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RESUMO

A Erliquiose Monocitica Canina no Brasil vem apresentando casuistica crescente em
hospitais e clinicas veterinérias. Devido a necessidade de realizar um diagnostico
rapido para melhor bem estar do animal, existe a necessidade de mais
conhecimento sobre as alteragcbes hematoldgicas presentes em animais com
suspeita de Erliquiose canina. Essas informacdes podem ser de grande ajuda para o
médico veterindrio, especialmente em casos com sintomatologia inespecifica, que
podem evoluir para um quadro de progndéstico reservado a ruim. O presente projeto
possuiu como objetivo geral, avaliar as alteracées hematologicas em caes atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro, apresentando
trombocitopenia e diagnosticados com Ehrlichia canis. Os objetivos especificos
foram: (1) Correlacionar os dados encontrados no hemograma dos cdes com
diagnostico molecular e soroldgico positivo para E. canis; (2) Correlacionar os dados
encontrados no hemograma dos cdes com diagnostico sorologico positivo para E.
canis. Os 54 (cinquenta e quatro) caes foram divididos em 3 grupos para analise
deste estudo cientifico, sendo distribuidos da seguinte maneira: Grupo 1: cées
apresentando alteracbes clinicas ou trombocitopenia no hemograma e com
diagnostico molecular e sorolégico positivo para E. canis; Grupo 2: caes
apresentando alteracdes clinicas trombocitopenia no hemograma e com diagnostico
sorologico positivo para E. canis; Grupo 3: cdes apresentando alteracfes clinicas ou
trombocitopenia no hemograma e negativo no diagnostico molecular e soroldgico
para E. canis. Com este estudo pode-se concluir que: a) a trombocitopenia e a
anemia sdo 0s mais importantes achados hematologicos em todas as fases da
enfermidade, podendo também ocorrer a pancitopenia; b) animais positivos em PCR
apresentaram anemia e trombocitopenia mais intensas, porém a RIFI se mostrou
uma excelente opcéo diagndstica para animais em fase cronica da enfermidade; c)
testes moleculares e soroldgicos séo uteis e devem ser utilizados em conjunto com a
historia clinica do animal com fim de diagnosticar e diferenciar a doenca entre as

fases aguda, cronica e assintomatica.

Palavras-chave: Erliguiose Monocitica Canina, Ehrlichia canis, RIFI, PCR,

trombocitopenia, anemia.



ABSTRACT

The Canine Monocytic Erlichiosis in Brazil has presented increasing casuistry in
hospitals and veterinary clinics. Due to the need to perform a rapid diagnosis for
better animal welfare, there is a need for more knowledge about the hematological
alterations present in animals with suspected canine erlichiosis. This information can
be of great help to the veterinarian, especially in cases with nonspecific
symptomatology, which may progress to a predicted bad condition. The present
project aimed to evaluate the hematological changes in dogs treated at the
Veterinary Hospital of the Santo Amaro University, presenting thrombocytopenia and
diagnosed with Ehrlichia canis. The specific objectives were: (1) To correlate the data
found in the hemogram of dogs with positive molecular and serological diagnosis for
E. canis; (2) Correlate the data found in the hemogram of dogs with positive
serological diagnosis for E. canis. The 54 dogs were divided into 3 groups for
analysis of this scientific study, being distributed as follows: Group 1: dogs presenting
clinical alterations or thrombocytopenia in the blood count and with positive molecular
and serological diagnosis for E. canis; Group 2: dogs presenting clinical alterations or
thrombocytopenia on the blood count and positive serological diagnosis for E. canis;
Group 3: dogs presenting clinical alterations or thrombocytopenia in the blood count
and negative in the molecular and serological diagnosis for E. canis. With this study,
it can be concluded that: a) thrombocytopenia and anemia are the most important
hematological findings in all phases of the disease, and pancytopenia may also
occur, b) positive animals in PCR showed more intense anemia and
thrombocytopenia; however, RIFI proved to be an excellent diagnostic option for
animals in the chronic phase of the disease; c) Molecular and serological tests are
useful and should be used in conjunction with the animal's clinical history in order to
diagnose and differentiate the disease between the acute, chronic and asymptomatic

phases.
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thrombocytopenia, anemia.
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INTRODUCAO

A Erliquiose Monocitica Canina no Brasil vem apresentando casuistica
crescente em hospitais e clinicas veterinarias, sendo considerada por muitos como
uma das mais importantes doencas transmissiveis na clinica de pequenos animais,
principalmente pela elevada e disseminada infestagdo do carrapato vetor,
inexisténcia de vacina, inexisténcia de imunidade adquirida eficiente, e pela
complexidade, e muitas vezes ineficiéncia, dos protocolos terapéuticos (BULLA et
al., 2004; DAGNONE et al., 2003; MACHADO; COSTA; BALDANI, 2008).

A erliquiose monocitica canina € a enfermidade que se refere a uma infeccao
por uma bactéria em forma de cocobacilo Gram-negativo intracelular obrigatorio,
parasita de células mononucleares do sangue, chamada Ehrlichia canis.(HARRUS et
al., 1996a; WOODY; HOSKINS, 1991). O microrganismo € adquirido pelo carrapato
durante repasto sanguineo em um céo infectado podendo transmitir a um outro
animal em novo repasto sanguineo (BREMER et al., 2005).

A doenca € caracterizada por ser multissistémica, de sintomatologia
complexa, que varia na intensidade de acordo com as fases da doenca: aguda,
assintomatica (subclinica) e crénica. Em animais naturalmente infectados, é dificil
definir a fase da doenca, uma vez que a apresentacdo clinica e os achados
laboratoriais sdo similares e a duracdo e severidade dos sinais clinicos é variavel
(HARRUS et al., 1997; SANTAREM, 2003).

Os principais sinais e sintomas sao como petéquias e epitaxe, além de
sintomas oftalmoldgicos, como uveite anterior, opacificacdo da cérnea e hifema e
febre em fase aguda (HARRUS et al., 1998a; STILES, 2000; SWANSON, 1990). A
trombocitopenia e anemia sdo 0os achados hematologicos mais frequentes em todas
as fases (BULLA et al., 2004).

Devido a sinais semelhantes aos da fase aguda e crénica, em situacdes
clinicas é extremamente dificil diferenciar a fase que o animal se encontra. Os cées
podem apresentar-se com qualquer uma das manifestacdes clinicas da constelacéo
de sintomas resultantes da infeccdo (WANER; HARRUS; BOGIN, 1997). O
diagnoéstico de erliquiose € realizado a partir de informacdes integradas de
interpretacdo do historico do paciente, como infestacdo por carrapatos, vivencia e
viagens a locais endémicos, por exemplo; além de aspectos clinicos compativeis e
exames laboratoriais especificos para E. canis (MYLONAKIS; THEODOROU, 2017).



Devido a necessidade de realizar um diagnéstico rapido para melhor bem
estar do animal, existe a necessidade de mais conhecimento sobre as alteracbes
hematoldgicas presentes em animais com suspeita de Erliquiose canina. Essas
informacdes podem ser de grande ajuda para o médico veterinario, especialmente
em casos com sintomatologia inespecifica, que podem evoluir para um quadro de
prognéstico reservado a ruim.

O presente projeto possuiu como objetivo geral, avaliar as alteracbes
hematologicas em cées atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Santo

Amaro, apresentando trombocitopenia e diagnosticados com Ehrlichia canis.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Erliquiose Monocitica Canina

A EMC no Brasil vem apresentando casuistica crescente em hospitais e
clinicas veterinarias, sendo considerada por muitos como uma das mais importantes
doencas transmissiveis na clinica de pequenos animais, principalmente pela elevada
e disseminada infestagdo do carrapato vetor, inexisténcia de vacina, inexisténcia de
imunidade adquirida eficiente, e pela complexidade, e muitas vezes ineficiéncia, dos
protocolos terapéuticos (BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2003; MACHADO;
COSTA; BALDANI, 2008).

Em diferentes partes do mundo, incluindo o continente americano, o carrapato
R. sanguineus é o vetor da bactéria Ehrlichia canis, agente etiologico da erliquiose
monocitica canina (EMC) (DUMLER et al., 2001). A doenca foi descrita pela
primeira vez em 1935, na Argélia, onde observaram estruturas no interior de
monadcitos coletados de cdes apresentando anemia, febre e parasitados com
carrapatos, sendo nomeadas Rickettsia canis. Depois foi renomeada como Erlichia
canis, ganhando mais destaque durante a Guerra do Vietnd, quando diversos
animais foram infectados (MCDADE, 1990).

A enfermidade foi relatada no Brasil pela primeira vez em Belo Horizonte por
Costa et al. (1973), posteriormente foi relatado por Carrillo; Resende; Massard
(1976) no Rio de Janeiro. Com o passar do tempo, passou a ser diagnosticada com
bastante frequéncia em todas as regides do Brasil, principalmente nas regides
sudeste e centro-oeste, onde encontra-se com frequéncia o carrapato R. sanguineus
(CARRILLO; RESENDE; MASSARD, 1976; COSTA et al., 2015, COSTA et al. 1973;
SANTOS et al., 2013; SOUSA,; et al., 2013; UENO et al., 2009).

1.2 Agente etioldgico

A erliquiose monocitica canina € a enfermidade que se refere a uma infeccéo
por uma bactéria em forma de cocobacilo Gram-negativo intracelular obrigatorio,
parasita de células mononucleares do sangue, chamada Ehrlichia canis (HARRUS et
al., 1996a; WOODY; HOSKINS, 1991).

A penetracdo de corpusculos elementares em células mononucleares



caracteriza a primeira fase do ciclo da bactéria, seguida de multiplicacdo e
desenvolvimento de dois estgios, sendo eles 0s corpusculos iniciais e as morulas
(MCDADE, 1990)

Os corpusculos iniciais ocorrem quando o0s corpusculos elementares
aumentam em numero e fazem um agrupamento, caracterizado por granulos
semiesféricos, medindo cerca de 0,4 a 2,0 ym. Nos dias que se seguem, por volta
de sete a doze dias, esses corpusculos iniciais se multiplicam, ocorrendo a formacao
das moérulas. As mérulas de E. canis podem variar de 2,0 a 4,0 um de diametro.
Apbés 12 a 18 dias de incubacdo, elas se dissociam do citoplasma, liberando
corpusculos iniciais ao se romperem, que infectardo outras células (DAVOUST;
BONI; PARZY, 1999; MCDADE, 1990; POPQV et al., 2007; WOODY; HOSKINS,
1991).

1.3 Vetor

O R. sanguineus foi originalmente descrito por Latreille (1806) como Ixodes
sanguineus usando uma descri¢cdo breve e vaga. A atual posicao taxondmica desta
espécie dentro da subordem Ixodida foi determinada por Koch (1844) que a
transferiu para o género Rhipicephalus (KOCH, 1844). Mesmo diante da existéncia
do complexo sanguineus de espécies filogeneticamente muito proximas, R.
sanguineus tem sido sempre considerada a Unica espécie de Rhipicephalus
ocorrendo no Novo mundo (DANTAS-TORRES et al., 2013; MORAES-FILHO et al.,
2011; PETNEY et al., 2015).

O carrapato R. sanguineus é de grande importancia na transmissdo da
erliquiose monocitica canina (MORAES-FILHO, 2013). Este vetor esta presente em
todos o0s continentes do planeta, com excecdo da Antartida, parasitando
primariamente o cdo doméstico. Embora ele tenha se originado na regido
Afrotropical, sua distribuicdo quase cosmopolita se deve as migracdes humanas pelo
mundo, que levam consigo o cdo doméstico (FOURIE, 2017; PEGRAM et al., 1987).

A introducdo do R. sanguineus nas Américas pode ter ocorrido mais
recentemente, durante colonizacdo europeia a partir do final do século XV, ou
mesmo anteriormente, ja que ha relatos de fésseis de cdes domésticos no Peru,
Bolivia e México datados de antes do século XV (LEONARD et al.,, 2002). De

qualquer forma, € possivel que tenha havido mdltiplas introdu¢cées em diferentes



paises do Novo Mundo, resultando em diferentes recombina¢des génicas entre as
populacdes que conhecemos hoje, formando o complexo R. sanguineus (LEONARD
et al., 2002; MORAES-FILHO et al., 2011).

Esse artropode habita ambientes urbanos e tem habitos nidicolas, vivendo em
tocas, ninhos e até mesmo em esconderijos nos canis. Preferem se fixar nas regides
do pescoco, orelhas, espacos interdigitais e dorso de seus hospedeiros (LABRUNA;
PEREIRA, 2001).

Nas ultimas décadas, tanto a prevaléncia quanto a intensidade das infestacbes
por R. sanguineus em cdes vém aumentando. No Rio Grande do Sul, por exemplo,
este carrapato foi citado de baixa ocorréncia em 1947, tendo sido encontrado em
apenas 1,29% dos cées examinados (CORREA, 1955 apud MORAES-FILHO, 2013).
Cinquenta anos mais tarde, este mesmo carrapato foi encontrado em 48,8% de 450
cées da cidade de Porto Alegre (RIBEIRO et al., 1997). O cenario atual mudou muito
com o passar dos anos. Hoje o R. sanguineus é considerado, juntamente com as
pulgas, os principais ectoparasitas de cdes em todo o Brasil (MORAES-FILHO et al.,
2011; MORAES-FILHO; KRAWCZAK; COSTA, 2015).

1.4 Transmissao

No Brasil, a Unica espécie de bactéria responsavel pela EMC descrita até o
momento é Ehrlichia canis, doenca considerada endémica principalmente nas areas
urbanas, onde abundam populagcbes do carrapato Rhipicephalus, principal e
possivelmente o unico vetor da doenca (EWING; BUCKNER, 1965; LABRUNA,;
PEREIRA, 2001).

O microrganismo é adquirido pelo carrapato durante repasto sanguineo em um
cao infectado podendo transmitir a um outro animal em novo repasto sanguineo
(BREMER et al., 2005; GROVES et al., 1975). Segundo Lewis Jr. et al. (1977),
durante 155 dias pos-infectado, o artropode ainda pode possui capacidade de
transmitir a enfermidade (LEWIS JR. et al., 1977). Um estudo recente mostrou que a
transmissao de E. canis por carrapatos de R. sanguineus comeca dentro de 3 horas
apos a fixacdo do carrapato ao cdo (FOURIE 2013).

A transmissdo entre 0s carrapatos apresenta perpetuacao transestadial, e nédo
h&d transmissdo transovariana (BREMER et al., 2005; DUMLER et al.,, 2001,
GROVES et al., 1975). As larvas e ninfas se infectam ao alimentarem-se em caes

infectados na fase aguda da doenca, mantendo-se infectadas até o estagio adulto



(LEWIS JR. et al., 1977). No carrapato, 0 microrganismo se dissemina em
hemdcitos, para a glandula salivar, e a infeccdo do hospedeiro ocorre através das
secrecOes salivares no sitio de alimentacdo do vetor (HARRUS; BARK; WANER,
1997; HARRUS et al., 1996Db).

Outra via de transmissdo é através da transfusdo de sangue. Devido ao
potencial de transmissdo destes patdgenos através do sangue infectado, o
rastreamento de produtos sanguineos caninos para DNA bacteriano com um ensaio
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é recomendado em areas altamente
endémicas para garantir a seguranca dos produtos sanguineos (HARRUS et al.,
1999).

1.5 Patogenia

A patogenia da erliquiose monocitica canina envolve um periodo de incubacéo
de oito a 20 dias e em geral cursa com febre, prostracdo e disorexia. A doenca é
caracterizada por ser multissistémica, de sintomatologia complexa, que varia na
intensidade de acordo com as fases da doenca: aguda, assintomatica (subclinica) e
cronica. Em infeccdes experimentais, € possivel diferenciar as trés fases, mas em
animais naturalmente infectados, € dificil definir a fase da doenca, uma vez que a
apresentacdo clinica e os achados laboratoriais sdo similares e a duracdo e
severidade dos sinais clinicos é variavel (HARRUS et al., 1997; SANTAREM, 2003).
A trombocitopenia € a principal alteragcdo hematoldgica nos caes com erliquiose,
qualquer que seja a fase da doenca (SANTAREM, 2003).

Apés ser inoculada na pele do cdo através de secrecfes salivares do
carrapato, a E. canis penetra em células mononucleares sob a forma de corpusculos
elementares, seguindo com sua multiplicacdo em fagolisossomos celulares. Seu
desenvolvimento ocorre em dois estagios: corpusculos iniciais e mérulas (POPQV et
al., 1998; SANTAREM, 2003).

Quando existe uma quantidade pequena da bactéria, os mecanismos de
defesa do organismo conseguem debelar a infeccéo, ocorrendo a auséncia de sinais
clinicos. A doenca ocorre quando hd um grande niamero do agente etiol6gico no
hospedeiro (RIKIHISA; JOHNSON; BURGER, 1987).

As espécies de Ehrlichia ndo induzem uma severa reacdo inflamatoria nos
tecidos do hospedeiro. A bactéria inibe a unido do lisossomo com o vacuolo nos

macréfagos e impedem a ativacdo dos mesmos, ndo induzindo a liberacdo de



mediadores quimicos como interleucinas e fatores de necrose tumoral. Porém,
existem outros fatores que podem ativar os macrofagos que sdo os estimulos
exogenos, como 0 aumento intracelular dos niveis de ions de calcio, interferon gama
e concanavalina, ocorrendo linfoadenopatia afolicular no processo infeccioso. O
desaparecimento de foliculos, a deplecao de linfocitos e histiocitose em linfonodos
locais sao caracteristicas comuns da infec¢do por E. canis (RIKIHISA; JOHNSON;
BURGER, 1987).

1.5.1 Fase Aguda

Em infecgé@o experimental em cées, a fase aguda tende a durar duas a quatro
semanas, e é o periodo em que 0 agente se multiplica em leucocitos mononucleares
e se dissemina para 6rgaos como baco, figado e linfonodos (HARRUS et al., 1999).
A deteccdo de morulas em esfregacos sanguineos € mais comum nesta fase da
doenca (SANTAREM, 2003).

Os principais sinais e sintomas nesta fase se caracterizam por febre, apatia,
emaciacdo e anorexia, alteracbes essas que ocorrem devido a liberacdo de
interleucina 1 (IL-1), IL-6 e fator de necrose tumoral alfa pelo sistema imunoldgico do
animal.(HASEGAWA, 2005; NYINDO et al., 1980). Outros sintomas relacionados a
trombocitopenia também podem ocorrer, como petéquias e epitaxe, além de
sintomas oftalmolégicos, como uveite anterior, opacificacdo da cornea hifema
(HARRUS et al., 1998a; STILES, 2000; SWANSON, 1990).

1.5.2 Fase Assintomatica

Na fase assintomatica, caracterizada pela persisténcia do agente no
organismo, o animal pode apresentar-se clinicamente saudavel por meses e até
anos, ou apresentando sinais clinicos muito brandos da doenca, sendo associada
por febre em estudos experimentais (HARRUS; WANER, 2011; WANER; HARRUS;
BOGIN, 1997).

1.5.3 Fase Crbnica



Nesta fase os sinais e sintomas reaparecem, recorrendo de forma branda ou
severa, podendo levar o animal a 6bito. Os sinais clinicos mais comuns desta fase
sdo apatia, caquexia, e distirbios hemostaticos decorrente da trombocitopenia,
como petéquias, equimoses, distlrbios gastrointestinais hemorragicos e hematuria
(BUHLES; HUXOLL; HILDERBRANDT, 1975; HUXOLL; et al., 1972; HUXSOLL,
1976; PRINCE; SAYER; DOLAN, 1987). Hifema, hemorragia retinal e deslocamento
de retina sdo comuns nessa fase (HARRUS et al., 1998a; SWANSON, 1990).

A pancitopenia registrada com frequéncia nos cdes em fase crbnica é
consequéncia da  hipoplasia da medula 6ssea (BUHLES; HUXOLL;
HILDERBRANDT, 1975; PRINCE; SAYER; DOLAN, 1987; WANER; HARRUS;
BOGIN, 1997). A hipoplasia medular dos animais nesta fase pode ser originada da
infeccdo das células-tronco por E. canis, que interferiria no metabolismo ou
proliferacdo celular. Alguns autores notaram que nos casos crénicos severos, a
hipoplasia medular foi consequéncia de anemia aplastica e que associado a
pancitopenia o animal tende a obito (BUHLES; HUXOLL; HILDERBRANDT, 1975;
MYLONAKIS et al., 2004).

Devido a sinais semelhantes aos da fase aguda e crbnica, em situacdes
clinicas € extremamente dificil diferenciar a fase que o animal se encontra. Os cées
podem apresentar-se com qualquer uma das manifestacfes clinicas da constatacao
de sintomas resultantes da infeccdo. (WANER; HARRUS; BOGIN, 1997).

1.6 Epidemiologia

A erliquiose monocitica canina é conhecida em todos os continentes, mas
principalmente em regides tropicais e subtropicais, onde o artropode se desenvolve
com maior facilidade (BUHLES; HUXOLL; HILDERBRANDT, 1975; EVANS;
MARTINS; GUGLIELMONE, 2000; GUGLIELMONE et al., 2006; HARRUS; WANER,
2011; MORAES-FILHO et al.,, 2011). Em diversos paises ja foram relatadas
infec¢des por E. canis, como México (PAT-NAH et al., 2015), Uruguai (MORAES-
FILHO, 2013), Argentina (EIRAS et al., 2012; MORAES-FILHO, 2013), Costa Rica
(ROMERO et al., 2011), e Colombia (VARGAS-HERNANDEZ et al., 2012).

No Brasil, a EMC ocorre em praticamente todas as cinco regides (LABARTHE
et al. 2003, AGUIAR et al. 2007b; COSTA Jr. et al.,, 2007; TRAPP et al. 2006;



SANTOS et al. 2009). A enfermidade ja foi relatada em estados como Maranh&o
(COSTA et al., 2015), Paraiba (UZEDA et al., 2010) S&do Paulo (UENO et al., 2009),
Mato Grosso (SANTOS et al., 2013) e Londrina (DAGNONE et al., 2003).

Em um estudo, Bulla et al. (2004) verificaram que 30,9% das amostras de cées
coletadas aleatoriamente apresentavam material genético para E. canis no teste de
PCR em Botucatu, municipio localizado no Estado de Sdo Paulo. Em outro estudo
realizado por Ueno et al., a prevaléncia foi ainda maior, representando 40% das
amostras testadas por PCR (BULLA et al., 2004; UENO et al., 2009).

Ja no estado de Ronddnia, Aguiar et al. (2007) encontraram anticorpos reativos
por RIFI em cdes em uma prevaléncia de 37,9% e 24,8% em regides urbanas e
rurais respectivamente (AGUIAR et al., 2007).

A regido Sul apresenta um viées, isto €, enquanto o estado do Parana
apresenta frequéncias de infeccbes >20% (DAGNONE et al., 2003; TRAPP et al.,
2006), semelhantemente as demais regides do Brasil, porém os estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul apresentam frequéncias muito mais baixas chegando
a <5% (LABARTHE et al., 2003; LABRUNA; PEREIRA, 2001; MARTINS et al., 2007;
SAITO, 2009; MORAES-FILHO, 2015). Em um estudo recente realizado no Rio
grande do Sul, foi encontrada uma soroprevaléncia de 4,43% para E. canis em
animais testados no municipio de Santa Maria (KRAWCZAK et al., 2012).

1.7 Diagnéstico

O diagnostico da doenca é realizado a partir de informacdes integradas
de interpretacao do histérico do paciente, como infestacdo por carrapatos, vivéncia e
viagens a locais endémicos, por exemplo; além de aspectos clinicos compativeis e
exames laboratoriais especificos para E. canis (MYLONAKIS; THEODOROU, 2017).

A citologia, a partir do esfregaco de sangue, é considerada como
diagndstico definitivo para erliquiose e se fundamenta na identificacdo de mérulas de
E. canis em mondcitos, em linfocitos, ou ambos (MYLONAKIS; THEODOROU,
2017). Porém, este exame € pouco efetivo em fases crbnicas ou subclinicas
(PARMAR et al., 2013; WANER; HARRUS; BOGIN, 1997).

O teste de PCR para E. canis tem sido amplamente empregado para o
diagnostico da doenga, sendo possivel detectar o agente mesmo com quantidades

baixas de morulas circulantes por meio da amplificacdo de DNA da bactéria,



podendo ser utilizado na fase aguda da enfermidade (DOYLE et al., 2005; HARRUS
et al.,, 1998b; HARRUS; WANER, 2011; PAT-NAH et al., 2015). Na fase aguda a
infeccdo pode ser identificada a partir do quarto dia de infecgcdo (MILONAKIS 2009).
Ja foram detectados DNA da bactéria no sangue periférico, aspirados de baco e
medula 6ssea, entre outros 6rgdos (HARUS 2004, BANETH, 2009). Entretanto, ap6s
pouco tempo de tratamento, o PCR torna-se menos sensivel, podendo tornar-se
negativo com apenas nove dias de tratamento (BANETH et al 2009). Quando o teste
€ utilizado para controle do tratamento, o exame deve ser realizado apdés duas
semanas do término do tratamento, e repetido em dois meses. Apenas apés dois
testes negativos pode-se considerar esterilizagao da infecgdo (NEER 2002), levando
ainda em consideracdo a possibilidade de falso negativo por sequestro esplénico
(HARRUS 2004).

A erliquiose também pode ser diagnosticada por meio de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), um teste sorologico capaz de detectar anticorpos
na circulacdo sanguinea a partir de 7 a 15 dias de infeccdo (HARRUS; WANER,
2011). Uma das vantagens desses testes € que eles permitem a determinacdo dos
niveis de anticorpos e suas alteracbes ao longo do tempo (HARRUS; ALLEMAN;
BARK, 2002). Um resultado sororeagente indica uma infeccdo passada ou atual,
mas nem sempre denota uma doenca em curso. Um uUnico resultado de titulo
positivo pode refletir apenas uma infeccéo passada que pode ja haver sido resolvida,
porque os titulos de anticorpos podem persistir por varios meses ou anos (GAUNT et
al., 2010; HARRUS et al., 1998b). Os casos suspeitos devem ser avaliados com
base no desempenho de dois ou mais testes soroldgicos realizados em intervalos de
2 a 4 semanas, sendo realizado um sorodiagnostico pareado. Essa abordagem pode
fornecer informacfes sobre a cinética dos anticorpos como aumento, nenhuma
alteracdo ou uma diminuicdo, o que pode indicar o status atual da infeccao (SAINZ
et al., 2015). Tem sido sugerido que um aumento de quatro vezes nos anticorpos
IgG ao longo do tempo pode ser tomado como evidéncia de uma infeccdo em curso
(WANER et al., 2001). A soroconversao pode ser usada como uma técnica para
corroborar sinais que sugerem uma infeccdo aguda com E. canis. Uma sorologia
inicial pode ser usada para detectar niveis de anticorpos, quando o cdo apresenta
sinais clinicos e/ou achados laboratoriais anormais, entdo outra sorologia
guantitativa é conduzida para detectar os niveis de anticorpos convalescentes apos
2 a 4 semanas (SAINZ et al., 2015). A administracdo de doxiciclina tera efeito ao

longo de dias e semanas, néo influenciando na producdo de anticorpos ou na



soroconversao (SAINZ et al., 2015).

Devido a necessidade de realizar um diagnoéstico rapido para melhor bem
estar do animal, existe a necessidade de mais conhecimento sobre as alteragbes
hematologicas presentes em animais com suspeita de Erliquiose canina. Essas
informacdes podem ser de grande ajuda para o médico veterinario, especialmente
em casos com sintomatologia inespecifica, que podem evoluir para um quadro de

prognéstico reservado a ruim.



2. OBJETIVO

O presente projeto possuiu como objetivo geral, avaliar as alteragbes
hematologicas em cées atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Santo
Amaro (UNISA), em Sdo Paulo, apresentando alteracfes clinicas e diagnosticados

com Ehrlichia canis por meio de diagndstico molecular ou sorolégico.

Obijetivos especificos:

(1) Correlacionar os dados encontrados no hemograma dos cées com
diagnostico molecular e sorolégico positivo para E. canis;
(2) Correlacionar os dados encontrados no hemograma dos cdes com

diagnostico soroldgico positivo para E. canis.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caes

Os 54 (cinquenta e quatro) caes utilizados neste projeto foram pacientes
atendidos no hospital veterinario da Universidade Santo Amaro localizado na zona
sul da cidade de S&o Paulo. Os animais foram divididos em trés grupos para analise
deste estudo cientifico, sendo distribuidos da seguinte maneira:

a) Grupo 1: 9 caes apresentando alteracdes clinicas e diagnostico
molecular e soroldgico positivo para E. canis;

b) Grupo 2: 23 caes apresentando alteragdes clinicas e diagnostico
sorologico positivo para E. canis;

c) Grupo 3: 22 cées apresentando alteracdes clinicas negativo no

diagnostico molecular e sorolégico para E. canis.

3.2 Hemograma

As amostras de sangue foram colhidas tubos plasticos contendo EDTA sodico
para a realizacdo do hemograma. As amostras de sangue foram processadas
imediatamente quando possivel, ou mantidas refrigeradas, por um periodo maximo
de 24 horas. Os valores de hematodcrito, hemoglobina, hemacias, leucdcitos,
plaquetas e os bioquimicos foram obtidos em analisador automatico. A contagem
diferencial dos leucocitos foi realizada em esfregacos de sangue corados com
corante de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947) de acordo com a metodologia utilizada
rotineiramente no Laboratorio Clinico do Hospital Veterinario da Universidade Santo
Amaro. Os parametros hematoldgicos reportados por Feldman et al. (2000) seréo

utilizados como valores de referéncia, que estdo descritos na tabela abaixo:

Tabela 1 — Valores de referéncia de hemograma



Hemaéacias 5,0 - 8,5 milhdes/mm?
Hemoglobina 12 - 18 g/dl
Hematdcrito 37 - 55%

Proteinas totais 6,0 — 8,0 g/di
Leucécitos 6.000 - 17.000 cel./mm?3
Plaguetas 200 -900 mil/mm3

3.3 Sinais e sintomas clinicos

As alteracBes clinicas de animais suspeitos de erliquiose canina incluiram
febre, apatia, emaciacdo, anorexia, disorexia e mucosas palidas (HASEGAWA,
2005; NYINDO et al., 1980). Outros sintomas como petéquias e epistaxe, hematuria,
disturbios gastrointestinais hemorragicos (BUHLES; HUXOLL; HILDERBRANDT,
1975; HASEGAWA, 2005;HUXOLL; et al., 1972; HUXSOLL, 1976; NYINDO et al.,
1980; PRINCE; SAYER; DOLAN, 1987), além de sintomas oftalmologicos, como
uveite anterior, opacificacdo da cornea e hifema (HARRUS et al., 1998a; STILES,
2000; SWANSON, 1990).

3.4 Extracdes de DNA

As amostras de sangue total foram processadas individualmente a extracao de
DNA, utilizando-se o “kit” de extracdo “Dneasy Tissue Kit” (Qiagen, Chatsworth, CA),

conforme instrucdes do fabricante.

3.5 PCR em tempo real para E. canis

Os materiais obtidos da extracdo de sangue canino foram analisados para E.
canis pela determinacdo da sequéncia de nucleotideos amplificados do gene dsb,
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores denominados Dsb-321 (5'-
TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA - 3), Dsb-671 (5 -
GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA - 3), e a sonda TagMan (5'-
AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA - 3") 5" FAM/BHQ - 1 3, especifica
para a espécie E. canis, conforme previamente padronizado (DOYLE et al., 2005). A
reacdo foi realizada em placas de 96 pocos submetidas a variacbes térmicas

correspondentes a um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de



95°C por 15 segundos e 60°C por minuto, conforme descrito por Doyle et al. (2005).
A amplificacé@o, aquisicdo e andlise de dados foram realizadas em um sistema de
deteccdo multicolor para Real-Time PCR (7500 Real-Time PCR Systems — Applied
BioSystems, Foster City, CA, EUA).

3.6 Reacdes de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As amostras de soro dos animais deste trabalho foram submetidas a reacéo de
imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccao e titulacdo de anticorpos anti-E.
canis conforme Aguiar et al. (2007). Foram considerados positivos 0s soros que
apresentaram fluorescéncia de intensidade na diluigdo maior que 1:40 (WANER et
al, 2001).

3.7 Calculo Estatistico

Os resultados foram analisados através do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 1985), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE). Os
dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o método dos quadrados
minimos empregando-se o procedimento PROC GLM do programa computacional
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2001) onde foi avaliado o efeito dos 3
grupos descrito acima, sobre os valores de temperatura retal, leucocitos, plaguetas,
hemécias, hemoglobina, hematocrito e proteina total. Foi adotado um nivel de
significancia de 5% para todos os testes realizados e na andlise de variancia,
guando observou efeito significativo, foi realizado comparacao das médias pelo teste

de Tukey.



4. RESULTADOS

4.1 GRUPO 1

O grupo foi formado por nove animais dos cinquenta e quatro testados,
apresentando positividade para E. canis no teste soroldgico e molecular, conforme
tabela 1. Os valores de hemograma e temperatura de cada animal estdo descritos
na tabela 3, e as titulagcdes soroldgicas citadas na tabela 2.

A idade média dos animais deste grupo foi de 5,74, apresentou amplitude
desde animais jovens, com minima de seis meses, até animais idosos, com maxima
de 10 anos.

A média de temperatura se manteve dentro da normalidade (38,6°C) e nenhum
animal do grupo apresentou febre.

Em relacédo aos leucadcitos, 7/9 dos animais do grupo apresentaram leucocitos
dentro da normalidade, mantendo uma média de 15.200 mil/mm?, sendo que apenas
2 apresentaram leucocitose, com maxima de 43.500 mil/mm?:

A trombocitopenia deste grupo foi 0 aspecto hematologico que apresentou 0s
valores mais baixos em relacdo aos demais grupos. A média total de plaquetas foi
de 77.667 mil/mm3, sendo que apenas um animal apresentou 205.000 mil/mm?3,
sendo dentro dos valores referenciais de normalidade, porém préximo ao limite
minimo. O animal com a trombocitopenia mais acentuada apresentou 18.000
mil/mm3.

A anemia também esteve presente no grupo. Apenas um animal apresentou
contagem de hemécias acima de 5,5 milhdes/mm3, com uma contagem total de 6,4
milhdes/mm3. Os demais tinham anemia discreta a importante. A menor contagem
de hemécias foi de 1,4 milhdes/mm?3, mantendo uma média de 4,34 milhdes/mm3,
Os valores de hemoglobina e hematdécrito apresentaram média de 9,57 milhdes/mm?3

e 28,6% respectivamente.

Tabela 2 — Dados sorolégicos e moleculares no diagnéstico para E. canis em

amostras de cades apresentando alteragfes clinicas com diagndstico molecular e



sorolégico positivo para E. canis, pertencentes ao grupo 1

RIFI
Ident. Geral PCRE. canis E. canis
3 POSITIVO 10240

6 POSITIVO 2560
11 POSITIVO 10240
16 POSITIVO 10240
27 POSITIVO 10240
31 POSITIVO 10240

47 POSITIVO 2560
49 POSITIVO 10240
52 POSITIVO 10240

Tabela 3 - Hemograma e caracteristicas gerais dos caes apresentando alteracdes
clinicas com diagndéstico molecular e sorologico positivo para E. canis pertencentes
ao grupo 1.

No.. do Idade Temperatura Leucocitos ququetas Herpacias Hemoglobina HTO PT

Animal °C cel./mm? mil/mm?®  milhGes/mm?3 g/dl % g/dl
3 5 anos 38,1 5.100 50.000 4,39 10 30 7,2
6 1 ano 38,7 14.000 41.000 6,4 151 45 6,2
11 9 anos 38,1 33.200 59.000 14 3,9 11 5,6
16 10 anos 38,6 7.800 70.000 5,26 11,5 32 8,4
27 8 anos 38,7 5.200 205.000 4,45 9,3 28 11,6
31 9 anos 38,6 14.600 18.000 3,3 6,9 19 3,6
47 6 meses 39 5.100 55.000 4,89 10,4 36 6,8
49 4 anos 39,2 43.500 132.000 53 10,9 32 6
52 5 anos 38 6.400 69.000 3,7 8,2 24 6

4.2 GRUPO 2

O grupo 2 foi formado por vinte e trés animais dos cinquenta e quatro testados.
Os valores de hemograma e temperatura de cada animal estdo descritos na tabela
4.

A idade média dos animais deste grupo foi de 6,43 anos, sendo que houve uma
amplitude de animais jovens, de 1 ano, e também animais idosos, com 15 anos.

A média de temperatura se manteve dentro da normalidade (38,7°C), porém 4
animais estavam com febre no momento da mensuragao.

Em relacdo aos leucocitos, 4/23 dos animais apresentaram leucopenia, 8/23



em leucocitose e 11/23 estavam com leucdcitos dentro da normalidade, mantendo
uma média de 13.020 mil/mm?3, com méaxima de 29.200 mil/mm? e minima de 400
mil/mmé.

A trombocitopenia esteve presente no grupo. A média total de plaquetas foi de
149.520 mil/mm?3, sendo que apenas 6/23 animais apresentaram contagem
plaguetaria dentro da normalidade. O animal com a trombocitopenia mais acentuada
apresentou 13.000 mil/mm?.

A anemia também esteve presente em alguns animais do grupo. Foram 16/23
dos animais que apresentaram contagem de hemacias dentro da normalidade, e
7/23 que estavam com anemia, gerando uma média de 5,41 milhdes/mm?3. A menor
contagem de hemacias foi de 0,8 milhdes/mm3, e a maior contagem foi de 8
milhdes/mm3. Os valores de hemoglobina e hematdcrito apresentaram média de
12,42 milhdes/mm? e 36,4%, respectivamente.

Os animais que responderam positivamente ao teste soroldgico apresentaram

titulos variando de 40 a 2048; conforme tabela 5.



Tabela 4 - Hemograma e caracteristicas gerais dos cées apresentando alteracfes
clinicas com diagnostico soroldgico positivo para E. canis, pertencentes ao grupo 2.

No_. do Idade Temperatura Leucocitos Pla_quetas I_-|er~nacias Hemoglobina  HTO PT

Animal °C cel./mm? mil/mm3  milhdes/mm?3 g/dl % g/dl
1 6 anos 39 18.300 90.000 55 13,2 37 6,6
2 8 anos 39,6 9.500 70.000 59 14,2 40 5,6
4 - 36,6 18.500 237.000 5 11,4 36 12
7 10 anos 39 8.200 35.000 4,67 9,7 32 7,4
9 4 anos 38,4 10.700 66.000 3 5,9 19 6,2
13 9 anos 37,7 12.500 92.000 54 12,1 34 12
14 13 anos 39,1 4.700 350.000 7,4 18,7 53 7
17 15 anos 37,9 12.700 83.000 7,1 16,7 49 9,2
22 4 anos 39 5.300 53.000 55 13,3 40 7,2
23 5 anos 39,3 19.600 377.000 7,1 17,7 49 7,6
24 2 anos 37,9 21.780 492.000 4,63 8,7 24,8 6,8
26 1 ano 38,7 22.200 100.000 3,1 7.3 22 5,8
28 6 anos 39,3 7.700 131.000 1,7 3,3 12 6,8
29 4 anos 40,4 29.200 166.000 8 18,3 53 8,8
33 1 ano 39,9 400 15.000 0,8 1,9 6 4,4
36 3 anos 38,7 16.000 255.000 7,4 17,9 50 7,2
38 4 anos 38,5 8.000 144.000 7,8 19 53 54
40 8 anos 38,2 6.600 60.000 6,9 17,7 49 6
44 9 anos 39,3 16.100 142.000 6,99 15,4 48 7,6
46 - 39,9 3.100 13.000 5,84 10,7 33 6,2
48 13 anos 39,1 19.200 99.000 3,9 8,2 24 8,6
50 4 anos 37,5 9.700 161.000 5,8 13,6 41 12

51 6 anos 38,2 19.900 208.000 5,03 10,8 32 10,4




Tabela 5: Titulagbes encontradas em amostras de teste sorolégico de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) anti — E. canis. cdes apresentando alteracdes
clinicas com diagnostico sorolégico positivo para E. canis, pertencentes ao grupo 2.

RIFI
No.do Animal  PCR E. canis E. canis
1 NEGATIVO 2560
2 NEGATIVO 2560
4 NEGATIVO 10240
7 NEGATIVO 10240
9 NEGATIVO 10240
13 NEGATIVO 10240
14 NEGATIVO 160
17 NEGATIVO 10240
22 NEGATIVO 10240
23 NEGATIVO 640
24 NEGATIVO 640
26 NEGATIVO 40
28 NEGATIVO 10240
29 NEGATIVO 10240
33 NEGATIVO 10240
36 NEGATIVO 640
38 NEGATIVO 160
40 NEGATIVO 10240
44 NEGATIVO 2560
46 NEGATIVO 10240
48 NEGATIVO 10240
50 NEGATIVO 10240

51 NEGATIVO 2560




4.3 GRUPO 3

O grupo 3 foi formado por 22 animais que apresentaram resultados negativos
nos exames sorologico e molecular para E. canis. Os valores de hemograma e
temperatura de cada animal estao descritos na tabela 6.

A idade média dos animais deste grupo foi de 7,65 anos, a mais alta de todos
0s grupos, sendo que houve uma amplitude de animais jovens, de apenas 4 meses,
e também animais idosos, com 17 anos.

A média de temperatura retal se manteve dentro da normalidade (38,3°C),
porém 4/22 animais estavam com febre no momento da mensuragéo.

Em relacdo aos leucocitos, 2/22 animais apresentaram leucopenia, 9/22 em
leucocitose, e 11/22 estavam com leucdcitos dentro da normalidade, mantendo uma
média de 19.255mil/mm?3, com maxima de 64.800mil/mm?3 e minima de 700 mil/mm3,

A trombocitopenia esteve presente no grupo, porém a média total de plaquetas
foi de 251.190mil/mm3, sendo que 12/22 animais apresentaram contagem
plaquetaria dentro da normalidade e 10/22 em trombocitopenia. O animal com a
trombocitopenia mais acentuada apresentou contagem plaquetaria de 11.000
mil/mm3,

A anemia também estd presente neste grupo. Foram 12/22 animais que
apresentaram contagem de hemacias dentro da normalidade, e 10/22 estavam com
anemia, gerando uma média de 4,872 milhdes/mm3. A menor contagem de
hemacias foi de 1,7 milhdes/mm3, e a maior contagem foi de 8,2 milhdes/mm3,

Os valores de hemoglobina e hematdcrito seguiram o mesmo padrdo, com

média de 11,42 milhdes/mm?3 e 33% respectivamente.

Tabela 6 — Hemograma e caracteristicas gerais dos caes apresentando alteragbes
clinicas negativo no diagndstico molecular e soroldgico para E. canis, pertencentes
ao grupo 3.



No_. do Idade Temperatura Leucocitos Pla_quetas I_-|er~nacias Hemoglobina HTO PT

Animal °C cel./mm?3 mil/mm3®  milhdes/mm3 g/dl % g/dl
5 4 anos 38,1 11.800 493.000 6,57 14,1 43 9,4
8 11 anos 38,7 12.600 103.000 6,77 13,8 41 9
10 2 anos 39,6 13.200 458.000 6,17 14 42 7
12 17 anos 37,3 32.400 160.000 2 4 12 5,6
15 16 anos 38,9 21.600 21.000 4,5 11,9 33 6
18 9 anos 39 13.100 11.000 1,8 4,8 13 54
19 16 anos 37,2 37.300 737.000 4.4 10,8 32 6,8
20 16 anos 37,9 9.200 746.000 5,2 111 35 6,4
21 3 anos 38,6 8.600 367.000 55 13 38 6,4
25 4 anos 33,5 64.800 48.000 2,1 5 14 4,6
30 16 anos 37,2 22.000 15.000 1,8 55 16 5,2
32 1 ano 39 10.500 155.000 8,2 21 60 6,2
34 6 anos 38,1 15.800 469.000 5,18 12 36 8
35 9 anos 37,8 23.200 297.000 1,7 4,6 13 7,6
37 10 anos 39,6 21.710 395.000 2,7 7,2 20 6,4
39 4 anos 38,1 12.100 254.000 6,4 15,7 44 6,8
41 4 meses 39,8 700 47.000 6,2 14,7 40 54
42 5 anos 38,7 38.400 91.000 3,7 7,9 24 4
43 11 anos 38,1 5.410 221.000 6,3 14,5 38,8 8,1
45 2 anos 40,3 14.600 423.000 4,7 10 29 10
53 1 38,1 16.600 100.000 8 18,2 51 5,2
54 5 anos 39,2 18.000 212.000 7,3 17,6 52 9,2

4.4 Andlises Estatisticas

Na tabela 7 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo dos

parametros do hemograma e temperatura retal referente aos grupos 1, 2 e 3,

conforme descrita abaixo:



Tabela 7 — Valores médios e desvios padrao dos parametros do hemograma
e temperatura retal referente aos grupos 1, 2 e 3

G1 G2 G3
p:
Média CV% Média CV% Meédia CV%
Temperatura 38.552 1.07 38.69%% 2.00 38.30%% 3.56 0.3897
+0.41 0.77 1.36
Hemacias 4.342 33.02 5412+ 35,51 4.872+ 43.19 0.3454
+1.43 1.92 2.10
Hb 9.578 32.63 12422+ 40.05 11.422+ 42.33 0.3070
+3.12 4.97 4.83
Hto % 28.552 34.40 36.392% 37.23 33.042+ 42.08 0.3124
+9.82 13.55 13.90
Pt 6.822 32.39 7.68%+ 28.08 6.75%+ 24.16 0.2529
+2.21 2.15 1.63
Plaguetas 77.66° 73.16 149.52°+ 81.78 251.192+ 90.94 0.0245
x103 + 122.29 228.45
56.82
Leucocitos 15,22 93.23 13.022+ 55.69 19.25%+ 72.29 0.2003
x103 + 7.25 13.91
13.97

A partir das analises estatisticas dos parametros analisados apresentados
acima, pode-se verificar que, de fato, ha uma diferenca entre os valores de
plaquetas entre os trés grupos, com um valor de p igual a 0.0245.

Com relacdo aos valores dos outros parametros de hemograma e
temperatura retal, ndo foi encontrado diferenca estatisticas entre os 3 grupos

analisados.



5. DISCUSSAO

A trombocitopenia foi os fatores mais importante encontrado nesse estudo,
sendo de discreta a moderada intensidade, e condiz com o encontrado em outros
estudos, sendo mais importante no grupo 1 (FRANK; BREITSCHWERDT, 1999;
NEER et al., 2002; WANER; HARRUS; BOGIN, 1997). A trombocitopenia ocorre
devido a inflamacdo do endotélio vascular e consequente consumo de plaquetas,
destruicdo imunomediada e até mesmo sequestro esplénico (WANER; HARRUS;
BOGIN, 1997), sendo o aspecto hematoldgico mais importante encontrado nesse
estudo. A anemia e a trombocitopenia podem ser encontrados tanto na fase aguda
guanto na fase crbnica da doenca, podendo estar presente em animais com
sintomas vagos, como anorexia, disorexia, alteracdes oftalmologicas, neurologicas, e
gastrointestinais (BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA, 2009).

Como destacado acima, a trombocitopenia pode ocorrer por diferentes
motivos (BUHLES; HUXOLL; HILDERBRANDT, 1975): como a inflamacdo do
endotélio vascular (HARRUS et al., 1999); por destruicdo Imunomediada, citada por
Harrus et al. (1996b), no qual estes autores propuseram que a infec¢ao por E. canis
resulte na superproducédo de anticorpos antiplaquetarios naturais. Outros fatores
podem ser citados como causa desta alteracdo plaquetaria, como por exemplo, os
gue inibem a agregacéo e adesividade plaquetaria (BULLA et al., 2004; HARRUS et
al., 1996c¢). No presente estudo, a trombocitopenia foi 0 Unico parametro encontrado
no hemograma que apresentou diferenca estatistica entre os grupos de caes
testados, mostrando a importancia desta alteracdo hematoldgica no diagnéstico da
doenca.

Segundo Hasegawa (2005), a leucopenia € comum nos estagios terminais na
doenca, raramente descrita na fase aguda. A leucopenia foi um achado que esteve
presente em todos o0s grupos deste estudo, inclusive no grupo 3, em que 0s animais
foram considerados negativos para E. canis. Isso sugere que, em quadros de
leucopenia, esta doenca deve ser uma hipotese considerada, porém ndo se podem
ignorar outras causas, como enfermidades virais, neoplasias, entre outras (FARO et
al., 2008; SILVA et al., 2007).

Com o objetivo de identificar fatores progndsticos para sobrevida em EMC,
SHIPQV et al. (2008), realizaram um estudo retrospectivo com 40 casos da doenca.
Os cées do grupo ndo sobrevivente tinham contagens de globulos brancos,

hematdcrito e plaquetas significativamente mais baixas. Estes animais foram



considerados em pancitopenia, e esta caracteristica foi relatada como fator de risco
para mortalidade. Estes pesquisadores consideraram pancitopenia grave quando o
animal apresenta leucécitos abaixo de 4.000 cel./mm3, plaquetas abaixo de 50
mil/mm3 e hematdcrito abaixo de 25%. No presente estudo, um dos animais do
grupo 2 apresentou pancitopenia grave, o qual foi a Obito durante o tratamento,
ocorrendo conforme os dados encontrados pelos autores citados. Alguns estudos
sugerem que quadros clinicos de pancitopenia mais acentuada, os animais podem
estar acometidos por erliquiose monocitica canina cronica, visto que esta €
considerada a alteracdo hematoldgica tipica desta fase (MYLONAKIS et al., 2004;
SHIPQV et al., 2008).

Alguns animais neste estudo apresentaram febre, sendo 4/23 no grupo 2 e
4/22 no grupo 3. Alguns autores consideram dificil e até mesmo impossivel
diferenciar clinicamente as fases da EMC (FRANK; BREITSCHWERDT, 1999; NEER
et al., 2002). BOTELHO et al. 2004, realizaram um estudo de infeccdo experimental
em oito caes da raca pastor alemao, e feita a mensuracdo da temperatura retal dos
animais, identificando febre em fase aguda. Mucosa palida, linfadenopatia,
esplenomegalia, hepatomegalia, emaciacdo e aumento da perda de pelame foram
outros sinais clinicos observados. A apatia, anorexia e febre sdo decorrentes dos
efeitos de interleucinas sobre o sistema nervoso central e o figado, na tentativa de
eliminar microrganismos que circulam no hospedeiro (TIZARD, 2000).

Os dados encontrados em relacéo a idade dos animais foram semelhantes
aos observados por Harrus et al. (1997), que mostraram que a idade média dos
animais positivos para a doenca era de cdes adultos com cerca de 3 anos e oito
meses, e o mesmo foi relatado por Cocco et al. (2003), que encontraram animais
adultos com cerca de 5 anos. No presente estudo foi encontrada uma média de

animais positivos para E. canis com 6 anos de idade.

Os resultados obtidos da amplificacdo do fragmento do gene dsb de E. canis
através da técnica de Real-Time PCR foram utilizados para determinar uma
guantificacdo relativa do agente no sangue dos animais e a positividade no teste
molecular coincidiu com alteracdes hematoldgicas no hemograma destes pacientes.
Baneth et al. (2008), relataram quantificagdo absoluta de fragmentos do gene
16sRNA de E. canis detectavel no sangue de cées no sétimo dia de infecgdo. Neste
presente estudo, 0os animais positivos no teste molecular pertenciam ao grupo 1.

Segundo Harrus et al. (2004), a detec¢cdo molecular da bactéria E. canis,



obtida de sangue periférico € inferior em relacdo a encontrada em baco e medula.
Devido a isso, resultados enganosos podem ocorrer em infecgcdes cronicas da
doenca, devido nesta fase da doenca, a bacteremia na circulacdo periférica é
escassa (COHN, 2003). E importante ressaltar, que o DNA erliquial detectado em
aspirados esplénicos pode persistir de bactérias mortas, nao representando infeccéo
ativa propriamente dita (BARSTCH, GREENE, 1996; NEER et al., 2002).

Os altos titulos sorologicos encontrados neste trabalho ja foram citados na
literatura, conforme Frank et al., (1999). A maioria dos animais apresentou titulos de
anticorpos entre 2.560 a 10.240, sendo sugestivos de infeccdo recente ou
persistente, podendo na maioria das vezes, estar relacionada com a cronicidade da
doenca e tipo de resposta excepcional ao antigeno (WANER et al., 2001), originados
pelo estimulo antigénico prolongado e na producdo de imunoglobulinas por parte dos
plasmocitos (PERRILE, MATUS, 1991). Porém, a possibilidade de animais
infectados recentemente nao ter tempo habil para soroconversédo, podem apresentar
resultado negativo na sorologia, neste caso, o diagnostico para EMC deve ser
baseado na associacdo das alteracbes hematolégicas com o0s resultados
encontrados no teste molecular (WANER et al., 1996; WEN et al. 1997; WANER et
al., 2001; NEER et al., 2002; MYLONAKIS et al. 2009).



6. CONCLUSAO

- A trombocitopenia foi o Unico parametro hematolégico que houve diferenca

estatistica entre os grupos analisados.

- Ambos os exames sdo Uteis e devem ser utilizados em conjunto com a historia
clinica do animal com fim de diagnosticar e diferenciar entre as fases aguda, cronica

e assintomatica.
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