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Prevaléncia da erliquiose monocitica canina e anaplasmose trombocitica
em cies suspeitos de hemoparasitose em Cuiaba, Mato Grosso

Prevalence of canine monocitic ehrlichiosis and canine thrombocytic
anaplasmosis in dogs suspected of hemoparasitosis in Cuiaba Mato Grosso
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Resumo

OpresenteestudoavaliouaocorrénciadaErliquiose Monocitica Caninae Anaplasmose Trombocitotropica
Canina em 77 caes atendidos no Hospital Veterinario (HOVET) da Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT) no ano de 2009, buscando associar a possiveis dados clinicos e hematologicos. Os caes
foram avaliados pela amplificacdo parcial do genes dsb e 16S rRNA de Ehrlichia canis e Anaplasma
platys e Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para E. canis. DNA de E. canis foi detectado
em 18 (23,3%) e de 4. platys em 07 (9,1%) caes. Cinquenta e quatro (70,1%) caes foram soropositivos,
com titulos variando de 40 a 327.680. Observou-se maior frequéncia de positivos pela PCR para E.
canis nos cdes com idade até 12 meses, com anemia, linfopenia e trombocitopenia (P< 0,05). Dentre os
positivos para A. platys, os caes leucopénicos apresentaram tendéncia a positividade pela PCR (P=0,07).
Segundo os resultados da RIFI, caes apresentando trombocitopenia e hiperproteinemia foram associados
a soropositividade (P<0,05). Dentre os animais positivos pela PCR para E. canis, a linfoadenopatia e
alteragcdes pulmonares foram observada em 15 (30,6%) e 4 (57,1%) caes respectivamente (P<0,05).
Outras alteracdes ndo apresentaram associacao significativa (P>0,05) para E. canis e A. platys. E. canis
foi a tinica espécie de Ehrlichia detectada em caes atendidos no HOVET no ano de 2009, apresentando
alta taxa de infeccdo em cdes jovens e estatisticamente associada a cdes anémicos e trombocitopénicos.
Por outro lado, 4. platys apresentou baixa ocorréncia entre os caes analisados.
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Abstract

The present study evaluated Canine Monocytic Ehrlichiosis and Canine Thrombocytic Anaplasmosis in
77 dogs treated at the Veterinary Hospital (HOVET) of the Federal University of Mato Grosso (UFMT) in
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2009. An association among clinical and hematological, serological and molecular data was investigated.
Dogs were evaluated by partial amplification of dsb and 16S rRNA of Ehrlichia canis and Anaplasma
platys and by Indirect Fluorescence Antigen Test (IFAT) for E. canis. DNA of E. canis and A. platys were
detected in 18 (23.3%) and 07 (9.1%) dogs respectively. Fifty four (70.1%) dogs were positive by IFAT
with titers ranging from 40 to 327,680. There were higher frequencies of E. canis positive PCR in dogs
less than 12 months old, with anemia, lymphopenia and thrombocytopenia (P<0.05). Leukopenic dogs
presented tendency to be A. platys PCR positive (P=0.07). Thrombocytopenia and hyperproteinemia of
dogs were associated with high anti-E. canis antibody titers (P<0.05). Lymphadenopathy and pulmonary
changes were observed in 15 (30.6%) and 4 (57.1%) E. canis PCR positive dogs (P<0.05). No other
clinical features were associated between E. canis and A. platys infected dogs. E. canis was the only
specie of Ehrlichia detected in dogs attended at the HOVET with a higher infection rate in young
dogs, and statistically associated with anemic and thrombocytopenic dogs. On the other side, A. platys

presented low occurrence among evaluated dogs.

Key words: Ehrlichia canis, Anaplasma platys, anemia, thrombocytopenia, serology, PCR

Introducao

As
grande importdncia na clinica de animais de
companhia, em especial da espécie canina, sendo
responsavel por elevada casuista em clinicas e
hospitais veterinarios. Dentre as diversas causas,

hemoparasitoses sdo enfermidades de

a Ehrlichia canis e Anaplasma platys sao agentes
etiologicos da Erliquiose Monocitica Canina
(EMC) e Anaplasmose Trombocitica Canina (ATC)
(DUMLER et al., 2001).

E. canis ¢ uma bactéria intracelular obrigatoria
de células hematopoéticas maduras ou imaturas
canina, principalmente da linhagem monocitica
como monocitos e linfocitos e nos carrapatos de
células de epitélio intestinal e de glandulas salivares
(GROVES et al., 1975). Trata-se da principal
espécie de Ehrlichia descrita no Brasil, sendo a
unica espécie do género isolada em cdes no pais
(AGUIAR et al., 2013). A doenca ¢ considerada
endémica principalmente nas areas onde abundam
populagdes do carrapato vetor, Rhipicephalus
sanguineus (MORAES-FILHO et 2011),
principal fator de risco para a infeccdo (TRAPP et
al., 2006).

al.,

Acredita-se também que R. sanguineus seja
o principal vetor do 4. platys (YASBLEY et al.,
2008), pois casos de infeccdo simultdnea com E.
canis sao frequentemente relatados (SUKSAWAT
et al., 2001). 4. platys é uma bactéria gram negativa

intracelular obrigatoria de plaquetas. Foi descrita
pela primeira vez em caes nos Estados Unidos
1978 (HARVEY; SIMPSON; GASKIN,
1978) e no Brasil o agente vem sendo descrito

cm

por exames citologicos e moleculares em cles e
gatos (SANTAREM; LAPOSY; FARIAS, 2005,
SANTOS et al., 2009).

Estudos epidemioldgicos sobre EMC e ATC
no Brasil vem demonstrando que ambos agentes
estdo presentes em altas prevaléncia dependendo
da regido e populac@o canina estudada, variando de
4,8% no extremo sul do Brasil a 70,9% na regiao
Centro-Oeste (BULLA et al., 2004; DAGNONE et
al., 2003; MELO et al., 2011, SAITO et al., 2008;
SANTOS et al., 2009; SILVA et al., 2012; RAMOS
et al., 2009; UENO et al., 2009).

A EMC ¢ uma doenga multissistémica, de
sintomatologia complexa, que varia na intensidade
de acordo com as fases da doenca: aguda,
assintomatica (subclinica) e cronica. Normalmente
durante a fase aguda, os cades infectados se
recuperam espontaneamente, quando ndo, entram
numa fase assintomatica, conhecida por subclinica,
permanecendo infectado por longos periodos.
Nesta fase, cdes que ndo eliminam o agente do
organismo, desenvolvem a fase cronica da doenga,
caracterizada por supressao medular e sangramentos
seguido de morte (HARRUS, WANER, NEER,
2012). A trombocitopenia ¢ o achado hematologico

mais comum em pacientes com EMC (HARRUS,
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WANER, NEER, 2012). Neutropenia absoluta pode
ocorrer na fase subclinica da doengca (CODNER,
FARRIS-SMITH, 1986) sendo na fase cronica,
caracterizada por pancitopenia devido a hipoplasia
e supressdao da medula 6ssea (HARRUS, WANER,
NEER, 2012). Na ATC os sinais clinicos incluem
febre, apatia e anorexia, e a trombocitopenia ciclica
¢ o principal achado laboratorial ocorrendo em
intervalos de 10 a 14 dias (HARRUS, WANER,
NEER, 2012).

O diagnostico laboratorial dessas infeccdes tem
sido rotineiramente realizado pela identificagdo
direta de morulas de E. canis e A. platys em
esfregacos de sangue periférico, associada a exames
hematoldgicos (NAKAGHI et al., 2008). Em anos
recentes, com o objetivo de aumentar a sensibilidade
e a especificidade do diagnostico laboratorial, tem
sido utilizada a deteccdo molecular de E. canis e A.
platys, bem como a detecgdo de anticorpos anti-£.
canis nos caes suspeitos da doenca (AGUIAR et al.,
2007).

Diante da constante associagdo entre caes com
baixos valores plaquetarios e infec¢do por E. canis
e A. platys, o presente estudo objetivou determinar a
prevaléncia molecular e soroldgica da EMC e ATC
em cdes suspeitos de hemoparasitose, atendidos no
HOVET da UFMT, buscando associar possiveis
dados
infecgoes.

clinicos e hematologicos para ambas

Material e Métodos

de
encaminhadas ao Laboratorio de Parasitologia
e Doengas Parasitirias do HOVET-UFMT para
a realizacdo de pesquisa de hematozoarios. Os

Foram avaliadas 77 amostras sangue

cdes foram atendidos no Setor de Clinica Médica
Veterinaria do HOVET da UFMT entre os meses
de abril a outubro de 2009. Durante o atendimento,
foi requisitada a pesquisa de hematozoarios por
esfregaco  sanguineo, principalmente devido
ao parasitismo por carrapatos no momento da

consulta bem como por apresentarem alguns dos

sinais clinicos relatados na literatura compativeis
com EMC e ATC tais como: anorexia, hiporexia,
apatia, prostracdo, diarréia, febre, vomito, hepato-
esplenomegalia, linfoadenopatia, neuropatias,
petéquias e sufusdes em mucosas € conjuntivas

(HARRUS, WANER, NEER, 2012).

Dos prontuarios médicos, obtiveram-se as
de

relativos ao sexo, idade, raga e historico de

informacdes anamnese, constando dados
infestacdo por ectoparasitos e a possiveis alteragdes
comportamentais ¢ Durante o
atendimento, foram coletadas amostras de sangue
venoso em EDTA de cada cdo para exames
hematolégicos no Laboratorio de Patologia
Clinica do HOVET, conforme Rizzi, Meinkoth
e Clinkenbeard (2000) baseados nos seguintes

parametros de referéncia: eritrocitos 5,5-8,5 x 10%/

fisiologicas.

mm?®; hemoglobina 12-18 g/dl; hematdcrito 37-
52%; VGM 60-77p%; CHGM 31-34 g/dl; leucocitos
totais 6-18 x 10°/mm?; neutréfilos 3,6-13,8 x 10%/
mm?’; eosinodfilos 0,18-1,8 x 10°/mm?®; linfocitos
0,72-5,4 x 10*/mm?; mondcitos 0,18-1,8 x 10°/mm?;
plaquetas 180-400 x 10°/mm? e proteinas totais 6-8
g/dl. Foram considerados anémicos, leucopénicos
e trombocitopénicos os animais que apresentaram
valores inferiores aos de referéncia.

Amostras de sangue total ¢ o plasma sanguineo
foram também utilizados em exames moleculares
e sorologicos para o diagnostico da EMC e ATC
no Laboratério de Virologia e Rickettsioses do
HOVET. Inicialmente, DNA gendémico das amostras
foram obtidos por extragdo de DNA conforme
protocolo de Sangioni et al. (2005). A partir do
sangue total, foram empregadas trés reagdes de
PCR. Inicialmente foi realizada uma PCR de acordo
com Aguiar et al. (2007), 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 GAAACA
AAT-3") e Dsb-728 (CTG CTC GTC TAT TTT ACT
TCT TAA AGT-3).

Em seguida foi realizada uma reacdo de
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PCR com intuito de amplificar um fragmento
de aproximadamente 480 pb do gene 16S rRNA
da familia Anaplasmataceac conforme Yasbley
et al. (2008) a partir dos oligonucleotideos ECB
(5’-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’) e ECC
(5’-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3)
(1* Reacdo). A produtos desta
reagao nestedPCR.
Uma consistindo numa amplificagdo parcial
de 335 pb do gene 16S rRNA de E. canis a
partir dos oligonucleotideos ECANS (5’-CAAT
TATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3’) e HE3
(5’-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3");
e outra para a amplificagio de 364 pb de A.
platys a partir dos oligonucleotideos PLATYS
(5’-TTTGTCGTAGCTTGCTATG-3") ¢ GAIUR
(5’-GAGTTTGCCGGGACTTCTTCT-3").

partir  dos

foram realizados duas

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
foi realizada conforme descrito por Aguiar et al.
(2007). O isolado utilizado como antigeno foi a cepa
Sdo Paulo de E. canis (AGUIAR; HAGIWARA;
LABRUNA, 2008) produzido em cultivo de células
DHS82 em meio de cultivo Dulbecco’s, Modified
Eagle’s (Sigma Aldrich®) acrescido de 5% de soro de
bezerro (Bovine Calf Serum — BCS; Hyclone ®) em
atmosfera com 5% de CO, a 37C°. O ponto de corte
utilizado para classificar a amostra como positivo
foi a diluig¢do inicial de 1:40 em Solugdo Tampao
Fosfatada (PBS pH 7,2), sendo utilizado conjugado
de coelho anti-IgG de cao (Sigma Diagnostics,
St. Luis, Mo) na diluigdo de 1:1000. As amostras
consideradas positivas foram sucessivamente
diluidas na razao dois para obtencao do titulo final.
Em cada lamina, foram adicionados soros controles

sabidamente positivo e negativo.

A avaliacdo estatistica foi realizada com base
na associacdo entre os achados clinicos, exames

laboratoriais, PCR e RIFI. Foi considerada a variavel
dicotdmica denominada resultado, que assumiu
o valor 1 nos cédes caracterizados como positivos
nas RIFI e PCRs e 0 se negativo. Para o calculo da
medida de associagdo foi utilizado o teste do Qui-
quadrado (y?) e Exato de Fischer quando necessario,
ambos com intervalo de confianca de 95%. Para fins
de calculo estatistico, os animais estudados foram
segregados nas faixas etarias de 1 a 12 meses, 13 a
24,25 a 36, e acima de 36 meses. As analises foram
realizadas com o auxilio do programa EPIINFO 7.0
para Windows.

Resultados

Dos 77 caes avaliados, em 18 (23,3%) foi
constatada a presenca de DNA compativel com o
género Ehrlichia pela amplificagdo parcial do gene
dsb, sendo todos positivos pela nestedPCR (gene
16S rRNA) especifica para E. canis. Cinquenta
e quatro cdes (70,1%) foram reagentes na RIFI
apresentando titulos de anticorpos que variaram
de 40 a 327.680. Todos os caes positivos pela PCR
foram positivos pela RIFI. Sete (9,1%) caes foram
positivos pela nestedPCR para A. platys. Quatro
caes (5,2%) apresentaram-se co-infectados por A.
platys e E. canis.

Dos animais avaliados 39 (50,6%) foram fémeas
e 38 (49,3%) foram machos. Dos 18 animais
positivos na PCR para E. canis, 13 (72,2%) eram
féemeas e 5 (27,7%) eram machos (P>0,05). A
frequéncia de animais positivos pela PCR segundo
a faixa etaria foi maior em animais mais jovens
(1 a 12 meses) quando comparada aos cdes com
idade superior (P<0,05). Pela RIFI, observou-
se discreto aumento da frequéncia de reagdes
positivas conforme o aumento da idade, porém sem
associacao significativa (P> 0,05; Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia de cdes positivos pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (nestedPCR) e Imunofluorescéncia
Indireta para Ehrlichia canis e Anaplasma platys segundo faixa etaria em cies atendidos no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Mato Grosso. Cuiaba, MT.

Ehrlichia canis Anaplasma platys
1dade (meses) N nestedPCR ' (%)* RIFI (%) nestedPCR?
lal2 24 8(33,3) 16 (66,6)* 4 (57,1)°
>12a24 13 4 (30,7)" 8 (61,5) 0
>25236 8 2 (25,0)* 6 (75,0)" 1 (14,3)°
>36 32 4 (12,5 24 (75,0)® 2 (28,6)
Total 77 18 (23,3) 54 (70,2) 7 (9,1)*

'P=0,05;2P=0,17;3P = 0,30. *Letras diferentes por coluna indica P<0,05.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Dentre os positivos para 4. platys, 3 (33,3%)
eram fémeas e 4 (66,7%) eram machos (P>0,05).
Com relagdo a idade, a maior frequéncia de caes
positivos para 4. platys foi observada nos caes com
até 12 meses de idade (4/24; 57,1%), entretanto sem
associacao significativa (P>0,05).

Dentre os animais analisados, dois (2,5%)
apresentaram estruturas compativeis com morulas
de E. canis no esfregaco sanguineo, e destes apenas
um foi confirmado pela PCR. Em 53 (68,9%) caes foi
observada a presencga de estruturas compativeis com
morulas intraplaquetarias em esfregaco sanguineo.
Por outro lado, apenas quatro (7,5%) destes foram
positivos na PCR para 4. platys. Em ambos os casos
nao foram detectadas associagdes entre a presenga
de morulas de E. canis e A. platys e positividade nas
PCRs (P>0,05).

Dos 77 cées, 44 (57,1%) estavam parasitados
por carrapatos no momento da consulta e dentre
estes 15 (34,0%) foram positivos na PCR para E.
canis (P<0,05); trés (9,0%) caes ndo parasitados
por carrapatos foram positivos. Entre os animais
soropositivos pela RIFI, 32 (72,7%) apresentavam
carrapatos enquanto 22 (66,6%) nao apresentavam
(P>0,05). Ja entre os caes positivos para 4. platys, 4
(10,0%) apresentavam carrapatos e 3 (10,0%) caes
ndo apresentavam (P>0,05).

Em relacdo aos sinais clinicos, foram observados
linfoadenopatia em 49 caes (63,6%), apatia em 32
(41,5%), vomitoem 22 (28,6%), anorexiaem 20 (26%),

hiporexia em 12 (15,6%) e diarréia em 18 (23,4%)
animais. Apenas cinco (6,5%) apresentavam algum
disturbio hemorragico (petéquias e epistaxe em 2 ¢
equimoses em 1 cdo). A hepatomegalia foi observada
em 3 (3,9%), esplenomegalia em 6 (7,8%), neuropatias
em 5 (6,5%), alteracdes pulmonares em 7 (9,1%) e
secre¢do ocularem 15 (19,5%) caes. Dentre os animais
positivos pela PCR para E. canis, a linfoadenopatia e
alteragdes pulmonares foram observada em 15 (30,6%)
e 4 (57,1%) caes respectivamente (P<0,05). Outras
alteracdes ndo apresentaram associacdo significativa
(P>0,05). Soropositividade pela RIFI foi associada a
linfadenopatia e apatia (P<0,05), observadas em 34
(69,4%) e 22 (68,8%) cdes respectivamente. Outros
sinais nao apresentaram associagdo (P>0,05) com os
resultados da RIFI.

Entre os 7 caes positivos para 4. platys observou-
se os seguintes sinais clinicos: hipertermia em 2
(28,5%), hipotermia em 1 (14,2%), linfoadenopatia
em 4 (57,1%), apatia em 2 (28,5%), anorexia em 2
(28,5%), diarréiaem 1 (14,2%), vomito em 3 (42,8%),
esplenomegalia em 1 (14,2%) e alteracdo pulmonar
em 1 (14,2%) cao. Nao foi observada associacao entre
os sinais e a positividade para A4. platys (P>0,05).

As alteragdes hematologicas observadas nos
cies segundo a positividade para E. canis e A.
platys encontram-se sumarizados na Tabelas 2 e 3.
Observou-se entre os positivos pela PCR para E.
canis, decréscimo nos valores referentes aos indices
eritrocitarios e plaquetarios. Entre os caes positivos
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pela RIFI, destacaram-se as alteragdes plaquetariasede  para 4. platys. Caes co-infectados por E. canis e A.
proteinas séricas. Nao foram observadas associacdes  platys ndo apresentaram quaisquer associacdo com
entre os achados laboratoriais e cdes positivos sintomatologia clinica e resultados laboratoriais.

Tabela 2. Associagdo entre os resultados dos exames hematologicos, Reagdo em Cadeia da Polimerase (nestedPCR)
e Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Ehrlichia canis em caes atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso. Cuiaba, MT.

Exames hematolégicos Caes
g n nestedPCR (%) P RIFI (%) P
VG
> 55 1 0(0) 1 (100,0)
37-55 41 3(7,3) 0,001 25 (61,0) 0,08
<37 35 15 (42,9) 28 (80,0)
CHGM
> 36,0 2 2 (100,0) 2 (100,0)
32,0 -36,0 41 9(22,2) 0,05 30(73,2) 1,00
<320 34 4 (20,6) 22 (64,7)
VGM
> 77 0 0(0) 0 (0)
60— 77 76 18 (23,7) 1,00 54 (71,1) 0,29
<60 1 0(0) 0(0)
Hemacias
>5.500 0 0(0) 0(0)
5.500 — 8.500 48 5(10,4) 0,001 31 (64,6) 0,17
<5.500 29 13 (44,8) 23 (79,3)
Hemoglobina
<12 1 0(0) 1 (100,0)
12-18 34 3(8,8) 0,001 20 (58,8) 0,07
>18 42 15 (35,7) 33 (78,6)
Leucocitos
<5.500 15 4(26,7) 8(53,3)
5.500 — 17.000 47 11 (23.,4) 0,73 33(70,2) 0,20
>17.000 15 3(20,0) 13 (86,7)
Neutrofilos
<3.600 12 3(25,0) 6 (50,0)
3.600 — 13.000 49 12 (24,5) 1,00 35(71,4) 0,36
>13.000 16 3(1,8) 13 (81,3)
Linfocitos
<700 18 7 (38,9) 14 (77,8)
700 — 5.100 58 11 (19,0) 0,07 39 (67,2) 1,00
>5.100 1 0(0) 1 (100,0)
Monécitos
<200 4 0(0) 1(25,0)
200 —1.700 67 16 (23,9) 0,62 47 (70,1) 0,17
>1.700 6 2(33,3) 6 (100,0)
Eosinofilos
<100 23 6(26,1) 15 (65,2)
100 —1.700 51 12 (23,5) 0,71 36 (70,6) 0,24
>1.700 3 0(0) 3 (100,0)
Plaquetas
> 400.000 6 1(16,7) 4 (66,7)
180.000 — 400.000 30 3(10,0) 0,01 17 (56,7) 0.03
<180.000 41 14 (34,1) 33 (80,5) ’
Proteinas
<6 16 5(313) 12 (75,0)
6-8 44 9 (20,5) 0,40 25 (56,8) 0,001
> 8 17 4(23.5) 17 (100,0)

Valores de referéncia: hematécrito (VG) 37-52%; CHGM 31-34 g/dl; VGM 60-77u% hemacias 5,5-8,5 x 10/mm?; hemoglobina
12-18 g/dl; leucocitos 6-18 x 103/mm?; neutrofilos 3,6-13,8 x 103/mm?; linfocitos 0,72-5,4 x 10*/mm?; mondcitos 0,18-1,8 x 10/
mm?; eosinofilos 0,18-1,8 x 10°/mm?; plaquetas 180-400 x 103/mm? e proteinas totais 6-8 g/dl.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Tabela 3. Associagdo entre os resultados dos exames hematologicos e Reagdo em Cadeia da Polimerase
(nestedPCR) para Anaplasma platys em cées atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato

Grosso. Cuiaba, MT.

E hematolégi nPCR
xames hematologicos " nestedPCR (%) P
VG
> 55 2 0(0)
37-55 46 4(8,7) 0,52
<37 42 3(7,1)
CHGM
> 36,0 2 0(0)
32,0-36,0 50 4 (8,0) 0,60
<32,0 36 3(8,3)
VGM
>77 0 0(0)
60—77 87 7 (8,0) 0,92
<60 1 0(0)
Hemacias
>5.500 1 0(0)
5.500 — 8.500 53 4(7,5) 0,55
<5.500 34 3 (8,8)
Hemoglobina
>12 2 0(0)
12-18 39 4(10,3) 0,37
<12 47 3(6,4)
Leucocitos
<5.500 17 3(17,6)
5.500 - 17.000 56 4(7,1) 0,12
>17.000 17 0(0)
Segmentados
<3.600 14 3(21,4)
3.600 —13.000 56 4(7,1) 0,07
>13.000 18 0(0)
Linfécitos
<700 21 1(4,8)
700 —5.100 66 5(7,6) 0,07
>5.100 1 1 (100,0)
Monécitos
<200 5 0(0)
200 —-1.700 77 6 (7,8) 0,40
>1.700 6 1(16,7)
Eosinofilos
<100 26 2(7,7)
100 —1.700 58 5(8,6) 0,55
>1.700 4 0(0)
Plaquetas
>400.000 6 0(0)
180.000 — 400.000 36 2 (5,6) 0,26
< 180.000 46 5(10,9)
Proteinas
<6 20 3 (15,0)
6-8 51 3(5,9) 0,18
>8 19 1(5,3)

Valores de referéncia: hematdcrito (VG) 37-52%; CHGM 31-34 g/dl; VGM 60-771%; hemacias 5,5-8,5 x 10/mm?; hemoglobina
12-18 g/dl; leucdcitos 6-18 x 103/mm?; neutrédfilos 3,6-13,8 x 103/mm?; linfocitos 0,72-5,4 x 10>/mm?; mondcitos 0,18-1,8 x 103/
mm?; eosindfilos 0,18-1,8 x 103/mm3; plaquetas 180-400 x 103/mm? e proteinas totais 6-8 g/dl.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Discussao

O presente estudo objetivou determinar a
prevaléncia dos agentes E. canis e A. platys entre
cdes suspeitos de hemoparasitose atendidos no
HOVET-UFMT no ano de 2009. Os resultados
moleculares e sorologicos diagnosticaram 18
(23,3%) e 54 (70,1%) caes positivos para E. canis
respectivamente e 7 (9,1%) para 4. platys. Quando
comparados a resultados de outros hospitais
veterinarios do Brasil, observamos variagdes, ora
inferior ora semelhante dos valores, dependendo
do teste diagnostico realizado. Para E. canis, as
prevaléncias baseadas na PCR variam de 21,7% em
Londrina, PR a 57% em Recife, PE (DAGNONE
et al., 2003, RAMOS et al., 2009). Valores de
prevaléncia baseadas na RIFI apresentam-se acima
dos encontrado pela PCR, concordando com os
resultados do presente trabalho. Nakaghi et al.
(2008) em Jaboticabal, SP e Azevedo et al. (2011)
na Paraiba, pela RIFI relataram 63,3% e 72,5% de
positividade respectivamente. A sorologia tem um
papel importante nas fases subclinica e cronica da
doenga, sendo frequente a deteccdo de altos indices
de soropositivos, visto a enzootia observada em
regides tropicais e subtropicais, principalmente
onde ocorrem infestacdes por R. sanguineus
(VIEIRA et al., 2011). Todos os caes positivos pela
PCR confirmaram-se positivos pela RIFI sugerindo
infeccdo ativa por E. canis. Entende-se que os
outros 36 cdes soropositivos, mas negativos pela
PCR foram previamente infectados pelo agente e
estes podem ou ndo evoluir para a fase cronica da
doenga (HARRUS, WANER, 2011).

Dentre os fatores de risco relatados na literatura
consultada, o parasitismo por carrapatos R.
sanguineus (TRAPP et al., 2006) foi associado a
positividade pela PCR para E. canis. Entretanto,
nem sempre esta associagdo tem sido observada
por outros autores (UENO et al., 2009; SOUSA et
al., 2010). No presente trabalho, ndo observamos
associacdo entre a presenca de R. sanguineus
e anticorpos anti-E. canis. Como a presenca
de anticorpos reflete infeccdes passadas, ndo ¢

necessario que o cao esteja parasitado por carrapatos
para ser soropositivo.

Deve-se salientar no presente estudo que as
associagdes entre sinais clinicos e hematologia e
o diagnodstico molecular de A. platys devem ser
vistas com cautela dado a baixa prevaléncia para
este agente, pois ¢ provavel que isto impediu a
significancia estatistica na maioria das analises. De
acordo com nossos resultados, 9,1% dos caes foram
positivos para A. platys. Resultados proximos dos
relatados por Santos et al. (2009) na regido de
Ribeirdo Preto, onde 14,9% dos cédes atendidos
em Hospitais Veterinarios também foram positivos
pela mesma técnica para A. platys. Resultados
mais expressivos foram observados por Silva et al.
(2012) em 19,4% dos caes de Jataizinho, PR e por
Ramos et al. (2009) que observou frequéncia de
55% para A4. platys em caes atendidos em Hospital
Veterinario de Pernambuco, todos com sintomas
clinicos de hemoparasitose. Tudo indica que a
infeccao por A. platys ndo € a principal causa de
hemoparasitose nos cdes atendidos no Hospital
Veterinario da UFMT de Cuiaba, MT. Dos céaes
parasitados por carrapatos, quatro foram positivo
para A. platys, entretanto a diferenca entre caes
ndo infectados ndo foi confirmado pela analise
estatistica. Sdo poucas as informagdes sobre a
transmissdo de A. platys, mesmo sabendo da
importancia do R. sanguineus. E provavel que
devido ao carater cronico da infecgdo por A. platys,
a auséncia do carrapato ndo ¢ indicativo de que o
cdo ndo fora infectado anteriormente. Silva et al.
(2012) em Ribeirdo Preto também nao observaram
associacdo entre presenca de carrapatos com a
presenga de A. platys.

Dos 77 caes avaliados, em dois (4,2%) e 53
(68,9%) caes, respectivamente, foram constatados
a presenga de estruturas compativeis com morulas
de E. canis e A. platys nos esfregacos sanguineos.
Entretanto, apenas um cdo com morulas de E. canis
foi positivo e quatro foram positivos na PCR para
A. platys. Estruturas semelhantes a corpusculos
de inclusdao em células sanguineas muitas vezes
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estdo relacionados a ativagdo celular em processos
inflamatoérios e podem ser confundidos com morulas
de E. canis. De acordo com Mylonakis et al. (2003)
outras inclusdes intracitoplasmaticas, incluindo
granulos azurofilos e material proveniente de
fagocitose podem ser confundidos com morulas, o
que pode gerar resultados falso-positivos, reduzindo
a especificidade da citologia.
também foi observado por Ueno et al. (2009), em
hospital veterinario de Botucatu, SP que também
observaram morulas compativeis com E. canis

Este resultado

no exame citolégico mas resultando negativo na
PCR. Adicionalmente, a utilizagdo do protocolo de
PCR baseado na amplificagdo parcial do gene dsb
descarta a participacao de outra espécie de Ehrlichia
no processo infeccioso, uma vez que todas foram
confirmadas como E. canis pela nestedPCR. Estes
resultados ressaltam que, apesar dos baixos custos
e rapidez dos resultados, o exame citologico tem
apresentado baixa sensibilidade e especificidade
quando comparado a exames de PCR, ressaltando
a importancia dos testes moleculares no diagndstico
das hemoparasitoses.

A detecgdo de E. canis na corrente sanguinea
pela PCR, sugere fase aguda ou fase assintomatica
da doenga, pois nesta ultima podem ocorrer ciclos
de parasitemia do agente. A faixa etaria mais
acometida (1-12 meses) com 33,3% de frequéncia
ressalta essa hipotese, sugerindo que esses animais
jovens, possivelmente nao tenham atingido ainda
a fase cronica da doenca. Por outro lado, os
soropositivos, mas PCR negativos se enquadram
nos cdes cronicamente infectados, onde E. canis
¢ ausente da corrente sanguinea a despeito da
sua presenca na medula 6ssea, linfonodos e bago
(HARRUS, WANER, 2011). Ueno et al. (2009)
também evidenciaram maior frequéncia da infec¢ao
em animais jovens com até 12 meses de idade. Com
relacdo a infecg@o por A. platys, a maior frequéncia
de caes positivos também foi observada na faixa
etaria dos animais com até 12 meses de idade,
entretanto nao foi observada associacdo desta
infeccdo com a faixa etaria. Com relagdo ao sexo,

ndo foram observadas associacOes entre os caes
positivos para E. canis ¢ A. platys, concordando
com as observagdes de Sousa et al. (2010) e Silva et
al. (2012) que também ndo observaram predile¢do
relacionada a essa variavel.

Em se tratando de sinais clinicos, as alteragdes
(presenca de estertores, quadros
dispneicos, tosse, espirros e secre¢do nasal) foram

pulmonares

as que apresentaram associagdo com a positividade
para E. canis. Assim como os resultados de Ueno
et al. (2009), esses achados clinicos ndo sdo
caracteristicos da EMC, onde mais comumente
se observa apatia, linfoadenopatia, febre e
emagrecimento (HARRUS, WANER, NEER,
2012). Por outro lado, este resultado pode ser reflexo
de imunossupressao sabidamente presente nos caes
com EMC. Nao foram observados sinais clinicos
associados a infecg@o por A. platys. A infec¢ao por
A. platys ndo possui sinais patognomonicos, pois
os sinais clinicos sdo frequentemente associados
a outras doengas concomitantes, como a propria
EMC (HARRUS, WANER, NEER, 2012). Devido
a auséncia de sinais clinicos patognomonicos, 0
diagnostico da infecgdo por A. platys é de extrema
relevancia no diferencial das hemoparasitoses.

Os
apresentaram-se associados com a infec¢do por E.

valores plaquetarios e eritrocitarios
canis na PCR. O achado de trombocitopenia em
cdes infectados por E. canis esta em concordancia
com outros estudos no Brasil (DAGNONE et
al.,, 2003; BULLA et al.,, 2004; NAKAGHI et
al., 2008; UENO et al.,, 2009). Os resultados
confirmam a trombocitopenia como a alteracdo
hematolégica mais comum nas infec¢des por E.
canis. Por outro lado esse achado ndo ¢ o unico,
uma vez que a infecgdo por E. canis pode ocasionar
supressao difusa da medula o6ssea, induzindo
trombocitopenia, anemia e leucopenia (BUHLES,
HUXSOLL, RISTIC, 1974). Valores eritrocitarios
abaixo do limite inferior também foram descritos
por Harrus et al. (1996), Castro et al. (2004) ¢
Hasegawa et al. (2005). Mesmo diante da auséncia
de associagdo com sinais clinicos, a apatia e a
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presenca de mucosas palidas apresentaram-se
frequentes entre os animais positivos para E. canis
e podem ser consequéncia dos baixos valores
eritrocitarios.

Nenhuma  das  variaveis  hematologicas
apresentou associa¢do com a positividade para
A. platys. Entretanto, os cdes com leucopenia e
neutropenia apresentaram tendéncia a positividade
na PCR (P = 0,12 e 0,07 respectivamente). Nao
houve associacdo entre a positividade para A.
platys e trombocitopenia, pois dos cdes com essa
alteragdo somente cinco (10,9%) foram positivos,
diferindo dos resultados relatado por Silva et al.
(2012) que observaram associa¢do do agente com a

trombocitopenia.

O aumento de proteinas plasmaticas totais
observada em animais positivos na RIFI para E.
canis pode ser resultado da hiperglobulinemia e
hipergammaglobulinemia, como também observado
por Shipov et al. (2008). A hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia e hipergammaglobulinemia sao
anormalidades comuns em cdes com EMC, pois
ocorre em doencas com estimulacdo antigénica
prolongada e sugere uma aberrante e exagerada
resposta imune e humoral com eficacia inadequada
(HARRUS et al., 1996).

Concluimos que a E. canis é responsavel
por transtornos hematolégicos como anemia e
trombocitopenia e acomete frequentemente os
animais mais jovens no HOVET, em Cuiaba, MT.
O diagnodstico baseado em alteragdes clinicas
¢ hematologicas, bem como na presenga de
morulas de E. canis em esfregagos sanguineos
nao sdo suficientes para o diagnostico da EMC,
ja que os sinais da doenga sdo inespecificos e
0 exame citologico muitas vezes nao condiz
com real infecgdo. Dentre as diversas causas de
hemoparasitose, a infecgdo por A. platys nao foi
relevante no periodo estudado. Ressaltamos a
importancia dos testes moleculares e soroldgicos
no diagnoéstico da EMC e ATC, e estes devem ser
incluidos na rotina médica veterinaria.
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