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Isolamento e propagacao da Ehrlichia canis em
células DH82 e obtencao de antigeno para a reacao
de imunofluorescéncia indireta

Isolation and propagation of Ehrlichia canis in DH82 cells as a source
of antigens in indirect immunofluorescence test

Helenita Marques Torres,* Carlos Luiz Massard,** Marcio José de Figueiredo,*
Teresinha Ferreira,” Nadia Regina Pereira Almosny*

Resumo

Ehrlichia canis, agente etiolégico da Ehrlichiose Monocitica Canina, foi obtida a partir de um cdo naturalmente infectado e
propagada em outro por infecgdo experimental. A camada de mononucleares deste animal foi separada e inoculada em
células macroféagicas de linhagem continua de origem canina, denominadas DH82. A cultura apresentou-se positiva 18 dias
pos a infecgdo. A propagagdo da Ehrlichia canis in vitro foi acompanhada a partir da observagdo de mérulas nas células
presentes no sobrenadante da cultura infectada, pelas técnicas de citocentrifugagao, inoculagdo em tubos de Leighton e
imunofluorescéncia direta. O cultivo apresentou cerca de 30% de infecgao apés o 302 dia, alcangando 80% no 472, sendo entdo
dividido a 1:2. As células DH82 permitiram o isolamento de E.canis e foram utilizadas como fonte de antigeno para o teste de
imunofluorescéncia indireta.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, cultivo celular, células DH82, reagdo soroldgica.

Abstract

Ehrlichia canis, the etiologic agent of Canine Monocytic Ehrlichiose, was isolated from a carrier dog and transmited experimentally
to a healthy dog. The mononuclear cell population from the inoculated dog was separated and overlaid in a continuous
macrophage cell line (DH82). The culture became positive 18 days after the addition of infective supernatant. The propagation
of E. canis was checked for infectivity by cytocentrifugation, by growth in Leighton tubes and Direct Immunofluorescence Test. By
day 30, 30% of DH82 cells were infected and by day 47, 80% of cells contained morulae. At this point, the culture was split 1:2.
The DH82 cells allowed the isolation of E. canis , and were used as antigenic sources in Indirect Fluorescent Antibody Tests.

Keywords : Ehrlichia canis, culture cells, DH82 cells, serological test.

Introdugao ‘ nais clinicos e patoldgicos podem variar, sendo mais fre-
L " . Uentes a depressao, letargia, anorexia, febre, linfadeno-
O agente etiolégico da Ehrlichiose Monocitica Canina (CME), ?negalia, esplgnomegalia, trgmbocitopenia associado a he-
a rickettsia Ehrlichia canis (E.canis), ¢ uma diminuta bacté-  norragias e hipergamaglobulinemia (Harrus et al.,1997 b).
ria cocoide, pleomérfica, gram-negativa, que parasita ) o o . .
intracitoplasmaticamente mondcitos circulantes e macrs- O diagndstico laboratorial é confirmado pelo isolamento do
fagos do sistema reticuloendotelial, em grupos de organis- ~ agente (Igbal et al.,1994), pela visualizagdo de mérulas em
mos denominados mérulas (Troy e Forrester,1990). Atual-  Mondcitos circulantes (Simpson,1972), pela demonstragéo
mente s&o reconhecidas, de acordo com a seqiiéncia do 90 DNA na técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
RNA ribossomal 168, trés cepas de E. canis: Flérida, (PCR) (Igbal & Rikihisa, 1994 a) e pela detecgéo no aumento
Oklahoma e Israeli ( Harrus et al., 1997 a ). A E. canis ¢ do titulo de anticorpos no soro (Ristic et al., 1972). Dentre os
transmitida naturalmente pelo carrapato marrom do cdo, o  testes soroldgicos, a Imunofiuorescéncia Indireta (IFl) ¢ o
Rhipicephalus sanguineus e reconhecida como uma im- ~ Mais recomendado (H'arrus et al.,1998); entretanto, esta .téc-
portante e potencial doenca fatal de caes e outros membros  Nica s6 se tornou possivel a partir dos experimentos de Nyindo
da familia Canidae (Ristic e Holland,1993). A patogénese €t al. (1971), que se tornaram pioneiros em cultivar E. canis in
da CME envolve trés fases consecutivas: aguda, subclinica  Vifro, eém cultivo primario de mondcitos sangtiineos periféri-
(com infecgao persistente assintomatica) e cronica. Os si-  C€0S, a partir de cies agudamente infectados, fornecendo ba-
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ses para Ristic et al. (1972), desenvolverem a IFl. Hellmet et
al. (1980) aprimoraram o cultivo, propagando a E. canis
seriadamente a partir de culturas primarias de monécitos
sanguineos. Estas técnicas, embora bem-sucedidas para
seus objetivos, requeriam manuteng¢ao do organismo por
transferéncia seqiienciada de mondcitos infectados, assim
como um suprimento continuo de células, sendo limitada,
também, pelo tempo de vida dos mondcitos caninos em cul-
tivo primario. O aprimoramento das técnicas soroldgicas e
um maior conhecimento sobre a estrutura e composi¢ao da
E. canis tomaram novo vulto a partir das pesquisas de
Dawson et al. (1991b) e Rikihisa et al. (1992) que utilizaram
uma célula de origem canina, de linhagem continua, isolada
e estabilizada em 1988 por Wellman et al., a partir de um céao
apresentando um quadro de histiocitose maligna. Esta célu-
la, denominada DH82, se mostrou suscetivel ao isolamento
e propagagao da E. canis e, embora ao longo da década
passada outras linhagens celulares fossem experimentadas,
a DHB82 se tornou definitiva na maior parte dos grandes cen-
tros de pesquisa.

O primeiro relato da presenga da E. canis no Brasil foi feito em
1973 em Belo Horizonte, Minas Gerais, por Costa et al., e em-
bora outras notificagdes tenham sido feitas (Aimosny,1998),
a doenca tem sido predominantemente diagnosticada atra-
vés de achados clinicos e hematolégicos, associados a de-
monstragdo de mérulas em leucécitos a partir de sangue
periférico (Seibert et al., 1997; Munhoz e Babo, 1998). Entre-
tanto, para Harrus et al. (1997 a), as mérulas de E.canis s6
s@o ocasionalmente demonstradas durante o estagio agudo
da doenga, devendo ainda ser criteriosamente pesquisadas.
Segundo Harrus et al. (1998), esta técnica nao funciona para
caes na fase subclinica, o que exige provas mais sensiveis
de diagnéstico.

No Brasil ndo se tem conhecimento do isolamento e propa-
gagéo dessa bactéria, assim como ndo se dispde de testes
soroldgicos de origem nacional. Estes testes sdo importa-
dos, caros e nem sempre disponiveis. Em fungao disso, o
objetivo de nosso trabalho foi o isolamento da E. canis e a
propagag@o deste agente em células DH82, visando a obten-
¢do de antigenos para confecg@o de testes soroldgicos.

Material e métodos

Cao doador

Sangue total heparinizado (2,5 ml) foi obtido de um c&o com
sinais clinicos e hematoldgicos de ehrlichiose e histérico de
infestagdo por carrapatos. O animal apresentava-se magro,
apatico, anoréxico e com aumento de temperatura. Os sinais
hematolégicos limitavam-se a uma profunda trombocitopenia
e monocitose. Mérulas foram identificadas nos monécitos em
esfregagos de sangue periférico corados pelo método do
Panético Rapido-LB (Laborclin). A presenga de anticorpos
para E. canis no soro sangiiineo foi detectada através do tes-
te de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA) (IDEXX Lab. Inc.,
USA).

Céao receptor

O sangue do cdo doador foi inoculado intravenosamente em
um cao receptor saudavel, sem raga definida, com cerca de
seis meses de idade, vermifugado, vacinado contra as princi-
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pais doengas caninas e com sorologia negativa para E. ca-
nis. Nenhuma alteragdo clinica ou hematolégica foi observa-
da antes da inoculagao. Temperatura retal, apetite, comporta-
mento ou qualquer alteragdo eram monitoradas diariamente.
Uma amostra de sangue era coletada a cada cinco dias para
confecgdo de hemograma completo e nos dias 10, 20, 40 e
80 uma amostra de soro foi guardada para sorologia. A cada
dois dias era realizado um esfregago de ponta de orelha para
pesquisa de mérulas de E. canis. O resultado positivo deter-
minou a separagdo de mondcitos circulantes usados para
infectar cultivos de células DH82.

Separagéo da camada de mononucleares

A técnica de separagao de leucdcitos foi feita segundo Igbal
et al. (1994). No décimo quinto dia pés a inoculagdo, 10ml de
sangue heparinizado foram coletados do cao receptor, pas-
sados para tubos plasticos de centrifuga de 15 ml (Corning) e
centrifugados a 2.500 x g/ 5 minutos. O plasma foi guardado
para sorologia a — 20°C e a camada da interface do plasma e
eritrécitos foi aspirada com pipeta Pasteur e cuidadosamen-
te deixada escorrer pelas paredes do tubo de centrifuga con-
tendo 7 ml de Ficoll (Histopaque 1077-Sigma), sendo entao
centrifugado a 2000 x g / 15 minutos. A interface contendo a
fragdo mononuclear era aspirada e lavada duas vezes ( 500
x g / 5 minutos) em meio de cultura Dulbecco’s Minimal Es-
sencial Medium (DMEM- DIFCO). O sedimento, contendo a
fragdo mononuclear, era ressuspenso em 3 ml de meio de
cultura (DMEM) contendo uma mistura de antibiético-
antimicaético , usada numa diluigdo a 1:100 (10.000 U de peni-
cilina G / ml, 10.000mg de sulfato de estreptomicina / ml e 25
mg de anfotericina B / ml) adicionado de bicarbonato de sédio
(2,2 g/ L) e suplementado com 1 mM de piruvato de sédio e
10% de soro fetal bovino (DIFCO). Processava-se 200 mi desta
suspensdo em citocentrifuga (Cytospin Il - Wellman), coran-
do-se a lamina pelo Panético-LB e observava-se em micros-
copia de imersdo o nivel de infecgdo dos mondcitos.

Inoculagéo da camada de mononucleares em células de
linhagem continua, DH82. ‘

As células DH82 foram obtidas do American Type Culture
Collection (ATCC - CRL-10389), importadas através do Ban-
co de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(BC-RJ) e crescidas em garrafas plasticas descartaveis de
25cm? (Corning), sendo mantidas de acordo com o método
descrito por Dawson et al. (1991b). A suspensao de mondécitos
caninos primarios, infectados com E. canis e ressuspenso
em 3ml de DMEM completo foi adicionada ao cultivo da DH82
e a cada 30 minutos, nas primeiras duas horas, agitava-se a
garrafa suavemente para permitir melhor contato entre os
mondcitos infectados e as células DH82, findas as quais
adicionavam-se mais 2ml de meio (Rikihisa, comunicagao
pessoal). Esta garrafa era incubada em estufa a 37°C sem
suplementagao de CO2 e o meio era trocado a cada 48-72 h.

Avaliagdo da infectividade

A partir do 102 dia pés inoculagao, as culturas eram examina-
das trés vezes por semana para a presenga de mérulas. Pri-
meiramente 200! do sobrenadante da cultura era centrifugado
em citocentrifuga a 1000 rpm / 5 minutos e a lamina, corada
pelo Panético-LB, era observada em microscopia de imersao
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(Gaunt et al., 1996). Paralelamente, 5ml eram centrifugados
em centrifuga comum a 250 x g/5 minutos, o sedimento
ressuspenso em 2ml de DMEM completo e semeado em
tubos de Leighton, cuja laminula era corada no dia seguinte e
observada em imersao (Nyindo et al., 1971). Por ambas as
técnicas se avaliava o percentual de células infectadas. A cul-
tura foi monitorada, ainda, pelo método da Imunofluorescéncia
Direta (IFD), utilizando-se um conjugado anti ehrlichia marca-
do com isotiocianato de fluoresceina (Merk), preparado a par-
tir do soro de um cao naturalmente infectado e na fase clinica
da doenca (Carter et al., 1971; Massard, 1984), sendo o con-
jugado utilizado numa diluigao a 1:10.

Preparo das Iaminas para a reagdo de imunofluorescéncia
indireta e manutengé&o das culturas

Quando as células apresentavam cerca de 80% de infecgao,
o sobrenadante da cultura era centrifugado e o sedimento
ressuspenso em igual volume de meio. Uma gota da sus-
pensao antigénica era depositada em laminas (10ul) que
eram secas a temperatura ambiente, fixadas em acetona por
30 minutos e estocadas a - 20° até sua utilizagéo (Rikihisa et
al., 1992). A reacao de IFl era processada segundo a técnica
descrita por Igbal et al. (1994).

Tanto culturas de células DH82 nao infectadas como cultivos
apresentando 80% de infecgao eram divididos a 1:2 para per-
petuagao da cultura; algumas amostras eram congeladas
com dimetil sulféxido (DMSO) em nitrogénio liquido, para
manutengao de estoque, de acordo com a técnica preconiza-
da por Doyle (1990).

Resultados

A inoculagao de sangue de um cao doador com E. canis em
um cao saudavel reproduziu a doenga, resultando no apare-
cimento de sinais clinicos e hematoldgicos no cao inoculado.
No 122 dia pés-infecgcao (Pl) o animal apresentou os primei-
ros sinais clinicos de pirexia (41°C) e anorexia, seguidos de
corrimento ocular brando e posteriormente melena. Apresenta-
va ainda trombocitopenia (80.000 plaquetas/mm?) e ligeira
anemia (VG=32%) . A visualizag@o de mérulas em esfregagos
de sangue periférico foi vista no 152 dia Pl, ndo sendo mais
detectada em torno do 322 dia. O titulo de anticorpos para E.
canis no soro sanglineo mostrou-se positivo pela prova de
ELISA, no 20¢dia PI.

A camada de mononucleares obtida pela técnica do Ficoll,
para inoculagdo na cultura, apresentou tanto monécitos con-
tendo mérulas como monécitos apresentando corpulsculos
de inclusao.

A cultura de células DH82 inoculada mostrou-se positiva para
a presenca de moérulas no citoplasma, 18 dias apos a
inoculagao da camada de mononucleares e, inicialmente,
apresentava poucas células infectadas e que continham, em
média, de 1 a 3 mérulas por célula. Cerca de cinco dias ap6s
ja se encontravam algumas células com alto nivel de infec-
¢ao, apresentando, em média, de 10 a 20 mérulas. Trés dias
depois, detectavam-se células cujo citoplasma se encontra-
va completamente obliterado pelas mérulas. Estas, apresen-
tavam-se de tamanho varidvel, desde diminutas a grandes
colénias (Figura 1).

A morfologia, tamanho e distribuicdo das moérulas no
citoplasma das células DH82 infectadas e observadas por
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Figura 1: Mérulas de E. canis no citoplasma de células DH82. Coloragéo
Panético-LB - 1000 X

microscopia de imunofluorescéncia direta foram similares
as observadas na coloragao pelo Panético-LB (Figura 2).
Controles de cultivos de células DH82 nao infectadas perma-
neciam livres de organismos e nao apresentaram
fluorescéncia especifica (Figura 3).

Figura 2: Mérulas de E. canis no citoplasma de células DH82. Coloragao
por imunofluorescéncia Direta - 1000 X

Figura 3: Células DH82. Controle nao infectado. Coloragao por

Imunofluorescéncia Direta - 1000 X
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No 28° dia pds infecgdo, o percentual de células infectadas
alcangou cerca de 30% e continuou aumentando, atingindo
60% no 42¢ dia e, no 47°, 80% das células apresentavam
morulas. Cultivos com este percentual de infecgao quando
divididos a 1:2, retornavam a este patamar, cerca de cinco
dias apés, e assim sucessivamente, perpetuando novas cul-
turas com alto nivel de infecgao.

As culturas de células DH82 nao infectadas foram mantidas
por até dois meses e meio, sem divisdo, ndo ocasionando
prejuizo aparente ao tapete celular, que se mostrava integro e
com cada vez mais células livres no sobrenadante. Apés este
tempo comegava a ocorrer uma apreciavel diminuigdo do
numero de células da monocamada do tapete celular com
predominio de células de aspecto gigantes, multinucleadas
e citoplasma bastante vacuolizado.

A Figura 4, demonstra a evolugdo dos niveis de anticorpos
para E. canis no cao experimentalmente infectado, segundo a
técnica de IFI, utilizando-se como antigenos as células DH82
altamente infectadas.
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1/320

|
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1/40 —|
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Figura 4: Evolugao dos titulos de anticorpos para E.canis, pela técnica
de IFl, em um cao experimentalmente infectado.

Discussao

No presente trabalho, a infecgdo experimental de um cao sau-
davel, por via intravenosa, com 2,5 ml de sangue oriundo de
um cao clinicamente doente, resultou em uma doenga bran-
da, de rapida evolugdo e que se resolveu naturalmente em
poucos dias e cuja parasitemia sanguinea foi demonstrada
por curto periodo de tempo, concordando com Almosny (1998)
que, trabalhando com nove caes sem raga definida observou
que a gravidade dos sintomas variou entre os animais estu-
dados, embora a maioria deles tenha apresentado um qua-
dro clinico discreto. Qutros autores (Rikihisa et al., 1992;
Waner et al., 1996; Harrus et al., 1998) observaram altera-
¢des clinicas e hematolégicas mais consistentes; entretanto,
infectaram animais das ragas Beagle e Pastor Alemao com
inéculos maiores. Para Harrus et al. (1997b), ha suscetibili-
dade racial na ehrlichiose canina, sendo que animais sem
raca definida sdo considerados mais resistentes a doenca e
segundo Gaunt et al. (1996), a via de administragao e o tama-
nho do inéculo podem influenciar o curso das infec¢bes ex-
perimentalmente induzidas. Para Waner e Harrus (2000), os
sinais da fase aguda variam em severidade mas usualmente
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resolvem-se espontaneamente, embora muitos caes pos-
sam permanecer subclinicamente infectados e dai evoluirem
para a fase crbnica que, segundo Igbal et al. (1994), pode
resultar tanto em alta mortalidade como em recuperagao cli-
nica dos caes, os quais se tornam portadores e podem servir
como fonte de infecgao.

Sendo assim, a ehrlichiose canina exige métodos de diag-
néstico seguros e precoces. O exame direto com identifica-
¢ao de mérulas de E.canis em esfregacos de sangue perifé-
rico ndo é confiavel, visto que poucas células se apresentam
infectadas e ndo sao usualmente detectadas (Woody e
Hoskins, 1991; Igbal et al., 1994; Harrus et al., 1997a). O
isolamento em cultivo celular, embora o mais fidedigno, é
dificultado pelas condigdes e pelo tempo requeridos. O PCR,
altamente especifico e sensive,l ainda ndao apresenta uso
rotineiro. Em relagdo a sorologia, se dispde de testes comer-
ciais do tipo ELISA e IFI. Recentemente, Harrus et al. (2002)
comparando, trés testes sorolégicos do tipo ELISA, detecta-
ram uma baixa sensibilidade destes para titulos menores
que 1:320. Para Waner e Harrus (2000), dentre as provas
soroldgicas, o teste de IFI € o mais largamente utilizado e
considerado padrdo para detecgao e titulagdo de anticorpos
para a E. canis. A presenga de titulos em uma diluicao maior
que 1:40 é considerado evidéncia de exposic¢ao.

Neste experimento, a reagao de IF| foi realizada utilizando-se
como antigeno células DH82 com alto nivel de infecgao por E.
canis, como preconizado por Rikihisa et al. (1992); Igbal e
Rikihisa (1994 b); Waner et al. (1996); Keysary et al. (2001) e
Harrus et al. (2002). Durante o curso da doenga houve soro
conversao do cao infectado e a evolugao de anticorpos espe-
cificos para E.canis foi demonstrada, com titulos de 1:320 no
102 dia e 1:1280 no 40 dia pés-infecgao. Estes dados sao
concordantes com os trabalhos de Weisinger et al. (1975)
que, estudando a cinética de produgao de anticorpos na
ehrlichiose canina pela técnica IFI, detectaram titulos maxi-
mos de 1:1280 enquanto Keysary et al. (1996) e Waner et al.
(1996), em trabalhos semelhantes, encontraram titulos que
variaram de 1:160 a 1:640 na fase aguda da doenca. Nos
experimentos realizados por Rikihisa et al. (1992), Igbal et al.
(1994) e Igbal e Rikihisa (1994b) foram detectados titulos
bem superiores e que alcangaram 1:40960. Entretanto, estes
autores utilizaram na infecgao experimental caes da raca Pas-
tor Alemao, sabidamente bem mais sensiveis a ehrlichiose,
assim como fizeram inoculagdes endovenosas de 107 célu-
las DH82 infectadas com E.canis. Para Gaunt et al. (1996), a
soro-conversao € uma resposta dose dependente.

O desenvolvimento de testes soroldgicos sé se tornou viavel
a partir do crescimento e propagacao da E.canis em células
de linhagem continua, especialmente a DH82, que se mos-
trou receptiva para tal finalidade (Harrus et al., 1997a). Neste
experimento, o isolamento e a propagagao da E.canis em
culturas de células DH82 foi efetivamente realizada e a cultu-
ra mostrou-se positiva no 182 dia pés infecgdo. O tempo re-
querido para observagao de positividade em cultivo celular
pode ser variavel. Dawson et al. (1991 a), em inoculagdes
sucessivas de cultivo primario de monécitos sanglineos em
células DH82, obtiveram positividade no 24¢° dia poés-
inoculagédo Para Rikihisa et al. (1992), este tempo pode situ-
ar-se entre 20 a 50 dias, enquanto Igbal et al. (1994) o repor-
tam na faixa de 14 a 34 dias. Igbal e Rikihisa (1994b) isola-
ram E. canis do sangue de caes experimentalmente infectados
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e posteriormente tratados com doxiciclina, apés 34 a 51 dias
de cultivo. Keysary et al. (1996), ao caracterizarem a cepa Israel,
observaram 40% de células DH82 infectadas ja no 102 dia pds
inoculagado. Alguns parametros podem ser levados em consi-
deragdo como responsaveis pela variagcdo no tempo de isola-
mento, como por exemplo, o tamanho e o nivel de infectividade
do indculo utilizado, o uso ou nao de antibiéticos nas culturas,
a metodologia de observagdo, e a incubagao das culturas em
estufa comum ou de CO2. Para Igbal e Rikihisa (1994b), o
tempo requerido para uma cultura tornar-se positiva é direta-
mente proporcional ao nimero de organismos de E. canis e/
ou ao numero de mondcitos infectados no sangue.

No presente trabalho, tanto a técnica histoquimica do Panotico-
LB como a imunofluorencéncia direta permitiram evidenciar
morulas intracitoplasmaticas, assim como avaliar o nivel de
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infecgdo, como postulado por Gaunt et al. (1996) e Dawson et
al. (1991a).

A semelhanga dos trabalhos de Dawson et al. (1991a), este
isolamento alcangou 80% de infecgdo no 47¢ dia e as cultu-
ras foram divididas a 1:2, retornando rapidamente a este pa-
tamar, quando entdo algumas amostras foram congeladas
como preconizado por Doyle (1990). Estes resultados
viabilizaram uma fonte constante e continua de antigeno para
a técnica de IFI.

O antigeno de E.canis obtido no presente estudo sera utiliza-
do como ferramenta diagnéstica assim como na determina-
¢ao da soro-prevaléncia da ehrlichiose canina. A E.canis,
isolada e propagada pela primeira vez no Brasil, podera con-
tribuir, ainda, para estudos da relagéo filogenética com as
cepas até entdo padronizadas.
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