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Resumo — Técnicas moleculares para deteccdo de bactérias da ordem Rickettsiales permitem
diagndstico rapido, sensivel e especifico pela identificacdo de sequéncias especificas do DNA dos
microrganismos. Obtiveram-se esfregacos de sangue periférico de 55 gatos atendidos no Hospital
Veterindrio da UENF, corados com pandtico e visualizados & microscopia Optica com objetiva de
imersdo, buscando corpusculos elementares em leucécitos e plaquetas. Dos gatos positivos, foram
coletadas amostras de sangue para realizar hemograma e bioquimica sérica. O DNA foi extraido a
partir das amostras com EDTA, com a utilizagdo de kits comerciais. Estimou-se que 10,9% dos
gatos foram positivos para Rickettisiales na hematoscopia. Observaram-se morulas apenas em
plaguetas, elucidando a trombocitopenia em 100% dos gatos. N&o se confirmou alteracGes
eritrocitarias ou leucocitarias condizentes com doencas rickettsiais felina. Alteracbes da bioquimica
sérica estavam relacionadas as patologias primérias dos gatos envolvidos neste estudo. Ndo houve
evidéncia molecular de Ehrlichia canis nos gatos estudados. Tornam-se necessarias investigacoes
moleculares para a caracterizacdo da Rickettsiose felina.
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(ALMOSNY & MASSARD, 1999;
DAGNONE et al., 2001). Para o diagndstico

Introducéo

S8o muitas as hemoparasitoses de gatos de
importdncia médica e médica-veterindria
devido ao seu potencial zoondtico. Destacam-
se bactérias Gram-negativas da ordem
Rickettsiales (ALMOSNY & MASSARD,
1999; BRENNER et al., 2004; DUMLER et
al., 2001). A maioria dos gatos acometidos €
assintomatica, constituindo-se num risco maior
por ndo serem identificados como portadores
(ALMOSNY & MASSARD, 1999).

O diagndstico presuntivo de doencgas
Rickettsiais é baseado num conjunto de
alteracdes clinicas e hematol6gicas

definitivo, métodos de deteccdo do agente ou
de anticorpos especificos estdo atualmente
disponiveis (DAGNONE et al., 2001; LAPPIN
et al., 2004; AGUIAR et al., 2007; WEN et al.,
1997; MURPHY et al., 1998).

As tecnicas moleculares para deteccdo dos
agentes permitem diagndstico répido, sensivel
e especifico para a Rickettsiose em diferentes
fases da doenca. Assim, a técnica de Reacédo
em Cadeia de Polimerase é capaz de
identificar as espécies pela deteccdo de
sequéncias  especificas 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 hematoldgicos e bioguimicos, além
de investigar a presenga de Ehrlichia canis
como agente causativo de doenca riquetsial em
gatos domésticos na cidade de Campos dos
Goytacazes RJ, utilizando PCR.

Metodologia

Foram examinados 55 gatos, independente
de raca ou sexo, provenientes da clinica
médica do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual Norte Fluminense
(UENF). Obtiveram-se esfregacos sanguineos
de sangue periférico da ponta de orelha de
todos os animais, corados com pandtico rapido
e visualizados & microscopia Optica com
objetiva de imersdo, buscando corpusculos
elementares em leucdcitos 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
(&cido 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 obtencdo de soro para realizar os
testes bioguimicos, utilizando-se kits da marca
Labtest®, em equipamento automatizado da
marca Bayer®, modelo Express plus,
mensurando-se proteinas totais, albumina,
fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase,
alanina aminotransferase, uréia e creatinina.

O DNA foi extraido a partir das amostras
com EDTA, com a utilizagho de Kits
comerciais (Blood GenomicPrep Mini Spin
Kit,, GE healthcare®), seguindo as
recomendacbes do fabricante. Em todas as
ReacOes em Cadeia de Polimerase (PCR)
utilizaram-se controles negativos e positivos
para avaliar a ocorréncia de contaminagéo de
reagentes e a sensibilidade da reacéo,

respectivamente. Como controle negativo, foi
utilizado &gua 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 sequéncias
especificas do gene 16S rRNA de Ehrlichia
canis (ALVES et al., 2005). A mistura de PCR
adicionou-se: 10pmol de cada primer, 10mM
Tris — HCI (pH 8.3), 50mM KCI, 5mM MgCl,,
0,25ul dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
1,2U de Taq platinum DNA polymerase e 10yl
do DNA da amostra, em um volume total de
50ul. Os ciclos de amplificacdo foram:
desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minutos, 40
ciclos de amplificacdo (desnaturagdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30
segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto) e
extensdo 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
etidio, fotografados em transluminador sob luz
UV. Todas as reagdes foram efetuadas no
termociclador (Biorad®).

As amostras que se apresentaram negativas
na PCR foram submetidas a uma segunda
reacdo para testar a qualidade da extracdo do
DNA e reduzir a quantidade de falsos
negativos devido a presenca de inibidores da
PCR. Para isto foram utilizados os
oligonucleotideos 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 sequéncia especifica do
gene da enzima gliceraldeido 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 raca definida, machos e
fémeas de diferentes idades. Destes animais, 6
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(10,9%) apresentaram inclusdes basofilicas em
plaguetas. No exame clinico realizado no
momento da colheita das amostras de sangue,
um animal apresentou ascite e carcinoma de
glandula mamaria com metéstase esplénica
confirmada por ultrassonografia. Outro animal
evidenciou quadro diarréico e uma gata estava
gestante. Os demais (50%) ndo apresentaram
nenhuma alteracdo clinica aparente. Todos
tinham acesso extradomiciliar e infestagdo por
pulgas. Dois gatos (33,3%) ndo receberam
nenhuma vacinacdo e os demais (66,7%) s
foram imunizados contra raiva.

Quanto aos parametros hematoldgicos, nédo
foram observadas alteracbes 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 inclusdes
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
alteracOes linfocitarias em quatro gatos, sendo
que trés apresentaram linfocitopenia e um
linfocitose. Todos 0s animais apresentaram
trombocitopenia (Jain, 1993).

Na avaliagcdo dos testes de biquimica sérica
os valores para y-glutamil transferase (GGT),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (FA) e creatinina se mantiveram
dentro dos padrdes de normalidade *°.
Observaram-se hiperproteinemia com
hiperglobulinemia em 50% gatos. Quatro

animais  apresentaram  hipoalbuminemia.
Todos o0s animais apresentaram uremia
(Kaneko et al., 2008).

Na PCR, quando se utilizou os

oligonucleotideos EBR-1 e EBR-5 ndo foram
observados produtos no tamanho de 765 pb,
conforme o local de anelamento destes
oligonucleotideos no gene 16S rRNA de
Ehrlichia canis.

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

Discussdo

Em pesquisa de hemocitozodrios em
esfregacos sanguineos de gatos observa-se a
presenca de inclusbes basofilicas em
plaquetas, neutrofilos, linfécitos e mondcitos
(ALMOSNY &  MASSARD, 1999;
ALMOSNY, 1998). No presente trabalho
apenas foram observadas inclusdes basofilicas
em plaguetas, estando estes dados de acordo
com resultados obtidos por ALMOSNY
(1998) que observou presenca de plaquetas
gigantes contendo inclus6es basofilicas na fase
aguda da doenca em esfregaco sanguineo de
gatos infectados experimentalmente
(ALMOSNY, 1998).

As alteracBes bioquimicas observadas em 4
animais ndo parecem estar relacionadas a
doencas riquetisiais dos felinos, mas sim as
patologias primarias de cada animal. Em 2003,
SOUZA et al. (2003) descreveram que animais
naturalmente infectados por E. canis e E.
granulocitica revelaram anemia normocitica e
normocomica, leucopenia, trombocitopenia,
hiperproteinemia  com  hiperglobulinemia
(SOUZA, 2003). Dois animais assintomaticos
do presente estudo apresentaram estas
alteragbes, com excecdo das alteracOes
eritrocitarias. Mesmo que o0s animais estejam
assintomaticos, eles sdo portadores da doenca
Rickettsial. As Rickettisioses ndo parecem
produzir doenga 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 ndo podemos
afirmar que este sinal seja de doenca riquetsial
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felina, sendo necessarias maiores felinos domésticos. As alteragdes observadas

investigacdes (SANTIAGO, 2010).

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

Os oligonucleotideos do Gene EBR
aplificam o DNA da Ehrlichia canis, mas nao
de outros organismos rickettisiais incluindo

Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii,
Anaplasma platys, Anaplasma
phagocytophilum,  Rickettsia conorii  ou

Rickettsia typhi que podem acometer tanto 0s
cées como 0s gatos.

Estudos realizados em 168 gatos na Espanha
em 2006, ndo 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 ndo identificaram E. canis
por PCRZ#2%_ 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).

Conclusédo

Estima-se que 10,9% dos gatos atendidos no
Hospital Veterinério da Universidade Estadual
do Norte Fluminense sdo positivos para
Rickettisiales na hematoscopia. S6 se observou
moérulas em plaquetas. N&o se confirma
alteracbes eritrocitarias ou leucocitarias
condizentes com doencas rickettsiais de

na bioquimica sérica estdo relacionadas a
patologias priméarias dos gatos envolvidos
neste estudo. Todos 0s animais apresentaram
trombocitopenia, podendo ser uma evidéncia
de rickettiose. Ndo existe evidéncia molecular
de infeccdo por Ehrlichia canis nos gatos com
inclusdo basofilicas em plaquetas. Tornam-se
necessarias maiores investigagdes moleculares
para a caracterizagdo da Rickettsiose felina.
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