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IDENTIFICAC}AO E PREVALENCIA DE AGENTES RICKETTSIAIS
(RICKETTSIALES: ANAPLASMATACEAE) EM CERVO-DO-PANTANAL
(Blastocerus dichotomus), UTILIZANDO METODOS SOROLOGICO E

MOLECULAR

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo pesquisar no sangue de
cervos-do-pantanal (B. dichotomus), a presenca de DNA de agentes rickettsiais,
tais como Ehrlichia chaffeensis, E. ewingiii, E. canis, Anaplasma phagocytophilum,
A. marginale e Neorickettsia risticii, pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), além de estudar a prevaléncia de anticorpos anti-E. chaffeensis e anti-A.
phagocytophilum utilizando-se a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os
143 animais utilizados foram capturados durante o desenvolvimento do Projeto
Cervo-do-Pantanal (1998 a 2002) na area de inundacdo da Usina Hidrelétrica de
Porto Primavera, no Rio Parana, e divididos em quatro sub-populacées de acordo
com o local e momento da captura, em areas denominadas MS01, MS02 (Mato
Grosso do Sul, antes e ap0s a inundacéao, respectivamente), PX (Rio do Peixe,
depois da primeira cota de inundacdo) e AGUA (Rio Aguapei, depois da
inundacao). Na avaliacdo soroldgica, as frequéncias de animais positivos para
anticorpos anti-E. chaffeensis e anti-A. phagocytophilum foram de 76,76% e
20,20% em MSO01, 88,88% e 22,22% em PX, 88,88% e 555% em MSO02, e
94,12% e 5,88% em AGUA, respectivamente. Na pesquisa de DNA, dos 143
animais testados, 61 (42,65%) foram positivos para E. chaffeensis, sendo 38
(38,38%) de MSO01, 4 (44,44%) de PX, 12 de MS02 (66,66%) e 7 (41,18%) de
AGUA. Amostras positivas enviadas para sequenciamento revelaram 100% de
similaridade com amostras de Ehrlichia chaffeensis da Argentina e dos Estados
Unidos (numeros de acesso no Genbank EU826516.2 e AF416764.1,
respectivamente). JA para o genogrupo de A. phagocytophilum, 70 cervos
(48,95%) foram considerados positivos. Destes, 51 (51,51%) sdo provenientes de
MSO01, 12 (66,66%) de MS02 e 7 (41,18%) de AGUA. Animais provenientes de PX

foram todos negativos. Amostras positivas enviadas para sequenciamento
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mostraram 99% de similaridade com uma amostra de Anaplasma spp.
proveniente do intestino delgado de mosquitos do género Anopheles (niumero de
acesso no Genbank AY837739.1), bem como com amostras de A. platys (nUmero
de acesso no Genbank EU439943.1). Com relagdo a PCR para A. marginale,
obteve-se a formacao de bandas inespecificas e resultados conclusivos nao foram
alcancados. No sequenciamento, a analise ndo revelou similaridades com
amostras de A. marginale. No que se refere a PCR para E. canis, também houve
formacéo de bandas inespecificas, de diferentes tamanhos, na grande maioria das
amostras, sendo estas consideradas negativas, uma vez que 0 sequenciamento
também néo revelou similaridades. Quanto aos animais testados para E. ewingii e

N. risticii, todos apresentaram-se negativos.

Palavras-chave: Ehrlichia sp, Anaplasma sp., Neorickettsia sp., cervo-do-

pantanal, sorologia, PCR.
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IDENTIFICATION AND PREVALENCE OF RICKESTTSIAL AGENTS

(RICKETTSIALES: ANAPLASMATACEAE) IN MARSH DEER (Blatocerus
dichotomus), USING SEROLOGICAL AND MOLECULAR METHODS

SUMMARY - The present work had as objective to research in the blood of
marsh deer (B. dichotomus), the presence of rickettsial agents DNA such as
Ehrlichia chaffeensis, E. ewingii, E. canis, Anaplasma phagocytophilum, A.
marginale e Neorickettsia risticii, by the Polimerase Chain Reaction (PCR), as well
as studying the prevalence of anti-E. chaffeensis and anti-A. phagocytophilum
antibodies using Indirect Imunofluorescence Reaction (IFA). The 143 animals that
were used were captured during the development of the Marsh Deer Project (1998
to 2002) in the flood area of the Porto Primavera Hydroelectric Power Station, in
Parana River, and divided in four sub-populations according to the local and
moment of the capture, in areas denominated MS01, MS02 (Mato Grosso do Sul,
before and after flood respectively), PX (Peixe’s River, after the first flood quota)
and AGUA (Aguapei River, after flood). In the serological avaliation, the frequency
of positive animals for anti-E. chaffeensis and anti-A. phagocytophilum antibodies
were 76,76% and 20,20% in MS01, 88,88% and 22,22% in PX, 88,88% and 5,55%
in MS02, and 94,12% and 5,88% in AGUA, respectively. In the DNA research, from
the 143 tested animals, 61 (42,65%) were positive for E. chaffeensis, 38 (38,38%)
from MSO01, 4 (44,44%) from PX, 12 from MS02 (66,66% and 7 (41,18%) from
AGUA. Positive samples send to sequency demonstrate 100% of similarity with
samples of Ehrlichia chaffeensis from Argentina and United States (numbers of
access in Genbank EU826516.2 and AF416764.1, respectively). For the A.
phagocytophilum genogroup, 70 deers (48,95%) were considered positive. Of
these, 51 (51,51%) come from MSO01, 12 (66,66%) from MS02 and 7 (41,18%)
from AGUA. The animals that come from PX were all negative. Positive samples
send to sequencing demonstrated 99% of similarity with a sample of Anaplasma
spp. which came from small intestine of mosquitos of the Anopheles gender

(number of access in Genbank AY837739.1), as well as samples of A. platys
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(number of access in Genbank EU439943.1). Regarding PCR for A. marginale, it
was obtained the formation of inespecific bands and conclusive results were not
reached. In the sequency, the analysis didn’t reveal similarities with samples of A.
marginale. In what refers to PCR to E. canis, there was also formation of
inespecific bands, of different sizes, in the great majority of samples, being these
considered negative once the sequencing also didn’t reveal similarities. About the
tested animals for E. ewingii and N. Risticii, they were all negative.

Keywords: Ehrlichia sp., Anaplasma sp., Neorickettsia sp., Marsh Deer, serology,
PCR.



) INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos séculos, o ambiente terrestre tem sofrido uma série de alteracoes,
evidenciadas nas novas relacdes parasita-hospedeiro, na perda de fontes tradicionais
de alimento, no reconhecimento e introducdo de novos patégenos e toxinas, bem como
na presenca de novas formas de estresse devido as mudancas no padrdo de uso da
terra e outras atividades humanas (MUNSON & KARESH, 2002).

Embora os impactos das atividades humanas tenham ocorrido em todos os
ecossistemas, seus efeitos sdo maiores sobre animais terrestres, uma vez que estes
competem diretamente com o homem por habitat. Assim, a composi¢cdo genética de
muitas espécies sofreu alteracdes, sobretudo por meio de acdes humanas que
reduziram o tamanho das popula¢des ou limitaram o fluxo de genes entre elas. Juntas,
essas modificacdes genéticas e ambientais tém o potencial de transformarem
drasticamente a ecologia das doencas no ecossistema terrestre e a salude global das
populacdes humana e de vida selvagem (MUNSON & KARESH, 2002).

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), o maior cervideo brasileiro
(DUARTE, 1996), é uma espécie que luta pela sobrevivéncia em um habitat onde os
maiores impactos sdo observados, as regides mais baixas, a varzea. Atualmente, a
distribuicdo da espécie encontra-se bastante reduzida e fragmentada (PINDER & SEAL,
1995), colocando o cervo-do-pantanal como uma das espécies brasileiras ameacadas
de extincdo (BERNARDES et al, 1990). No Estado de Sdo Paulo especificamente, a
ultima populacdo significativa da espécie ocupava as varzeas do rio Parana entre as
barragens de Jupid e Porto Primavera (SCHALLER & VASCONCELOQOS, 1978), area
inundada em 1998 com a entrada desta hidrelétrica em operagdo. Em geral, os
reservatorios de grandes usinas hidrelétricas eliminam os ambientes de varzeas onde
vive 0 cervo-do-pantanal, praticamente anulando qualquer possibilidade de
sobrevivéncia e sustentabilidade dessas popula¢cdes em longo prazo (CHARITY et al,
1989).

Além do impacto das hidrelétricas, a acentuada retracdo na area de ocorréncia

original da espécie deve-se a multiplos e complexos fatores, dentre eles a alteracao e



eliminagcéo de habitat devido ao avanco das fronteiras agricolas e urbanas, induzindo a
ocorréncia de doencas introduzidas por bovinos domésticos, alteragbes na relacao
parasita hospedeiro e atividades predatérias de caca (PINDER & SEAL, 1995;
WEMMER, 1998).

Nesse contexto, membros da familia Anaplasmataceae emergem como
importantes patdgenos representados por organismos bacterianos gram negativos e
intracelulares obrigatdrios que infectam seres humanos e animais, apresentando como
vetores principais os carrapatos (INOKUMA et al., 2001). Em 2001, uma reorganizacao
dos membros pertencentes a Ordem Rickettsiales foi proposta por DUMLER et al., com
0S géneros Rickettsia e Orientia pertencendo a familia Rickettsiaceae, e os géneros
Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria, Wolbachia e Neorickettsia, a familia Anaplasmataceae.

Microorganismos dos géneros Ehrlichia e Anaplasma sdo mantidos na natureza
por meio de um ciclo enzod6tico entre animais selvagens e carrapatos, podendo infectar
seres humanos e animais domésticos, sobretudo quando o equilibrio ambiental é
alterado (RIKIHISA, 2003).

No que se refere ao género Anaplasma, A. marginale e A. phagocytophilum séo
freqientemente relatados, mas apenas ruminantes, sobretudo cervideos e bovideos,
sdo citados como hospedeiros susceptiveis para A. marginale (KUTLER, 1994). Para
este Ultimo, MARTINEZ et al. (1999) relata, no México, soroprevaléncia de 69% em
veado-de-cauda-branca (O. virginianus). J& A. phagocytophilum, que apresenta
potencial zoonotico, infecta varias espécies animais, tais como ruminantes, caes,
cavalos e pequenos roedores (DUMLER et al., 2001).

Quanto ao género Ehrlichia, E. chaffeensis e E. ewingii, além de serem
identificadas em alguns animais selvagens e carrapatos ixodideos (LOCKHART et al.,
1997; ANDERSON et al., 1993; YABSLEY et al., 2002), sédo relatadas nas Américas
como causa de doenca humana (DAWSON et al, 1991; BULLER et al., 1999;
GONGORA-BIANCHI et al., 1999; RIPOLL et al., 1999; DUMLER et al., 2001;
GOODMAN et al., 2003). Evidéncias imunosorologicas da exposicdo a E. chaffeensis,
E. canis e A. phagocytophilum foram relatadas no Brasil e na Venezuela (ARRAGA-
ALVARADO et al.,, 1996; GALVAO et al., 2002; CALICI et al., 2004). No Brasil,



anticorpos para E. chaffeensis e DNA de E. ewingii foram detectados em cdes no
Estado de Minas Gerais (GALVAO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008), onde casos
suspeitos de erliquiose monocitica humana foram recentemente relatados (CALICI et
al., 2004; COSTA et al. 2005; COSTA et al., 2006). Na Venezuela, PEREZ et al. (2006),
utilizando PCR, relatam a ocorréncia de infeccdo humana por E. canis. Vale ressaltar
que as técnicas de deteccdo de anticorpos anti-erliquiais ndo sdo especificas e, apenas
por técnicas moleculares, a detec¢éo especifica de cada agente pode ser alcancada.

Infeccbes humanas por organismos da familia Anaplasmataceae foram
primeiramente reconhecidos em 1953, com espécie atualmente conhecida como
Neorickettsia sennetsu. Em 1986, foi reconhecida a infeccdo causada por Ehrlichia
chaffeensis e, em 1990, por Anaplasma phagocytophilum. Ehrlichia ewingii foi, em
1998, reconhecida como causa de doenca humana (DUMLER et al., 2007).

Desde o primeiro reconhecimento e implementacdo de métodos de diagnostico
para a infeccdo humana por E. chaffeensis e A. phagocytophilum, a incidéncia das
enfermidades tem aumentado linearmente. No entanto, testes diagndsticos e
epidemioldgicos indicam que as infecgcBes causadas por membros da referida familia
estdo distribuidas globalmente e sugerem que outros agentes da “erliquiose” animal e
humana seréao identificados. Com o aumento da detec¢cédo das enfermidades, constatou-
se que as mesmas podem ser severas, com aproximadamente metade dos pacientes
requerendo hospitalizacdo por complicagdes incluindo dificuldade respiratoria,
miocardite, complica¢cdes neuroldgicas, hepatite, choque séptico ou toxico, infeccbes
oportunistas, e morte em 0,5 a 3,0%. Por esse motivo, principalmente, o estudo mais
aprofundado dessas doencas, incluindo a identificacdo de vetores, reservatorios e
fatores de risco, torna-se imprescindivel (DUMLER, 2005).

Nos EUA, o veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus) é considerado
reservatorio natural de E. chaffeensis, sendo o mais importante hospedeiro das formas
adulta e imatura de Amblyomma americanum (LOCKHART et al., 1997). DAWSON et
al. (1994a) demonstraram, por meio de infeccdo experimental, que E. chaffeensis
circula no sangue periférico dos veados por pelo menos duas semanas, sendo que 0s

animais nao apresentam evidéncia de doenca clinica. Os veados podem se infectar



com varias espécies pertencentes aos géneros Ehrlichia e Anaplasma, o que resulta em
potenciais reacdes cruzadas nos diferentes testes soroldgicos especificos (UNVER et
al., 1999). DAWSON et al. (1994b) relatam soroprevaléncia de 43% para Ehrlichia spp.,
utilizando RIFI, em 1269 veados-de-cauda-branca testados em varios estados norte-
americanos, o que indica que 0s animais estdo naturalmente infectados com o agente.
ARENS et al. (2003) relatam uma prevaléncia nesses animais de 23%, 20% e 99% para
E. chaffeensis, E. ewingii e Anaplasma spp, respectivamente, por meio da utilizacdo de
PCR. J4& na sorologia, constatou-se uma alta prevaléncia de anticorpos para E.
chaffeensis (87%) e baixa prevaléncia de anticorpos para A. phagocytophilum (2%). Em
1998, FOLEY et al. utilizando PCR para Ehrlichia spp. com base no gene 16S,
encontraram uma prevaléncia de 38% em 21 Odocoileus hemionus hemionus e O.
hemionus columbianus testados, sendo todos soronegativos para Anaplasma
phagocytophilum. YABSLEY et al. (2002) relatam que, de 110 veados-de-cauda-branca
(O. virginianus) testados por meio de PCR para E. ewingii, 6 (5,5%) foram positivos,
sugerindo que o hospedeiro pode atuar também como reservatorio desse agente. Ja
em pesquisa realizada por YABSLEY et al. (2005) envolvendo Odocoileus hemionus do
Arizona, foi constatado que, dos 125 animais testados, 29 (23%) e 11 (9%) tinham
anticorpos reativos para E. chaffeensis e A. phagocytophilum, respectivamente,
utilizando-se a reacéo de imunofluorescéncia indireta.

O DNA de E. chaffeensis foi encontrado ainda em 71% dos coiotes (Canis
latrans) dentre 21 animais examinados, 0 que sugere que essa bactéria comumente
infecta coiotes de vida livre em Oklahoma, EUA (KOCAN et al., 2000). Nesse mesmo
Estado norte-americano, MURPHY et al. (1998), em pesquisa molecular e sorolégica
realizada em 65 cées, relatam que 15,4% dos animais examinados eram positivos para
Ehrlichia spp. na PCR, sendo 6,2% positivos para E. ewingii, 3,1% para E. canis e 6,2%
para E. chaffeensis, enquanto 10,8% foram soropositivos para E. canis ou E.
chaffeensis. Ja LAPPIN et al. (2006) descrevem que o DNA de A. phagocytophilum foi
detectado no sangue de gatos clinicamente doentes, enquanto em pesquisa realizada

com coelhos selvagens norte-americanos, relata-se que 27% dos animais



apresentavam evidéncias de infecgéo ativa e 66% foram soropositivos para 0 mesmo
agente (GOETHERT & TELFORD, 2003).

Cabras, caes, raposas vermelhas, guaxinins, gambas e roedores podem também
servir como hospedeiros para todos os estagios de Amblyomma americanum
(PADDOCK & CHILDS, 2003), o que sugere que eles podem estar envolvidos na
manutencdo natural de E. chaffeensis. No entanto, o material genético (DNA) de E.
chaffeensis, E. ewingii e A. phagocytophilum tem sido detectados em outras espécies
de carrapatos nos EUA, tais como Dermacentor variabilis, Ixodes scapularis e I.
pacificus (STEIERT & GILFOY, 2002; HOLDEN et al., 2003; STEINER et al., 2006;
YABSLEY, 2009).

Ainda nos EUA, DUGAN et al. (2005) pesquisaram, no soro de guaxinins
(Procyon lotor) e gambas (Didelphis virginianus), evidéncias de infeccao por E.
chaffeensis, E. canis e A. phagocytophilum, sendo que 38,3% dos guaxinins
apresentaram anticorpos reativos para E. chaffeensis, 21,7% para E. canis e 1,7 % para
A. phagocytophilum; os gambés foram negativos na RIFI. Além dos guaxinins (P. lotor),
o roedor Peromyscus leucopus e o esquilo cinzento (Sciurus carolinensis) sao citados
como competentes reservatérios de A. phagocytophilum (LEVIN et al., 2002). No que se
refere a infeccdo natural por E. chaffeensis, WILLIAMS et al. (2002) descrevem a
ocorréncia de erliquiose em Iémures (Lemur catta e Varecia variegata) clinicamente
enfermos, nos quais o agente foi detectado por meio de PCR em amostras de sangue
periférico. Também envolvendo esses primatas (Lemur catta, Varecia variegata, além
de Eulemur macaco flavifrons), YABSLEY et al. (2004) conduziram um estudo no qual
foi demonstrado que 38,5% e 30,8% dos Iémures adultos pesquisados (total de 56
animais) apresentavam anticorpos reativos para E. chaffeensis e A. phagocytophilum,
respectivamente.

Na Europa e em alguns paises asiaticos, varios estudos estdo sendo conduzidos
para avaliar a prevaléncia dos agentes da erliquiose granulocitica e monocitica humana
em animais selvagens e vetores da infeccéo.

A respeito da ocorréncia das enfermidades, verifica-se diferengas pronunciadas

entre os paises europeus, bem como marcada variabilidade entre as localidades



(STRLE, 2004). Ixodes ricinus € considerado o principal vetor de A. phagocytophilum
(RYMASZEWSKA & ADAMSKA, 2004; FERQUEL et al., 2006), sendo descritos como
hospedeiros desse agente o cabrito montés (Capreolus capreolus), alce (Alces alces),
cervo vermelho (Cervus elaphus) e os roedores Apodemus flavicollis e Clethrionomys
glareolus (RIZZOLI et al., 2004; SKARPHEDINSSON et al., 2005; STUEN et al., 2006).

No continente asiatico, E. chaffeensis, E. ewingii, E. canis e A. phagocytophilum
sdo descritos infectando roedores na China e na Coréia, sendo Ixodes persulcatus,
Dermacentor silvarum e Haemaphysalis spp. considerados vetores desses agentes
(CAO et al., 2006; WEN et al., 2003; KIM et al., 2006).

No Brasil, SZABO et al. (2003) descrevem o parasitismo por Boophilus microplus,
Amblyomma triste, Amblyomma cajennense e Anocentor nitens, em cervos-do-Pantanal
(B. dichotomus) provenientes da area de inundagéo da hidrelétrica de Porto Primavera,
no rio Parana. Na regido inundada, demonstrou-se que 100% dos cervos capturados,
que habitavam a margem esquerda do rio Parana, onde a varzea é mais estreita,
estavam parasitados por Boophilus microplus e as infestagbes eram mais intensas. Por
outro lado, na margem direita do rio Parana, no Estado de Mato Grosso do Sul, as
varzeas possuiam de 5 a 10 Km de largura, diminuindo o contato dos cervos com
bovinos, resultando em uma infestacdo bem menor. Em amostras de sangue desses
mesmos animais, MACHADO et al. (2006) detectaram a presenca do DNA de E.
chaffeensis e A. marginale, sendo ainda necessario determinar qual(is) espécie de
carrapato realmente esta envolvida na transmissdo das bactérias entre os animais. A
utilizacdo de métodos moleculares se faz necesséaria uma vez que E. chaffeensis pode
potencialmente apresentar reacdo sorolégica cruzada com E. canis e E. ewingii
(BULLER et al., 1999; UNVER et al, 1999), sendo importante determinar,
especificamente, quais membros da familia Anaplasmataceae estdo presentes nos
cervos e podem realmente infectar animais selvagens, domeésticos e humanos no
Brasil.

Em relacdo a febre de Potomac, sabe-se que é uma doenca infecciosa nao
contagiosa causada pela Neorickettsia risticii, sendo que pouco é conhecido sobre sua

prevaléncia e transmiss&o natural. E sugerido que, pela proximidade filogenética com



N. helminthoteca e N. sennetsu, N. risticii também apresente padrdo de transmissao
envolvendo a ingestdo de trematédeos aquéticos e caramujos (PUSTERLA et al., 2000;
DUMLER et al., 2001) . Nos EUA, ha relatos de deteccdo do DNA de N. risticii em
morcegos e passaros insetivoros, parasitados por trematdodeos (PUSTERLA et al.,
2003; GIBSON et al., 2005). No Brasil, séo descritas infeccfes por N. helminthoteca e
N. risticii, em caes e cavalos, respectivamente (HEADLEY et al., 2004; HEADLEY et al.,
2006; COIMBRA et al., 2006), detectando-se, inclusive, 0 DNA dos agentes. No Estado
do Rio Grande do Sul, COIMBRA et al (2003) identificaram caramujos do género
Heleobia albergando cercarias como portadores de N. risticii.

Atualmente, as infec¢des animais e humanas por Anaplasmataceae estdo sendo
reconhecidas como importantes e potencialmente fatais enfermidades transmitidas por
artropodes. Segundo SZABO et al. (2003), a instalacdo de usinas hidrelétricas, por
exemplo, reduz o habitat de muitas espécies, especialmente aquelas que vivem nas
areas pantanosas, 0 que afeta a vida selvagem em Varios aspectos.
Consequentemente, as mudancas na ecologia de vetores e hospedeiros poderiam
expor as populacdes humanas e de animais domésticos as doencas rickettsiais,
sobretudo em areas de recreacao e de atividades agropecuarias que facilitam um maior
contato com animais selvagens e seu ambiente. A detec¢do do DNA de E. chaffeensis
e A. marginale em amostras de sangue dos cervos presentes na area referida
(MACHADO et al., 2006), ja constitui um sinal de alerta, demonstrando a necessidade
de maiores avaliacGes epidemiolégicas de animais silvestres da fauna brasileira no que
se refere as infecgdes erliquiais, as quais poderdo vir a ser de grande importancia para
a Saude Publica nos préximos anos.

Além disso, o conhecimento acerca da ecologia das enfermidades em animais
de vida livre permite um melhor delineamento das estratégias de conservagdo das
espécies, seja em programas de translocacdo ou reintroducdo de animais seja na
manutencdo dos mesmos em cativeiro (SZABO et al., 2003).

Este trabalho objetivou avaliar amostras de sangue de cervos-do-pantanal (B.
dichotomus) para evidenciar a presenca de agentes da familia Anaplasmataceae nestes

animais no Brasil.



II. OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo pesquisar no sangue de cervos-do-
pantanal (B. dichotomus) a presenca de DNA de agentes rickettsiais, tais como
Ehrlichia chaffeensis, E. ewingiii, E. canis, Anaplasma phagocytophilum, A. marginale e
Neorickettsia risticii, pela PCR, além de estudar a prevaléncia de anticorpos anti-E.

chaffeensis e anti-A. phagocytophilum utilizando-se a RIFI.

lll. MATERIAL E METODOS

1. Regido Fisiografica

Na regido de instalacao da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera, no Rio Paran&a
(entre os Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul), foram estabelecidas varias
bases de campo do Projeto Cervideos Brasileiros, com o compromisso de estudar e
monitorar os cervos (B. dichotomus) da area, além de reunir dados para a analise dos
impactos oriundos do enchimento do reservatério (TRAVASSOS, 2001).

A regido em questdo apresenta clima tropical com verdo umido e inverno seco
registrando temperaturas maximas de 40°C e minimas de 10°C, com pluviosidade
meédia anual de 1200 mm a 1400 mm e umidade relativa do ar de aproximadamente
80%. Assim, o0 cenario € de uma enorme bacia de alagamento, compondo o0s
denominados “varjdes”, areas de importante valor ecoldgico das terras alagaveis da
Bacia do Rio Parana (TRAVASSOS, 2001). As varzeas ou planicies de inundacdo séo
formadas em rios geralmente largos e constituem a forma mais comum de
sedimentacao fluvial. Na area referida, os varjdes abrangem municipios do Mato Grosso
do Sul como Quebracho, Bataguassu e Brasilandia e ainda municipios do Estado de
Sédo Paulo como Presidente Epitacio, Caiua, Panorama, Paulicéia, Sdo Jodo do Pau
D’Alho, Nova Independéncia e Castilho (DUARTE et al, 2003).



O potencial turistico da regido é amplamente explorado as margens do Rio
Parand, principalmente por meio da Prefeitura da Estancia Turistica de Presidente
Epitacio, que promove eventos como o Festival Nacional da Pesca e diversos torneios
de esportes aquaticos (TRAVASSOS, 2001).

2. Animais

No presente estudo, foram utilizadas 143 amostras de sangue de animais
capturados durante o desenvolvimento do Projeto Cervo-do-Pantanal de Porto
Primavera. Este foi desenvolvido entre os anos de 1998 e 2002 por um numeroso grupo
de pesquisadores, com financiamento integral da CESP (Companhia Energética de Sao
Paulo). As capturas foram realizadas segundo metodologia descrita por DUARTE
(2008) e ocorreram na regido de alagamento da usina, compreendendo as areas de
varzea e mata ciliar adjacentes ao Rio Parand e de seus afluentes como o Rio do
Peixe, Rio Verde e Rio Aguapei.

A contencdo quimica dos cervos seguiu os padrdes adotados por NUNES et al.
(2001). Cada animal recebeu um numero e as coordenadas do local de captura foram
estabelecidas com auxilio de GPS. Para o presente estudo, os animais (n =143) foram
divididos em quatro grupos, de acordo com o local e momento de captura:

- Regido entre o vilarejo de Quebracho e Bataguassu: a regido em questédo é
formada pelas varzeas marginais do proprio Rio Parana e, portanto, foi a regidao que
sofreu o maior impacto pela formagao do lago da UHE “Sergio Motta”. Praticamente 90
% das areas de varzea foram tomadas pela agua, na cota 257, restando nesta regido
pequenas lagoas sazonais, abastecidas pelas aguas da chuva e cOrregos que cortam a
regido, distribuindo-se em varios fragmentos de varzea ao longo das margens do rio
Parand, sendo praticamente inexistentes as matas ciliares na area. Para esta area
foram caracterizados dois momentos distintos: a) antes da primeira cota de inundacgéo
da hidrelétrica, sendo denominado MSO1 (99 animais) e b) dois anos apo0s a primeira
cota de enchimento, denominado MS02 (18 animais) (Figura 1) (LEMES et al., 2003;
ANDRIOLO et al., 2001).



- Regido do Rio do Peixe: o Rio do Peixe € um dos principais afluentes da
margem esquerda do rio Parana, ja na primeira cota de enchimento do reservatorio da
UHE “Sergio Motta” constatou-se um impacto consideravel, com perda de habitat para o
cervo-do-pantanal. A regido era formada por um riquissimo mosaico de espécies
vegetais de pequeno e médio porte e por relevantes areas de mata. Nessa regido,
denominada PX, a populagéo estudada refere-se aquela da primeira cota de inundacgéo
(nove animais), cota 253 m (primeira cota de inundacéo), entre Novembro de 1998 e
Dezembro de 2000, quando houve um impacto de intensidade mediana (Figura 1)
(PIOVEZAN et al., 2001).

- Regido do Rio Aguapei: O Rio Aguapei, afluente da margem esquerda do rio
Parana € um rio muito sinuoso, apresentando uma importante populacdo de cervos-do-
pantanal. A regido é formada por um rico mosaico vegetativo, mesclando plantas de
cerrado e mata atlantica. Este refugio de vida silvestre abriga uma densidade de
cervos-do-pantanal em torno de 0,0043 ind/h4 (ANDRIOLO et al., 2001), o que resulta
em uma subpopulacdo de aproximadamente 55 + 15 individuos. Nessa area,
denominada AGUA, os animais foram capturados dois anos apds a primeira cota de
inundacdo (17 animais). As areas de varzea do rio Aguapei ndo sofreram impacto pela
dltima cota de enchimento da UHE “Sergio Motta”, portanto foi uma area classificada
como de baixo impacto e denominada AGUA. O monitoramento na regiéo foi realizado
entre Abril de 2001 e Novembro de 2002 (Figura 1) (LEMES et al., 2003).

3. Colheita de sangue, preparo e acondicionamento das amostras

De cada animal anestesiado, foi procedida a colheita de sangue da veia jugular,
utilizando-se vacutainers com anticoagulante e sem anticoagulante. Apés a colheita, o
material foi refrigerado até a chegada no laboratério de campo, sendo que as amostras
sem anticoagulante foram centrifugadas (10 minutos, a 1500 XG) para a separacédo do
soro sanguineo. O soro foi entdo dividido em tubos de 1,5 ml e, desta forma, congelado
a -20°C. O sangue colhido em tubos heparinizados foi centrifugado (10 minutos, 1500

XG), permitindo a separagao, por meio de uma pipeta de Pasteur, de 1 ml do anel
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leucocitario impuro (com heméceas). O anel foi entdo depositado em um frasco
contendo 4 ml de meio de congelamento e, apds homogeneizacdo, o material foi
transferido para palhetas de congelamento de sémen e mantido a 4°C durante quatro
horas. ApGs esse periodo de estabilizacdo, as palhetas foram submetidas ao vapor de
nitrogénio liquido (N2) por 30 minutos, para posterior imersdo e acondicionamento no
botijdo (-196°C) (DUARTE, 2001).
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Figura 1. Mapa esquematico evidenciando a area de estudo e os locais de captura das sub-populacdes
de cervos-do-pantanal (MS01, MS02, PX01 e AGUA), no periodo de 1998 a 2002.
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4. Técnicas Diretas e Indiretas de deteccao dos agentes

Para a pesquisa do DNA dos agentes citados e determinacdo da frequéncia de
anticorpos anti-E. chaffeensis e anti-A. phagocytophilum foram utilizadas a PCR e o

sequenciamento das amostras, e a RIFI.

4.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Foi realizada a diluicdo das amostras de soro a 1:40 em solucéo salina de fosfato
tamponada (PBS pH 7,2). Dez pl do soro diluido foram depositados em cada pogo das
laminas contendo substrato antigénico de E. chaffeensis (células DH82 contendo
morulas do agente) e , reservando-se dois poc¢os para a adicdo das amostras de
controle positivo e negativo. As laminas foram incubadas a 37° C por 30 minutos em
camara Umida; em seguida, foram lavadas em PBS, secas e a cada pocinho foi
adicionado 10 pl de conjugado (anti-lgG de veado, marcado pelo isoticianato de
fluoresceina), diluido conforme orientacdo do fabricante (1:10). O material foi entédo
novamente incubado (30 minutos a 37°C), em camara umida. Apos nova lavagem e
secagem, a lamina foi montada em glicerina tamponada com bicarbonato (pH 9,5). As
laminas foram visualizadas em microscopio equipado com luz fluorescente para
avaliacdo. Os mesmos procedimentos foram considerados para laminas contendo
substrato antigénico de A. phagocytophilum (células HL-60 contendo morulas do
agente). Foram considerados positivos soros que reagiram na diluicado de = 1:40. A
positividade da reacdo permitiu a observacdo de fluorescéncia nas morulas,

comparando-se com os controles positivo e negativo (Figura 2).
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Figura 2. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, controles negativo (A) e positivo (B) (soro de
cervo) para Ehrlichia chaffeensis. Em A, ndo séo observadas morulas fluorescentes no
interior das células, ao passo que em B, verifica-se presenca de morulas fluorescentes.
Aumento de 400X.

4.2 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

4.2.1 Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de uma amostra de 200 ul de anel leucocitario e
heméaceas (em meio de congelamento e armazenado em N, liquido, a -196°C) de 143
animais, usando o QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN™ ), de acordo com as

especificacdes do fabricante.

4.2.2 Amplificacdo de DNA dos géneros Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR sdo baseados na
sequéncia parcial do gene 16SrRNA presente em todas as erliuias e sao
apresentados na Tabela 1. A técnica da PCR foi realizada conforme DAWSON et al.
(1994a), PERSING (1996), MURPHY et al (1998), KOCAN et al. (2000), MASSUNG et
al. (1998), TORIONI et al. (1998) e CHAE et al. (2003) com algumas modificacdes.
Cada amostra de DNA extraido (10 pl) foi usada em 50 ul da mistura contendo 0,2 mM
de cada deoxinuocleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmol de cada

oligonucleotideo iniciador (com primers separados para E. chaffeensis, E. canis, E.
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ewingii, A. marginale, A. phagocytophilum e N. risticii), 1,25 U de Taq DNA Polimerase
(2,0 U na reacédo de A. marginale), tampéo da PCR (PCR buffer 10 X — 100 nM Tris-
HCI, pH 9,0, 500mM KCI) e agua ultra pura estéril q.s.p. 50 pl. O Cloreto de Magnésio
(MgCI2 -50 mM, Invitrogen®) foi utilizado na concentracdo de 1,5mM para todas as
reacoes, exceto para a PCR de N. risticii , onde foi usado 2,5 mM. A sequéncia térmica
e tempo de amplificacdo para cada reagéo e para cada agente estdo especificados na
Tabela 2. Este processo foi realizado em aparelho termociclador modelo PTC-100™ —
Peltier — Effect Cycling (MJ Research, Inc.).

A PCR simples para Anaplasma platys e A. phagocytophilum gene MSP2,
segundo protocolos descritos por INOKUMA et al. (2001) e CASPERSEN et al. (2002),
respectivamente, foi realizada na tentativa de esclarecer o0s resultados do
sequenciamento das amostras positivas na nested PCR para o genogrupo A.
phagocytophilum. Também foi realizada PCR simples para o gene dsb de Ehrlichia
spp., segundo AGUIAR et al, (2007), e as amostras positivas, enviadas ao
sequenciamento para verificacdo da positividade para E. chaffeensis.

4.2.3 Amplificacdo do DNA das espécies E. chaffeensis, E. canis, E. ewingii, A.
marginale, A. phagocytophilum e N. risticii

A reacao de amplificacdo do tipo nested para cada agente referido foi realizada
utilizando-se os produtos obtidos da primeira amplificacdo (para género) como moldes
para os primers (Tabela 1) para as proximas reacoes.

Para a reacdo da nested, utilizou-se as mesmas solu¢des da PCR, além de 1 pl

da amostra de DNA amplificado e os primers espécie-especificos (Tabela 1).
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Tabela 1. Seqiéncias de oligonucleotideos de agentes da familia Anaplasmataceae, tamanho dos
amplicons e referéncia de cada protocolo.

Agentes
rickettsiais

Ehrlichia spp
ECC
ECB

E.chaffeensis
(16SrRNA)
Chaff
GA1UR

(dsb)
dsb-330
dsb-728

E. canis
(16SrRNA)
Can
GAl1UR

E. ewingii
(16SrRNA)
8F

1448R
Ewingii
GAlUR

A. marginale

(msp5)
Ext F
Ext R
Int F

A. phagocytophilum

(16SrRNA)
gE3a

gE10R
gE2
gE9F

(MSP-2)
MSP 465F
MSP 980R

Neorickettsia
risticii(L6SrRNA)
ER3-F

ER2-R

ER3a-F

ER2a-R

Sequiéncia dos primers

5’- aga acg aac gct ggc ggc aag cc — 3’
5'- cgt att acc gcg gct gct gge — 3’

5’ — caa ttg ctt ata acc ttt tgg tta taa at—-3’
5’ —gac ttt gcc ggg act tet tet - 3’

5 —gat gat gtc tga aga tat gaa aca aat — 3’

5’- ctg ctc gtc tat ttt act tct taa agt — 3’

5'- caa tta ttt ata gcc tct ggc tatagga — 3’
5'- gac ttt gcc ggg act tet tet — 3’

5’- agt ttg atc atg gct cag-3’

5'- cca tgg cgt gac ggg cag tgt g-3’
5'- caa ttc cta aat agt ctc tga cta tt-3’
5'- gac ttt gcc ggg act tet tct-3

5’ —gcatag cct ccg cgt ctt tc — 3
5’ —tcc teg cct tge ccc tca ga -3’
5’ —tac acg tgc cta ccg act ta — 3’

5’ —cac atg caa gtc gaa cgg attatt c — 3’

5 —ttc cgttaa gaa gga tctaatctcc — 3
5’ —ggc agt att aaa agc agc tcc agg — 3’
5’ —aac gga tta ttc ttt ata gct tgc t — 3’

5" - tgatgttgt tac tgg acaga - 3’
5" -cacctaaccticataagaa-3’

5'- att tga gag ttt gat cct gg -3'
5'- gtt tta aat gca gtt ctt gg - 3'
5'- cta gcg gta ggc tta ac - 3'
5'- cac acc taa ctt acg gg -3'

5'- aag tcg aac gga tttttg tc - 3’
5-ctttaa cttaccgaacc -3

Tamanho
do
amplimero

478

410

409

358

1440

412

458

345

932

546

550

599

504

Referéncia

Dawson et al.(1994)
Persing (1996)
Murphy et al. (1998)
Kocan et al. (2000)

Persing (1996)
Kocan et al. (2000)

Aguiar et al. (2007)

Persing (1996)

Persing (1996)

Torioni et al. (1998)

Massung et al. (1998)

Massung et al. (2003)

Caspersen et al.(2002)

Chae et al. (2003)

Inokuma et al. (2001)
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Tabela 2. Reacao e seqiiéncias térmicas para cada agente da familia Anaplasmataceae pesquisado.

Reacé&o/ Agente

PCR (16SrRNA)
E. canis e E. chaffeensis

nPCR (16SrRNA)
E. canis e E. chaffeensis

PCR (dsb)
E. chaffeensis

PCR (msp-2)
A. phagocytophilum

PCR (16SrRNA)
A. phagocytophilum

Npcr
A. phagocytophilum

PCR (16SrRNA)
E. ewingii

nPCR
E. ewingii

PCR (16SrRNA)
N. risticii

nPCR
N. risticii

PCR (msp-5)
A. marginale

n PCR
A. marginale

PCR (msp-2)
A. platys

Seqliéncia térmica

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C
72°C por 5 minutos

95°C por 2 minutos
50 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 2 minutos

2 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C e 30 segundos a 72°C
2 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C
2 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C
2 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C e 30 segundos a 72°C
2 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 54°C e 30 segundos a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
30 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 45°C e 2 minutos a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 45°C e 2 minutos a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C
72°C por 5 minutos

94°C por 5 minutos
35 ciclos: 1 minto a 94°C, 1 minuto a 63°C, 3 minutos a 72°C
72°C por 10 minutos

95°C por 1 min.
35 ciclos: 1 minuto a 95°C, 2 minutos a 65° e 2 minutos por 72°C.
72°C durante 10 minutos.

94°C por 5 minutos
40 ciclos: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 90 segundos a 72°C
72°C por 5 minutos
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,2% corado com Brometo de Etideo (0,5 ul/ml) em tampao de corrida TEB
1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M acido borico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese foi
realizada a 90V/50mA durante 90 minutos, fazendo-se uso de um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (100 pb ladder), bem como de controles positivo e
negativo como parametros para melhor caracterizacdo dos produtos amplificados. Os
géis pos corrida foram visualizados e analisados por meio de um transiluminador de luz
ultravioleta (2020E) acoplado a um computador com programa de analise de imagens

(Eagle-Eye II-Stratagene®).

5. Clonagem e Sequenciamento

5.1 Extrag&o de amplicons da PCR

Os produtos da nested PCR de Ehrlichia chaffeensis, E. canis, A. marginale e A.
phagocytophilum foram cortados do gel de agarose , pesados e armazenados em tubos
estéreis de 2,0 ml. Em seguida, foram extraidos e purificados com o Kit Geneclean Il
(Bioagency®), de acordo com as recomendacdes do fabricante, e enviados para o
sequenciamento. Para os produtos do genogrupo de Anaplasma phagocytophilum,
além do processo de extracao e purificacdo, foi realizada a clonagem dos fragmentos

de DNA antes do sequienciamento.

5.2 Quantificacdo de DNA dos amplimeros

Cada amostra extraida do gel foi entdo submetida a uma nova eletroforese em
gel de agarose (Invitrogen®) a 2,0%, corado com Brometo de Etideo 0,01%, em cuba
horizontal, com solucdo de TEB 1X pH 8,0 como fluido condutor de corrida. A
eletroforese foi realizada em uma hora e trinta minutos a 50 mA e 100 V. Um marcador

de peso molecular (“Low Mass DNA Ladder”) foi adicionado a primeira canaleta de cada
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gel analisado para se obter uma medida comparativa das quantidades de DNA das
amostras.

5.3 Reacgéo de ligacédo do produto amplificado com o vetor pGEM-T Easy

A clonagem dos produtos amplificados do genogrupo de A. phagocytophilum foi
realizada com o vetor pGEM-T Easy (Promega®) e as reacfes executadas conforme
indicacdo do kit. As concentracdes de DNA e vetor utilizadas na reacdo de ligacao
foram determinadas com o objetivo de se obter ao final uma relacdo inserto/vetor de 8:1

com base na férmula descrita a seguir:

ng do vetor X kb do inserto % Relacéo

kb do vetor inserto : vetor = ng do inserto

A reacao de ligacdo do DNA de interesse com o vetor, de volume final 10 puL
consistiu de 40 ng de inserto (DNA amostra), 5 uL de tamp&o da enzima, 50 ng do vetor
pGEM-T Easy, 1 uL da enzima T4 Ligase e agua deionizada g.s.p. As solucdes foram
misturadas e incubadas a 4°C “overnight” para obtengcdo do numero maximo de

transformantes. A Figura 3 mostra o desenho do vetor pGEM-T Easy.

Xmn 12008 |~ 'rl-——-r' T Nsal
. L ~. Na
Scal1seo o I L T
N 2707 /1

,// - “?‘\% / ) start
/s Pron ™ N\ /o lApal | 14
/o o/ s | a0
W/ | Sohl 25
v 'ﬁstf_ll E)
| | Amp’ 1/ L ar
[ [AmP pGEM®.T Easy ezl | fanl |4
| Vector T_1 S | 4
|| [3015bp) / -.k"'“‘-x EcoR1 | 52
\ Spel G4
EcoR| | 70
\ el | 77
Qa7 | 77
\ Bst | 88
Sall a0
\ Ndel ar
Sacl 103
\ Sscel{l 118

Figura 3. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy (Promega®)
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5.4 Transformacéo das células competentes de Escherichia coli DH10B

O produto da ligacdo descrita anteriormente foi utilizado para transformar células
competentes E. coli DH10B (109 — 1010 cfu/ng de DNA) (One Shot Max Efficiency
DH10B T1r, Invitrogen®). Foram adicionados 4 pL da reacéo de ligagédo a 50 L de
células competentes e a mistura foi mantida por 20 minutos em gelo. O choque térmico
das células foi realizado colocando os microtubos em banho de agua a 42°C por 50
segundos e, em seguida, transferindo-os novamente para o gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 950 pL de meio liquido SOC e as células incubadas a 37°C durante 60
minutos em agitacdo. As placas contendo meio solido 2YT (16 g de Triptona; 10 g de
Extrato de Levedura; 5,0 g de NaCl; 12 g de Agar; agua destilada g.s.p. 1000 mL) e 100
png/mL de ampicilina e preparadas com 40 ul de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactoside) (0,026%) e IPTG (isopropylthio-B-galactoside) (0,82mM) foram adicionados
100 pl de células transformadas. As coldnias de bactérias contendo estes clones
(colénias brancas) foram transferidas para tubos conicos para centrifuga de 15 mL
contendo 3 mL de meio liquido 2xTY e 100 pg/mL de ampicilina. Apos incubacao a

37°C por até 24 horas, foi realizada a analise dos clones transformantes.

5.5 Mini-preparacdo de DNA Plasmidial (Método da Lise Alcalina)

Para a extracdo do DNA plasmidial foi utilizado o Método da Lise Alcalina
(SAMBROOK et al., 2001). Os tubos foram incubados “overnight” a 37°C sob agitacéo
de 250 rpm. e, em seguida, centrifugados para a formagéo do pellet e adicionados 100
pL de solucdo Glicose-EDTA-Tris HCL (23 mL de glicose 20%; 10 mL de EDTA 0,5M
pH 8,0; 13 mL de Tris-HCL 1M pH 7,4 e agua destilada g.s.p. 500 mL). Apds
homogeneizagao acrescentou-se 200 pL da solugédo de lise (ImL de NaOH, 500uL de
SDS 10%, agua destilada g.s.p. 5 mL). A mistura foi realizada por inversdo e as
amostras deixadas em gelo por 5 minutos. Apos a adicdo de 150 pL de acetato de
potassio 3M, as amostras foram misturadas, deixadas no gelo novamente por 5 minutos

e centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
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um novo microtubo e 1 mL de etanol absoluto foi adicionado, misturado e colocado no
freezer -80°C por 15 minutos. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
desprezado. Foi adicionado 1 mL de etanol 70% e as amostras submetidas a agitacao
até o descolamento do pellet. Foi feita centrifugacdo por 5 minutos em temperatura
ambiente, descarte do sobrenadante e secagem dos tubos a vacuo por 5 minutos.
Foram adicionados 100 pL de RNAase (200pg/mL) e as amostras deixadas em banho-
maria a 37°C durante 2 horas. Apés o banho, foi feita extracdo com 50 pL de fenol
equilibrado em Tampao TE e a mistura foi homogeneizada em agitador por 1 minuto e
centrifugada conforme descrito anteriormente. O sobrenadante foi transferido para outro
microtubo com 10 uL de Acetato de sddio 3M pH 5,2 e 200 uL de etanol absoluto. Apos
15 minutos em temperatura de -80°C, a mistura foi novamente centrifugada e, desta
vez, o sobrenadante foi desprezado. O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70%, seco

a vacuo por 5 minutos e diluido em &gua ultra pura.

5.6 Andlise dos clones recombinantes e amostras purificadas da PCR

5.6.1 Sequenciamento

O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado por meio do método
automatizado baseado no método da terminagdo da cadeia por dideoxinucleotideo
(SANGER et al., 1977). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram, para os
produtos clonados, o “M13 foward” (5-GTA AAA CGA CGC CGC CCA-3) e “M13
reverse” (5-AAC AGC TAT GAC CAT G-3’) conforme indicagdo no kit do vetor de
clonagem, e para os produtos da nPCR, os primers utilizados foram aqueles mesmos
descritos, para cada agente, na Tabela 1. O protocolo da reacdo de seqienciamento foi
realizado com algumas modificacdes a partir daquele descrito pelo fabricante do Kit Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer Applied Biosystems).
Utilizou-se 3,5 pL do Tampéo 2,5x (200mM Tris-HCI pH 9,0; 5mM MgCI2); 0,5 uL de Big
Dye e 5 pmoles de cada oligonucleotideo, 2,5 uL de agua ultra pura e 1,5 uL de DNA,

sendo esta quantidade estimada pela verificacdo de intensidade das bandas em gel de
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agarose 0,8%. As amplificacbes foram realizadas inicialmente no termociclador (MJ
Research-Inc) a 96°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagédo a 96°C por 45
segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos e
mantida a 4°C por tempo indeterminado, para os produtos clonados, sendo que para os
produtos da nPCR, as sequéncias térmicas foram aquelas especificadas na Tabela 2.

O processo de lavagem das amostras foi feito adicionando-se 80 pL Isopropanol
75% em cada amostra. A placa foi selada com aluminio e, apos incubacédo por 15
minutos em local escuro a temperatura ambiente, foi centrifugada a 4.000g por 30
minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e 200 pL de Etanol 70% foi adicionado
e a placa novamente centrifugada, agora por 10 minutos. O sobrenadante foi
novamente descartado e a mesma quantidade de Etanol 70% foi acrescida, repetindo o
passo anterior. A placa foi centrifugada invertida (aceleracdo e desaceleracdo 1) e em
seguida colocada na bomba de vacuo por 5 minutos para completa secagem das
amostras. O sequenciamento foi conduzido no sequenciador ABlI PRISM 3700 DNA

Analyzer (Applied Biosystems).

5.6.2 Andlise das Sequéncias

As sequéncias de nucleotideos obtidas no seqlienciamento foram submetidas a
alinhamento e analise no Laboratério de Bioinformatica do Laboratério de Biologia
Molecular (FCAV- UNESP). A triagem foi realizada pelo programa Phred (EWING et al.,
1998), que avalia os eletroferogramas gerados nos sequenciamentos dos fragmentos,
observando-se a qualidade dos picos correspondentes a cada base sequienciada e
conferindo um valor de probabilidade de erro a cada uma das amostras. Foram
consideradas as bases com qualidade acima de 20. O programa Cross-match (EWING
et al., 1998; http://www.phrap.org) foi utilizado para identificar seqiéncias do vetor e
realizar o alinhamento da sequéncia consenso. O programa BLAST (BENSON et al.,
2002) foi utilizado para analisar as sequéncias de nucleotideos, objetivando-se procurar
e comparar sequéncias similares em banco de dados internacionais (GenBank) com

aquelas obtidas.
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6. Enzimas de restricao

Foram realizados testes utilizando-se as enzimas AVA-l e Eco — NI para
amostras positivas para o genogrupo de A. phagocytophilum. A enzima Ava | ndo cliva
0 agente A. phagocytophilum, mas cliva A. platys em dois fragmentos: 561 e 369 pb; e
a Eco NI cliva A. phagocytophilum e A. platys em dois fragmentos: 282 e 649, e 280 +
651 pb. Apesar desta ultima enzima clivar os dois agentes, essa clivagem auxilia na
confirmacéo da especificidade do amplimero obtido (DAGNONE, 2006).

As reacdes de clivagem foram realizadas utilizando-se 14uL da amostra
adicionada a 6L de mix para cada enzima, composto de 10 U da enzima Ava | e Eco
NI, Tampé&o respectivo de cada enzima 1X, e agua ultra pura estéril para completar o
volume final de 20uL. Todas as amostras foram incubadas a 37°C em um banho-seco
(Boeckel Scientific™) por uma hora e trinta minutos. Apds a incubagcdo, as amostras
foram novamente submetidas a eletroforese em gel de Agarose (Invitrogen®) a 1,3%
(Apéndice), corado com Brometo de Etideo 0,01% (Invitrogen®), em cuba horizontal,
com solucdo de TEB 1X como fluido condutor de corrida. A eletroforese foi realizada em
uma hora e cinquenta minutos, com fonte a 50mA e 100V. Um marcador de tamanho
molecular de 100 pares de bases (Invitrogen®) foi adicionado na primeira canaleta de
cada gel analisado, para obter uma medida comparativa dos tamanhos dos produtos
clivados (DAGNONE, 2006).

7. Construcdo de arvore filogenética

Arvores Filogenéticas sdo graficos que ilustram as relagdes evolutivas entre
organismos individuais ou em grupos. Neste trabalho, para a geragéo da arvore utilizou-
se 0 método de distancia Kimura-2 parédmetros e para a reconstrucdo génica o
algoritmo “Neighbor-Joining” (NJ), com um teste estatistico de confianca em topologia
denominado “bootstrap”.

Utilizou-se o Programa MEGA (“Molecular Evolutionary Genetics Analysis

Software”) para explorar e analisar o alinhamento de seqtiéncias de DNA sob uma
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perspectiva evolutiva. Esse programa pode receber dados diretamente salvos no
programa Clustal, realizar as andlises e, entdo, construir a arvore filogenética (TAMURA
et al., 2007).

8. Andlise estatistica

A analise estatistica foi executada utilizando o programa Minitab ® Release 14
Statistical Software v. 14, 2003. Os dados foram inseridos em um banco de dados do
programa e o teste do qui-quadrado foi aplicado para comparar a ocorréncia dos
patégenos nas diferentes areas. Os resultados cujo valor de P foram inferiores ou iguais
a 0,05, sao considerados estatisticamente significativos. O indice Kappa foi utilizado

para quantificar o grau de concordancia entre os testes de PCR e RIFI.

IV) RESULTADOS

1. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

1.1 Sorologia para Ehrlichia chaffeensis

Dos 143 soros de cervos testados, 116 (81,12%) mostraram reatividade ao
antigeno de Ehrlichia chaffeensis, representada pela presenca de morulas
fluorescentes no interior das células. No que se refere aos diferentes locais de captura
dos animais, 76,76% (76/99), 88, 88 % (8/9), 88,88% (16/18) e 94,12% (16/17) dos
cervos provenientes de MS01, PX01, MS02 e AGUA, respectivamente, apresentaram
sororeatividade (Tabela 3). A triagem dos soros foi realizada em diluicdo de 1:40, e a
diluicdo do conjugado anti-IgG de veado foi fixada em 1:10, conforme recomendacdes

do fabricante e testes realizados neste estudo.
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Figura 4. Sororeatividade de cervos-do-Pantanal ao antigeno de E. chaffeensis, Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta. A) Amostra negativa. B) Amostra positiva, evidenciando
fluorescéncia intensa nas mérulas. Aumento de 400X.

Tabela 3. Sororeatividade de cervos-do-Pantanal ao antigeno de E. chaffeensis, Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta. Os animais foram agrupados de acordo com a éarea e
momento de captura. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca
estatisticamente significativa.

Area de captura e Sororeatividade a E.
numero de chaffeensis
animais/area
Total %

MSO01 /99 76 76,76a
PX/9 8 88,88a
MS02 /18 16 88,88a
AGUA /17 16 94,12a
TOTAL /143 116 81,12

1.2 Sorologia para Anaplasma phagocytophilum

Na pesquisa de anticorpos para Anaplasma phagocytophilum, 24 (16,78%) dos
143 soros testados apresentaram reatividade ao antigeno, representado também por
morulas fluorescentes no interior da célula. Quanto ao local de captura, obteve-se
20,20% de positivos em MSO01, 22,22% em PX01, 5,55% em MSO02 e 5,88% em AGUA
(Tabela 4, Figura 5).
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A triagem dos soros foi realizada em diluicdo de 1:40, e a diluicdo do conjugado

anti-IlgG de veado foi fixada em 1:10, conforme recomendacgdes do fabricante e testes

realizados neste estudo.

Figura 5. Sororeatividade de cervos-do-Pantanal ao antigeno de A. phagocytophilum, Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta. A) amostra positiva (400X); B) amostra negativa (1000X).

Tabela 4. Sororeatividade de cervos-do-Pantanal ao antigeno de A. phagocytophilum, Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta. Os animais foram agrupados de acordo com a area de
captura. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenga estatisticamente

significativa.
Area de captura e Sororeatividade a  A.
namero de phagocytophilum
animais/area

%
MSO01 /99 20 20,202
PX01/9 2 22,228
MS02 /18 1 5,552
AGUA /17 1 5,882
TOTAL /143 24 16,78
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2. Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

2.1 Nested PCR para Ehrlichia chaffeensis, E. canis, E. ewingii, Anaplasma

marginale, A. phagocytophilum e Neorickettsia risticii

Dos 143 animais testados, 61 (42,65%) apresentaram banda compativel (410 pb)
com aquela determinada pelo controle positivo de E. chaffeensis, sendo 38 (38,38%)
provenientes de MSO01, 4 (44,44%) de PX01, 12 de MS02 (66,66%) e 7 (41,18%) de
AGUA (Tabela 5). Amostras positivas purificadas da nested PCR foram enviadas para
sequenciamento e os resultados revelaram 100% de similaridade com amostras de
Ehrlichia chaffeensis da Argentina e dos Estados Unidos, (nimeros de acesso no
Genbank EU826516.2 e AF416764.1, respectivamente) (Figura 6). Foram ainda
realizados testes para o gene dsb e as amostras positivas, enviadas para
sequenciamento, revelaram 96% de similaridade apenas com Ehrlichia chaffeensis
(nimeros de acesso no Genbank CP000239.1 e AF403711.1). Ja para 0 genogrupo de
A. phagocytophilum, 70 (48,95%) cervos foram considerados positivos, apresentando
banda na altura de 546 pb, como aquela determinada pelo controle positivo (Figura 7).
Destes, 51 (51,51%) sao provenientes de MS01, 12 (66,66%) de MS02 e 7 (41,18%) de
AGUA. Animais provenientes de PX01 foram todos negativos (Tabela 5). Seis amostras
positivas para o genogrupo A. phagocytophilum, purificadas e clonadas, foram enviadas
para seqienciamento. As analises das sequiéncias mostraram 99% de similaridade com
uma amostra de Anaplasma spp. proveniente do intestino delgado de mosquitos do
género Anopheles (numero de acesso no Genbank AY837739.1), bem como com A.
platys (nimero de acesso no Genbank EU439943.1). Segundo os trabalhos
analisados, ha maior similaridade com A. platys e em segundo lugar com A.
phagocytophilum. Frente a esses resultados, amostras previamente positivas na nested
PCR para A. phagocytophilum foram entédo testadas para o0 mesmo agente em PCR
simples (MSP2) e também para A. platys (16S). Nesses testes, todas as amostras
mostraram-se negativas. Com relacdo a PCR para A. marginale, obteve-se a formacéao

de bandas inespecificas e resultados conclusivos ndo foram alcangados. No
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sequenciamento, a analise nao revelou similaridades com amostras de A. marginale. No
qgue se refere a PCR para E. canis, também houve formacdo de bandas inespecificas,
em diferentes alturas, na grande maioria das amostras, sendo estas consideradas
negativas, uma vez que o sequenciamento também nao revelou similaridades.

Quanto ao testes para E. ewingii, todos apresentaram-se negativos. Em relacéo
a N. risticii, ndo houve formacao de banda caracteristica quando as 143 amostras foram

testadas.

Figura 6. Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,2%, corado com Brometo de Etidio,
evidenciando bandas de amplimeros de animais positivos pela nested PCR para Ehrlichia
chaffeensis. Canaleta M: marcador de tamanho molecular em escala de 100 pares de bases
(Invitrogen®); Canaleta 1: controle positivo (410 pb); Canaleta 7: branco; Canaletas 2, 3 e 6:
amostras negativas de cervos-do-Pantanal; Canaletas 4 e 5: amostras positivas de cervos-do-
Pantanal.
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Figura 7. Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,2%, corado com Brometo de Etidio,
evidenciando bandas de amplimeros de animais positivos pela nested PCR para 0 genogrupo
Anaplasma phagocytophilum. Canaleta M: marcador de tamanho molecular em escala de 100
pares de bases (Invitrogen®); Canaleta 1. controle positivo (546 pb); Canaleta 14: branco;
Canaletas 4, 5, 6 e 7: amostras negativas de cervos-do-Pantanal; Canaletas 2, 3, 8, 9, 10, 11,
12 e 13: amostras positivas de cervos-do-Pantanal.

Tabela 5. Resultados da nested PCR para E. chaffeensis e para o genogrupo de A. phagocytophilum de
acordo com a area e momento de captura dos cervos-do-pantanal. Letras diferentes em uma
mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa.

Area nPCR E. nPCR A.
de captura/ chaffeensis phagocytophilum
n° de animais

MS01(99) 38 (38,38%)a 51 (51,51%)a
PX01 (9) 4 (44,44%)a 0 (0 %)b
MSO02 (18) 12 (66.66%)a 12 (66,66%)a
AGUA (17) 7 (41,18%)a 7 (41,18%)a
TOTAL(143) 61(42,65%) 70 (48,95%)
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Sorologia para E. chaffeensis e A.
phagocytophilum

100

50 H Ehrlichia
chaffeensis

H Anaplasma
MSO01 PX  MSO2 AGUA phagocytophilum

Sub-populagoes

de animais positivos
o

Figura 8. Gréafico demonstrando a porcentagem de cervos-do-pantanal soros-reagentes aos antigenos de
Ehrlichia chaffeensis e Anaplasma phagocytophilum, em quatro sub-popula¢cdes (MS01, PX,
MS02, AGUA), utilizando-se a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

PCR para E. chaffeensis e genogrupo de
A. phagocytophilum

100
50 H Ehrlichia
0 chaffeensis

MS01 PX MS02 AGUA B Anaplasma spp.

Sub-populagoes

de animais positivos

Figura 9. Gréafico demonstrando a porcentagem de cervos-do-pantanal em que detectou-se DNA de
Ehrlichia chaffeensis e de Anaplasma spp., em quatro sub-popula¢gbées (MS01, PX, MS02 e
AGUA), utilizando a Reagcé@o em Cadeia pela polimerase (PCR).
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Tabela 6. Co-soropositividade e co-soronegatividade de cervos-do-pantanal testados pela RIFI para os
antigenos de E. chaffeensis e A. phagocytophilum.

RIFI Animais Animais nao- Total
sororeagentes a sororeagentes a E.
E. chaffeensis chaffeensis
Animais sororeagentes a 16 (11,1%) 8 (5,5%) 24

Anaplasma spp

Animais nao-sororeagentes 100 (69,9%) 19 (13,2%) 119
a Anaplasma spp

Total 116 27 143

Tabela 7. Co-positividade e co-negatividade de cervos-do-pantanal testados pela PCR para E.
chaffeensis e para A. phagocytophilum.

PCR Animais positivos  Animais hegativos Total
para E. chaffeensis para E. chaffeensis
Animais positivos para A. 37 (25,8%) 33 (23,0%) 70
phagocytophilum
Animais negativos para A. 24 (16,7%) 49 (34,2%) 73
phagocytophilum
Total 61 82 143
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Tabela 8. Comparacdo dos resultados obtidos na RIFI e na PCR para E. chaffeensis nos testes com
amostras de cervos-do-pantanal.

E. chaffeensis RIFI + RIFI - Total
PCR + 49 (34,2%) 12 (8,3%) 61
PCR - 67 (46,8%) 15 (10,4%) 82
Total 116 27 143

Tabela 9. Comparacéo dos resultados obtidos na RIFI e na PCR para A. phagocytophilum nos testes com
amostras de cervos-do-pantanal.

A. phagocytophifum RIFI + RIFI - Total
PCR + 13 (9,0%) 57 (39,8%) 70
PCR - 11(7,6%) 62 (43,3%) 73
Total 24 119 143
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3. Demonstracdo de Dendogramas Filogenéticos das seqUéncias obtidas dos
amplimeros com alinhamento multiplo pelo CLUSTAL-W e Mega-4

Anaplasma platys EF139459.1
ro | Anaplasma platys EU439943.1
Deer 1F
44| ' Deer Cont3
Deer Cont2

RR Deer 5F
RA

Deer Cont4

it _{ Anaplasma phagocytophila AF486636.1
ar ! Anaplasma phagocytophilum M73224.1

48

Anaplasma bovis AB211163.1
—— Anaplasma centrale AB211164.1

a5 a9 Anaplasma marginale AF414877.1
a1 ! Anaplasma marginale AF309867.1
Ehrlichia ruminantium DQ482915.1

—— Ehrlichia canis EF195134.1

nn

45 _|: Ehrlichia chaffeensis AF416764.1
23 Ehrlichia ewingii M73227.1

Wolbachia pipientis U23709.1

Neorickettsia risticii AF037210.1

Figura 10. Dendograma Filogenético exibindo as amostras positivas para o género Anaplasma obtidas
com sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5’- 3’) de amostras de sangue de cervos-do-
pantanal naturalmente infectados (Amostras Anaplasma spp. Deer 1F, Cont2, Cont3, Cont4 e
5F). O método de construgao foi calculado pelo algoritmo “Neighbor-Joining” com “Bootstrap” de
2.000 repetigBes. As seqiiéncias utilizadas nas comparagfes estao indicadas pelo nimero de
acesso no Genbank.
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Anaplasma phagocytophilum AF486636.1
Anaplasma platys EF139459.1
Anaplasma bovis AB211163.1

Anaplasma marginale AF414877.1

a9 Anaplasma centrale AB211164.1
Wolbachia pipientis U23709.1
Neorickettsia risticii AF037210.1
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Figura 11. Dendograma Filogenético exibindo as amostras positivas para o género Ehrlichia obtidas com
sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5’- 3’) de amostras de sangue de cervos-do-pantanal
naturalmente infectados (Amostras Ehrlichia chaffeensis Deer 201, Deer 207 e Deers D1 D4). O
método de construgao foi calculado pelo algoritmo “Neighbor-Joining” com “Bootstrap” de 2.000
repeticdes. As sequéncias utilizadas nas comparagdes estdo indicadas pelo niumero de acesso
no Genbank.

DSB Deers 92 88. 729

Ehrlichia chaffeensis CP000236.1
P EEEEEE— Ehrlichia chaffeensis EF375887.1
Ehrlichia chaffeensis EF375885.1
a3 ——————— Ebhrlichia chaffeensis EF375886.1
Ehrlichia chaffeensis DQ902686.1
Ehrlichia ruminantium NC005295.2
Ehrlichia ruminantium CR925677.1
Ehrlichia ewingii AY428950.1
Ehrlichia muris AY236484.1

An —: Ehrlichia canis DQ460716.1
a3 Ehrlichia canis DQ460715.1

Figura 12. Dendograma Filogenético exibindo a amostra positiva para o género Ehrlichia obtidas com
sequéncias parciais do gene dsb (5- 3’) de amostras de sangue de cervos-do-pantanal
naturalmente infectados (Amostra MD Ehrlichia chaffeensis 92 88729.b) O método de
construcéo foi calculado pelo algoritmo “Neighbor-Joining” com “Bootstrap” de 2.000 repeti¢des.
As sequéncias utilizadas nas comparacdes estdo indicadas pelo numero de acesso no Genbank
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4. Enzimas de Restricéo

N&o obtivemos resultados satisfatérios com os testes das enzimas uma vez que
tivemos dificuldades em visualizar a banda de A. phagocytophilum na primeira reagao
da PCR, ou seja, amplificacdo dos fragmentos se d& principalmente pela nPCR, e o
corte pelas enzimas seria realizado na banda da PCR.

5. Andlise estatistica

N&o observamos diferengas significativas considerando a ocorréncia dos
patégenos nas diferentes areas estudadas (P=0,05), exceto na comparacdo de nPCR
de A. phagocytophilum da area de PX com as demais (P<0,05). No indice kappa, o grau
de concordancia entre os testes de PCR e RIFI para E. chaffeensis foi pobre (<0,20),

enguanto para A. phagocytophilum foi fraco (0,21 — 0,40).
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V. DISCUSSAO

Atualmente e em todo o mundo, varias pesquisas tém sido realizadas para
investigar o possivel papel dos animais selvagens na epidemiologia das doencas
transmitidas por artropodes vetores, as quais ajudariam na determinacdo de areas de
risco para possivel infeccdo humana. A respeito da epidemiologia da erliquiose e
anaplasmose em cervideos, diversos estudos estdo sendo conduzidos para avaliar o
papel destes animais e de carrapatos ixodideos na manutencdo e transmissdo dos
agentes rickettsiais no meio natural. A identificacdo de reservatorios domeésticos e
selvagens para hemoparasitoses € de grande valia na elaboracdo de medidas
profilaticas que venham reduzir a exposicdo do homem, e outros animais domeésticos e
selvagens a infeccéo.

A pesquisa da evidéncia de infeccbes por agentes rickettsiais em cervos-do-
pantanal, oriundos de &reas inundadas por hidrelétricas, permitiu estabelecer
importantes consideracfes. Quando sdo analisadas amostras colhidas antes e apos a
inundacdo da é&rea, pode-se avaliar o impacto causado pela instalacdo de usinas
hidrelétricas sobre uma populacdo animal, no que se refere a dindmica de
enfermidades.

MACHADO et al (2006) identificaram, pela primeira vez no Brasil, DNA de
Ehrlichia chaffeensis em amostras de sangue de cervos-do-pantanal provenientes da
area de instalacao da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera, no Rio Paranda. Tal relato
suscitou o questionamento a respeito do papel dos animais na epidemiologia da
erliquiose monocitica humana no Brasil, uma vez que suspeitas clinicas e ocorréncia de
anticorpos para agentes erliquiais em humanos foram relatados (GALVAO et al., 2002,
CALICI et al., 2004, COSTA et al., 2004 e COSTA et al.,, 2005). No entanto, vale
ressaltar que os testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos aos agentes erliquiais
ndo sdo especificos e, apenas por técnicas moleculares, a deteccdo especifica de cada
agente pode ser alcancada.

Além de E. chaffeensis, DNA de A. marginale também foi identificado nos
cervos (MACHADO et al., 2006), o que demonstra que a epidemiologia da anaplasmose

também requer maiores investigacdes. Os mamiferos selvagens, principalmente
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capivaras e veados infestados por carrapatos vivem em estreito contato com o gado,
cavalos e caes, com quem compartiiham os mesmos carrapatos, oferecendo riscos de
transmissdo de enfermidades comuns e zoonoses aos animais domésticos e ao homem
(FIGUEIREDO et al., 1999).

No presente trabalho, a avaliacdo da frequiéncia de anticorpos anti-E. chaffeensis
e anti-A.phagocytophilum foi realizada em 143 amostras de soros de cervos,
provenientes da area de instalacdo da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera. Na
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, um total de 81,12% (116/143) dos animais
mostrou sororreatividade ao antigeno de E. chaffeensis, enquanto 16,78% (24/143)
foram soropositivos ao antigenos de A. phagocytophilum, ambos com titulo = 1:40.
Também ARENS et al. (2003), nos Estados Unidos, encontraram resultados
semelhantes aqueles demonstrados neste trabalho, em que 87% (97/112) dos veados-
de-cauda-branca (Odocoileus virginianus) testados foram soros-reagentes a E.
chaffeensis, obtendo apenas 2% (2/112) de soroprevaléncia para A. phagocytophilum,
ambos com titulos = 1:64. Entretanto, STUEN et al (2002), em estudo realizado na
Noruega, obteve soroprevaléncia de 43%, 55% e 96% para A. phagocytophilum em
amostras de Alces alces, Cervus elaphus e Capreolus capreolus, respectivamente,
utilizando diluicdo inicial de 1:40. Similarmente, na Suica, 80,9% (81/133) de C.
capreolus e 28,2% (11/39) de Rupicapra rupicapra foram soros-reagentes ao antigeno
de A. phagocytophilum (LIZ et al., 2002).

Vérios estudos soroepidemiolégicos demonstram reatividade a antigenos de
agentes erliquiais em veado-de-cauda-branca nos Estados Unidos, com freqiiéncia de
anticorpos variando de 2% a 92% (WALLS et al.,, 1998; LITTLE et al., 1997;
LOCKHART et al., 1997; IRVING et al., 2000; MUELLER-ANNELING et al., 2000;
STEINER et al., 1999; YABSLEY et al., 2002; ARENS et al., 2003).

Neste trabalho, a alta prevaléncia de cervos contendo anticorpos para E.
chaffeensis foi, de certa forma, acompanhada pela alta prevaléncia de animais PCR
positivos para 0 mesmo agente (42,65%). E importante considerar que, DAWSON et al.
(1994a), em trabalho com infecgéo experimental de E. chaffeensis em veado-de-cauda-

branca (O. virginianus) nos Estados Unidos, mostraram que o0s veados mantém
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bactérias circulantes por pelo menos duas semanas, sendo que 0s anticorpos foram
detectados cerca de 10 dias ap6s a inoculacdo, sem evidéncia de doenca clinica.
Ainda, DAVIDSON et al (2001) observaram que os veados (O. virginianus) inoculados
intravenosamente com a cepa de E. chaffeensis, mostraram bacteremia durante 24 dias
apos a inoculacdo, e todos desenvolveram titulos de anticorpos = 1:64, no décimo
sétimo dia apds a infec¢do, também sem exibicdo de manifestagBes clinicas. Além
disso, LOCKHART et al. (1997) obtiveram isolamento de E. chaffeensis a partir do
sangue de veados cujos PCRs foram negativos.

Os nossos resultados levam-nos a inferir que, alguns cervos poderiam estar em
periodo de riguetssemia antes da soro-conversao e assim apresentaram PCR positivo e
sorologia negativa; outros animais poderiam estar em fase crbnica, e assim
apresentaram PCR negativo e sorologia positiva; e ainda poderia haver riquetssemia
baixa, ndo detectada na PCR, talvez somente detectada no isolamento e na cultura.
Resumidamente, os animais PCR negativos para E. chaffeensis neste estudo nao
apresentavam bactérias circulantes ou as possuiam em reduzido nUmero no momento
da colheita da amostra.

Na sorologia, deve-se considerar sempre a possibilidade de reacdo cruzada
entre diferentes espécies de Ehrlichia spp., entre espécies de Anaplasma e ainda entre
Ehrlichia spp. e Bartonella spp. (BROUQUI et al.,, 2001; DREHER et al., 2005). A
ocorréncia de reatividade cruzada entre A. marginale e A. phagocytophilum, nos testes
de ELISA e RIFI, foi relatada por Dreher et al., 2005, assim como entre E. canis e E.
chaffeensis (NEER et al., 2002).

Na PCR para o gene 16S rRNA de E. chaffeensis, observamos positividade de
42,65% (61/143) nas amostras estudadas. Nas pesquisas realizadas com veado de
cauda branca nos Estados Unidos, nota-se menor prevaléncia na PCR, uma vez que
ARENS et al. (2003) obtiveram 23% (50/217) e YABSLEY et al. (2002) encontraram
5,5% (6/110) de amostras positivas. Em nosso estudo, o sequenciamento das produtos
da PCR revelou até 100% de identidade com sequéncias de E. chaffeensis depositadas
no Genbank e provenientes dos Estados Unidos e da Argentina, apesar do reduzido

tamanho do fragmento (semelhante a 380pb). Além disso, algumas amostras positivas
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foram testadas também com o protocolo para o gene dsb, e a andlise pelo BLAST
mostrou 96% de similaridade com sequéncias somente de E. chaffeensis. Os testes da
PCR com genes diferentes para determinado agente contribuem para a realizacao de
um diagndstico especifico, ja que pequenas diferencas (>0,5%), considerando o gene
16S rRNA, séo significativas para o género Ehrlichia (ANDERSON et al.,, 1991). A
confeccao de arvores filogenéticas, a partir de sequéncias parciais dos genes 16SrRNA
e dsb, permitiu a visualizacdo da proximidade filogenética entre as amostras do género
Ehrlichia obtidas dos cervos e sequéncias de E. chaffeensis depositadas no Genbank,
com “boootstrap” razoavelmente alto (entre 80 e 95). Neste estudo, portanto,
confirmamos a presenca de DNA de Ehrlichia chaffeensis nas amostras de sangue dos
cervos, porém estudos sobre os vetores da enfermidade ainda sdo escassos.

A PCR para o gene 16S rRNA de A. phagocytophilum mostrou positividade em
48,95% (70/143) das amostras dos animais, enquanto que utilizando-se o protocolo
para o gene MSP-2, as mesmas foram negativas. Menor prevaléncia em cervideos €&
relatada por LIZ et al. (2002), os quais encontraram 18,4% (19/103) de prevaléncia na
PCR para 16S rRNA de A. phagocytophilum em C. capreolus, na Suica.
Interessantemente, MASSUNG et al. (2003), comparando diferentes protocolos da PCR
utilizados na deteccdo de A. phagocytophilum, relataram que o protocolo utilizado em
nosso trabalho para o gene 16S rRNA foi considerado de alta sensibilidade e
especificidade na pesquisa da bactéria, assim como o protocolo da PCR para o gene da
proteina MSP-2, o que nao foi confirmado em nossos resultados. No entanto, considera
que dramaticas diferencas sdo notadas entre essas duas técnicas quando elas séo
analisadas por diversos kits comerciais de PCR: enquanto o protocolo do 16S parece
ndo sofrer influéncia pela utilizacdo de kits diferentes (qualidade da enzima Taq
Polimerase, concentracdo de MgCl,, concentracdo dos primers) a técnica envolvendo
MSP-2 mostra limites variaveis de deteccdo e/ou especificidade (MASSUNG et al.,
2003).

Em nosso trabalho, os resultados do sequtienciamento dos produtos obtidos da
PCR para A. phagocytophilum revelaram que a sequéncia do fragmento de DNA de

Anaplasma evidenciada nos testes tem maior proximidade filogenética com A. platys e
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em segundo lugar com A. phagocytophilum. Resultados semelhantes foram obtidos por
MUNDERLOH et al. (2003) em pesquisa de isolamento do agente denominado “White
tail deer agent” (“WTD agent”), no qual observaram tratar-se de uma espécie de
Anaplasma mais relacionada a A. platys do que a A. phagocytophilum, consideracdes
corroboradas por DUMLER et al., 2001. Alguns estudos indicam a ocorréncia de alta
prevaléncia, pela PCR, do “WTD agent” nos veados-de-cauda-branca nos Estados
Unidos (BRANDSMA et al., 1999; DAWSON et al.,, 1996). No entanto, em n0ssos
resultados de sequienciamento, ndo houve similaridade com as seqUéncias deste
agente depositadas no Genbank. O dendograma filogenético construido por meio da
andlise e alinhamento das sequéncias obtidas das amostras dos cervos com
sequéncias depositadas no Genbank demonstrou a proximidade filogenética entre o
Anaplasma spp. encontrado e Anaplasma platys, com “bootstrap” razoavelmente alto
(89).

Analisando as diferentes sub-populacées de cervos e comparando MSO1 e
MS02, verificou-se que houve tendéncia ao aumento da freqiéncia de anticorpos bem
como de animais PCR positivos para E. chaffeensis, apesar de ndo ser estatisticamente
significativo (P>0,05). Vale ressaltar que o nimero de animais experimentais oriundos
das diferentes areas sofreu grande variacdo, em funcdo da dificuldade de captura e
namero de animais dentro de cada area. Em MSO01, caracterizada por varzea
relativamente preservada, os cervos tinham pouco contato com pastagens de fazendas
vizinhas. Segundo SZABO et al. (2003), as espécies de carrapatos mais prevalentes
colhidas nos cervos de MSO1l capturados antes da inundacdo foram Boophilus
microplus e Amblyomma triste. Apos a inundacgéo, verificou-se em MS02 aumento do
parasitismo pelas mesmas espécies de carrapatos, B. microplus e A. triste, porém
observou-se também a presenga de Anocentor nitens e Amblyomma cajennense.
Levando-se em conta que sdo citados, na América do Norte, vetores do género
Amblyomma para Ehrlichia chaffeensis (KOCAN et al., 2000; GODDARD & VARELA-
STOKES, 2009), pode-se inferir que o aumento da freqtiéncia de anticorpos detectados
em MSO02 seja devido a um maior numero de carrapatos do género Amblyomma

parasitando os cervos. Além disso, segundo ANDRIOLO et al (2001), a redugéo da area
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de varzea dos animais, ap6s a inundagdo, levou a um aumento na densidade
populacional de animais nesse local o que facilita provavelmente a disseminacado do
vetor ixodideo e do agente entre 0s cervos, mais susceptiveis.

As areas denominadas PX e AGUA representavam ambientes de certa forma
alterados, nos quais varzeas estreitas ja estavam presentes, e onde 0s cervos ja se
encontravam, em maior ou menor grau de competicdo por espaco e alimento, e em
maior proximidade com fazendas vizinhas. As areas referidas, portanto, representavam
regides onde os impactos das acdes humanas ja eram sentidos, antes mesmo da
instalacdo da Usina Hidrelétrica de Porto Primavera. Esses fatos colocam os animais
das referidas areas em situacdo semelhante daqueles de MS02, com altas frequéncias
de anticorpos anti-E. chaffeensis (PX, 88,88% e AGUA 94,12%), bem como de animais
PCR positivos (PX 44,44% e AGUA 41,18%).

Ha evidéncias de que o cervo-do-pantanal € o mais importante hospedeiro de
carrapatos adultos da espécie Amblyomma triste na area estudada (SZABO et al.,
2003). No Uruguai, onde atualmente o cervo estd extinto (TOMAS et al.,, 1997),
exemplares adultos de A. triste s&o freqientemente encontrados em caes e humanos
(CONTI DIAZ, 2001; VENZAL et al., 2001), e estagios imaturos em marsupiais e
roedores (VENZAL & FREGUEIRO, 1999). Essas consideracdes e nossos resultados
sugerem que A. triste possa ser vetor biologico de E. chaffeensis, uma vez que, no
Uruguai acredita-se que este parasita seja vetor da riquetsiose cutaneo-ganglionar em
seres humanos (CONTI-DIAZ, 2001; VENZAL et al., 2001). Analisando estas
informacdes, devemos considerar duas situacdes quando o cervo-do-pantanal é
ameacado: se o cervo € obrigado a se deslocar para areas mais secas, pela perda de
habitat, ha tendéncia ao aumento do parasitismo por A. cajennense, carrapato de ampla
variedade de hospedeiros; se uma populacdo de cervos sofre grandes baixas com
tendéncia a extingdo em determinada area, existe a possibilidade de A. triste adaptar-se
a outros hospedeiros, como ocorreu no Uruguai. Em ambas as situacbes, ha
possibilidade de disseminacao de E. chaffeensis. Assim, as transformacdes ecoldgicas

e perdas de habitat, alterando as relacdes parasita-hospedeiro, interferem na
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conservacao de espécies selvagens e expdem o homem e outros animais a agentes
infecciosos ainda nao devidamente identificados.

Com relacdo aos testes para A. phagocytophilum e avaliando-se as areas MS01
e MS02, verificou-se que houve tendéncia ao aumento de animais PCR positivos em
MS02, mas tal aumento ndo foi acompanhado pelos resultados de soropositividade, ou
seja, a porcentagem de animais positivos na RIFI foi maior em MSO01l. De forma
semelhante, ARENS et al. (2003) obtiveram baixa soroprevaléncia para A.
phagocytophilum entre os veados-de-cauda-branca (2%), apesar de alta prevaléncia
(99%) nos testes de PCR para Anaplasma spp. Desta forma, pode-se considerar que na
RIFI, utilizou-se antigeno especifico para A. phagocytophilum e, pelos resultados do
sequenciamento, sabemos que trata-se de uma espécie de Anaplasma mais
relacionada a A. platys, demonstrando a ocorréncia de reatividade cruzada.

N&o foram encontradas amostras PCR positivas para E. canis, dados que séo
corroborados por DAWSON et al (1994a) e ARENS et al. (2003). Em estudo
experimental, DAWSON et al (1994a) conclui que a inoculagdo de E. canis nos veados
nao induz riquetssemia ou causa soro-conversao, enquanto ARENS et al (2003), em
pesquisa de campo nos veados-de-cauda-branca abatidos em temporada de cacga, ndo
encontrou animais PCR positivos para este agente. Na sorologia, no entanto, a
ocorréncia de reacao cruzada entre E. canis e E. chaffeensis € comum (NEER et al.,
2002). Resultados semelhantes foram observados para E. ewingii neste estudo, pois
todas as amostras testadas pela PCR foram negativas. Nos Estados Unidos,
entretanto, estudos apontam o veado-de-cauda-branca como hospedeiro de E. ewingii,
sendo que YABSLEY et al. (2002) encontraram uma prevaléncia, pela PCR, de 5,5%
(6/110) nestes animais.

No que se refere a Neorickettsia risticii, todos os animais testados neste trabalho
foram negativos, o que pode estar relacionado a falta de hospedeiros para completar o
ciclo da infeccdo na area estudada. Ndo ha relatos na literatura da infeccdo de
cervideos por este agente, porém maiores investigacdes sdo necessarias, sobretudo no
gue diz respeito ao cervo-do-pantanal, pois o habitat desses animais pode ser propicio

ao desenvolvimento de hospedeiros de trematédeos (como certos caramujos)
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supostamente envolvidos no ciclo da infec¢cdo (PUSTERLA et al., 2000; DUMLER et al.,
2001). No Brasil, no Estado do Rio Grande do Sul, foram identificados caramujos do
género Heleobia, que albergavam cercéarias do tipo Parapleurolophocercous cercarie
como portadores de N. ristici (COIMBRA et al., 2003). Relatos de surtos da
enfermidade em equinos, neste mesmo Estado brasileiro, foram realizados por Coimbra
et al. (2006), ou seja, a bactéria estd presente no Brasil, mas ndo h& dados
epidemioldgicos da ocorréncia da enfermidade na regido de captura dos cervos.

Para A. marginale, os testes da PCR realizados para o gene MSP-5 revelaram a
formacdo de bandas, porém a andlise do sequenciamento ndo revelou similaridades
com o agente, e as amostras foram consideradas negativas. E sabido, no entanto, que
a bactéria parasita os cervos da regido estudada neste trabalho, uma vez que
MACHADO et al. (2006) identificaram o DNA do agente nestes animais. Assim, maiores
investigagbes sdo necessarias, aumentando se o0 numero de animais a serem
utilizados, utilizacdo de outros genes na PCR com maior sensibilidade e especificidade
na deteccado deste agente.

O conhecimento relacionado com a distribuicdo geogréfica, potencial zoondtico e
consequéncias patologicas das infec¢des erliquiais tem se expandido nos ultimos anos.
No Brasil, os estudos epidemiologicos e a identificacdo das espécies da Familia
Anaplasmataceae que acometem 0s animais selvagens e domeésticos torna-se
importante devido ao carater zoonético dos agentes erliquiais que ainda ndo estdo bem
identificados e caracterizados em animais e seres humanos (DUMLER et al., 1995;
WALKER, 2005).

Além disso, esse conhecimento é importante no direcionamento de acfes
conservacionistas para animais selvagens, pois fornece a base para o entendimento da
ecologia das enfermidades. Programas de reintroducao ou translocacéo de fauna séo
especialmente questionados neste aspecto, porque a relacédo parasita-hospedeiro néo
pode ser monitorada de perto no novo habitat, e os animais introduzidos podem estar
susceptiveis a enfermidades ou disseminar os patdégenos para a fauna local. Essas
consideracdes sao validas inclusive quando os animais sdo trazidos para o cativeiro,

pois as alteragbes ambientais e 0 estresse torna-0s mais susceptiveis a enfermidades,
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possibilitando inclusive a ocorréncia de manifestacdes clinicas em animais portadores,
com probabilidade de disseminacio destes patdégenos (SZABO et al., 2003).

O estudo de um maior numero de amostras nacionais sera muito importante nao
s6 para a confirmacdo do diagnoéstico pelos agentes riquettsiais, mas também para
caracterizagdo molecular dos isolados, por meio da andlise de varios genes. Tal
caracterizagdo permitira ndo somente a pesquisa de variantes antigénicas como
também auxiliara na realizacdo de técnicas diagndsticas com material nativo, buscando
maior acuracia nos resultados. Resumidamente, a PCR, seguida da caracterizacao
molecular, auxiliarA no emprego de técnicas mais especificas e sensiveis no

diagndstico da infec¢ao pelos membros da familia Anaplasmataceae no Brasil.

VI. CONCLUSOES

- Os cervos-do-pantanal provenientes da regido de Porto Primavera, no Rio Parana,
estdo expostos a infeccdo natural por agentes riquettsiais, sendo diagnosticado
Ehrlichia chaffeensis e Anaplasma platys;

- A soroprevalécia para E. chaffeensis foi maior que para A. phagocytophilum;

- A PCR associada ao sequenciamento e a confecgéo de arvores filogenéticas permitiu
a confirmacéo dos produtos da PCR para E. chaffeensis;

- O DNA de E. chaffeensis que infecta cervos-do-pantanal no Brasil apresentou
similaridade genética com sequéncias de DNA de outras E. chaffeensis relatadas nos

EUA e na Argentina;

- O estudo de um maior numero de amostras de animais selvagens e domeésticos no
Brasil sera muito importante ndo sé para a confirmacédo do diagnostico pelos agentes
riquettsiais, mas também para caracterizacdo molecular dos isolados, por meio da

analise de varios genes;
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- A conservacao das espécies animais em seu habitat natural contribui para uma menor
exposicdo do homem e animais domésticos a enfermidades ainda n&o devidamente

caracterizadas.
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