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1 INTRODUCAO

Na ultima década, a ehrlichiose tem sido identificada como causa
crescente de morbi-mortalidade de caninos e, em alguns paises, do homem, em virtude
da maior exposicéo a locais onde € comum a presenca de carrapatos (ENG & GILES,
1989; DUMLER & BAKKEN, 1998, WALKER & DUMLER, 1996; ROBERTS &
SOAVE, 1997). No Brasil, a doenca € considerada enzoodtica, conforme estimativa de
Morais et al. (2002) e dados recentes obtidos por Labarthe et al. (2003) e Bulla (2003).

A ehrlichiose canina € causada por um cocobacilo Gram-negativo
obrigatorio de células mononucleares do sangue, a rickettsia Ehrlichia canis (E. canis).
Nestas &lulas, o agente sofre fissdo binaria formando estruturas conhecidas como
corpusculosiniciais e mérulas (CAMPBELL, 1994; STILES, 2000).

O periodo de incubacdo da doenca varia de 8 a 15 dias para 0s casos
agudos ou de meses ou anos Nos cursos crénicos, que geralmente séo fatais. Entre as
fases aguda e cronica, ocorre um periodo no qual ndo existem alteracdes fisioldgicas
perceptiveis ao exame clinico denominado de fase subclinica, que pode durar anos até
gue adoenca evolua para a cronicidade (WOODY & HOSKINS, 1991).

Além do periodo variavel de incubacdo, os achados clinicos e
hematol 6gicos apresentados pelos animais sdo inespecificos e caracterizados por uma
sindrome variavel que pode ser semelhante a diversas doengcas metabdlicas e
infecciosas, dificultando o diagnéstico clinico (KAKOMA et al ., 2000).

O diagnostico definitivo de ehrlichiose pode ser realizado pela andise
citol6gica de amostras de sangue para pesquisa de morulas ou corpusculos iniciais de
E. canis. Embora apresente baixa sensibilidade (WOODY & HOSKINS, 1991), essa
técnica € uma boa opgcdo em é&reas enzooticas, especialmente para 0s clinicos

veterinarios que necessitam de um resultado rgpido (ELIAS, 1991).
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Algumas técnicas laboratoriais mostram alta sensibilidade para
diagnostico de E. canis, mas esbarram em problemas que dificultam a sua utilizacéo na
rotina das clinicas. O principal deles é o ato custo para sua redizacdo, com
necessidade de equipamentos sofisticados e pessoal treinado (KAKOMA et al., 2000;
BULLA, 2003).

Outros entraves que limitam a utilizacdo dessas técnicas sdo a
possibilidade de resultados falsos-positivos, como a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e o ensaio de imunoadsorbancia enzimatica (ELISA). Algumas delas
consomem tempo para processamento das amostras, como € 0 caso da reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) e do western immunoblot (WI). Em relacdo ao método de
culturain vitro, a rickettsia requer véarios dias para se replicar em cultivo, tornando a
técnica bastante morosa para que o laboratorista possa chegar a um resultado em
tempo hébil para o tratamento (KAKOMA et al., 2000). Considera-se ainda que néo
existe uma padronizacé internacional para diagnéstico da ehrlichiose e que o
desenvolvimento de novas técnicas, com baixos custos operacionais e de facil
execucdo pelo clinico, seria importante para a constatacdo da doenca em sua fase
inicial, aumentando as chances de tratamento e cura dos animais.

Embora as ateracfes clinicas e hematoldgicas sejam insuficientes para
definir o diagndstico de ehrlichiose, elas sdo indispensaveis para avaliacdo da fase da
doenca na qual o animal se encontra, possibilitando a adequacdo do tratamento e um
prognostico mais seguro (ELIAS, 1991; IQBAL et al.,1994; HARRUS et a., 1999;
KAKOMA et a., 2000; WANER et al., 2001). Essas informacfes, juntamente com a
realizacdo de um teste barato e ndo laborioso, seriam uma forma de manter a qualidade
do diagnéstico e diminuir gastos (BULLA, 2003).
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Seguindo essa linha de raciocinio, o ensaio foi conduzido para obtencéo

dos seguintes propésitos:

1. Objetivos Gerais:
- Estudar a epidemiologia e os aspectos clinicos e hematol 6gicos de caes

naturalmente infectados por Ehrlichia canis e comparar técnicas para o diagnéstico da

rickettsia.

2. Objetivos Especificos:

- Estudar a ocorréncia mensal da ehrlichiose canina no municipio de
Presidente Prudente.

- Correlacionar dados epi demiol 6gicos que possam estar associados com
a infeccdo por E. canis. Da mesma maneira, verificar os sinais clinicos e achados
hematol 6gi cos relacionados a ehrlichiose.

- Avdiar alteracBes clinicas e laboratoriais que seriam Uteis para
classificar afase daehrlichiose nos animais.

- Comparar as técnicas de leucoconcentracdo em tubo microcapilar, do
esfregaco confeccionado com sangue venojugular e do esfregaco de sangue de
margem de orelha para a pesguisa de mérulas de E. canis.

- Validar as técnicas citoldgicas, estimando-se a sua sensibilidade,
especificidade, valores preditivos e eficiéncia, utilizando-se a PCR como teste padréo-
ouro.

- Avadliar se a associagdo de achados clinicos e/ou laboratoriais pelo
calculo da sensibilidade paralela pode ser empregado no diagnostico da ehrlichiose

canina.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Ehrlichiose canina é uma doenca comumente referida a infecgéo de caes
domeésticos pela rickettsia Ehrlichia canis (WOODY & HOSKINS, 1991). E. canis
(DONATIEN & LESTOQUARD, 1935) pertence a ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae, género Ehrlichia, e € um cocobacilo Gram-negativo obrigatorio de
células mononucleares do sangue (DUMLER et al., 2001).

A primeira fase do ciclo de Ehrlichia é caracterizada pela penetracdo de
corpusculos elementares em células mononucleares (DAVOUST, 1993).
Posteriormente, ocorre a multiplicacdo da rickettsia dentro do fagossomo de células
mononucleares, onde se desenvolve em mais dois estégios. corplsculos iniciais e
morulas (McDADE, 1989). Segundo os autores, os corpusculos elementares sao
fagocitados por leucocitos mononucleares mas a fusdo fagossomo-lisossomo néo
ocorre em células infectadas, permitindo assim a sua divisao.

Em cultivo celular, Nyindo et al. (1971) verificaram a presenca de
corpusculos elementares de E. canis em mondcitos apos 48 horas de incubacéo. De
acordo com Davoust (1993), essas inclusdes podem variar de 0,2 a 0,6 mm de
didmetro. Com dois a trés dias de incubagdo, os corpusculos elementares, aumentam
em numero e se agrupam formando inclusdes denominadas corpusculos iniciais. Essas
estruturas sdo caracterizadas por granulos subesféricos de coloragéo rosea a purpura
medindo de 0,4 a 2,0 nm. Nos sete a 12 dias subsequientes, ocorre a multiplicacéo dos
corpusculos e formagdo de morulas (NYINDO et al., 1971; SIMPSON, 1972), sendo
possivel a deteccdo de pequena quantidade apds sessenta horas de incubagéo
(STEPHENSON & OSTERMAN, 1977).

As moérulas sdo estruturas com coloragédo idéntica aquela dos corpuscul os
iniciais e sdo constituidas por um a trés vacuolos de membrana simples contendo de
um a quarenta corpuscul os elementares, que podem estar compactos ou difusos em seu
interior (HUXSOLL et al., 1970; DAVOUST, 1993; BEAUFILS et al., 1995).
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Popov et a. (1998) verificaram que morulas de E. canis podem variar de
2,0 a4,0 mm de didmetro. Apos 12 a 18 dias de incubacdo, elas se dissociam do
citoplasma (NYINDO et al., 1971), liberando corplsculos iniciais a0 se romperem,
gue infectardo outras células (CAMPBELL, 1994).

2.2 HISTORICO, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E
EPIDEMIOLOGIA

O primeiro caso de ehrlichiose canina, foi descrito na Argélia, por
Donatien & Lestoguard (1935). A doenca ganhou notoriedade devido a infeccdo e
morte de cdes do exército americano durante a guerra do Vietnd, quando ficou
conhecida como Pancitopeni a Tropical Canina (HUXSOLL et al., 1970; WALKER et
a., 1970). Entretanto, passou a ser mais pesquisada quando E. canis foi relacionada
com ainfec¢cdo em humanos, em 1987, nos Estados Unidos (DUMLER & BAKKEN,
1998).

Atualmente, a doenca tem sido descrita em todos os continentes
(WANER et a., 1996) e é reconhecida como ehrlichiose canina ou ehrlichiose
monocitica canina (HARRUS et al., 1997; NEER, 1998).

O carater cosmopolita da ehrlichiose canina esta diretamente relacionado
com a distribuicdo geografica do carrapato Rhipicephalus sanguineus, o principal
vetor de E. canis (KEEFE et a., 1982). Consequentemente, a doenca ocorre
principalmente em regides tropicais e subtropicais, nas quais as condi¢des ambientais
para o desenvolvimento do artropodo sdo bastante favoraveis (IQBAL et al., 1994).

No Brasil, o primeiro relato da doenca ocorreu em Belo Horizonte, MG,
com a observacdo de inclusdo da rickettsia em linfocito (COSTA et a., 1973).
Registros de ehrlichiose canina tém sido realizados em outras cidades como Rio de
Janeiro, RJ (CARRILO et al., 1976); Santa Maria (SILVA et a., 1985) e Porto Alegre
(SEIBERT et al., 1997), RS; Curitiba, Pr (KAVINSKI et al., 1988 apud ALMOSNY,
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1998); Campo Grande, MS (MUNHOZ & BABO, 1998) e Botucatu, SP
(HASEGAWA et al., 1997; BULLA et al., 2000).

Morais et a., em 2002, estimaram a prevaléncia da doencga ao redor de
20,0% nos estados do Parana, Bahia, Rio de Janeiro, Santa Catarina, S&0 Paulo, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, Ceard, Alagoas, Pernambuco, Mato Grosso do Sul e
Distrito Federal. Um ano mais tarde, Labarthe et a. (2003), em um inquérito com
2.533 cées destes estados, detectaram a presenca de 19,8% de amostras sororeagentes
a E. canis, confirmando a estimativa daquel es autores.

Bulla (2003) em estudo retrospectivo em Botucatu, S&0 Paulo, com 246
amostras de sangue analisadas pela PCR, verificou que 30,9% continham material
genético de E. canis. O autor considerou a cidade como &area enzoltica para a
ehrlichiose canina, uma vez que as condigbes climaticas foram favoraveis a
manutencdo de R. sanguineus durante todo o ano.

Em alguns paises, a incidéncia de ehrlichiose é maior nos meses mais
guentes do ano, como foi observado por Davoust et al. (1990), na Franga, e por
Keysary et al. (1996) e Harrus et a. (1997), em lIsrael. Keefe et a. (1982)
consideraram que o stress calorico pode ser a causa para o surgimento de quadros
epizodticos de ehrlichiose nos meses quentes do ano, como aqueles observados por
Walker et a. (1970), no Vietnd, e por Stephenson & Ristic (1978), no Arizona,
Estados Unidos.

2.3VIASDE TRANSMISSAO

Segundo Groves et al. (1975), atransmissao darickettsia entre carrapatos
ocorre de forma transestadial sem que hga passagem transovariana. Este fato foi
confirmado por Smith et al. (1976), observando que apds ingestdo de sangue de um
animal infectado, ocorre multiplicacdo de E. canis em glandulas salivares e células
intestinais de R. sanguineus. Em contrapartida, ndo foi encontrada nenhuma estrutura

da bactéria nos ovarios do artrépodo, pelos autores.
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Entre animais, o principal mecanismo de infeccdo natural se da pela
picada do R. sanguineus, qualquer gque seja o0 seu estégio (EWING & BUCKNER,
1965).

Lewis Jr. et al. (1977) verificaram que apos infectar-se, um carrapato é
capaz de transmitir 0 agente por até 155 dias.

Davoust (1993) observou que transfusdes sangliineas e inoculagtes
experimentais so vias de infecgdo da rickettsia para os caes.

A passagem de E. canis para o carrapato ocorre duas a trés semanas apos
0 cdo ser inoculado com a rickettsia (WOODY & HOSKINS, 1991). Segundo os
autores, esse fato ocorre por causa da maior freqiéncia de leucdécitos infectados em
animais em fase aguda da doenca. Nos cées cronicos, € pouco provavel a transmissdo
do agente para o seu vetor biologico (LEWIS Jr. et al., 1977).

2.4 FATORES QUE PREDISPOEM A INFECCAO PORE. canis

Os fatores que afetam a severidade clinica e progressao da doenca podem
estar ligados a raga do animal, as diferencas individuais na resposta imune, a carga
infectante, a patogenicidade da linhagem (RIKIHISA, 1991), a idade e também a
ocorréncia de doenca concomitante (WOODY & HOSKINS, 1991).

Em cées naturamente infectados, Thirunavukkarasu et a. (1993)
constataram que a doenca foi mais frequiente em animais de raga definida (73,44%),
especiadmente os pastores alemées, fato corroborado por Harrus et a. (1997), ao
estudarem cem animais com ehrlichiose, mediante titulagdo de anticorpos. Frank &
Breitschwerdt (1999) embora tenham verificado 72% dos casos da enfermidade em
caes com definicdo racial, ndo notaram diferenca na frequiéncia das racas. No estudo
realizado por Seamer & Snape (1970), os cées sem definicdo racial foram menos

suscetiveis ainfeccdo por E. canis.
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Nyindo et al. (1980) observaram, mediante infeccéo experimental, que
cdes Pastores Aleméaes desenvolveram uma fase crénica mais severa em relagéo
aqueles da raca Beagle, considerando-os mais suscetiveis a infeccdo por E. canis.
Segundo os autores, as diferencas na expressao de sinais clinicos entre ragcas parece
estar relacionada com a capacidade do animal em montar adequadamente uma resposta
imunomediada por células, o que foi mais tarde confirmado por Reardon & Pierce
(1981) ao estudarem a resposta linforreticular em animais imunossuprimidos.

Em relagdo a idade, Thirunavukkarasu et a. (1993) verificaram
ehrlichiose com maior freqiéncia em animais com menos de um ano, e Cocco et al.
(2003), nagueles que apresentavam entre um e cinco anos. Contudo, Harrus et al.
(1997) e Frank & Breitschwerdt (1999) ndo constataram diferenca significativa entre
as diversas faixas etarias dos animais infectados.

No que serefere ao sexo dos cées, a literatura ndo refere que existamaior
predisposicao sexual para infeccao por E. canis (STEPHENSON & RISTIC, 1978;
WADDLE & LITTMAN, 1988; THIRUNAVUKKARASU et a., 1993; HARRUS et
al., 1997; FRANK & BREITSCHWERDT, 1999). Entretanto, Nims et al. (1970)
observaram gque 90% dos animais acometidos em um surto epizodtico de ehrlichiose
eram machos.

A infecc&o concorrente de caes por E. canis e outros agentes transmitidos
por carrapatos pode agravar o quadro clinico do animal (Du PLEISS et a., 1990). As
co-infeccbes mais comuns ocorrem por Ehrlichia platys, reclassificada como
Anaplasma platys (A. platys) (HUA et al., 2000), Babesia canis (B. canis) (EWING &
BUCKNER, 1965; VAN HEERDEN & IMMELMAN, 1979; PRICE et a., 1987; Du
PLEISS et a., 1990; KLAG et a., 1991; MATTHEWMAN et al., 1993a; KORDICK
et al., 1999), Hepatozoon canis (H. canis) (GOSSETT et al., 1985, LATHA &
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JOSEPH, 1994) e também de forma mdltipla por B. anis e H. canis ou A. platys
(Ehrlichia platys) (KONTOS & KOUTINAS, 1997; KORDICK et al., 1999).

2.5 PATOGENIA E DIAGNOSTICO

2.5.1 PATOGENIA E ACHADOS CLINICOS

Em animais naturalmente infectados, € dificil definir a fase da doencaem
gue se encontra 0 animal (NEER, 1998) uma vez que a apresentacdo clinica e 0s
achados laboratoriais séo bastante similares (WADDLE & LITTMAN, 1988) e a
duracéo e severidade dos sinais clinicos séo variaveis (HUXSOLL et al., 1972).

A ehrlichiose é considerada uma sindrome altamente varidvel em suas
alteracOes clinicas e hematol6gicas, mimetizando doencas metabdlicas e infecciosas
(KAKOMA et al., 2000), como trombocitopenia auto-imune idiopética ou secundéria,
doencas causadas por hematozodrios, lupus eritematoso sistémico, leucemia,
coagulopatia intravascular disseminada, neoplasia esplénica e esplenite, entre outras, 0
gue dificulta também seu diagnostico diferencial (HARRUS et al., 1999).

O periodo de incubacdo da ehrlichiose canina varia de uma a trés
semanas e a doenca pode apresentar trés fases, de acordo com as alteracfes clinicas e

hematol 6gicas: aguda, subclinicae cronica (PRICE et al., 1987).

2.5.1.1 FASE AGUDA

Na fase aguda, que dura de duas a quatro semanas, o agente se multiplica

em leucécitos mononucleares, disseminando-se para 6rgdos como figado, baco e
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linfonodos (NEER, 1998). Nesse periodo, € mais comum a deteccdo de morulas de
E. canis em esfregacos de sangue e a presenca de carrapatos nos animais (WALKER
etal., 1970).

Da infecgdo a0 aparecimento dos primeiros sinais clinicos, existe uma
grande variagao de tempo. Em animais experimentalmente infectados, Huxsoll et al.
(1972), Pierce et a. (1977) e Castro (1997) observaram as primeiras alteragfes entre o
10% e 14° dias. Keysary et a. (1996) e Harrus et al. (1996a), verificaram-nas
exatamente no 15° dia, ao passo que Nyindo et al. (1980) entre 12 a 17 dias pds-
infeccéo.

Os principais achados clinicos na fase aguda séo febre, anorexia,
emaciagdo, letargia e apatia (HUXSOLL et a., 1969; WALKER et al., 1970;
HUXSOLL et a., 1972; LOVERING et a., 1980; HARRUS et d., 1996a; HARRUS
et a., 1997; ALMOSNY, 1998; FRANK & BREITSCHWERDT, 1999). Os sinais
refletem alteragcOes conseqientes da resposta de fase aguda, com a liberacdo da
interleucina 1 (IL-1), IL-6 e fator de necrose tumoral a (TNF-a) pelo sistema
imunologico (TIZARD, 2000).

Castro (1997) constatou aumento significativo na temperatura retal de
caes infectados em relacdo ao grupo controle, até duas semanas pos-infeccdo, fato
também observado por Harrus et al. (1996a), Almosny (1998) e Waner et al. (2000b).

Smith et a. (1974) registraram que a fase febril pode durar até trés
semanas e meia apds 0s animais terem sido infectados, contudo Walker et al. (1970)
consideraram que a persisténcia de febre por mais que trés semanas € pouco frequiente.

Em relacdo a anorexia e perda de peso, estes Ultimos pesquisadores
observaram animais acometidos por ehrlichiose que perderam até 6,8 kg de peso em
sete dias. Segundo Allsopp & Allsopp (2001), anorexia e debilidade generalizada

podem ser sugestivas de ehrlichiose quando ndo existem outros sinais da doenca.
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Hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia registradas em animais
infectados séo consideradas consequiéncia da multiplicacéo do agente e da hiperplasia
linforreticular de orgéos linfoides (WALKER et al., 1970; CASTRO, 1997; HARRUS
et al., 1997; ALMOSNY, 1998).

Harrus et al. (1998c), ao estudarem a funcao do bago em céaes infectados
experimentalmente, observaram que os animais com baco responderam muito mais
intensamente a infeccdo em relacdo aqueles esplenectomizados. Os autores sugerem
gue o 6rgao desempenha um dos principais papéis na patogenia da ehrlichiose, com
esplenite linfoplasmatica e liberacdo de mediadores inflamatorios.

Kuehn & Gaunt (1985), em 56 animais com infeccdo natural, observaram
depressdo, letargia, emaciacdo, hemorragias, linfadenomegalia e anorexia como
principais achados clinicos, considerando-os como de carater moderado.

Price et al. (1987) detectaram, em 373 caes, emaciacdo, febre, depressao,
anorexia, vomito, esplenomegalia e palidez de mucosas como achados clinicos em
animais em fase aguda. Este ultimo achado foi frequente também nos animais
estudados por Harrus et al. (1997) e Castro (1997).

No trabalho de Munhéz & Babo (1998), realizado na cidade de Campo
Grande, MS, as principais alteracdes em 227 cdes considerados em fase aguda de
ehrlichiose foram mucosas pélidas e febre, com diagndstico baseado nos achados
clinicos e/ou de inclusdes de E. canis. Com 0s mesmos critérios, Thirunavukkarasu et
al. (1993) reportaram febre e anorexia como alteragdes mais comuns em 64 c&es.

Animais imunocompetentes geralmente respondem a infeccdo ou
tornam-se portadores assintométicos do agente (NEER, 1998), caracterizando a fase

subclinica da doenca.

2.5.1.2 FASE SUBCLINICA
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A fase subclinica comeca de 40 a 120 dias apés a infeccdo e dura
aproximadamente de seis a nove semanas (WOODY & HOSKINS, 1991), podendo
persistir por quatro a cinco anos em areas enzooticas (CODNER & FARRIS-SMITH,
1986; WANER et al., 1997).

Embora os animais geralmente ndo apresentem sinais clinicos nessa fase,
Price et al. (1987) consideraram que em alguns casos pode-se observar emaciagéo,
apetite seletivo e letargiaintermitente.

Segundo Woody & Hoskins (1991), se um cdo é imunocompetente, ele &

capaz de eliminar 0 agente. Caso contrério, a doenca pode evoluir para afase crénica.

2.5.1.3 FASE CRONICA

Na fase cronica, que pode ocorrer meses ou até 4 a 5anos apés infecgao,
a doenca pode ser moderada, com os sinais da fase aguda reaparecendo de forma
atenuada, ou recorrer com maior severidade, podendo levar o animal a 6bito (WOODY
& HOSKINS, 1991; MATTHEWMAN et al., 1993a).

Os sinais clinicos da ehrlichiose crénica sGo semelhantes aos de uma
doenca imunomediada (TROY & FORRESTER, 1990). Os animais encontram-se
caquéticos, apéticos e com suscetibilidade as infeccBes secundérias em virtude do
comprometimento imunolégico (WOODY & HOSKINS, 1991).

Nessa fase, s80 comuns os disturbios hemostaticos, as oftalmopatias e
nefropatias (NEER, 1998), em decorréncia de trombocitopenia, disfuncdo plaquetéria,
vasculite (CODNER et al., 1985), alteracdo da pressdo oncética (HARRUS et al.,
1998b) ou deposicdo de imunocomplexos (PEDERSEN, 1999; HARRUS et a.,
2001a).

Segundo Green (1983), petéquias e equimoses sdo observadas quando a

contagem de plaquetas € inferior a 40.000/nk.. Nos casos de ehrlichiose, quando os
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valores plaquetérios encontram-se abaixo de 20.000/nL, sdo observados sinais como
epistaxe, hematlria ou hemorragias do trato gastrintestinal (STEPHENSON &
RISTIC, 1978). Porém, Troy et al. (1980) ndo observaram sinal de hemorragia em um

cdo infectado naturalmente por E. canis, cuja contagem foi inferior a7.000/ni.

Woody & Hoskins (1991), compilando estudos realizados nos Estados
Unidos, com um total de 248 caes naturamente infectados, constataram que 46%
apresentavam tendéncia a hemorragias. Epistaxe foi o sinal mais comum, como
observado também por Huxsoll et al. (1970), Walker et al. (1970), Harvey et al.
(1979), Price et al. (1987), Harrus et a. (1997) e Munhoz & Babo (1998). Na opiniédo
de Huxsoll et al. (1972), um quadro subito de epistaxe € o sinal clinico mais evidente
de ehrlichiose, levando o animal a 6bito poucos dias apodsinicio darinorragia.

Outros sinais de hemorragi as segundo a revisdo de Woody & Hoskins
(1991) foram petéquias, equimoses, melena e sangramento prolongado em locais de
puncdo venosa. Hematlria, hifema, hemorragia retinal, hemoptise e hematemese
foram menos freguentes. Price et al. (1987), Thirunavukkarasu et al. (1994), Harrus et
a. (1997) e Munhoz & Babo (1998) observaram, em animais naturalmente infectados,
sinais de distarbios hemostéticos semelhantes aos apresentados pelos cées utilizados
pararealizagao dos estudos americanos.

Segundo Harrus et a. (1998b), hifema, hemorragia retina e
descolamento de retina sdo os achados mais comuns relacionados com as
oftalmopatias. Pela ultrassonografia com Doppler, Gould et al. (2000), relataram um
caso onde ocorreu descolamento da retina e hemorragia intraocul ar bilateral, que foi
atribuida a estase das veias orbitais. Em contrapartida, Panciera et al. (2001), em um
estudo anatomohistopatol 6gico em animais infectados experimentalmente por E. canis,
E. chaffeensis e 0 agente da ehrlichiose granulocitica humana, verificaram que as

lesbes oculares foram diagnosticadas apenas nos animais infectados por E. canis e que
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a inflamacdo ocorreu mais intensamente no corpo ciliar e de forma menos intensa na

coréide, iriseretina.

2.5.1.4 OUTROSACHADOSCLINICOS

Outros achados menos freqlentes associados a infeccdo por E. canise
reportados na literatura sdo: vomito (WADDLE & LITTMAN, 1988, HARRUS et al.,
1997), murmurio cardiaco (WADDLE & LITTMAN, 1988), ictericia (KEY SARY et
a., 1996; HARRUS et al., 1997), edema (HILDEBRANDT et a., 1973; PIERCE et
a., 1977), piodermite profunda (CERUNDOLO et al., 1998) e alopecia (CASTRO,
1997). Poliartrite (BELLAH et a., 1986; THILAGAR et al., 1990), tetraparesia
associada a polimiosite (BUORO et al., 1990), convulsdes (MEINKOTH et al., 1989),
encefalite e meningite (FIRNEISZ et al., 1990; MUNANA, 1996), e glomerulonefrite,
tém sido atribuidas a deposicdo de imunocomplexos e infiltrado plasmocitario
(HILDEBRANDT et al., 1973; WADDLE & LITTMAN, 1988).

2.5.2 ACHADOSHEMATOLOGICOS

2.5.2.1 FASE AGUDA

Na fase aguda da ehrlichiose existe aumento no sequiestro e destruicao de

células sanguineas que resulta em pancitopenia transitoria, uma vez que a medula
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0ssea mantém suas fun¢des normais (BUHLES Jr. et a., 1975; PRICE et al., 1987;
WADDLE & LITTMAN, 1988).

A trombocitopenia € a principa ateracdo hematologica nos cdes com
ehrlichiose, qualquer que seja a fase da doenca, segundo Woody & Hoskins (1991),
Harrus et al. (1996b) e Keysary et al. (1996). Em um estudo com 987 cdes com
trombocitopenia, 23% tinham causa inflamatoria ou infecciosa (GRINDEM et al.,
2002). Entre as causas infecciosas, segundo opinido de Meyer & Harvey (1998), a

ehrlichiose € a enfermidade que mais ocasiona a diminuicédo de plaguetas em caes.

A frequéncia de trombocitopenia em animais com ehrlichiose é
considerada muito alta (NEER, 1998). Troy et al. (1980) verificaram essa alteracéo em
100% dos animais naturalmente infectados, ao passo que Bulla (2003) constatou que
98,5% dos cées positivos para E. canis pela PCR tinham contagem plaquetaria abaixo
dos valores de referéncia.

Davoust et a. (1991) estimaram que a trombocitopenia possui,
respectivamente, valores preditivos positivos e negativos de 75,0% e 94,0%, com
sensibilidade de 85,7% e especificidade de 88,8% para diagnéstico de ehrlichiose
canina.

Em trabalhos experimentais, observou-se uma reducéo gradativa na
contagem plaguetaria a partir do terceiro dia poés-infeccdo, atingindo valores inferiores
a73,7% (WANER et a., 2000b) e 78,0% (PIERCE et al., 1977) do volume inicial nos
dez primeiros dias, com intensa queda até o 16° dia. Harrus et al. (1996b) e Castro
(1997), entretanto, constataram as menores contagens plaquetérias na terceira semana
apos ainfeccao.

A presenca de macroplaguetas em esfregacos de sangue de animais
trombocitopénicos foi verificada por Smith et al., 1974, Pierce et a., 1977 e por Kuehn
& Gaunt, 1985. Segundo Pedersen (1999), quando a contagem plaguetaria € inferior a

60.000/nL. de sangue, estes elementos possuem maior tamanho e forma bizarra.
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Na fase aguda da ehrlichiose, a trombocitopenia tem sido associada a
trombocitopatias funcionais como consumo plaquetario (SMITH et al., 1975); reducédo
dameiavida (SMITH et al., 1975; PIERCE et a., 1977), da adesdo (LOVERING et
a., 1980) e da agregacdo das plaguetas (HARRUS et al., 1996b; VARELA et a.,
1997, HARRUS et al., 2001a). Pode haver ainda inibicdo do fator 3 (PIERCE et al.,
1977), um fosfolipideo de membrana com atividade pré-coagulante liberado apds
agregacéo ou lise da plagueta, que % liga aos fatores V, VIII e X, acelerando a
formacao de trombina (GOPEGUI & FELDMAN, 1998).

Mecanismos imunomediados como o0 desencadeamento de resposta
imune (WANER et al., 2000b) com aumento da destruicdo plaguetaria no bago
(SMITH et a., 1974), destruicéo de plaquetas por linfocitos ativados (KAKOMA et
a., 1980 apud CASTRO, 1997) e producéo de anticorpos anti-plaquetas (WANER et
a., 1995) também tém sido apontados como causas da reducédo do volume destes
elementos do sangue.

Outros achados frequentes na fase aguda séo anemia e leucopenia
transitéria (WOODY & HOSKINS, 1991), provavelmente devido ao seqlestro e
destruicdo de células sangliineas como resposta inflamatoria em resposta a infeccéo
por E. canis (BUHLES J. et a., 1975; PRICE et a., 1987). Na opinido de Van
Heerden & Immelman (1979), contudo, o achado de trombocitopenia e leucopenia €
indicativo de ehrlichiose canina.

Hibbler et al. (1986) observaram uma leucopenia moderada entre a
terceira e quarta semanas poés-infeccéo que tende a desaparecer, com surgimento de
leucocitose e monocitose. A citotoxicidade mediada por linfécitos contra mondcitos
(KAKOMA, 1977) e plaguetas (KAKOMA et al., 1980 apud Castro, 1977) podem
contribuir para a patogenia. Frank & Breitschwerdt (1999) observaram uma alteragéo

da resposta imune em animais com ehrlichiose provavelmente como decorréncia de
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inversdo na relacéo dos linfocitos CD4 e CD8, que poderiam predispd-los a infecges
concorrentes, sepsis ou disseminagdo de um infeccao localizada.

Achados laboratoriais compativeis com anemia arregenerativa moderada
foram detectados apés dez dias de infeccdo por Keysary et al. (1996), que verificaram
ainda, uma leucopenia transitéria em todos os cées utilizados no experimento. Esta
alteracdo também foi descrita por Huxsoll et al. (1972) e Buhles Jr. et a. (1975), no
mesmo periodo.

Outro achado observado nos casos agudos de ehrlichiose é a
hiperproteinemia, decorrente da elevacdo de gamaglobulinas (HOSKINS et al., 1983;
PERILLE & MATUS, 1991; RIKIHISA et a., 1994; MICHELS et a., 1995;
HARRUS et al.,, 1996a), em resposta ao estimulo antigénico e€/ou uma
hipersensibilizagdo ocasionada pela Ehrlichia circulante (BURGHEN et al., 1971).

Rikihisa et a. (1994) descreveram a glicoproteina-al e proteina
C-reativa (CRP) como as principais proteinas de fase aguda produzidas na ehrlichiose.
Shimada et al. (2002), verificaram picos da concentracdo de CRP entre 15 e 42 dias
apds infeccdo experimental em beagles. A partir do 422 dia, ocorreu uma répida
reducdo dos seus niveis, no plasma dos animais.

Estudando a cinética de anticorpos em resposta a E. canis em caes
infectados experimentalmente, Welsiger et al. (1975) constataram que durante 0s
primeiros sete dias ap0os inoculagdo nos animais houve predominancia nos titulos de
imunoglobulinas da classe A (IgA) e M (IgM); porém, a hiperproteinemia foi
observada depois do aumento gradativo de IgG. Harrus et a. (2001b) verificaram que
a producdo de 1gG de subclasse |1 € predominante na fase aguda de ehrlichiose tanto

em animais inf ectados natural mente quanto nagqueles em que a doenca foi induzida.

2.5.2.2 FASE SUBCLINICA
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Na fase subclinica, as alteragbes hematol 0gicas sdo semelhantes aquelas
ocorridas nafase aguda mas existe uma tendéncia para a hipoplasia medular.

Em dez cées nauralmente infectados, Codner & Farris-Smith (1986)
verificaram que as alteracdes observadas em animais, nessa fase, foram
trombocitopenia, linfocitose, neutropenia e hiperglobulinemia. Vaendo-se da infeccéo
experimental de nove caes da raga beagle, Waner et al. (1997) observaram como
principais alteracdes: reducdo do numero de plaquetas, com aumento do seu tamanho,
e reducdo da contagem leucocitaria e neutrofilica mas sem que os valores chegassem

aos limites inferiores aos estabel ecidos como de referénciapelaliteratura.

2.5.2.3FASE CRONICA

Na fase cronica, as alteracdes hematol 0gicas sdo semel hantes aguelas da
fase aguda. Anemia e trombocitopenia sdo achados comuns (WADDLE & LITTMAN,
1988). A pancitopenia comumente registrada nos cées em fase cronica, é consegiéncia
da hipoplasia da medula éssea., segundo Smith et a. (1974); Buhles Jr. et al. (1975);
Priceet al. (1987) e Harruset al. (1999).

Segundo Buhles Jr. et a. (1975), a hipoplasia medular dos animais em
fase crbnica pode ser originada da infeccdo das células-tronco, as stem cells, por
E. canis, que interferiria no metabolismo ou proliferacdo celular. Os autores
verificaram que nos casos cronicos severos, a hipoplasia medular foi consequiéncia de
anemia aplastica e que nos animas com pancitopenia em casos crénicos graves o
prognéstico € mais reservado, pois ndo existe resposta ao tratamento e a evolugdo do

guadro € para o obito.
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Outro fator que poderia contribuir para a lesdo medular seria a presenca
de grande numero de células com caracteristicas de linfécitos T citotoxicos e de
células natural killer presentes na circulagdo e que atingiriam a medula Ossea
(WEISER et al., 1991).

Em relagéo as proteinas plasmaticas, nos casos crénicos moderados €
comum a deteccBo de hiperproteinemia por hipergamaglobulinemia, como
consequéncia de uma resposta imune aos componentes celulares danificados
(BURGHEN et a., 1971). Porém, Harrus et al. (1996a) verificaram que as
concentragdes de gamaglobulinas em animais pancitopénicos foram significativamente
inferiores as obtidas em cédes sem pancitopenia. Segundo estes autores, a combinacéo
de hipogamaglobulinemia e neutropenia tornam 0s animais em pancitopenia mais
suscetiveis as infeccOes secundérias, que podem resultar em complicacBes e em um

prognostico reservado.

2.5.3DIAGNOSTICO CITOLOGICO

A citologia, a partir do esfregaco de sangue, é considerada como
diagnostico definitivo para ehrlichiose e se fundamenta na identificacdo de morulas de
E. canis em mondcitos (VAN HEERDEN & IMMELMAN, 1979; THILAGAR et al.,
1990; KEYSARY et al., 1996), em linfocitos (MENESES, 1995), ou em ambas as
células (SEIBERT et a., 1997). Entretanto, estas estruturas sdo detectadas em
esfregacos sanglineos de cées naturalmente infectados (KUEHN & GAUNT, 1985)
guase gue exclusivamente durante a fase aguda da doenca e em fregiiéncia muito baixa
(WOODY & HOSKINS, 1991; HARRUS et al., 1997).

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade da deteccdo de moérulas,

pesquisadores tém descrito novos métodos de avaliar as estruturas de E. canis.
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Troy et a. (1980) e Castro (1997) verificaram que a utilizacdo de
esfregacos de sangue da borda da orelha mostrou-se um método eficaz na deteccéo da
rickettsemia dos animais. Elias (1991) detectou corpuscul os de inclusdo em 6% e 88%,
respectivamente, nos esfregacos obtidos de venopuncédo periférica e de margem de
orelha. Segundo o autor, as morulas e os corpusculos iniciais sdo importantes para o
diagndstico da enfermidade em areas enzodticas, especialmente para os clinicos
veterinarios que necessitam de um resultado rdpido. Entretanto, Beaufils et al. (1995)
chamam a atencao para a possibilidade de erros de leitura pela semelhanca das
estruturas de E. canis com artefatos de técnica, eritrofagocitose, leucofagocitose e
granulos azurofilicos.

A utilizagdo de leucoconcentracdo também tem sido adotada para
pesquisa de moérulas (STEPHENSON et a., 1975; STOCKHAN et al., 1992) bem
como para o cultivo celular de Ehrlichia canis (GAUNT et al., 1996; McBRIDE et d.,
1996; SHIMADA et a., 2002), com o intuito de aumentar a sensibilidade das técnicas.

Mylonakis et al. (2003) compararam a sensibilidade das técnicas de papa
de leucdcitos, sangue periférico, linfonodos, medula 6ssea e cultivo celular para a
deteccdo de E. canis, em cinqlenta caes naturamente infectados e em fase aguda de
ehrlichiose. As técnicas utilizando a papa de leucécitos e puncdo aspirativa de
linfonodos mostraram-se as mais sensiveis quando foram utilizados mil campos de
leitura em microscopia Otica por imersdo, havendo diferenca significativa ao
utilizarem cem e quinhentos campos. Os autores observaram também que a presenca

de linfadenomegalia teve relagdo com o encontro de mérulas.
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254 OUTRASTECNICASLABORATORIAIS

Outros métodos utilizados para diagnostico da ehrlichiose séo o cultivo
celular in vitro (NYINDO et al., 1971), deteccdo de anticorpos séricos anti-E. canis
pela técnica de RIFI (RISTIC et a., 1972), ensaio de imunoadsorbancia enzimética
(ELISA) (WANER et al., 1996), imunoensaio enzimatico dot-blot (dot-ELISA)
(CADMAN et al., 1994), Western immunoblot (MATTHEWMAN et a., 1993b) e
PCR (IQBAL & RIKIHISA, 1994a,b).

Em clinicas de animais de companhia essas técnicas sdo de dificil
aplicacdo (ELIAS, 1991), j& que sd0 necessarios investimentos em equipamentos e
pessoal, além de uma boa estrutura para sua realizagdo (NYINDO et a., 1971; IQBAL
et a., 1994; WANER et al., 2000a; BULLA, 2003).

2541CULTIVO CELULAR

O cultivo celular em mondcitos ou macrofagos de caes (NYINDO et al.,
1971; STEPHENSON & OSTERMAN, 1977), em células endoteliais (DAWSON et
a., 1993) ou macréfagos humanos (UNVER et al., 2001), ou macréfagos de
camundongo (KEYSARY et al. 2001), tem sido empregado para multiplicacdo de
E. canis e diagnostico de ehrlichiose.

IQBAL et a. (1994) concluiram que o cultivo celular € o teste mais
sensivel para diagnéstico da ehrlichiose, seguindo-se a PCR, RIFI e WI, ao trabalhar

com cinco caes infectados experimental mente.
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Todavia, alguns fatores limitam o uso do cultivo celular, especialmente
em uma rotina clinica. Rikihisa (1991) advertiu para a dificuldade de cultivo de
Ehrlichia ao passo que Price & Dolan (1980) consideraram que apesar de sua alta
sensibilidade e especificidade, a técnica deve ser realizada em laboratorios como
auxiliar no diagnostico. Outra desvantagem € o periodo de 14 a 34 dias exigido desde a
semeadura em meio de cultivo até a obtencdo dos resultados (McBRIDE et al., 1996).

Um cultivo celular de curta durag&o foi aplicado por Price & Dolan
(1980) e Price et a. (1987) mostrando bons resultados. Entretanto, Mylonakis et al.
(2003) verificaram baixa sensibilidade da técnica (14,6%) considerando-a menos que
satisfatoria. Segundo os autores, o curto periodo de incubacdo, 48 a 96 horas, pode
resultar em falso-negativo, uma vez que a formagéo de morulas pode levar de 12 a 17
dias nesse tipo de técnica.

Unver et al. (2001) destacaram a importancia do isolamento de Ehrlichia
para caracterizacdo do agente e de antigeno especifico para uma determinada area
geogrdfica com a finalidade de padronizacdo de testes sorologicos com alta
sensibilidade.

2.5.4.2 IMUNODIAGNOSTICO

A técnica de imunofluorescéncia indireta revolucionou o diagnostico de
ehrlichiose canina (RISTIC et al., 1972), especialmente em animais que apresentavam
sinais clinicos com o diagndstico citoldgico negativo. Posteriormente, outras técnicas
para deteccdo de anticorpos e mensuragao de resposta humoral foram desenvolvidos
para deteccéo de anticorpos contra E. canis como dot-ELISA (CADMAN et al., 1994;
HARRUSet d ., 1997) e ELISA (WANER et al., 1996).
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O Dot-ELISA foi desenvolvido para ser utilizado comercialmente devido
a facilidade de uso em clinicas veterindrias. A técnica requer o minimo de
eguipamentos e tempo, e € de f&cil leitura, ao contrario do que acontece quando a
técnica de RIFI ou de ELISA é empregada (ARAUJO et al., 2001; WANER et al.,
2001). Segundo os autores, Dot-ELISA usa antigenos totais de Ehrlichia aplicados
sobre superficies de nitrocel ulose e é fundamentada na deteccdo de 1gG séricas.

Infelizmente, algumas desvantagens tém limitado 0 uso destas técnicas
parainvestigacao seroepidemioldgica (KAKOMA et al., 2000).

Em animais infectados experimentalmente, a soroconversdo foi
observada entre dez e vinte dias poés-infeccdo (KEY SARY et al., 1996; WANER et
a., 1996; HARRUS et a., 1998b). Ou sga, 0s animais podem apresentar sinais
clinicos antes da producéo de anticorpos, o que poderia implicar em resultados fal sos-
negativos em casos agudos. Contraditoriamente, os resultados podem ser falsos-
positivos em animais que se recuperam da enfermidade. Perille & Matus (1991),
Bartsch & Greene (1996), Harrus et al. (1998a) e Neer (1998) detectaram titulos de
anticorpos para E. canis pela RIFI até 15 meses apos tratamento de animais sem que
0S Mesmos apresentassem sinais da doenca, sugerindo uma continua producéo de
anticorpos pela estimulagdo antigénica ocasionada pelo agente. De acordo com
Mathew et al. (1996), esses fatores tornariam dificil a diferenciagdo de animais

ativamente infectados daquel es conval escentes.

Igbal & al. (1994) consideraram que um resultado soroldgico positivo
ndo define se um animal esta se recuperando espontaneamente ou se ele tem uma
infeccdo corrente. Na opinido de Bélanger et al. (2002), corroborando Woody &
Hoskins (1991), um titulo positivo significa que o animal foi exposto ao agente.

Outra desvantagem para utilizagdo das técnicas para pesquisa de
anticorpos é a ocorréncia de reagbes cruzadas entre E. canis e outras rickettsias
(RIKIHISA, 1991; MURPHY et al., 1998; WANER et al., 1998), sobretudo em areas
enzooticas (MATTHEWMAN et a.,1993b).
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O mais grave problema encontrado na utilizacdo de técnicas de
imunodiagnostico é a diferenca que pode ser encontrada nos resultados da titulacéo de
soro de um animal (KAKOMA et al., 2000). Os autores submeteram uma mesma
amostra a RIFI em diversos laboratérios, mudando a identificacdo da mesma para que
parecesse de animais diferentes. Os titulos variaram de negativo até 1:2.560 e um
laboratorio apresentou resultados diferentes para a mesma amostra. Na opinido dos
pesguisadores, a leitura das laminas foi o principal fator para a discrepancia de
resultados entre os laboratorios.

Segundo Bélanger et al. (2002) a seroprevaléncia de E. canis pode variar
muito dentro de diferentes popul agdes caninas. Esse fato pode ser exemplificado pelos
estudos realizados em Israel. Em 1996, a prevaléncia foi de 30% (BANETH et .,
1996), ao passo que em 1998, foram registrados titul os considerados positivos em 63%
da populacéo estudada (BANETH et al., 1998).

Outra técnica utilizada para diagnostico de ehrlichiose é 0o Western
immunoblot, que é considerada por La Scola & Raoult (1997) como a mais especifica
e sensivel para deteccéo de anticorpos contra rickettsias. Contudo, em razéo da grande
variedade de peptideos para o género Ehrlichia e inexisténcia de uma padronizacéo
para aqueles especificos para E. canis (NYINDO et al., 1991, HEGARTY et al.,
1997), a sua especificidade pode ser questionada (KAKOMA et al., 2000).

A producdo de proteinas recombinantes € outro avanco no diagnostico
soroldgico da ehrlichiose. Estudos com membrana externadeE. canis (OHASHI et al.,
1998; McBRIDE et al., 1999; YU et al., 2000; ALLEMAN et a., 2001; McBRIDE et
al., 2001; OHASHI et al., 2001; McBRIDE et a, 2003; TENG et a., 2003) tém
aumentado as perspectivas para uma padronizacdo de antigeno e para reduzir as
reacOes cruzadas com outras rickettsias, como agquelas observadas nos estudos de
Nyindo et a. (1991), Matthewmann et a. (1993b) e Chen et al. (1997).
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Um estudo que mostrou a aplicabilidade de proteinas recombinantes foi
conduzido por Bélanger et al. (2002), comparando as técnicas de RIFI, ELISA, com
utilizac8o de proteina recombinante rMAP2, e trés testes comerciais utilizando Dot-
ELISA, para a deteccdo de anticorpos em 35 amostras de soro de caes naturalmente
infectados e que apresentavam sinais consistentes de ehrlichiose e titulo de RIFI
positivo (=1:40). Os autores verificaram que o ELISA rMAP-2 foi o teste de maior
acuracia, com maior chance de identificagdo do estado de infeccdo de um animal.
Contudo, Knowles et al. (2003) constataram que ndo foi possivel diferenciar
sorologicamente a infeccdo por E. canis e E. chaffeensis ao utilizar a rMAP2 nas
técnicas de ELISA e WI.

Harrus et al. (2002) compararam a concordancia entre os resultados da
RIFI com os testes de ELISA rMAP-2 e dois testes usando Dot-ELISA, observando
gue as técnicas apresentaram alta sensibilidade e especificidade, que corresponderam,
repectivamente, a 0,71 e 0,85 pararMAP-2; 0,86 e 0,98 para o Immunocomb (Biogal,
Israel); e, 0,71 e 1,00 para Snap 3Dx (IDEXX Laboratories Inc., USA). Contudo, os
autores verificaram que a sensibilidade dos testes foi baixa quando os titulos de RIFI
foram menores ou iguais a 320.

Em razéo desses fatores, as técnicas de deteccdo de anticorpos, segundo
Igbal et al. (1994) e Kakoma et al. (2000), sdo pouco confidveis para a confirmagéo do

diagndstico mas muito importantes em estudos soroepi demiol 6gicos.

2.54.3BIOLOGIA MOLECULAR

A PCR é considerada sensivel e especifica para diagnéstico de
ehrlichiose canina. A técnica é fundamentada na amplificagdo do DNA de Ehrlichia
em diversos materiais bioldgicos como sangue, medula Ossea e linfonodos de caes
(IQBAL & RIKIHISA, 1994ab; IQBAL et a., 1994) e também em carrapatos
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(MURPHY et al., 1998; MAUEL et al., 1999; STICH et al., 2002). Segundo McBride
et a. (1996) e La Scola & Raoult (1997), a PCR ¢é a técnica de escolha para o
diagnostico de ehrlichiose em casos iniciais de infeccdo, uma vez que a deteccdo do
agente pode ser obtida antes da formacgéo de morulas ou de seroconversdo. Outra
vantagem apresentada pelos autores é a obtencdo de resultado em um espaco de tempo
relativamente curto, que pode variar de 24 a 48 horas.

Atualmente, a PCR tem sido muito utilizada para diagndstico e estudo
epidemiologico de ehrlichiose (SUTO et a., 2001; BULLA et a. 2003;
MY LONAKIS et al., 2003), para caracterizagao de espécies (WARNER & DAWSON,
1996; BREITSCHWERDT et a., 1998; MURPHY et a., 1998) ou isolados de
Ehrlichnia (DAWSON et a., 1993; KEYSARY et a., 1996; PEREZ et a., 1996;
ALLSOPP & ALLSOPP, 2001; UNVER et al., 2001), escolha de tecidos para
diagnostico (IQBAL & RIKIHISA, 1994ab) e avaliacdo do tratamento de animais
(WEN et al., 1997; HARRUS et al., 19983).

Harrus et a. (1998a) avaliaram a presenca de E. canis em animais
infectados experimentalmente pela PCR, detectando o agente apds 34 meses de
infeccdo. Com base nos resultados, os pesquisadores concluiram gue a técnica permite
avaliar se um animal sororeagente € carreador de E. canis ou se existe a persisténcia de
anticorpos circulantes mas sem infeccao, possibilitando a escolha de caes como

doadores de sangue.

Igbal et al. (1994) compararam a PCR com a RIFI, WI e reisolamento de
E. canis em cultura celular. Concluiram que o cultivo celular foi a técnica mais
sensivel para diagnostico de ehrlichiose canina. Porém, em decorréncia de seu ato
custo e demora para obtencdo de resultados, os autores concluiram gque a PCR em

combinacdo com RIFI permite 0 mais rgpido e razoavel diagndstico para adoenca.
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A utilizagdo de dois pares de primers para amplificacdo de DNA de
E. canispela PCR (nested PCR) (WARNER & DAWSON, 1996; WEN et al., 1997)
bem como de PCR com primers biotinilisados (PCR-BP) (MATHEW et al., 2000),
tém resultado em maior sensibilidade da técnica, aumentando a possibilidade de seu
uso pratico.

McBride et a. (1996) submeteram os produtos de uma PCR a uma
hibridizacdo quimiluminescente. Segundo os resultados obtidos pelos pesquisadores,
esta associacdo de técnicas teve maior sensibilidade que o cultivo in vitro e permitiu a
amplificagdo de aproximadamente 150 organismos de E. canis a mais em relagéo a
PCR.

A grande desvantagem da PCR, segundo Kakoma et a. (2000), é a
necessidade de equipamentos sofisticados e laboratério com estrutura adequada para

realizacéo das reacdes, limitando seu uso em clinicas veterinarias.



3MATERIAL EMETODO

3.1 TRIAGEM DOS ANIMAISE FORMACAO DE GRUPOS

A triagem dos animais seguiu véarios estagios de avaliagdo clinica e

laboratorial, que foram constituidas das seguintes etapas:

1 - Triagem epidemiol 6gica

Foram selecionados cées da rotina ambulatorial do Hospital Veterinario
da Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), Presidente Prudente, ndo havendo
distincdo de raca, sexo ou idade dos animais para que os animais fossem incluidos no
estudo, durante o periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2002.

Com o objetivo de levantar informagbes que pudessem fornecer
subsidios para correlacionar fatores epidemiol6gicos relacionados a doenca, 0s
proprietarios foram questionados se seus animais estavam ou se ja haviam sido
infestados por carrapatos, Se conviviam com outros cées, e se 0 piso onde eles
habitavam era de terra ou de cimento.

Foram selecionados os caes procedentes de Presidente Prudente. Adotou
se pela exclusdo dos animais atendidos por Médicos Veterinérios de outras clinicas da
cidade e cujos proprietarios haviam sido encaminhados ao HV, e ainda daqueles que
tinham recebido medicamentos, como antibio6ticos ou antiinflamétérios, que poderiam

comprometer a andlise dos resultados.

2 - Triagem clinica

Atendidos esses critérios de inclusép, era realizado o exame clinico de
rotina adotado no HV, com a observagdo do comportamento, atitude e estado
nutricional do animal; afericdo da temperatura retal e das frequéncias cardiaca e
respiratoria; inspecdo da pele, especiamente para deteccdo de carrapatos, e das
mucosas aparentes; palpacdo dos linfonodos submandibulares, subaxilares e popliteos;

e, realizacdo de exames neurol 6gico e oftadlmico.
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Considerou-se como suspeitos, o0s caes nos quais foram constatados dois
sinais clinicos relacionados por Kakoma et al. (2000): apatia, anorexia, emaciagao,
letargia, sinais de depressdo, febre, temperatura retal maior que 39,5°C, palidez de
mucosas, ou sinais de disturbio de coagulagdo como epistaxe, petéquias, sufusoes,
melena, hematlria ou hifema.

Caso o clinico presumisse a possibilidade de ehrlichiose, um formulério
padréo, com base nos critérios de Dunn (2001), era preenchido para que contivesse

todas as informagdes das resenhas epidemiol 6gica e clinica do paciente.

3- Triagem laboratorial

Concluindo-se o exame clinico e com adequacdo do animal aos critérios
anteriores, eram solicitados hemograma, contagens de plaquetas e de reticul écitos,
pesquisa de hematozoarios e de E. canis e A. platys, utilizando-se a técnica de
leuconcentrac@o em tubo microcapilar e esfregacos de sangue periférico e de margem
de orelha. Tanto a confeccdo dos esfregacos como a leitura das |aminas foram
efetuadas sob a forma de duplo cego, para minimizar vicios de leitura.,

Os animais com uma ou mais das alteracGes hematol 6gicas descritas por
Kakoma et al. (2000) e que consistiam de trombocitopenia, anemia, leucopenia,
pancitopenia, hipoproteinemia ou presenca de morulas, passaram para a Ultima fase de
triagem que constou da amplificacdo de material genético de E. canis em amostra de
sangue pela PCR, sendo excluidos do ensaio qualquer cdo com resultado negativo.

Este grupo de cdes constituiu o grupo de infectados (Grupo 1). Para
formacdo de um grupo controle (Grupo 2), foram avaliados 50 cées sem suspeita
clinica de ehrlichiose, clinicamente higidos, triados no canil da Unoeste, utilizando-se
dos mesmos procedimentos clinicos e laboratoriais, considerando-se a PCR negativa

com critério para suaincluséo.
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3.2 FORMACAO DE SUBGRUPOS

ApoOs todas as etapas de triagem, os grupos 1 e 2 foram divididos em dois
subgrupos cada, com a finalidade de identificar os animais verdadeiros-positivos e
falsos-negativos, e verdadeiros-negativos e falsos-verdadeiros, respectivamente, para
validagdo das técnicas citologicas empregadas para diagnostico de morulas de

E. canis, conforme a seguinte distribui¢do:

Grupo 1: Animais Infectados

- Subgrupo 1: Verdadeiros-positivos (VP) — caes com suspeita clinica de
ehrlichiose canina confirmada pela presenca de moérula de E. canis em pelo menos
uma das técnicas citol 6gicas empregadas e PCR positiva para a rickettsia.

- Subgrupo 2: Falsos-negativos (FN) — cdes com suspeita clinica de
ehrlichiose canina, com pesquisa de moérula de E. canis negativa para as técnicas

citol 6gicas empregadas e PCR positiva para a rickettsia.

Grupo 2: Animais Controle

- Subgrupo 3:. Falsos-positivos (FP) — caes sem suspeita clinica de
ehrlichiose, em higidez, com pesquisa de morula de E. canis em pelo menos uma das
técnicas citol 6gicas empregadas e PCR negativa paraarickettsia.

- Subgrupo 4. Verdadeiros-negativos (VN) — caes sem suspeita clinica de
ehrlichiose, em higidez e com pesquisa de mérula de E. canis e PCR negativas para a
rickettsia.

Ao final da triagem clinica e laboratorial, foram incluidos 95 animais
para realizacdo do ensaio. Os grupos de infectados e ndo infectados foram compostos,
respectivamente, por 60 e 35 caes, e subdivididos conforme os resultados citol6gicos e
daPCR (Quadro 1).
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Quadro 1. Composi¢do dos grupos e subgrupos de animais infectados e ndo infectados por
Ehrlichia canis, de acordo com os resultados da pesqguisa de morulas, utilizando-
se a PCR como padréo-ouro, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003

Grupo | Grupo |1
Animais Infectados Animais néo | nfectados
PCR Positiva PCR Negativa Total
Subgrupo 1: Subgrupo 3:
Mérula Presente Verdadeiros-positivos (VP) Falsos-positivos (FP) 45
n=45 n=0
de Subgrupo 2 Subgrupo 4:
E. canis Ausente Falsos-negativos (FN) Verdadeiros- negativos (VN) 50
n=15 n=35
Total 60 35 95

3.3COLHEITA E ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostras de sangue foram colhidas por puncdo da jugular com auxilio
de tubos de vacuo (Vacuntai nero), para 0s seguintes procedi mentos:

-4,0ml em EDTA a 10% para a pesquisa de hematozoarios, contagem
de hemacias, reticul 6citos e plaquetas; determinacdo da concentragdo de hemoglobina;
volume globular; proteina plasmatica total e do fibrinogénio plasmaético; bem como da
contagem total e diferencial de leucdcitos e da PCR.

- 2,0 ml de sangue total em EDTA a 10% foram transferidos para tubos
criogénicos estéreis, para execucdo da PCR. A amostra, apos identificacéo, foi
imediatamente congelada a -4,0°C até o momento de seu processamento.

- O esfregaco de sangue de margem de orelha foi confeccionado de

acordo com aFigura 1, baseando-se nos procedimentos adotados por Elias (1991).
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Y X

Figura 1 — Esfregaco de margem de orelha para pesquisa de hematozoérios e morulas de
Ehrlichia canis. a. insercéo de agulha na pina da orelha; b e c. obtencéo de
sangue com lamina extensora; d. realizac8o do esfregaco. llustraco (esquerda)
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e foto (direita). Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003,
3.4EXAMESLABORATORIAIS

3.41HEMATOLOGIA

O processamento das amostras de sangue para hematologia e pesquisade
hematozoarios foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica e Parasitoses do HV
da Unoeste, sendo executado de acordo com Jain (1993) e Kaneko (1997), de onde
foram retirados os valores normais de referéncia para comparacdo das seguintes

variaveis:

3.4.1.1 Eritrograma

A contagem total de hemacias foi procedida pela técnica do
hemocitdmetro, a concentracdo da hemoglobina pela cianometahemoglobina e a
determinacdo do volume globular por meio do microhematécrito. Calculou-se 0s
indices hematimétricos. wlume corpuscular médio (VCM) e as concentracdes média

de hemoglobina (HCM) e de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

3.4.1.2 Leucograma

Para obtencdo da leucometria, utilizou-se a técnica do hemocitdmetro e o
diferencial pela contagem de cem células em esfregaco corado pelo Diff-Quick
(PanGtico rapido®).

3.4.1.3 Contagem de plaguetas
A plaquetometria foi obtida em microscopia 6tica (400x) e realizada em
camara de Neubauer imediatamente ap0s a colheita da amostra, utilizando-se solucéo

de oxalato de ambnio 1% (liguido de Brecher) como diluente.

3.4.1.4 Proteinas plasméticas totais
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A determinacdo da concentracdo de proteinas plasmaticas totais foi

obtida por refratometria.

3.4.1.5. Fibrinogénio plasmético
Determinou-se o fibrinogénio plasmatico pela precipitacéo protéica pelo

calor, atemperatura de 56,0°C.

3.4.1.6 Contagem de reticul 6citos
A contagem de reticulécitos foi efetuada pelo método de coloracédo

supraVvital pelo azul de cresil brilhante, com a contagem de mil células.

3.4.2 PESQUISA DE HEMATOZOARIOS

A pesquisa de hematozoarios foi realizada mediante a leitura de

esfregaco sangtiineo corado pelo método de Diff-Quick (Pandtico répi doo).

3.4.3 TECNICA DE LEUCOCONCENTRACAO

Para pesquisa de mérulas de E. canis pela leucoconcentracdo, as
amostras de sangue total em EDTA, primeiramente, foram transferidas para tubos de
vidro para hematocrito por capilaridade. Depois de preenchidos, os capilares, apos
fechamento de sua extremidade pelo calor, foram centrifugados em microcentrifuga
durante cinco minutos a 11.500 r.p.m. (10.000g).

Apos centrifugacdo, os tubos foram marcados e esmerilados com a borda
de uma lamina de vidro, na parte fina da camada de hemécias. Com auxilio das méos,
os tubos eram quebrados e a porcdo restante da camada eritrocitéria desprezada. O

material para o esfregaco deveria conter os seguintes constituintes: porcao final da
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camada eritrocitéria, a camada de leucocitos e plaguetas e o plasma sanguineo (Figura
2).
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Figura 2 — Esfregaco a partir de sangue apods centrifugacdo pela técnica de
leucoconcentracdo para pesquisa de hematozodrios e moérulas de
Ehrlichia canis a. esmerilizagcdo do microcapilar com lamina de vidro;
b. local de quebra do microcapilar; d. disposi¢éo de leucoconcentrado
sobre lamina; material a ser utilizado no esfregagco. Ilustracdo
(esguerda) e foto (direita). Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003.
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As amostras foram analisadas sob microscopia 6tica (aumento de
1.000X), adotando-se os critérios descritos por Elias (1991) e Stockham et al. (1992)
com algumas modificagdes. Utilizou-se uma Unica lamina para cada técnica citol gica.
Estabeleceu-se a contagem de cinquenta células mononucleares em cada margem
lateral do esfregaco e outras cinqlenta na cauda, uma vez que na parte central o
agrupamento de leucocitos dificultava a leitura da lamina. Foram contados o0s
leucdcitos até a leitura de 150 células mononucleares (mondcitos e/ou linfécitos) e a
visualizacdo de uma morula. Apds o encontro desta estrutura, o restante da lamina era
visualizado até que se encontrasse pelo menos mais uma morula, para caracterizacdo
citol6gica de amostras positivas.

NoOs casos em gue 0s animais eram pancitopénicos, toda a lamina era

visualizada, utilizando-se também um esfregaco para cadatécnia

3.4.4REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

A PCR foi executada no Laboratorio de Virologia do Instituto de

Biociéncia da Unesp, Botucatu, e constituiu-se das seguintes etapas:

3.4.4.1. Extragdo do DNA

O DNA foi extraido de 600 m. de amostras de sangue total, utilizando-se
0 GFX Genomic Blood DNA Purification Kit™ (Amersham Bioscences do Brasil'),

de acordo com as recomendagdes do fabricante.

1 Amersaham Bioscences do Brasil S/A
Fone: 0800-136833
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3.4.4.2. Oligonucleotideos iniciadores (primers)

Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos iniciadores
(Invitrogen®), descritos por Wen et al. (1997). Os primers foram fundamentados na
seguiéncia de DNA que codifica uma porcéo altamente variavel ao final daregido 5 da
sequéncia génica 16S rRNA para E. canis. As sequéncias para a primeira fase (PCR)
foram “EC1 sense” (5-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3') e EC1 antisense”
(5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3").

Para a segunda fase (hested PCR), foram utilizados os primers “EC2
sense” (5-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA-3) e “EC2 antisense”
(5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3"), para E. canis.

3.4.4.3. Preparo das amostras para amplificacédo do DNA

Inicialmente, diluiu-se os oligonucleotideos a 2,0 pmol/nmL em solucéo de
tris-HCl a 10,0 mmol/L (pH 7,4) e EDTA a 0,1 mmol/L. Esta solugdo-mée foi diluida
em agua Milli Q autoclavada na proporcéo 1:10, para obtencéo da concentracéo de uso
de 0,2 mmol/L.

Para amplificagdo, utilizou-se uma PCR com uma reacdo de 25,0 niL
contendo: 5,0 nL de filamento de DNA; 0,2 mmol/L (cada) dos deoxinucleotideos
dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Amersham Biosciences); 2,0 pmol (cada) dos primers;
0,625 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogenbiotools’); e, solucdo tampao (pH 9,0),
contendo 2,0 mmol/L de MgCl,; 50,0 mmol/L de KCI; 20,0 mmol/L de (NH,),SO;; e,
75,0 mmol/L TrisHCI. O volume foi completado com &agua autoclavada em

guantidade suficiente para 25,0 ni.

http://www.amershambi osciences.com.br
2 Invitrogen do Brasil Ltda.
Av. Jamaris, 380 — Indiandpolis. Sdo Paulo. 04078-000 Fone: (0—11)5051-7422
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3.4.4.4. Amplificagéo do DNA

A amplificacdo foi efetuada em termociclador automatico (Modelo PTC
100 MJResearch™). Inicialmente, as amostras sofreram uma desnaturacéo a 94°C
durante cinco minutos, seguida de uma seqiéncia de quarenta ciclos repetidos,
compostos de trés temperaturas para cada ciclo: 1) 94°C por um minuto, para
desnaturacdo das fitas de DNA; 2) 60°C por um minuto, para hibridacdo dos
oligonucleotideos iniciadores (primers); e, 3) 72°C por um minuto, para anelamento e
extensdo de cadeia. Para garantir a finalizagdo do processo de extenso e a presenca
dos DNAs amplificados, realizou-se ainda uma incubacéo a 72°C por cinco minutos.

Para redlizacdo da segunda etapa (nested PCR), foi retirado 1,0 ni do
material amplifcado pela PCR. Os ciclos das reacdes foram semelhantes para as duas
fases, diferindo apenas pelos pares de primers gue neste caso foram a “EC2 sense” e
“EC2 antisense”.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em é&cido-EDTA tris-borico tamponado, revelada com brometo de etidio
(0,5mg/mL). Os fragmentos de DNA foram analisados com marcadores de DNA de
100 pares de base (bp) (Gibco, BRL™)?, em transluminagéo UV.

Realizouse ainda a PCR e nested PCR para A. platys. A PCR seguiu o
mesmo protocolo utilizado para E. canis. Contudo, na nested PCR utilizou-se o primer
EP1 para amplificagdo de A. platys, descrito por Chang & Pan (1996).

Considerou-se como positivas, as amostras cujos produtos apresentaram

tamanho aproximado de 400 bp.

2 Invitrogen do Brasil Ltda
Av. Jamaris, 380 — Indiandpolis. Sdo Paulo. 04078-000 Fone: (0—11)5051-7422
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tratados estatisticamente no Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, Unesp, Botucatu.

Para avaliar quais os achados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais
gue pudessem estar associados com a infec¢do por E. canis, os valores obtidos foram
submetidos a regressdo logistica. Os resultados dos exames hematologicos dos
subgrupos foram tratados pelo teste t de Student ou teste u de Mann-Whitney, para
dados ndo emparelhados.

Para comparacdo da diferenca de frequéncia das alteracdes clinicas e
hematol 6gicas obtidas nos grupos de animais verdadeiros-positivos e fal sos-negativos,
os dados foram submetidos ao teste exato de Fi sher.

No que se refere a validacdo das técnicas de deteccdo de morulas de
E. canis, foram calculadas a sensibilidade e especificidade comparadas, os valores
preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e o coeficiente Kappa (k), adotando-se a
PCR como técnica padréo-ouro, segundo Mackinnon (2000).

Com o objetivo de estabelecer quais as alteracbes observadas nos
esfregacos estavam correlacionados com a positividade da amostra, comparouse 0s
resultados das técnicas de pesguisa de moérulas para E. canis pelo teste Q de Cochran.

Calculouse também a sensibilidade e especificidade paraelas para as
técnicas que apresentaram maior eficiéncia e os achados correlacionados com a
positividade para ehrlichiose, com o objetivo de avaliar se a associagdo forneceria
subsidios para melhorar as chances de diagnostico da doenca, segundo critérios
apresentados por Medronho & Perez (2002).

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos em
nivel de 5% (TRIOLA, 1999).




4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 DADOSEPIDEMIOLOGICOS

Na Figura 3 esta representada a ocorréncia mensal média da ehrlichiose

canina em Presidente Prudente no periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2002.
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Figura 3 — Ocorréncia mensal de ehrlichiose canina em Presidente Prudente, Sdo Paulo, entre
janeiro de 2001 e dezembro de 2002.

A maior frequéncia de ehrlichiose ocorreu nos meses mais frios e secos,
compreendidos entre abril e julho. Entretanto, observouse a doenca nesse ensaio
durante todo o ano, devido a presenca de R. sanguineus, que também foi constatado
nos 12 meses. Este achado foi citado também por Bulla (2003) e Munhéz & Babo
(1998), que consideraram as condic¢des climéticas de Botucatu, SP, e Campo Grande,
MS, respectivamente, favoraveis amanutencéo do carrapato.

N&o houve nenhuma hipétese que pudesse justificar a maior freqiéncia
de casos entre 0s meses de abril a julho, sendo necessarios trabalhos na regido que

investiguem as possiveis variaveis que interfiram na sazonalidade da doenca.
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Flutuagdo similar da doenca foi verificada por Harrus et a. (1997), em
Israel. Porém, naquele pais 0 maior nimero de casos ocorreu quando as temperaturas
foram mais altas, fato que foi registrado também por Walker et al. (1970), Stephenson
& Ristic (1978), Davoust et al. (1990) e Keysary et a. (1996). Keefe et al. (1982)
consideraram o0 stress calorico como responsavel pelas epizootias e de maior
freqUiéncia em meses em que as temperaturas sao altas.

N&o ocorreu interferéncia na varidvel sexo em relagdo a infecgdo por E.
canis. O grupo de animais infectados foi formado por 34 machos (56,67%) e 26
fémeas (43,33%). Nos animais controle, seis foram machos (17,15%) e 29 fémeas
(82,86%). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Stephenson & Ristic
(1978), Waddle & Littman (1988), Thirunavukkarasu et al. (1993), Harrus et al.
(1997), Frank & Breitschwerdt (1999) e Cocco et al. (2003), ao verificarem que a
ehrlichiose ocorreu aproximadamente nas mesmas proporgdes em ambos 0S Sexos, ao
contrario de Nims et d. (1971), que observaram 90,0% de machos infectados pela
rickettsia.

A idade dos animais infectados por E. canis variou de um més a 11 anos.
No grupo controle, a variagéo foi de seis meses a hove anos. Essa idade, em alguns
casos, poderia ser questionada, uma vez que 0s animais, em sua maioria, eram errantes
antes de serem levados ao canil.

Na Tabela 1 é apresentado um escalonamento etario dos animais

infectados por E. canis, bem como a comparacdo dos subgrupos.
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Tabelal - Distribuicdo das idades de cées infectados por Ehrlichia canis e comparacéo entre
animais considerados verdadeiros-positivos (VP) e falsos-negativos (FN), e suas
respectivas freqiéncias (%), com base nas técnicas de leucoconcentracdo, pesguisa
de esfregagos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR, Presidente
Prudente, Sao Paulo, 2003

Total VP FN
Idade n/N % n/N % n/N %
<lano 21/60 3500 19/45 42,22 2/15 13,33
1-2 anos 11/60 18,33 9/45 20,00 2/15 13,33
3-4 anos 11/60 18,33 7/45 15,56 4/15 26,67
5-6 anos 7/60 11,67 3/45 6,67 4/15 26,67
7-8 anos 4/60 6,67 3/45 6,67 1/15 6,67
9-10 anos 3/60 5,00 2/45 4,44 1/15 6,67
11-12 anos 3/60 5,00 2/45 4,44 1/15 6,67
>12 anos 0/60 0,00 0/45 0,00 0/15 0,00

Observou-se que a maioria dos cades possuia idade inferior a um ano. Este
fato foi observado particularmente nos animais verdadeiros-positivos (VP), ao
contrario do que ocorreu nos falsos-negativos (FN), em que houve maior frequéncia de
caes com trés a cinco anos de idade.

Thirunavukkarasu et al. (1993) também observaram que houve uma
tendéncia para gue animais com idade inferior a um ano fossem mais acometidos pela
ehrlichiose. No estudo de Cocco et a. (2003), caes entre um e cinco anos foram os
mais acometidos, ao passo que nos realizados por Stephenson & Ristic (1978), Price et
a. (1987), Waddle & Littman (1988), Harrus et a. (1997) e Frank & Breitschwerdt
(1999), houve distribui¢do homogénea entre as idades dos animais estudados.

Em relagdo araga, houve predominio de infeccdo em cées com definigéo
racial. No grupo controle, foi mais fregiiente a presenca de cdes sem raca definida
(SRD) (Tabela2).
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Tabela 2 - Didtribuicdo das racas de cdes infectados e ndo infectados (controle) por
Ehrlichia canis e suas respectivas frequéncias (%), com base nas técnicas de
leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue
periférico, e de PCR, Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003

Infectados Controle

Raca n/N % n/N %
Sem raca definida 21/60 35,0 28/35 80,0
Com definicao racial 39/60 65,0 7/35 20,0
Rottweiller 6/60 10,0 0/35 0,0
Poodle 5/60 8,3 1/35 2,9
Australian Cattle Dog 5/60 8,3 0/35 0,0
Pastor Aleméo 3/60 5,0 2/35 57
Cocker Spaniel 3/60 5,0 0/35 0,0
Pit Bull 2/60 3,3 0/35 0,0
Doberman Pinscher 2/60 3,3 0/35 0,0
Fila Brasileiro 2/60 3,3 2/35 57
Dogue Aleméo 2/60 3,3 0/35 0,0
Border Collie 2/60 3,3 0/35 0,0
Basset Hund 2/60 3,3 0/35 0,0
Setter Irlandés 1/60 1,7 0/35 0,0
Husky Siberiano 1/60 1,7 0/35 0,0
Dachs hund 1/60 1,7 1/35 2,9
Bulldog 1/60 1,7 0/35 0,0

Bull Terrier 1/60 1,7 0/35 0,0
Doberman 0/60 0,0 1/35 2,9

Somando-se todas as racas de cées, houve predominancia de animais de
raca (65%) em relacéo aos SRD (35%), corroborando Thirunavukkarasu et al. (1993) e
Frank & Breitschwerdt (1999), ao observarem, respectivamente, que 71,5% e 72,0%
dos animais infectados tinham definicéo racial. Contudo, comparando-se apenas uma
raca com os caes SRD, a frequéncia destes foi superior, 0 que também foi constatado
por Thirunavukkarasu et al. (1993). Estes argumentos, porém, sdo contraditorios aos
de Seamer & Snape (1970), que verificaram que caes SRD foram menos suscetiveis a

ehrlichiose.
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No que se refere aos cées pastores alemaes, considerados como os de
maior suscetibilidade a infeccdo por E. canis (NYINDO et al., 1980), afrequéncia
obtida foi muito baixa em relagdo aquelas verificadas por Thirunavukkarasu et al.
(1993) e Harrus et al. (1997), respectivamente de 20,31% e 28,0%. O reduzido nimero
de pastores alemées estudados ndo permitiu inferir se estes animais foram mais
propensos a infeccdo como sugerem os autores citados.

Embora algumas caracteristicas raciails e etarias tenham sido
consideradas interessantes para o estudo da ehrlichiose em Presidente Prudente, n&o
houve correlagdo entre o diagnostico de E. canis e as varidveis raca, sexo e idade, fato
gue corrobora Troy et al. (1980), Kuehn & Gaunt (1985) e Waddle & Littman (1988).
Por outro lado, o historico de infestacdo por carrapatos (86,67%), a presenca de piso
de terra (66,67%) e de outros cées (60,0%) no local onde o animal vivia, e 0 acesso a
rua (53,33%), foram as varidveis epidemiol bgicas associadas com a positividade para

ehrlichiose (p<0,0001) (Tabela 3).

Tabela 3 - Achados epidemioldgicos associados com ehrlichiose canina, verificados pela
regressdo logistica (a=0,05), com base nas técnicas de leucoconcentracéo,
pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR,
Presidente Prudente, Sao Paulo, 2003

Variavel b EP-b I1C-95% p-value
Coabitante -0,1977 0,0540 -0,3052 —-0,0903 0,0004
Acesso arua 0,1358 0,0633 0,0098 —0,2617 0,0347
Piso deterra 0,2082 0,0606 0,0874 —0,3289 0,0009
Histérico de Carrapato 0,3984 0,0641 0,2708 — 0,5260 < 0,0001

b: valor da estatistica; EP: erro-padréo; I1C: intervalo de confianca

Estudos que correlacionem a influéncia de fatores ambientais com
ehrlichiose canina ndo foram verificados na literatura, ndo permitindo uma discusséo
mais ampla sobre o assunto, com excecao de Bulla (2003), que constatou uma alta taxa
de infeccdo de cées por E. canis, 30,9%, atribuiu-a ao fato de grande parte dos animais

viver em ambientes externos, facilitando o contato com carrapatos.
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A associacdo dos fatores ambientais correlacionados com ehrlichiose
observados nesse trabalho pode ser uma grande ferramenta para clinicos veterinarios,
especialmente em regifes endémicas para a doenca, como € o caso do Brasil, como
sugerem as estimativas de Morais et al. (2002) e os dados obtidos por Labarthe et al.
(2003).

4.2 ACHADOSCLINICOS

Apatia, anorexia, presenca de carrapatos, linfadenomegalia, febre e
palidez de mucosas foram os sinais clinicos mais fregientes nos infectados (Tabela 4),

sendo observados em mais da metade dos caes.

Tabela4 — Achados observados em cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis e
comparacdo da fregiéncia em animais verdadeiros-positivos (VP) e fasos
negativos (FN), pelo teste exato de Fisher (a=0,05), com base nas técnicas de
leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue
periférico, e de PCR, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003

Total VP FN
Achado Clinico n/N % n/N % n/N % p-value
Apatia 43/60 71,66 3545 77,77* 8/15 53,33* 0,0988
Anorexia 41/60 68,33 31/45 68,88 10/15 66,66 1,0000

Presencade carrapatos  39/60 65,00 30/45 66,66° 9/15 60,00° 0,7568
Linfadenomegalia 34/60 56,66 25/45 5555 9/15 60,00° 1,0000
Febre (>39,5°C) 32/60 53,33 26/45 57,77% 6/15 40,00° 0,2514
Palidez de mucosas 32/60 53,33 23/45 51,11* 9/15 60,00 0,7659
Esplenomegalia 25/60 41,66 19/45 42,22*% 6/15 40,00 1,0000

Hemorragias 18/60 30,00 7/45 1555% 11/15 73,33b <0,0001
Emaciacéo 16/60 26,66 10/45 22,222 6/15 40,00*° 0,1947
Prostracao 13/60 21,66 1145 24,44* 2/15 13,33% 0,4850

Dificuldade locomotora 7/60 11,66 6/45 13,33 1/15 6,66 0,6678
Miosite 260 3,33 145 2222 1/15 6,66 0,4407
Ictericia 160 166 0/45 0,000 1/15 6,66 0,2500
Ataxia 1/60 166 0/45 0,0? 15 6,66 0,2500

Frequéncias seguidas de letras distintas indicam diferenca significativas

Na Figura 4 podem ser observadas algumas das principais manifestacoes
clinicas nos animais infectados.
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Figura4 — Sinais clinicos relacionados com ehrlichiose canina. a. infestacdo por carrapatos; b.
mucosa oral apresentando palidez; c. petéquias e equimoses na regido prepucial; d.
epistaxe bilateral; e. hemorragia na esclera.; f. hifema com descolamento de retina.

Presidente Prudente, Sao Paulo, 2003.
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Segundo Kuehn & Gaunt (1985), Price et al. (1987), Waddle & Littman
(1988), Thirunavukkarasu et al. (1994), Harrus et a. (1997), Munh6z & Babo (1998),
Frank & Breitschwerdt (1999), os achados clinicos na ehrlichiose sdo inespecificos,
como aqueles descritos na Tabela 4.

A frequéncia dos sinais clinicos, com poucas excecoes, foi similar a
descrita por Harrus et a. (1997), em lIsrael, que por sua vez consideraram-na
semel hante as de estudos americanos e sul -africanos.

A comparagdo das medias de temperaturaretal entre animais infectados e

ndo controle e entre os subgrupos esta dispostana Tabelab.

Tabela 5 - Média da temperatura retal °C) + desvio-padrdo de animais infectados e ndo
infectados (controle) por Ehrlichia canis e comparagdo dos subgrupos
verdadeiros-positivos (VP) e falsos negativos (FN) para a pesquisa de morulas
e a PCR, pelo teste exato de Fisher (@=0,05), com base nas técnicas de

leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue
periférico, e de PCR, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003

Média + Desvio-padré&o

I nfectados Controle Estatistica p-value

39,48° + 1,08 38,62° + 0,36 t= 4,56 < 0,0001
VP FN

39,53°+ 1,10 39,33%+ 1,07 t=0,61 <0,5497

Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas

Analisando-se a Tabela 5, constatou-se que nos animais infectados a
temperatura retal foi significativamente maior que a do grupo controle. No primeiro
grupo, cujas temperaturas variaram de 35,0°C a 41,5°C, em 53,3% verificou-se febre,
ao passo que no segundo grupo, essa alteracdo ndo foi registrada, havendo variagéo de

38,0 a39,3°C. N&o ocorreu diferenca, comparando-se os animais VP e FN.
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Na opinido de Neer (1998) e Frank & Breitschwerdt (1999), é impossivel
discriminar clinicamente as fases da ehrlichiose. Entretanto, os sinais clinicos mais
frequentes nos cées infectados (Tabela 4) foram compativeis com a de uma resposta
aguda. Tizard (2000) postula que apatia, anorexia e febre sdo decorrentes dos efeitos
de interleucinas, como IL1, IL 6 e TNF-a, especialmente sobre o sistema nervoso
central e o figado, na tentativa de eliminar microrganismos que circulam no
hospedeiro.

A pirexia encontrada na maioria dos animais fortalece a hipotese que os
mesmos encontravam-se em doenca aguda, ja que este sinal é citado como
caracteristico desta fase em estudos experimentais, segundo Harrus et al. (1996a,b),
Castro (1997), Almosny (1998), Waner et al. (2000a,b). A persisténcia de febre apbs
21 dias é pouco frequente (WALKER et a., 1970; SMITH et al., 1974).

Frank & Breitschwerdt (1999) associaram o0 ectoparasitismo por
R. sanguineus ao curso agudo da ehrlichiose. A presenca de carrapatos nos caes em
alta frequiéncia reforcaria a hipotese de que a maioria dos caes que participaram desse
experimento cursasse afaseinicial da enfermidade.

Outro fator importante para corroborar essa idéia seria a faixa etaria dos
animais, que na sua maioria apresentavam idade inferior a uma ano e poderiam estar
mais suscetiveis a uma primo-infeccdo pela rickettsia, contribuindo para o grande
numero de caes com morulas presentes nas células mononucleares do sangue.

Ainda com base na Tabela 4, comparando-se 0os animais verdadeiros-
positivos e falsos-negativos, ndo houve diferenca nos sinais clinicos, com excecéo das
hemorragias, que foram observadas em maior fregiéncia nos caes FN (p<0,0001), e

estdo sumarizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Sinais hemorragicos em cées infectados por Ehrlichia canis e frequiéncia (%) das
hemorragias simples e mdltiplas nos subgrupos verdadeiros-positivos (VP) e
falsos- negativos (FN), com base nas técnicas de leucoconcentragdo, pesquisa de
esfregacos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR, Presidente
Prudente, Sao Paulo, 2003

VP FN Total
n/N % n/N % n/N %

Sinais Simples
Melena 2/45 4,44 /15 6,66 3/60 5,00
Sufusdes 1/45 2,22 /15 6,66 2/60 3,33
Hematoquezia 1/45 2,22 /15 6,66 2/60 3,33
Hifema /45 2,22 /15 6,66 2/60 3,33
Petéquias 1/45 2,22 /15 6,66 2/60 3,33
Hematuria 1/45 2,22 0/15 0,00 160 1,66
Epistaxe 0/45 0,00 /15 6,66 160 1,66

SinaisMltiplos

Melena e hematuria 0/45 0,00 /15 6,66 160 1,66
Melena e sufusdes 0/45 0,00 /15 6,66 160 1,66
Petéquias e hifema 0/45 0,00 /15 6,66 160 1,66
Melena, hifema e epistaxe 0/45 0,00 /15 6,66 1/60 1,66
Melena, hifema e equimoses  0/45 0,00 1/15 6,66 1/60 1,66
Total 7145 15,55 115 73,33 1860 30,0

N&o ocorreu diferenca significativa entre os animais VP e FN em relago
aos sinais de hemorragia. No grupo controle, ndo foi registrada alteracéo clinica nos
animais sugestiva de hemorragia.

Nos cdes verdadeiros-positivos, apenas sete animas (15,56%)
apresentaram algum tipo de hemorragia. Nos falsos-negativos, em 73,3% foram
observados este distarbio, com cinco animais, 45,45%, evidenciando multiplos sinais
hemorragicos, que foram observados também por Huxsoll et al. (1969), Huxsoll et al.
(1972) e Codner & Farris-Smith (1986).
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Os sinais hemorragicos mais comuns (Figura 4) apresentavam-se sob a
forma de melena e na pele, como foi também verificado por Waddle & Littman
(1988). Contudo, estes achados séo contrarios aos de Huxsoll et al. (1970), Walker et
al. (1970), Harvey et a. (1979), Troy et al. (1980), Price et a. (1987), Harrus et a.
(1997), Munh6z & Babo (1998) e Frank & Breitschwerdt (1999), que descreveram
epistaxe como sinal mais comum em animais com desordem hemorrégica Nesse caso,
ocorreu uma provavel variagdo na patogenicidade entre isolados.

Em relagdo as oftalmopatias, hifema foi 0 achado mais frequente e em
alguns casos foi acompanhado de descolamento de retina, concordando com os
achados de Harrus et al. (1998b). Este disturbio seria ocasionado pela estase das veias
orbitais, como verificaram Gould et al. (2000), ao contrério de Panciera et a. (2001),
gue registraram inflamacdo mais intensa no corpo ciliar em relac@o a cordide, iris e
retina.

Segundo Neer (1998), os disturbios hemorragicos ocorrem especiamente
em animais em fase cronica, como consequéncia de disfuncdo plaquetéria, vasculite,
alteracdo da pressdo oncética (HARRUS et al., 1998b) ou consequéncia da deposicéo
de imunocomplexos (PEDERSEN, 1999; HARRUS et al., 2001a). Para Frank &
Breitschwerdt (1999), a presenca de carrapatos nesses animais ndo passaria de mera
casualidade. Este achado evidencia que em animais FN a infeccéo cronica poderia ser
considerada mais freqlente, uma vez que ocorreu significativo aumento na relacdo de
caes apresentando hemorragias, o que reforcaria a prerrogativa de que a ehrlichiose é
de dificil classificacdo em relacdo a sua fase, especiamente em areas endémicas.

Alguns achados que ocorreram em baixa freqiéncia foram dificuldade
locomotora (7; 11,66%), miosite (2; 3,33%), ictericia (1; 1,66%) e ataxia (1; 1,66%),
gue tém sido reportados na literatura como sinais pouco observados na ehrlichiose mas
gue podem estar associados a doenca (BELLAH et al., 1986; MEINKOTH et al.,
1989; THILAGAR et al., 1990; KEY SARY et a., 1996; HARRUS et al., 1997).
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As alteractes neurol 0gicas bem como a miosite e dificuldade locomotora
podem ser consequéncia de infiltrado plasmocitario ou deposicdo de imunocomplexos,
segundo opinido de Hildebrandt et al. (1973) e Waddle & Littman (1988).

No animal que apresentou ictericia, diagnosticou-se co-infeccdo por
Babesia canis, que foi o provavel responsavel pelo aparecimento deste sinal.

Quando utilizada a regressdo logistica, a infestacdo por carrapatos e a
palidez de mucosas foram as varidveis clinicas relacionadas com o diagnostico de
ehrlichiose (p<0,001) (Tabela 7).

Tabela 7 - Achados clinicos associados com ehrlichiose canina, verificados pela regressao
logistica @=0,05), com base nas técnicas de leucoconcentracdo, pesquisa de
esfregacos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR, Presidente
Prudente, Sdo Paulo, 2003

Variavel b EP-b 1C-95% p-value
Carrapato 0,6920 0,0717 0,5491 - 0,8348 < 0,0001
Mucosas hipocoradas ~ 0,1085 0,0520 0,0048 - 0,2122 0,0403

b: valor da estatistica; EP: erro-padréo; IC: intervalo de confianca

Esse resultado foi contraditorio as frequéncias apresentadas na Tabela 4.
Contudo, como a regressdo multipla agrupa todos os dados conjuntamente e 0s
achados de mucosas hipocoradas e presenca de carrapatos foram os Unicos sinais
observados em alguns casos, ao contrério do que aconteceu com a apatia, febre e
anorexia, que ocorrem de forma simultanea na maioria dos cées, a sua correlagdo com

aehrlichiose foi maior.

4.3 ACHADOSHEMATOLOGICOS

Na Tabela 8 sdo comparadas as médias do leucograma, contagem

plaguetaria, proteinas plasméticas totais e fibrinogénio plasmatico dos animais.
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Tabela 8 - Comparacdo dos resultados do hemograma, contagem plaguetaria, proteinas
plasmaticas totais (PPT) e fibrinogénio plasmético em caes infectados e ndo
infectados (controle) por Ehrlichia canis, e valores normais de referéncia (Jain,
1993), pelo teste t de Student ou u de Mann-Whitney (@=0,05), com base nas
técnicas de leucoconcentragcdo, pesquisas de esfregaco de margem de orelha e de
sangue periférico, e de PCR, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003

M édia* + Desvio-padréo Valor de
Variavel | nfectados Controle Referéncia’”  Egatistica”  p-value
Hemécias
376+162 627 +077 55-85 t=8,62 < 0,0001
(x10°/m)
He'””(?g%cl’)b' na 887°+374 153P+203 120-180 =952  <0,0001
Volume globular (%) 27,53 46,00 37,0-550 u=14550 < 0,0001
VCM (fl) 7456 +9,02 71,76°+513  66,0-77,0 t=1,68 0,0958
CHCM (%) 31,52+278 3388 +206 320-360 t=4,36  <0,0001
HCM (pg) 2387°+290 2474+248 195-245 t=1,48 0,1425
Leucocitos Totals 74 10,90° 60—170  u=69850 00068
(x10°/m)
Leucocitos (x10%/m)
Bastonetes 0,67 0,00° 0-03 u=699,00  0,0060
Neutrdéfilos 523 7,18 30-115 u=801,00 0,0553
Eosindfilos 1,2 0,17 01-1.25 u=49600 <0,0001
Mondcitos 0,28 + 0,29 0,35+ 0,27 0,15-135 t=1,06 0,2942
Linfécitos 249 248 10-48 u=99150  0,6545
Plaguetas
225+ 544 766°+124 20-50 t=8,10 < 0,0001
(x10°/r)
PPT (g/dl) 662+183 7,25+084 6,0-8,0 t=1,89 0,0616
Fibrinogénio (mg/dl) 200,007 200,007 200 - 400 u=952,00 04470

* ou mediana, nos casos em que o valor de p teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi 3 0,05.
#Valores dereferéncia (Jain, 1993). ** Testet de Student ou u de Mann-Whitney, para dados n&o emparel hados.
M édias ou medianas seguidas de | etras distintas indicam diferencas significativas
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Nos animais infectados, as médias das contagens de hemacias e de
plaguetas, e dos valores de hemoglobina e do volume globular foram inferiores aos
descritos na literatura como de referéncia para a espécie canina (Jain, 1993), e
significativamente inferiores para os animais do grupo controle, cujos parametros se
enquadravam dentro da normalidade.

As contagens de leucdcitos totais, bastonetes, eosinofilos também se
mostraram significativamente diferentes do grupo controle, porém os valores estavam
dentro daguel es considerados normais por Jain (1993).

Os achados hematol 6gicos mais frequentes nos animais infectados foram
trombocitopenia e anemia, com respectivamente 96,66% e 86,67% de frequéncia.
Essas varidveis foram significativamente associadas com a ehrlichiose (r*=63,09%),
gue também apontou a tendéncia a associacéo significativa para a concentracéo de

proteinas plasmaticas totais (Tabela 9).

Tabela9 - Variaveis hematolégicas e leucocitérias associadas ou ndo com ehrlichiose canina,
pela andlise de regressdo logistica (a=0,05), com base nas técnicas de
leucoconcentracdo, pesquisa de esfregagos de margem de orelha e de sangue
periférico, e de PCR, Presidente Prudente, S0 Paulo, 2003

Variavel b EP-b 1C-95% p-value
Hemécias -0,1218 0,0268 -0,1752 - -0,0685 <0,0001
Reticul citos -0,0055 0,0501 -0,1054 — 0,0943 0,9121
L eucécitos 0,0003 0,0003 -0,0003 — 0,0008 0,3225
Bastonetes 0,0003 0,0002 -0,0002 — 0,0007 0,2867
Neutréfilos 0,0005 0,0003 -0,0002 — 0,0011 0,1572
Eosindfilos -0,0003 0,0001 -0,0006 - -1,01x10° 0,0425
Mondcitos 0,0002 0,0001 -9,41x10°° — 0,0004 0,2169
Linfécitos 1,399x10°° 0,0001 -0,0002 — 0,0002 0,9082
Plaguetas -1,72x10°  3,45x10”7 -2,41x10° - -1,03x10° <0,0001
Fibrinogénio -0,0001 0,0003 -0,0008 — 0,0005 0,6448
Proteina 0,0421 0,0241 -0,0058 — 0,0900 0,0839

b: valor da estatistica; EP: erro-padréo; IC: intervalo de confianca
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Anemia e trombocitopenia também foram os mais comuns achados
hematol 6gicos constatados por Troy et al. (1980), Waddle & Littman (1988), Woody
& Hoskins (1991), Meneses (1995), Harrus et al. (1996b), Keysary (1996) e Frank &
Breitschwerdt (1999).

Na Tabela 10 sdo apresentados os valores da sensibilidade e
especificidade, e também os valores preditivos negativo e positivo para a anemia e

trombocitopenia para o diagnéstico da ehrlichiose canina.

Tabela 10 - Avaliacdo da ocorréncia de anemia e trombocitopenia como marcadores de
ehrlichiose frente aos resultados da PCR, Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003.
Estimativa £ erro-padréo (intervalo de confianca de 95%)

Estimativa Anemia Trombocitopenia
Sensbilidade 0,7833 + 0,0532 0,9667 + 0,0232
(0,6580 — 0,8793) (0,8847 — 0,9959)
Especificidade 0,9143 + 0,0473 0,5714 + 0,0836
(0,7694 — 0,9820) (0,3935— 0,7368)
Eficiéncia 0,8316 = 0,0384 0,8211 + 0,0393
(0,7410 — 0,9006) (0,7290 — 0,8922)
VPP 0,9400 + 0,0336 0,7945 + 0,0473
(0,8345 — 0,9875) (0,6838 — 0,8802)
VPN 0,7111 + 0,0676 0,9091 + 0,0613
(0,5569 — 0,8363) (0,7084 — 0,9888)
Falso-positivo 0,0857 + 0,0473 0,4286 + 0,0836
(0,0180 — 0,2306) (0,2632 — 0,6065)
Falso-negativo 0,2167 + 0,0532 0,0333 + 0,0232
(0,1207 — 0,3420) (0,0041 — 0,1153)
Kappa (k) 0,6584 + 0,0760 0,5832+ 0,0862
(0,5094 — 0,8074) (04142 — 0,7522)
CRP 0,8545 = 0,0360 0,8722 + 0,0307
(0,7840 — 0,9251) (0,8119 — 0,9324)
CRN 0,8000 = 0,0490 0,7018 + 0,0690
(0,7040 — 0,8960) (05664 — 0,8371)

VPP: vaor preditivo do resultado positivo; VPN: valor preditivo do resultado negativo
CRP: concordancia de resultados positivos, CRN: concordancia de resultados negativos.

Os valores da sensibilidade, especificidade, e os valores preditivos
registrados na Tabela 10 foram muito préximos dagqueles reportados Davoust et al.
(1991), que registraram VPP de 75,0% e VPN de 94,0%, a0 passo que a variavel
apresentou-se 85,7% sensivel e 88,8% especifica para o diagndstico da doenca.

Pelo cllculo da sensibilidade e especificidade combinadas em paralelo
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entre a trombocitopenia e anemia, verificorse que estes indices foram,
respectivamente, de 99,28 e 52,24%. Segundo Medronho & Perez (2002), os testes em
paralelo geralmente sdo solicitados quando se necessita de um diagnostico rapido. Os
autores definem que esta analise aumenta a sensibilidade das variaveis quando
utilizadas isoladamente, mas, por outro lado, diminui a especificidade.

A comparacdo dos achados hematol 6gi cos entre os animais verdadeiros-

positivos e fal sos-negativos estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11 - Achados hematoldgicos observados em cdes naturalmente infectados por
Ehrlichia canis e comparacéo da freqiiéncia em animais verdadeiros-positivos
(VP) e falsos-negativos (FN), pelo teste exato de Fisher @=0,05), com base
nas técnicas de leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de
orelha e de sangue periférico, e de PCR, Presidente Prudente, S3o Paulo, 2003

Total VP FN
Achado n/N % n/N % n/N % p-value
Anemia 52/60 86,67 37/45 82,12° 15/15 100,0° 0,1824
Leucocitose 5/60 833 545 11,11* 0/15 0,00® 10,3180

Leucopenia 19/60 31,66 11/45 24,44* 8/15 53,33% 0,0550
Monocitose 11/60 18,33 10/45 22,22% 1/15 6,72 0,2615

Neutrofilia 6/60 10,00 545 11,21°® 115 6,7%  1,0000
Neutropenia 16/60 26,66  4/45 8,88  7/15 46,7° 0,0031
Eosinofilia 1/60 166 145 222% 0/15 0,0® 11,0000

Monocitose 11/60 18,33 10/45 22,222 115 67% 0,2615
Linfopenia 27/60 4500 16/45 3555% 11/15 73,33 0,0162
Trombocitopenia  58/60 96,66 44/45 97,77 14/15 93,33* 0,4407
Pancitopenia 19/60 31,66 11/45 24,44*° 8/15 53,33% 0,0550
Hiperproteinemia 11/60 1833 545 11,11* 6/15 40,00° 0,0209
Hipoproteinemia  24/60 40,00 20/45 44,44* 4/15 26,7 0,3618

Frequéncias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas
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Os dados apresentados na Tabela 11 apontam para uma maior freqiéncia
de diminuic&o de val ores hematol 6gicos nos animais infectados.

Em relacdo a freguéncia de animais anémicos e trombocitopénicos, ndo
houve diferenca significativa entre os subgrupos de animais infectados.

Entre os subgrupos, observou-se maior frequéncia de animais
linfopénicos, neutropénicos e com hiperproteinemia.

Houve tendéncia para que o grupo de falsos-negativos apresentassem
maior frequiéncia de animais com leucopenia e pancitopenia.

Estes resultados mais uma vez contribuem para estimar que os animais
em que ndo foram encontradas moérulas apresentassem a fase cronica da enfermidade,
uma vez que a diminuic¢éo de leucdcitos, acompanhado de anemia e trombocitopenia €
comumente atribuida a cronicidade da ehrlichiose (SMITH et al., 1974; BUHLES Jr.
etal., 1975; PRICE et al., 1987; HARRUS et al., 1999).

Embora uma baixa fregiéncia (8,33%) de animais infectados tenha
apresentado leucocitose, ndo houve diferenca significativa entre os subgrupos.

Em relac8o aos achados do eritrograma, a distribuicdo nas contagens de
hemécias, na concentragdo de hemoglobina e no valor do hematocrito entre animais
verdadeiros-positivos e falsos-negativos pode ser observada nas Figuras 5, 6 e 7,
respectivamente.
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Figura5 — Distribuicdo do nimero de hemécias (/m de sangue) em animais controle e
infectados por Ehrlichia canis (a), e comparacéo dos subgrupos de verdadeiros
positivos (VP) e falsos negativos (FN) com o grupo e os valores de referéncia
(b) descritos por Jain (1993), com base nas técnicas de leucoconcentragao,
pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR,
Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003.
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Figura 6 — Distribuicdo da concentracdo de hemoglobina (g/dl) em animais controle e
infectados por Ehrlichia canis (a), e comparagdo dos subgrupos de
verdadeiros-positivos (VP) e falsos-negativos (FN) com o grupo controle e os
valores de referéncia (b) descritos por Jain (1993), com base nas técnicas de
leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue
periférico, e de PCR, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003.
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Distribuicdo do volume globular (%) em animais controle e infectados por
Ehrlichia canis (a), e comparagéo dos subgrupos de verdadeiros positivos (VP) e
falsos-negativos (FN) com o grupo controle e os valores de referéncia (b)
descritos por Jain (1993), com base nas técnicas de leucoconcentragdo, pesquisa
de esfregacos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR, Presidente
Prudente, Sao Paulo, 2003.
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A anemia foi mais freguiente nos animais FN, ocorrendo em todos os
animais. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre os subgrupos, mesmo sendo
os valores médios dos FN para hemécias, hemoglobina e volume globular, inferiores
aos encontrados nos VP (Tabela 11; Figuras5,6e7) .

Com base nos valores hematimétricos e contagem de reticuldcitos,
observou-se que 55,0% dos animais infectados apresentaram anemia arregenerativa,
ndo havendo diferenca entre os subgrupos. Este tipo de distirbio € comum em animais
com ehrlichiose (BUHLES Jr. et al., 1975; TROY et al., 1980; KUEHN & GAUNT,
1985; FRANK & BREITSCHWERDT, 1999) e pode ser consequéncia do
encurtamento da vida e comprometimento na producdo das hemacias e perda de
sangue (JAIN, 1993).

Em 22,1% dos animais infectados foram observadas hemécias
fagocitadas, sugerindo uma resposta imunomediada ocasionada pela E. canis, que
contribuiria para a anemia. Na ehrlichiose canina, esta alteracdo tem sido associada ao
aumento no sequiestro e destruicdo de células sangiineas na fase aguda e a hipoplasia
da medula éssea nos casos crénicos (SMITH et al., 1974; BUHLES Jr. et a., 1975;
PRICE et a., 1987; WADDLE & LITTMAN, 1988; HARRUS et a., 1999). Estes
postulados podem ser utilizados para reforcar a hipotese de que os animais em que
foram constatadas mérulas estivessem no curso agudo da enfermidade, ao passo que a
fase cronica seria observada naqueles em que a citologia foi negativa, como foi o caso
dos FN, em que a anemia foi mais acentuada (Figuras 5, 6 e 7), provavelmente pelo
comprometimento da medula 6ssea.

As dferencgas entre as contagens de plaguetas dos animais néo infectados

e infectados e seus subgrupos estdo dispostas na Figura 8.
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Figura 8 — Distribuicdo da contagem plaquetaria (/ml de sangue) em animais controle e
infectados por Ehrlichia canis (a), e comparacéo dos subgrupos de verdadeiros
positivos (VP) e falsosnegativos (FN) com o grupo controle e os valores de

com base nas técnicas de

leucoconcentragdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de sangue

periférico, e de PCR, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003.

referéncia (b) descritos por Jain (1993),
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No grupo controle a variagéo foi de 33.500 a 726.000/m de sangue,
porém os valores médios estavam dentro da normalidade.

No grupo infectado, a contagem plaguetaria média esteve abaixo dos
valores de referéncia (Figura 8), havendo uma distribui¢cdo homogénea nos subgrupos
VP e FN. As menores plaguetometrias foram, respectivamente, de 18.000 e de 10.000,
e a maior delas de 257.500/m para ambos os subgrupos. Considerando-se valores
meédios, 0s presentes achados sdo compativeis com aguel es apresentados por Kuehn &
Gaunt (1985), Waddle & Littman (1988), Troy & Forrester (1990), Frank &
Breitshwerdt (1999) e Bulla (2003). Contudo, considerando-se os valores inferiores,
gue variaram de 143 a 7.000 plaguetas/mt de sangue, pode-se considerar que a
trombocitopenia dos cées estudados por estes autores foi muito mais severa que nos do
presente estudo.

A freqUéncia de trombocitopénicos foi de 90,0%, e muito préxima
daquelas documentadas por Troy & Forrester (1990) e por Bulla (2003), que
verificaram 100,0% e 98,5% de animais com plaguetopenia, respectivamente, e
superiores as encontradas por Kuehn & Gaunt (1985), Harrus et a. (1997), Waddle &
Littman (1988) e Frank & Breitschwerdt (1999), correspondentes a 64,0%, 74,0%,
84,0% e 71,0%.

Segundo Pedersen (1999), quando a contagem trombocitéria é inferior a
60.000/n. de sangue, as plaguetas sdo de maior tamanho e forma bizarra. Essas
ateracbes foram visualizadas em aproximadamente 50,0% das amostras, que
continham macroplaguetas. O consumo e destrui¢ao de plaguetas poderiam justificar a
presenca destes elementos, como foi postulado por Smith et al. (1975), embora a
trombocitopenia tenha sido associada a outros fatores em animais com ehrlichiose,
destacando-se entre elas a producdo de anticorpos anti-plaquetas (WANER et al.,
1995), reducdo da vida meédia (PIERCE et a., 1977) e da adesdo plaquetéria
(LOVERING et al., 1980).
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Com apenas uma excecdo, em que a plaguetometria estava dentro dos
valores de normalidade (257.500/m de sangue), houve relagdo direta entre a
trombocitopenia e a observacdo de disturbios hemorrégicos. Todavia, ndo houve uma
faixa de contagem para a presenca destas alteragdes, excetuando-se as sufusdes, que
ocorreram gquando as plaguetas foram inferiores a 20.000/m. Estes achados
contradizem as afirmacfes de Green (1983), ao considerar que as petéquias e
equimoses sdo observadas quando o valor plaquetério é inferior a 40.000/m de sangue
€ outros sinais como epistaxe, hematuria e hemorragias do trato gastrintestinal surgem
guando eles sdo inferiores a 20.000/ .

Embora a freqiéncia de animais trombocitopénicos tenha sido ata na
investigacdo realizada por Bulla (2003), o autor referiu que acontagem plaquetéria é
importante no diagnostico da ehrlichiose, mas deve ser associada a um teste mais
especifico, uma vez que esta alteracdo € comum em outros disturbios ou infeccoes.
Esta consideragdo € muito pertinente ao presente estudo, uma vez que no grupo
controle 42,86% apresentaram trombocitopenia, sendo que destes, 60,05% tiveram
contagem minima de 100.000 plaguetas/m, considerada como de carater discreto pelo
autor.

Na figura 9 esta representada a comparacdo da contagem leucocitéria

entre os animais infectados e ndo infectados por E. canis.
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Figura 9 — Distribuicdo da contagem do numero total de leucocitos (/m de sangue) em

animais controle e infectados por Ehrlichia canis (a), e comparagdo dos
subgrupos de verdadeiros-positivos (VP) e falsos-negativos (FN) com o grupo
controle e os valores de referéncia (b) descritos por Jain (1993), com base nas
técnicas de leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e de
sangue periférico, e de PCR, Presidente Prudente, Sdo Paulo, 2003.
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Em relacdo a contagem leucocitéria, houve diferenca entre os animais
infectados e ndo infectados por E. canis (Tabela 8), porém a variavel ndo foi
relacionada a ehrlichiose pela regressdo multipla (Tabela 9). A média nos animais FN
foi menor, correspondendo a 4.000 células/m, com variagéo de 500 a 27.900. Nos cées
VP, a média obtida foi de 7.200 leucocitos/ml, que esteve dentro dos valores normais
de referéncia, variando de 1.100 a56.500.

Pancitopenia ocorreu em 31,67% dos animais infectados, ndo havendo
diferenca entre a frequéncia nos VP e FN (Tabela 11). Contudo, neste ultimo
subgrupo, o caréter da pancitopeniafoi mais grave, com as menores contagens entre 0s
subgrupos (Figura 9), especialmente pela diminuicdo de neutrdéfilos e linfocitos, que
foi também observada nos estudos conduzidos por Kuehn & Gaunt (1985), Waddle &
Littman (1988) e Frank & Breitschwerdt (1999).

Ao contrario da anemia e trombocitopenia, a pancitopenia pode ocorrer
transitoriamente em cursos agudos mas é um achado mais comum na fase cronica
(SMITH et al., 1974; PRICE et a., 1987; HARRUS et a., 1999), em que o
prognostico torna-se reservado, uma vez que a resposta a terapia medicamentosa é
muito pequena paraevitar que os pacientes evoluam para o 6bito (BUHLES Jr. et al .,
1975).

Com base nestes resultados, mais uma vez pode-se afirmar que 0s Caes
FN, em sua maioria, estavam em fase cronica, considerando-se que a contagem
leucocitéaria foi muito baixa e que & caes nestas condicdes evoluiram para oObito
mesmo apos o tratamento e terapia de suporte recomendada pela literatura (NEER,
1998).

No que diz respeito as proteinas plasmaticas totais, houve uma tendéncia
para sua correlacao com ehrlichiose (Tabela 11).

Na Figura 10 esta representada a variagdo da dosagem de proteinas em

animais infectados e n&o infectados por E. canis e a comparagéo entre os animais VP e
FN.
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Figura 10 — Distribuicdo das concentracfes plasméticas das proteinas totais (g/dl) em
animais controle e infectados por Ehrlichia canis (a), e comparagdo dos
subgrupos de verdadeiros positivos (VP) e falsos negativos (FN) com o grupo
controle e os valores de referéncia (b) descritos por Jain (1993), com base nas
técnicas de leucoconcentracdo, pesquisa de esfregacos de margem de orelha e
de sangue periférico, e de PCR, Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003.
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Verificou-se que hiperproteinemia ocorreu em maior freqiéncia nos
animais FN (Tabela 11; Figura 10). Segundo Burghen et al. (1971), nos casos
cronicos de ehrlichiose, ocorre resposta imune aos componentes celulares danificados
em consequéncia da doenca. Na fase aguda, a elevacdo de proteina sérica tem sido
associada ao aumento de gamaglobulinas em resposta a circulacdo e imunogenicidade
da rickettsia (HOSKINS et al., 1983; PERILLE & MATUS, 1991; RIKIHISA et a.,
1994; MICHELS et al., 1995; HARRUS et al., 1996% BREITSCHWERDT et a.,
1998). Nos animais VP, entretanto, houve consideravel nimero de animais com
hipoproteinemia (44,44%), o que poderia ser consequéncia da anemia ou, como
sugerem Woody & Hoskins (1991), da perda de albumina pela urina como mecanismo
compensatorio para a elevacdo de proteinas plasméticas com o objetivo de evitar a
hiperviscosidade do sangue.

Houve co-infecgdo E. canis e outros agentes infecciosos transmitidos por

carrapatos, que foram diagnosticados pela citologia, conforme apresenta a Tabela 12.

Tabela 12 - Freguéncia (%) de co-infeccéo de agentes transmitidos por carrapatos entre caes
considerados verdadeiros-positivos (VP) e fasos-negativos (FN) para
Ehrlichia canis com base nas técnicas de leucoconcentragdo, pesquisa de
esfregacos de margem de orelha e de sangue periférico, e de PCR, Presidente
Prudente, Sdo Paulo, 2003

Grupo de Infectados

VP FN Total
Agente N % N % N %

Anaplasmaplatys 1245 2667 115 667 13060 2167

Babesia canis 545 1111 015 00  5/60 8,33

Hepatozoon canis /45 2,22 V15 6,67 2/60 3,33

A co-infecgdo de E. canis com outros agentes transmitidos por carrapatos
(Figuras 11 e 12), especiamente por Anaplasma platys ocorreu em maior frequiéncia
em animais VP para aguela rickettsia. Babesia canis e Hepatozoon canis também
foram diagnosticados, mas esses protozoarios ocorreram em um pequeno nimero de

individuos.
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Figura 11 — Agentes transmitidos por carrapatos observados em esfregacos sanguiineos de

animais naturalmente infectados por Ehrlichia canis: a. merozoitos de Babesia
canis em eritrocitos, b. morulas de Anaplasma platys em plaguetas; c.
gametocito de Hepatozoon canis em neutrdfilo. (Diff-quick. 1000X). d.
gametoécito de Hepatozoon canis em neutrdfilo corado pelo Leishman para
evidenciagdo do nucleo (1000X). Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003.
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Figura 12 — Resultado de nested PCR em gel de agarose, para Ehrlichia canis
(E. canis) e Anaplasma platys (A. platys), em gel de agarose, corado pelo
brometo de etidium. Representacdo das colunas: 1. Biomarcador (em
pares de base (bp). 2. Amostra negativa; 3. Amostra positiva para E.
canis, 4. Amostra positiva para E. canis; 5. Amostra positiva para A
platys; 6. Amostra positiva para A. platys; 7. Amostra negativa; 8.
Controle positivo para E. canis; 9. Controle negativo; ; 10. Controle
negativo; 11. Controle positivo para A. platys. Presidente Prudente,
S&o Paulo, 2003.
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Segundo Du Pleiss et al. (1990), as infeccdes multiplas podem agravar o
guadro clinico dos animais. Estes autores e também Klag et al. (1991), postularam que
a definicdo do diagndstico de ehrlichiose pode ser dificultado por infecgbes
concorrentes uma vez que os sinais clinicos e alteracGes laboratoriais podem ser
semel hantes.

Nesse ensaio, A. platys foi 0 agente que mais concorreu em infecges
com E. canis. Contudo, torna-se dificil avaliar se a rickettsia contribuiu para a redugdo
plaguetaria nos VP, especialmente pelo seu carater de ocasionar episodios ciclicos de
trombocitopenia (HARVEY et al., 1978).

Em dois cées do subgrupo VP foram observados merozoitos de B. canis
e morulas de E. canis e A. platys em uma unica amostra. Estes mesmos achados
também foram relatados por Kontos & Koutinas (1997) e Kordick et al. (1999). Como
0 numero de animais infectados por estes agentes foi baixo, torna-se dificil afirmar se
estes protozodrios tiveram participacdo importante na patogenia da ehrlichiose, como

propuseram Du Pleiss et al. (1990).

4.4 COMPARAGCAO E VALIDACAO DE TECNICAS

As morulas de E. canis foram detectadas em 73,33% (44/60), 26,67%
(16/60) e 13,33% (8/60), quando utilizadas as técnicas de leucoconcentracéo,
esfregaco de margem de orelha e com sangue obtido dajugular, respectivamente.

A fregiiéncia de morulas foi alta, inclusive com a utilizagdo de esfregaco
de sangue, contrariando a opinido de Woody & Hoskins (1991) de que apenas um a
guatro por cento dos caes apresentam tais estruturas por esta técnica. Provavelmente, o
curso agudo observado na maioria dos animais possibilitou o encontro de tas

estruturas, como sugerem aqueles autores e Harrus et al. (1997).
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A sensibilidade e especificidade das técnicas citoldgicas, e ainda os
valores preditivos negativo e positivo, o valor k e a concordancia dos resultados

positivos e negativos com a PCR (padréo-ouro) sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Comparacéo dos resultados obtidos nos esfregacos realizados com a técnica de
leucoconcentragéo (LC), de sangue obtido da margem de orelha (MO) e de veia
jugular (SP), para pesquisa de mérulas de Ehrlichia canis frente aos resultados da
PCR. Estimativa = erro-padrdo (intervalo de confianca de 95%). Presidente
Prudente, Sd0 Paulo, 2003

Técnicas
Estimativa SP MO LC

Sensibilidade 13,33+ 4,39 26,67 +5,71 73,33+ 5,71
(5,94-24,59) (16,07-39,66) (60,34-83,93)
Especificidade 100,00 + 0,00 97,14+ 2,82 100,00 + 0,00
(90,00-100,00) (85,08-99,93) (90,00-100,00)

Eficiéncia 45,26 + 5,11 52,63+ 5,12 83,16 + 3,84
(35,02-55,81) (42,12-62,97) (74,10-90,06)
VPP 100,00 + 0,00 94,12 + 5,71 100,00 + 0,00
(63,06-100,00) (71,31-99,85) (91,96-100,00)

VPN 40,23 + 5,26 43,59 + 5,61 68,63 + 6,50
(29,85-51,29) (32,39-55,30) (54,11-80,89)

Falsos-positivos 0,00 + 0,00 2,86+ 2,82 0,00 £ 0,00

(0,00-10,00) (0,07-14,92) (0,00-10,00)

Falsos-negativos 86,67 + 4,39 73,33+ 5,71 26,67 + 5,71
(75,41-94,06) (60,34-83,93) (16,07-39,66)

Kappa (k) 10,18 + 3,68 18,96 + 5,67 66,96 + 7,11
(2,96-17,40) (7,84-30,07) (53,02-80,89)

CRP 23,53 + 6,83 41,56 + 7,07 84,62 + 3,80
(10,14-36,92) (27,70-55,41) (77,17-92,06)

CRN 57,38+ 5,35 60,18 + 5,45 81,40 + 4,57
(46,90-67,86) (49,50-70,85) (72,44-90,35)

VPP: vaor preditivo positivo; VPN: vaor preditivo negativo.
CRP: concordancia de resultados positivos, CRN: concordancia de resultados negativos.
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A leucoconcentragdo apresentou maior sensibilidade (73,33%),
especificidade (100,0%) e eficiéncia (83,16%) em relacdo as demais técnicas
empregadas para pesquisa de morulas de E. canis. Mylonakis et al. (2003) utilizando
um método de concentragdo leucocitaria em tubos de ensaio, também notaram
aumento na sensibilidade no diagndstico citol 6gico de ehrlichiose.

Na deteccdo do agente pela elaboracdo de distensdo sangilinea de
margem de orelha, com sensibilidade de 26,67%, houve uma diferenca muito grande
dos achados de Elias (1991), que encontrou 88,0% de células infectadas por esta
técnica

N&o houve diferenca significativa entre a localizacdo de moérulas, que
foram observadas tanto em linfécitos como em mondcitos e, em alguns casos, em
ambas as células, como foi descrito por Seibert et al. (1997). Quando a presenca de
tais estruturas foi restrita a apenas um tipo celular, 0 seu nimero na amostra caiu
proporcionalmente, o que poderia justificar os dados contraditorios da literatura que
indicam a predilecdo da rickettsia para um determinado leucécito (THILAGAR et al.,
1990; MENESES, 1995; KEY SARY et al., 1996).

A presenca de morulas de E. canis variou de duas a oito por lamina,
sendo que na leucoconcentracdo elas ocorreram em maior numero. As moérulas
apresentavam coloragdo purpura e como estruturas compactas ou com corpusculos
difusos no citoplasma das células mononucleares, sendo ainda observada a presenca de
corpusculos inicias (Figura 13). Estas caracteristicas morfolOgicas sdo concordantes
com as descritas por Huxsoll et al. (1970), Davoust (1993) e Beaufils et al. (1995).
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Figura 13 — Estruturas de Ehrlichia canis observadas em esfregacos de sangue de cées
infectados naturalmente: a. corpusculos iniciais em linfécitos; b. moérula com
corpuscul os condensados no interior de mondcito; ¢. mérula com corpusculos
frouxos no interior de linfocito; d. mérula com corpuscul os de inclusdo sendo
liberados apds ruptura de monécito (Diff-quick. 1000X). Presidente Prudente,
S&o Paulo, 2003.
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Na Tabela 14 sdo apresentadas as estimativas de sensibilidade e
especificidade das técnicas citoldgicas utilizadas nesse estudo, e também os valores
preditivos negativo e positivo, o valor k e a concordancia dos resultados positivos e

negativos com a PCR (padréo-ouro), para pesquisa de corpusculosiniciais de E. canis.

Tabelal4 - Resultados obtidos nos esfregagcos de sangue realizados a partir de técnica de
leucoconcentracéo (L C), e damargem de orelha (MO) e de sangue periférico (SP)
em animais infectados por Ehrlichia canis para pesguisa de corpusculos iniciais
da rickettsia, em caes naturalmente infectados, frente aos resultados da PCR.
Estimativa + erro-padréo (intervalo de confianga de 95%). Presidente Prudente,

S30 Paulo, 2003
Técnicas

Estimativa SP MO LC
Sensibilidade 26,67 + 5,71 25,00 + 5,59 50,00 + 6,45
(16,07-39,66) (14,72-37,86) (36,81-63,19)
Especificidade 88,57 + 5,38 91,43+ 4,73 80,00 + 6,76
(73,26-96,80) (76,94-98,20) (63,06-91,56)
Eficiéncia 49,47 + 5,13 49,47 + 5,13 61,05+ 5,00
(39,05-59,93) (39,05-59,93) (50,50-70,89)
VPP 80,00 + 8,94 83,33+ 8,78 81,08 + 6,44
(56,34-94,27) (58,58-96,42) (64,84-92,04)
VPN 41,33+ 5,69 41,56 + 5,62 48,28 + 6,56
(30,08-53,30) (30,43-53,36) (34,95-61,78)
Falsos-positivos 11,43 + 5,38 8,57+ 4,73 20,00 + 6,76
(3,20-26,74) (1,80-23,06) (8,44-36,94)
Fal sos-negativos 73,33+5,71 75,00 £ 5,59 50,00 + 6,45
(60,34-83,93) (62,14-85,28) (36,81-63,19)
Kappa (k) 12,31 + 6,53 13,14+ 6,11 26,29 + 8,57
(-0,50-25,11) (1,16-25,13) (9,58-43,19)
CRP 40,00 + 6,93 38,46 + 7,00 61,86 + 5,80
(26,42-53,58) (24,74-52,18) (50,49-73,22)
CRN 56,36 + 5,67 57,14+ 5,59 60,22 + 6,00

(45,26-67,47)

(46,19-68,10)

(48,45-71,98)

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

CRP: concordancia de resultados positivos, CRN: concordancia de resultados negativos.

Detectou-se 38,95% de amostras com inclusbes citoplasméticas
semelhantes a corpulscul os inicias, especialmente nos animais verdadeiros-positivos e
pela técnica de leucoconcentracdo. Estes dados séo coincidentes com os apresentados
por Thirunavukkarasu et al. (1994), ao registrarem a presenca de corpusculos iniciais

apenas em capa flogistica em caes com ehrlichiose canina.
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Apesar de Elias (1991) e Beaufils et al. (1995) considerarem a deteccdo
de corpusculos iniciais como importante ferramenta para o diagndstico da ehrlichiose,
constatou-se baixa sensibilidade e eficiéncia nas técnicas citoldgicas utilizadas nesse
ensaio.

A técnica de leucoconcentracdo apresentou maior sensibilidade na
deteccdo de Anaplasma platys e de Hepatozoon canis. Porém, para a pesquisa de
Babesia canis, os esfregacos confeccionados com sangue periférico e da margem de

orelha mostraram maior freqiiéncia de merozoitos (Tabela 15).

Tabela 15 - Comparacdo dos resultados obtidos nos esfregacos realizados pela técnica de
leucoconcentragdo (LC), e de sangue obtido da margem de orelha (MO) e da
vela jugular (SP) para pesquisa de agentes transmitidos por carrapato, em
animais naturalmente infectados, analisados pelo teste Q de Cochran (@=0,05).
Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003

Amostras Positivas (%)

Variavel LC MO SP Q p-value
Anaplasma platys 1579 316° 316° 22,15 <0,0001
Babesia canis 316° 526% 526 4,00 0,1353
Hepatozoon canis 316° 0,00° 0,00° 6,00 0,0498

Frequéncias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas.

Esse fato alerta para a necessidade de se realizar pelo menos duas das
técnicas para aumentar as chances de diagndstico de co-infeccBes por agentes
transmitidos por carrapatos, possibilitando a adequagdo dos tratamentos, especialmente
em areas onde as condi¢des climaticas sdo favoraveis a perpetuacéo de carrapatos.

Algumas alteracdes morfoldgicas nas células sangilineas dos animais
infectados, das quais se destacaram as macroplaquetas, mondcitos ativados,
leucofagocitose e eritrofagocitose (Figura 14), foram mais frequentes quando foi

utilizada atécnica de leucoconcentracédo (Tabela 16).
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Figura 14 - Alteragdes morfologicas observadas em esfregacos sangiineos de animais
infectados naturalmente por Ehrlichia canis: a vacuolizagbes em
mondcitos; b. macroplaquetas; c. eritrofagocitose; d. leucofagocitose. (Diff-
guick. 1000X). Presidente Prudente, S&o Paulo, 2003.
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Tabela 16 - Comparacdo da freqiiéncia (%) de ateracbes morfoldgicas de células sanglineas
observadas em esfregagos confeccionados apds leucoconcentracdo (LC), a partir
de sangue de margem de orelha (MO) e de sangue periférico (SP) de animais
infectados naturalmente por Ehrlichia canis, pelo teste Q de Cochran (a=0,05).
Presidente Prudente, S&o Paulo, Brasil, 2003

Amostras Positivas (%)

Variavel LC MO SP Q p-value
Macroplagueta 50,74 31,58° 50,53* 21,68 < 0,0001
Mondcito ativado 49472 2947° 3368° 2408  <0,0001
Eritrofagpcitose 2210* 526° 316° 27,81  <0,0001
L eucofagocitose 21,05 6,32° 6,32° 2306 <0,0001

Freguéncias seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas.

A presenca de hemofagocitose e ativagdo de mondcitos em amostras de
caes com ehrlichiose pode ser explicada pela destruicdo de células sanglineas como
resposta inflamatoria a infeccdo pelo seu agente (BUHLES Jr. et al., 1975; PRICE et
al., 1987), ao passo que a presenca de vacuolizagdes nestas células poderiam também
ser resultado da multiplicagdo do microrganismo no interior do leucocitos, conforme
achados de McDade (1989).

A PCR apresentou alta sensibilidade para o diagnostico de ehrlichiose,
especialmente nos animais em fase crénica com contagem leucocitaria abaixo de mil
células por microlitro de sangue, em gue a citologia mostrou-se pouco sensivel. Dessa
forma, a PCR seria complementar ao diagnéstico citologico, inclusive para avaliacéo
do tratamento, como sugerem Wen et al. (1997) e HARRUS et al. (1998a).

A escolha de sangue para amplificagcédo de DNA deveu-se ao fato de ser o
mesmo material bioldgico utilizado para confeccdo dos esfregacos, embora a PCR
admita a utilizacdo de outros tecidos como medula 6ssea e linfonodos (IQBAL &
RIKIHISA, 1994a,b; IQBAL et al., 1994) paraamplificacdo de E. canis.
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O uso do imunodiagndstico é limitado pela possibilidade de resultados
imprecisos. Os animais podem apresentar sinais clinicos antes da producéo de
anticorpos, que ocorre entre dez a vinte dias pos-infeccdo (KEY SARY et al., 1996;
WANER et al., 1996; HARRUS et al., 1998b), o que pode implicar em resultados
falsos-negativos em casos agudos, que foram freqlentes no ensao.
Contraditoriamente, podem ser detectados titulos de anticorpos para E. canis em
animais que se recuperam da enfermidade pela continua estimulagdo antigénica
ocasionada pelo agente mesmo apods tratamento (PERILLE & MATUS, 1991,
BARTSCH & GREENE, 1996; HARRUS et al., 1998a; NEER, 1998), tornando dificil
adiferenciacdo de animais ativamente infectados daqueles convalescentes (MATHEW
et al. (1996).

Devido a esses fatores, nenhuma técnica sorologica foi empregada como
padréo-ouro, sendo selecionada para este intuito a PCR, que foi utilizada com a mesma
finalidade no estudo conduzido por Bulla (2003). McBride et al. (1996) e La Scola &
Raoult (1997). Os autores consideraram a PCR o0 método de escolha para o diagndstico
de ehrlichiose em casos iniciais de infeccéo, uma vez que 0 agente pode ser detectado
antes mesmo da formag&o de moérulas ou da soroconversao.

Em relac8o a operacionalizacdo das técnicas citol6gicas empregadas, o
consumo de tempo médio foi de aproximadamente 45 minutos, desde a chegada da
amostra de sangue no laboratério até a leitura das |aminas, sendo minimo o material de
consumo exigido e o aparelho mais caro a microcentrifuga, ao contrario do que
acontece em técnicas de alta sensibilidade e especificidade. A PCR, RIFI e cultivo in
vitro, por exemplo, exigem tempo para processamento do material e obtencdo de
resultados e requerem aparel hos sofisticados (Kakoma et a ., 2000). Em virtude destas
consideracdes, as técnicas citoldgicas, especialmente a de leucoconcentracdo em
microcapilar mostrou-se uma boa ferramenta para o clinico que necessita de um
diagnostico preciso e rgpido da ehrlichiose canina, particularmente em paises onde a

doenca pode ser considerada enzodtica como o Brasil.



5 CONCLUSAO

O estudo sobre a correlacdo entre os achados epidemiol dgicos, clinicos e
hematol 6gicos e a comparacdo de técnicas citoldgicas para deteccdo de moérulas de

Ehrlichia canis, permitiu as seguintes conclusoes:

- A ehrlichiose canina pode acometer animais de todas as idades, sexos e racas, mas é
mais comum em caes com menos de um ano de idade, que vivem em contato com

terra e outros cées e tiveram historico de infestacéo por carrapatos.

- A eéhrlichiose canina € uma enfermidade enzodtica em Presidente Prudente,

ocorrendo em todos 0s meses do ano.

- Trombocitopenia e anema sd0 importantes indicativos de ehrlichiose em casos
agudos. Em infecgbes cronicas, pancitopenia € 0 mais importante achado
hematol 6gico na ehrlichiose. A presenca de macroplaguetas, hemofagocitose e de
vacwlizagbes em mondcitos e linfocitos em esfgregagos de sangue também é

sugestivo de ehrlichiose.

- A leucoconcentracdo em microcapilar € amelhor técnica citoldgica para deteccéo
de norulas e corplsculos iniciais de E. canis e de Anaplasma platys a partir de
amostras de sangue, sendo de fé&cil execucdo, baixo custo, requerendo infra
estrutura minima para sua execucao. A técnica deve ser empregada especia mente

Nos casos agudos, uma vez gue nos casos cronicos asua sensibilidade diminui.
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- A leucoconcentrag8o deve ser associada a pesquisa de hemoprotozoarios com
esfregacos confeccionados a partir da margem de orelha para diagnostico de

infeccOes concorrentes.
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ANEXO A — Dados de cédes naturalmente infectados por Ehrlichia canis com resultado
positivo paraPCR

Animal Morula Raca Sexo Idade
1 Positivo Rottweiller Macho 3 anos
2 Positivo SRD Macho 11 anos
3 Positivo Rottweiller Macho 8 meses
4 Positivo SRD Macho 10 meses
5 Positivo Pestor Macho 2 anos
6 Positivo SRD Fémea 11 anos
7 Positivo Rottweiller Macho 3 meses
8 Positivo Pinscher Macho 10 anos
9 Positivo SRD Fémea 1ano

10 Positivo SRD Fémea 3 anos
11 Positivo Basset Hund Fémea 3 meses
12 Positivo Poodle Fémea 4 meses
13 Positivo Daschund Macho 2 anos
14 Positivo Australian Cattle Dog Macho 9 meses
15 Positivo Pastor Alemé&o Macho 1ano
16 Positivo Augtralian Cattle Dog Macho 1ano
17 Positivo Cocker Spani€l Fémea 2 meses
18 Positivo Australian Cattle Dog Fémea 6 meses
19 Positivo Rottweiller Fémea 7 meses
20 Positivo SRD Fémea 2 anos
21 Positivo Australian Cattle Dog Fémea 1ano
2 Positivo Poodle Fémea 8 anos
23 Positivo Setter Irlandés Macho 7 anos
24 Positivo Bull Terrier Macho 5 anos
25 Positivo Augtralian Cattle Dog Macho 7 meses
26 Positivo Pinscher Fémea 5 anos
27 Positivo SRD Macho 3 anos
28 Positivo Rottweiller Macho 2 meses
29 Positivo Basset Hund Macho 3 anos

Positivo Border Collie Macho 2 meses

8
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ANEXO A — Dados de cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis, com resultado

positivo para PCR (continuacao)

Animal Morula Raca Sexo Idade
31 Positivo Husky Siberiano Macho 3 anos
32 Positivo SRD Macho 4 meses
33 Positivo SRD Fémea 9 meses
34 Positivo Cocker Spaniel Fémea 3 anos
35 Positivo SRD Fémea 3 meses
36 Positivo SRD Macho 2 meses
37 Positivo SRD Macho 9 anos
38 Positivo SRD Macho 3 meses
39 Positivo SRD Fémea 7 anos
40 Positivo Dogue Aleméo Fémea 3 anos
41 Positivo SRD Fémea 1 ano
42 Positivo Poodle Macho 3 meses
43 Positivo Pit Bull Macho 1 més
a4 Positivo Pit Bull Macho 1 ano
45 Positivo SRD Fémea 6 anos
46 Negativo Rottweiller Fémea 4 meses
47 Negativo SRD Macho 4 anos
48 Negativo Poodle Macho 7 anos
49 Negativo Pastor Aleméo Fémea 3 anos
50 Negativo Border Callie Fémea 4 anos
51 Negativo Bulldog Fémea 4 anos
52 Negativo FilaBrasileiro Macho 1ano
53 Negativo FilaBrasileiro Macho 1 ano
54 Negativo SRD Fémea 11 anos
55 Negativo Poodle Macho 10 meses
56 Negativo SRD Macho 10 anos
57 Negativo Cocker Spaniel Macho 5 anos
58 Negativo SRD Fémea 6 anos
59 Negativo Dogue Aleméo Macho 4 anos

60 Negativo SRD Fémea 5 anos
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ANEXO B — Dados de cées néo infectados por Ehrlichia canis (PCR negativa)

Animal Morula Raca Sexo |dade
1 Negativo SRD Fémea 6 anos
2 Negativo SRD Macho 9 anos
3 Negativo SRD Fémea 3 anos
4 Negativo SRD Fémea 8 anos
5 Negativo Pastor Alemé&o Macho 6 anos
6 Negativo SRD Macho 5 anos
7 Negativo Pastor Aleméo Fémea 5 anos
8 Negativo SRD Macho 2 anos
9 Negativo SRD Fémea 3 anos
10 Negativo FilaBrasleiro Fémea 6 anos
11 Negativo SRD Fémea 4 anos
12 Negativo Doberman Pinscher Macho 9 anos
13 Negativo FilaBrasileiro Macho 6 anos
14 Negativo SRD Fémea 1 ano
15 Negativo SRD Fémea 1ano
16 Negativo SRD Fémea 1 ano

17 Negativo SRD Fémea 1ano
18 Negativo SRD Fémea 6 meses
19 Negativo SRD Fémea 2 anos
20 Negativo SRD Fémea 2 anos
21 Negativo Dachs hund Fémea 3 anos
22 Negativo SRD Fémea 1 ano
23 Negativo Poodle Fémea 2 anos
24 Negativo SRD Fémea 5 anos
25 Negativo SRD Fémea 4 anos
26 Negativo SRD Fémea 4 anos
27 Negativo SRD Fémea 3 anos
28 Negativo SRD Fémea 1 ano
29 Negativo SRD Fémea 3 anos
30 Negativo SRD Fémea 3 anos
31 Negativo SRD Fémea 2 anos
32 Negativo SRD Fémea 3 anos
33 Negativo SRD Fémea 2 anos
A Negativo SRD Fémea 5 anos
35 Negativo SRD Fémea 7 anos
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ANEXO C - Eritrograma de cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis com resultado
positivo para PCR

ERITROGRAMA

Hemécias Hemoglobina VolumeGlobular  VCM  CHCM HCM

Animal  Mérula  (x10%m) (g/dl) (%) (f1) %)  (pg)
1 Postivo 3,69 83 25,0 67,8 332 225
2 Postivo 4,14 11,5 35,0 845 329 278
3 Postvo 472 11,8 33,0 699 358 250
4  Postvo 547 12,9 37,0 67,6 349 236
5  Postivo 546 11,9 37,0 67,8 322 218
6  Postvo 529 13,9 42,0 794 331 263
7 Postvo 344 86 26,0 756 331 250
8  Postivo 438 10,7 36,0 872 297 244
9  Postivo 483 10,3 31,0 642 332 213
10 Postivo 6,46 15,4 45,0 69,7 342 238
11 Postvo 392 89 28,0 714 318 227
12 Postvo 4,18 11,6 35,0 837 331 278
13 Postivo 4,00 90 29,0 725 31,0 225
14  Postvo 4,05 10,2 31,0 765 329 252
15  Postvo 527 11,9 32,0 60,7 372 226
16 Postvo 5,13 12,8 40,0 780 320 250
17 Postivo 3,17 8,1 25,0 789 324 256
18 Postvo 4,39 95 29,0 661 328 216
19  Postivo 1,45 35 12,0 88 292 241
20 Positivo 2,95 84 26,0 881 323 284
21 Postivo 3,67 99 31,0 845 319 270
22 Postivo 6,40 16,2 50,0 781 324 253
23 Postvo 3,23 94 29,0 898 324 291
24 Postvo 345 86 26,0 753 330 249
25  Postvo 5,04 12,3 37,0 734 332 244
26 Postivo 2,29 57 18,0 786 31,6 248
27 Postivo 582 13,0 43,0 739 302 223
28 Positivo 1,66 41 15,0 90,4 273 247
29 Postvo 4,84 10,6 33,0 682 321 219

8

Positivo 1,27 24 90 70,9 26,7 18,9
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ANEXO C — Eritrograma de cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis com resultado
positivo para PCR (continuacdo)

ERITROGRAMA

Animal Morula Hemacias Hemoglobina VolumeGlobular VCM  CHCM HCM

(x10%m) (g/di) (%) (fl) (%)  (p9)
31 Positivo 6,41 13,0 41,0 64,0 31,7 20,3
32 Positivo 5,66 11,9 39,0 68,9 30,5 21,0
33 Positivo 1,90 45 15,0 78,9 30,0 23,7
34 Positivo 1,65 28 10,0 60,6 28,0 17,0
35 Positivo 2,84 53 16,0 56,3 331 18,7
36 Positivo 0,83 19 80 96,4 23,8 229
37 Positivo 3,37 85 28,0 831 30,4 25,2
38 Positivo 2,86 70 23,0 80,4 30,4 24,5
39 Positivo 2,23 6,0 21,0 94,2 28,6 26,9
40 Positivo 6,97 14,0 42,0 60,3 33,3 20,1
41 Positivo 53 11,0 36,0 67,9 30,6 20,8
42 Positivo 1,38 34 12,0 87,0 28,3 24,6
43 Positivo 341 7,7 25,0 73,3 30,8 22,6
44 Positivo 16 32 11,0 68,8 29,1 20,0
45 Positivo 6,34 15,8 47,0 74,1 24,9 33,6
46 Negativo 2,72 64 19,0 69,8 33,6 23,5
47 Negativo 1,59 38 13,0 81,7 29,2 23,8
48 Negativo 4,53 7,70 23,0 50,70 334 16,9
49 Negativo 3,98 10,5 31,0 779 33,9 26,4
0 Negativo 3,94 98 30,0 76,1 32,6 24,8
51 Negativo 3,53 84 26,0 73,6 32,3 23,7
52 Negativo 133 34 10,0 75,1 34,0 25,5
53 Negativo 172 42 12,0 69,8 35,0 244
4 Negativo 5,42 12,6 39,0 71,9 32,3 23,2
55 Negativo 06 17 80 73,3 21,3 28,3
56 Negativo 5,46 11,7 35,0 64,1 334 21,4
57 Negativo 5,04 12,6 39,0 77,3 32,3 25,0
58 Negativo 2,49 64 21,0 84,3 30,5 25,7
59 Negativo 3,81 90 27,0 70,9 33,3 23,6

60 Negativo 2,75 6,6 20,0 72,7 33,0 24,0
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ANEXO D - Eritrograma de cées ndo infectados por Ehrlichia canis (PCR negativa)
ERITROGRAMA

Animal Mérula Hemacias Hemoglobina VolumeGlobular  VCM  CHCM HCM
(x10°/) (g/dl) (%) (f) (%) (P9

1 Negativo 6,92 18,6 53,0 76,5 35,0 26,8
2 Negativo 7,31 14,3 43,0 58,9 33,2 19,5
3 Negativo 6,32 15,3 45,0 71,2 34,0 24,2
4 Negativo 6,59 153 45,0 68,2 34,0 23,2
5 Negativo 6,50 17,6 49,0 75,3 35,9 27,0
6 Negativo 5,65 14,2 440 77,8 32,2 25,1
7 Negativo 6,75 155 41,0 60,7 37,9 22,9
8 Negativo 7,10 16,9 51,0 71,8 331 23,8
9 Negativo 5,74 135 41,0 71,4 32,9 235
10 Negativo 5,93 16,0 44,0 74,1 36,3 26,9
11  Negativo 6,11 16,3 45,0 73,6 36,2 26,6
12 Negativo 6,93 18,0 49,0 70,7 36,7 25,9
13 Negativo 7,64 16,4 47,0 61,5 34,8 21,4
14 Negativo 6,24 15,7 46,0 73,7 34,1 25,2
15 Negativo 6,41 159 48,0 74,9 331 24,8
16 Negativo 6,38 159 47,0 73,7 33,8 24,9
17 Negativo 6,42 16,4 47,0 73,2 255 34,9
18 Negativo 6,78 16,9 49,0 72,3 34,5 249
19 Negativo 4,49 9,7 29,0 64,5 334 21,6
20 Negativo 5,79 13,3 39,0 67,3 34,1 229
21 Negativo 4,46 10,9 37,0 82,9 29,4 24,4
22 Negativo 6,28 16,3 46,0 73,2 35,4 25,9
23 Negativo 6,79 18,2 54,0 79,5 337 26,8
24 Negativo 6,79 16,3 48,0 70,7 34,0 24,0
25 Negativo 6,63 141 43,0 64,9 32,8 21,3
26 Negativo 6,21 14,6 43,0 69,2 34,0 235
27 Negativo 5,41 14,2 42,0 77,6 33,8 26,2
28 Negativo 6,88 17,5 52,0 75,6 33,7 254
29  Negativo 5,00 11,7 35,0 70,0 334 234
30 Negativo 6,71 159 48,0 71,5 33,1 23,7
31 Negativo 7,06 17,6 52,0 73,7 33,8 24,9
32 Negativo 6,17 159 46,0 75,0 35,0 26,0
33 Negativo 6,22 151 44,0 70,7 34,3 24,3
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34 Negativo 5,04 12,5 36,0 71,4 34,7 24,8
35 Negativo 6,44 16,3 48,0 74,5 34,0 25,3
ANEXO E — Leucograma de cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis, com resultado
positivo para PCR
L eucocitos (/m)
Animal Morula Totais Bastonetes Segmentados Eosindfilos Mondcitos Linfécitos
1 Positivo  19.400 14 10.088 1164 4074 3.880
2 Postivo ~ 7.100 0 5112 497 284 1.207
3 Positivo  24.600 1.353 18.819 123 2.337 1.968
4 Positivo  11.200 112 5.488 1232 784 3.584
5 Postivo ~ 7.400 0 5.106 0 666 1.628
6 Postivo  11.900 833 7.378 0 1.904 1.785
7 Postivo  9.200 0 6.624 0 1.380 1.196
8 Positivo  22.200 1.332 18.315 111 888 1554
9 Postivo ~ 6.100 0 4575 0 488 1.037
10 Postivo  6.800 0 5.236 0 680 884
11 Positivo 8.300 0 6.059 166 996 1.079
12 Positivo ~ 4.500 0 2.565 45 270 1.620
13 Positivo 7.400 74 6.142 74 74 1.036
14 Postivo ~ 4.900 245 2.793 0 196 1.666
15 Postivo ~ 8.600 344 6.278 172 516 1.290
16 Positivo ~ 7.600 0 6.232 0 836 532
17 Positivo 6.000 0 4.740 60 360 840
18 Positivo ~ 4.900 0 3.528 0 147 1.225
19 Postivo  6.100 61 4.880 122 183 84
20 Postivo ~ 8.000 80 6.560 80 720 560
21 Postivo ~ 5.800 0 4.002 174 348 1.276
22 Positivo ~ 5.800 0 4.176 0 522 1.102
23 Positivo ~ 4.900 294 3.480 392 342 392
24 Postivo  14.800 0 13.320 0 1184 296
25 Postivo  6.000 60 3.120 60 480 2.280
26 Postivo 2900 319 2.088 0 58 406
27 Positivo ~ 7.100 0 5538 71 284 1.207
28 Positivo  10.300 0 7.313 0 1.236 1751
29 Postivo ~ 8.000 0 5.120 160 400 2.320
30 Positivo ~ 7.800 0 5.226 78 1014 1.482
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Anexo E — Leucograma de cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis com resultado
positivo para PCR (continuacéo)

L eucocitos (/m)

Animal Morula Totais Bastonetes Segmentados Eosindfilos Mondcitos Linfécitos
31 Positivo ~ 8.600 6 5.676 86 172 2.660
32 Positivo ~ 7.200 0 5112 144 648 1.296
33 Positivo  10.100 505 8.282 0 909 404
A Positivo ~ 5.300 318 3.816 0 159 1.007
35 Positivo ~ 6.300 126 5.292 0 189 693
36 Positivo ~ 17.200 0 12.040 0 2.064 3.096
37 Positivo ~ 8.000 0 5.200 0 1.440 1.360
38 Positivo 4.100 0 3.813 41 164 82
39 Positivo  56.500 3.300 50.600 0 1.639 %61
40 Positivo  14.100 0 9.588 564 1.692 2.256
41 Positivo ~ 1.800 0 756 36 634 324
42 Positivo ~ 6.700 201 5.963 67 201 268
43 Positivo ~ 1.100 22 660 0 220 198
44 Positivo ~ 5.700 342 1.881 0 684 2.793
45 Positivo ~ 5.300 0 3.975 424 212 689
46 Negativo  7.400 666 5.476 0 1.110 148
47 Negativo  13.100 131 10.611 0 1.048 1310
48 Negativo  2.300 115 1.932 23 161 69
49 Negativo 600 0 0 0 0 0
50 Negativo 900 18 306 54,0 108 414
51 Negativo 500 0 0 0 0 0
52 Negativo  27.900 4371 18.135 0 1.395 3534
53 Negativo  2.000 0 0 0 0 0
54 Negativo  6.400 192 5.056 192 320 640
55 Negativo  3.700 148 3.367 0 37 148
56 Negativo  4.000 0 2.960 160 360 520
57 Negativo  8.400 0 4.872 0 756 2.772
58 Negativo 700 0 0 0 0 0
59 Negativo  8.800 83 6.952 176 83 1.496

60 Negativo  10.300 412 7.828 721 412 927
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ANEXO F — Leucograma de cées ndo infectados por Ehrlichia canis (PCR negativa)

L eucécitos (/m)

Animal Morula Totais Bastonetes Segmentados Eosinéfilos Monocitos Linfocitos
1 Negativo  7.500 0 5.100 975 225 1.200
2 Negativo  10.900 0 5.886 1.526 981 2.507
3 Negativo  18.700 0 11.407 3.740 1.496 2.057
4 Negativo  9.400 0 7.238 564 846 752
5 Negativo  9.200 0 6.532 644 828 1.196
6 Negativo  13.200 0 8.184 2.508 39% 2112
7 Negativo  12.500 0 9.125 1.250 125 2.000
8 Negativo  13.800 0 8.004 1.380 1.242 3174
9 Negativo  10.400 0 6.032 2.080 416 1.872
10 Negativo 11.100 0 6.107 2.331 331 2.331
11 Negativo  11.500 0 7.245 1.035 575 2.645
12 Negativo  10.400 0 8.528 416 936 520
13 Negativo  17.800 0 8.544 1.602 1.424 6.230
14 Negativo  14.800 0 10.360 592 444 3404
15 Negativo  12.100 0 9.559 121 242 2.178
16 Negativo  13.400 0 8.978 804 134 3484
17 Negativo  12.900 0 9.288 129 129 334
18 Negativo  16.100 0 10.948 483 483 4.186
19 Negativo  3.100 186 1.457 62 62 1.333
20 Negativo 5400 0 4.050 270 162 918
21 Negativo  9.700 291 7.178 388 291 1552
22 Negativo  14.700 0 7.350 1.617 588 5.145
23 Negativo  10.300 0 6.798 412 618 2472
24 Negativo  5.700 0 4161 171 57 1311
25 Negativo  11.400 114 7410 912 634 2.280
26 Negativo  10.600 106 9.010 424 212 848
27 Negativo  6.900 69 4.140 828 207 1.656
28 Negativo  11.800 0 7.080 1.888 118 2.714
29 Negativo 12.700 0 3.937 254 127 8.382
30 Negativo 11.700 0 4.329 936 351 6.084
31 Negativo  10.800 108 7.668 216 324 2484
32 Negativo  10.600 0 6.678 1.696 318 1.908
33 Negativo  5.600 0 3.864 448 392 896
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A Negativo  5.700 0 3.762 114 1425
35 Negativo  7.800 0 4.524 1.092 2.028

ANEXO G - Proteinas plasméticas totais (PPT), fibrinogénio plasmatico, contagem de
plaguetas e contagem de reticuldcitos de cées naturalmente infectados por
Ehrlichia canis, com resultado positivo para PCR
Anima  Mdérula PPT (g/dl) Fibrinogénio (mg/dl) Plaquetas (/m)  Reticuldcitos (%)
1 Positivo 52 200 70.500 12
2 Positivo 94 400 61.000 <0,5
3 Positivo 84 400 257.500 05
4 Positivo 7.2 400 132.500 08
5 Positivo 54 400 45.000 20
6 Positivo 7,6 400 70.000 <0,5
7 Positivo 54 200 54.000 04
8 Positivo 6,0 200 49.500 26
9 Positivo 46 100 45.300 01
10 Positivo 54 400 45,000 20
1 Positivo 6,2 500 82.500 08
12 Positivo 58 200 22.500 04
13 Positivo 50 200 45.000 05
14 Positivo 64 400 18.000 <0,5
15 Positivo 70 400 62.000 08
16 Positivo 78 400 45,000 <0,5
17 Positivo 56 200 109.500 14
18 Positivo 5,6 200 103.000 <0,06
19 Positivo 50 400 124.500 19
20 Positivo 6,2 200 67.500 <0,5
21 Positivo 56 400 63.750 <0,5
22 Positivo 74 200 35.700 10
23 Positivo 80 200 25.500 02
24 Positivo 84 400 73.950 08
25 Positivo 7,6 400 62.500 <0,5
26 Positivo 40 400 30.000 <0,5
27 Positivo 9,0 400 120.000 20
28 Positivo 4,6 200 34.500 08
29 Positivo 82 200 73.200 04
30 Positivo 4,0 200 105.000 <0,1
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ANEXO G - Proteinas plasmaticas totais (PPT), fibrinogénio plasmético, contagem de
plaguetas e contagem de reticulcitos de cées naturalmente infectados por
Ehrlichia canis, com resultado positivo para PCR (continuag&o)

Anima  Mdrula PPT (g/dl) Fibrinogénio (mg/dl) Plaquetas (/m) Reticul ocitos(%)

31 Positivo 80 100 105.000 20
32 Positivo 64 500 152.000 09
33 Positivo 50 200 47500 <0,5
A Positivo 44 200 42.000 <0,5
35 Positivo 38 200 27.500 <0,5
36 Positivo 26 200 77.500 <0,5
37 Positivo 78 100 79.00 <0,5
38 Positivo 54 400 37.500 14
39 Positivo 6,8 400 75.500 13
40 Positivo 72 200 87.300 20
41 Positivo 64 400 97.500 <0,5
42 Positivo 6,2 200 19.500 16
43 Positivo 56 600 87.500 <0,5
44 Positivo 44 200 67.500 038
45 Positivo 80 200 140.250 14
46 Negativo 54 400 106.000 01
47 Negativo 58 200 10.000 06
48 Negativo 11,2 400 120.000 <0,5
49 Negativo 7,6 600 12.500 <0,5
50 Negativo 72 500 257.500 <0,5
51 Negativo 74 400 30.000 <0,5
52 Negativo 56 200 12.700 0,75
53 Negativo 70 200 11.250 <0,5
54 Negativo 9.6 200 175.950 >1,5
55 Negativo 38 400 10.000 <0,5
56 Negativo 8,2 200 170.000 <0,5
57 Negativo 10,8 200 130.000 0,6
58  Negativo 88 600 112.500 <0,5
59 Negativo 10,6 400 100.000 <0,5

60 Negativo 84 200 127.500 <0,5
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ANEXO H - Proteinas plasmaticas (PPT), fibrinogénio plasmatico, contagens de plaquetas e
reticul 6citos de cdes ndo infectados por Ehrlichia canis (PCR negativa)
Animal  Morula PPT (g/dl) Fibrinogénio (mg/dl) Plaquetas (/) Reticul 6citos(%o)

1 Negativo 8,0 200 205.500 13
2 Negetivo 8,0 400 274.500 0,7
3 Negativo 70 200 211.500 17
4 Negativo 80 200 186.000 18
5 Negativo 6,6 200 184.500 13
6 Negativo 70 200 315.000 17
7 Negativo 7,0 200 232.000 05
8 Negetivo 7,6 200 186.150 18
9 Negativo 88 200 300.000 23
10  Negetivo 84 200 265.200 05
11 Negativo 8,0 400 280.500 <0,5
12 Negativo 838 400 153.000 <05
13 Negativo 8,2 400 321.300 11
14 Negativo 64 200 321.300 05
15 Negetivo 64 200 295.800 08
16 Negativo 6,2 200 331.500 <0,5
17 Negativo 64 200 265.200 <0,5
18 Negativo 64 400 280.500 <0,5
19 Negativo 8,6 200 53.600 <0,5
20  Negativo 7.2 200 150.500 <0,5
21 Negativo 6,0 200 726.000 12
2 Negativo 74 400 255.000 15
23 Negativo 64 400 117.300 <0,5
24 Negativo 6,8 400 89.200 <0,5
25 Negativo 7,0 400 104.500 <0,5
26 Negativo 76 400 132.600 06
27 Negetivo 72 200 328.900 <0,5
28 Negativo 6,2 200 293.250 1,15
29 Negativo 84 200 140.250 1,08
30  Negativo 74 200 127.500 1,38
31 Negativo 6,6 200 288.150 12
32 Negativo 70 400 255.000 05
33 Negativo 80 400 33.500 42
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A Negativo 6,0 400 76.500 <0,5
35 Negativo 6,6 400 109.650 29
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Santarém, V.A. Achados epidemiol 6gicos, clinicos e hematol 6gicos e comparacdo de
técnicas para diagnostico de Ehrlichia canis. Botucatu, 2003. Tese (Doutorado em
Medicina Veterindria, Area de Concentracdo: Clinica Veterindria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “ Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

Com o objetivo de estudar os achados epidemiologicos, clinicos e hematoldgicos
associados com ehrlichiose, e comparar técnicas citol dgicas para deteccdo de morulas
de Ehrlichia canis a partir de um método de leuconcentracéo (LC) e pela citologia de
sangue periférico da veia jugular (SP) e de margem de orelha (MO), foram obtidas
amostras de 60 cdes naturalmente infectados, utilizando-se outros 35 como controle.
Para validacdo das técnicas, adotou-se a PCR como técnica padréo-ouro. Verificou-se
gue a doenca foi mais comum nos meses frios e secos, nos caes com idade inferior a
um ano e com defini¢do racial, que habitavam locais com presenca de terra e outros
caes e tinham historico de infestagdo por carrapatos. Os sinais clinicos mais comuns
foram apatia, anorexia, linfadenomegalia, febre e palidez de mucosas. Melena e
hemorragias na pele foram o0s principais sinais hemorrdgicos. Anemia e
trombocitopenia constituiram-se nas alteragbes hematologicas mais freqlentes, e
tiveram sua sensibilidade aumentada quando foram associadas. A leuconcentragcéo
mostrou-se a melhor técnica, especiamente para animais em fase aguda. A
sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, de 13,33% e 100% em SP,
26,67% e 97,14% na PO, e de 73,33% e 100% para a LC. Os valores preditivos
positivo e negativo corresponderam a 100% e 40,23% em SP; 94,12% e 43,59% em
MO; e a 100% e 68,63% na LC.

Palavras-chave: achados clinico-laboraoriais, canino; diagnéstico; ehrlichiose;

epidemiologia
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Santarém, V.A. Epidemiological, clinical and hematoloical findings, and comparison
between techniques for the diagnosis of Ehrlichia canis. Botucatu, 2003. Tese
(Doutorado em Medicina Veterindria, Area de Concentracdo: Clinica Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista“Jalio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The subject of this work was to correlate the epidemiological, clinical and
hematological findings with ehrlichiosis, and to compare the citological diagnostic
based on the detection of Ehrlichia canis morulae using a leukoconcentration
technique (LT) with the blood smear of pheriphera vein (PV) and ear margin (EM).
Sixty animals with natural infection entered in the study and others 35 were used as
control. The methods were compared to the PCR “gold standard”. The disease was
most frequent in the coldest and driest months. The prevalence was higher in purebred.
The maiority were one to twelve months old, they lived in contact with earth and dogs,
and the tick infestation was related by their owners. Apathy, anorexia,
lymphadenopathy, fever and pale mucous membranes were the most consistent clinical
signs. The most strikking hemorragic signals were melena e disturbes in the skin.
Thrombocytopenia and anemia were the most common hematological findings, and
their sensibilities were highest when they were used in combination. The LT presented
the best results for the detection of morulae, specialy in the acute phase of the disease.
Sensibility and specificity were, respectivelly, of 13,33% and 100% for PV; 26,67%
and 97,14% for EM; and 73,33% and 100% for LT. The preditive positive and
negative values werel00% and 40,23% for PV; 94,12% and 43,59% for EM; 100%
and 68,63% for LT.

Key words. clinical and laboratoria findings, canine; diagnosis;, ehrlichiosis;

epidemiology
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