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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar dados hematolégicos com dados moleculares de Erliquiose
Canina de animais atendidos na rotina do Hospital Veterinario das FIO. Esta é uma zoonose causada
pela Erlichia canis e tem como seu transmissor o Rhipicephalus sanguineus. Para realizacdo do
método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizado doze amostras de sangue, dentre
elas quatro (33%) apresentaram positividade mostrando a amplificacdo genética do parasita, sendo
trés machos (75%) e uma fémea (25%). Com a observacdo dos dados hematoldgicos pode se
analisar que trés (75%) dos animais apresentaram trombocitopenia, alteracdo esta esperada, uma
vez que este € a principal alteragdo hematolégica esperada em casos de animais com Erliquiose,
sendo 0s pacientes que apresentaram positividade foram encaminhados para o Clinico para o
tratamento.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare hematological data with molecular data Canine Ehrlichiosis
animals routinely attended at the Veterinary Hospital of the FIO. This is a zoonosis caused by
Ehrlichia canis and has as its transmitter Rhipicephalus sanguineus. For performing the method of
Polymerase Chain Reaction (PCR) twelve blood samples, among them four (33%) were positive
showing gene amplification of the parasite, three males (75%) and female (25%) was used . With the
observation of hematological data can be analyzed that three (75%) of the animals showed
thrombocytopenia, this expected change, since this and the main hematological abnormalities
expected in cases of animals with Ehrlichiosis, and patients who tested positive were referred for the
Clinic for treatment.
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INTRODUCAO

A erliquiose canina € causada pela Ehrlichia canis, sendo o Rhipicephalus
sanguineus seu transmissor. (BEER,1998).

O ciclo evolutivo completo do Rhipicephalus sanguineus é de 2 a 3 meses
econstitui a fase dos ovos, da larva hexapode, da ninfa octopode e adulto (FORTES,
2004).

As larvas de seis patas alimentam se no cao por alguns dias, caem e mudam

para o estagio ninfal de oito patas. As ninfas alimentam-se no cao por uma semana,



caem e transformam-se em adultos machos e fémeas. As fémeas sédo fecundadas
no cao, alimentam-se durante trés semanas e ficam muito ingurgitadas com sangue
antes de cair ao solo para depositar seus ovos. Os ovos emergem da abertura
genital um por vez e se acumulam na frente do carrapato fémea por mais algumas
semanas. (BOWMAN, 2010).

A E. canis se desenvolve nos leucécitos e/ou nas glandulas salivares do
carrapato vermelho ou marrom do cdo. Essa infec¢cdo ocorre quando as secrecoes
salivares entram em contato com seu ponto de fixagdo durante o repasto sanguineo
ou pela transfusdo de sangue (ETTINGER; FELDMAN, 2004)., e em seguida a
mesma faz incluséo citoplasmatica principalmente nos mondcitos formando mérulas
no hospedeiro (CORREA, 1992).

Seu periodo de incubacdo € de até trés semanas constituindo uma
progressao rapida, dividida em fase aguda, subaguda e cronica. Na fase aguda (2 a
3 semanas) o0 parasita se multiplica nas células e dissemina-se, ocorrendo
hiperplasia linforreticular no figado, baco e linfonodos, vasculite, migracao de células
brancas para o subendotélio e trombocitopenia. Na fase subaguda (6 a 9 semanas)
a persisténcia do parasita no hospedeiro acarreta trombocitopenia e leucopenia
variavel. Na fase cronica, ocorre a infiltracdo linforreticular e plasmocitaria
encontrada em muitos 6rgaos, hipergamaglobulinemia, pancitopenia e depresséo da
medula 6ssea. (CORREA, 1992).

Os sinais clinicos mais comuns séo fluxo nasal seroso e/ ou mucopurulento,
fotofobia acompanhado de lacrimejamento bilateral seroso e a seguir purulento,
vomitos (BEER,1998). , taquicardia, taquipnéia, hiperestesia e transtorno nervoso
central provocando tremores musculares e sangramento das meninges (CORREA,
1992).

Segundo Ettinger e Feldman (2004), o diagnostico da erliquiose exige a visao
das morulas, a deteccdo dos anticorpos contra a E. canis ou da amplificagdo do DNA
da E. canis ou da E. chaffeensis por meio da PCR.

Visto a importancia da erliquiose canina como uma zoonose, 0 presente
trabalho teve como objetivo comparar os dados hematologicos (contagem de
plaguetas) com dados moleculares dos cées atendidos no Hospital Veterinario das
FIO do periodo de julho de 2013 a abril de 2014.



MATERIAL E METODOS

Foram coletados 10 ml de sangue periférico de 12 cées atendidos em rotina
do Hospital Veterinario das FIO (machos e fémeas aleatérios, de acordo com a
solicitacdo do Meédico Veterinario) e acondicionados em tubos de ensaio com
anticoagulante EDTA com o objetivo de realizar a Reagédo em Cadeia da Polimerase
(PCR), para deteccao do material genético de E. canis e realizacdo do Hemograma
Completo. Para amplificacdo do fragmento génico (DNA) de E. canis, foi utilizado
sequéncia de primers descrita na literatura; Os primers utilizados para amplificacéo
foram: Primer EBR5 : GGA GTG CTT AAC GCG TTA G - 19 bases e Primer EBR1 :
CCT CTG GCT ATA GGA AAT TG - 20 bases. As condi¢cbes padronizadas para
Realizacdo da PCR, foram: - Um ciclo unico inicial de 94C, durante 5 minutos, para
promover a desnaturacdo total das fitas de DNA; - 35 ciclos, nas seguintes
temperaturas e tempo: 94C durante 1 minuto (para desnaturacao), 54C durante 1
minuto (para associacdo do primer especifico, delimitando a sequencia a ser
amplificada), 72C durante 1 minuto (de extensdo para acdo da Enzima Taq DNA
polimerase, para amplificacdo dos fragmentos copiados)- Um ciclo final de 72C por 7
minutos de extensdo. Apo6s a realizagdo dos ciclos da PCR espera-se uma
amplificacdo de um fragmento de DNA de 751pb (pares de bases). As condi¢des da
PCR e primers utilizados para amplificacdo encontram-se esquematizados na Figura
1. Os resultados dos Hemogramas, foram obtidos através da verificacdo dos laudos

emitidos no Laboratdrio Clinico do Hospital Veterinario das FIO.

Figura 1. Ciclagem da PCR e fragmento amplificado através da utilizacdo dos Primers
especificos.

Ciclos: 94C — 5 minutos, 35 ciclos: 94C — 1 minuto, 54C — 1minuto, 72C — 1 minuto,
7 minutos 72C de extensao.

3’GGA GTG CTT AAC GCG TTAG3’

3'CCT CTG GCT ATA GGA AAT TG3’

1
350 PB EBR1




RESULTADOS
Foram colhidos e analisados através da Técnica da PCR (Reacg&do em Cadeia
da Polimerase), amostra de sangue periférico de 12 caes, sendo 8 machos e 4
fémeas. O DNA gendmico foi extraido e a PCR realizada com a utilizacdo de primers
especificos, com a amplificagdo de um fragmento de 751pb, conforme observado na

Figura 2.

Figura 2. Gel de agarose a 2%, corado com
Brometo de Etideo, e observado em
transluminador com luz ultra-violeta,
onde C+, referem-se a controles
internos  positivo, C-, controle
negativo (dgua estéri) e A
(demonstrando uma amostra com
amplificagdo do fragmento de
751pb, referente a positividade do
teste).

Das 12 amostras analisadas, apresentou-se positividade para amplificacdo do
material genético 4 amostras ( 33%), sendo 3 machos (75%) e 1 fémea (25%). Os
dados laboratoriais do Hemograma foram obtidos através da analise do Laudo e os

resultados encontram-se demonstrados na tabela abaixo (Quadro 1):

Quadro 1. Demonstracdo dos Resultados da PCR com
Contagem de Plaquetas e Leucdcitos.



Sexo |Idade PCR Plaguetas | Leucécitos
mm3
Macho | 9 Negativo | 75.000 3.500
Macho | N.I Negativo | 380.000 4.650
Macho | 11 Negativo | 155.000 6.200
Macho |5 Negativo | 425.000 9.600
Macho | 9 Positivo | 65.000 5.800
Macho | N.I Positivo 100.000 9.500
Fémea | N.I Positivo 100.000 8.000
Fémea | N.I Negativo | 210.000 10.300
Fémea | 8m Negativo | 69.000 6.900
Macho | N.I Positivo 195.000 3.000
Macho | 2 Negativo | 195.000 6.300
Fémea | N.I Negativo | 50.000 6.400

Comparando os resultados da PCR, com a contagem total de plaquetas,
observou-se que das 4 amostras PCR positiva, 3 (75%), apresentaram no
hemograma, contagem de plaquetas inferiores ao valor normal de referéncia (
175.000 a 500.000), resultado este esperado, uma vez que a principal manifestacao
hematolégica em casos de erliquiose é a diminuicdo do numero de plaquetas.
Quanto a contagem de leucdcitos total, ndo foi observado nenhuma correlacdo entre

a positividade do teste de PCR com o valor total de leucdcitos.

DISCUSSAO

A erliquiose canina € uma das principais enfermidades infecciosas, devido a
sua prevaléncia (BANDEIRA, 2003). E uma moléstia riquetisial infecciosa que
geralmente se caracteriza por redugcdo dos elementos sanguineos (SAITO, 2009).
Dentre as alterac6es hematoldgicas relatadas com maior frequéncia, destacam-se a
anemia arregenerativa. (WANER; STRENGER; KESARY, 2000; MOREIRA;
BASTOS; ARAUJO, 2003;0RIA; PEREIRA; LAUS, 2004) e, em menor frequéncia, a
anemia regenerativa (WANER; STRENGER; KESARY, 2000).

O sangue coletado dos animais com suspeita de erliquiose, foram
encaminhado para o laboratorio de Biologia Molecular do Hospital Veterinario das

FIO, para a realizacado do exame de PCR. Dentre os doze que foram encaminhados,



quatro (33%) apresentaram positividade com amplificacdo genética, sendo trés
(75%) machos e uma (25%) fémea.

Em um estudo semelhante realizado por Sousa VRF et al (2010) foram
analisados 195 cées, destes apenas 48 foram positivos, sendo 18 machos e 29
fémeas. Nesta infeccdo os caes mais acometidos eram adultos e idosos pois houve
maior tempo de exposicdo ao vetor da E.canis, dentre os infectados 4 néo
apresentaram sinais clinicos e o restante apresentaram apatia, anorexia, febre,
palidez nas mucosas, esplenomegalia, disturbios oftalmicos, trombocitopenia e
leucopenia.

Analisando os dados hematologicos das doze amostras dos animais pode-se
observar que a maioria estava com a doenca na fase aguda, onde apresentavam
trombocitopenia (alteragcdo esperada em casos de erliquiose), porém nao
observaram variacdo no numero total de leucdcitos. Um caso em especial
apresentou a doenca na fase subaguda, onde constatou trombocitopenia,
leucocitopenia e alteragdo do numero de hemacias. Possivelmente depois de

diagnosticados os animais foram encaminhados para o tratamento com Doxiciclina.

CONCLUSAO
Pelo exposto, podemos concluir que as analises clinicas ndo apresentam um
diagnéstico confiavel para Erliguiose canina, pois ha outras patologias que
apresentam 0s mesmos sinais, sendo assim necesséria a técnica da PCR para a

possivel confirmacdo da amostra.
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