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Resumo. Erliquiose é uma doenca de distribuicdo mundial e carater severo, caso ndo
diagnosticada e tratada corretamente o progndstico é reservado. O presente estudo teve por
objetivo analisar todos os laudos de cdes machos e fémeas adultos no periodo de 2016 a
2019, separando-os em grupo positivo (16), composto por animais que apresentaram
morulas de Ehrlichia spp. no esfregaco sanguineo e grupo negativo (43), com cées higidos,
cujas amostras foram enviadas a laboratério comercial na cidade de Pogos de Caldas, MG,
Brasil. Foi realizada estatistica descritiva dos parametros hematoldgicos e bioquimicos de
cada grupo e andlise de comparagdo com Teste F e Teste de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 5%. Os parametros significativos neste estudo foram: VCM (P = 0,02),
CHCM (P =0,0005), Leu/mm3 (P = 0,002), Lin% (P = 0,005), Plag x 103/mm?3 (P < 0,0001),
PPT (P = 0,02) e ALT (P = 0,009). Os achados laboratoriais foram semelhantes aos
descritos na literatura, porém sendo inespecificos é necessaria associagdo com historico
clinico, exame fisico e demais exames complementares para diagndstico.
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Analysis of laboratory findings in dogs with ehrlichiosis in Pocos de
Caldas, Minas Gerais

Abstract. Ehrlichiosis is a disease of worldwide distribution and severe character, if
undiagnosed and properly treated the prognosis is reserved. This article carried out data
analysis from all adult canine male and female samples sent in a period from 2016 to 2019
to a commercial diagnostic laboratory located in Pocos de Caldas city, Minas Gerais state,
in Brazil. The samples were separated into a positive group (16), composed of dogs that
presented Ehrlichia spp. morulae in blood smear and negative group (43), with healthy
dogs. Descriptive statistics of hematological and biochemical parameters of each group
were previously performed and the comparison analysis was tested with F Test and
Kruskal-Wallis Test, with a significance level of 5%. The significant parameters in this
study were: VCM (P =0.02), CHCM (P = 0.0005), Leu/mm3 (P =0.002), Lin% (P = 0.005),
Plat x 103/mm3 (P < 0.0001), PPT (P = 0.02) e ALT (P = 0.009). The laboratory findings
were similar to those was described in the literature. However, they are non-specific, being
required for diagnostic the association with clinical history, physical examination and other
complementary tests.
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Analisis de hallazgos de laboratorio en perros con ehrlichiosis en
Pocos de Caldas-MG

Resumen. La erliquiosis es una enfermedad de distribucion mundial y de caracter grave,
si no se diagnostica y trata correctamente, el pronostico es reservado. El presente estudio
tuvo como objetivo analizar todos informes de perros adultos machos y hembras de 2016
a 2019, separandolos en un grupo positivo (16), compuesto por perros que presentaran
morulas de Ehrlichia spp. en el frotis de sangre y grupo negativo (43), con peros sanos,
cuyas muestras fueron enviadas a un laboratorio comercial en la ciudad de Pogos de Caldas,
Minas Gerais, Brasil. Se realiz6 una estadistica descriptiva de los parametros
hematoldgicos y bioquimicos de cada grupo y un analisis de comparacion con la Prueba F
y la Prueba de Kruskal-Wallis, con un nivel de significacion del 5%. Los pardmetros
significativos en este estudio fueron: VCM (P = 0,02), CHCM (P = 0,0005), Leu/mm3 (P =
0,002), Lin% (P = 0,005), Plaquetas x 103/mm3 (P < 0,0001), PPT (P =0,02) e ALT (P =
0,009). Los hallazgos de laboratorio fueron similares a los descritos en la literatura; sin
embargo, al no ser especificos, es necesaria una asociacion con la historia clinica, el
examen fisico y otras pruebas de diagnostico.
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Introducéo

As bactérias do género Ehrlichia spp. sdo intracelulares obrigatérias e seu ciclo envolve um
hospedeiro vertebrado infectado e um carrapato como vetor. Animais selvagens sdo hospedeiros e
reservatorios naturais; porém, infecces em animais de companhia e humanos sdo recorrentes (Almosny,
1998; Kohn et al., 2008; Saito & Walker, 2016). Em hospedeiros naturais a infeccdo costuma ser
subclinica, ja em hospedeiros acidentais severa. Sabe-se que a distribui¢do é mundial e a incidéncia vem
aumentando em diversos paises (Sainz et al., 2015; Saito & Walker, 2016).

Segundo Dumler et al. (2001) e Kohn et al. (2008), essa doenga é transmitida pelos carrapatos Ixodes
spp., Rhipicephalus spp. e Amblyoma spp., permanecendo albergadas por todos os estagios do ciclo do
artrépode. A infeccdo ocorre pela inoculacdo da secrecdo salivar do carrapato. Cées infectados
apresentam sinais clinicos inespecificos, sendo as mais comuns letargias, inapeténcia, febre e
esplenomegalia. Alteragdes nos achados laboratoriais incluem trombocitopenia, anemia, linfopenia,
hipoalbuminemia, aumento de atividade de fosfatase alcalina, hiperglobulinemia e aumento de atividade
de alanina aminotransferase. Pode cursar doenga multisistémica, com ou sem sangramento, com
petéquias e/ou equimoses (Saito & Walker, 2016). De acordo com Kohn et al. (2008) e Sainz et al.
(2015), o método de deteccdo por visualizacdo de morulas em esfregaco sanguineo tem baixa
sensibilidade. O diagnostico pode ser feito por PCR, sorolégico, observacdo da moérula em esfregaco
sanguineo e/ou por melhora clinica ap6s iniciar tratamento com doxyciclina.

Objetivou-se com este estudo analisar os laudos de cées que apresentaram morulas de Ehrlichia spp.
em esfregaco sanguineo, cujas amostras foram enviadas ao setor de Anélises Clinicas da clinica Nucleo
Veterinério de Pogos de Caldas-MG entre 2016 & 2019, comparando estatisticamente os achados
laboratoriais e contribuindo com a producédo de dados a respeito da doenca nesta regido.

Material e métodos

Foram analisados nos arquivos do laboratério da clinica Ndcleo Veterinario-Medicina Especializada
e Intensiva/Pocos de Caldas, MG, Brasil, todos os laudos hematol6gicos e bioquimicos do periodo de
2016 a 2019 (estudo retrospectivo), onde foram selecionados no total 59 laudos de cdes machos e fémeas
adultos para o presente estudo, separando-0s em grupo positivo, pertencente aos laudos de hemogramas
com a presenca de morulas de Ehrlichia spp. (16/59) observadas durante o exame do esfregaco
sanguineo e com laudos de ocasionais exames bioquimicos; grupo negativo, com laudos de caes
clinicamente saudaveis os quais foram encaminhados para exames pré-operatdrios ou de rotina com
nenhuma ou discretas alterac6es analiticas (43/59).

Os parametros escolhidos para anélise de comparagéo entre grupos foram VCM (volume corpuscular
médio), CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média), Leu/mm3 (nGmero de
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leucéeitos/mm3), Neut % (porcentagem de neutrofilos), Lin % (porcentagem de linfocitos), Plag x
103/mm3 (nimero de plaguetas x103/mm3), proteina plasmatica total (PPT), mensuracdo soroldgica de
ALT (alanina aminotransferase), FA (fosfatase alcalina), UR (ureia) e CR (creatinina).

Previamente as analises, foi solicitado que fossem seguidas as diretrizes pré-analiticas,
principalmente quanto a coleta, transporte e armazenamento das amostras de forma adequada. O
processamento das amostras hematoldgicas e bioquimicas foi realizado respeitando suas respectivas
diretrizes, minimizando interferéncias analiticas (Cowell & Tyler, 2009; Thrall, 2013).

As analises hematoldgicas foram realizadas em sua maioria de forma manual, com amostras enviadas
em tubos com EDTA. A contagem total de hemdcias e leucécitos foi feita pela técnica de macro e micro
diluicdo com posterior mensuracdo em hematocitdmetro por microscopia 6ptica (NYKON Alphaphot-
2 YT®), o volume globular foi determinado pelo método micro hematdcrito (centrifuga CELM HM®).
A determinacdo de hemoglobina foi feita em aparelho de bioquimica liquida semiautomatico (Labtest
Labquest®) com kit comercial (Hemoglobina Labtest®). Quando por automacdo, em equipamento
hematoldgico (Procyte®) (Stockham & Scott, 2011; Thrall, 2015).

A proteina total plasmética foi mensurada através do plasma dos tubos dos capilares de micro
hematdcrito apds centrifugacdo, com leitura por refratometria 6ptica (RHC-200ACT®). A contagem
diferencial de leucdécitos e visualizagdo de morulas de Ehrlichia spp. foram feitas durante a analise
microscopica do esfregaco sanguineo (Cowell & Tyler, 2009; Thrall, 2015).

Quanto as andlises de bioquimica clinica, as amostras foram envidas em tubos com gel separador
com ativador de coagulo e previamente centrifugadas para separacdo da fracdo sorolégica. As analises
de ALT (ALT liquiform®), FA (Fosfatase Alcalina liquiform®), UR (Ureia liquiform®) e CR (Creatinina
K®) foram realizadas por bioquimica liquida semiautomatica seguindo as orientacdes de seus respectivos
kits comerciais (Stockham & Scott, 2011; Thrall, 2015).

Foi verificada a homogeneidade das amostras previamente a analise de diferenca estatisticamente
significativa dos achados laboratoriais entre os grupos, optando pelo teste de Kruskal-Wallis quando as
variaveis instaveis ndo puderam ser analisadas pelo método paramétrico de escolha (Teste F), tendo
como nivel de significancia 5% (Sampaio, 1998).

Respeitando a ética, a identificacdo dos cdes e nomes de seus proprietérios ndo foram citados neste estudo.

Resultados e discussado

Analisando o levantamento dos resultados encontrados e a estatistica descritiva do grupo positivo
(Tabela 1), percebeu-se maior alteracdo nos resultados dos parametros hematoldgicos e bioquimicos,
condizentes com as consequéncias sistémicas da fisiopatologia da doenga descrita por Bowman (2014)
e Stockham & Scott (2011), comparado ao grupo negativo (Tabela 2), que apresentou menor variagdo
destes parametros, sendo o esperado do grupo controle.

A presenca de morula de Ehrlichia spp. no esfregaco sanguineo teve diferenca estatisticamente
significativa nos seguintes parametros (Tabela 3): VCM (P = 0,02), CHCM (P = 0,0005), Leu/mm3 (P
= 0,002), Lin% (P = 0,005), Plag x 10¥mm3 (P < 0,0001), PPT (P = 0,02) e ALT (P = 0,009), em
concordéncia com o trabalho de Meneses et al. (2008).

Tabela 1. Estatistica descritiva do grupo positivo

. Plag x103

VCM CHCM Leu/mm3 Neut% Lin% Imme PPT UR CR ALT FFA
Tamanho da amostra 16 16 16 16 16 16 16 11 10 10 10
Minimo 60,60 20,40 5100 54 2 12 4,0 13 0,5 20 41
Méaximo 120,00 37,40 54100 92 24 340 8,0 65 15 141 1260
Amplitude total 59,40 17,00 49000 38 22 328 4,0 52 1 121 1219
Mediana 78,39 29,73 13775 7750 11,50 168 6,15 30 0,8 715 86,5
Média 80,24 29,54 1966250 76,31 11,50 166 6,10 33,12 0,9 72,9 202,8
Variancia 307,90 24,03 20795x10* 167,02 45,20 9654 1,38 227,13 0,13 1779 139425
Desvio padrao 17,54 490 1442041 12,92 6,72 98,25 1,17 15,07 0,36 42,17 373,39
Erro padrdo 4,38 1,22 360510 3,23 1,68 24,56 0,29 4,54 0,11 13,33 118,07
CV % 21,87 16,59 73,34 1694 5846 5888 1927 4549 4091 57,85 184,12
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Tabela 2. Estatistica descritiva do grupo negativo

VCM CHCM Lewmm® Neut% Lin % P'j’r?qrﬁog PPT  UR CR ALT FA
Tamanho daamostra 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43
Minimo 6025 2611 5350 45 2 200 55 17 07 5 24
Maximo 7692 3865 17340 90 49 774 86 76 15 73 207
Amplitude total 16,67 12,54 11990 45 47 574 31 59 08 68 183
Mediana 6700 3410 9750 71 18 320 68 34 11 36 74
Média 6862 3399 10236 7055 1951 357,88 692 3648 106 3604 79,79
Variancia 2686 568 1093200 118,82 106,87 19351 057 188,16 003 35342 1729
Desvio padrio 518 238 330640 1090 1033 139,10 0,75 1371 019 1879 4157
Erro padréo 079 036 50422 166 157 21,21 011 209 003 28 634
CV% 755 701 3230 1545 5298 3887 1095 3759 1865 5215 5211

Tabela 3. Andlise de comparagdo dos achados laboratoriais entre 0s grupos positivo e negativo

3
VCM CHCM Lewmm® Neut% Lin % P'?r?]rﬁo PPT  UR CR ALT FA
(P) Kruskal-Wallis 0,0223 0,0005 0,004 0,0287 012 0009 031
(P) Teste F. 00883 0,0058 <0,0001 0,50

P > 0,05: ndo significativo

Tratando-se as bactérias Ehrlichia spp. de cocobacilos gram-negativos intracelulares obrigatérios de
células leucocitarias, especialmente mononucleares (Dumler et al., 2001), a alta relagdo com alteracoes
em VCM, CHCM, Leu/mm3, Lin%, Plag x 103/mm3 e PPT foi justificada, uma vez que nas fases aguda,
subclinica e cronica da doenca as alteragdes laboratoriais frequentemente encontradas sdo anemia,
leucopenia ou leucocitose, linfopenia ou linfocitose, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, além de
importante trombocitopenia (Meneses et al., 2008), que foi evidenciada com o maior valor de diferenga
significativa encontrada de Plag x 103mm3.

A anemia causada pela erliquiose esta associada a hipoplasia ou aplasia medular, onde a infeccao
suprime a hematopoese diretamente, por mielite ou por efeitos secundarios como reagbes imunes,
podendo cursar anemia aplastica (Stockham & Scott, 2011), evidenciado nas alteracbes de VCM e
CHCM na maioria dos cées positivos.

As bactérias da familia Anaplasmataceae podem parasitar os leucdcitos de diversas espécies e neles
multiplicarem-se, sendo as monociticas (E. canis) mais espécie-especificas do que as granulociticas (E.
ewingii). No esfregacgo sanguineo, localizam-se em vacuolos citoplasmaticos leucocitarios denominados
morulas, corando-se de azul-acinzentado. InfecgBes bacterianas agudas cursam em linfopenia por
alteraces na cinética dos linfdcitos, onde ha reducdo dos linfécitos circulantes estimulada por
mediadores inflamatorios agudos, ativando o retorno de linfocitos para linfonodos e reducdo da saida
dos mesmos. Ja as infecgBes bacterianas cronicas levam a linfocitose, devido a linfopoiese elevada em
resposta a estimulagéo crénica por antigenos ou citocinas, sendo acompanhada de um sistema linfoide
hiperplasico (Stockham & Scott, 2011). Neste estudo, a maioria dos cdes positivos analisados
apresentaram linfopenia, provavelmente por estarem em fase clinica da doenca.

De acordo com Stockham & Scott (2011), a inflamacdo é uma causa comum de hiperproteinemia,
onde ha aumento da sintese de globulinas, com hipoalbuminemia por lesdo hepatica, mas ndo
necessariamente causa hiperproteinemia. No presente estudo, comparando a média de proteina total
plasmaética entre grupos, pode-se observar que 0 grupo positivo apresentou menor valor do que o0 grupo
negativo, mesmo que ainda dentro da referéncia.

A trombocitopenia associada a infecgdo é multifatorial, mas frequentemente ocorre por diminui¢éo
na producdo de plaquetas. Infeccdo por E. canis esta associada a hipoplasia generalizada da medula
Ossea, sequestro esplénico e destruicdo pelo sistema fagocitario mononuclear, cursando em
trombocitopenia (Stockham & Scott, 2011). Segundo Bowman (2014), Silva et al. (2013), Isola et al.
(2012) e Damas (2012), a infeccdo pode levar a deposicéo de imunocomplexos e citocinas inflamatdrias,
consequentemente vasculite e agregacdo plaquetaria. Trombocitopenia foi observada na maioria dos
cdes positivos deste estudo.
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O aumento da atividade sérica da ALT esta relacionado a lesdo de hepatdcitos devido a inflamacéo,
sendo o mais importante marcador bioquimico em cées para tal avaliacdo, porém pode estar relacionado
a um falso aumento por hemolise, o qual costuma ser moderado, de acordo com Stockham & Scott
(2011). Dos parametros bioguimicos analisados, somente ALT teve valor de P significativo.

Concluiu-se no presente estudo que os achados hematolégicos e bioquimicos foram semelhantes aos
ja descritos na literatura e, sendo inespecificos, refor¢a-se a importancia da associacdo de diversos
parametros laboratoriais com outros métodos diagnosticos, sendo essenciais a obtencdo do historico
clinico e a realizagdo do exame fisico completo para formulacdo de um diagnostico confiavel, onde o
uso de métodos diagndsticos mais sensiveis e especificos, como a analise soroldgica ou de PCR, levam
a um melhor progndstico ao paciente.
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