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RESUMO

Obijetivou-se relatar aspectos clinico, parasitoldgico, soroldgico e molecular de 98 cdes com suspeita de
erliquiose e /ou anaplasmose, atendidos no Hospital Veterinario da Uniube e critérios que motivaram a
suspeita clinica. Desses, 56,12% (55/98) eram do grupo CS (com sinais), sendo considerados para esse
grupo trés ou mais sinais compativeis com a doenga, como: anorexia, presenca de ectoparasitas, palidez de
mucosas, esplenomegalia, hipertermia e epistaxe e 43,87% (43/98) do grupo SS (sem sinais). A maioria
fémeas, 1 a 5 anos, raga definida. Realizaram-se hemograma, pesquisas parasitolégica, sorolégica e
molecular. Dos positivos no parasitoldgico 4,65% (2/43) eram SS e 7,27% (4/55) CS. Na sorologia, 76,74%
(33/43) SS e 38,18% (21/55) CS, e no PCR 29,09% (23/55) foram positivos em CS e 16,28% (7/43) SS.
Houve diferenca estatistica para presenca de ectoparasitas, esplenomegalia e epistaxe, e ndo houve
diferenga estatistica para trombocitopenia.
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ABSTRACT

The objetctive was to report clinical, parasitological, serological and molecular aspects of dogs with
suspected ehrlichiosis and/or anaplasmosis, attended at the Veterinary Hospital of Uniube and criteria that
motivated the suspicion. Of these, 56,12% (55/98) were from the CS group (with signs), three or more signs
compatible with the disease were considered for this group, such as: anorexia, presence of ectoparasites,
pale mucous membranes, splenomegaly, hyperthermia and epistaxis; and 43,87% (43/98) of group SS
(without signs). Most females, 1 to 5 years old, defined breed. Blood count, parasitological, serological and
molecular research were carried out. Of the positives in the parasitological study, 4,65% (2/43) were SS
and 7,27% (4/55) CS. In serology, 76,74% (33/43) SS and 38,18% (21/55) CS, and in PCR, 29.09% (23/55)
were positive in CS and 16.28% (7/43) in SS. There was a statistical difference for the presence of
ectoparasites, splenomegaly, and epistaxis, and there was no statistical difference for thrombocytopenia.

Keywords: A. platys; E. canis; diagnosis.

INTRODUCAO

As hemoparasitoses tém se tornado um grande desafio, para os médicos
veterinarios de pequenos animais, e dentre elas, a erliquiose monocitica e anaplasmose
canina apresentam elevada casuistica em clinicas de animais de companhia e hospitais
veterinarios (GUIMARAES et al., 2021). No Brasil, a prevaléncia destas enfermidades,
varia de 4,8% a 70,0 %, dependendo da regido estudada (AGUIAR et al., 2007;
ESPINDOLA et al.,, 2016). Sdo doengas causadas por bactérias gram-negativas
intracelulares obrigatorias, da ordem Rickettsiales e familia Anaplasmataceae, cujos
agentes etioldgicos sdo Ehrlichia canis e Anaplasma platys, que infectam mondcitos e
plaquetas, respectivamente, e sdo transmitidos pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus
(RAMAKANT et al., 2020).

Muitas vezes, ao observar que 0 paciente apresenta apenas um sinal caracteristico,
o clinico suspeita das enfermidades, ndo considerando outros aspectos associados a sua
ocorréncia e/ou as particularidades de cada cao atendido. Dentre esses fatores, pode-se
citar a presenca de carrapatos, que sdo o0s vetores transmissores da doenga, e mesmo que
o animal apresente outras condi¢Bes clinicas, sdo considerados importantes pelo
veterinario para suspeita clinica (DINIZ et al., 2022).

Para um diagnostico presuntivo, o ideal é que o médico veterinario associe as
alteracdes clinicas e hematologicas, e para diagnéstico confirmatério, torna-se necessario
a utilizacdo de testes como: parasitologico, que permite a visualizacdo das morulas dos
parasitos; soroldgico, que detecta os titulos de anticorpos anti-E. canis e anti-A. platys;

e/ou PCR, atraves da deteccdo de DNA dos agentes. Todos os testes auxiliam no
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diagnostico das enfermidades, mas possuem algumas limitagcGes, como: reacdo cruzada,
resultados falsos positivos ou falsos negativos, sendo a técnica molecular considerada a
mais sensivel e especifica (WANER, 2022). O objetivo deste trabalho foi descrever os
perfis hematologico, parasitoldgico, soroldgico e molecular de cdes com suspeita clinica
de anaplasmose e/ou erliquiose canina, e estabelecer os critérios que levaram o clinico a

suspeitar das doengas.

MATERIAL E METODOS

Local e aspectos éticos

A pesquisa foi realizada no Hospital Veterinario da Uniube, através do
acompanhamento de consultas e/ou internacdo de 98 cées, com suspeita de erliquiose e/ou
anaplasmose canina, sendo 0 hemograma, exames parasitologico e soroldgico realizados
nos laboratérios de analise clinica e medicina veterindria preventiva, e a pesquisa
molecular realizada no Instituto René Rachou (Fiocruz Minas), em Belo Horizonte —
Minas Gerais. O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica e Experimentagio
Animal, sendo considerado aprovado.

Coleta de dados

Dados epidemioldgicos referentes a idade, raca, sexo, presenca de carrapatos e/ou
histérico clinico de hemoparasitoses, convivio com outros cdes, acesso a rua e sinais
clinicos compativeis com as enfermidades estudadas foram obtidos.

Critérios de incluséo

Para confirmar suspeita clinica do médico veterinario responsavel pelo
atendimento, estabeleceu-se o critério de que 0s animais apresentassem trés ou mais sinais
compativeis com a doenga, como: anorexia, presenca de ectoparasitas, palidez de
mucosas, esplenomegalia, hipertermia e epistaxe (DINIZ et al., 2022; SILVESTRINI et
al.,, 2023). A partir deste critério foram criados dois grupos: CS (com sinais
caracteristicos) e SS (sem sinais caracteristicos).

Coleta de amostras e analises laboratoriais

Foram coletadas amostras de sangue periférico da ponta de orelha e confeccionado
esfregaco sanguineo para pesquisa parasitolégica de morulas de E. canis e A. platys, e
duas amostras de sangue por animal, através de venopuncéo, sendo uma acondicionada
em tubo com anticoagulante (EDTA K3 — BD Vacutainer®), para realizacdo de

hemograma, e outra em tubo sem anticoagulante para pesquisa soroldgica de anticorpos

380



IgG e IgM anti Ehrlichia canis (Alere Erliquiose Ac Test Kit®), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Todas as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Biologia Molecular do Instituto René Rachou (Fiocruz Minas), no qual realizou-se a
extracdo de DNA de E. canis e Anaplasma platys, com Kit comercial (GE- Healthcare®)
e amplificacdo em técnica de reacdo em cadeia polimerase (PCR), utilizando primers
especificos segundo literatura (BATISTA et al., 2016; MARTIN et al., 2005).

Anédlise Estatistica

A presenca de sinais clinicos compativeis ou ndo nos grupos indicados em relagéo
aos dados epidemioldgicos e/ou testes diagnosticos foram tabulados e submetidos a
andlise estatistica pelo teste de Fisher com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os
dados foram submetidos a analise estatistica descritiva, calculando-se a média e o desvio

padrdo. As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Statistica 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 98 caes, 56,12% (55/98) apresentavam no minimo 03 sinais clinicos
compativeis com hemoparasitoses, sendo considerados do grupo CS (com sinais clinicos),
enquanto 43,88% (43/98) faziam parte do grupo SS (sem sinais clinicos) (Figura 1).

Figura 1- Animais com sinais clinicos (CS) e sem sinais clinicos (SS) de anaplasmoses e/ou
erliquiose atendidos no Hospital Veterinario da Uniube
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Fonte: Autores (2023)

Em relacdo ao sexo, idade e raca, ndo houve diferenca significativa entre os grupos

CS (com sinais clinicos) e SS (sem sinais clinicos), como pode ser observado na Tabela
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1. Alguns autores relatam ndo observar correlacdo da positividade para erliquiose e/ou
anaplasmose canina com as variaveis idade, sexo ou raga (NAKAGHI et al., 2010;
CARTAGENA et al., 2015) , como ocorreu no presente trabalho, pois ndo se observou
diferenca significativa em relacdo a estes aspectos, mas notou-se que a maior parte dos
animais, em ambos os grupos (CS e SS) era fémea, na faixa etaria de 1 a 5 anos e de raca
pura, sendo estes resultados semelhantes a outros estudos (BORIN et al., 2009; BASSI et
al., 2011).

Tabela 1 — Caracterizacdo epidemioldgica dos grupos sem sinais clinicos compativeis (Grupo
SS) e com sinais clinicos compativeis (Grupo CS) em relacéo a sexo, faixa etéria e raca de cées

atendidos no Hospital Veterinario da Uniube com suspeita de erliquiose e/ou anaplasmose.

GRUPOS SS (n=43) CS (n=55)

Sexo N % N %
Fémeas 24 55,812 33 60,002
Machos 19 44,192 22 40,002

Faixa Etaria N % N %
1ab5 anos 21 48,842 28 50,912
6 a 10 anos 18 41,862 14 25,452
11 a 15 anos 4 9,302 13 23,642

Raca N % N %
Raca definida 29 67,442 28 50,912
Sem raca definida 14 32,562 27 49,092

Nota: Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre
0s grupos pelo teste de Fisher

Observou-seque 60,46% dos animais do Grupo SS conviviam com outros cdes,
fator que apresentou diferenca significativa (p<0,05) no Grupo SS. Notou-se diferenca

significativa nos dois grupos quanto a presenca de carrapatos (Tabela 2).
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Tabela 2: Fatores de risco para ocorréncia de hemoparasitoses considerados nos prontuérios de
cdes com suspeita clinica de erliquiose e/ou anaplasmose canina atendidos no Hospital

Veterinario da Uniube

SS (n=43) CS (n=55)
Convivio com outros cées N % N %
Sim 26 60,47° 11 20,002
Né&o 2 4,652 2 3,642
Néo informado no prontudrio 15 34,882 42 76,362
Acesso & rua N % N %
Sim 21 48,842 21 38,182
Né&o 7 16,282 7 12,732
Néo informado no prontuario 15 34,882 27 49,09?
Presenca de Carrapatos N % N %
Sim 11 25,58P 42 76,36"
Né&o 32 74,42° 13 23,64°

Nota: Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre 0s
grupospelo teste de Fisher

O acesso & rua ou convivio com outros cdes podem ser considerados fatores de
risco para ocorréncia das enfermidades. Alguns pesquisadores (AZEVEDO et al., 2011,
DOS ANJOS et al.; 2020) observaram a correlagdo entre soropositividade para E. canis
e A. platys com relacdo a estes fatores, ressaltando uma maior chance de infec¢do quando
0 contato ocorre entre cdes criados em regime domiciliar e cdes de rua, visto que 0s
ultimos ndo sdo submetidos a tratamentos ou medidas de preven¢do no combate ao vetor
transmissor. Foi observada diferenca significativa em relacdo ao convivio com outros
cdes no grupo SS. Porém, esses animais possivelmente nao apresentavam sinais clinicos
por ndo terem acesso & rua e/ou passarem por medidas de controle contra o vetor
transmissor das doencas, diminuindo assim as chances de infeccdo (AZEVEDO et al.,
2011; DOS ANJOS et al.; 2020).

No estudo dos critérios utilizados pelo clinico para suspeitar das enfermidades,
foram considerados: presenca de ectoparasitas, mucosas hipocoradas, epistaxe e

esplenomegalia nos grupos CS e SS, respectivamente (Gréficos: 2A, 2B, 2C e 2D).
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Figurass 2A, 2B, 2C e 2D - Critérios de suspeita clinica: presenca de ectoparasitas (2A);
mucosas hipocoradas (2B); epistaxe (2C); esplenomegalia (2D)

2A Presenca de ectoparasitas 2B Mucosas hipocoradas

@l Cs 100+

@l Cs
W SS = ss
804
T 60,0 _
2 ©
2 : s 5813
8 < < 47,27
[5) o 41,87
o ) )
2 40
204
Epistaxe 2D Sim Nio
2C 10  mmCS 1001 20
1007 87,27
Il SS @R Cs
80- 807 . ss
= s
3 o 8 M
< [0}
8 °
s a0 S 401
- 20-
2 9,09 12,73
0 0+
Sim Nao Sim Nao

Fonte: Autores (2023)
A erliquiose e anaplasmose canina apresentam sinais clinicos inespecificos, como:

anorexia, hipertermia, presenca de ectoparasitas, petéquias, epistaxe, hematiria, vomito,

palidez de mucosas, dificuldade de locomocdo e sensibilidade dolorosa durante palpacéo

abdominal (DINIZ et al., 2022), o que muitas vezes torna o diagnostico complexo.

Epistaxe e esplenomegalia foram os sinais clinicos mais predominantes nos animais do

grupo CS (p<0,05), indicando que estes possam ser caracteristicos das enfermidades. A

presenca de carrapatos foi um critério utilizado pelos veterinarios para suspeita clinica,

mesmo que 0 paciente nao apresentasse sinais compativeis. Acredita-se que o ciclo do A.

platys, apesar de ndo estar completamente definido, seja similar ao da E. canis

(DAGNONE et al., 2009), e a principal forma de transmissao ocorre pela inoculagdo dos

agentes no sangue, através do carrapato R. sanguineus (SIVESTRINI et al., 2023). O cédo

é infectante apenas na fase aguda da doenca, quando h& uma grande quantidade de

hemoparasitas no sangue. O carrapato pode permanecer infectante por um ano (DINIZ et
al., 2022; SIVESTRINI etal., 2023). A presenca de carrapatos foi significativa (p < 0,05),

0 que corrobora com uma pesquisa (FONSECA et al., 2012), que menciona que durante

0 exame clinico, a observacédo de ectoparasitas € um fator importante para a suspeita, mas

384



também ressalta que deve ser avaliado juntamente com as demais manifestagdes clinicas
apresentadas.

Analisando os grupos CS e SS, notou-se que o grupo CS apresentou maior
frequéncia de normalidade nos valores de referéncia no eritrograma (50,91% - 28/55),
leucograma (54,55% -30/55) e trombograma (52,73% - 29/55), enquanto o grupo SS
apresentou maior prevalénciade anemia (48,84% - 21/43); leucocitose (41,86% - 18/43)
e valores de referéncia normais no trombograma (46,51% - 20/43) (Gréficos 6 A, B, C).

Figuras 3A, 2B, e 3C — Perfil eritrocitario grupo CS (com sinal clinico) e grupo SS (sem sinal
clinico (3A); perfil leucocitario grupo CS (com sinal clinico) e grupo SS (sem sinal clinico)
(3B); plaguetograma grupo CS (com sinal clinico) e SS (sem sinal clinico) (3C)
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Fonte: Autores (2023)

As principais alteracdes hematologicas na erliquiose canina sdo: anemia,
leucopenia, trombocitopenia na fase aguda; leve trombocitopenia na fase subclinica e
pancitopenia na fase cronica (DAGNONE et al., 2009; SILVESTRINI et al., 2023). Em
relacdo ao eritrograma, na fase aguda da erliquiose, momento em que os sinais clinicos
sdo mais evidentes, os valores eritrocitarios sdo variaveis, enquanto na fase subclinica é
comum anemia (MARQUES e GOMES; 2020). A policitemia pode ocorrer como
consequéncia de desidratacdo ou contracdo esplénica (THRALL, 2007). Albernaz e
colaboradores (2007) observaram anemia em 60,7% (133/219) dos cées estudados, sendo
destruicdo das hemacias pelo sistema complemento e retirada destas células pelo sistema
fagocitico mononuclear (THRALL, 2007). O que difere do presente estudo, visto que a
maior parte dos animais que tinham sinais clinicos apresentava valores eritrocitarios
dentro da normalidade. Porém, notou-se que no grupo SS a maior parte dos animais

apresentava anemia, seguido de normalidade nos valores, podendo a anemia neste Gltimo

@ GrupoCS

W Grupo SS

Trombocitose Trombocitopenia Sem alteragées
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grupo ser justificada por outras causas ndo relacionadas a a anaplasmose e/ou erliquiose,
ou até mesmo pela fase das doencas (ALMOSNY, 2002). Na anaplasmose canina é mais
comum a ocorréncia de trombocitopenia ciclica e os valores de eritrdcitos sdo variaveis
(ALMOSNY, 2002; THRALL, 2007). Harvey et al. (2006) descreveram anemia em
infeccdo experimental por A. platys, sendo que esta pode ocorrer quando a
trombocitopenia e aparecimento esporadico do parasito diminuem (ALMOSNY, 2002).
Quanto ao leucograma, na fase aguda da erliquiose 0 nimero de leucdcitos €
varidvel (ALMOSNY, 2002), enquanto na fase subclinica e cronica é mais comum a
ocorréncia de leucopenia (HARVEY et al., 2006). Os resultados encontrados na presente
pesquisa foram semelhantes a outros estudos (ALBERNAZ et al., 2007; FONSECA,
2012), onde foram observados tanto leucocitose quanto valores dentro da normalidade,
que ocorreu em maior percentual nos grupos SS e CS, respectivamente. As alteracdes
leucocitarias podem néo ser evidenciadas até a quarta semana de infec¢do, momento em
que a leucopenia se torna um achado importante, devido & supressao medular (THRALL,
2007). Os resultados obtidos no presente trabalhopodem ser justificados pelas diferentes
fases da erliquiose, porém pode-se atribuir a leucocitose a outras causas, como estresse
durante a coleta ou ainda outras infecgdes (THRALL, 2007; FONSECA, 2012). Na
anaplasmose canina, a contagem total de leucdcitos parece ser variavel (HARVEY et al.,
2006). Na erliquiose e/ou anaplasmose, a trombocitopenia é considerado o achado mais
relatado na literatura, além de muitas vezes ser considerada um achado consistente para
ocorréncia de tais enfermidades (DAGNONE et al., 2009; HARVEY et al.,2006;
NAKAGHI et al., 2010; BASSI et al., 2011; ESPINDOLA et al., 2015). N3o foi
observada diferenca significativa em relacdo a este pardmetro no presente estudo,
resultado semelhante ao observado por Fonseca (2012), sugerindo que esta alteracdo nao
deve ser correlacionada isoladamente com a ocorréncia de tais enfermidades. A maior
parte dos animais dos grupos CS e SS apresentavam valores plaquetérios dentro da
normalidade, seguido de trombocitopenia. Cerca de um terco dos cdes com aspectos
clinicos e/ou soroldgicos de erliquiose ndo apresentam trombocitopenia, sendo que esta
caracteristica pode ser atribuida também as fases clinicas da doenga (ALMOSNY, 2002).
A trombocitopenia pode ocorrer pela reducdo da meia vida e destrui¢do plaquetaria (DE
SA et al., 2018). Na anaplasmose canina, a trombocitopenia aparece ciclicamente, sendo
a doenca também conhecida como trombocitopenia ciclica canina por este motivo. Nos

dias em que ha trombocitopenia, as inclusGes ndo sdo observadas na pesquisa
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parasitologica, concordando com os achados de um animal positivo para anaplasmose
desta pesquisa, que foi positivo na pesquisa parasitolégica, mas apresentava valores
plaquetérios dentro da normalidade no hemograma. Com a evolu¢do do quadro de
anaplasmose, a tendéncia ciclica diminui e a trombocitopenia tende a agravar (HARVEY
et al., 2006; DAGNONE et al., 2009).

Foram realizados testes: parasitoldgico, soroldgico e molecular em todos animais
do grupo CS, e SS. Em relagdo & pesquisa parasitoldgica, 7,27% (4/55) dos animais do
grupo CS e 4,65% (2/43) dos animais do grupo SS foram positivos (Grafico 4A), sendo
que cinco animais eram positivos para E. canis e um positivo para A. platys. Na pesquisa
soroldgica, 38,10% (21/55) do grupo CS, e 76,74% (33/43) dos animais do Grupo SS
foram positivos e foi observada diferenca significativa (p<0,05) nos animais positivos dos
dois grupos (Fig 4B).

Figuras 4A e 4B — Perfil parasitoldgico (4A) e soroldgico (4B) dos grupos CS (com sinal
clinico) e SS (sem sinal clinico) de cées atendidos no Hospital Veterinario da Uniube
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Fonte: Autores (2023)

A baixa prevaléncia de animais positivos observada no teste parasitolégico no
presente estudo concorda com achados de Borin e colaboradores (2009), podendo ser
justificada pela menor sensibilidade deste teste quando comparado aos outros métodos
diagnosticos, uma vez que o0 animal precisa estar em pico de parasitemia para ser positivo
(NAKAGHI et al., 2010). E importante ressaltar que um exame parasitolégico negativo
ndo exclui a possibilidade de infecgdo, sendo necessario 0 uso de mais métodos
diagnosticos diante da suspeita clinica (ALMOSNY, 2002).

No presente trabalho, foi observado maior percentual de animais soropositivos no
grupo SS (76,74%) e maior percentual de animais soronegativos no grupo CS (61,82%).

Vale ressaltar que o imunoensaio cromatografico detecta anticorpos IgM e 1gG anti-E.
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canis, sendo a IgM detectada apos 7 dias de infeccdo, e IgG ap6s 15 dias de infecgédo
permanecendo circulante de trés a onze meses, o que dificulta a diferenciagdo de uma
exposicédo recente ou antiga (ALMOSNY, 2002; AGUIAR et al., 2007).

Na pesquisa molecular, 29,09% (23/55) foram positivos em CS e 16,28% (7/43)
SS (Grafico 5), demonstrando ser um método mais sensivel, quando comparado aos
outros métodos, concordando com o que é relatado na literatura (ALMOSNY, 2002;
DAGNONE et al., 2009; NAKAGHI et al., 2010; DINIZ et al., 2022).

Figura 5 — Perfil molecular grupos CS (com sinal clinico) e SS (sem sinal clinico) de cdes com
suspeita de erliquiose e/ou anaplasmoses atendidos no Hospital Veterinario da Uniube
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Fonte: Autores (2023)

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, conclui-se que a epistaxe e esplenomegalia sdo sinais clinicos
considerados sugestivos de erliquiose e/ou anaplasmose, e que a presenca de ectoparasitos
é um fator de risco para o aparecimento das rickettsioses. A trombocitopenia ndo pode
ser considerada isoladamente como um achado caracteristico das enfermidades, e é
necessario que o clinico avalie detalhadamente os achados clinicos, hematoldgicos e

solicite exames parasitoldgico, sorologico e molecular antes de estabelecer o protocolo
terapéutico.
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