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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de tracar
o perfil clinico e laboratorial para o diagndstico da
erliquiose canina. Utilizaram-se 75 cies, de ambos
os sexos, diferentes idades e ragas, da cidade de
Salvador e regido metropolitana, Bahia, incluidos
na pesquisa a partir da suspeita clinica e por
apresentar infestacdo de carrapatos ou historico de
exposicdo prévia ao vetor. Anticorpos anti-
Ehrlichia canis foram encontrados em 98,66%
(74/75) dos animais. A PCR foi positiva em 33,3%
(25/75) dos cées, enquanto a presenga de morulas
foi positiva em 5,33% (4/75) dos suspeitos. Nos
animais com PCR (Reagdo da Polimerase em
Cadeia) positivo, febre, desidratacdo, mucosas
hipocoradas e petéquias em membranas mucosas ou
na pele e anemia, leucopenia, neutropenia,
eosinopenia, linfopenia e trombocitopenia foram os
sinais clinicos e laboratoriais estatisticamente
significantes  (p<0,05) mais freqiientemente
encontrados.

Palavras-chave: bioquimica clinica, Dot-ELISA,
Ehrlichia canis, hematologia, PCR

SUMMARY

Canine Ehrlichiosis despite its high morbidy is an
illness of great importance in the medical clinic of
small animals. The great difficulty for the definitive
diagnosis of this disease consists of the little use of
more sensible and specific tests considering the
clinical signals and more frequent hematological
results as exclusive of the illness. This research
aimed to provide the clinical-laboratorial profile in
the diagnosis of canine ehrlichiosis of 75 dogs, of
both sexes, at different ages and races, from Salvador
and metropolitan region, Bahia state. The evaluated
animals were dogs with clinical suspicion of
Ehrlichiosis and tick infestation or description of
previous exposition to that vector. Antibodies anti-
E. canis were found in 98.66% (74/75) of the
animals. The PCR was positive in 33.3% (25/75) of
the dogs, while the presence of inclusions (morulae)
was observed in 5.33% (4/75) of the suspected
animals. Fever, dehydration, pale mucous
membranes, petechiac of skin and mucous
membranes; and anemia, leucopoenia, neutropenia,
eosinopenia, lymphopenia, and thrombocytopenia
were the most significant (p<0.05) clinical and
laboratory indicators found in animals with positive
PCR.

Keywords: clinical biochemistry, Dot-ELISA,
Ehrlichia canis, hematology, PCR
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INTRODUCAO

Grande parte das alteragdes clinicas que
levam animais domésticos aos
ambulatdrios veterinarios corresponde as
doencas infecciosas. Dessas doencas, a
erliquiose canina se destaca por sua
relevancia casuistica, principalmente nas
regioes tropicais e subtropicais
(MOREIRA et al., 2003).

A erliquiose monocitica canina tem como
agente etiologico a FEhrlichia canis,
bactéria intracelular que parasita o0s
leucocitos  mononucleares, transmitida
principalmente pela saliva contaminada do
carrapato da  espécie  Rhipicephalus
sanguineus. A presenga desse vetor no
animal caracteriza importante fator de risco
para ocorréncia da doenga (HARRUS et
al., 1997a; LABRUNA & PEREIRA,
2001; DAGNONE et al., 2003).

Os sinais clinicos mais comumente
observados nos cdes acometidos pela
erliquiose  sdo apatia, anorexia e
emaciagdo. A doenga compreende trés
fases: fase aguda, quando ocorre a
bacteremia, tem como principais alteragdes
hematoldgicas a anemia, trombocitopenia e
leucopenia; fase subclinica, quando se
observam elevados titulos de anticorpos,
com alteragdes hematoldgicas mais
discretas, porém sem sintomatologia; e
fase cronica, que ocorre quando o sistema
imune do hospedeiro ndo consegue debelar
a infeccdo e apresenta alteragdes clinicas e
laboratoriais mais severas (ANDEREG &
PASSOS, 1999; NAKAGHI et al., 2008).
O diagnostico da erliquiose canina pode
ser realizado pela pesquisa de inclusdes em
esfregacos sanguineos e papas de
leucocitos, pelo isolamento do agente por
cultivo celular, por técnicas soroldgicas
como imunofluorescéncia indireta (IFI),
ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA), western blotting e, mais
recentemente, por técnicas moleculares
como a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) (IQBAL & RIKIHISA, 1994
TAKAHIRA et al., 2003; DAGNONE et
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al., 2003; MYLONAKIS et al., 2004;
MORALIS et al., 2004).

Em decorréncia da grande quantidade de
animais clinicamente suspeitos para a
erliquiose canina na cidade de Salvador,
Bahia, e da pouca utilizacdo de testes
diagnosticos  definitivos pelos clinicos
veterinario nesta regido, realizou-se este
trabalho com o objetivo de tracar o perfil
clinico e laboratorial para o diagndstico da
erliquiose canina em cdes oriundos da
cidade de  Salvador e  Regido
Metropolitana, Bahia.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 75 cdes de ambos os
sexos, de diversas ragcas e idades,
provenientes da cidade de Salvador e
Regido Metropolitana, Bahia. Durante 15
semanas, no periodo de junho a setembro
de 2005, os animais foram atendidos no
Hospital de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Bahia e em
algumas clinicas particulares e avaliados
em exame clinico. Os animais foram
incluidos na pesquisa quando
apresentavam alguma alteragdo clinica
observada pelo proprietario ou confirmada
durante consulta ao médico veterinario e,
concomitantemente, pela presenca ou
exposi¢do prévia a carrapatos.

De acordo com o protocolo pré-estabelecido,
no momento da consulta clinica, colheu-se
sangue periférico da ponta de orelha ou da
cauda para a confeccdo de dois esfregagos
sanguineos com o objetivo de pesquisar
morulas de Ehrlichia canis. Foram colhidas
também duas amostras de sangue de cada
animal por venipuncdo da radial e/ou
jugular: a  primeira  amostra  foi
acondicionada em tubo proprio com
anticoagulante (EDTA-Na%) para
determinacoes hematologicas e a outra foi
acondicionada em tubos de polipropileno,
estocada e armazenada (-20°C) para
realizagdo de PCR. A segunda amostra foi
acondicionada em tubo de ensaio sem
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anticoagulante, a qual foi centrifugada para
obtengdo do soro e posterior utilizagdo nas
determinagdes bioquimicas e sorologicas.
Realizou-se 0 hemograma com contagem
manual de plaquetas e dosagens séricas de
proteinas totais (técnica do biureto
modificado), albumina (teste colorimétrico
verde de bromocresol), transaminases
(Frankel & Reitman), creatinina (técnica
de Jaffé modificado), uréia (urease
modificada) e fosfatase alcalina (Bessey
Lowry modificado) utilizando-se  kits
comerciais especificos seguindo
recomendacdes do  fabricante.  As
determinagdes sorologicas para deteccdo
de IgG anti-E. canis foram realizadas pelo
teste sorologico comercial DOT-ELISA
(ImmunoComb®, Biogal, Israel).

A extragdo do DNA da E. canis nas
amostras de sangue com EDTA foi feita
com o kit comercial (GFX - Genomic
Blood DNA Purification Kit). A
amplificacio do DNA foi realizada no
Laboratorio de Diagndstico Molecular do
Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual de Sao Paulo (UNESP), campus
de Botucatu, pela técnica Nested PCR com
o uso de primers especificos para um
segmento do 16S rRNA de E. canis
(BULLA et al., 2004b).

Os resultados obtidos nos animais
positivos pela PCR foram analisados
estatisticamente utilizando o teste Chi-
quadrado (X?) com nivel de significancia
de 5% (p<0,05) pelo programa estatistico
SPSS, versao 12,0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 75 animais suspeitos, 74 (98,67%)
apresentaram titulo de anticorpos anti-E.
canis detectados no teste DOT-ELISA,
resultado bastante proximo ao encontrado
na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo
(92,3%), e superior aos obtidos em
Londrina, Parana (23,0%), e Ilhéus, Bahia
(36%), o que esta relacionado ao clima
tropical dessas regides, que favorece o

http://www.rbspa.ufba.br

desenvolvimento do vetor e a transmissao
de hemoparasitas (OLIVEIRA et al., 2000;
DAGNONE et al., 2003; CARLOS et al.,
2007).

Apesar da alta sensibilidade do teste
sorologico utilizado, a reagcdo encontrada
ndo distingue uma infec¢do presente da
exposicdo prévia ao agente, portanto,
superestima o numero de cdes doentes
(WEN et al., 1997; WANER et al., 1995).
Os titulos de anticorpos variaram de 1:20 a
1:320, segundo a leitura do teste DOT-
Blotting utilizado no estudo. Na erliquiose
canina, alto titulo de anticorpos tem sido
observado na fase subclinica, em razdo da
continua estimulagdo antigénica, enquanto
a auséncia de reacdo na fase aguda pode
indicar o inicio da soroconversao (LOPEZ
et al., 1999; HARRUS et al., 1998, 2004).
A amplificagdo do DNA da E. canis foi
confirmada em 25/75 (33,3%) dos animais
suspeitos. Esse resultado foi similar
(30,9%) ao encontrado por Bulla et al
(2004 a,b), em Botucatu, Sao Paulo, e
ligeiramente inferior (44,0%) ao observado
em areas endémicas nos Estados Unidos e
em Jaboticabal (53,3%), Sao Paulo,
utilizando a mesma técnica (WEN et al.,
1997; NAKAGHI et al., 2008).

A freqiiéncia de cdes positivos pela PCR
obtida neste trabalho pode ter sido
subestimada, pois a amostra analisada
(sangue total) ndo ¢ adequada para caes
que se encontram na fase subclinica, em
virtude da baixa bacteremia. Harrus et al.
(1998, 2004) avaliaram simultaneamente a
sensibilidade desta técnica com amostras
de diferentes o6rgdos, como baco, medula
Ossea ¢ sangue, € constataram maior
sensibilidade da técnica quando utilizadas
amostras esplénicas, o que pode ser
explicado pelo fato de o baco ser o 6rgao
que alberga o parasito antes de sua
eliminacdo do organismo.

Na analise da freqiiéncia de anticorpos
anti-E. canis nos animais positivos pela
PCR, ndao houve relacdo entre aqueles
com titulos elevados com o DOT-
BLOTTING e PCR positivo, uma vez que
os titulos mais baixos foram os mais
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freqiientes (Figura 1). Isto pode ser
explicado pelo numero de cdes na fase
aguda que ainda ndo produziram altos
titulos de anticorpos especificos ou que
estavam no inicio da fase subclinica,
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quando a E. canis se encontra em menor
numero na circulagdo sanguinea, e pelo
fato de o bago ser o local de replicacao
(HARRUS et al., 1998; 2004).

32,00%

20,00%

O 1:320 O1:160 @1:80 @ 1:40 W <1:20

16,00%

16,00%

16,00%

Figura 1. Freqiiéncia de titulos de anticorpos anti-E. canis obtidos pelo
DOT-ELISA em 25 caes positivos pela PCR, na cidade de
Salvador e regido metropolitana, Bahia, no periodo de julho a

setembro de 2005

Na pesquisa feita em esfregacos de sangue
periférico e papas de leucdcitos, foram
encontradas inclusdes  sugestivas  de
corpusculos elementares e moérulas de E.
canis ¢ no citoplasma de células
mononucleares em 5,33% (4/75) dos
animais. Desses, 75% (3/4) foram positivos
pela PCR, que pode ser justificado pela
subjetividade da técnica parasitologica.
Este achado foi inferior ao encontrado por
Macieira et al. (2005), de 15,0% e muito
proximo ao citado por Harrus et al. (1997a)
e Nakaghi et al. (2008), que encontraram
apenas 4 e 3,3% dos casos positivos,
respectivamente, o que pode ser explicado
pela curta duragdo de parasitemia e da
pouca sensibilidade da técnica como
método de diagnostico da infeccao.

Febre, desidratagdo, mucosas hipocoradas
e petéquias e¢/ou sufusdes em membranas
mucosas ou na pele foram os sinais
clinicos mais significativos
estatisticamente (p<0,05) observados nos
animais deste experimento, assemelhando-

se aos encontrados por Harrus et al
(1996); Harrus et al. (1997a, b); Harrus et
al. (1998); Oria et al. (2004); Castro et al.
(2004); Nakaghi et al. (2008).

Pirexia é observada em caes infectados em
virtude do aumento na producdo de
interleucinas (IL-1 e IL-6) pelas células
apresentadoras de antigenos e pelas células
B ou pela presenga de pirdgenos exogenos
produzidos pela bactéria (HARRUS et al.,
1998; ALMOSNY & MASSARD, 2002;
CASTRO et al., 2004).

Também foram evidentes nos animais
membranas mucosas palidas, que indicam
anemia (HARRUS, BARK e WANER,

1997a), assim como  manifestagdes
hemorragicas, que ocorrem
secundariamente a4  trombocitopenia,

disfungdes plaquetarias e presenca de
vasculites em multiplos locais
(LAKKAWAR et al., 2003).

Os achados hematologicos como anemia,
leucopenia, neutropenia,  eosinopenia,

773



Rev. Bras. Saude Prod. An., v.9, n.4, p. 770-776, out/dez, 2008

ISSN 1519 9940

linfopenia e trombocitopenia  foram
estatisticamente significantes (p<0,05).

Foi confirmada anemia em 15 dos 25
(60%) animais positivos pela PCR e,
destes, 73,33% (11/15) apresentaram
anemia do  tipo  normocitica e
normocromica, o que ¢ comumente achado
em cdes com erliquiose e descrito na
literatura (ALMOSNY & MASSARD,
2002; CABRAL et al., 2002; CASTRO et
al., 2004, BULLA et al, 2004 apb).
Acredita-se que a causa da anemia ndo-
regenerativa observada seja multifatorial,
como a anemia da inflamacdo aguda,
conseqiiéncia de processo hemolitico ou
diminuicdo da eritropoiese.

Observou-se neste estudo decréscimo dos
valores absolutos de quase todos os tipos
de leucdcitos (ndo houve somente
monocitopenia), o que pode sugerir
supressio medular ou aumento da
destruigdo destas células durante a doenca
(HARRUS et al., 1998).

A linfopenia foi constatada em 44,0%
(11/25) das  amostras  analisadas,
semelhante ao encontrado por Bulla
(2004a), assim como a eosinopenia,
também descrita por Cabral et al. (2002) e
evidente neste trabalho em 52% (13/25)
dos animais, o que pode caracterizar o
envolvimento do estresse da doenca na
génese destas alteragdes hematologicas.
Contagens de plaquetas com valores
inferiores a 200.000/uL foram encontradas
em 60,0% (15/25) dos animais. Este
achado ¢ citado em muitos trabalhos na
literatura que indicam a importancia desta
variavel hematoldgica para o diagnostico
presuntivo da doenca em areas endémicas
(ALMOSNY & MASSARD, 2002,
DAGNONE et al., 2003, MACIEIRA et
al., 2005; BULLA et al., 2004 a, b).
Morfologicamente, observou-se também a
presenca de anisocitose plaquetaria em
64,0%  (16/25) dos  animais e
macroplaquetas em  16,0%  (4/25),
comprovando que, apesar da tendéncia a
trombocitopenia, hd uma trombocitopoeise
ativa, anteriormente citado por Harrus et
al. (1998).
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Considerando os parametros bioquimicos
analisados neste experimento para avaliar
caes infectados com E. canis, observa-se
que os animais ndo sofreram alteracdes
significativas, o que indica pouco
envolvimento do agente nos Orgdos aos
quais estd relacionados, ou mesmo a fase
da doenca em que se encontravam estes
animais.

Diferentemente dos relatos na literatura,
que  enfatizam a  presenca  de
hiperproteinemia em funcdo de wuma
hipergamaglobulinemia, alteragdo comum
na fase subclinica da erliquiose, quando a
titulagdo se encontra eclevada, neste
trabalho ndo foram observadas alteracdes
nos animais positivos pela PCR.
Considerando o protocolo experimental
instituido, o perfil clinico-laboratorial
dos animais com erliquiose ¢ semelhante
ao encontrado na literatura. Sinais como
febre, desidratacdo, mucosas hipocoradas
e petéquias e/ou sufusdes em membranas
mucosas ou na pele, trombocitopenia,
leucopenia com linfopenia e eosinopenia
podem servir como teste de triagem para
o diagnodstico em cdes com suspeita de
erliquiose, principalmente em regides
com a presenca de carrapato.
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