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RESUMO

SOUSA, Valéria Régia Franco Avaliacdo clinica, morfolégica, hematolégica,
bioquimica e biomolecular de cies naturalmente infectados por Ehrlichia canis e
Anaplasma platys. Seropédica: UFRRJ, 2006. 46p. (Tese, Doutorado em Ciéncias
Veterinarias).

Este trabalho teve por objetivo investigar a infeccdo por Ehrlichia canis e Anaplasma
platys nos caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato
Grosso, através das técnicas de esfregago sangiiineo e de PCR, analisando os achados
clinicos e laboratoriais. Durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005 foram
examinados 195 cdes com sinais clinicos sugestivos de erlichiose ou com contactantes
com a infeccdo. A trombocitopenia canina ciclica, causada pelo 4. platys, provoca
diminui¢do das plaquetas a cada 14 dias, sem provocar sinais severos, mas quando
associada a infec¢@o por E. canis a gravidade clinica aumenta. Nos treze caes atendidos
com PCR positiva para E. canis foi possivel verificar a diversidade de sinais, com
predomindncia estatisticamente significativa dos disturbios hemorragicos. J& nos 195
caes testados pela técnica de esfregaco sangiiineo ndo houve predominio de nenhum
sinal clinico. Os achados hematologicos também foram inespecificos, ocorrendo tanto
anemia, leucopenia e trombocitopenia, quanto normalidade ou aumento das células. As
alteracdes observadas na andlise bioquimica ndo foram exclusivas dos grupos com
infeccdo. Nestes grupos ocorreu aumento das proteinas plasmaticas, com
hiperglobulinemia, sem, no entanto haver diferenga significativa, apesar deste achado
ser freqiiente na erliquiose. A partir da analise da PCR confirmou-se que a infec¢do por
E. canis e A. platys ocorre nos cdes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT,
devendo ser tomadas medidas preventivas, principalmente no controle do vetor, ja que
todos os carrapatos encontrados nos caes examinados foram da espécie Rhipicephalus
sanguineus.

Palavras chave: caes, Ehrlichia canis, Anaplasma platys



ABSTRACT

SOUSA, Valéria Régia Franco Clinical, morphologic, hematological, biochemist and
biomolecular evaluation of naturally infects dogs for FEhrlichia canis and
Anaplasma platys. Seropédica: UFRRJ, 2006. 46p. (Tese, Doutorado em Ciéncias
Veterinarias).

This work had for objective to investigate the infection for Ehrlichia canis and
Anaplasma platys in the dogs taken care of in the Veterinarian Hospital of the
Universidade Federal de Mato Grosso, through the examination of blood smears and of
the PCR, analyzing the clinical and laboratories findings. During the period of May of
2004 the July of 2005, 195 dogs with suggestive clinical signs of ehrlichiosis or had
contact with the infection had been examined. The canine cyclic thrombocytopenia,
caused for the 4. platys, provokes reduction of platelets to each 14 days, without
provoking severe signs, but when associated to the infection for E. canis the clinical
gravity it increases. In the thirteen dogs taken care of with positive PCR for E. canis
diagnosised by the PCR it was possible to verify the diversity of signals, with statistical
significant predominance of the hemorrhagic riots. Already in the 195 dogs tested for
the examination of blood smears it did not have predominance of no clinical signs. The
hematologic findings had also been nonspecific, occurring in such a way anemia,
leukopenia and thrombocytopenia, how much normality or increase of the cells. The
alterations observed in the analysis biochemist had not been exclusive of the groups
with infection. In these groups increase of plasma proteins occurred, with
hyperglobulinaemia, without, however to have significant difference, despite this
finding being frequent in ehrlichiosis. From the analysis of the PCR it was confirmed
that the infection for E. canis and A. platys occur in the dogs taken care of in the
Veterinarian Hospital of the UFMT, having to be taken writ of prevention, mainly in the
control of the vector, since all the ticks found in the examined dogs had been of species
Rhipicephalus sanguineus.

Key words: dogs, Ehrlichia canis, Anaplasma platys



1. INTRODUCAO

Ehrlichiose ¢ uma doenga causada por bactérias intracelulares obrigatorias,
que infectam os animais € o homem. Atualmente apresenta uma distribuicdo
cosmopolita e tem como agente transmissor carrapatos.

Viarias espécies de Ehrlichia podem infectar os caes, incluindo a E. canis,
agente da ehrlichiose monocitica canina; E. chaffeensis, agente da ehrlichiose
monocitica humana e E. ewingii, agente da ehrlichiose granulocitica canina. Ainda ha
a E. platys, agente da trombocitopenia ciclica canina, que de acordo com a nova
classificagdo taxondmica proposta a partir de analises de gens do RNA ribossomal
168, foi transferida para o género Anaplasma, sendo designada 4. platys (DUMLER
etal., 2001)

Ehrlichia canis, agente da ehrlichiose monocitica canina, foi primeiramente
identificada na Argélia em 1935, que na guerra do Vietna tornou-se mais relevante
por provocar morte de cdes militares americanos, desde entdo tem sido reportada em
varias partes do mundo, particularmente em regides tropicais e subtropicais.

No Brasil, a primeira descri¢do de E. canis foi feita em Belo Horizonte, Estado
de Minas Gerais e em seguida foi descrita em caes militares no Estado do Rio de
Janeiro. Atualmente, ha relatos da doenca em varios estados brasileiros.

A ehrlichiose canina pode se apresentar com trés fases: aguda, subclinica e
cronica. Os sinais aparecem apos um periodo de incuba¢do de oito a vinte dias. Na
fase aguda podem se observar sinais clinicos como febre, depressdo, dispnéia,
anorexia, linfoadenopatia e leve perda de peso, juntamente com achados laboratoriais
de trombocitopenia, leucopenia, anemia leve e hipergamaglobulinemia que duram de
duas a quatro semanas. A fase subclinica estd associada com a persisténcia da
infeccdo por E. canis podendo permanecer os achados laboratoriais de
trombocitopenia, leucopenia e anemia. J4 a fase cronica ¢ caracterizada por
hemorragias, epistaxe, edema periférico, emaciacdo, choque hipovolémico e morte.
Nesta fase, a maioria dos caes apresenta um progndstico desfavoravel decorrente das
complica¢des da doencga e das infecgdes secundarias.

Ehrlichia canis é transmitida pelo carrapato vermelho do cdo, o Rhipicephalus
sanguineus durante as fases de ninfa e adulto. Os caes ainda podem ser infectados
através de transfusdo sangiiinea.

Por muitos anos o diagnodstico da infec¢do por E. canis baseou-se nos sinais
clinicos, mas com limitagdes, pois os sinais sdo semelhantes a infec¢des por varios
outros patdgenos, gerando muitos falsos positivos. Ja, a observacdo do esfregago
sangiiineo desses animais resulta em falsos negativos, sendo uma técnica diagndstica
mais eficiente na fase aguda da doenca. As provas soroldgicas tém sido utilizadas,
mas ha problemas devido a cepas diferentes e reacdo cruzada com outras espécies,
como a E. chaffeensis. A reagdao em cadeia de polimerase ¢ uma técnica auxiliar para
o diagnostico especifico de ehrlichiose. A limitacdo da reacdo em cadeia de
polimerase ¢ econdmica, pois sdo necessarios laboratdrios com equipamentos caros.

A doenga causada pela A. platys foi descrita pela primeira vez nos Estados
Unidos da América, como agente da trombocitopenia ciclica canina. Suspeitava-se
que a transmissdo fosse pelo R. sanguineus, mas os estudos de transmissdo com
possiveis vetores artropodes ndo tiveram éxito, permanecendo desconhecido o seu
vetor.



A infecgdo por A. platys caracteriza-se por uma parasitemia nas plaquetas e
linfoadenopatia generalizada. Ocorre trombocitopenia ciclica ha cada uma a duas
semanas. O retorno as taxas normais de plaquetas ocorre em trés a quatro semanas.
Raramente os caes apresentam sinais graves de hemorragia, exceto quando ha
trombocitopenia severa, mas na maioria dos casos, permanecem assintomaticos. Na
fase aguda da trombocitopenia ciclica ha parasitemia das plaquetas, com sinais de
linfoadenopatia e trombocitopenia. No estdgio cronico da doenga, a natureza ciclica
de parasitismo das plaquetas diminui, resultando em trombocitopenia ciclica
associada com esporadicas ocorréncias de parasitemia.

Como os sinais associados com a trombocitopenia ciclica canina nao sao
especificos, o diagnostico da infeccdo por A. platys necessita de exames
complementares, como esfregago sangiiineo, ensaio de imunofluorescéncia e reagao
em cadeia de polimerase. A deteccdo de morulas em plaquetas através do esfregago
sangiiineo leva mais tempo para aparecer € muitas vezes resultam em falsos negativos
pela caracteristica ciclica do aparecimento de plaquetas parasitadas. O ensaio de
imunofluorescéncia parece ser bem especifico, ja que ha minima reagdo cruzada
sorologica entre A. platys e as diferentes espécies de Ehrlichia que infectam caes,
porém pela dificuldade em se fazer o cultivo e a obten¢do de laminas sensibilizadas
limita a utilizacdo dessa técnica. A reagdo em cadeia de polimerase ¢ til na detecgdo
de A. platys no estagio inicial da trombocitopenia ciclica assim como na fase cronica
da doenca.

A observacao clinica de muitos cdes do municipio de Cuiaba, Estado do Mato
Grosso, apresentando ehrlichiose e trombocitopenia ciclica com severidade bastante
varidvel e dos recentes relatos de associacao de E. canis e A. platys induzindo a sinais
clinicos graves, direcionou o desenvolvimento deste estudo.

Este trabalho teve por objetivo investigar e confirmar a infec¢do natural por E.
canis e A. platys em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal
do Mato Grosso, através do diagnoéstico clinico e laboratorial.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico — Ehrlichia canis (DONATIEN & LESTOQUARD, 1935)
MOSHKOVSHI, 1945

O primeiro relato de ehrlichiose ¢ datado de 1935, no Instituto Pasteur na
Argélia por Donatien e Lestoquard. Eles observaram no esfregaco sangiiineo de caes,
febris e anémicos, infestados por Rhipicephalus sanguineus, a presenca de pequenos
organismos semelhantes a rickettsia no interior de monocitos, nomeando-os Rickettsia
canis. Posteriormente, no ano de 1945, Moshkovshi renomeou para Ehrlichia canis,
em homenagem ao famoso bacteriologista alemdo, Paul Ehrlich. No entanto, na
Guerra do Vietnd ganhou mais destaque por induzir a morte em caes militares
americanos (McDADE, 1990).

No Brasil, a primeira descri¢ao da doenga causada por E.canis foi feita em
Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais por Costa et al. (1973). Logo depois foi
descrita por Carrillo et al. (1976), em caes militares do Estado do Rio de Janeiro. Hoje
a chrlichiose, esta disseminada em varios estados brasileiros.

2.2. Taxonomia — Anaplasmataceae

A classificagao taxondmica dos parasitos baseava-se apenas nas caracteristicas
morfoldgicas, ecoldgicas, epidemiologicas e clinicas. Atualmente, com as
dificuldades para um diagnostico especifico, baseado em parametros fenotipicos e o
desconhecimento de muitos fatores biologicos de diferentes grupos de parasitos,
varios trabalhos tém sido conduzidos com o emprego de técnicas moleculares e
analises filogenéticas para o diagnéstico e classificagdo e/ou reclassificacdo de
diferentes grupos.

Em 2001, a taxonomia do grupo das ehrlichias foi modificada e as espécies de
Ehrlichia, anteriormente classificadas como pertencentes a Tribo Ehrlichiae e a
Familia Rickettsiaceae, assim como os géneros Anaplasma e Neorickettsia foram
reclassificados para a familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001).

Os membros do género FEhrlichia sdo pequenos organismos cocodides ou
elipsoidais, freqlientemente  pleomorficos, gram-negativos, que parasitam
principalmente mondcitos, macrofagos e neutrofilos de hospedeiros mamiferos. Pela
ultra-estrutura, dois tipos morfologicos sdo observados, incluindo grandes células
reticulares e pequenas formas com protoplasma condensado.

Virias espécies do género podem infectar clinicamente os canideos, enquanto
que estes servem como reservatorio de E. canis, E. chaffeensis ¢ E. ewingii para o
homem (VARELA, 2003).

Atualmente, baseado principalmente em semelhangas genotipicas e em
analises filogenéticas, E. canis tem sido classificada em um grupo juntamente com as



espécies E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium (Cowdria
ruminantium) (DUMLER et al., 2001).

Dumler et al. (2001) baseado em semelhangas e em analises filogenéticas
propdem no mesmo artigo, que a N. helminthoeca antigénica e geneticamente
semelhante as espécies do género Ehrlichia seja classificada em um grupo juntamente
com as espécies N. risticii (E. risticii), agente da Febre Eqiiina do Potomac, N.
sennetsu (E. sennetsu), agente causador da Febre Sennetsu em humanos no Japao e
uma FEhrlichia-simile presente em metacercaria do trematodeo Stellantchasmus
falcatus.

Um terceiro grupo foi proposto com base nas mesmas caracteristicas citadas
anteriormente, sendo englobadas as espécies Anaplasma bovis (E. bovis), A. platys (E.
platys), A. phagocytophilum (E. phagocytophila e E. equi) e A. marginale (DUMLER
et al. 2001).

As espécies de Ehrlichia por muito tempo foram diferenciadas pelo tipo de
célula parasitada, pela distribuicdo geografica e pela severidade da doenga (SMITH et
al., 1976). As novas propostas de classificagdo para esse grupo tém sido realizadas de
forma polifésica, envolvendo caracteristicas morfométricas das formas parasitérias,
caracteristicas biologicas, sendo observada a especificidade pelo hospedeiro, local de
parasitismo, patogenicidade, periodos pré-patente e patente, formas de transmissao e,
caracteristicas genéticas, sendo avaliadas as diferengas nucleotidicas nas seqiiéncias
de genes bem caracteristicos, como genes codificantes para RNA ribossomal e
proteinas estruturais e funcionais (DUMLER et al., 2001).

E importante que as propostas de classificagdo, reclassificagio ou ambas
sejam realizadas com base em todas estas caracteristicas citadas, pois simples
adaptagdes morfologicas, bioldgicas e/ou moleculares de uma determinada espécie,
quando avaliada isoladamente, podem induzir em descricdo errénea de uma nova
espécie.

A classificacdo taxonomica dos géneros Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia
ainda esta sendo amplamente discutida pela comunidade cientifica.

2.3. Aspectos biologicos da E. canis

Os vetores conhecidos sdo carrapatos, nos quais as formas parasitarias
multiplicam-se assexuadamente. Algumas espécies de Ehrlichia sdo cultivadas em
linhagens de monocitos e/ou macréfagos, de células endoteliais de carrapatos.

Ehrlichia canis pode ser transmitida pela ninfa e adulto do carrapato vermelho
do cdo (R. sanguineus). Nos carrapatos infectados, E. canis multiplica-se nos
hemocitos e células da glandula salivar, eventualmente entram no trato digestivo e se
desenvolvem no epitélio do intestino médio. Os carrapatos transmitem a doenca
transestadialmente, mas nao por via transovariana. A forma adulta infectada com E.
canis pode continuar transmitindo o patdgeno por até 155 dias apods ter abandonado o
cdo. No momento do repasto sangiiineo, o carrapato inocula secrecdo da glandula
salivar com E. canis (RIKIHISA, 1991).

Nyindo et al. (1971) observaram que E. canis apresenta trés estadios de
desenvolvimento: corpusculos elementares, corptisculos iniciais e morulas.

Os corpusculos elementares, formas individuais de FEhrlichia, entram nos
monocitos por fagocitose. Medem cerca de 0,5 um de didmetro, tornando dificil a
visualizacdo a microscopia oOptica. Crescem e se dividem dentro do fagossomo por



fissdo binaria, entretanto ndo ha fusdo fago lisossomal nas células hospedeiras
infectadas. Em trés a cinco dias apds a infec¢ao € observado um pequeno niimero de
estruturas compactas, medindo de 1,0 a 2,5 um de didmetro, chamados de corpusculos
iniciais. Durante os proximos nove a doze dias ocorrem crescimento e replicagao,
originando as morulas. As células infectadas geralmente contém muitas moérulas, que
se rompem liberando os corptsculos elementares que irdo infectar novas células,
repetindo o ciclo (McDADE, 1990).

A atividade metabolica de espécies de Ehrlichia tem sido investigada. Os
membros deste género parecem efetuar catabolismo aerdbico e assacarolitico, isto ¢,
ndo utilizam glicose-6-fosfato ou glicose para producdo de ATP. As espécies do
género Ehrlichia utilizam aminoacidos, como a glutamina ou o glutamato como fonte
de energia, porém preferem a glutamina por penetrar melhor no fagossomo que o
glutamato (RIKIHISA, 1991).

2.4. Patogenia da E. canis

O periodo de incubacdo das Ehrlichiose ¢ de aproximadamente uma a trés
semanas, ¢ em geral cursa com febre, depressao e anorexia. A doenca ocorre quando
héa grande numero de organismos. Quando ha poucas células infectadas com Ehrlichia
os mecanismos de defesa do hospedeiro conseguem debelar a infec¢do, ndo ocorrendo
os sinais clinicos. A entrada de Ehrlichia dentro de uma nova célula hospedeira, nao
precisa ser precedida por lise de outra célula infectada, mas pode ocorrer a saida de
organismos da célula por exocitose através da fusdo da membrana do vactolo com a
membrana plasmatica, e¢ entrada na nova célula hospedeira por endocitose
(RIKIHISA, 1991).

As espécies de Ehrlichia, em geral, ndo induzem a uma severa reagio
inflamatoria nos tecidos. Os organismos ehrlichiais inibem a unido do lisossomo com
o vacuolo nos macrofagos e impedem a ativacdo dos mesmos, ndo induzindo a
liberacao de mediadores quimicos, como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral.
No entanto, os macréfagos podem ser ativados por estimulos exdgenos, como
aumento do nivel intracelular de ions célcio, interferon gama e concanavalina A
(RIKIHISA, 1991).

Cada espécie de Ehrlichia parece ter um tropismo por determinados tecidos
onde causara a doenga (RIKIHISA, 1991). Os organismos invadem tecidos
especialmente ricos em células mononucleares, como os linfonodos e bago
(VARELA, 2003). As células infectadas com E. canis sdo comumente achadas na
microvasculatura dos pulmdes, rins e meninges dos caes (RIKIHISA, 1991).

Freqiientemente ocorre linfoadenopatia afolicular na infecg¢do por Ehrlichia. O
desaparecimento de foliculos, deple¢ao de pequenos linfocitos e histiocitose em
linfonodos locais sdo caracteristicas comuns da infec¢do por E. canis. Enquanto que
na infec¢do por A. platys os foliculos permanecem ativos nos linfonodos. A
plasmocitose em diversos 6rgdos ¢ um achado da infeccao por E. canis (RIKIHISA,
1991).

Os achados hematolégicos na infec¢do por Ehrlichia sdo bem evidentes. Pode
ocorrer leucopenia ou leucocitose de acordo com evolugao clinica. A
trombocitopenia ocorre tanto na infec¢do por E. canis quanto por 4. platys e pode ser
imunomediada (RIKIHISA, 1991; HARRUS et al., 1996; BULLA et al., 2004 b). A
infecgdo por E. canis produz aumento das atividades séricas da alanino e aspartato



aminotransferase e fosfatase alcalina, sugerindo necrose hepato-celular (ALMOSNY,
1998) e hipergamaglobulinemia (RIKIHISA, 1992; FELEK et al., 2003).

2.5. Ehrlichiose monocitica canina

Existem trés cepas de E. canis, estas foram isoladas e caracterizadas
geneticamente como: “Florida” (M73226), “Oklahoma” (M73221) e “Israeli”
(U26740). Apesar de estas cepas terem origens geograficas diferentes, hd uma grande
similaridade genética entre elas, de acordo com a seqiiéncia do RNA ribossomal 16S
(KEYSARY, 1996).

A denominag¢do Ehrlichiose Monocitica Canina esté relacionada a infec¢ao de
monocitos por E. canis. Esta doenga também ja foi conhecida como Rickettsiose
Canina, Doenca de Caes “tracker”, Febre Hemorragica Canina, Febre dos Carrapatos
de Caes e Pancitopenia Tropical Canina (WANER e HARRUS, 2000).

Trés fases da doenca tém sido descritas na infec¢do experimental de cdes por
E. canis, mas ndo ¢ facil distingiii-las nos caes naturalmente infectados. Inicialmente,
ocorre a fase aguda, que cursa com sinais multissist€émicos, como febre, anorexia e
depressao. Depois ha desaparecimento dos sinais clinicos, comecando a fase
subclinica, que pode durar de meses a anos. Os cdes imunocompetentes podem
debelar a infec¢do ou avancarem para a fase cronica, ultima fase, quando podem
ocorrer manifestagdes clinicas relacionadas a pancitopenia.

Infecgdes concomitantes por E. canis e outros agentes, como Babesia canis
(MATTHEWMAN et al., 1993) e 4. platys (HUA et al., 2000) tém sido relatadas,
com variavel gravidade de sinais clinicos, sendo de dificil identificagao clinica.

2.5.1. Fase aguda da ehrlichiose monocitica canina

Depois de um periodo de incubacao de oito a vinte dias, o cdo infectado com
E. canis comega apresentar diversos sinais sistémicos, iniciando a fase aguda que dura
de duas a quatro semanas. Nesta fase, os organismos ehrlichiais se multiplicam dentro
das células mononucleares circulantes e nos tecidos fagocitarios mononucleares do
figado, baco e linfonodos, induzindo a linfoadenomegalia e hiperplasia linforreticular
do figado e do baco. As células infectadas atingem outros 6rgaos através da corrente
sanguinea, principalmente, pulmdes, rins e meninges, ¢ aderem-se ao endotélio
vascular, levando a vasculite e infec¢ao tecidual subendotelial (BREITSCHWERDT,
2004).

Os sinais clinicos na fase aguda podem ser suaves e inespecificos, porém
alguns casos podem se apresentar com ameacga a vida. Os sinais incluem depressao,
letargia, anorexia, pirexia, linfoadenomegalia, esplenomegalia e perda suave de peso.
Os cdes podem apresentar tendéncias a sangramento, principalmente petéquias e
equimoses na pele e nas membranas mucosas, € epistaxe ocasional. Os sinais
oculares ndo sdo incomuns e incluem uveite anterior e opacidade corneana, por edema
e/ou deposicdo de precipitados celulares, hifema, vasos retinianos tortuosos e lesdes
focais da coriorretina consistindo em pontos pigmentados centrais com areas
circunvizinhas hiperreflexivas. A hemorragia retiniana resulta em descolamento e
conseqiiente cegueira. Outros sinais clinicos podem incluir vomito, descarga ocular e



nasal serosa ou purulenta, claudicacdo, ataxia e dispnéia (WANER e HARRUS,
2000). Breitschwerdt (2004) relata também nesta fase a presenga de edema nos
membros e escroto.

Durante a fase aguda ocorre trombocitopenia imunomediada. Os mecanismos
da trombocitopenia podem envolver a destruicdo imune, o consumo aumentado de
plaquetas, meia vida diminuida das plaquetas, seqiiestro pelo sistema mononuclear
fagocitario ou pode ser secundario as concentragdes aumentadas do fator circulante
inibidor da migragao plaquetaria (BULLA et al., 2004b).

A contagem de leucoécitos € variavel para Breitschwerdt (2004). BULLA et al.
(2004a) em um estudo retrospectivo de dez anos na cidade de Botucatu, observaram
leucopenia por neutropenia, eosinopenia e linfopenia na fase aguda da doenga em
cdes. Associaram a neutropenia as mesmas causas de trombocitopenia, e a
eosinopenia e linfopenia ao estresse provocado pela doenga.

A anemia estd relacionada a supressdo da produgdo de eritrocitos e a
destruicao acelerada destas células (BREITSCHWERDT, 2004; BULLA et al.,
2004a).

2.5.2. Fase subclinica da ehrlichiose monocitica canina

A fase subclinica da infeccao ocorre apos seis a nove semanas da inoculagao,
mas pode durar meses ou ano. E caracterizada por persisténcia variavel de
trombocitopenia, leucopenia ¢ anemia na auséncia de sinais clinicos. Nesta fase, os
cdes imunocompetentes podem eliminar os organismos ehrlichiais e cessarem a
doenca, ndo entrando na fase cronica (VARELA, 2003; BREITSCHWERDT, 2004).

Varela (2003) afirma que nesta fase os cdes permanecem com titulos de
anticorpos elevados. O diagndstico da doenga subclinica deve ser baseado na
anamnese, na localizacdo geografica do cdo, em titulos persistentes de anticorpos
contra E. canis, leve trombocitopenia e hipergamaglobulinemia. O diagnostico da
doenga nesta fase ¢ um desafio ao Médico Veterinario, porém quando ¢ reconhecido
precocemente esta relacionada a um bom progndstico, antes que o animal entre na
fase cronica, periodo de prognostico sombrio (WANER e HARRUS, 2000).

Harrus et al. (1998) estudando seis caes apos infeccdo experimental com E.
canis, observaram através da reacdo em cadeia de polimerase a presenga de DNA de
E. canis em bago, medula 6ssea e sangue. Os titulos de anticorpos mensurados pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta, desses cdes aumentaram progressivamente
durante os primeiros cinco meses pos-infeccdo, permanecendo elevados por um
periodo adicional de mais de 11 meses, e declinaram depois disso, sugerindo que os
caes estavam se recuperando da doenca. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que cdes clinicamente saudaveis na fase subclinica sdo portadores de
rickettsia, podendo eliminar o parasito e se recuperar sem desenvolver a doenga
clinica cronica.



2.5.3. Fase cronica da ehrlichiose monocitica canina

Segundo Breitschwerdt (2004) os sinais clinicos da fase cronica da ehrlichiose
sdo discretos e ausentes em alguns cdes e graves em outros, sendo diagnosticada por
ocasido da pesquisa de outras doengas. Caes da raga Pastor Alemdo e cdes que
apresentam outras doencas concomitantemente tendem a desenvolver sinais mais
graves nesta fase (RIKIHISA, 1991; KNOWLES, 2002).

Os principais sinais clinicos da doenca cronica sdo fraqueza, depressao,
anorexia, perda cronica de peso, membranas mucosas palidas, febre e edema
periférico, especialmente dos membros e do escroto. Tendéncias a sangramento,
como petéquias € equimoses na pele e nas membranas mucosas € epistaxe sao
achados comuns. Pneumonia intersticial, insuficiéncia renal, artrite e polimiosite
podem ocorrer durante a doenga cronica grave. Algumas desordens reprodutivas
foram associadas também com a ehrlichiose cronica incluindo, sangramento
prolongado durante o estro, infertilidade, abortos e mortes neonatais. Sinais
neurologicos podem ocorrer durante as fases aguda e cronica. Sdo sinais de
meningoencefalite, ou seja, os caes apresentam dores severas no pescoco, paraparesia
ou tetraparesia, ataxia, déficits dos nervos cranianos e convulsdes. Os sinais
neurologicos podem ser atribuidos a hemorragia, plasmocitose e infiltrados
perivasculares nas meninges (McDADE, 1990; WANER e HARRUS, 2000).

Gould et al. (2000) descreveram um caso clinico de cao Labrador Retriever
com quatro anos de idade apresentando uveite bilateral, hemorragia intraocular e
descolamento de retina associada a infec¢ao cronica por E. canis.

As alteragdes hematoldgicas incluem pancitopenia, anemia apldsica,
neutropenia e trombocitopenia em reposta a medula 6ssea hipocelular, com variados
graus de supressdo da série eritroide, mieldide e megacariocitica (WANER e
HARRUS, 2000; BREITSCHWERDT, 2004).

As proteinas séricas estdo acima dos valores esperados na maioria dos caes
soropositivos para E. canis (BREITSCHWERDT, 2004). A hipergamaglobulinemia
pode representar o desenvolvimento de resposta imunomediada a componentes
celulares do hospedeiro, evidéncia que pode ser verificada pela ocorréncia de
eritrofagocitose e glomerulonefrite (KELLY, 1994). A eletroforese das proteinas
séricas revela geralmente gamopatia policlonal ou monoclonal (WANER e HARRUS,
2000; BREITSCHWERDT, 2004). As causas de hipoalbuminemia podem estar
associadas a perda renal das proteinas devido a nefropatia, hemorragias, doenca
hepética, perda periférica, devido a edema causado pela vasculite e também por
compensagdo para manter a pressdo oncotica, devido ao aumento das globulinas
(BREITSCHWERDT, 2004).

Outros achados laboratoriais incluem azotemia, associada muitas vezes a
glomerulonefrite por deposicdo de imunocomplexos; aumento da alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina e bilirrubina total (BREITSCHWERDT, 2004).

Esplenomegalia, linfoadenopatia e plasmocitose em varios 6rgaos de animais
infectados com E. canis foram observados na necropsia. Em cdes experimentalmente
infectados foi visto um grande nimero de moérulas nos pulmdes, bago e linfonodos
mesentéricos e através de microscopia eletronica, em macrofagos pulmonares
(McDADE, 1990; RIKIHISA, 1991).



2.6. Trombocitopenia ciclica canina

Anaplasma platys (FRENCH e HARVEY, 1983) DUMLER, BARBET,
BEKKER, DASCH, PALMER, RAY, RIKIHISA & RURANGIRWA, 2001,
anteriormente chamada de FEhrlichia platys, ¢ uma bactéria que infecta apenas
plaqueta de caes induzindo a doenga conhecida como trombocitopenia ciclica canina.
Foi relatada pela primeira vez nos Estados Unidos por Harvey et al. (1978). Cinco
anos mais tarde, French e Harvey (1983) propuseram a criacdo de uma nova espécie
por ndo apresentar semelhanga antigénica com E. canis.

A seqiiéncia do gene RNA ribossomal 16S de A. platys (INOKUMA et al.,
2002) apresenta uma grande similaridade com A. marginale, A. centrale, A.
phagocytophilum (formado pela E. equi e agente da ehrlichiose granulocitica
humana).

O carrapato vermelho do cdo, R. sanguineus, pode estar envolvido na
transmissao de A. platys (SIMPSON et al., 1991), mas ainda desconhece-se o vetor,
pois experimentalmente ndo foi possivel comprovar (McDADE, 1990;
BREITSCHWERDT, 2004). No entanto, Inokuma et al. (2000) verificaram a presenga
de A. platys em R. sanguineus através da PCR. Sabe-se que através de transfusdo de
sangue de animal infectado, pode ocorrer a transmissao para um cao sadio (McDADE,
1990).

Nas plaquetas de caes infectados podem ser observados diferentes estadios de
desenvolvimento da A. platys. O estadio inicial parece ser representado por corpos
pequenos com uma membrana espessa € um protoplasma moderadamente eletro-
denso. O estadio intermedidrio de desenvolvimento parece ser caracterizado pela
condensacdo do material associada com o DNA na zona central do organismo.
Finalmente, os corpos maduros de 4. platys sdo caracterizados por uma area central
eletro-lucente, com fibrilas de DNA, e uma substidncia granular eletro-densa
periférica, composta de ribossomos. Estes organismos individuais se dividem por
fissdo binaria (INOKUMA et al., 2002).

Inokuma et al. (2002) observaram através de microscopia eletronica que o
lisossomo se localizava préximo ao vactolo contendo moérulas de A. platys, mas ndo
tinha contato, indicando que a infec¢@o por A. platys também impede a fusdo dessas
estruturas como ja foi verificado na infec¢ao por outras espécies de Ehrlichia.

A maioria dos relatos de trombocitopenia ciclica canina ¢ considerada como
uma doenga benigna sem graves sinais clinicos. Conseqiientemente, A. platys nao ¢
considerado um organismo muito patogénico, nem agente de uma doenga muito
importante, porém, outras investigagdes demonstram sinais clinicos mais graves,
similares na severidade aqueles associados com a infec¢@o por E. canis (CHANG e
PAN, 1996; INOKUMA et al., 2002).

Os sinais clinicos da doenca sdo febre, depressdo e anorexia (RIKIHISA,
1991). De acordo com Breitschwerdt (2004) foi observado trombocitopenia ciclica em
intervalos de aproximadamente 10 a 14 dias, discreta anemia normocitica
normocrdmica arregenerativa, leucopenia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia em
caes infectados experimentalmente.

Devido a parasitemia ser ciclica, o diagndstico de A. platys em esfregaco
sanguineo pode ser dificil, sendo as moérulas geralmente encontradas incidentalmente.
Na Venezuela, foram diagnosticados 4.936 casos de infeccdo por A. platys entre
janeiro 1998 e dezembro 1999, por meio da analise do esfregaco sangiiineo
(INOKUMA et al., 2002).



A co-infeccdo por A. platys e E. canis segundo Breitschwerdt (2004) ¢
comum. Na China, Hua et al. (2000) descreveram o caso de um cdo apresentando
febre, epistaxe, anemia e leucopenia, com infeccdo por A. platys e E. canis,
demonstrada pela anéalise do RNA ribossomal do gene 16S. Suksawat et al. (2001)
descreveram dois casos de caes oriundos da Venezuela e Tailandia com infec¢do
mista por E. canis, A. platys e E. equi.

2.7. Diagnéstico de ehrlichiose monocitica canina e trombocitopenia ciclica
canina

A ehrlichiose monocitica canina e a trombocitopenia ciclica canina sao
diagnosticadas com base nos sinais clinicos e achados laboratoriais incluindo
sorologia, anormalidades hematolégicas e alteracdes na bioquimica sérica.
Trombocitopenia ¢ o achado hematoldégico mais comum. As anormalidades
bioquimicas séricas constam de hiperproteinemia, resultante de hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia e aumento da atividade sérica da alanina aminotransferase e
fosfatase alcalina (VARELA, 2003). Para Waner e Harrus (2000) os proprietarios
podem relatar infec¢do anterior por carrapato ou uma visita recente a uma area
endémica. O diagnodstico da ehrlichiose canina ¢ confirmado pela visualizacdo de
morulas em exame de esfregago sangiiineo nos mondcitos circulantes, deteccdo de
altos titulos de anticorpos para E. canis, ou ainda pela demonstracdo do DNA de E.
canis pela PCR.

As provas soroldgicas podem detectar a presenga de anticorpos mesmo depois
da melhora clinica, fato que dificulta a avaliacdo da eficacia dos antibioticos no
controle da infec¢do. Na fase aguda, os animais que falharam na produgdo de
anticorpos ou nos primeiros dias pds-infecgdo podem gerar resultados falso-negativos
na sorologia. Resultados falso-positivos podem ser gerados na sorologia pela grande
reacdo cruzada entre E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii e outras espécies de Ehrlichia
(WEN et al., 1997). A PCR possui a vantagem de detectar o DNA ehrlichial nos
primeiros dias pds-infecgdo e € bastante especifico desde que usados “primers” que
amplifiquem DNA da espécie investigada.

2.7.1. Diagnostico citologico

Para a visualizacdo de morulas, o exame microscopio direto do esfregaco
sangliineo ¢ simples e barato e fornece um registro permanente (RIKIHISA, 1991).
Para Varela (2003) a visualizacdo de morulas prové um diagnostico definitivo,
embora seja um processo demorado e com muitos resultados falso-negativos.

O diagndstico de ehrlichiose pode ser efetuado através da observacdo de
inclusdes intracitoplasmaticas de coloracdo basofilica a purpura em esfregago
sangiiineo periférico ou em concentrado leucocitdrio, corados pelo método de
Romanowsky (GREENE e HARVEY, 1984) ou por Giemsa ou Diff-Quik
(RIKIHISA, 1991).

Almosny (1998) e Torres (2002) verificaram nos primeiros dias pos-
inoculagdo inclusdes basofilicas em células mononucleares, representadas por
elementos arredondados e pequenos, que diferiam das granulagdes azurofilas. As
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inclusdes foram caracterizadas como corpusculos iniciais de E. canis, descrito por
Elias (1991) como a forma mais caracteristica no diagndstico laboratorial de
ehrlichiose canina, devido ao baixo percentual de células parasitadas por moérulas. A
observagao de corpusculos iniciais eleva a possibilidade de diagndstico positivo para
cerca de 88%, ja que segundo Harrus et al. (1997) as morulas s6 sdo encontradas em
4% dos casos positivos.

As morulas de 4. platys sdao mais visualizadas no primeiro episodio de
trombocitopenia e podem estar presentes de forma intermitente, sendo dificilmente
vistas na fase cronica (CHANG e PAN 1996).

2.7.2. Isolamento em cultivo celular

Comparando técnicas para o diagnostico de ehrlichiose canina, Igbal et al.
(1994a) e Rikihisa (1991), afirmaram que o isolamento de E. canis em cultivo celular
¢ o método mais sensivel e seguro, porém impraticavel por necessitar de longo
periodo para apresentar resultados e requerer disponibilidade de cultura celular de boa
qualidade assim como, condigdes laboratoriais adequadas, além do seu alto custo.
Esse teste deve ser o de elei¢dao para avaliagao de agentes quimioterapicos, pela sua
alta sensibilidade (IQBAL et al., 1994b).

Kaminjolo et al. (1976) descreveram o isolamento de E. canis em cultura de
monoécitos e posterior inoculagdo em caes, onde observaram a presenca de
corpusculos elementares e iniciais nestes animais. Torres (2002) também descreve o
isolamento e a propagacdo de E. canis em mondcitos realizado no Brasil.

2.7.3. Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

A reagdo em cadeia de polimerase tem demonstrado ser uma técnica altamente
sensivel e especifica para diagnostico de ehrlichiose (IQBAL et al. 1994a).

A amplificagdo do DNA Ehrlichia a partir de amostras clinicas ¢ importante
para a deteccdo e diferenciacdo das espécies de Ehrlichia, porque esses organismos
crescem lentamente e em limitadas linhagens celulares e, ainda, hd varios niveis de
reacdo cruzada limitando a diferenciacdo soroldgica de varias espécies. No momento,
a PCR estd sendo usada para detec¢do de gene RNA ribossomal 16S (SUMMER et
al., 1997).

Chang e Pan (1996) demonstraram ser o “two-step” PCR altamente sensivel e
especifico para o diagndstico de 4. platys, usando “primers” da seqiiéncia do gene
RNA ribossomal 16S.

A “nested” PCR ¢ muito sensivel e especifica para a deteccdo de E. canis,
sendo ttil para o diagnostico laboratorial e para verificacdo de eficicia de antibioticos
contra essa infeccao (WEN et al., 1997).
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2.7.4. Diagnostico sorolégico

O diagnostico das doencas ehrlichiais ¢ possivel porque todos os organismos
ehrlichiais induzem a uma resposta humoral especifica. Contudo, esses testes, sem 0
suporte das informacgdes clinicas, provéem limitada informacgao para o diagnostico da
doenca (RIKIHISA, 1991).

2.7.4.1. Imunofluorescéncia indireta

Para Waner e Harrus (2000) e Varela (2003) a prova de imunofluorescéncia
indireta ¢ considerada mais aceitavel, o padrao ouro, para diagnostico da ehrlichiose
canina. E uma das técnicas mais utilizadas tanto para inquéritos epidemioldgicos
quanto para estudos clinicos individuais.

A deteccao de anticorpos, imunoglobulinas G anti - E. canis, pode ser feita por
imunofluorescéncia indireta 21 dias apds a infecgdo. Altos titulos de anticorpos
podem permanecer por varios anos em cdes que tenham se recuperado clinicamente
de ehrlichiose, e declina gradualmente em trés a cinco meses depois do tratamento
efetivo. Titulo positivo na imunofluorescéncia indireta para E. canis significa
infeccdo ativa ou exposi¢cdo passada (BANETH et al., 1996). Alguns animais podem
apresentar um decréscimo rapido no titulo de anticorpos, enquanto que outros podem
permanecer com titulos elevados por semanas ou meses (MAGNARELLI et al., 1993)

Baneth et al. (1996) afirmaram que a soroprevaléncia da ehrlichiose depende
da localizacao geografica, da amostragem e do titulo considerado positivo. Titulos de
anticorpos comumente considerados positivos depende da referéncia do laboratorio,
podem ser adotadas como reagentes nas diluigdes de 1:10, 1:20 e 1:40.

Em 1983, French e Harvey padronizaram o teste de Imunofluorescéncia
Indireta para deteccdo de anticorpos séricos para A. platys. Esse teste € util para o
diagnédstico da Trombocitopenia Ciclica quando a parasitemia estd baixa ou ausente.
No entanto, ¢ limitado pela dificuldade em conseguir antigeno, pois o cultivo de 4.
platys até o momento ndo foi possivel (CHANG e PAN, 1996).

Arraga-Alvarado et al. (2003) relataram preparagdo de antigeno de 4. platys
com plasma concentrado em plaquetas parasitadas.

2.7.4.2. Imunoensaio enzimatico

O DOT-ELISA, imunoensaio enzimatico, ¢ um procedimento sensivel que
detecta anticorpos séricos que nao precisa de equipamentos caros, o antigeno fixado
em nitrocelulose permanece estavel por mais de um ano, apresenta facilidade para
interpretagdao sem necessidade de treinamento especial e os resultados ddo um registro
permanente das reacdes (CADMAN et al., 1994).

Alguns kits desenvolvidos em escala comercial usam como antigeno a
Ehrlichia integra, Imunocomb R (Biogal, Israel) ou proteinas especificas, p-30 e p30-
1 de E. canis, SnapR 3 Dx assay (Idexx Laboratories Inc., USA) (HARRUS et al.,
2002).
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2.7.4.3. Western immunoblotting

Esta técnica sorologica se baseia na detecgdo de moléculas protéicas por
anticorpos especificos, apos serem isoladas e transportadas para um suporte inerte.

A técnica de Western Immunoblotting ¢ quase tdo sensivel quanto a
imunofluorescéncia indireta. A leitura resulta em achados mais precisos, pois o leitor
ndo ¢ influenciado pela sensibilidade visual, como no caso da interpretacao das
reacdes de imunofluorescéncia indireta. Embora, seja uma técnica mais cara, mais
demorada e que exige maior demanda técnica comparada com a imunofluorescéncia
indireta (IQBAL et al. 1994a), para esses autores, essa técnica identifica anticorpos a
partir do quarto dia pos-exposigao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Periodo e Local de Trabalho

Este estudo foi realizado no periodo de maio de 2004 a julho de 2005,
utilizando o Setor de Clinica Médica Veterinaria, os Laboratorios de Patologia
Clinica, Doengas Parasitarias e de Parasitologia do Hospital Veterinario do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), Cuiaba,
Mato Grosso. Os procedimentos das técnicas moleculares foram realizados no
Laboratorio de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Campus Jaboticabal — Universidade do Estado de Sao Paulo (UNESP),
Jaboticabal, Sdo Paulo.

3.2. Selecao dos Animais

No Setor de Clinica M¢édica Veterinaria do Hospital Veterinario foram
selecionados 195 cdes com alteragdes clinicas sugestivas de ehrlichiose monocitica
canina e trombocitopenia ciclica canina, ou que residiam no mesmo local de caes com
ehrlichiose canina diagnosticada pela observa¢do microscopica de formas evolutivas
nos esfregacos sangiiineos corados.

Todos os animais foram submetidos ao exame clinico, incluindo uma
detalhada anamnese e exame fisico. Para facilitar a analise de dados foi usada uma
ficha clinica (Anexo 1) com dados sobre a origem, residéncia, sexo, raga, idade e
infestagdes anteriores ou atuais por carrapatos, além dos sinais clinicos observados.

A escolha das amostras se deu de forma aleatéria ap6s a formacao dos grupos
pelos resultados do exame de esfregago sangiiineo, ndo sendo processadas na
totalidade pelo 6nus das provas moleculares.

3.3. Procedimento da Coleta e Identificacao dos Carrapatos

Para a coleta de carrapatos, os caes foram examinados, especialmente no
pavilhdo auricular e espacos interdigitais, para detec¢do de infestagdo. Os espécimes
adultos encontrados foram coletados, conservados em alcool 70° GL e identificados
no Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da UFMT, segundo chave proposta por
Aragdo e Fonseca (1961).

3.4. Procedimento da Coleta de Sangue e Preservac¢io das Amostras

Amostras sangiiineas foram colhidas a partir de venipuncdo cefalica ou
jugular, sendo armazenadas em tubos de ensaio contendo &acido etileno diamino
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tetracético (EDTA), para o hemograma e reagdo em cadeia de polimerase; e fluoreto
de sodio, para determinagdo de glicemia e outro sem anticoagulante, para realizagado
das andlises bioquimicas.

Os esfregagos sangiiineos foram confeccionados utilizando a primeira e
segunda gota ap6s punc¢do da ponta do pavilhdo auricular; de sangue venoso e de capa
leucocitaria obtida apds centrifugacdo do sangue total em tubos de microhematdcrito,
corados pela técnica para diferenciacdo rapida em hematologia (Newprov®).

As amostras de sangue com EDTA para realizacao de técnicas moleculares,
foram armazenadas em freezer a — 20 °C. Essas amostras foram enviadas refrigeradas
em recipiente térmico através da Empresa Brasileira de Correios e Telégrafos, ao
Laboratorio de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterindrias — Campus Jaboticabal — UNESP, para processamento da PCR.

3.5. Analises Clinicas

No hemograma foram avaliados volume globular, hematimetria,
hemoglobinometria, leucometria global e especifica, hematoscopia e leucocitoscopia
realizados de acordo com Kaneko (1997).

A contagem de plaquetas foi realizada em camara de Neubauer utilizando-se
como diluente oxalato de amonio a 5% (KANEKO, 1997).

A determinagdo dos valores séricos de uréia, creatinina, glicose, aspartato
amino transferase, alanina amino transferase, fosfatase alcalina, bilirrubina total e
direta e albumina foram realizados utilizando-se kits comerciais (Labtest®), enquanto
a concentragdo sérica de bilirrubina indireta e globulina foram determinadas através
de calculos aritméticos no Laboratério de Patologia Clinica da Universidade Federal
de Mato Grosso (KANEKO, 1997).

Os niveis plasmaticos de proteina total e fibrinogénio foram determinados por
refratometria (KANEKO, 1997).

3.6. Analise do Esfregaco Sangiiineo

As laminas de esfregago sangiiineo foram analisadas através de microscopia
Optica, utilizando objetiva com aumento 100 vezes (Olympus®) para avaliacdo da
presenga de morulas em leucdcitos e plaquetas.

3.7. Amostras utilizadas na PCR

Para a caracterizagdo das espécies envolvidas neste estudo, foram formados
quatro grupos para investigagao da infec¢do, utilizando PCR, sendo selecionados 15
amostras que ndo apresentavam nenhuma morula no esfregaco sanguineo, 15
amostras de caes que apresentavam morulas em células monociticas e granulociticas,
15 amostras de caes que apresentavam morulas apenas em plaquetas e 15 amostras de
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cdes que haviam sido observadas morulas tanto em plaquetas, quanto em células
monociticas e granulociticas.

3.8. Extracao de Material Genomico (DNA)

O material gendmico foi extraido a partir de aliquotas de 200uL. de sangue
total de cdes com EDTA como anticoagulante, utilizando-se 0 QIAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen ®), conforme instrugdes do fabricante. Este DNA foi armazenado a
—20°C até a sua utilizagao.

Amostras de sangue de cdes com infec¢do confirmada pela presenca de formas
caracteristicas da familia Anaplasmataceae em esfregago sanguineo e aquelas isentas
destas infec¢des, foram também submetidas a extragdo de DNA para serem usadas
como controles positivos e negativos nas reacoes.

3.9. Reacido em Cadeia de Polimerase

3.9.1. Oligonucleotideos Iniciadores (Primers)

Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) selecionados para a
realizacdo da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) baseados em seqiiéncias parciais
do gene 16SrRNA dos organismos FEhrlichia canis e Anaplasma platys. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para a primeira etapa de amplificagdo para o
género Ehrlichia foram ECC (5'- aga acg aac gct ggc ggc aag cc - 3") e ECB (57- cgt
att acc gcg get get gge - 37), e para a segunda etapa de amplificacdo para a espécie E.
canis foram ECAN e HE3, que amplificam fragmentos de 458 e 398 pares de bases,
respectivamente (WEN et al., 1997; MURPHY et al., 1998).

Para o Anaplasma platys, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
PLATYS —F (5'- aag tcg aac gga ttt ttg tc —3") e PLATYS —R” (5'- ctt taa ctt acc gaa
cc — 37), que amplificam um fragmento de 504 pares de bases (INOKUMA et al.,
2001).

3.9.2. Amplificacdo de Ehrlichia canis

Para a primeira etapa (PCR) e segunda (nested PCR) de amplificagdo foram
utilizadas a técnica descrita por MURPHY et al. (1998) com algumas modificagdes.

A primeira etapa de amplificacdo (PCR) para o género Ehrlichia foi realizada
utilizando-se uma reagdo de volume total de 50 uL, com uma mistura contendo 10 uL
de DNA-amostra ( ~ 1 pug de DNA); 0,2 mM de cada deoxinucleotideo (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen ®), 1,5 mM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen
®), 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen ®), 1,25U de Taqg DNA
polimerase recombinante (Invitrogen ®), Tampao de PCR 10X (Invitrogen ®) ¢ dgua
ultra-pura gsp. A seqiiéncia térmica e de tempo consistiu de 94° C por 3 minutos,
seguido por 30 ciclos de 94° C por 1 minuto, 65 °C por 2 minutos e 72 °C por 2
minutos e uma extensao final de 72 °C por 5 minutos.
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A segunda etapa de amplificacdo (nested PCR) para a espécie E. canis, foi
realizada com as mesmas condi¢des da PCR, exceto que o DNA-amostra foi de 1,0
puL do produto amplificado da PCR. A seqiiéncia térmica e de tempo consistiu de dois
ciclos de 94° C por 1 minuto, 55 ° C por 2 minutos, ¢ 72 °C por 90 segundos, seguidos
por 37 ciclos de 92° C por 1 minuto, 55 °C por 2 minutos e 72 °C por 90 segundos, e
uma extensao final de 72 °C por 5 minutos.

As reagdes de amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador
Modelo PTC-200 (MJ — Research, Inc.™).

3.9.3. Amplificacido de Anaplasma platys

A amplificagdo (PCR) para o Anaplasma platys foi realizada utilizando-se
uma reacao de volume total de 50 pulL, com uma mistura contendo 10 uL de DNA-
amostra (~ 1 pg de DNA), 0,2 mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP) (Invitrogen ®), 1,6 mM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen ®), 20 pmol de
cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen ®),0,75U de Taq DNA polimerase
recombinante (Invitrogen ®), Tampao de PCR 10X (Invitrogen ®) e agua ultra-pura
qsp. A seqiiéncia térmica e de tempo consistiu de 94° C por 5 minutos, seguido por 40
ciclos de 95° C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 90 segundos, ¢
uma extensdo final de 72 °C por 5 minutos.

Uma segunda etapa de amplificagdo (nested PCR) para o A. platys, foi
realizada com as mesmas condi¢des da reacdo de PCR, exceto que o DNA-amostra foi
de 1,0 uL do produto amplificado da PCR. A seqiiéncia térmica e de tempo foi a
mesma utilizada na primeira etapa.

As reagdes de amplificacdes foram realizadas em aparelho termociclador
Modelo PTC-200 (MJ — Research, Inc.™).

3.9.4. Analise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em Gel de Agarose
a 1,5% corado com Brometo de Etideo 0,01% em cuba horizontal com tampao de
Corrida TEB 1X (Tris-base, Acido Borico e EDTA dissédico, pH= 8,0), sob fonte de
100V/50mA, durante 2 horas de corrida. A leitura foi realizada em transluminador de
luz ultravioleta -Transluminator-UV light Box — model 2020E (Stratagene ®), com
posterior documentacao fotografica com o programa Stratagene - Eagle Sight (Eagle
Eye II — PII Computer W/MiniCamera) e impressdao (Mitsubishi —Video Copy
Processor ®).

3.10. Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos, foi utilizado o método ndo
paramétrico do qui-quadrado, através do programa Epi info versdo 3.3.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos esfregacos sangliineos de sangue venoso, capa leucocitdria e sangue de
ponta de orelha dos 195 caes estudados foram observadas modrulas em monocitos,
linfécitos, neutrédfilos, eosinofilos e plaquetas.

Com base no estudo feito com E. canis por Almosny (1998) que verificou
morulas em outras células, além da série monocitica e achados clinicos inespecificos.
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizada neste estudo confirmou a eficiéncia
do diagndstico pela técnica de esfregaco sangiiineo, além de ter identificado duas
espécies envolvidas no parasitismo dos caes atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Mato Grosso.

Apods exame de esfregaco sanguineo, em 29 (14,9%) cdes foram observadas
morulas de E. canis em leucécitos, em 83 (42,6%) verificou-se a presenga de morulas
de E. canis e A. platys em leucdcitos e plaquetas, respectivamente; em 54 (27,7%)
amostras foram visualizadas moérulas somente de A. platys em plaquetas e em 29
(14,9%) amostras ndo foram encontradas morulas. Este ultimo grupo foi considerado
“negativo” nesta técnica.

Dos quinze cdes que foram visualizadas morulas exclusivamente em
leucécitos, quatro apresentaram amplificacdo de DNA de E. canis. Nas amostras
sangiiineas dos quinze caes onde se observaram moérulas apenas em plaquetas houve
amplificacdo de DNA de E. canis em duas amostras e concomitantemente E. canis €
A. platys, em outras duas amostras. Entre o grupo de cdes que apresentaram morulas
tanto em leucocitos quanto em plaquetas, constatou-se DNA de E. canis em trés
animais. J4 no grupo onde ndo foram observadas moérulas, em quatro cdes ocorreu
amplificacdo de DNA para E. canis.

Em sintese, nas sessenta amostras analisadas pela PCR, foi constatada em 13
(21,7%) a amplificacdo de DNA de E. canis e em duas (3,3%) a amplificagdo
concomitante de DNA de E. canis e A. platys.

Para uma melhor caracterizacdo dos efeitos do parasitismo por E. canis e A.
platys em caes, foram avaliados os aspectos demogréficos, aspectos clinicos, achados
hematologicos e achados bioquimicos, cujos resultados e discussdo sdo apresentados
em topicos proprios, seguidos pelos resultados e discussdo das técnicas de diagnostico
laboratorial empregadas.

4.1. Caracteristicas Demograficas

4.1.1. Associacao entre idade e sexo dos cies e o parasitismo por E. canis e A.
platys.

Dentre as faixas etarias dos caes atendidos com suspeita de ehrlichiose nao
houve diferenca significativa (Tabela 01), concordando com as observacdes de Harrus
et al. (1997) e divergindo dos achados de Baneth et al. (1996), que justificam maior
prevaléncia entre cies adultos e idosos, por apresentarem mais tempo de exposi¢do ao
hospedeiro invertebrado ¢ maior suscetibilidade para os caes idosos.
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Tabela 01. Freqliéncia do parasitismo por Ehrlichia canis e Anaplasma platys por
faixa etaria dos caes atendidos no Hospital Veterindrio da UFMT, durante o periodo
de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
Faixa E. canis A. platys  E.canise Negativo  E. canis  E.canise Negativo
etaria n=29 n=54 A. platys n=29 n=13 A. platys n=45
n=83 n=2
9 17 32 8 2 - 16
<1 ano
31,03% 31,48% 38,10% 27,59% 15,39% - 35,55%
9 23 24 17 7 2 17
1 a4 anos
31,03% 42,59% 28,57% 58,62% 53,85% 100% 37,77%
9 10 13 2 1 - 5
4 a 8 anos
31,03% 18,52% 15,48% 6,90% 7,70% - 11,11%
2 4 14 3 3 - 7
> 8§ anos
6,90% 7,41% 16,67% 10,34% 23,10% - 15,55%

A avaliagdo dos esfregacos sanguineos ndao mostrou uma diferenga
significativa (p>0,05) entre o nimero de fémeas e machos parasitados por E. canis
e/ou A. platys (Tabela 02). Também nao foi demonstrada predisposicao sexual, nos
cdes que apresentaram amplificagdo de DNA de E.canis e A. platys, apesar do nimero
de individuos com infec¢do ser muito pequeno, dificultando tal anélise. Da mesma
forma, no estudo de Harrus et al. (1997) ndo foi verificada predisposi¢ao sexual.

Tabela 02. Freqliéncia do parasitismo por Ehrlichia canis e Anaplasma platys por
sexo dos caes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT, durante o periodo de maio
de 2004 a julho de 2005.

Esfregago sanguineo (n=195) PCR (n=60)
S E. canis  A.platys E.canise Negativo  E.canis E. canise Negativo
exo
n=29 n=54 A. platys n=29 n=13 A. platys n=45
n=83 n=2
10 29 42 11 7 1 24
Macho
34,48% 53,70% 50,60% 37,93% 53,85% 50,00% 53,33%
19 25 41 18 6 1 21
Fémea

65,52% 46,30% 49,40% 62,07% 46,15% 50,00% 46,67%
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4.1.2. Associacao entre o local de residéncia dos caes, a presenca de carrapatos, a
raca e o parasitismo por E. canis e A. platys.

A maioria dos animais estudados era proveniente de domicilios da zona
urbana. Apenas cinco caes viviam em apartamentos, oito na zona rural e trés
freqlientavam esporadicamente a zona rural. Devido a esta distribuicdo desigual na
amostragem nao foi possivel relacionar o ambiente de vida dos animais aos riscos de
infecgdo por E. canis e A. platys (Tabela 03).

Tabela 03. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis e Anaplasma platys por
tipo de moradia dos caes atendidos no Hospital Veterindrio da UFMT, durante o
periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
i E. canis  A.platys E. canise Negativo  E.canis E.canise Negativo
Moradia
n=29 n=54 A. platys n=29 n=13 A. platys n=45
n=83 n=2
2 - 2 1 1 - 1
Apartamento

6,90% - 2,41% 3,45% 7,70% - 2,22%

26 53 73 27 12 2 41

Casa urbana
89,66%  98,15% 87,95% 93,10% 92,30% 100,0% 91,11%

Domicilio - 1 6 1 - - 2
rural - 1,85% 7,23% 3,45% - - 4,44%

Esporadico 1 - 2 - - - 1
rural 3,45% - 2,41% - - - 2,22%

A maioria dos animais apresentava infestacdo por carrapatos no momento da
consulta veterinaria (65,1%) ou anteriormente (24,6%). Poucos (10,3%) proprietarios
relataram que seus cdes nunca tiveram contato com o vetor (Tabela 04). Mesmo neste
ultimo grupo, foi possivel constatar a infeccao por E. canis e A. platys, sugerindo
outras formas de transmissdo, que ainda precisam ser mais estudadas. No entanto, o
mais provavel ¢ que as informacdes obtidas dos proprietarios estivessem incorretas
devido ao desconhecimento do mesmo sobre a presenca do vetor em seus animais,
relatando que estes nunca apresentaram carrapatos. Todos os carrapatos coletados
foram identificados como pertencentes a espécie R. sanguineus.
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Tabela 04: Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis e Anaplasma platys e a
presenca de carrapatos nos caes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT, durante
o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
Presenca
d E. canis A platys  E. canise  Negativo E. canis  E.canise  Negativo
e
n=29 n=54 A. platys n=29 n=13 A. platys n=45
carrapatos
n=83 n=2
Com 16 35 58 18 8 1 34
infestagdo  55,17% 64,81% 69,88% 62,07% 61,54% 50% 75,55%
Infestacao 11 13 16 8 5 - 5
anterior 37,93% 24,07% 19,28% 27,59% 38,46% - 11,11%
Infestacao 2 6 9 3 - 1 6
nao
6,90% 11,11% 10,84% 10,34% - 50% 13,33%
relatada

Dentre os 195 caes atendidos, diferentes ragas foram examinadas, ndo havendo
predominancia da infec¢do entre elas. Este estudo foi composto por 39 (20%) caes
sem raga definida, 26 (13,33%) Pit Bull, 16 (8,20%) Pastor Alemao, 12 (6,15%)
Poodle, 12 (6,15%) Dachshund, 12 (6,15%) Rottweiler, 10 (5,23%) Cocker Spaniel,
10 (5,23%) Fila Brasileiro, 8 (4,10%) Pinscher, 7 (3,60%) Boxer, 6 (3,07%)
Dobermann, 5 (2,54%) Labrador Retriever e 32 (16,41%) animais pertencentes a
outras racas. A da deteccdo de DNA de E. canis e/ou A. platys nao ocorreu em cao da
raca Pastor Alemao, entretanto, dos 195 cdes analisados pela técnica de esfregacgo
sanguineo, quatorze apresentaram moérulas em leucdcitos e/ou plaquetas. Segundo
Harrus et al. (1997) relataram maior gravidade dos sinais clinicos em caes da racga
Pastor Alemao, o que ndo foi observado neste estudo.

4.2. Aspectos Clinicos da infeccao por E. canis e A. platys

Neste estudo, foi observado, apenas treze caes sem alteragdes clinicas, sendo
estes contactantes de cdes com ehrlichiose.

Nos cdes com ehrlichiose canina e trombocitopenia ciclica canina, a partir da
observac¢do de morulas de E. canis e A. platys nos esfregagos sangiiineos, ndo foram
demonstradas diferencgas significativas na sintomatologia clinica da doenga. Os caes
com infec¢do por E. canis constatada pela PCR, apresentaram sinais clinicos
inespecificos, como apatia, anorexia e febre. Também apresentaram disturbios
oftdlmicos e tendéncias a hemorragia, além de esplenomegalia, concordando com os
descritos por Harrus et al. (1997) e Matthewman et al. (1993) em estudos de
ehrlichiose canina diagnosticada através do teste de imunofluorescéncia indireta.

21



Na Tabela 05 pode ser visualizada os principais sinais clinicos dos cides com
suspeita clinica de ehrlichiose monocitica canina e trombocitopenia ciclica canina,
diagnosticados pelo exame de esfregaco sanguineo corado e pela PCR.

Tabela 05. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e dos
principais sinais clinicos nos caes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT,
durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
E. canis  A.platys  E. canis Negativo E.canis  E.canis  Negativo
Sinais clinicos*  n=29 n=54 e n=29 n=13 e n=45
A. platys A. platys
n=83 n=2
8 13 16 10 4 1 12
Apatia
27,59%  24,07% 19,27%  34,48%  30,77% 50,0% 26,66%
3 5 10 7 2 - 4
Anorexia
10,34% 9,26% 12,05%  24,13% 15,38% - 8,88%
7 8 12 5 3 1 5
Pirexia
24,13% 14,81% 14,45% 17,24%  23,07% 50,0% 11,11%
17 30 48 16 6 1 28
Linfoadenopatia
58,62%  55,55% 57,83%  55,17%  46,15% 50,0% 62,22%
4 6 15 2 2 - 3
Esplenomegalia
13,79%  11,11% 18,07% 6,90% 15,38% - 6,66%
3 12 13 6 2 1 11
Perda de peso
10,34%  22,22% 15,66%  20,69% 15,38% 50,0% 24,44%
Disturbios 7 12 31 11 3 - 9
oftalmicos 24,13%  22,22% 37,35%  37,93%  23,07% - 20,0%
Distarbios 5 6 4 3 5 - 4
hemorragicos 17,24% 11,11% 4,82% 10,34%  38,46% - 8,88%
Palidez de 7 7 11 6 3 - 8
mucosas 24,13% 12,96% 13,25%  20,69%  23,07% - 17,77%

* sinais concomitantes

Dentre os sinais clinicos observados houve maior freqiiéncia, estatisticamente
significativa, de disturbios hemorragicos (Figura 01 e 02) nos cdes com infec¢ao por
E. canis, comprovada pela PCR.
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Figura 01. Cao infectado por Ehrlichia canis, confirmado pela observacao de formas
evolutivas em esfregago sangiiineo corado, apresentando apatia e epistaxe unilateral
(A) epistaxe com intensa hemorragia apods agitacdo do animal (B).

Figura 02. Cadela infectada por Ehrlichia canis, confirmado pela observagdo de
formas evolutivas em esfregago sangiiineo corado, apresentando palidez e petéquias
na mucosa oral (A) e vaginal (B).

23



Neste estudo, a maioria dos achados clinicos dos caes com chrlichiose
diagnosticadas pela PCR ndo induziram o grave comprometimento sistémico. De
forma semelhante Almosny (1998) e Torres (2002), em cdes sem raga definida
descreveram sinais clinicos brandos em caes infectados experimentalmente. Sinais
mais severos foram observados em poucos caes, e geralmente estavam associados a
outras patologias. De acordo, com Almosny (1998) o abrandamento dos sinais
clinicos pode ser justificado pela relacdo parasito-hospedeiro decorrente da
estabilidade enzoodtica em areas endémicas, pois os relatos de cdes infectados na
Guerra do Vietnd eram muito graves com progndstico sombrio (HUXSOLL et al.,
1969), mesmo na fase aguda.

Nos dois cdes que tiveram comprovacgdo de diagndstico pela PCR de infec¢ao
concomitante por E. canis € A. platys também foram identificados sinais clinicos
inespecificos como apatia, febre, linfoadenopatia e perda de peso no momento do
exame clinico, mas pelas alteragdes hematologicas observadas. Aparentemente,
estavam no inicio da fase cronica da infeccao, periodo de prognoéstico desfavoravel.

4.3. Achados Hematologicos

4.3.1. Alteracoes eritrocitarias

A principal forma de anemia observada foi anemia normocitica
normocromica, sendo que em 27 cdes com infeccdo por E. canis, A. platys e co-
infeccdo pelos dois agentes, havia sinais de regeneracdo e em 16 cdes ndo havia
achados indicativos de resposta medular (Tabela 06). Trés caes com E. canis,
diagnosticados através da PCR, apresentaram anemia normocitica normocrdmica,
sendo esta a forma mais observada na ehrlichiose, como também foi citado por
Almosny (1998). Neste estudo, um ndo apresentou sinais de regeneracdo, indicando
deplecao medular.

Os cdes que apresentaram infeccdo concomitante por E. canis e A. platys
diagnosticados através da PCR, exibiram anemia arregenerativa, sugerindo infec¢do
cronica.

4.3.2. Alteracoes leucocitarias e das plaquetas

Nos caes com ehrlichiose monocitica e trombocitopenia ciclica, confirmada
pela observagdo de morulas de E. canis e A. platys em esfregaco sangiiineo, nao
houve diferenca significativa nos achados leucocitdrios, quanto a contagem de
neutr6filos e mondcitos. Ja, nos animais que apresentaram leucopenia e linfopenia,
houve diferenca significativa entre os grupos, negativo e com infec¢do por E. canis, €
0 negativo e os com co-infec¢do por E. canis e A. platys, respectivamente, havendo
predominio desses achados no grupo considerado negativo. Nos cdes com infec¢dao
por A. platys foi verificado superioridade de eosinofilia comparado aos com infec¢ao
mista por A. platys e E. canis. Tais achados demonstram a variagdo do leucograma
nos quadros clinicos de ehrlichiose monocitica canina e trombocitopenia ciclica
canina, que varia de acordo com a fase da doenga.
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Tabela 06. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e das
principais alteragdes eritrocitarias nos caes atendidos no Hospital Veterinario da
UFMT, durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregago sanguineo (n=195) PCR (n=60)

Alteragoes E. canis  A.platys E.canise Negativo E.canis E.canise Negativo
eritrocitarias n=29 n=54 A. platys n=29 n=13 A. platys n=45
n=83 n=2

Anemia 5 7 15 7 2 - 8
normocitica 17,24% 12,96% 18,07% 24,14% 15,38%

normocromica 17,80%
regenerativa

Anemia 1 4 11 3 1 - 2
normocitica 3,45% 7,41% 13,25% 10,34% 7,70%

normocromica 4,50%
arregenerativa

Anemia 2 4 7 1 1 - 4
normocitica 6,90% 7,41% 8,43% 3,45% 7,70%

hipocromica 8,90%
regenerativa

Anemia - 5 1 4 - 2 2
normocitica 9,26% 1,20% 13,79%

hipocromica 100,0% 4,50%
arregenerativa

Anemia 1 - - - - - -
microcitica 3,45%

normocromica

regenerativa

Anemia 1 - - - - - -
microcitica 3,45%

normocromica

arregenerativa

A contagem global de leucocitos encontrava-se diminuida em um cdo com
E.canis, diagnosticado através da PCR, e aumentada em cinco (Tabela 07). Ja, um dos
cdes com co-infeccdo por E. canis e A. platys apresentava contagem de leucocitos
diminuida.
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Tabela 07. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e das
principais alteragdes leucocitarias nos caes atendidos no Hospital Veterinario da
UFMT, durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
Alteracdes E. canis  A. platys  E. canis  Negativo E. canis E. canis  Negativo
leucocitirias n=29 n=54 e n=29 n=13 e n=45
A. platys A. platys
n=83 n=2
Leucocitose 3 6 12 3 5 - 7
10,34% 11,11% 14,46% 10,34%  38,46% 15,55%
Leucopenia 2 9 11 9 1 1 9
6,90% 16,67% 13,25% 31,03% 7,69% 50,0% 20,0%
Neutrofilia 5 6 12 4 4 - 7
17,24% 11,11% 14,46% 13,79%  30,77% 15,55%
Neutropenia 1 3 5 3 1 - 5
3,45% 5,56% 6,02% 10,34% 7,69% 11,11%
Linfocitose - 4 7 1 2 - 3
7,41% 8,43% 3,45% 15,38% 6,66%
Linfopenia 4 7 4 6 3 1 4
13,79% 12,96% 4,82% 20,69%  23,07% 50,0% 8,88%
Monocitose 2 4 7 - 1 - -
6,90% 7,41% 8,43% 7,69%
Monocitopenia - 5 5 4 2 - 3
9,26% 6,02% 13,79% 15,38% 6,66%
Eosinofilia 3 11 6 3 2 - 7
10,34%  20,37% 7,23% 10,34% 15,38% 15,55%
Eosinopenia 8 6 12 9 3 | 6

27,59%  11,11% 14,46% 31,03%  23,07% 50,0% 13,33%

A leucopenia por neutropenia deve-se a destruicao na fase aguda da doenga e a
hipoplasia na fase cronica, dado compativel com as observagdes de Bulla et al.
(2004a) e Harrus et al. (1997).

A infeccao por E. canis em caes, leva a supressao difusa da medula 6ssea,
induzindo a trombocitopenia, anemia e leucopenia (MOORE & BENDER, 2000;
GOULD et al., 2000).

Neste estudo foi verificada pancitopenia em um cao com infecc¢do por E. canis
diagnosticada através da PCR, e sem visualizagdo de morula no exame de esfregaco
sangliineo, quadro que pode ocorrer no sangue de cdes com ehrlichiose aguda ou
cronica. Na forma aguda, a medula 6ssea ¢ hipercelular, sugerindo que a citopenia
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resulte de destruicdo no sangue periférico. Na forma cronica, a medula ¢ hipocelular
consistente com diagndstico de anemia apléasica (WEISS, 2000).

Dos cdes com infec¢do por E. canis, A. platys e co-infeccdo pelos dois
agentes, 11, 15 e 19, respectivamente tinham trombocitopenia (Tabela 08). No
entanto, houve diferenga significativa entre os caes com co-infeccdo por E. canis e A.
platys e o grupo de caes negativos, sendo que no ultimo grupo houve maior percentual
de animais trombocitopénicos. Essas observagdes demonstram que a trombocitopenia
¢ um achado caracteristico, mas ndo exclusivo de ehrlichiose canina, podendo
aparecer em diversos quadros nosoldgicos. Dagnone et al. (2003) em estudo feito na
Universidade Estadual de Londrina afirmaram que um dentre cinco caes
trombocitopénicos tinham ehrlichiose. Bulla et al. (2004b) demonstraram através de
pesquisa realizada em Botucatu, que o grau de trombocitopenia pode auxiliar no
diagnéstico de ehrlichiose monocitica canina, pois no grupo com contagem de
plaquetas inferior a 100 mil células houve mais amplificacdo de DNA de E. canis.

Dos treze cdes com E. canis, diagnosticadas pela PCR, sete apresentaram
trombocitopenia, um trombocitose (Tabela 08). Os caes com co-infec¢do por E. canis
e A. platys ndo apresentaram alteracdo numérica de plaquetas, apenas na forma, sendo
visualizadas macroplaquetas em um dos animais. A visualizacdo destas formas em
grande nimero de amostras sangiiineas foi descrita por Macedo e Leal (2005), num
estudo retrospectivo feito em Natal, Rio Grande do Norte e por Almosny (1998). Para
Meyer et al. (1995) preponderancia de plaquetas grandes com granulacdes esparsas
sugere aumento da producao e liberacao de plaquetas na circulacdo e para Jain (1993)
as macroplaquetas podem ser achadas ocasionalmente em animais normais.

Tabela 08. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis e Anaplasma platys e das
principais alteragdes plaquetarias nos caes atendidos no Hospital Veterinario da
UFMT, durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
Alteragdes E. canis  A.platys E.canise Negativo E.canis E.canise Negativo
plaquetarias n=29 n=>54 A. platys n=29 n=13 A. platys n=45
n=83 n=2

Trombocitose 8 8 17 3 1 - 7
27,59%  14,81%  20,48% 10,34% 7,69% 15,55%

Trombocitopenia 11 15 19 13 7 - 13
38% 27,78%  22,89%  44,83%  53,84% 28,88%

Macroplaquetas 20 38 59 16 8 1 27

69% 70,37% 71,08% 55,17% 61,53% 50,0% 60,0%

Hipoplasia megacariocitica e decréscimo na meia vida plaquetaria resultante
de processos imunoldégicos e consuntivos contribuem para a trombocitopenia na
infeccao por E. canis. J4, o mecanismo de trombocitopenia associado a infec¢do por
A. platys ndo ¢ compreendido, mas acredita-se ter mecanismo imunologico envolvido.
O decréscimo na producao de plaquetas nao estd comprovado, ja que A. platys nao foi

27



encontrado em megacaridcitos, e estas células estdo em niimero elevado nos caes
infectados (RUSSEL & GRINDEM, 2000).

4.4. Achados Bioquimicos

4.4.1. Proteinas Séricas

Nao foi verificada diferenca significativa nos valores das proteinas séricas
entre os cdes com infec¢do por E. canis, A. platys, co-infeccio pelos dois agentes e os
negativos.

O valor das proteinas séricas totais encontrava-se elevado em trés cdes com E.
canis, isoladamente e em um com infec¢ao associada a 4. platys, através da PCR. No
entanto, em sete cdes com infec¢do por E. canis e co-infec¢do foram observados
hipoproteinemia que pode ser decorrente da reducao dos niveis plasmaticos de
albumina.

A hipoalbuminemia observada nos caes com infec¢do por E. canis e/ou A.
platys no esfregaco sangiiineo e na PCR pode decorrer de seqiiestro ou edema
advindo da vasculite na fase aguda; e na fase cronica, por perda glomerular decorrente
da deposi¢cdo de imunocomplexos ou imunoestimula¢do cronica. Alguns caes
apresentaram elevacao sérica de albumina secundaria a desidratagao.

Hiperglobulinemia foi verificada em 50 caes com infecc¢do por E. canis e/ou A.
platys diagnosticada pelo exame do esfregago sangiiineo e em quatro, pela PCR. Na
ehrlichiose canina ocorre hiperglobulinemia por aumento da fracdo gama, e esta
hipergamaglobulinemia pode ser monoclonal, induzindo a hiperviscosidade sérica.
Este fato pode exacerbar a tendéncia a sangramento por interferéncia fisica com as
plaquetas e fatores da coagulacdo, além de causar danos ao endotélio vascular e
venoestase (GOULD et al., 2000).

A hipoglobulinemia foi constatada em 50 dos cdes com infec¢do por E. canis
e/ou A. platys, pelo exame do esfregago sangiiineo e em sete, pela PCR; da mesma
forma, também foi observada nos grupo de animais onde ndo foram visualizadas
moérulas e nem DNA de E. canis ou A. platys. Fato justificado pela presenga de
distirbios entéricos ou hepaticos graves, levando tanto a perda de albumina como de
globulina intestinal.

Nao foi encontrada diferenca na analise estatistica dos niveis séricos de
fibrinogénio dos 195 cdes examinados, concordando com as observagdes de Almosny
(1998) que cita que a sua elevacdo esta relacionada a diferentes processos
inflamatoérios e infecciosos dos caes (Tabela 09).

4.4.2. Uréia e Creatinina

A diminuicao da concentracdo sérica de uréia foi encontrada em trés caes com
infecgdo por E. canis, sete por A. platys e dois com co-infec¢do diagnosticada através
do exame do esfregaco sangiiineo. Achado relacionado provavelmente a lesdes
hepaticas graves, que cursam com diminui¢do da conversdo da amonia em uréia.
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Tabela 09. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e das
alteragdes na concentracdo das proteinas séricas nos caes atendidos no Hospital
Veterinario da UFMT, durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
E. canis  A. platys E. canis Negativo E. E. canis  Negativo
Proteinas séricas n=29 n=54 e n=29 canis e n=45
A. platys n=13 A platys
n=83 n=2

Hipoproteinemia 9 10 16 9 6 1 8

31,03%  18,52%  19,28%  31,03% 46,15%  50,0% 17,77%
Hiperproteinemia 7 14 27 7 3 1 14

24,14%  2593%  32,53% 24,14% 23,07%  50,0% 31,11%
Hipoalbuminemia 13 22 34 14 5 2 20

44,83%  40,74%  40,96%  48,28%  38,46% 100,0%  44,44%
Hiperalbuminemia 3 13 22 8 2 - 12

10,34%  24,07%  26,51%  27,59%  15,38% 26,66%
Hipoglobulinemia 10 11 29 10 6 1 13

34,48%  20,37%  34,94%  34,48%  46,15%  50,0% 28,88%
Hiperglobulinemia 6 16 28 7 3 1 13

20,69%  29,63%  33,73%  24,14%  23,07%  50,0% 28,88%
Hiperfibrinogenemia - 7 5 3 1 1 2

12,96%  6,02% 10,34%  7,69% 50,0% 4,44%

Os niveis séricos de uréia encontravam-se elevados em 17,24%, 20,37% e

14,46% dos caes com E. canis, A. platys e co-infeccdo pelos dois agentes
diagnosticados pelo esfregago sangiiineo, respectivamente ¢ em 30,77% dos caes com
infeccdo por E. canis através da amplificacio de DNA. O aumento da concentragdo
sérica de creatinina se deu em todos os grupos estudados. Essa elevacao sérica de
uréia e creatinina pode estar relacionado a azotemia pré-renal, principalmente nos
animais com desidratacdo severa ou ainda a glomerulonefrite nos casos cronicos de
ehrlichiose (Tabela 10).

4.4.3 — Enzimas Séricas

Nos cades com infeccdo por E. canis, A. platys ou co-infeccao pelos dois
agentes, diagnosticada através do exame do esfregaco sangiiineo ndo houve diferenca
significativa nas atividades séricas da fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase.
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Tabela 10. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e das
alteragcdoes dos niveis séricos de uréia e creatinina nos caes atendidos no Hospital
Veterinario da UFMT, durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
. E. canis  A. platys E. canis  Negativo E. E. canis  Negativo
Niveis séricos de
. . n=29 n=54 e n=29 canis e n=45
uréia e creatinina
A. platys n=13 A platys
n=83 n=2
Uréia aumentada 5 11 12 5 4 - 6
17,24% 20,37%  14,46%  17,24%  30,77% 13,33%
Uréia diminuida 3 2 7 3 - - 4
10,34% 3,70% 8,43% 10,34% 8,89%
Creatinina 5 4 6 6 2 - 5
aumentada 17,24% 7,41% 7,23% 20,69%  15,38% 11,11%

Dois caes apresentaram elevagdo da atividade sérica de fosfatase alcalina, sem,
no entanto, demonstrar outras alteracdes séricas da alanina aminotransferase ¢
aspartato aminotransferase, confirmada através da PCR (Tabela 11). Fato que pode

decorrer de dano hepatico ou de estresse sist€émico provocado por diversas doengas
(ALMOSNY, 1998).

Tabela 11. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e da
elevacdo da atividade sérica das enzimas hepaticas nos cdes atendidos no Hospital
Veterinario da UFMT, durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
E. canis A platys E. canis  Negativo E. canis E. canis Negativo
Enzimas séricas n=29 n=54 e n=29 n=13 e n=45
A. platys A. platys
n=83 n=2

AST aumentada 2 2 3 3 - - 2

6,90% 3,70% 3,61% 10,34% 4,44%
ALT aumentada 2 3 2 2 - - 1

6,90% 5,56% 2,41% 6,90% 2,22%
FA aumentada 1 - 2 3 2 - -

3,45% 2,41% 10,34% 15,38%
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4.4.4 — Glicose

Nos caes estudados verificou-se tanto a elevagdo quanto a diminui¢do da
glicemia, ndo tendo sido observado diferengas significativas entre os animais com ou
sem infeccao por E. canis, A. platys ou co-infecgao, através do exame do esfregaco
sangiiineo e da PCR, achado que pode ter relagdo com outras doengas ou a quadros de
anorexia prolongada induzindo a hipoglicemia (Tabela 12). Segundo Almosny (1998)
poderia ocorrer hipoglicemia tanto pela anorexia quanto pela alta taxa de metabolismo
do parasito, entretanto em seu estudo experimental ndo foi observada diferenga entre
os caes inoculados e os do grupo controle.

Tabela 12. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis € Anaplasma platys e dos
niveis de glicemia nos cdes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT, durante o
periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregago sanguineo (n=195) PCR (n=60)
E. canis A. platys  E. canis  Negativo E. canis E. canis  Negativo
Glicemia n=29 n=54 e n=29 n=13 e n=45
A. platys A. platys
n=83 n=2
Hipoglicemia 4 6 5 1 2 - 2
13,79% 11,11% 6,02% 345%  15,38% 4,44%
Hiperglicemia 7 7 14 2 2 1 7

24,14% 12,96% 16,87% 6,90% 15,38%  50,0% 15,55%

4.4.5 — Bilirrubinas

Com relagdo a ocorréncia de bilirrubinemia direta ou indireta (Tabela 13) ndo
foi observada diferenca significativa entre os caes, com ou sem infec¢do por E. canis,
A. platys ou co-infeccao pelos dois agentes, através do exame do esfregaco sangiiineo
e da PCR. Concordando com observacdo de Almosny (1998), que verificou
normalidade dos niveis médios das bilirrubinas direta e indireta nos caes
experimentalmente infectados com E. canis.
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Tabela 13. Freqiiéncia do parasitismo por Ehrlichia canis e Anaplasma platys e dos
niveis de bilirrubinemia nos caes atendidos no Hospital Veterinario da UFMT,
durante o periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

Esfregaco sanguineo (n=195) PCR (n=60)
E. canis A. platys E. canis  Negativo E. canis E. canis Negativo
Bilirrubinemia n=29 n=54 e n=29 n=13 e n=45
A. platys A. platys
n=83 n=2
Bilirrubinemia - 3 5 2 1 - 4
indireta 5,56% 6,02% 6,90%  7,69% 8,89%
Bilirrubinemia 5 8 12 9 1 - 9
direta 17,24% 14,81% 14,46%  31,03%  7,69% 20,0%

4.5. Diagnéstico Laboratorial
4.5.1. Analise do Esfregaco Sangiiineo

O diagnéstico inicial de ehrlichiose e trombocitopenia ciclica canina foi
através da observacdo de morulas em leucocitos (Figura 03) e plaquetas (Figura 04)

no esfregaco sangiiineo, técnica bastante utilizada nas clinicas e hospitais veterinarios
do Brasil, pelo pouco tempo necessario assim como, laboratdrios de baixo custo.
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Figura 03. Diagnostico de Ehrlichia canis em mondcitos de caes utilizando a técnica
de esfregaco sangiiineo corado. Observa-se presenga de morula com vactolo bem
evidente (A) e morula sem a evidéncia de vacuolo (B) (obj. 100 X).

Figura 04. Diagnéstico de Anaplasma platys em plaquetas de caes utilizando a
técnica de esfregaco sangiiineo corado, observa-se grandes plaquetas com inclusdes
basofilicas (A e B) (obj. 100 X).
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Nos 195 esfregagos obtidos da ponta de orelha, em 48 foram visualizadas
inclusdes intracitoplasmaticas em leucocitos € 11 em plaquetas. No esfregaco de
sangue venoso, em 74 amostras foram visualizadas inclusdes em leucdcitos e 93 em
plaquetas, ja nos esfregacos de capa leucocitaria, 57 amostras tinham inclusdes em
leucdcitos e 85 em plaquetas (Tabela 14 e 15). Houve diferenga estatistica
significativa entre os trés métodos, sendo que os exames do sangue venoso e da capa
leucocitaria foram mais eficientes que o exame do sangue da ponta de orelha para o
diagnostico de 4. platys.

Tabela 14. Comparacdo das técnicas dos esfregagos sangiliineos confeccionados de
sangue circulante, capa leucocitaria e sangue periférico no diagnostico da infec¢ao por
E. canis.

E. canis
Esfregaco Positivo Negativo % Positivos
Sangue venoso 74 121 37,9
Capa leucocitaria 57 138 29,2
Sangue da ponta de orelha 48 147 24,6

X2 = 8,42 (significativo, p<0,05)

Tabela 15. Comparagdo das técnicas dos esfregagos sangiiineos confeccionados de
sangue circulante, capa leucocitaria e sangue periférico no diagnéstico da infec¢ao por
A. platys.

A. platys
Esfregago Positivo Negativo % Positivos
Sangue venoso 93 102 47,6
Capa leucocitaria 85 110 43,5
Sangue da ponta de orelha 11 184 5,6

X% = 95,86 (significativo, p<0,05)

Infecgdes concomitantes por Babesia canis, Mycoplasma sp. foram observadas
em quatro e onze caes, respectivamente. Nao foram verificadas infec¢des por
Hepatozoon canis. Outras afecgdes de diversas origens foram observadas em
associacdo a infeccao por E. canis e A. platys. Estas afec¢cdes podem ter influenciado
tanto os achados clinicos como hematologicos e bioquimicos.

Para Stockham (2000) a sensibilidade da deteccdo de agentes ehrlichiais ¢
variavel, por exemplo, ¢ rara a observacdo de morulas de E. canis em sangue
periférico. No entanto, em esfregagos de capa leucocitaria ha maior chance de
encontrar cé¢lulas parasitadas, porque mais leucocitos podem ser examinados na
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lamina. Neste estudo, da mesma forma, foi verificado maior nimero de células
parasitadas no esfregaco de capa leucocitaria comparativamente ao de sangue de
ponta de orelha.

Ja Almosny (2002) relata que a observacdo de moérulas em esfregacos de
sangue periférico ¢ indicada a partir da primeira gota de sangue da ponta da orelha,
pois nesta hd maior numero de leucécitos mononucleares em relacao a segunda gota,
que seria sangue circulante.

Os baixos valores encontrados na técnica de esfregaco de sangue periférico
resultaram principalmente de defeitos na confec¢cdo das laminas pela dificuldade na
obtencdo do sangue, por se tratar de estudo clinico realizado com caes de diferentes
indoles e proprietarios nem sempre dispostos a cooperar.

O diagnostico laboratorial de Trombocitopenia Ciclica Canina tem sido feito
por observacao direta das moérulas de 4. platys dentro das plaquetas em esfregacos de
sangue periférico. No entanto, as moérulas sao mais observadas no primeiro episddio
trombocitopénico e de forma intermitente, tornando o diagndstico de tromboctitopenia
ciclica canina incerto (CHANG & PAN, 1996).

4.5.2. Reacido em Cadeia de Polimerase

Através da primeira etapa de PCR das sessenta amostras sangiliineas de
animais usando primer universal, foi possivel amplificar DNA de Ehrlichia sp. em
seis amostras, sendo que em trés nao houve amplificagdo de DNA na segunda etapa
quando usado primer especifico para E. canis e em uma amostra foi amplificado DNA
de A. platys. Na segunda etapa, o nested PCR, com primer especifico para E. canis
foram amplificados DNA em 12 amostras sanguineas das sessenta testadas.

Na primeira e segunda etapa da PCR foram utilizados primers especificos para
A. platys, sendo que houve amplificacio de DNA em duas amostras sangiiineas,
apenas no nested PCR.

A introducdo de técnicas como a PCR, tem aumentado a habilidade para
diagnosticar doencas infecciosas, principalmente no que se refere a identificagdo de
espécie de um determinado agente etiologico. A desvantagem da PCR baseada na
deteccdo de DNA ¢é a necessidade de confirmar autenticidade dos produtos
amplificados através da “southern blot hibridization”, do sequenciamento de DNA ou
da restricao padronizada de clivagem por endonuclease (CHANG & PAN, 1996).

Segundo CHANG & PAN (1996) a nested PCR ¢ muito sensivel na deteccao
de A. platys no sangue tanto na fase aguda ou cronica da trombocitopenia ciclica
canina.

Na Figura 05 pode ser visualizado a foto do gel de agarose da PCR primario
para E. canis. Observa-se que ha presenga de arrasto em algumas amostras e apenas
uma banda fraca na canaleta 10.

A Figura 06 mostra a foto do gel de agarose contendo o produto da nested
PCR para E. canis, sendo que cinco bandas podem ser nitidamente identificadas.

A Figura 07 mostra a nested PCR de A. platys, evidenciando-se as duas bandas
das amostras que amplificaram com esta técnica.
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Figura 05. PCR de Ehrlichia canis com primers ECC/ECB (produto +/- 478 pb) de
caes atendidos no HOVET — UFMT; linha 1 - marcador de tamanho molecular (100
pb), linha 2 - controle positivo, linhas 3 a 13 - amostras testadas e linha 14 - controle
negativo.

11 12 13 14 15

Figura 06. Nested PCR de Ehrlichia canis com primers ECA/He3 (produto +/- 358
pb) de caes atendidos no HOVET — UFMT, linha 1 - marcador de tamanho molecular
(100 pb), linha 2 - controle positivo, linhas 3 a 14 - amostras testadas e linha 15 -
controle negativo.
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Figura 07. Nested PCR de Anaplasma platys com primers Platys-F/Platys-R (produto
504 pb) de caes atendidos no HOVET — UFMT, linha 1 - marcador de tamanho
molecular (100 pb), linha 3 - controle positivo, linhas 4 a 15 - amostras testadas e
linha 2 - controle negativo.

A sensibilidade para diagnosticar a infec¢do por E. canis e A. platys foi
57,43% e 70,25%, enquanto que a especificidade foi 42,56% e 29,74%,
respectivamente, na técnica de esfregaco sangiiineo.

Na PCR, a sensibilidade em confirmar a infeccao por E. canis e A. platys foi
igual a 25% e 3,33%, enquanto a especificidade foi de 75% e 96,66%.

Com a comparagdo das duas técnicas obteve-se o valor preditivo de
positividade em 100% para diagndstico de 4. platys, em contrapartida o valor
preditivo de negatividade igualou-se a 6,66%, do exame de esfregago sangiiineo em
relagdao a PCR.

O valor preditivo de positividade para diagndstico de E. canis foi igual a
73,33%, enquanto o valor preditivo de negatividade igualou-se a 23,33%.

A técnica de esfregago sangiiineo ¢ considerada bastante especifica e pouco
sensivel, entretanto, alteracdes morfologicas nas células que podem ser parasitadas
por E. canis e A. platys, podem gerar confusdo durante a leitura na microscopia,
especialmente em plaquetas que apresentam granulagdes densas ou resquicios
nucleares de megacaridcitos, assemelhando-se a moérula de A. platys. Outras inclusoes
intra-citoplasmdticas em leucdcitos também podem gerar diavida no diagnostico
(MYLONAKIS et al., 2003). Outro fator importante é que moérulas de E. canis podem
ser observadas em plaquetas como j& foi descrito por Almosny (1998), podendo ser
confundida com 4. platys baseando-se na identificagdo morfologica do agente na
célula parasitada.

A PCR apresentou baixa sensibilidade com alta especificidade, principalmente
no diagndstico de A. platys, ja que o primer utilizado nas duas etapas foi espécie-
especifico.
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A comparagdo das duas técnicas diagnosticas realizada nas sessenta amostras
testadas demonstrou que a técnica do esfregaco sangiiineo apresentou maior
sensibilidade e menor especificidade que a PCR, no entanto, esses achados precisam
ser analisados com cautela devido ao pequeno nimero de amostras testadas. Porém,
através da PCR pdde-se confirmar a presenca de E. canis e A. platys em cdes da
regido de Cuiabd, Estado do Mato Grosso, Brasil.
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5. CONCLUSOES

O estudo realizado, em cdes atendidos no Hospital Veterindrio da
Universidade Federal de Mato Grosso, permitiu concluir que:

- As alteragdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas observadas nos caes
com infecc¢do por E. canis e A. platys sdo bastante varidveis.

- Os distarbios hemorragicos foram mais acentuados nos cies com infec¢ao
por E. canis, confirmados pela PCR.

- A presenga de macroplaquetas foi a principal alteragdo plaquetaria
observada.

- A infecgdo por E. canis e A. platys ndo apresentou predisposi¢do com relacio
a faixa etaria e sexo.

- A infec¢do concomitante de E. canis e A. platys foi diagnosticada em um
maior nimero de animais, através da observagdo de formas parasitarias em esfregacos
sanguineos.

- O exame do esfregaco sangiiineo demonstrou maior sensibilidade ¢ menor
especificidade que a PCR.

- Novos estudos devem ser desenvolvidos com intuito de verificar outros

meios de transmissdo de A. platys, assim como a existéncia de outras espécies de
Ehrlichia na regido.
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ANEXO I

FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO
Profa. Valéria Régia Franco Sousa

Data: NPP:

Identificacao do proprietario

Nome: Fone:

Rua: N°:

Bairro: Cidade:

Identificacdo do animal

Nome: Sexo: Idade:

Raca: Porte:

Dados demograficos

Qual origem dos cées?

( ) nasceu e vive em () vive em Cuiaba no () vive em outro local:

Cuiaba momento

Reside em:

() apartamento ( ) casa na zona ( ) sitio—zonarural () esporadicamente vai a zona

sempre urbana rural

Infecgdo por carrapatos?

() tem atualmente ()jateve ( )nunca observou

Exame fisico

Sinais clinicos observados:

() sem alteragdes clinicas () claudicagdo (poliartrite)

( ) apatia () alteragdes nervosas:

( ) anorexia () alteracdes oftalmicas:

() pirexia () alteracdes digestivas:

( ) linfoadenopatia ( ) alteracdes respiratorias:

() esplenomegalia ( ) alteragdes urinarias:

() perda de peso ( ) outros:
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