AVALIACAO DA OCORRENCIA DE REACAO CRUZADA EM CAES PCR-POSITIVOS
PARA Anaplasma platys TESTADOS EM ELISA COMERCIAL PARA DETECCAO
DE ANTICORPOS DE Anaplasma phagocytophilum

RENATA F. FERREIRA!; ALOYSIO DE M. F. CERQUEIRA?; ANANDA M. PEREIRA!; PEDRO B. VELHO?!; RAPHAEL R. M.
AZEVEDOY?; INGRID L.F. RODRIGUES?; NADIAR. P. ALMOSNY*

ABSTRACT:- FERREIRA, R.F.; CERQUEIRA,A. DE M.F,; PEREIRA, A.M.; VELHO, P.B.; AZEVEDO, R.R.M;;
RODRIGUES, I.L.F.; ALMOSNY, N.R.P. [Cross-reaction evaluation of PCR-Anaplasma platys positive dogs
tested to Anaplasma phagocytophilum antibodies by commercial ELISA]. Avaliagdo da ocorréncia de reacdo
cruzada em cdes PCR-positivos para Anaplasma platys testados em ELISA comercial para deteccdo de anticorpos de
Anaplasma phagocytophilum. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 17, supl. 1, p. 5-8, 2008. Programa
de Pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Fluminense. Rua Vital
Brazil Filho, 64, Vital Brazil, CEP 24.230-340, Niteroi, RJ. Brasil. E-mail: referreirauff@yahoo.com.br
Anaplasma platys, agent of canine cyclic thrombocytopenia parasites exclusively dogs platelets. Its probable
vector is the tick Rhipicephalus sanguineus. Among the existent diagnostic methods, the most used include: morulae
identification in blood smears; antibody detection by indirect immunofluorescence; or DNA amplification by
polymerase chain reaction (PCR). Recently a new commercial ELISA (IDEXX®), capable of detecting A.
phagocytophilum antibodies, has been developed. According to the manufacturer it appears to have a serological
cross reaction with A. platys which may be used to help in the diagnosis of this agent. The aim of this study was to
test serum samples from 16 PCR-positive dogs to A. platys with an ELISA that detects antibodies to A.
phagocytophilum, Borrelia burgdorferi and Ehrlichia canis, and antigens of Dirofilaria immitis in order to verify
the occurrence of cross reaction between A. platys and A. phagocytophilum. All animals tested negative for A.
phagocytophilum, B. burgdorferi, and D. immitis. One animal tested positive for E. canis. Although it’s known that
A. phagocytophilum presents serological cross reaction with A. platys, the tested animals were negative, once

antibodies against A. platys were not detected probably because of the acute phase of the disease.
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RESUMO

Anaplasma platys, agente da trombocitopenia ciclica ca-
nina, parasita unicamente plaquetas de cées. Seu provavel vetor
é o carrapato Rhipicephalus sanguineus. Os métodos de di-
agnastico mais utilizado sdo: pesquisa de morulas em esfregago
sanguineo, deteccdo de anticorpos por imunofluorescéncia
indireta, ou amplificacdo de DNA através da Reagdo em Ca-
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deia da Polimerase (PCR). Recentemente, foi desenvolvido
um ELISA (IDEXX®) capaz de detectar, dentre outros, anti-
corpos para A. phagocytophilum. O fabricante relata que tes-
tes iniciais apontam para a existéncia de rea¢do cruzada com
A. platys, fato este que pode permitir o uso do mesmo no di-
agnostico deste agente. O objetivo deste trabalho foi testar
amostras de soro de 16 cdes PCR-positivos para A. platys,
apresentando inclusdes em plaquetas, a partir do ELISA para
deteccéo de anticorpos de A. phagocytophilum, Borrelia
burgdorferi, e E. canis; e antigenos de Dirofilaria immitis
para verificar a possibilidade de reagdo cruzada de A. platys
com A. phagocytophilum. Todos os animais obtiveram resul-
tados negativos para A. phagocytophilum, B.burgdorferi, e
D. immitis. Um dos animais foi também positivo para E. ca-
nis. Sabe-se que A. phagocytophilum apresenta reacdo cruza-
da com A. platys, mas, devido ao provavel carater agudo da
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infeccdo nos animais testados, ndo foram detectados anticor-
pos anti- A. platys.

PALAVRAS-CHAVE: Anaplasma platys, sorologia, reagéo
cruzada, cées.

INTRODUCAO

Anaplasma platys, agente da trombocitopenia ciclica ca-
nina, é um microrganismo intracelular obrigatério, parasitan-
do unicamente plaquetas de cdes (WOODY; HOSKINS, 1991,
HOSKINS, 1991a; ALMOSNY; MASSARD, 2002). Foi ini-
cialmente descrito por HARVEY et al. (1978) na Florida, sendo
denominado inicialmente como Ehrlichia platys. Em 2001,
esse organismo foi reclassificado como pertencendo a familia
Anaplasmataceae e ao género Anaplasma (DUMLER et al.,
2001). Estudos epidemioldgicos em relagdo ao parasito séo
ainda escassos, mas presume-se que sua distribuicdo geogra-
fica seja semelhante a outras espécies de Rickettsias
(BRADFIELD etal., 1996), foi descrito nos EUA, na Grécia,
Franca, Itdlia, Israel, China, Japdo, Tailandia e Venezuela.
(BROWN et al., 2001). Anaplasma platys também causa trom-
bocitopenia em cdes nas varias regies do Brasil (MACHA-
DO, 2004), ndo sendo rara a coinfecgéo com E. canis e Babesia
canis, podendo o carrapato Riphicephalus sanguineus ser o
mesmo vetor dessas trés espécies (KORDICK et al., 1999;
HUA et al., 2000; SUKSAWAT et al., 2001a).

Quando se suspeita de uma infecgdo por A. platys, o en-
tendimento correto das manifesta¢Ges clinicas, bem como dos
exames laboratoriais e escolha do método diagnéstico, torna-
se de extrema importancia para uma conduta clinica ideal
(MACIEIRA, 2003). Dentre os métodos de diagndstico, 0s
mais utilizados sdo a pesquisa de mérulas em esfregaco san-
guineo, deteccdo de anticorpos por imunofluorescéncia indi-
reta, ou amplificacdo de DNA através da Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) (BREITSCHWERDT, 2000).

Devido a caracteristica ciclica da doenca, observar o mi-
crorganismo dentro das plaquetas quando o animal esta
infectado ndo € uma tarefa simples (FRENCH; HARVEY,
1983), sendo quase um achado acidental
(BREITSCHWERDT, 1995). Isso acontece porque durante a
infecgdo ha uma diminuicdo na plaquetometria, dificultando
a visualizacdo dos microrganismos. Essa baixa frequéncia de
parasitos nos esfregacos sanguineos torna esse método de di-
agnostico falho, principalmente nas fases de trombocitopenia
(HARVEY etal., 1978; FRENCH; HARVEY, 1983; HIBLER
et al., 1986, SWANGO et al., 1989). Em infeccbes por E.
canis, também podem ser encontradas inclusées em plaque-
tas (ALMOSNY, 1998, MYLONAKIS et al., 2003), e a ocor-
réncia de granulagGes por ativacdo plaquetaria ndo pode ser
descartada. A trombocitopenia é um achado comum em infec-
¢Bes por A. platys, entretanto esse achado nao é patognomaonico
desta Rickettsiose ou de outra doenca (COCKBURN; TROY,
1986).

Os testes soroldgicos, em geral, sdo limitados pela defici-
éncia na detecc¢do de infec¢Bes agudas, na dificuldade de di-
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ferenciar infecgdo por exposicao primaria e pela possibilida-
de de ocorrer reagao cruzada entre as espécies (IQBAL et al.,
1994; SHAW et al., 2001). Um teste isolado, portanto, pode
nédo indicar infeccdo e sim exposi¢do ao agente e este fato
aumenta a importancia do suporte clinico ao interpretar
(RIKIHISA, 1991).

A PCR tem sido utilizada como auxilio no diagnéstico,
devido a sua grande sensibilidade, especificidade e velocida-
de nos resultados (MYLONAKIS et al., 2003), fornecendo
subsidios para tratar dessa doenca infecciosa com sucesso.

Embora a imunofluorescéncia indireta seja altamente es-
pecifica, ndo ha reagdo cruzada com E. canis (FRENCH;
HARVEY, 1983; WANER et al., 2001), mas sim apresenta
reacdo cruzada com A. phagocytophilum (INOKUMA, 2002)
e ndo pode ser descartada a possibilidade de uma coinfeccdo.
Deve-se, ainda, levar em consideracao que a presenca de an-
ticorpos contra A. platys nédo significa infecgdo clinica e sim
exposicao ao agente (RIKIHISA, 1991; WOODY; HOSKINS
1991; WANER et al., 2001). A imunofluorescéncia indireta é
muito utilizada quando a parasitemia esta ausente ou muito
baixa (FRENCH; HARVEY, 1983; ARRAGA-ALVARADO,
2003) ou na avaliagdo pos-tratamento (WEN et al., 1997).

Recentemente, foi langado no mercado o ELISA 4DX
(IDEX® LABORATORIES) que usa um peptideo sintético
baseado na proteina imunodominante p44 como antigeno e é
capaz de detectar, dentre outros, anticorpos para A.
phagocytophilum (ALLERMAN; WAMSLEY, 2008). Caes
experimentalmente inoculados com A. phagocytophilum ti-
veram resultados positivos no teste a partir de oito dias pos-
inoculacdo (ALLERMAN; WAMSLEY;, 2008). Esses animais
estiveram persistentemente infectados por um ano e perma-
neceram soropositivos, embora clinicamente saudaveis e sem
microrganismos em neutréfilos circulantes pela avaliagdo da
microscopia dptica convencional. O fabricante do kit 4DX
(IDEXX LABORATORIES®) relata que testes iniciais apon-
tam para a existéncia de reacdo cruzada com A. platys, por-
tanto, varios animais positivos para A. platys podem apresen-
tar resultados positivos para A. phagocytophilum
(ALLERMAN; WAMSLEY, 2008), pois 0s organismos sao
intimamente relacionados e evidentemente dividem epitopes
que sdo detectadas no 4DX, fato esse que pode permitir o uso
do mesmo no diagndstico de A. platys.

O objetivo deste trabalho foi testar amostras de soro de 16
cdes PCR-positivos para A. platys, apresentando inclusGes em
plaquetas, a partir de um teste comercial de ELISA (IDEXX®)
para deteccdo de anticorpos de A. phagocytophilum, Borrelia
burgdorferi, e E. canis; e antigenos de Dirofilaria immitis
para verificar a possibilidade de reacdo cruzada de A. platys
com A. phagocytophilum.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 16 aliquotas de soro de cdes previa-
mente positivos na PCR para A. platys (FERREIRA et al.,
2007), congeladas a -19°C, no Laboratério de Bactérias
Enteropatogénicas e Microbiologia de Alimentos do Instituto
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Biomédico da Universidade Federal Fluminense. As amos-
tras foram descongeladas e processadas de acordo com as ins-
trugdes do fabricante (IDEXX®) e testadas, utilizando-se
ELISA comercial Canine SNAP 4Dx-IDEXX® para deteccao
de anticorpos de A. phagocytophilum, B. burgdorferi, e E.
canis e antigenos de D. immitis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais PCR-positivos para A. platys obtiveram
resultados negativos para A. phagocytophilum, B. burgdorferi,
e D. immitis. Um dos 16 cées positivos para A. platys foi tam-
bém positivo para E. canis. Com esses dados, ndo foi possivel
afirmar que nesse céo positivo havia coinfecgéo por E. canis
e A. platys, e sim que houve exposicgdo recente por A. platys,
pois 0 DNA do parasito foi detectado na PCR (FERREIRA et
al., 2007) e tiveram exposicéo prévia por E. canis, uma vez
que o pico de produgdo de anticorpos é alcancado 90 dias
apos a infeccdo (ABBAS et al., 2000). Por outro lado, como
n&o foram realizados estudos moleculares para a deteccdo de
E. canis, as mdrulas em plaquetas nos animais avaliados po-
dem ser de A. platys e E. canis, que também faz o ciclo em
plaquetas (ALMOSNY, 1998) sugerindo, entdo, coinfeccao.
A coinfeccdo por membros da familia Anaplasmataceae ndo é
incomum, uma vez que compartilham o mesmo carrapato vetor
(EWING; BUCKNER, 1965; HUA et al., 2000; SUKSAWAT
etal., 2001a; INOKUMA et al., 2003).

Os resultados do ELISA indicam que 15 animais, dos 16
testados, positivos para A. platys, mas negativos, no teste, ndo
tiveram contato com antigenos de D. immitis e ndo produzi-
ram anticorpos contra quaisquer destes microrganismos como
A. phagocytophilum, B. burgdorferi, ou E. canis, o que ndo
descarta a possibilidade de infec¢des recentes onde ainda ndo
tenha ocorrido soroconversdo (MYLONAKIS, 2003). Ao con-
trario do esperado, ndo foi observada reacdo cruzada em ne-
nhum dos animais testados. 1sso se deve ao provavel carater
agudo da infeccéo por A. platys nesses animais, todos apre-
sentando inclusdes em plaquetas. O teste negativo ndo signi-
fica auséncia do microrganismo, pois o animal pode ainda
néo ter produzido anticorpos do tipo 1gG ou pode ndo ser
imunocompetente, isto é, ndo conseguir produzir quantidade
suficiente de anticorpos detectaveis (SUKSAWAT et al.,
2001b). Geralmente, a soroconversao (titulos acima de 100)
ocorre em cées experimentalmente infectados no pico da pri-
meira parasitemia, entre o décimo terceiro e o décimo nono
dia pos-inoculagdo. Os titulos persistem durante quatro me-
ses (FRENCH; HARVEY, 1983).

CONCLUSAO

A reacdo cruzada entre A. phagocytophilum e A. platys,
relatada pelo fabricante do kit ELISA, ndo foi confirmada, no
presente trabalho, uma vez que animais positivos para A. platys
nao apresentaram, na fase aguda, niveis de anticorpos
detectaveis pelo kit. Sdo necessarios estudos mais detalhados
para determinar se esse kit pode ou nao ser eficaz no diagnos-

tico soroldgico de A. platys.
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