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16. DETECCAO DE EHRLICHIA CANIS
EM TECIDOS DE CAES E CARRAPATOS
RHIPICEPHALUS SANGUINEUS EM
AREAS ENDEMICAS PARA ERLIQUIOSE
MONOCITICA CANINA NO BRASIL

Detection of Ehrlichia canis in tissues from dogs
and Rhipicephalus sanguineus ticks in endemic
areas for canine monocytic ehrlichiosis in Brazil
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A erliquiose canina apresenta elevada ocorréncia na rotina
da clinica médica de pequenos animais. O agente etiologico
multiplica-se nas células epiteliais do intestino, nos hemocitos
e nas células das glandulas salivares do carrapato Rhipicephalus
sanguineus. O objetivo do nosso estudo foi detectar molecu-
larmente Ehrlichia canis em amostras de linfonodos e medulas
oOsseas de caes e nos intestinos, ovérios e glandulas salivares
de seus respectivos carrapatos. Assim, 720 artropodes fémeas
(10 de cada animal) foram removidos dos 72 cies examina-
dos. Em seguida, foram efetuadas pungoes aspirativas de
linfonodos e medulas dsseas. Apds a dissecagao dos carra-
patos, seus Orgaos (intestinos, ovarios e glandulas salivares)
e as amostras puncionadas de linfonodos e medulas dsseas
dos cées foram testados por meio da Rea¢do em Cadeia da
Polimerase (nested-PCR) para amplifica¢ido do gene 16S do

acido ribonucleico ribossomal (rRNA), e também por meio
da PCR em Tempo Real Quantitativa (QPCR) para Ehrlichia
canis, baseada em um fragmento do gene dsb. A detecgdo
desta infec¢ao por meio da nested-PCR foi de 80,5% nos
linfonodos e 44,4% nas medulas 6sseas, havendo diferenca
significativa (p<0,05). J& em relagdo as nested-PCRs dos
6rgaos dos carrapatos, observamos positividade de 22% nos
intestinos, 1% nos ovarios e 7% nas glandulas salivares. Na
gPCR a detecgio foi de 70,8% e 44,4% nos linfonodos e medu-
las dsseas, respectivamente (p<0,05) e 31,9% nos intestinos,
10% 1nos ovarios e 15, 2% nas glandulas salivares dos carrapatos
estudados. As cargas parasitarias médias nos linfonodos
foram de 1473,79 Ehrlichia/uL, nas medulas dsseas de 2080,09
Ehrlichia/uL, e nos intestinos, ovarios e glandulas salivares as
quantificagdes foram de 1211,53 Ehrlichia/pL, 2602,01 Ehrlichia/
uL e de 49,23 Ehrlichia/pL respectivamente. Assim, houve
maior detec¢do molecular em linfonodos tanto na nested-
-PCR quanto na qPCR, e a bactéria estava presente em niveis
quantificaveis pela primeira vez em ovarios dos artropodes.
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Em muitos paises de climas tropical, subtropical e
equatorial, as parasitoses gastrintestinais humanas e
animais constituem um sério problema de saude publica.
O diagndstico dos agentes etioldgicos destas parasitoses
comumente requer a andlise visual, mediante uso de
microscopia, de material fecal processado por técnicas
convencionais parasitolégicas e/ou kits comerciais.
No entanto, relatos cientificos tém demonstrado que
estas técnicas e/ou kits podem comprometer esta moda-
lidade de exame por demonstrarem baixas e moderadas
sensibilidades diagndsticas. Uma proposta inédita para
solucionar este tipo de problema é a automatizacgao
do exame de parasitos gastrintestinais de humanos e

animais. Para isto, com o auxilio irrestrito da Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdao Paulo, um
complexo sistema de diagnostico automatizado (pro-
totipo) passa por fases de desenvolvimento e valida-
¢oes no Laboratory of Image Data Science (LIDS) da
Universidade Estadual de Campinas, sendo este com-
posto por: técnica parasitologica de alta sensibilidade
(Three Fecal Test Modified); computador (com novos
métodos de analises de imagens); e um sistema perso-
nalizado composto por camera digital de alta resolu-
¢do, tubo optico e platina motorizada. Até o presente
momento, o protétipo em desenvolvimento é capaz de
fazer a varredura completa de uma ldmina em até trés
minutos (cerca de 2.000 campos de imagens) com avan-
cos obtidos em estudos usando um conjunto de dados de
imagens com 1.791 parasitos e 6.068 detritos fecais. Nesta
condigdo, o sistema automatizado proposto alcangou
93% da sensibilidade média, 99,17% da especificidade
média e kappa média de 0,84. Ademais, novas técnicas
parasitologicas em desenvolvimento — por meio de um
projeto de pés-doutorado (tematico Fapesp) vigente na
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Estadual Paulista e dois projetos de doutorado e um de
mestrado, vigentes na Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade de Campinas — poderdo ser integra-
das futuramente a fim de aprimorar o diagnoéstico do
mencionado sistema automatizado. Os resultados atu-
ais sugerem que o sistema em desenvolvimento é uma
soluc¢ao viavel para melhorar o diagnéstico de parasitos
gastrintestinais de humanos e animais, produzindo, de
forma tnica, resultados com imagens desses parasitos.
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