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RESUMO

OBJETIVO

Avaliar as alteracoes hematoldgicas em caes com diagnodstico de Ehrlichia canis.

METODOS

Foram analisados 54 cées atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro, Sao Paulo/SP, Brasil. Durante a consul-
ta, a temperatura retal dos animais foi mensurada e amostras de sangue venoso foram coletadas para realizacao de hemograma
e realizacdo de testes soroldgico e molecular, por meio de Imunofluorescéncia indireta e Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
em tempo real, respectivamente.

RESULTADOS

Entre os 54 animais com suspeita de E. canis, 32 (59,3%) foram diagnosticados como positivos. Destes, 23 (42,6%) foram positivos
apenas no teste sorologico, enquanto 9 (16,7%) apresentaram resultados positivos nos testes sorologicos e moleculares. A trom-
bocitopenia foi a alteracao mais importante encontrada neste estudo e foi o Unico parametro encontrado no hemograma que
apresentou diferenca estatistica.

CONCLUSOES

A trombocitopenia foi o principal achado em animais infectados e que a combinacdo dos diagnoésticos moleculares e soroldgicos
pode aumentar as chances de deteccao de infeccao ou exposicao ao agente.
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INTRODUCAO

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) é uma doenca transmi-
tida no Brasil pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus, cujo
hospedeiro principal é o cao'.

A apresentacao da doenca no cdo pode variar de leve a gra-
ve, dependendo das condicdes imunoldgicas do hospedeiro, da
viruléncia do isolado e da coinfeccdo com outros microrganis-
mos?34, O suporte laboratorial é necessario para confirmacao
da infeccao®. Os testes mais utilizados sdao Reacao em Cadeia
da Polimerase (PCR) e imunofluorescéncia indireta, mas o va-
lor preditivo positivo e/ou negativo varia de acordo com o es-
tagio de infeccao no animalé7:89.1,

0 Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro (HOVE-
T-UNISA), localizado na zona sul da cidade de Sao Paulo/SP,
Brasil, possui um alto niUmero de casos de ehrlichiose canina,
por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracoes
hematoldgicas em caes com diagnoéstico molecular e/ou teste
sorologico para Ehrlichia canis tratados neste local.

METODOS

Este estudo avaliou 54 (cinquenta e quatro) caes, do sexo
masculino e feminino, de idades e racas variadas, que haviam
sido atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Santo
Amaro, localizado na Zona Sul de Sao Paulo. A amostragem de
conveniéncia foi empregada entre cdes que tiveram diagnosticos
presuntivos para Erlichiose Monocitica Canina (EMC), uma vez
que apresentaram sinais clinicos relatados na literatura como
sendo compativeis com a doenca, como anorexia, hiporexia,
apatia, diarreia, hipertermia, emese, linfalonpatias, petéquias,
neuropatias e alteracdes oculares''. Este estudo foi aprovado
pela Comissao de Etica de uso de Animais da Universidade Santo
Amaro (CEUA-UNISA), com nimero de parecer: 16/2018.

Durante a consulta, a temperatura retal dos animais foi
mensurada, e amostras de sangue venoso foram coletadas
para realizacdao de hemograma, testes sorolégico e molecular.
Foram obtidos valores de hematdcrito, hemoglobina, glébulos
vermelhos, leucocitos e plaquetas em analisador automatiza-
do. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada con-
forme Rosenfeld2. Os parametros hematologicos relatados por
Feldman et al.” foram utilizados como valores de referéncia.

As amostras de sangue foram processadas individualmente
para a extracao de DNA usando o Kit de DNA Genomico Purelink
por Invitrogen®.

0 material obtido pela extracdo sanguinea canina foi anali-
sado pela reacao em cadeia de polimerase (PCR) com a inten-
cao de amplificar a sequéncia parcial de nucleotideos do gene
dsb, utilizando os oligonucleotideos iniciais denominados Dsb-
321 (5’- TTGCAAAAGAAGAAGATATGAAACA - 3’), Dsb-671 (5° -
GCTGCTCCACCAAAATATATCYCCTA - 3’), e a sonda TagMan (5’-
AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA - 3’) 5° FAM/BHQ
- 13’, especifico para o E. canis espécies, como previamente
padronizado'. A amplificacdo, aquisicdo e analise de dados fo-
ram realizadas em um sistema de deteccao multicoloricional
para PCR em Tempo Real (7500 Sistemas PCR em Tempo Real
- BioSystems Aplicados, Foster City, CA, EUA).

As amostras do soro dos animais foram submetidas a reacao
de Imunofluoréscencia Indireta (RIFl) para deteccéo e titula-
¢ao de anticorpos anti-E. canis, de acordo com Aguiar et al.™.
As placas para RIFI ja haviam sido sensibilizadas com células
DH82 infectadas pelo isolado Cuiaba#1. Foram considerados
positivos os soros que apresentaram fluorescéncia de intensi-
dade na diluicao superior a 1:40’.

Os resultados foram analisados pelo programa computacio-
nal Statistical Analysis System's, sendo anteriormente verifi-
cada 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 empre-
gando-se o procedimento PROC GLM do programa computa-
cional Statistical Analysis System'. Foi adotado um nivel de
significancia de 5% para todos os testes realizados e na analise
de variancia, quando observou efeito significativo, foi realiza-
do comparacao das médias pelo teste de Tukey.

RESULTADOS

Dos 54 caes suspeitos de E. canis, 32 (59,3%) foram diagnosti-
cados como positivos. Desses, 23 (42,6%) foram positivos apenas
no teste sorologico (denominado a partir desde momento como
grupo 1), enquanto 9 (16,7%) apresentaram positividade tanto
nos testes moleculares quanto nos sorologicos (denominado a
partir desde momento como grupo 2).

As amostras positivas para E. canis nos testes sorologicos e
moleculares apresentaram titulacao soroldgica variando entre
2.560 e 10.240. A média de idade desses animais foi de 5,74
anos. A temperatura retal média estava dentro da normalidade
(38,6 °C) e nenhum dos animais apresentava hipotermia no mo-
mento da mensuracao. Quanto aos leucocitos, 7/9 (77,8%) dos
animais positivos em ambos os testes apresentaram leucdcitos
dentro da normalidade, mantendo uma média de 15.200 mil/
mm?3, com apenas 2/32 (6,2%) apresentando leucocitose, com
valor maximo de 43.500 mil/mm?3. A média total das plaquetas
foi de 77.667 mil/mm3, e apenas 1/32 (3,1%) animal apresentou
valor (205 mil/mm?) dentro dos referenciais de normalidade;
sendo que, o animal com o caso mais grave de trombocitopenia
apresentou 18.000 mil/mm?3. Com relacao aos valores encon-
trados de eritrocitos, apenas um animal apresentando valores
totais de globulos vermelhos (6,4 milhées/mm3) acima do limite
inferior de referéncia; os outros apresentaram baixos niveis de
anemia. Por exemplo, a menor contagem de globulos vermelhos
foi de 1,4 milhdo/mms3, e a média foi de 4,34 milhdes/mm3. Os
valores de hemoglobina e hematdcrito apresentaram média de
9,57 milhdes/mm? e 28,6% respectivamente (tabela 1).

Tabela 1. Valores de hemograma, idade e temperatura de caes atendidos

no Hospital Veterinario da zona sul de S&o Paulo, SP, em 2018, apresentando
alteragoes clinicas com diagnostico molecular e sorologico positivos para E. canis.

Animal Idade Temperatura Leucécitos Plaquetas Eritrocitos Hemoglobina Ht PT

No. (anos) retal (°C) cel./mm3 mil/mm3  milhdes/ g/dl % g/dl
mm?

3 5 38.1 5,100 50,000 4.39 10 30 72
6 1 38.7 14,000 41,000 6.4 15.1 45 6.2
11 9 38.1 33,200 59,000 1.4 3.9 1 5.6
16 10 38.6 7,800 70,000 5.26 11.5 32 84
27 8 38.7 5,200 205,000 4.45 9.3 28 11.6
31 9 38.6 14,600 18,000 33 6.9 19 3.6
47 0,5 39 5,100 55,000 4.89 10.4 36 6.8
49 4 39.2 43,500 132,000 5.3 10.9 32 6
52 5 38 6,400 69,000 37 8.2 24 6

Os 23 (42,6%) animais positivos apenas no exame soroldgi-
co apresentaram titulacao variando entre 40 e 10.240. A idade
média desses animais foi de 6,43 anos, com temperatura média
dentro da normalidade (38,7 °C); no entanto, quatro animais
apresentaram hipertermia no momento da medicao. Quanto
aos leucacitos, 4/23 (17,4%) dos caes apresentaram leucopenia;
23/8 (34,8%), leucocitose; e 23/11 (47,8%) estavam dentro da
normalidade. De todos os caes testados, foi mantida uma média
de 13.020 mil/mm3, com valor maximo de 29.200 mil/mm?3 e
minimo de 400 mil/mm3 leucdcitos. A média total de plaquetas
foi de 149.520 mil/mm:3, com apenas 6/23 (26%) animais apre-
sentando contagem de plaquetas dentro da normalidade. O ani-
mal com trombocitopenia mais grave apresentou 13 mil/mm3.
30,4% (23/7) dos animais apresentaram anemia, apresentando
uma média de globulos vermelhos de 5,41 milhdes/mm3, sendo
a maior e menor contagem de globulos vermelhos 0,8 milhao/
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mm? e 8 milhdes/mm?3, respectivamente. Os valores de hemo-
globina e hematocrito apresentaram média de 12,42 milhoes/
mm? e 36,4% respectivamente (tabela 2).

Tabela 2. Valores de hemograma, idade e temperatura de caes atendidos
no Hospital Veterinario da zona sul de Sao Paulo, SP, em 2018, apresentando
alteracoes clinicas com diagnostico soroldgico positivo para E. canis.

Animal Idade Temperatura Leucdcitos Plaquetas Eritrocitos Hemoglobina Ht PT
No. (anos) retal (°C) cel./mm? mil/mm3  milhdes/ g/dl % g/dl
mm?
1 6 39 18,300 90,000 5.5 13.2 37 6.6
2 8 39.6 9,500 70,000 5.9 14.2 40 5.6
4 - 36.6 18,500 237,000 5 11.4 36 12
7 10 39 8,200 35,000 4.67 9.7 32 74
9 4 38.4 10,700 66,000 3 5.9 19 6.2
13 9 37.7 12,500 92,000 5.4 12.1 34 12
14 13 39.1 4,700 350,000 7.4 18.7 53 7
17 15 37.9 12,700 83,000 7.1 16.7 49 9.2
22 4 39 5,300 53,000 5.5 13.3 40 7.2
23 5 39.3 19,600 377,000 71 17.7 49 7.6
24 2 37.9 21,780 492,000 4.63 8.7 248 6.8
26 1 38.7 22,200 100,000 3.1 7.3 22 58
28 6 39.3 7,700 131,000 1.7 33 12 6.8
29 4 40.4 29,200 166,000 8 18.3 53 8.8
33 1 39.9 400 15,000 0.8 1.9 6 44
36 3 38.7 16,000 255,000 7.4 17.9 50 7.2
38 4 38.5 8,000 144,000 7.8 19 53 5.4
40 8 38.2 6,600 60,000 6.9 17.7 49 6
44 9 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 39.1 19,200 99,000 3.9 8.2 24 86
50 4 37.5 9,700 161,000 5.8 13.6 41 12
51 6 38.2 19,900 208,000 5.03 10.8 32 104

A partir das analises estatisticas dos parametros avaliados e
apresentados na tabela 3, é possivel confirmar diferenca signi-
ficativa entre os valores das plaquetas dos animais com ou sem
diagnostico de CME (p=0,0245). Quanto aos valores de outros
parametros de globulos vermelhos e temperatura retal, nao
foram observadas diferencas estatisticas (tabela 3).

Tabela 3. Valores médios e desvios padrao dos parametros de hemograma e
temperatura retal de pacientes com diagnostico presuntivo de EMC atendidos
no Hospital Veterinario da zona sul de Sao Paulo, SP, em 2018.

Positivo nos tes-
tes moleculares

Positivo apenas no
teste sorologico

Negativo nos tes-
tes moleculares

e sorologicos e sorologicos
Média CV% Média CV% Média CV%

Temperatura 38.552+  1.07 38.692+  2.00 38.300+  3.56 0.3897
0.41 0.77 1.36

Hemaécias 434+ 33.02 5.412x 35,51 4.87*+  43.19 0.3454
1.43 1.92 2.10

Hb 9.572 + 32.63 12.422 =+ 40.05 11.422+ 4233 0.3070
3.12 4.97 4.83

Hto % 28.552+  34.40 36.39:+  37.23 33.04*+  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
221 2.15 1.63

Plaquetas x10* 77.66c+  73.16 149.52° = 81.78 251.19° + 90.94 0.0245
56.82 122.29 228.45

Leucécitos x108  15.2*+ 93,23 13.02°+ 5569 19.25°+ 72.29 0.2003
13.97 7.25 13.91

DISCUSSAO

A trombocitopenia foi o fator estatistico mais importan-
te encontrado neste estudo, mostrando diferentes graus de
intensidade, estando presentes em 88% (8/9) dos pacientes
testados positivos para E. canis com diagnostico molecular e
soroldgico; 73% (11/15) em caes testados positivos apenas com
diagnostico sorologico; e 45% (22/10) daqueles testados nega-
tivos com os métodos de diagndstico utilizado neste estudo.

Em estudo realizado com o objetivo de verificar a confiabilida-
de da contagem de plaquetas como teste de triagem para EMC,
63% (84/146) de animais trombocitopenicos apresentaram diag-
nostico positivo para E. canist. Trombocitopenia também foi des-

crita em outros estudos envolvendo animais com a doenca'® 9.2,

Trombocitopenia é o achado mais comum em todas as trés
fases da doenca e pode ocorrer devido a perdas por consumo
no caso de vasculite, destruicao imunomediada e/ou seques-
tro de plaquetas no baco causado pela estimulacao do sistema
imunoldgico e, em parte, devido a resposta inflamatodria?'22,

A patogénese da trombocitopenia em caes causada pela EMC
permanece pouco compreendida, porém acredita-se que pode
estar associado a alteracdes no endotélio dos vasos sanguine-
0s e por coagulacao intravascular disseminada?2'23, Weisiger
et al.relata que a resposta imune de caes a E. canis pode
potencializar a patogenia da doenca, com base na presenca
de hipergamaglobulinemia e plasmacitose sistémica?. Estudos
demonstram que anticorpos antiplaquetarios séricos em caes
pos infeccao por E. canis, possivelmente é uma das causas imu-
nopatologicas responsaveis pela trombocitopenia®, no qual
o declinio no numero de plaquetas pode ser explicado pelo
aparecimento prematuro desta resposta imunologica, ocasio-
nando remocao de células plaquetarias pelo sistema fagocitico
mononucleares no figado e baco®%. Propde-se que a presenca
de anticorpos antiplaquetarios seja uma das principais causas
de trombocitopenia observada na EMC, embora outras doen-
cas nao imunolégicas e mecanismos mediados também podem
estar envolvidos?.

Todos os achados hematolégicos encontrados, ainda que pre-
sentes na EMC, nao apontam exclusivamente para esse tipo de
doenca, por serem inespecificos e inconstantes, também podem
ser indicativos de outras doencas, bem como de alteracoes fi-
sioldgicas transitorias relacionadas a fase de vida do sujeito?.

A anemia pode ser encontrada em fases agudas e cronicas
da doenca®. No presente estudo, essa alteracdo hematologi-
ca apresentou-se em animais que apresentaram positividade
molecular e soroldgica para as bactérias, algo também encon-
trado em estudo realizado em Minas Gerais com 203 animais
diagnosticados com E. canis, nos quais 82,3% apresentaram
essa alteracao hematoldgica? 2,

Segundo Hasegawa®, a leucopenia é comum nos estagios
terminais da doenca, raramente em sua fase aguda. Esse acha-
do tem sido presente nao apenas nos animais que testaram
positivo no diagndstico molecular e sorolégico, mas também
naqueles que deram negativo para E. canis. Isso sugere que,
quando a leucopenia esta presente, a doenca deve ser con-
siderada uma hipotese; mas outras causas, como a variacao
transitéria normal relacionada a fase de vida do sujeito, cau-
sas inflamatorias, parasitarias, toxicas e anafilaticas nao po-
dem ser ignoradas?’; nem doencas virais e neoplasias?’-*.

0 método sorologico nao é capaz de distinguir uma infeccao
presente de uma exposicao ao agente, uma vez que a titulacao
permanece alta por algum tempo'. A presenca de sorologia
positiva e PCR negativo pode indicar uma memadria imunologi-
ca presente ou uma situacao no qual o animal encontra-se em
tratamento, uma vez que os antibiéticos eliminam os micror-
ganismos circulando na corrente sanguinea'. Porém, o diag-
nostico molecular negativo, embora soropositivo, pode sugerir
que as bactérias podem estar presentes em outros tecidos,
como baco e medula, indetectaveis em amostras de sangue
periféricos 191, De acordo com Harrus et al.?, a deteccao mole-
cular de E. canis obtida a partir de sangue periférico é inferior
quando comparada a encontrada no baco ou medula; fazendo
com que falsos negativos podem ocorrer em infeccoes croni-
cas da doenca, pois nesta fase da doenca, a bacteremia na
corrente sanguinea periférica é escassa'. No presente estudo,
23 (42,6%) animais apresentaram positividade apenas no diag-
nostico soroldgico, sugerindo nestes pacientes a possibilidade
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de estarem em quadros de infeccOes cronicas, sendo recomen-
davel pesquisa molecular a nivel tecidual®'.

Sorologia e PCR sao os exames mais adequados para confir-
mar o diagnostico de Erliquiose monocitica canina; no entan-
to, devem ser sempre utilizados em conjunto com avaliacoes
clinicas e hematoldgicas. Para uma melhor interpretacao dos
resultados laboratoriais, € importante levar em conta o estagio
de infeccdo, limitacdo desses exames e dados epidemiologicos
da area em estudo. Na fase aguda, o PCR pode detectar DNA E.
canis antes que os testes soroldgicos entrem em contato com a
presenca de anticorpos contra o agente etiologico. Além disso,
a reacao cruzada dos testes moleculares é incomum, embora
falsos positivos possam ocorrer na sorologia devido a reacao
cruzada com outras espécies ou titulacbes de anticorpos que
sdo persistentes apos o tratamento32.

Os altos valores de titulacdo soroldgica encontrados neste
estudo ja foram mencionados na literatura, como em Frank et
al.’®. A maioria dos animais apresentou titulacao de anticorpos
entre 2.560 e 10.240, sugerindo infeccao recente ou persisten-
te possivelmente relacionada a cronicidade da doenca e tipo
excepcional de resposta ao antigeno’, originado por estimulos
antigénicos prolongados.

CONCLUSAO

Este estudo conclui que a trombocitopenia foi o Gnico para-
metro hematoldgico que apresentou diferenca estatistica nos
grupos analisados e pode ser considerado um dado laboratorial
importante em conjunto com testes molecular e soroldgico, para
a deteccao da doenca.
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