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MEDICINA VETERINARIA

Correlacao dos achados clinicos e hematologicos com diagndstico
definitivo de erliquiose canina por meio de PCR

Correlation of clinical and hematological with definitive diagnosis of
canine ehrlichiosis by PCR

Carla Fredrichsen Moya-Araujo!”; Gustavo D’Alessandro Hernandes Batista?;
Marcio Garcia Ribeiro®; Tiago Torrecillas Sturion';
Daniel César Araujo?; Jodo Pessoa Aratijo Junior?

Resumo

A Erliquiose ¢ uma doenga cosmopolita de grande importancia na clinica médica veterinaria, sendo uma
importante enfermidade infecciosa, cuja prevaléncia tem aumentado significantemente nos ultimos anos
nos estados brasileiros. Devido a esse fato, o presente trabalho teve o intuito de correlacionar os achados
hematologicos, sinais clinicos e PCR, sendo este tltimo o mais sensivel. No trabalho foram avaliados
20 caes com suspeita de Erliquiose que foram atendidos no setor de Moléstias Infecciosas do Hospital
Veterinario da UNESP — Campus Botucatu SP, durante oito semanas. Dos animais citados, 65,00%
(13/20) foram positivos em exame da PCR, nestes os achados clinicos mais evidentes foram 76,92%
(10/13) anorexia, 53,84% (7/13) hepatoesplenomegalia, 46,15% (6/13) apatia ¢ 38,46% (5/13) epistaxes.
Dos treze animais positivos na PCR 92,30% (12/13) apresentaram-se trombocitopénicos (<150.000
plaquetas) € 61,53% (8/13) anémicos (<5.50 x10°). Frente ao exposto, conclui-se que a técnica de PCR
foi um bom método diferencial na detec¢do de Erliquiose canina podendo ser adotada, juntamente com
os achados clinicos ¢ hematologicos para o diagnostico preciso da enfermidade em questéo.
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Abstract

The Ehrlichiosis is a worldwide diseases of great importance in a veterinary medicine is an important
infectious diseases whose prevalence has increased significant in the last year in the Brazilian states.
Due to the fact that this study was designed to correlate the findings hematological clinical signs and
PCR, being the most sensitive. This study evaluated twenty dogs seen at veterinary hospital UNESP
— Botucatu campus during the 03 from august to September 28 2009. Animal cited 65% were positive
in the PCR test. Among the most prominent clinical findings 76.92% (10/13) with anorexia, 53.84%
(7/13) with hepatoesplenomegaly, 46.15% (6/13) with apathy and 38.46% (5/13) epistaxis. The thirteen
animals positive PCR 92.30% (12/13) showed thrombocytopenia (<150.000 platelets) ¢ 61.53 (8/13)
anemic (<5.50 x10). Thus, we conclude that the PCR was a good method for detection differential
canine ehrlichiosis may be adopted together with the clinical and hematological findings for the accurate
diagnosis of the disease.
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Introducao

A Erliquiose ¢ uma doenga riquetsial infecciosa
severa que acomete os caes, causada pela Erlichia,
sendo a principal a Erlichia canis. Sua incidéncia
vem aumentando significativamente nos ultimos
anos, em todas as regides do Brasil. Foi descrita
pela primeira vez na Argélia em 1935 e no Brasil em
1973, hoje é conhecida como uma doenga de grande
importancia mundial (CORREA; CORREA, 1992).

A Erlichiose canina ¢ transmitida pela picada do
carrapato, mais especificamente o carrapato marrom
dos caes, o Rhipicephalus sanguineus, que inocula
0 microrganismo por meio de sangue infectado para
um cdo sadio no momento do repasto. O carrapato
pode transmitir a E. canis por mais de cinco meses
apds o ingurgitamento com sangue infectado
(MOREIRA; MACHADO; PASSOS, 2005).

Apds um periodo de incubacgdo da enfermidade
de 8 a 20 dias onde o agente intracelular obrigatorio,
se replica no interior das células sanguineas
mononucleares e nos 6rgaos do sistema monocitico-
fagocitario (SMF) sendo eles: figado, bagco e
linfonodos (GREGORY; FORRESTER, 1990;
CORREA; CORREA, 1992). Além de infectar
monocitos e linfocitos a E. canis causa alteragdo
da membrana celular das plaquetas, eritrocitos
¢ leucocitos levando a uma hiperestimulagao
antigénica contra essas células, pela alteracdo do
sistema complemento e formacdo de complexos
auto-imunes, desencadeando lise e fagocitose
das células infectadas ou ndo (GREGORY;
FORRESTER, 1990; NEER, 1999).

A infec¢do por E. canis pode ser classificada
em trés fases: aguda, sub-clinica e cronica. Na fase
aguda, ocorre vasculite decorrente da migragdo de
células mononucleares infectadas para pequenos
vasos. A fase sub-clinica pode persistir por até
cinco anos em caes naturalmente infectados. Apesar
de alguns cles apresentarem o microrganismo na
circulacdo sanguinea durante esta fase, as vezes
persiste de forma intracelular, resultando na fase
cronica da infecgao (NELSON; COUTO, 2001). Os

achados clinicos da doen¢a podem ser febre, apatia,
anorexia, linfoadepatia, sensibilidade abdominal,
As
hematologicas mais frequentemente observadas em

vOomito, diarréia e epistaxe. alteragdes
infecgdes naturais sdo anemia, trombocitopenia e

leucopenia (ALMOSNY, 2002).

O presente trabalho teve por objetivo realizar
um levantamento dos casos suspeitos de Erliquiose
canina atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ/
UNESP, campus de Botucatu — SP no periodo de 03
de agosto a 25 de setembro de 2009, comparando
os sinais clinicos e as alteracdes hematoldgicas dos
animais positivos por meio da técnica de reagdo em
cadeia de polimerase (PCR).

Materiais e Métodos

Utilizaram-se cdes de ambos os sexos, de
diversas racas e idades, provenientes da cidade
de Botucatu — SP e regido. Durante oito semanas,
no periodo de agosto a setembro de 2009, os
animais que foram atendidos na area de Moléstias
Infecciosas (MI) do Hospital Veterinario da FMVZ/
UNESP, campus de Botucatu com suspeita de
Erliquiose, apos serem avaliados durante exame
clinico e, concomitantemente, pela presenca ou
exposicao a carrapatos, sem tratamento prévio para
a enfermidade foram incluidos na pesquisa.

Foram colhidas duas amostras de
de cada animal por venopung¢do da radial e/

ou jugular, que foram acondicionadas em tubo

sangue

proprio com anticoagulante (EDTA-Na,) sendo
um para determinagdes hematoldgicas, conforme
metodologia descrita por Coles (1986) e outro para
a realizacdo de PCR, que foi estocado em geladeira
a 5°C. Realizou-se o hemograma com contagem
manual de plaquetas e dosagem de proteinas totais
(técnica do biureto modificado). A amplificagdo do
DNA foi realizada no Laboratorio de Diagndstico
Molecular do Instituto de Biociéncias da UNESP,
campus de Botucatu — SP, pela técnica Nested PCR
com o uso de primers especificos para um segmento
do 16S rRNA de E. canis (BULLA et al., 2004).
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A PCR foi realizada de acordo com o descrito
por Doyle et al. (2005), visando a amplificagdo
de fragmento de 409 pares de base (pb) do gene
dsb de Ehrlichia spp., utilizando-se os iniciadores
Dsb-330 (5’- GAT GAT GTC TGA AGA TAT
GAA ACA AAT-3’) e Dsb-728 (CTG CTG GTC
TAT TTT ACT TCT TAA AGT-3’). As amostras
com fragmentos amplificados de 409 pb foram
submetidas ao sequenciamento de nucleotideos
em sequenciador automatico de DNA (ABI Prism
310 Genetic Analyser — Applied Biosystens/Perkin
Elmer), conforme instru¢do do fabricante. As
sequéncias obtidas foram comparadas pelo Blast
Analysis com outras sequéncias de Ehrlichia spp.
disponiveis no GenBank, utilizando-se o programa
MegAlign do pacote Lasergene R versao 8.0 para
windows (DNASTAR, EUA).

Os sinais clinicos, as alteracdes hematoldgicas
e os resultados de PCR foram comparados para a
avaliacdo do diagnostico da Erliquiose canina.

Resultados e Discussao

Dos 20 casos atendidos na area de MI da FMVZ/
UNESP, campus de Botucatu — SP com suspeita de
Erliquiose apenas 65% (13/20) foram positivos no
exame de PCR.

Devido a grande variagdo nos achados

hematoldgicos, optou-se por padronizar como

limitante o nivel minimo de cada pardmetro e dessa
forma comparar cada variante com os resultados
de PCR (tabela 1). Analisando os dados obtidos
no exame hematologico, observou-se que 61,53%
(8/13) dos animais com anemia, 61,53% (8/13) com
VG % baixo, 92,30% (12/13) com trombocitopenia
e 84,61% (11/13) com leucopenia foram positivos
no exame de PCR. Contudo dos 20 animais com
suspeita de Erliquiose atendidos apenas 60% (12/20)
possuiam trombocitopenia e eram positivos no
exame de PCR para tal enfermidade. Frente a esses
valores, a trombocitopenia ndo ¢ o Uinico parametro
para o diagnostico de Erliquiose, pois 36,84% (7/19)
dos animais com plaquetas abaixo de 150.000 foram
negativos no exame de PCR, que ¢ considerado
uma peca util para a elaboragdo do diagnostico da
enfermidade. Esta técnica permite um diagnostico
rapido e com sensibilidade de 99,99% (IQBAL;
CHAICHANASIRIWITHAYA; RIKIHISA, 1994;
WEN et al., 1997). Apesar disso, Breitschwerdt
(1997), relataram que a trombocitopenia ¢ a
alteragdo hematologica mais consistente tanto na
fase aguda como na fase crdnica, sendo adotada
por muitos Médicos Veterinarios como base no
diagnostico da Erliquiose.
disso Bulla et al. (2004) consideram que os
achados clinicos e outros métodos diagnosticos

Ou diferentemente

associados a trompocitopenia sdo necessarios para
a determinac¢do da enfermidade.

Tabela 1. Resultado do exame de PCR em relagdo aos achados de exame hematologico dos 20 casos atendidos com
suspeita de Erliquiose, na area de MI da FMVZ/UNESP, campus de Botucatu — SP.

Parametros Limitante PCR positivo PCR negativo Total
<
Hemacias (x10%mL) =5 5?)35<08 5 2 ; 173
<37,0 8 3 11
0 b
VG (%) >37,0<55,0 5 4 9
<6,0 0 1 1
PT (g/dL) 6,0 < 8,0 13 6 19
- . <150.000 12 7 19
aquetas >150.000 1 0 1
Leucdcitos (x10%/mL) ig’g 121 i 155

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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De acordo com Davoust (1993) a linfocitose
intensa, acompanhada de linfocitos atipicos ou
reativos, foi associada com Erliquiose, porém
nesse estudo nenhum animal apresentou aumento
no numero de linfocitos, sendo a leucopenia
predominante nos animais positivos, corroborando
com os achados de Almosny (2002).

Durante o exame clinico dos animais suspeitos
foram observadas as seguintes alteragdes: apatia,
anorexia, hipertermia, hepatoesplenomegalia,
vOmito, diarréia, epistaxe, petéquias e sufusdes
(tabela 2). Quando se realizou a associagdo

com os resultados de PCR positivo, observou-

se que 38,46% (5/13) dos animais apresentavam
epistaxe, 76,92% (10/13) anorexia, 53,84% (7/13)
hepatoesplenomegalia, 38,46% (5/13) hipertermia,
46,15% (6/13)apatia, 23,07% (3/13) vomito, 30,76%
(4/13) petéquias e sufusoes e 38,46% (5/13) diarréia.
A literatura cita que a hipertermia (39,5 a 41,5°C),
anorexia, perda de peso, sangramentos espontaneos,
hematiria, edema de membros, vOmitos, anemia,
hepatomegalia e esplenomegalia, uveite e sinais
neurologicos causados por meningoencefalomielite
sdo sinais clinicos que normalmente se associam
a Erliquiose (COUTO, 1998; BELLAH; SHULL;
SELCER, 1994), corroborando com os achados
desse estudo.

Tabela 2. Resultado do exame de PCR em relagdo aos achados clinico dos 20 casos atendidos com suspeita de
Erliquiose, na area de MI da FMVZ/UNESP, campus de Botucatu — SP.

PCR positivo PCR negativo Total
Apatia 6 6 12
Anorexia 10 5 15
Hipertermia 5 3 8
Hepatoesplenomegalia 7 4 11
Vomito 3 2 5
Diarréia 5 4 9
Epistaxe 5 1 6
Petéquias e Sufusoes 4 2 6

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Em estagios de cronicidade da Erliquiose, os
animais podem ter o exame de PCR negativo do
sangue periférico, em fung¢do do agente causador
encontrar-se no bago, o que justificaria a presenca
de falsos negativos da PCR em caes testados
(HARRUS et al., 1998). Os exames laboratoriais
nesses casos indicam trombocitopenia, anemia
aplasica, concomitante a leucopenia (GREGORY;
FORRESTER, 1990). Nenhum animal negativo no
exame de PCR desse experimento apresentou um
quadro de pancitopenia, conforme os achados de
literatura, dessa forma os falsos negativos foram
desconsiderados, uma vez que os animais desse

estudo nao tinham historico anterior da doenga nem
mesmo um tratamento prévio para tal enfermidade,
sendo assim a infecgdo cronica foi desconsiderada,
tendo em vista que nessa fase, para o diagnostico
preciso sdo recomendadas as técnicas sorologicas
(NAKAGHTI et al., 2008).

Mediante aos resultados obtidos nesse estudo,
conclui-se que a técnica de PCR foi um bom
método diferencial na detecgdo de Erliquiose canina
podendo ser adotada, juntamente com os achados
clinicos e hematoldgicos para o diagndstico preciso
da enfermidade em questao.
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