehrlichia canis em caes
atendidos no hospital de clinicas veterinaria da ufpel /
Daniel Felipe Buitrago Linares ; Rodrigo Casquero Cunha,
orientadora ; Marlete Brum Cleff, coorientador. — Pelotas,
2023.

591

Dissertacao (Mestrado) — Agronomia, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
2023,

1. Nested pcr. 2. Dogs. 3. Zoonotic. 4. Hemoparasites. 5.
Transmitted desease. |. Cunha, Rodrigo Casquero, orient. Il.
Cleff, Marlete Brum, coorient. lll. Titulo.

CDD: 636.7

Elaborada por Maria Beatriz Vaghetti Vieira CRB: 10/1032




Daniel Felipe Buitrago Linares

Prevaléncia molecular de Ehrlichia canis de cdes atendidos no Hospital de Clinicas
Veterinaria da UFPel

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 28/02/2023

Banca examinadora

Prof. Dr. Rodrigo Casquero Cunha (Orientador)
Doutor em Ciéncia Animal pela UFMS

Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Doutor em Biotecnologia pela UFPel

Dr. Kaué Rodriguez Martins
Doutor em Biotecnologia pela UFPel

Prof. Dr. Camila Belmonte Oliveira
Doutor em Medicina Veterinaria pela UFSM



Para minha mé&e Luisa, minha irmé Helena e a minha amiga Nasly Clavijo por me

apoiar sempre e me acompanhar nessa caminhada



Agradecimentos

Agradeco a todas aquelas pessoas que me encheram de amor, me
acompanharam nesse caminho, me amostram a luz sempre quando achei que tudo
estava obscuro, obrigado pela motivagcdo e a coragem, por amenizar meus momentos
dificeis e me acompanhar a desfrutar os momentos de alegria.

A meu orientador, Prof, Rodrigo Casquero Cunha, por acreditar em mim, pela
oportunidade de executar esse projeto e pelas suas guias, e me incursionar nesse mundo
novo para mim da biologia molecular.

A minha coorientadora Proffa. Marlette Brum Cleff, por me permitir viver experiencias de
crescimento pessoal e profissional na area que eu amo.

A minha familia por sempre acreditar em mim, me apoiar e me motivar a continuar com
cada desafio na minha vida.

A0S meus amigos por sempre me acompanhar, me escutar e me apoiar neste caminho
do mestrado e tornar tudo mais leve.

Aos meus colegas e amigos Leonel e José por sempre me guiar e dar apoio.

Ao pessoal que faz parte da equipe veterinaria UFPel, clinicas veterinarias, Laboratorio
clinico e LabMol, Por a disponibilidade e ajuda nas coletas e analise de amostras.

A UFPel e a Pos-graduacdo em veterinaria, pela oportunidade de pdés-graduacéo e a
Capes/CNPqg e OEA por me conceder a Bolsa para poder realizar este projeto, viver e

conhecer um novo lugar, cultura e aprender um novo idioma.



“Primun non nocere”

-Hip6crates



Resumo

Buitrago-Linares, Daniel Felipe. Prevaléncia molecular de Ehrlichia canis em cées
atendidos no Hospital de Clinicas Veterinaria da UFPel. 2023. F. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias) Programa de Pos-graduacédo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinéria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Este estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia de Ehrlichia canis, um patdgeno
gue pode causar uma doenga multisistémica em caes, em uma populacdo de caes com
condi¢cBes clinicas variadas do Hospital Clinicas Veterinaria (HCV) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). Um total de 95 amostras de sangue foram coletadas e
avaliadas quanto a qualidade antes de serem analisadas por meio de Nested PCR. Os
resultados revelaram que o DNA de E. canis foi detectado em 16 das 95 amostras,
indicando uma taxa de prevaléncia de 16,84% no HCV-UFPel. A idade média dos animais
infectados foi de 7,86 + 5,13 anos, sendo o0 mais jovem com 0,8 anos e o mais velho com
15,8 anos. Este estudo representa um dos poucos estudos de prevaléncia molecular
realizados no Rio Grande do Sul e contribui para uma melhor compreensao do
comportamento epidemioldgico de E. canis. Os achados sugerem que a infec¢ao por E.
canis esta presente em cdes com diferentes condigbes clinicas, destacando a
necessidade de vigilancia e medidas de controle de rotina para evitar a possivel
transmissdo zoonatica.

Palavras Clave: Nested PCR; Caes; Zoonética; Hemoparasitas; Doencas transmitidas.



Abstract

Buitrago-Linares, Daniel Felipe. Diagnosis and molecular prevalence of Ehrlichia
canis no Hospital de Clinicas Veterinaria of UFPel. 2023. F. Dissertation (Master in
Veterinary Sciences) Post-graduation Program in Veterinary Medicine, Veterinary
Faculty, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

This study aimed to investigate the prevalence of Ehrlichia canis, a pathogen that can
cause a multisystemic disease in canines, in a population of dogs with varying clinical
conditions from the Hospital Clinicas Veterinaria (HCV) of the Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). A total of 95 blood samples were collected and evaluated for quality
before being analyzed using Nested PCR. The results revealed that E. canis DNA was
detected in 16 out of 95 samples, indicating a prevalence rate of 16.84% at HCV-UFPel.
The mean age of the infected animals was 7.86 = 5.13 years, with the youngest being 0.8
years old and the oldest being 15.8 years old. This study represents one of the few
molecular prevalence studies conducted in Rio Grande do Sul and contributes to a better
understanding of the epidemiological behavior of E. canis. The findings suggest that E.
canis infection is present in canines with varying clinical conditions, highlighting the need
for routine surveillance and control measures to prevent potential zoonotic transmission.

Keywords: Nested PCR; Dogs; Zoonotic; Hemoparasites; transmitted disease.
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1 Introducéao

A ehrlichiose canina pode ser causada por diferentes agentes bacterianos
intracelulares como: Ehrlichia canis, Ehrlichia chaaffensis, Ehrlichia ewingii, e pode
apresentar concomitancia com outros agentes patdgenos transmitidos por carrapatos
(GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016). A doenca causada por E. canis também é
conhecida como enfermidade monocitica canina, pancitopenia tropical canina, entre
outros nomes. Foi a enfermidade responsavel por apresentar uma alta mortalidade em
cachorros militares britanicos entre 1963 e 1968 em Singapura e Malasia, sendo
detectada em um labrador retriever em 1967 (HUXSOLL et al., 1970).

E uma doenca de relevancia para médicos veterinarios que atuam na clinica de
pequenos animais, sendo diagnosticada em cées em diferentes locais de todo o Brasil e
apresentando maior prevaléncia em regides de clima quente ou temperado. De fato, tem
sido diagnosticada no Brasil em todos os estados, tendo uma menor prevaléncia na
regiao sul (DUARTE, 2010)

A distribuicdo mundial da E. canis € ampla, sendo diagnosticada em varios
continentes, incluindo Asia, Africa, Europa e Américas. A doenca é mais prevalente em
regibes tropicais e subtropicais, exceto em paises como Australia e Nova Zelandia
(GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016). Isto posto que a presenca predominante do seu
vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus garante a sua transmissdo. E importante
ressaltar que o carrapato tem maior ocorréncia em areas urbanas do que em areas rurais
(VELOSO et al., 2021)tornando a ehrlichiose canina uma doenca de relevancia clinica
em animais de companhia em todo o mundo.

ApoOs a inoculacdo do patdgeno pelo carrapato vetor, a infeccdo por E. canis
apresenta uma incubacgéo de 8 a 20 dias, com diferentes fases de manifestacao: aguda,
subclinica e cronica. Cada fase € caracterizada por anormalidades clinicas e
hematologicas distintas (GREENE, 2015; HARRUS et al.,, 1998a). Os sinais clinicos

comuns incluem febre, anorexia, depresséo, perda de peso, edema, hepatomegalia,
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esplenomegalia, linfadenopatia, distlrbios cardiacos, respiratérios, neurolégicos e
oftalmoldgicos (CESAR, 2008; DE CASTRO et al., 2004; GREENE, 2015)

Os exames laboratoriais revelam frequentemente alteragbes hematolégicas como
trombocitopenia, leucopenia e anemia normocitica hormocrémica. (DE CASTRO et al.,
2004; GREENE, 2015; MOLINA; SENARIS, 2004) Para realizar o diagnéstico da doenca,
€ necessario um exame clinico detalhado para determinar os sinais clinicos e as
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas que podem estar presentes ao longo da doenca
(DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2004).

Ha uma variedade de testes disponiveis que podem ajudar a confirmar o
diagnéstico, mas que apresentam variacdes na sensibilidade e especificidade. Entre
esses testes, incluem-se o esfregaco sanguineo, cultivos celulares, técnicas de deteccdo
de anticorpos contra a doenca e técnicas moleculares que identificam o DNA do patégeno
a partir de amostras de sangue circulante ou do baco. A rea¢cdo em cadeia da polimerase
(PCR) é considerada o teste padréo-ouro, pois apresenta maior sensibilidade 100% e
especificidade do 100%, porem pode variar segundo o tipo de PCR implementado
(BONILLA et al.,, 2014; FRANCO; ADAME; DzZUL, 2019; THOMSON et al., 2018).
Permitindo a deteccdo do DNA do agente presente nas células sanguineas (UPADHYAY
et al., 2021).

As técnicas soroldgicas, como o ELISA, tém limitacdes em determinar se a infeccéo
€ atual ou pregressa e podem apresentar reacdes cruzadas entre as espécies de Ehlichia
spp. O esfregaco sanguineo apresenta apenas 4% de eficicia na deteccao da doenca e
a efetividade das provas diagnésticas varia de acordo com a fase da doenca, podendo
resultar em falsos negativos. Assim, € necessario integrar os achados clinicos e
interpretar a doenca como um todo para chegar a um diagnéstico preciso. Nesse sentido,
a PCR é uma ferramenta valiosa para minimizar os resultados falso-positivos e falso-
negativos (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2004; HARRUS; WANER, 2011; SA et al.,
2018; UENO et al., 2009)

O objetivo desse estudo foi determinar, mediante PCR, a prevaléncia molecular de
E. canis em amostras de sangue tomadas de cdes sintomaticos e assintomaticos
atendidos no Hospital de Clinicas Veterinaria (HCV) da Universidade Federal de Pelotas

durante o periodo de maio a dezembro do ano 2022.
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2 Revisao de literatura

2.1 Descrigdo do microrganismo

Ehrlichia canis € uma bactéria intracelular obrigatéria que infecta tanto o
hospedeiro vertebrado quanto o vetor invertebrado (BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA,
2009). E uma bactéria Gram-negativa que pertence ao grupo das rickettsias e esta
classificada dentro da familia Anaplasmataceae. Seu Unico cromossomo circular contém
1.315.030 nucleotideos (HARRUS; WANER, 2011; KEYSARY et al., 2001). O género
Ehrlichia é composto por cinco espécies, sendo elas E. canis, E. chaaffensis, E. ewingii,
Ehrlichia muris e Ehrlichia ruminantium. Todas sdo transmitidas principalmente por
carrapatos R. sanguineus, sendo trés consideradas zoondticas: E. canis, E. chaaffensis
e E. ewingii, sendo de preocupacdo em saude publica pela interacdo entre caes e
humanos (VELOSO et al., 2021).

E. canis tem a capacidade de infectar principalmente as células hematopoiéticas
maduras ou imaturas, atingindo principalmente as células do sistema fagocitico
mononuclear, como os mondcitos e os macrofagos (leucdcitos), formando agrupamentos
chamados morulas, que séo consideradas como um microrganismo com uma medida de
0,2 a 0,4 um de didmetro (GREENE, 2015; STIVAL et al., 2021). O método mais comum
para identificar a filogenética da espécie € o 16S rRNA (DUARTE; PARENTE;
LINHARES, 2013).

2. 2 Epidemiologia

Esta rickettsia foi descoberta em cées pelos pesquisadores Donatien e Lestoquard
no pais de Argélia um pais da Africa do norte, no 1935, sendo denominada como E. canis
em 1945 por Mashkovky, o seu género foi nominado Ehrlichia por causa do
microbiologista Paul Ehrlich (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2004).
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A doenca s6 recebeu uma atencao notoéria na década de 1980 pela crenca de que
esta infectava humanos, porém, em 1991, descobriu-se que o agente responsavel pela
erliquiose monocitotropica humana era E. chaaffensis (STIVAL et al., 2021). Também,
recebeu atencdo apls causar uma alta mortalidade de cdes militares americanos, sendo
a maior parte de raca pastor aleméo, na guerra do Vietnd (GREENE, 2015; KEYSARY et
al., 2001; STIVAL et al., 2021)

E. canis € uma doenca distribuida globalmente e causa de morbidade e mortalidade
em cées ao redor do mundo, envolvendo lugares como Asia, Africa, Europa, e Américas,
paises como Australia e Nova Zelandia parecem ser area livre da doenca, a doenca tem
sido relatada em espécies como como coiote, raposa, chacal, humanos e cdo doméstico
(DUARTE; PARENTE; LINHARES, 2013; GREENE, 2015; STIVAL et al., 2021).

No Brasil foi detectada pela primeira vez no ano 1973, num céo da cidade de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Apoés disso tem sido detectada nas regifes nordeste, sudeste e
sul, onde a prevaléncia pode variar de 14 a 45% em caes atendidos em hospitais e
clinicas veterinarias. Sendo detectada a sua presenca por técnicas moleculares no HCV
da UFPEL por (BARCELLOS KRAUSE et al.,, 2015). A prevaléncia do patdgeno vai
depender do clima, distribuicdo do vetor, habitat do animal e exposicdo deste ao vetor
sim predilecéo por idade, raca ou sexo (HARRUS et al., 1997; JULIANA PIERANGELI
FONSECA, CHRISTIAN HIRSCH, 2017; STIVAL et al., 2021).

A transmissao de E. canis da-se mediante o repasto sanguineo do vetor, sendo que
0 carrapato R. sanguineus, conhecido no brasil como carrapato marrom, ao parasitar um
animal infectado, adquire o patdgeno e transforma-se em portador do agente, conseguido
transmitir para outros cdes. Outra forma de transmissdo podem acontecer por meio de
transfusGes sanguineas no qual o doador é portador da doenca (FOURIE et al., 2013;
STIVAL et al., 2021; WOODY; HOSKINS, 1991). A disseminacdo dos microrganismo
presentes na saliva do carrapato entram ao por via sanguinea do hospedeiro e replica-
se em forma de mérulas, uma vez estas morulas fazem lise, liberam-se novos corpos
elementais que vao a infestar outras células sanguineas, a dissemina¢cao pode continuar
via sanguinea ou via linfatica e atingir 6rgaos de diferentes sistemas como figado, baco,
medula 6ssea e nddulos linfaticos (GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016).
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Alem da E. canis, o carrapato pode transmitir outros patégenos como Babesia,
Hepatozoon, Mycoplasma haemocanis. Sendo a Erliquiose canina a que presenta um
quadro clinico severo, tendo assim uma significativa importancia epidemioldgica (SILVA,
2015), a transmisséo da E. canis transestadial, sendo considerado o carrapato como um
vetor, mas ndo como reservatorio da doenca.(SILVA, 2015).

A E. canis foi descoberta em céaes na Argélia pelos pesquisadores Donatien e
Lestoquard em 1935, e seu género foi nomeado em homenagem ao microbiologista Paul
Ehrlich(DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2004; STIVAL et al., 2021). Embora tenha sido
identificada em todo o mundo em regides tropicais e subtropicais, a doenca so recebeu
atencao notavel na década de 1980 por causa da crenca de que ela infectava humanos.
No entanto, em 1991, foi descoberto que o agente responsavel pela erliquiose monocitica
humana era a E. chaffeensis (DE CASTRO et al., 2004; STIVAL et al., 2021). A E. canis
recebeu atencdo apoOs causar uma alta mortalidade em caes militares americanos,
principalmente da raca pastor alemédo, durante a Guerra do Vietnd (GREENE, 2015;
STIVAL et al., 2021; VIEIRA et al., 2011).

A E. canis é uma doenca distribuida globalmente e causa morbidade e mortalidade
em cdes em todo o mundo, afetando espécies como coiotes, raposas, chacais, humanos
e caes domeésticos. Embora seja relatado em todo o mundo, paises como Australia e
Nova Zelandia parecem ser livres da doenca (DUARTE; PARENTE; LINHARES, 2013;
GREENE, 2015; STIVAL et al., 2021).

No Brasil, a E. canis foi detectada pela primeira vez em 1973 em um cao de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Desde entéo, tem sido detectada nas regifes nordeste, sudeste
e sul do pais, com prevaléncia variando de 14 a 45% em cées atendidos em hospitais e
clinicas veterinarias. A prevaléncia do patégeno depende do clima, idade, raca,
distribuicdo do vetor, habitat do animal e exposicdo do cdo ao vetor (JULIANA
PIERANGELI FONSECA, CHRISTIAN HIRSCH, 2017; STIVAL et al., 2021), tem sido
detectado no HCV da UFPEL mediante técnicas moleculares por (BARCELLOS KRAUSE
et al., 2015).

A transmissdo da E. canis ocorre através do repasto sanguineo do vetor. O
carrapato R. sanguineus, conhecido no Brasil como carrapato marrom, ao parasitar um

animal infectado, adquire o patdégeno e se torna um portador do agente, conseguindo
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transmiti-lo para outros cdes. Outra forma de transmissdo pode ocorrer por meio de
transfusdes sanguineas em que o doador € portador da doenca (STIVAL et al., 2021). A
disseminagdo dos microrganismos presentes na saliva do carrapato ocorre atraves da
via sanguinea do hospedeiro e replica-se em forma de moérulas. Uma vez que estas
morulas fazem lise, liberam-se novos corpos elementares que vao infestar outras células
sanguineas. A disseminacao pode continuar via sanguinea ou via linfatica e atingir 6rgaos
de diferentes sistemas, como figado, baco, medula O6ssea e ndOdulos
linfaticos(GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016).

Além da E. canis, o carrapato pode transmitir outros patdgenos, como Babesia,
Hepatozoon e Mycoplasma haemocanis. A erliquiose canina apresenta um quadro clinico
grave, sendo, portanto, de significativa importancia epidemiolégica. A transmisséo da E.
canis é transestadial, considerando-se o carrapato como vetor, mas ndao como
reservatério da doenca (GREENE, 2015; GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016; SILVA,
2015).

2. 3 Patogenia

As interacdes na patogénese da ehrlichiose canina envolvem mecanismos do
patégeno e do sistema imunolégico do hospedeiro. A infeccdo é transmitida quando o
carrapato se alimenta do hospedeiro (neste caso, o cao), permitindo que as secrecdes
salivares do carrapato contaminado atinjam a regido onde ele se alimenta. A saliva dos
carrapatos contém moléculas com propriedades anticoagulantes, anti-inflamatérias e
imunorreguladoras (FOURIE et al., 2013; GROVES et al., 1975).

A bactéria Ehrlichia spp. desenvolveu diferentes mecanismos para escapar do
sistema imunolégico do hospedeiro. Esses mecanismos envolvem processos de adeséo,
internalizacdo, proliferacdo, exocitose e propagacao intercelular. O objetivo desses
processos é adquirir nutrientes, evitar a acao do lisossomo e inibir os mecanismos de
apoptose celular (JERE W. MCBRIDE.; & DAVID H. WALKER, 2013).

Os leucécitos, como os mondcitos, macrofagos e neutrofilos, possuem receptores
de reconhecimento tipo TOLL, que reconhecem padrbes moleculares expressos por

agentes infecciosos e desencadeiam respostas inflamatoérias, e receptores intracelulares
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de reconhecimento tipo NOD, que permitem identificar padrées moleculares associados
a patoégenos (PMAPS) ou sinais de perigo do tipo enddégeno, como o peptidoglicano e o
lipopolissacarideo (LPS) (GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016). Os hemdcitos do
carrapato utilizam o mesmo mecanismo para eliminar os (GREENE, 2015; RIKIHISA,
2015). Entretanto, as bactérias gram-negativas tém auséncia de peptidoglicanos e
lipopolissacarideos, o que permite que elas evitem esses receptores e entrem na célula
(AZIZ et al., 2023).

Apés a entrada do patdgeno na célula, ele forma vacuolos que se transformam em
endossomos precoces, expressando proteinas como Rab5A e o antigeno 1 endossomal
precoce (EEAL). Esses endossomos precoces permitem a acumulacéao de transferrina e,
com a ajuda do receptor da transferrina (RTr), facilitam a captura de ferro da célula
hospedeira. Na etapa seguinte, que é o endossomo tardio, a proteina EEA1 desaparece
e é substituida por Rab7, e o pH do endossomo acidifica para 5,2 para permitir a
sobrevivéncia e replicacdo do patdgeno (GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016;
MOUMENE, AMAL, 2016). Além disso, o patdgeno também consegue inibir os processos
mitocondriais e, consequentemente, apoptoticos da célula hospedeira (GUTIERREZ;
PEREZ-YBARRA, 2016).

2. 4 Fases clinicas

O curso da doenca da ehrlichiose canina pode ser dividido em trés fases distintas:
a fase de incubacao, que dura de 8 a 20 dias apds a infeccdo; a fase aguda, subclinica e
cronica. Na prética clinica, € dificil determinar exatamente em qual fase da doenca o
animal se encontra (AVENDANO et al., 2017; MELO; KELEN; LIMA, 2004). Caes que
sdo tratados durante a fase aguda tém uma boa chance de recuperacdo, enquanto
agueles que ndo recebem tratamento podem entrar em uma fase subclinica apos 2 a 4
semanas. Essa fase pode durar de 4 meses a varios anos e, embora alguns caes
imunocompetentes possam eliminar a doenca nessa fase, outros podem progredir para
a fase crénica (MCCLURE et al., 2010; SANTIAGO MONSALVE et al., 2017).
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2.4.1 Achados laboratoriais

Entre os sinais hematologicos mais comuns da erliquiose canina, destaca-se a
trombocitopenia, que pode ser encontrada em até 90% dos caes infectados. A
trombocitopenia pode ser causada por diferentes mecanismos, dependendo da fase da
doenca. Na fase aguda, ha um maior consumo de plaquetas devido aos processos
inflamatérios no endotélio dos vasos sanguineos, além de sequestro esplénico e
destruicdo plaquetaria como resposta imunoldgica, reduzindo, assim, a vida média das
plaguetas (KAKOMA et al., 1978). Em caes infectados com erliquiose, a média de vida
das plaquetas pode diminuir de 9 a 4 dias e até mesmo de 4 a 2 dias ap0s aquisicao da
doenca (HARRUS et al., 1995; KAKOMA et al., 1978; SMITH et al., 1975).

Acredita-se que o0 baco seja 0 6rgdo mais suscetivel para conter a E. canis na fase
subclinica da doenca. Nos aspirados esplénicos, é muito mais facil detectar as mérulas
de E. canis do que em esfregacos (JOICE LARA MAIA FARIA., ET AL., 2010). Caes que
foram submetidos a esplenectomia tiveram um curso da doenga menos severo do que
aqueles em que o procedimento cirdrgico ndo foi realizado. Além disso, outros sinais
hematolégicos que podem ser observados incluem anemia normocitica ndo regenerativa,
leucopenia com monocitose e alteracdo do hematécrito e da hemoglobina (HARRUS et
al., 1998b; NAIR et al., 2016).

Foram levantadas hipoteses sobre as causas das anormalidades bioquimicas
observadas na ehrlichiose, como a hipoalbuminemia, hiperglobulinemia,
hipergamaglobulinemia, aumento da fosfatase alcalina (FA), alanino aminotransferase
(ALT), ureia e creatinina. A hipoalbuminemia pode ser causada por perda periférica em
fluidos inflamatdrios devido a alteracées na permeabilidade vascular, perda de sangue
por hemorragias, alteragfes hepaticas que diminuem a producgéo de proteina, alteracdes
no glomérulo e controle da pressdo oncética. A hipergamaglobulinemia pode ser
policlonal ou monoclonal, e os anticorpos anti-E. canis ndo conferem protecéo,
independentemente se 0 numero de anticorpos elevado. Em cdes com gamopatia
monoclonal, o aumento da viscosidade sanguinea pode levar a sinais clinicos, como
hemorragia subretiniana, descolamento de retina e cegueira aguda (HARRUS et al.,
1996; HARRUS; WANER, 2011; HARRUS; WANER; NEER, 2012).
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2. 4. 2 Achados clinicos e histopatoldgicos

Durante a fase aguda da ehrlichiose, € comum observar-se a presenca de
linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia. Também é possivel observar
achados moleculares e histopatolégicos em 6rgaos como o baco, rim, nédulos linfaticos
e figado, indicando que a doenca pode afetar multiplos 6rgdos corporais e causar uma
diversidade de sinais clinicos (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2004; FRUET, 2005;
GREENE, 2015).

A ehrlichiose pode afetar o pulmé&o, levando a alteragbes como pneumonia
intersticial, espessamento dos septos alveolares e presenca de células mononucleares e
macréfagos. Além disso, ha alteracfes vasculares decorrentes da presenca de morulas
de E. canis no endotélio de pequenas e médias artérias. Na Europa, foi relatado um caso
de hipertensdo pulmonar em um cachorro da raca Yorkshire associada a E. canis
(GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016; LOCATELLI et al., 2012; SIMPSON, 1974).

Nos rins, foram observados achados a nivel tubular e glomerular em cées
inoculados experimentalmente, exibindo proteindria transitoria durante a fase aguda da
doenca. Nivel histopatolégico foi identificado como glomerulopatia, possivelmente
gerando a hipoalbuminemia encontrada na fase aguda da doenca (CODNER; MASLIN,
1992).

Observa-se, no figado, a infiltracdo portal de linfécitos, células plasmaticas e
macrofagos, que pode resultar em alteracdes na arquitetura hepatica, como degeneracao
de gordura centro-lobular perivascular de leve a moderada e infiltracdo de células
mononucleares periportais. Além disso, hé relatos de casos de hepatite severa associada
a E. canis em cdes (DE CASTRO et al., 2004; GUTIERREZ; PEREZ-YBARRA, 2016;
M.E. MYLONAKIS. ET AL., 2010).

O baco é considerado o principal reservatorio de E. canis e acredita-se que seja 0
ultimo 6rgédo a abrigar o patégeno antes de sua eliminacdo pelo corpo. A esplenomegalia
€ um achado clinico comum, tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenca.
Durante a fase aguda, a esplenomegalia pode ser de origem nao congestiva (HARRUS
et al., 1998b; HARRUS; WANER, 2011).
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Durante a fase aguda da doenca, um dos achados clinicos mais comuns € a
linfadenomegalia, resultado da atividade hiperplasica dos linfécitos T e B induzida pela
presenca do antigeno ehrlichial. Na histopatologia, observa-se uma alteracao do tecido
linfatico com acumulo perivascular generalizado de células linfoides e plasmaticas, bem
como a presenca de plasmécitos. E importante destacar que as células B podem se
diferenciar em células plasmaticas, o que leva a uma secrecdo aumentada de gamma
globulinas e a consequente hipergamaglobulinemia, um sinal frequentemente observado
em cées com a doenca na fase aguda (KEYSARY et al., 2001; M.E. MYLONAKIS. ET
AL., 2010; SANTIAGO MONSALVE et al., 2017).

Na ehrlichiose canina, a medula 6ssea € um dos 6rgéos afetados pela doenca. Na
fase aguda da doenca, ocorre uma atividade hiperplasica na medula 6ssea devido ao
aumento de células plasmaticas, que pode levar ao aumento do numero de
megacariocitos. Isso pode ser devido a trombocitopenia periférica e a trombopoiese ativa
(HARRUS et al., 1995). Na fase cronica, por outro lado, ha uma diminuicdo nas células
mieloides e eritroides, mas ha uma presenca marcada de células plasmaticas e uma
presenca atipica de megacaridcitos. Nesta fase, pode ocorrer uma aplasia de medula
0ssea devido a imunossupressao ou necrose da medula 6ssea. Estas alterac6es podem
levar a um quadro clinico de anemia, trombocitopenia e leucopenia (BUHLES; HUXSOLL,;
RISTIC, 1974; M.E. MYLONAKIS. ET AL., 2010).

O exame oftalmoldgico em cées com erliquiose canina tem revelado a presenca de
células plasmaticas ao redor das veias na capa celular ganglionar. Dentre as principais
alteracdes oculares encontram-se uveite bilateral anterior e lesdes retinianas, como dano
retinal exsudativo, hemorragia retinal, blefaroespasmo bilateral e fotofobia. A deteccédo
de E. canis na conjuntiva por meio de PCR também tém sido relatada em cées com a
doenca. E importante salientar que as lesdes oculares geralmente surgem na fase aguda
e subclinica da doenca (KOMNENOU et al., 2007; LEIVA; NARANJO; PENA, 2005).

O coracao apresenta alteracdes hemorragicas macro e microscépicas, bem como
a presenca de células mononucleares préoximas dos vasos sanguineos miocardicos e do
tecido adiposo pericardico. Caes com infec¢cdo aguda tém maior probabilidade de sofrer

infarto, porém, o risco cardiaco pode estar presente tanto na fase aguda quanto na
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cronica da doenca. Niveis elevados de troponina | foram detectados em cées infectados
por E. canis (HILDEBRANDT et al., 1973; KOUTINAS et al., 2012).

2. 5 Métodos de diagndstico

Para o diagnodstico da infeccdo por E. canis, € necessario realizar uma analise
cuidadosa da anamnese, avaliando se o animal reside ou viajou para areas endémicas
da doenca e se ha presenca de carrapatos. Além disso, é importante observar os sinais
clinicos apresentados pelo animal e realizar exames laboratoriais, como a detecc¢éao direta
da bactéria e achados sorologicos. Para identificar a presenca de E. canis, os testes mais
comumente utilizados sdo a imunofluorescéncia indireta, ELISA, esfregaco sanguineo e
reacdo em cadeia polimerase (PCR) (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2004; JULIANA
PIERANGELI FONSECA, CHRISTIAN HIRSCH, 2017; LOPEZ ROMERO; SOLER-
TOVAR, 2020; STIVAL et al., 2021).

2. 5. 1 Esfregaco sanguineo

O diagnéstico de E. canis podem ser feito por meio da detec¢cdo microscopica de
corpos de inclusdo em esfregacos sanguineos. Essa técnica € considerada rapida,
simples e econbmica, mas possui uma baixa taxa de sucesso para o diagnostico da
doenca aguda, cerca de 4% (DE PADUA COSTA et al., 2015; FERRAZ et al., 2021).

2. 5. 2. Diagndstico sorologico

As técnicas seroldgicas sdo as mais utilizadas para suspeita de infeccdo por E. canis.
Elas ndo detectam diretamente o patégeno, mas identificam anticorpos produzidos contra
ele. Esses anticorpos podem ser detectados nas fases aguda, subclinica, crénica e apos
o tratamento efetivo da doenca. No entanto, um diagndstico soroldgico positivo pode ser
encontrado tanto em uma infec¢do ativa quanto em uma exposi¢cdo prévia do cédo ao

patbgeno, 0 que torna necessaria a realizagdo de exames clinicos e andlises
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complementares confirmatérias (KRAWCZAK et al., 2012; PUENTES, 2016; VIEIRA et
al., 2011).

O diagndstico soroldgico pode apresentar algumas limitagdes em animais na fase
inicial aguda ou com risco de 6Obito, uma vez que pode ndo haver tempo suficiente para
a producdo de anticorpos ou a producdo pode ter sido esgotada nesses casos.
Geralmente, os anticorpos anti-E. canis do tipo imunoglobulina G podem ser detectados
no soro de 7 a 20 dias apos a infeccao. As técnicas mais utilizadas para a identificacdo
de anticorpos sé&o a imunofluorescéncia indireta (IFl) e o ELISA (KEYSARY et al., 2001;
PUENTES, 2016).

2.5.2. 1IFI: AIFI é considerada a prova "padréo ouro" para detec¢éo de E. canis devido
a sua alta precisdo, no entanto, seu uso requer uma equipe experiente e nao € uma
técnica economicamente viavel, o que a torna menos atraente para o0 veterinario na
pratica clinica (BONILLA et al., 2014; FRANCO; ADAME; DZUL, 2019; MARIA DEL
CARMEN MARTINEZ et al., 2015).

2.5.2. 2 ELISA: As técnicas de ELISA e IFI apresentam uma boa correlacéo entre seus
resultados, com uma sensibilidade igual ou superior a 71% e uma especificidade que
pode chegar a 100%. Entretanto, a sensibilidade do teste pode ser reduzida na fase inicial
aguda da doenca, uma vez que ainda ndo houve tempo suficiente para producédo de
anticorpos. Dessa forma, diante da presenca de sinais clinicos suspeitos da doenca, é
recomendavel repetir o teste apds 2 semanas para garantir uma producédo adequada de
anticorpos. E importante ressaltar que a IFl, embora seja considerada o padrdo-ouro para
deteccdo de E. canis, ndo é uma técnica econdmica e requer uma equipe experiente para
sua realizagédo, sendo menos utilizada pelos veterinarios na pratica clinica (BORGES-
PEREIRA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2015; O'CONNOR et al., 2006; PUENTES,
2016).
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2. 5. 2. 3 Diagnostico molecular

A PCR é uma técnica altamente sensivel e especifica na detec¢cdo do patégeno de
E. canis, podendo detectar o microrganismo em caes de 4 a 10 dias apés a infec¢do. No
entanto, os resultados falso-negativos podem ocorrer devido a dificuldades na extracao
do DNA ou selecéo inadequada da amostra, enquanto resultados falso-positivos podem
ser causados por amplificacao inespecifica ou contaminacdo da amostra durante o teste.
E importante tomar cuidados pertinentes ao realizar este teste para obter maior precis&o
no diagnostico. A PCR é considerada uma prova Gold Standard devido a sua alta
sensibilidade e especificidade, além de detectar DNA do patégeno em sangue, 0 que a
diferencia de outros testes diagndsticos. Atualmente, a PCR é usada como teste
confirmatodrio para o diagndstico da doengca (CABRERA-JARAMILLO et al.,, 2022;
DUARTE; PARENTE; LINHARES, 2013; MARIA DEL CARMEN MARTINEZ et al., 2015;
OCTAVIO MERINO-CHARREZ, 2021).

2.4 Prevencao

A prevencao da E. canis baseia-se em acfes profilaticas, ja que se trata de uma
doenca zoondtica e infectocontagiosa. As estratégias de controle visam focar no vetor, o
carrapato (Rhipicephalus sanguineus), utilizando acaricidas de uso tépico ou sistémico,
tais como isoxazolinas, Fipronil/S-metopreno, imidacloprid/permetrina e Amitraz, além de
colares com inseticidas. Carrapaticidas também podem ser aplicados no ambiente, uma
vez que apenas 5% da populacao de carrapatos esta presente no céo e 0s 95% restantes
estdo no ambiente. E importante evitar lugares com alta infestacdo de carrapatos e
realizar a remo¢ao manual de carrapatos. No entanto, ainda ndo se sabe com certeza
quanto tempo um carrapato precisa estar fixado para transmitir a doenga. (GREENE,
2015; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018).

A ehrlichiose ainda ndo possui uma vacina, porem tem diferentes ensaios em
desenvolvimento (NAMBOOPPHA et al., 2022; RUDOLER et al., 2012). para prevengao
e a terapia com antibiéticos ndo € indicada para pacientes que foram recentemente

picados pelo carrapato e ndo apresentam sinais clinicos ou ndo possuem um diagndstico
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definitivo. Por isso, € importante que os tutores adotem medidas preventivas para evitar
a transmissdo de doencas zoonoticas, uma vez que o0s cdes podem atuar como
reservatérios da E. canis e de outras doencas infectocontagiosas (DANILO MARQUES,
2020).

Entre as medidas preventivas recomendadas para quem esta exposto em lugares
com alta infestacdo de carrapatos, estdo o uso de repelentes, a verificacdo do corpo,
cabelo e roupas em busca de carrapatos e a remocao imediata do carrapato caso haja
picada, a fim de reduzir o risco de infeccéo, ja que o carrapato precisa permanecer no
hospedeiro por um periodo que pode variar de 2 a 24 horas para uma transmisséao efetiva
(CDC, 2019; DOMINGOS et al., 2013; ISMAIL; , KAREN C. BLOCH, 2010).
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Abstract

Ehrlichia canis is a pathogen that causes a multisystemic disease in canines of all ages and genders.
It has the potential to be zoonotic, meaning it can be transmitted from animals to humans and cause
health issues in both. The purpose of this study was to determine the molecular prevalence of E.
canis in a population of canines with varying clinical conditions from the Hospital Clinicas
Veterinaria (HCV) of the Universidade Federal de Pelotas (UFPel), using the polymerase chain
reaction (PCR) technique. To achieve this, 95 blood samples were collected from dogs that

presented for evaluation at the HCV and sent to the Laboratorio de Biologia Molecular Veterinaria
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(LabMol-Vet) for DNA extraction. The samples were assessed for quality before being analyzed
by Nested PCR. Of the total samples evaluated, E. canis DNA was detected in 16 out of 95,
resulting in a prevalence of 16.84% at HCV-UFPel. The mean age of the animals detected was 7.86
+ 5.13 years, with the youngest being 0.8 years old and the oldest being 15.8 years old. This study
is one of the few molecular prevalence studies conducted in Rio Grande do Sul.

Keywords: Dogs; Zoonosis; Hemoparasites; Transmitted disease.

Introduction

Canine ehrlichiosis is a disorder caused by different species of Ehrlichia, such as Ehrlichia canis,
Ehrlichia chaffeensis, and Ehrlichia ewingii. These pathogens can cause coinfections that are
transmitted by ticks (Dumler et al., 2001; Gutiérrez & Pérez-Ybarra, 2016). Ehrlichia canis, like
the other species, is an intracellular Gram-negative bacterium that has an affinity for leukocytes,

monocytes, and lymphocytes (Nelson, 2015).

Ehrlichia canis has a worldwide distribution and has been detected in Asia, Africa, Europe, and
the Americas. According to the literature, it is more prevalent in tropical and subtropical areas
(Dumler et al., 2001; Gutiérrez & Pérez-Ybarra, 2016). In Brazil, it has been reported in all states
of the country and has a higher prevalence in temperate climate states than in cold states (Vieira et
al., 2011). There have been reports of the presence of E. canis in Rio Grande do Sul (Saito et al.,
2008; Barcellos Krause et al., 2015).

The main vector that transmits this bacterium is the tick Rhipicephalus sanguineus, which becomes
infected through a bite. After that, the incubation period of the disease lasts from 8 to 20 days. The
disease has different phases: acute, subclinical, and chronic (HARRUS et al., 1998). The clinical
signs are unspecific but can be differentiated by characteristic clinical and hematologic symptoms.
These signs include fever, anorexia, depression, weight loss, edema, hepatomegaly, splenomegaly,
lymphadenopathy, coagulation, cardiac disorders, respiratory problems, neurological symptoms,

and ophthalmological issues. These multiple disorders can lead to the death of the animal. In the
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subclinical phase, there are no evident clinical signs (HARRUS et al., 1998; PATRICIA; DELZY,
2019).

The diagnostic involves multiple steps to identify the disease, including a clinical exam to identify
clinical signs, as well as hematologic and biochemical disorders present during the course of the
disease. Currently, there are different laboratory tests available to aid in the diagnosis, with
variations in specificity and sensitivity. These tests include blood cytology, cell cultures, detection
of antibodies, and molecular techniques such as PCR, which is considered the gold standard for
Ehrlichiosis diagnosis. PCR allows for the detection of the agent's DNA in blood cells and multiple
target organs, leading to a rapid diagnosis and reducing false positives. There are also techniques
such as sequencing that can identify the circulating strain. It is important to understand the behavior
of the disease because studies have reported that clinical signs can vary depending on the
circulating strain of the disease (KEYSARY et al., 2001; OCTAVIO MERINO-CHARREZ, 2021;
WEN et al., 1997).

In order to differentiate between various pathogens that may cause similar clinical signs, it is
necessary to implement diagnostic techniques that can aid in the diagnosis of the disease and
provide epidemiological information to local clinicians. Therefore, the objective of this study is to
determine the prevalence and identify the circulating species of E. canis in canines seen at the

veterinary clinic hospital of the Universidade Federal de Pelotas using PCR.
Material and Methods

This study was conducted between May and December of 2022 at HCV/UFPPEL, located in Capéo
de Ledo, Rio Grande do Sul, at an altitude of 21 meters above sea level. This region experiences
warm temperatures in the months of October, November, January, February, and March, and cold
temperatures in the months of April, May, June, July, August, and September (CEDAR LAKE
VENTURES, 2023). The sample size was determined based on the last prevalence report for the
region (VIEIRA et al., 2011), and a total of 95 blood samples were collected from dogs in tubes
containing EDTA. The dogs were brought to the HCV/UFPEL by their owners for medical

attention.

Blood samples were collected and taken to the Laboratério de Biologia Molecular Veterinaria

(LaBMol-Vet) for DNA extraction. The extraction was performed using the commercial
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PetNAD™ Nucleic Acid Co-Prep Kit (GeneReach Biotechnology Corporation, Taichung City,
Taiwan R.0O.C) according to the manufacturer's instructions. The final product was diluted in 50 pl
of buffer, and its quality was assessed using the NanoDrop® UV light spectrophotometer (Life
Technologies Brasil LTDA, Sao Paulo, SP, Brazil) for purity and concentration. It was then

subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis to check for degradation and stored at -20 °C.

The PCR was selected and standardized based on previous studies by other authors (Alves &
Luciano, 2006; Duarte et al., 2013) using genus and species-specific oligonucleotides for the 16S
rRNA gene. The primer set Ebr6 (5'-CGA ACG CTG GCG GCA AG-3') and Ebr5 (5'-GGA GTG
CTT AAC GCG TTA G-3') were used to detect Ehrlichia spp., producing an amplicon of 840 bp
by PCR. Species-specific reactions were performed using the primer set Ebrl (5'-CCT CTG GCT
ATA GGA AAT TG-3') (sense) and Ebr5 (5'-GGA GTG CTT AAC GCG TTA G-3) (antisense)
to amplify an amplicon of 765-bp of the E. canis 16S rRNA gene.

Nested PCR was performed using a GeneAmp PCR System 2400 thermal cycler (PerkinElmer,
Norwalk, CT, USA). The first reaction was genus-specific, with an initial cycle at 94 °C for 2 min,
followed by 35 cycles of 94 °C for 20 s, 53 °C for 30 s, and 72 °C for 1 min, and a final cycle of
72 °C for 5 min. The second reaction was species-specific and used the same temperature
conditions, but the number of cycles was increased to 40 cycles.The samples were subjected to
electrophoresis on a 1.5% agarose gel and stained with ethidium bromide (10 pg/mL).
Subsequently, they were visualized under a UV transilluminator, and the molecular weights were
determined using a marker ladder (100 bp-500 pL, Ludwig Biotecnologia ®, Alvorada, RS, Brazil).

The database used for this study was created in Microsoft® Excel® (Microsoft 365 MSO, V. 2303
compilation 16.0.16227.20202), including dynamic tables created among individuals with detected
and non-detected Ehrlichia DNA, sex, age, and hemogram, serum biochemistry, and reasons for
consultation. Since non-parametric categorical variables were used, the chi-squared test was
applied using R. v. 4.2.2 (2022-10-31 ucrt) to identify differences between variables of detected
and non-detected individuals in relation to laboratory analyses and reasons for consultation.
Additionally, some descriptive statistics data were found, such as mean, standard deviation,
standard error, maximum and minimum values of the variable in relation to age, sex, and detected

and non-detected individuals.
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Results

During the study period in 2022, a total of 95 animal samples were analyzed at HCVV/UFPEL using
Nested PCR, which detected a molecular prevalence of the pathogen E. canis in 16.84% (16/95) of
the animals. The amplification of the 16S rRNA gene produced both genus-specific (840 bp) and

species-specific (765 bp) amplicons.

A total of 95 dogs were sampled, of which 49 were females and 45 were males, with reported ages
ranging from 1.1 to 15.8 years for females and 0.8 to 16.6 years for males, and mean ages of 8.27
+ 3.85 years and 7.82 + 4.34 years, respectively. The range of ages for all 95 animals was 0.8 to 16
years. Among the positive animals, the average age was 7.86 + 5.13 years, with an age range
between 1 and 15.8 years, and no significant differences were found between males and females
(p > 0.05) (see Tables 1 and 2).

No significant differences were found in the hematological variables of anemia, neutrophilia,
eosinophilia, monocytopenia, lymphopenia, thrombocytosis, and thrombocytopenia between
negative and positive animals (p > 0.05). However, significant differences were found in the
lymphocyte counts (lymphocytosis) (p < 0.05). In terms of the biochemical parameters, no

significant differences were observed
Discussion

Different studies have been conducted worldwide to assess the prevalence of E. canis, with most
of them comparing serological prevalence and blood cytology detection and determining PCR as
the gold standard test for detection (CABRERA-JARAMILLO et al.,, 2022; MARIA DEL
CARMEN MARTINEZ et al., 2015; OCTAVIO MERINO-CHARREZ, 2021; ROJAS et al.,
2013). In Rio Grande do Sul, immunochromatography has been used to study the prevalence of E.
canis, resulting in a prevalence of 4.8% (SAITO et al., 2008). Studies have also been conducted in
the Pelotas region to detect the presence of E. canis through cytology, IFI, and PCR (BARCELLOS
KRAUSE et al., 2015; FERRAZ et al., 2021). This study is the first to investigate the molecular

prevalence of E. canis in Pelotas, RS, thereby contributing to a better understanding of the disease.

In Rio Grande do Sul, despite the importance of E. canis as a zoonosis, there is a lack of prevalence

studies. The pathogen has gained greater relevance due to its potential to infect humans, with
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positive infections reported in the literature (STIVAL et al., 2021). In Brazil, strains of E. canis
identical to those found in humans have been detected in dogs (EDWARD HUERTO-MEDINA,
2015), highlighting the need for research on the presence, distribution, and prevalence of this
disease. Such studies are important to raise awareness among clinicians and pet owners, aiding in

differential diagnoses and reinforcing preventive care to decrease the risk of infection.

In this study, it was found that out of 95 canines evaluated, 16 (16.84%) were positive for E. canis
by Nested-PCR. In a previous study, the presence of E. canis was detected using PCR and IFI
techniques in a population of dogs suspected of hemoparasitosis (Barcellos, 2015). Of the animals
evaluated in that study, 37.1% (33/89) were found positive by PCR, and 21.4% (19/89) were
positive by IFI technique. However, the results may vary depending on the stage of the disease,
and tests carried out in the early days after infection may result in false negatives (Barcellos Krause
et al., 2015).

The manual blood cytology method has been reported to have a low success rate in detecting the
presence of E. canis, with only 4% success in some studies (Ferraz et al., 2021). This may be due
to the method's low sensitivity in detecting the pathogen during the initial phase of the disease
when bacteremia is low or when the pathogen multiplies in the lymphoid organs. False negatives
may also occur in chronic cases due to the disappearance of morulas. As a result, PCR is considered
the Gold Standard test for detecting E. canis by detecting the pathogen's DNA, with greater
specificity and sensitivity than other techniques developed. In fact, studies have reported the
detection of E. canis DNA without the presence of antibodies in serology (OCTAVIO MERINO-
CHARREZ, 2021).

To differentiate between Ehrlichia species and Anaplasma, it is important to use specific diagnostic
tools. Immunoenzymatic techniques, although useful, can cross-react with different Ehrlichia
species, including E. chaffeensis, E. ewingii, and E. canis, as well as with Anaplasma platys.
However, Nested-PCR allows for the identification of specific DNA fragments and can be used to
research specific amplicons by sequencing to identify the species of Ehrlichia spp. or other
pathogens, such as Anaplasma spp. (LAIA SOLANO-GALLEGO, JOAN LLULL; BARBARA
HEGARTY, 2006; O’CONNOR et al., 2006; SAINZ et al., 2015).
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Finally, the molecular prevalence found in this study was higher than the serum prevalence reported
previously by Saito et al. (2008). This difference in prevalence may be attributed to the type of
technique used, as well as the fact that the study was conducted in a veterinary hospital where dogs
are often diagnosed and treated for various diseases. Further studies are needed to identify the
specific strain of Ehrlichia circulating in the region through DNA sequencing. This information
could be valuable in understanding the behavior of the bacteria and how it compares to other strains
already reported, which could help identify the potential risks of infection for both the dog and
human populations. Additionally, our team plans to implement ELISA techniques, specifically

using protein GP19, to expand the study to other populations of dogs in the region.
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Table 1. Age-related statistics for individuals detected and not detected."”
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Result <1 years >6 years 1-6years X2 P value
D 0 (0%) 9 (56.25%) 7 (43.75%)
ND 1(1.27%) 56 (70.89%) 22 (27.85%) 72.39 0.22
Total 1(1.05%) 65 (68.42%) 29 (30.53%)

D: Detected, ND: No detected, X?: chi-squared, P value: (p<0.05).
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Table 2. Descriptive statistics of age for individuals detected and not detected.

Results Age.M Age.SD Age.SE Age.MAX Idade.MIN
D 7.86 5.13 1.28 15.8 1.00
ND 8.09 3.87 0.44 16.6 0.80

dard deviation, SE: standard error, MAX: maximum and MIN: minimum



Table 3. Relation of PCR detection positives and negatives with characteristics of the

red and white series.

Anemy
Results N NR P Total NP P NR X2 P value
D 12 1 3 16 75,00 18,75 6,25
ND 58 16 79 73,42 20,25 6,33 0,47 0,99
Total 70 19 95 73,68 20,00 6,32
Hypochromia
Results N NR P Total NP P NR X2 P value
D 14 1 1 16 87,50 6,25 6,25
ND 68 5 6 79 86,08 7,59 6,33 0,04 0,98
Total 82 7 95 86,32 7,37 6,32
Thrombocytopenia
Results N NR P Total NP P NR X2 P value
D 12 1 16 75,00 18,75 6,25
ND 65 5 79 82,28 11,39 6,33 0,66 0,91
Total 77 12 95 81,05 12,63 6,32
Thrombocytose
Results N NR P Total N NR P X2 P value
D 14 1 1 16 87,50 6,25 6,25
ND 71 5 3 79 89,87 6,33 3,80 0,20 0,91
Total 85 4 95 89,47 6,32 4,21
Hyperproteinemia
Results N NR P Total NP P NR X2 P value
D 13 1 2 16 81,25 12,50 6,25
ND 67 7 79 84,81 8,86 6,33 0,21 0,90
Total 80 9 95 84,21 9,47 6,32
Leukopenia
Results N NR P Total NP P NR X2 P value
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D 14 1 1 16 87,50 6,25 6,25
ND 74 5 0 79 93,67 0,00 6,33 4,99 0,08
Total 88 1 95 92,63 1,05 6,32
Neutrophilia
Results N NR Total N NR P X2 P value
D 11 1 4 16 68,75 6,25 25,00
ND 53 5 21 79 67,09 6,33 26,58 0,02 0,99
Total 64 25 95 67,37 6,32 26,32
Neutropenia
Results N NR P Total N NR P X2 P value
D 15 1 0 16 93,75 6,25 0,00
ND 74 2 3 79 93,67 2,53 3,80 1,19 0,55
Total 89 3 3 95 93,68 3,16 3,16
Monocytosis
Results N NR P Total N NR P X2 P value
D 13 1 2 16 81,25 6,25 12,50 1255,00
ND 69 6 4 79 87,34 7,59 5,06 0,53
Total 82 7 6 95 86,32 7,37 6,32
Monocytopenia
Results N NR P Total N NR P X2 P value
D 15 1 16 93,75 6,25 0,00
ND 73 5 1 79 92,41 6,33 1,27 0,21 0,90
Total 88 1 95 92,63 6,32 1,05
Eosinophilia
Results N NR P Total N NR P X2 P value
D 14 1 1 16 87,50 6,25 6,25
ND 66 5 8 79 83,54 6,33 10,13 0,24 0,89
Total 80 9 95 84,21 6,32 9,47

Linfocitose
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Results N NR Total N NR X2 P value
D 15 1 16 93,75 6,25
ND 74 5 79 93,67 6,33 0.00 0,99
Total 89 6 95 93,68 6,32
Linfopenia
Results N NR P Total N NR P x2 P value
D 14 1 1 16 87,50 6,25 6,25
ND 66 5 8 79 83,54 10,13 6,33 0,24 0,89
Total 80 6 9 95 84,21 9,47 6,32

D: Detected, ND: No detected, X2: chi- squared, P value: (p<0.05), No Reported, P:

Presented, N: Normal
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Table 4. Relation of detected positives and negatives with biochemical disorders.

ALT
P
Results A D N NR Total A D N NR X2 Value
D 1 1 13 1 16 6,25 6,25 81,25 6,25
ND 5 4 64 6 79 6,33 5,06 81,01 7,59 0,07 1,00
Total 6 5 77 7 95 6,32 5,26 81,05 7,37
AST
P
Results A N NR Total A N NR X2  Value
D 0 15 1 16 0,00 93,75 6,25
ND 1 73 5 79 1,27 9241 6,33 0,21 0,90
Total 1 88 95 1,056 92,63 6,32
Hipoalbuminea
P
Results A N NR Total A N NR X2  Value
D 0 15 1 16 0,00 93,75 6,25
ND 1 73 5 79 1,27 9241 6,33 0,21 0,90
Total 1 88 95 1,05 92,63 6,32
Ureia
P
Results A D N NR Total A D N NR X2  Value
D 2 0 13 1 16 12,50 0,00 81,25 6,25
ND 6 1 66 6 79 759 127 8354 759 0,62 0,89
Total 8 1 79 95 8,42 1,05 83,16 7,37

Creatinina
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P

Results A D N NR Total A D N NR X2 Value
D 2 0 13 1 16 12,50 0,00 81,25 6,25
ND 4 1 69 5 79 506 1,27 87,34 6,33 1,43 0,70
Total 6 1 82 6 95 6,32 1,05 86,32 6,32
Trigliceridos
P
Results A D N NR Total A D N NR X2 Value
D 1 0 14 1 16 6,25 0,00 87,50 6,25
ND 2 1 73 3 79 253 1,27 92,41 3,80 1,01 0,80
Total 3 1 87 4 95 3,16 1,05 91,58 4,21
FA
P
Results A N NR Total A N NR X2  Value
D 2 13 1 16 12,50 81,25 6,25
ND 6 67 6 79 759 8481 7,59 0,43 0,81
Total 8 80 7 95 842 8421 7,37

D: Detected, ND: No detected, X?: chi- squared, P value: (p<0.05), No Reported, A:

High, N: Normal



4  Considerac0es finais

No ano de 2022, foi identificada uma prevaléncia molecular de 18,29% de E. canis
na populacéo de cées atendidos no HCV/UFPel, sem distingéo de sexo e idade. Contudo,
€ necessario expandir o alcance desta pesquisa, uma vez que ndo ha relatos recentes
sobre a prevaléncia da doenca na regido. A identificacéo da cepa circulante é crucial para
compreender melhor o comportamento da doenca. Portanto, futuros estudos mais amplos
na regido do Rio Grande Sul sdo essenciais para obter informacfes valiosas sobre a

epidemiologia da ehrlichiose na area.
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