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Avaliacéo clinica e molecular de cdes com erliquiose

Clinical and molecular evaluation of dogs with ehrlichiosis
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RESUMO

A erliquiose monocitica canina é uma doenca
cosmopolita causada por Ehrlichia canis e transmitida pelo
carrapato Rhipicephalus sanguineus, sendo frequentemente
diagnosticada em cées em todo o Brasil. Este trabalho teve
por objetivo investigar citolégica e molecularmente a infecgéo
por Ehrlichia em 195 c8es atendidos no Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Mato Grosso, analisando os
achados clinicos e laboratoriais. Nos 48 cées atendidos com
citologia positiva para Ehrlichia sp., foi possivel verificar a
diversidade de sinais, com predominéncia estatisticamente
significativa de palidez de mucosas (P<0,05), assim como
variados achados hematologicos, ocorrendo tanto anemia,
leucopenia e trombocitopenia, quanto normalidade ou
aumento dessas células. Ocorreu aumento das proteinas
plasmaticas, com hiperglobulinemia, sem, no entanto, haver
diferenca significativa (P>0,05), apesar de esse achado ser
frequente nessa afeccdo. Por meio do PCR nested, confirmou-
se a infecgdo por E. canis em cées da cidade de Cuiaba.
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ABSTRACT

The canine monocytic ehrlichiosis is a
cosmopolitan disease, caused by Ehrlichia canis, transmitted
by ticks Rhipicephalus sanguineus that has been frequently
diagnosed in dogs throughout the country. This study aimed to
investigate the cytological and molecular Ehrlichia infection
in 195 dogs examined at the University Veterinary Hospital of
Mato Grosso, by analyzing the clinical and laboratory findings.
In 48 dogs with positive cytology for Ehrlichia sp it was possible
to detect the diversity of signs, with predominance statistically

significant of pallor of mucous membranes (P<0.05) as well as
several hematological findings, occurring anemia, leukopenia
and thrombocytopenia, or increased as normal cells. There
was increased of plasma proteins, with hyperglobulinemia,
however without any significant difference (P>0.05), although
this finding is common in that infection. Through the nested
PCR technique it was possible to confirm the infection by E.
canis in the city of Cuiaba.
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INTRODUCAO

Diversas doengas transmitidas por
carrapato tém assumido importancia tanto em satde
publica, quanto animal. Entre estas, a erliquiose
monocitica canina, causada pela Ehrlichia canis ¢
transmitida por Riphicephalus sanguineus, tem sido
descrita no Brasil desde 1973 por COSTA et al., mas
atualmente a erliquiose encontra-se disseminada em
varios Estados brasileiros (MACEDO & LEAL, 2005).

Depois de um periodo de incubag@o de oito
a 20 dias, o cdo infectado com E. canis comega a
apresentar diversos sinais sistémicos, iniciando a fase
aguda, quando se multiplica dentro das células
mononucleares circulantes ¢ do figado, do bago e dos
linfonodos, induzindo linfoadenomegalia e hiperplasia
linforreticular (BREITSCHWERDT, 2004).
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Os sinais incluem depressdo, letargia,
anorexia, pirexia, linfoadenomegalia, esplenomegalia e
perda de peso. Os cdes podem apresentar tendéncias a
sangramento, principalmente petéquias e equimoses
na pele e nas membranas mucosas, e epistaxe
ocasional. Os sinais oculares ndo sdo incomuns e
incluem uveite anterior e opacidade corneana (WANER
& HARRUS, 2000).

A fase subclinica da infec¢do ocorre apos
seis a nove semanas da inoculagdo, mas pode durar
meses ou ano. E caracterizada por persisténcia variavel
de trombocitopenia, leucopenia e anemia na auséncia
de sinais clinicos (VARELA, 2003; BREITSCHWERDT,
2004). Os sinais clinicos da fase cronica da erliquiose
sdo discretos e ausentes em alguns cdes ¢ graves em
outros, sendo diagnosticada por ocasido da pesquisa
de outras doengas.

O diagnéstico presuntivo € firmado com
base nos sinais clinicos e achados laboratoriais
(VARELA, 2003), porém a confirmagdo se da pela
visualizacdo de morulas em exame de esfregaco
sanguineo nos mondcitos circulantes, detec¢do de
altos titulos de anticorpos para E. canis ou ainda pela
demonstracdo do DNA de E. canis pela PCR (WANER
& HARRUS, 2000).

A amplifica¢do do DNA de Ehrlichia sp. a
partir de amostras clinicas ¢ importante para a detec¢éo
e diferenciacdo das espécies de Ehrlichia porque esses
organismos crescem lentamente e em limitadas
linhagens celulares e, ainda, hé varios niveis de reagdo
cruzada limitando a diferenciagdo soroldgica de varias
espécies. A PCR possui a vantagem de detectar o DNA
erliquial nos primeiros dias pds-infecgao e € bastante
especifica, desde que usados oligonucleotideos que
amplifiquem o DNA da espécie investigada (SUMMER
etal., 1997).

A PCR nested ¢ muito sensivel e especifica
para a detecgdo de E. canis, sendo util para o
diagnéstico laboratorial e para verificagdo da eficacia
in vivo de antibidticos contra essa infecgdo (WEN et
al., 1997).

A observagdo clinica de muitos cies do
Municipio de Cuiaba, Estado do Mato Grosso, que
apresentavam erliquiose com severidade variavel
direcionou o desenvolvimento de pesquisa clinico-
laboratorial da infeccdo por E. canis em caes atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Federal do
Mato Grosso, por meio de citologia sanguinea e PCR
nested.

MATERIAL E METODOS

Animais

No presente estudo, foram pesquisados 195
cdes de diferentes ragas, ambos os sexos e de diferentes
faixas etarias, oriundos do atendimento clinico no
Hospital Veterinario da Universidade Federal do Mato
Grosso, no periodo de maio de 2004 a julho de 2005,
com sinais clinicos sugestivos de erliquiose monocitica
canina ou contactantes de caes com a referida doenga.

Analises clinicas

Ap6s detalhado exame clinico dos cies,
procedeu-se a coleta de amostra sanguinea, para a
realizagdo de hemograma completo, esfregaco
sanguineo do concentrado leucocitario e PCR. No
hemograma, foram avaliadas as séries eritrocitarias,
leucocitarias e plaquetarias de acordo com KANEKO
(1997).

Para avaliagdo bioquimica, as amostras
sanguineas foram coletadas em tubos sem
anticoagulante, ¢ a determinag@o dos valores séricos
de ureia, creatinina, aspartato amino transferase, alanina
amino transferase, fosfatase alcalina e albumina foi
realizada com Kits comerciais (Labtest®), enquanto
que a concentragao sérica de globulina foi determinada
por meio de célculos aritméticos. Os niveis plasmaticos
de proteina total foram determinados por refratometria
(KANEKO, 1997).

Reacdo em Cadeia de Polimerase

A PCR foi realizada de apenas 60 amostras
selecionadas de forma aleatoria dos 195 caes, em razao
da limitac@o de recursos financeiros. O DNA foi extraido
a partir de aliquotas de 200uL de sangue total, utilizando-
se 0 QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen ®), conforme
instrugdes do fabricante.

Os oligonucleotideos utilizados para a
primeira etapa de amplificagdo para o género Ehrlichia,
baseados em sequéncias parciais do gene 16S rRNA,
foram ECC (5'-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-
3"eECB(5- CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3"),eno
PCR nested para amplificagdo da espécie E. canis foram
ECAN (5’- CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-
3”)eHE3 (5’- TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT
-37), que amplificam fragmentos de 458 ¢ 398 pares de
bases, respectivamente (WEN et al., 1997, MURPHY et
al., 1998).

A primeira etapa de amplificagdo (PCR) para
o género Ehrlichia foi realizada utilizando-se uma
reacdo de volume total de 50uL, com uma mistura
contendo 10uL de DNA-amostra (~ 1ug de DNA);
0,2mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP
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¢ dTTP) (Invitrogen®), 1,5mM de Cloreto de Magnésio
(Invitrogen®), 20pmol de cada oligonucleotideo
(Invitrogen®), 1,25U de Taq DNA polimerase
recombinante (Invitrogen®), Tampdo de PCR 10X
(Invitrogen®) e 4agua ultra-pura gsp. A sequéncia
térmica e de tempo consistiu de 94°C por trés minutos,
seguido por 30 ciclos de 94°C por um minuto, 65°C por
dois minutos e 72°C por dois minutos ¢ uma extensao
final de 72°C por cinco minutos.

A PCR Nested para a espécie E. canis foi
realizada com as mesmas condi¢des da PCR, exceto
que o DNA-amostra foi de 1,0uL do produto amplificado
da PCR. A sequéncia térmica e de tempo consistiu de
dois ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por dois
minutos, ¢ 72°C por 90 segundos, seguidos por 37 ciclos
de 92°C por um minuto, 55°C por dois minutos e 72°C
por 90 segundos, ¢ uma extensdo final de 72°C por
cinco minutos. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etideo.

Para a andlise estatistica dos resultados
obtidos, foram utilizados o teste do Qui-Quadrado e
Teste Exato de Fischer, por meio do programa Epi info
versdo 3.3.2., tendo sido considerados significativos
os resultados com significancia P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No exame de esfregaco sanguineo, em 48
cédes, foram observadas morulas de E. canis em
leucdcitos, e em 147 amostras ndao foram encontradas
tais estruturas. Dos cdes com infecg¢do, 18 eram machos
e 29 fémeas, ¢ 18 tinham menos de um ano de idade, 15
entre um a quatro anos, nove entre quatro a oito anos
e seis tinham idade superior a oito anos, ndo se
observando diferenga estatistica significativa (P<0,05)
entre as faixas etarias ¢ o género dos cdes quanto a
infeccdo por E. canis, concordando com as
observagdes de HARRUS et al. (1997). Entretanto,
BANETH etal. (1996) descreve maior prevaléncia em
caes adultos e idosos, associando ao fato de maior
tempo de exposicao destes ao hospedeiro invertebrado
e maior suscetibilidade para os cées idosos.

Quanto aos aspectos demograficos dos
cdes positivos para erliquiose canina, 43 eram
provenientes de domicilios na zona urbana, dois
residiam em apartamento, dois viviam na zona rural e
um frequentava esporadicamente a zona rural. Trinta ¢
dois cdes apresentavam infestagdo por carrapato no
momento da consulta veterinaria, ¢ 11 apresentaram
essa infestacao anteriormente. Mesmo ndo significativo
estatisticamente, o contato de cdes com o vetor R.
sanguineus ¢ um dado importante na ocorréncia da

infecgdo, apesar de cinco cdes dos infectados terem
sido relatados como ausentes de infestacdo pelo vetor
(atual ou anterior).

Os cdes encontrados parasitados por E.
canis foram de diferentes ragas, sendo o0 maior nimero
representado pelos cdes sem defini¢do racial e os da
raga Pit Bull, com 10 integrantes cada, seguidos das
racas Pastor Alemado (seis), Teckel (quatro), Rottweiler,
Poodle, Fila Brasileiro ¢ Cocker spaniel, com dois
representantes cada um e Pequinés, Lhasa Apso, Husky
Siberiano, Mastin Napolitano, Golden Retriever,
Labrador, Shitzu, Boxer, Doberman ¢ Basset hound, com
um representante. Tal caracteristica ndo foi
estatisticamente significativa, estando de acordo com
o trabalho realizado anteriormente por HARRUS et al.
(1997). Segundo esses mesmos autores, os cdes da
raca Pastor Aleméao apresentam maior gravidade clinica
quando infectados, no entanto n2o sdo mais
predispostos a infec¢do. Os seis cdes dessa ragca com
erliquiose ndo apresentaram sinais clinicos severos.

Nos cées com erliquiose canina, ndo foram
demonstradas diferengas significativas nos sinais
clinicos da doenga, e quatro cdes ndo apresentaram
quaisquer altera¢des clinicas. Os cdes com infecgdo
por E. canis apresentaram sinais clinicos inespecificos,
como apatia, anorexia, febre e palidez de mucosas
(Figura 1), sendo este ultimo sinal estatisticamente
significativo P<0,05. Também apresentaram distirbios
oftalmicos e tendéncias a hemorragia, além de
esplenomegalia, concordando com os descritos por
HARRUS etal. (1997) e MATTHEWMAN et al. (1993)
em estudos de erliquiose canina diagnosticada por meio
do teste de imunofluorescéncia indireta. A maioria dos
achados clinicos dos caes com erliquiose ndo induziram
grave comprometimento sistémico, como faléncia renal,
hepatica e distirbios hemorragicos. De forma
semelhante, ALMOSNY (1998) e TORRES (2002), em cées
sem rac¢a definida, descreveram sinais clinicos brandos
(Figura 1) em cées infectados experimentalmente.

Na avaliacdo hematologica dos cdes com
erliquiose canina, ndo foi observada diferenga
significativa, sendo encontrados 20 cdes com anemia
(Tabela 1), e em 11 havia sinais de regeneragao medular,
fato também observado na analise leucocitaria, sendo
dados similares aos encontrados por MACEDO &
LEAL (2005). De acordo com HARRUS et al. (1997) e
BULLA et al. (2004), tais variagdes no eritrograma e
leucograma ocorrem de acordo com a fase da doenga.
A infecg@o por E. canis pode levar a supressao difusa
da medula 6ssea, induzindo trombocitopenia, anemia e
leucopenia (MOORE & BENDER, 2000; GOULD et al.,
2000). Dos céaes infectados, 14 apresentaram
trombocitopenia (Tabela 1), ndo sendo verificada
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Figura 1 - Principais sinais clinicos nos 48 cdes com morulas de Ehrlichia sp. atendidos no Hospital
Veterinario da UFMT/Cuiaba, no periodo de maio de 2004 a julho de 2005.

diferenca significativa com os cées negativos. Essas
observagdes demonstram que a trombocitopenia € um
achado caracteristico, mas nao exclusivo de erliquiose
canina, podendo aparecer em diversos quadros
nosolégicos.

Na analise da concentragdo proteica dos
cdes com erliquiose canina, observou-se um aumento
de globulina em 20 cées. Segundo GOULD et al. (2000),
isso ocorre por aumento da fragdo gama, muitas vezes
monoclonal, induzindo hiperviscosidade sérica e
exacerbacdo hemorragica por interferéncia fisica com
as plaquetas ¢ fatores da coagulacdo, além de causar
danos ao endotélio vascular e venoestase, enquanto
a hipoglobulinemia ¢ a hipoalbuminemia foram
detectadas em 23 e 21 cdes infectados, respectivamente.
Tal fato pode ser justificado pela presencga de distirbios
entéricos ou hepaticos graves, levando tanto a perda
de albumina, como de globulina intestinal. A
hipoalbuminemia também pode estar associada ao
sequestro ou edema advindo da vasculite na fase
aguda; e na fase cronica, da perda glomerular
decorrente da deposi¢cdo de imunocomplexos ou
imunoestimulagao cronica.

Avaliando o perfil renal e hepatico dos caes
diagnosticados com E. canis, observou-se um aumento
de ureia ¢ creatinina em cinco e quatro cdes
respectivamente (dados ndo estatisticamente
significativos). Essa elevagdo sérica de ureia e creatinina
podem estar relacionadas a azotemia pré-renal,
principalmente nos animais com desidratacdo severa
ou ainda a glomerulonefrite nos casos cronicos de

erliquiose. Os niveis séricos da fosfatase alcalina, da
alanina aminotransferase e do aspartato
aminotransferase encontraram-se elevados em
pequeno numero de amostras (seis cada um), fato que
pode decorrer de dano hepatico ou de estresse
sistémico provocado por diversas doengas, inclusive
pela erliquiose (ALMOSNY, 1998).

Dos sessenta cées testados pela PCR ¢ PCR
nested, em trés detectou-se DNA de Ehrlichia sp., em
nove de E. canis, ¢ em outras trés amostras houve
amplificacdo tanto de Ehrlichia sp quanto de E. canis.
Destes, em apenas trés, houve a observacao de morulas
no esfregaco sanguineo. A PCR nested, quando
comparada a PCR, demonstrou sensibilidade e
especificidade de 50 e 83%, respectivamente. Para WEN
et al. (1997), a PCR nested ¢ altamente sensivel ¢
especifica para a detecgdo de E. canis, sendo um teste
muito eficaz no diagnostico. Em nove amostras em que
ndo foi constatada a amplificagio de DNA, foram
observadas morulas, que, para MYLONAKIS et al.
(2003), podem ser outras inclusdes intracitoplasmaticas
em leucocitos, incluindo granulos azuro6filos e material
proveniente de fagocitose, fato gerador de falso-
positivos, diminuindo a especificidade da citologia

CONCLUSAO

O estudo realizado permitiu concluir que as
alteragdes clinicas, hematoldgicas ¢ bioquimicas
observadas nos cdes com infecgdo por E. canis sdo
bastante inespecificas, assim como ndo ha

Ciéncia Rural, v.40, n.6, jun, 2010.



Avaliagdo clinica e molecular de cdes com erliquiose. 1313

Tabela 1 - Principais alteragdes hematologicas nos 48 caes com
morulas de Ehrlichia sp. atendidos no Hospital
Veterinario da UFMT/Cuiaba, no periodo de maio de
2004 a julho de 2005.

Ne Percentual
e

Alteragdes hematologicas Ciies %) p

Anemia 20 41,67 0,00 0,98
Leucocitose 6 12,50 0,04 0,83
Leucopenia 6 12,50 0,17 0,68
Neutrofilia 9 18,75 0,8 0,37
Neutropenia 2 4,17 0,1 0,39
Linfocitose 2 4,17 0,1 0,39
Linfopenia 3 6,25 0,8 0,37
Trombocitose 7 14,58 0,34 0,55
Trombocitopenia 14 29,17 0,01 0,93

%~ Valor de Qui-quadrado.
P - significativo em nivel de 5% de probabilidade estatistica.

predisposi¢do etaria, sexual ou racial. Este trabalho
também permitiu a caracterizagdo molecular da infecgio
em cdes domiciliados em Cuiaba.
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