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Resumo – Técnicas moleculares para detecção de bactérias da ordem Rickettsiales permitem 
diagnóstico rápido, sensível e específico pela identificação de sequências específicas do DNA dos 
microrganismos. Obtiveram-se esfregaços de sangue periférico de 55 gatos atendidos no Hospital 
Veterinário da UENF, corados com panótico e visualizados à microscopia óptica com objetiva de 
imersão, buscando corpúsculos elementares em leucócitos e plaquetas. Dos gatos positivos, foram 
coletadas amostras de sangue para realizar hemograma e bioquímica sérica. O DNA foi extraído a 
partir das amostras com EDTA, com a utilização de kits comerciais. Estimou-se que 10,9% dos 
gatos foram positivos para Rickettisiales na hematoscopia. Observaram-se mórulas apenas em 
plaquetas, elucidando a trombocitopenia em 100% dos gatos. Não se confirmou alterações 
eritrocitárias ou leucocitárias condizentes com doenças rickettsiais felina. Alterações da bioquímica 
sérica estavam relacionadas às patologias primárias dos gatos envolvidos neste estudo. Não houve 
evidência molecular de Ehrlichia canis nos gatos estudados. Tornam-se necessárias investigações 
moleculares para a caracterização da Rickettsiose felina. 
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Introdução 
 

São muitas as hemoparasitoses de gatos de 
importância médica e médica-veterinária 
devido ao seu potencial zoonótico. Destacam-
se bactérias Gram-negativas da ordem 
Rickettsiales (ALMOSNY & MASSARD, 
1999; BRENNER et al., 2004; DUMLER et 
al., 2001). A maioria dos gatos acometidos é 
assintomática, constituindo-se num risco maior 
por não serem identificados como portadores 
(ALMOSNY & MASSARD, 1999). 

O diagnóstico presuntivo de doenças 
Rickettsiais é baseado num conjunto de 
alterações clínicas e hematológicas 

(ALMOSNY & MASSARD, 1999; 
DAGNONE et al., 2001). Para o diagnóstico 
definitivo, métodos de detecção do agente ou 
de anticorpos específicos estão atualmente 
disponíveis (DAGNONE et al., 2001; LAPPIN 
et al., 2004; AGUIAR et al., 2007; WEN et al., 
1997; MURPHY et al., 1998). 

As técnicas moleculares para detecção dos 
agentes permitem diagnóstico rápido, sensível 
e específico para a Rickettsiose em diferentes 
fases da doença. Assim, a técnica de Reação 
em Cadeia de Polimerase é capaz de 
identificar as espécies pela detecção de 
sequências específicas no DNA dos 
microrganismos (MACHADO, 2004; ALVES 
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et al., 2005; MARSILIO et al., 2006; 
VINASCO et al., 2007). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os 
aspectos hematológicos e bioquímicos, além 
de investigar a presença de Ehrlichia canis 
como agente causativo de doença riquetsial em 
gatos domésticos na cidade de Campos dos 
Goytacazes RJ, utilizando PCR. 

 
Metodologia  
 
Foram examinados 55 gatos, independente 

de raça ou sexo, provenientes da clínica 
médica do Hospital Veterinário da 
Universidade Estadual Norte Fluminense 
(UENF). Obtiveram-se esfregaços sanguíneos 
de sangue periférico da ponta de orelha de 
todos os animais, corados com panótico rápido 
e visualizados à microscopia óptica com 
objetiva de imersão, buscando corpúsculos 
elementares em leucócitos e plaquetas, 
caracterizando a positividade para 
Rickettsiales. Dos gatos com resultado 
positivo, foram coletados 5 mL de sangue 
venoso: 3 mL em tubos contendo EDTA 
(ácido etilenodiamino tetra-acético) a 10% 
para realizar o hemograma no equipamento 
automatizado da marca Mindray®, modelo BC 
2800Vet; 2 mL em tubos sem anticoagulante 
visando obtenção de soro para realizar os 
testes bioquímicos, utilizando-se kits da marca 
Labtest®, em equipamento automatizado da 
marca Bayer®, modelo Express plus, 
mensurando-se proteínas totais, albumina, 
fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase, 
alanina aminotransferase, uréia e creatinina. 

O DNA foi extraído a partir das amostras 
com EDTA, com a utilização de kits 
comerciais (Blood GenomicPrep Mini Spin 
Kit, GE healthcare®), seguindo as 
recomendações do fabricante. Em todas as 
Reações em Cadeia de Polimerase (PCR) 
utilizaram-se controles negativos e positivos 
para avaliar a ocorrência de contaminação de 
reagentes e a sensibilidade da reação, 

respectivamente. Como controle negativo, foi 
utilizado água e como controle positivo foi 
utilizado DNA de animal infectado por 
Ehrlichia canis. 

Os primers EBR1 (5’-
CCTCTGGCTATAGGAAATTG- 3’) e EBR5 
(5’-GGAGTGCTTAACGCGTTAG- 3’) foram 
empregados para identificar sequências 
específicas do gene 16S rRNA de Ehrlichia 
canis (ALVES et al., 2005). À mistura de PCR 
adicionou-se: 10pmol de cada primer, 10mM 
Tris – HCl (pH 8.3), 50mM KCl, 5mM MgCl2, 
0,25µl dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 
1,2U de Taq platinum DNA polymerase e 10µl 
do DNA da amostra, em um volume total de 
50µl. Os ciclos de amplificação foram: 
desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, 40 
ciclos de amplificação (desnaturação a 94°C 
por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30 
segundos, extensão a 72°C por 1 minuto) e 
extensão final a 72°C por 5 minutos. Produtos 
de PCR com 765 pb foram visualizados em gel 
de agarose a 1% corado com brometo de 
etídio, fotografados em transluminador sob luz 
UV. Todas as reações foram efetuadas no 
termociclador (Biorad®). 

As amostras que se apresentaram negativas 
na PCR foram submetidas a uma segunda 
reação para testar a qualidade da extração do 
DNA e reduzir a quantidade de falsos 
negativos devido à presença de inibidores da 
PCR. Para isto foram utilizados os 
oligonucleotídeos GAPDH-F (5’-CCT TCA 
TTG ACC TCA ACT ACA T-3’) e GAPDH-R 
(5’-CCA AAG TTG TCA TGG ATGACC-3’) 
que anelam em uma sequência específica do 
gene da enzima gliceraldeído 3-fosfato 
desidrogenase e resulta em um produto de 400 
pb (BIRKENHEUER et al., 2003). 

 
Resultados  
 
Foram utilizadas 55 amostras de sangue de 

gatos, todos sem raça definida, machos e 
fêmeas de diferentes idades. Destes animais, 6 
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(10,9%) apresentaram inclusões basofílicas em 
plaquetas. No exame clinico realizado no 
momento da colheita das amostras de sangue, 
um animal apresentou ascite e carcinoma de 
glândula mamária com metástase esplênica 
confirmada por ultrassonografia. Outro animal 
evidenciou quadro diarréico e uma gata estava 
gestante. Os demais (50%) não apresentaram 
nenhuma alteração clinica aparente. Todos 
tinham acesso extradomiciliar e infestação por 
pulgas. Dois gatos (33,3%) não receberam 
nenhuma vacinação e os demais (66,7%) só 
foram imunizados contra raiva. 

Quanto aos parâmetros hematológicos, não 
foram observadas alterações no eritrograma 
dos animais testados (Jain, 1993). Na 
leucometria, observou-se leucocitose apenas 
em  uma amostra  e leucopenia em duas 
amostras de sangue dos felinos com inclusões 
basofilicas em plaquetas (Jain, 1993). 

Quanto a leucometria especifica, (em valores 
absolutos) um animal (17%) apresentou 
eosinofilia. Dois gatos (33,3%) com 
neutrofilia, sendo um com DNNE leve.  Houve 
alterações linfocitárias em quatro gatos, sendo 
que três apresentaram linfocitopenia e um 
linfocitose. Todos os animais apresentaram 
trombocitopenia (Jain, 1993). 

Na avaliação dos testes de biquimica sérica 
os valores para -glutamil transferase (GGT), 
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase 
alcalina (FA) e creatinina se mantiveram 
dentro dos padrões de normalidade 16. 
Observaram-se hiperproteinemia com 
hiperglobulinemia em 50% gatos. Quatro 
animais apresentaram hipoalbuminemia. 
Todos os animais apresentaram uremia 
(Kaneko et al., 2008). 

Na PCR, quando se utilizou os 
oligonucleotídeos EBR-1 e EBR-5 não foram 
observados produtos no tamanho de 765 pb, 
conforme o local de anelamento destes 
oligonucleotídeos no gene 16S rRNA de 
Ehrlichia canis. 

Todas as amostras foram testadas com os 
oligonucleotídeos GAPDH-F e GAPDH-R, 
que amplificam uma parte do gene da enzima 
gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, 
apresentaram uma banda de 400 pb, indicando  
êxito nas extrações de DNA. 

 
Discussão  
 
Em pesquisa de hemocitozoários em 

esfregaços sanguíneos de gatos observa-se a 
presença de inclusões basofílicas em 
plaquetas, neutrófilos, linfócitos e monócitos 
(ALMOSNY & MASSARD, 1999; 
ALMOSNY, 1998). No presente trabalho 
apenas foram observadas inclusões basofílicas 
em plaquetas, estando estes dados de acordo 
com resultados obtidos por ALMOSNY 
(1998) que observou presença de plaquetas 
gigantes contendo inclusões basofílicas na fase 
aguda da doença em esfregaço sanguíneo de 
gatos infectados experimentalmente 
(ALMOSNY, 1998). 

As alterações bioquímicas observadas em 4 
animais não parecem estar relacionadas a 
doenças riquetisiais dos felinos, mas sim às 
patologias primarias de cada animal. Em 2003, 
SOUZA et al. (2003) descreveram que animais 
naturalmente infectados por E. canis e E. 
granulocítica revelaram anemia normocítica e 
normocômica, leucopenia, trombocitopenia, 
hiperproteinemia com hiperglobulinemia 
(SOUZA, 2003). Dois animais assintomáticos 
do presente estudo apresentaram estas 
alterações, com exceção das alterações 
eritrocitárias. Mesmo que os animais estejam 
assintomáticos, eles são portadores da doença 
Rickettsial. As Rickettisioses não parecem 
produzir doença clinica grave nos gatos 
(LAPPIN et al., 2004; SOLANO-GALLEGO 
et al., 2006; SANTIAGO, 2010). Em nosso 
estudo, 100% dos gatos apresentaram 
trombocitopenia, como acontece nas 
riquetisioses caninas. Entretanto não podemos 
afirmar que este sinal seja de doença riquetsial 
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felina, sendo necessárias maiores 
investigações (SANTIAGO, 2010). 

O Protocolo de PCR usado nesse estudo, não 
identificou Ehrlichia sp. em nenhuma das 
amostras testadas (0%). As doenças causadas 
por Rickettisiales são menos comuns em 
felinos do que em cães, porém não menos 
importantes (ALMOSNY, 1998; 
BREITSCHWERDT et al., 2002; INOKUMA 
et al., 2001; OLIVEIRA, 2008). 

Os oligonucleotídeos do Gene EBR 
aplificam o DNA da Ehrlichia canis, mas não 
de outros organismos rickettisiais incluindo 
Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, 
Anaplasma platys, Anaplasma 
phagocytophilum, Rickettsia conorii ou 
Rickettsia typhi que podem acometer tanto os 
cães como os gatos. 

Estudos realizados em 168 gatos na Espanha 
em 2006, não identificaram por PCR nenhum 
gato positivo para E. canis (ALMOSNY & 
MASSARD, 1999). Foram investigados 680 
gatos de 2005 a 2008, em Madrid e, em 
nenhum deles identificou-se DNA de E. canis 
em PCR (ALMOSNY, 1998). O que corrobora 
tanto com esse trabalho como com diversos 
outros que também não identificaram E. canis 
por PCR23,24,25,26. Alguns autores identificaram 
E. canis em gatos (BREITSCHWERDT, 2002; 
BEAUFILS et al., 2002; 
BREITHSCHWERDT, 2003), porém, TABAR 
et al. (2008) observaram o DNA de E. canis/ 
Anaplasma spp em 1 % de gatos, m sem 
resultados conclusivos no sequenciamento 
(TABAR et al., 2008). 

 
Conclusão  
 
Estima-se que 10,9% dos gatos atendidos no 

Hospital Veterinário da Universidade Estadual 
do Norte Fluminense são positivos para 
Rickettisiales na hematoscopia. Só se observou 
mórulas em plaquetas. Não se confirma 
alterações eritrocitárias ou leucocitárias 
condizentes com doenças rickettsiais de 

felinos domésticos. As alterações observadas 
na bioquímica sérica estão relacionadas a 
patologias primárias dos gatos envolvidos 
neste estudo. Todos os animais apresentaram 
trombocitopenia, podendo ser uma evidência 
de rickettiose. Não existe evidência molecular 
de infecção por Ehrlichia canis nos gatos com 
inclusão basofilicas em plaquetas. Tornam-se 
necessárias maiores investigações moleculares 
para a caracterização da Rickettsiose felina. 
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