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RESUMO

Objetivou-se caracterizar as alteracdes clinicas, epidemiologicas, hematoldgicas e diagndstico
molecular pela técnica de PCR convencional e RT-PCR de cées naturalmente infectados pela
Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e pelo CDV. Foram avaliados 146 cdes de ambos os
sexos e idades variadas apresentando pelo menos trés sinais clinicos sugestivos para estas
infeccdes. Foi coletado sangue para a realizacdo de hemograma, exame parasitologico
sanguineo, pesquisa de inclusdo viral, PCR para detec¢do da E. canis, B. canis vogeli e RT-
PCR para o CDV. Os resultados obtidos para as infec¢Bes por Ehrlichia canis, Babesia canis
vogeli e para o CDV, foram 17,1%, 4,8% e 27,4%. As co-infecc¢bes pela E. canis com a B.
canis vogeli foram observadas em 0,7%, Ehrlichia canis com o CDV em 7,5% e 2,1% dos
animais foram co-infectados pelos trés agentes infecciosos. As fémeas apresentaram maior
porcentual de positividade com 26,4% para erliquiose, 34,7% para cinomose e 8,1% dos
machos para babesiose. Os animais com até 12 meses tiveram 0S maiores porcentuais para
erliquiose e cinomose, enquanto que os acima de 84 meses para babesiose. Os cées atendidos
no Hospital Veterinario com erliquiose, babesiose e cinomose, domiciliados, vacinados com
raca definida foram mais acometidos e 0 acesso a rua pode ser responsabilizado como um
importante fator de risco para a infeccdo em cdes com o CDV. As alteragBes clinicas
hiporexia, alopecia periocular, linfoadenopatia e tosse improdutiva devem ser consideradas na
caracterizacdo da erliquiose; mucosas palidas para babesiose; linfoadenopatia, mucosas
congestas, ataxia e secre¢do nasal para cinomose. Anemia, trombocitopenia, eosinofilia e
linfocitopenia devem ser consideradas como fonte de variacdo na caracterizagéo da erliquiose;
trombocitopenia e neutropenia para babesiose e eosinofilia para a cinomose. Na co-infec¢do
pela Ehrlichia canis com o CDV destaracam-se os disturbios oftalmicos, gastrointestinais,
anemia, trombocitopenia, leucopenia, eosinopenia e linfocitopenia. O nimero de animais co-
infectados pela Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli; E. canis, B.canis vogeli e CDV foram
insuficientes para caracterizacdo das alteracGes clinicas e laboratoriais, sugerindo-se que
novos estudos sejam realizados neste sentido. N&o hé& concordancia entre a PCR quando
comparada com 0s exames parasitoldgicos sanguineos e de pesquisa de inclusdo viral,
devendo o clinico solicitar a PCR, por ser mais especifica e sensivel. A possibilidade de co-
infeccdes € alta nas regides endémicas e sugere-se que mais estudos sejam realizados a fim de
elucidar outras possibilidades de infeccGes simultdneas na clinica médica de pequenos
animais, uma vez que este tema é pouco estudado no Brasil.



ABSTRACT

The present objective was to characterize the clinical, epidemiological, and hematological
changes, and the molecular diagnosis using conventional PCR and RT-PCR in dogs naturally
infected with Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli and by CDV. One hundred and forty-six
dogs were selected, regardless of gender and of varying ages, that had at least three clinical
signs suggestive of these infections. Blood was collected for hemogram, blood parasitology,
investigation of viral inclusion, PCR for detection of E. canis, B. canis vogeli and RT-PCR for
CDV. The results obtained regarding infections by Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli and
CDV were 17.1%, 4.8%, and 27.4%, respectively. Co-infections by E. canis and B. canis
vogeli were observed in 0.7%, Ehrlichia canis and CDV in 7.5%, and 2.1% of the animals
were co-infected by all three infectious agents.Females presented a higher percentage of
positive results for ehrlichiosis (26.4%) and distemper (34.7%), while males had a higher
percentage for babesiosis with 8.1%. Animals up to 12 months and with specific breeds had
the highest percentage for ehrlichiosis and distemper, while those above 84 months had more
positives for babesiosis. Dogs examined at the Veterinary Hospital with ehrlichiosis,
babesiosis and canine distemper, domiciled, vaccinated breed were most affected and street
access may be liable as an important risk factor for infection in dogs with CDV. The clinical
changes hyporexia, periocular alopecia, lymphadenopathy and unproductive cough should be
considered in the characterization of ehrlichiosis; pale mucous for babesiosis;
lymphadenopathy, congested mucous, ataxia and nasal discharge for distemper. Anemia,
thrombocytopenia, eosinophilia, and lymphocytopenia should be considered as a source of
variation in the characterization of ehrlichiosis; thrombocytopenia and neutropenia for
babesiosis and eosinophilia for distemper. In co-infection for Ehrlichia canis with the CDV is
destaracam ophthalmic disorders, gastrointestinal, anemia, thrombocytopenia, leukopenia,
eosinopenia and lymphocytopenia. The number of animals co-infected by Ehrlichia canis and
Babesia canis vogeli; E. canis, B. canis vogeli and CDV were insufficient to characterize the
findings clinical and laboratory, suggesting that further studies be made in this direction.
There was poor agreement between the PCR compared to blood parasite examination and no
agreement for RT-PCR and viral inclusion research, should the clinician requesting the PCR,
to be more specific and sensitive. Therefore, attention must be given to the possibility of co-
infections, especially in endemic areas, and further studies are suggested so that other
possibilities of simultaneous infections in small animal medicine can be clarified since this
subject is not sufficiently studied in Brazil.
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L/

1 INTRODUCAO

O aumento na populacdo canina associada a relacdo afetiva e emocional do ser humano
levanta preocupacdes do ponto de vista de salde publica, uma vez que o cdo pode ser
responsavel pela transmissdo de vérias doencas zoonoOticas (LIBERATI et al., 2009). A
investigacao clinica e epidemioldgica de eventos de doencas em individuos ou em populagdes
frequentemente requer a complementacdo ou confirmacao por técnicas laboratoriais. Durante
a realizacdo do diagnostico, deve-se considerar que agentes diferentes podem causar doencas
semelhantes e que a elaboracdo do diagnéstico deve, necessariamente, considerar outros
patdgenos, tais como virus, bactérias, fungos e protozoarios (FLORES, 2007).

A Ehrlichia canis, agente etioldgico da erliquiose monocitica canina (EMC) é
transmitida pela picada do carrapato Rhipicephalus sanguineus. Esta bactéria tem distribuicédo
geogréfica mundial e é endémica nas regides Tropical e Subtropical, sendo relatada em todo
territorio brasileiro (OLIVEIRA et al., 2009). A técnica de PCR permite o diagnéstico rapido
e com sensibilidade semelhante a outras técnicas, o que a torna uma ferramenta para a
elaboracdo do diagndstico (IQBAL et al., 1994; WEN et al., 1997), inclusive em casos de
falso-negativos.

Na erliquiose, a auséncia da morula na célula mononuclear ndo descarta a
possibilidade de infeccdo e na Babesia canis vogeli a sua auséncia na hemacia, também néo
exclui a possibilidade de infeccdo, por isso os testes diagnosticos devem ser mais especificos
e sensiveis para descartar os falsos-negativos e falsos-positivos. O diagndstico das doencas
infecciosas e parasitarias, na maioria das situagBes, baseia-se em técnicas diretas
(parasitolégico, culturas bacterianas, fungicas e reacdo de cadeia da polimerase-PCR) ou
indiretas (testes soroldgicos). Diversas limitacdes diminuem a sensibilidade, especificidade
destas técnicas, tornando o inquérito clinico e epidemioldgico incompleto. Diante deste
quadro, a reacdo de cadeia da polimerase vem como mais uma ferramenta no diagnostico
destas doencas nos animais de companhia.

No Brasil a Babesia canis vogeli é a principal Babesia de cées; é uma doenca
transmitida por carrapatos, que veiculam hematozoarios do género Babesia, que se
multiplicam, preferencialmente, em eritrocitos jovens (MURASE et al., 1993). Existem
descri¢des isoladas de B. gibsoni baseadas em anélise morfoldgica do parasito em esfregacos
sanguineos corados por Giemsa no estado do Rio Grande do Sul (BRACCINI et al., 1992). A

babesiose canina pode manifestar-se sob as formas subclinica, aguda, hiperaguda ou crénica.
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A gravidade dos sinais clinicos varia com a espécie da Babesia ou com o isolado da B. canis
envolvido, idade e resposta imune do hospedeiro (SCHETTERS et al., 1997).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) também pode ser utilizada para detectar
fragmentos de DNA de Babesia spp (FUKUMOTO et al., 2001). Esta técnica é sensivel,
especifica, rapida e simples para o diagnostico de infeccdo para vérias espécies do género
Babesia. A PCR proporciona o diagnéstico em infec¢des agudas, subclinicas ou cronicas
mesmo nos casos de baixa parasitemia (MACINTIRE et al., 2002). A PCR também pode ser
utilizada para monitoramento de terapia, detec¢do de animais portadores de Babesia spp. e em
estudos epidemioldgicos sobre a distribuicdo geogréfica deste patégeno emergente (PERSING
etal., 1992).

Outra doenca de importancia para a clinica de pequenos animais € a cinomose, uma
virose grave comum em animais susceptiveis e que apresenta alta morbidade e letalidade para
a populacdo canina (HEADLEY e GRACA, 2000; GAMA et al., 2007). As vezes esta doenca
esta associada com a babesiose, a erliquiose e os veterinarios fazem o diagndstico presuntivo
destas enfermidades baseando-se nos sinais clinicos e nos achados do hemograma. Contudo, a
confirmacdo do diagndstico é dificil, uma vez que resultados laboratoriais como anemia,
leucopenia e trombocitopenia ndo sdo especificos, porém sao sugestivos de hemoparasitoses.
A presenca de inclusdes de Lentz em neutr6filos, por exemplo, € indicativa de diagndstico
para a cinomose, mas a sua auséncia no exclui a infeccdo (GRONE et al., 2003).

Atualmente a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcri¢do
reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucesso na detec¢do do virus da cinomose
canina (CDV) em diferentes tipos de amostras bioldgicas provenientes de cdes com sinais
clinicos sistémicos e neuroldgicos (SAHIN et al., 1995; SAITO, 2001; GEBARA, 2002).

Ha pouca informacdo sobre a evolucdo dos achados clinicos, hematoldgicos e
bioquimicos em cdes naturalmente infectados por um ou mais patégenos transmitidos por
vetores. Na maioria dos casos, 0s dados publicados descrevendo alteragbes hematoldgicas e
bioquimicas em cdes infectados por um ou mais patdgenos séo resultantes de relatos de casos,
estudos transversais, ou estudos experimentais envolvendo agentes infecciosos Unicos
(CARDOSO et al., 2008; BANETH et al., 2009; SCHETTERS et al., 2009).

A investigagdo clinica da Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e do CDV é
importante, uma vez que, estas afeccGes podem provocar alterac6es clinicas significativas nos
caes e as co-infecgbes € comum por estes agentes na préatica clinica. Aquino et al. (2011) e

Miranda et al. (2011) relataram estas co-infeccOes. A falta de diagndstico e de tratamento
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médico adequado pode promover o agravamento do quadro clinico e provocar a morte dos
animais.

Diante da problematica das infeccbes e das co-infeccdes provocadas por E. canis, B.
canis vogeli e do CDV na clinica médica de pequenos animais e da escassez de pesquisas
desta natureza no Brasil, propd-se realizar a caracterizacdo clinica, epidemioldgica e
hematoldgica de cées atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, naturalmente infectados e co-infectados por estes agentes patogénicos utilizando

a PCR como método de diagndstico.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e importancia das doencas transmitidas por vetores

O vinculo humano e animal tem sido uma caracteristica fundamental da historia da
humanidade ha milénios. O primeiro, e mais forte desta relacdo, acredita-se que pré-data até
mesmo a agricultura, indo para tras até 30.000 anos. A mudanca da natureza dessas interagdes
entre as pessoas e seus cdes em todo o mundo e a crescente tendéncia para a vida doméstica, a
salde dos cdes representa um papel importante na vida familiar. Gracas a evolucdo da
compreensdo cientifica e de técnicas de diagndstico, bem como a mudanca de prioridades dos
donos de animais, 0s veterinarios sdo capazes, e de fato esperados, a desempenhar um papel
fundamental na prevencdo e tratamento das doencas caninas, incluindo as doengas
transmitidas por vetores (BANETH et al., 2012).

2.2 Doencas infecciosas caninas emergentes transmitidas por vetores

As doencas infecciosas emergentes sd0 uma ameaga para a populacdo humana dos
paises em desenvolvimento, assim como nos paises industrializados e ha inimeros fatores de
risco. As zoonoses sdo doencas transmitidas entre humanos e animais. Em 2001 foi relatado
que existem 1.415 espécies de agentes infecciosos conhecidos como patogénicos para o
homem e destes, 868 (61%) sdo zoonoticos. Além disso, dos 175 patdgenos considerados
emergentes, 132 (75%) séo zoondticos (JONES et al., 2008).

As doencas transmitidas por artropodes tém despertado um interesse crescente por
parte da comunidade cientifica, sobretudo devido a re-emergéncia que estas tém sofrido nos
ultimos anos. A disseminacao global destas enfermidades esta diretamente relacionada com as
alteracdes climaticas, o aumento do comércio internacional, a dindmica das populacdes

animais e humanas e o aparecimento de resisténcias aos farmacos utilizados para o tratamento
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dos artropodes e aos agentes patogénicos que transmitem (IRWIN e JEFFERIES, 2004,
OTRANTO et al., 2007).

Os ectoparasitos sdo causadores de varias doengas nos animais domésticos e até
mesmo no homem, seja devido a sua acdo irritante e/ou espoliativa sobre o hospedeiro, ou
pela transmissdo de agentes infecciosos (DANTAS-TORRES et al., 2004). Estas afecgdes
transmitidas por vetores estdo globalmente distribuidas e estdo se disseminando rapidamente.
Elas sdo causadas por varios patdgenos e os vetores sdo os artropodes, incluindo pulgas,
mosquitos e pelos carrapatos (OTRANTO et al., 2009).

Embora ndo seja habitual, o carrapato Rhipicephalus sanguineus tem sido descrito,
parasitando humanos no Uruguai (VENZAL et al., 2003), Venezuela (PEREZ et al., 2006) e
Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2006). Trapp et al. (2006) observaram que o risco de
proprietarios de cdes infestados por R.sanguineus também serem parasitados por esse
carrapato é de 3,2 vezes maior do que o risco de proprietarios de cdes ndo infestados serem
parasitados.

O diagndstico, tratamento e profilaxia de doencas transmitidas por vetores para cées
sdo de grande interesse na pratica de pequenos animais (GLASER e GOTHE, 1998;
DEPLAZES et al., 2006). As doengas transmitidas por vetores de importancia global para os
veterinarios dos animais de companhia incluem anaplasmose, babesiose, dirofilariose,
erliquiose, hepatozoonose, leishmaniose e rickettsioses (OTRANTO e DANTAS-TORRES,
2010).

Uma grande variedade de patdgenos é transmitida por carrapatos para cées, incluindo
Babesia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e outros (SOLANO-GALLEGO et al., 2006).
Como principal transmissor desses agentes tem-se o carrapato Rhipicephalus sanguineus
(Figura 1A) (INOKUMA et al., 2000), o qual é conhecido como carrapato marrom do cdo,
uma espécie cosmopolita amplamente encontrada no Brasil, assim como em outras areas de
clima tropical e subtropical (SHAW et al., 2001; BREMER et al., 2005). Embora o
Rhipicephalus sanguineus seja reconhecido como o principal vetor da EMC, acredita-se que
este ndo seja 0 Unico vetor da doenca. Outras duas espécies de carrapatos, 0 Amblyomma
americanum (FiguralB) e Octobius magnini, sejam descritos como potenciais vetores
(RIKIHISA et al., 1992).
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Figura 1: Carrapatos vetores da erliquiose e anaplasmose. A- Rhipicephalus sanguineus, B-
Amblyomma americanum.

Fonte: LITTLE (2010).

O diagnédstico das doencas caninas transmitidas por vetores é complexo como
frequentemente ndo ha sinais clinicos especificos ou anormalidades clinicas-patoldgica,
apresentacdes variadas e em muitos casos de infeccdo assintomatica, 0 que representa um
desafio para o clinico, pois ha um risco para o cdo de doencas emergentes futuras. E
importante considerar possiveis co-infec¢bes, pois estas sdo comuns, e pode conduzir a
manifestacdes clinicas complexas e desafiando diagnosticos. A selecdo de exames deve
assegurar o uso de padrdes cientificos, e pode ser necessario combinar multiplos testes, a fim
de excluir infeccBes simples das co-infeccdes (BANETH et al., 2012).

Com a evolucdo das técnicas de diagnostico molecular, estd ocorrendo um aumento na
sensibilidade quanto a deteccdo dos patdgenos transmitidos por vetores. As doencas
transmitidas por carrapatos sdo consideradas um problema emergente em climas temperados e
ambientes urbanos. Esta situacdo deve-se em parte as alteracdes climaticas, a utilizacdo dos
solos para atividades de agricultura, lazer e a ecologia dos ixodideos e dos hospedeiros
reservatorios, nomeadamente a sua movimentacdo para areas previamente ndo endémicas
(SHAW et al., 2001; GENCHI, 2006).

3 Erliquiose canina
3.1 Classificagdo

As espécies do género Ehrlichia sdo bactérias cocoides ou elipsoidais, frequentemente
pleomdrficas, gram-negativas e parasitas intracelulares obrigatdrios de leucocitos. Pertencem
a Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae, subdivisao o das Proteobactérias, que
causam doengas no homem e nos animais (WALKER e DUMLER, 1996; DUMLER et al.,
2001; PADDOCK e CHILDS, 2003).
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O género Ehrlichia inclui as espécies Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia
muris, Ehrlichia ruminantium e Ehrlichia ewingii. A E. ruminantium, é espécie que infecta
0s ruminantes e os carrapatos do género Amblyomma séo os vetores, a E. chaffeensis parasita
humanos e cervideos (Odocoileus virginianus), a E. ewingii infecta humanos e cédes e o
Amblyomma americanum e o Dermacentor variabilis sdo os vetores respectivamente destas
espécies (DUMLER et al., 2001).

A E. muris parasita os roedores, sendo os vetores 0 Haemaphysalis flava e o Ixodes
persulcatus (INOKUMA et al., 2007). Em geral a espécie de Ehrlichia pode ser diferenciada
pelo tipo de célula que infecta. A E. canis e E. chaffeensis infectam mondcitos, provocando a
erliquiose monocitica, enquanto que a E. ewingii invade neutréfilos produzindo a erliquiose
granulocitica (VARELA, 2003). No género Ehrlichia todas as espécies apresentam uma
similaridade de cerca de 97,7% na sequéncia do gene 16S rRNA. Entre a E. canis e E.
chaffeensis e a E. ewingii a similaridade é maior que 98,0% (ANDERSON et al., 1991,
DUMLER et al., 2001).

3.2 Historico

A erliquiose monocitica canina (EMC) foi descrita inicialmente por Donatien e
Lestoquard em um cdo Pastor Alemdo no Instituto Pasteur na Algéria em 1935. Porém, esta
doenga ganhou destaque durante a Guerra do Vietna, quando produziu grandes perdas entre
cdes militares (HUXSOLL et al., 1970). Logo depois foi descrita em outras partes da Africa,
no Oriente Médio, como revisado por Ewing (1969). No Brasil, a erliquiose em cées foi
relatada pela primeira vez em 1973, na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (COSTA et
al., 1973), sendo este também o primeiro caso diagnosticado na América do Sul. No Estado
do Rio de Janeiro, o primeiro caso foi descrito por Carrilo et al. (1976).

Desde entdo, a EMC tem sido reconhecida mundialmente, sendo endémica nas regides
tropical e subtropical. A EMC é bastante relatada em todo territério brasileiro (OLIVEIRA et
al., 2009). E considerada uma das doencas infecciosas mais importantes que acometem 0s
caes, podendo causar infecgOes graves e fatais (SOUSA et al., 2004; NAKAGH]I et al., 2008 ).

3.3 Formas de transmisséo e patogenia

O carrapato infectado, ao fazer o repasto sanguineo nos cées inocula sua secrecao
salivar infectada no local da picada, transmitindo o agente (GROVES et al., 1975). A infeccdo
no cdo inicia-se a partir dos corpos elementares que penetram nos monacitos e linfdcitos, se

multiplicando por divisdo binaria, formando 0s corpos iniciais que posteriormente dardo
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origem a morula, sendo estas, as Unicas formas identificadas microscopicamente nos
hospedeiros vertebrados (McDADE, 1990; ALMOSNY e MASSARD, 2002).

A ruptura das células hospedeiras libera formas para a infeccdo de novas células e o
processo progride exponencialmente. Ao final da primeira semana apos a infeccdo, os
corpusculos iniciais podem ser observados nas células mononucleares; ao final da segunda
semana, observam-se as morulas, que sao resultado do crescimento adicional dos corpusculos
iniciais. Uma ou mais morulas podem estar infectando a mesma célula hospedeira
(MARCONDES, 2009). Johnson et al. (1998) demonstraram experimentalmente que o
Dermacentor variabilis, também é capaz de transmitir E. canis aos cdes. Espécies de
carrapatos, tais como A. cajennense, foram suspeitos de atuar como vetor de E. canis em areas
rurais (COSTA JR et al., 2007).

A transmissdo da EMC aos cées ocorre durante o parasitismo por ninfas e ou adultos
do carrapato R. sanguineus parasitados com E. canis, o qual mantém a bactéria por
transmissdo transestadial. Como n&o ocorre transmissdo transovariana de E. canis em
carrapatos, as larvas de R.sanguineus ndo sdo importantes na transmissao, porém podem se
infectar pelo agente, e esta infeccdo se mantém nos estagios de ninfa e adultos (BREMER et
al., 2005). Embora a infeccdo natural nos cdes ocorra principalmente durante o repasto
sanguineo de carrapatos infectados pela E. canis, outra forma de a transmissao aos cées ocorre
por meio de transfusbes sanguineas de um céo infectado para outro suscetivel (EWING, 19609;
REINE, 2004; BORIN et al., 2009).

Durante o periodo de incubacdo de 8 a 20 dias, a E. canis se multiplica em macréfagos
do sistema mononuclear fagocitario, por fissdo binaria, disseminando por todo o corpo. O
curso subsequente da EMC tem sido dividido em trés fases, aguda, subclinica e cronica,
baseada nos sinais clinicos e anormalidades clinico-patoldgicas demonstradas em estudos por
infeccdo experimental. Porém a diferenciacdo precisa das fases da EMC na ocorréncia natural
da infeccdo € dificil (NEER e HARRUS, 2006).

3.4 Ehrlichia no Brasil

A EMC é amplamente detectada em todo o Brasil. Trés espécies foram descritas até o
momento no Brasil, a E. canis (COSTA et al., 1973; LABRUNA et al., 2007; UENO et al.,
2009), E. ewingii acometendo cdes com diagndstico confirmado pela nested-PCR em Minas
Gerais (OLIVEIRA et al., 2009) e a E. chaffeensis, a presenca desta espécie é relatada em
caes, por sorologia, no Estado de Minas Gerais (GALVAO et al., 2002) e por reacdo em

cadeia pela polimerase (PCR) em cervideo (Blastocerus dichotomus) capturado no Rio Parana
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entre o sudoeste do Estado de Séo Paulo e leste de Mato Grosso do Sul (MACHADO et al.,
2006). O DNA de E. muris e E. ruminantium ainda ndo foram identificados no Brasil
(VIEIRA et al., 2011).

No Brasil, as frequéncias de carrapatos R. sanguineus encontrados naturalmente
infectados por E. canis tém variado de 2,3 a 6,2% (AGUIAR et al., 2007). Este carrapato
encontra-se preferencialmente em regides urbanas do pais, porém também ocorre em menores
densidades nas areas rurais e provavelmente, em todo o territorio nacional. E uma espécie de
dificil controle, o que contribui para a manutencdo da E. canis em regides tropicais e
subtropicais (SHAW et al., 2001; BREMER et al., 2005). A incidéncia de erliquiose canina é
mais acentuada em areas urbanas, provavelmente devido ao fato que a maioria dos cées
urbanos sdo criados em espacos restritos, o que favorece o estabelecimento de populacdes de
R. sanguineus (LABRUNA e PEREIRA 2001).

Fatores epidemioldgicos relacionados as condic¢@es climaticas, distribuicdo do vetor,
populagdo sob estudo, comportamento animal e habitat, assim como a metodologia
empregada na investigacdo do agente, podem afetar os niveis de prevaléncia da erliquiose
monocitica canina no Brasil (DAGNONE et al., 2001).

Estudos epidemioldgicos Brasileiros tém revelado prevaléncias de EMC que variam de
4,8 a 65% em cées de ambiente urbano ou rural (AGUIAR et al., 2007; COSTA Jr. et al.,
2007; SAITO et al., 2008). Em cées atendidos em clinicas e hospitais veterinarios, a
frequéncia de animais infectados tem oscilado entre 20 a 30%, diagnosticada por testes
soroldgicos ou moleculares (DAGNONE et al., 2003; LABARTHE et al., 2003; BULLA et
al., 2004; TRAPP et al., 2006). Apesar da existéncia de relatos da EMC acometendo cées em
todo o pais, dados precisos sobre a prevaléncia da doenca nas diferentes areas do Brasil ainda
sdo muito escassos (VIEIRA et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2: Ocorréncia de infeccdo pela Ehrlichia spp. por testes moleculares e soroldgicos em
caes no Brasil.

Fonte: VIEIRA et al. (2011).

3.5 Epidemiologia

N&o h& predisposicdo racial, sexual ou etéria para infeccdos para E. canis (NEER e
HARRUS, 2006; BORIN et al., 2009; UENO et al., 2009; SILVA et al., 2010; SOUSA et al.,
2010). Entretanto, cdes da raca Pastor Alemdo parecem ser mais suscetiveis do que outras
racas, mostrando a forma mais grave da doenca, com uma morbidade e mortalidade mais
elevada quando comparado com outras racas (NYINDO et al., 1980).

Borin et al. (2009) verificaram cées entre um més e 18 anos infectados pela Ehrlichia
spp., sendo que destes, 38% encontravam-se na faixa etaria de um a 23 meses de idade.
Baneth et al. (1996) descreveram maior prevaléncia em cdes adultos e idosos, associando ao
fato de maior tempo de exposic¢do destes ao hospedeiro invertebrado e maior suscetibilidade
para os cdes idosos. Ueno et al. (2009) observaram maior positividade para E. canis nos

animais com até 12 meses.
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Moreira et al. (2003) observaram que 61,5% dos cdes acometidos pela EMC eram
fémeas e Borin et al. (2009) verificaram maior positividade para Ehrlichia spp., nas fémeas,
representando (61,1%) dos animais, em contrapartida, os machos representaram (38,9%) dos
diagnosticos. Sousa et al. (2010) detectaram pelo exame parasitologico sanguineo que 47 dos
animais positivos para erliquiose, 18 eram machos e 29 eram fémeas, 18 tinham menos de um
ano de idade, 15 entre um a quatro anos e idade, nove entre quatro a oito anos de idade e em

relacdo as racas, o maior numero foi representado pelos cées sem definicao racial.

3.6 Cepas da Ehrlichia canis

Sdo conhecidas trés cepas da Ehrlichia canis, a cepa Florida, a Oklahoma e Israelense
(ANDEREG e PASSOS, 1999). Os fatores que aparentemente afetam o grau de viruléncia da
infeccdo, bem como o seu progresso, incluem variacdes de cepas, raca do cdo, idade, estado
imunolégico e a presenca ou ndo de outras doengas concomitantes (WOODY e HOSKINS,
1991; NEER, 1998).

3.7 Zoonose

A erliquiose ¢ uma “zoonose emergente” (BORJERSSON, 2000) cujo reconhecimento
precoce é importante. A erliquiose tem sido motivo de grande interesse tanto para pesquisas
em medicina veterindria quanto para a saude publica em decorréncia das descobertas de
infeccdo em humanos (STICH et al., 2008). Ha relatos da infeccdo por E. canis na Venezuela
(PEREZ et al., 2006) e da Ehrlichia spp. nos Estados Unidos (HARKESS, 1989).

A infeccdo em seres humanos por um microrganismo muito semelhante a espécie
E.canis foi descrita pela primeira vez em 1987 (FISHBEIN et al., 1987, MAEDA et al.,
1987), em um paciente com febre, mialgia, fraqueza e confusdo mental. A erliquiose humana
é uma causa comum de hospitalizacdo por doenca febril de causa desconhecida na Gedrgia
(EUA), sendo mais comum nesta regido do que a febre maculosa (FISHBEIN et al., 1989).

Criangas com quadros clinicos diversos com sorologias positivas para E. canis foram
descritas (DORAN et al.,, 1989; GOLDEN e SPRINGFIELD, 1989). As altas taxas de
soropositividade para E. canis em seres humanos com sintomas clinicos diversos ocorrem em
algumas regides dos Estados Unidos (ENG et al., 1990), tendo ocorrido um surto de erliquiose
humana em soldados do exército americano em uma area onde a doenca de Lyme era
endémica (PETERSEN et al., 1989).

Algumas espécies da Ehrlichia sdo importantes nos seres humanos: a erliquiose

monocitica (EMH) humana causada pela Ehlrlichia chaffeensis; e a erliquiose granulocitica
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humana (EGH), a E. ewingii (OLANO e WLAKER, 2002). As EMH e EGH foram descritas
mundialmente (OTEO et al., 2000; GUILLAUME et al., 2002; GARDNER et al., 2003;
RUSCIO e CINCO, 2003). Trés casos de erliquiose monocitica humana no Brasil foram
identificados sorologicamente em 1980 (CALIC et al., 2004; COSTA et al., 2005; 2006), mas
a confirmacdo molecular ndo foi realizada.

Isolados de E. canis foram obtidos com sucesso na cultura de células sanguineas de
uma pessoa assintomatica na Venezuela (PEREZ et al., 1996). A analise genética da
sequéncia do isolado identificou a E. canis que infecta os cdes e os carrapatos Rhipicephalus
sanguineus em uma area da Venezuela, sugerindo que a infec¢do humana seja transmitida por
este mesmo carrapato (UNVER et al., 2001).

Existe evidéncia sorologica de erliquiose humana na Argentina e no Brasil (RIPOLI et
al.,, 1999; CALIC et al.,, 2004). Embora ndo seja habitual, o carrapato Rhipicephalus
sanguineus foi descrito parasitando pessoas no Uruguai (VENZAL et al., 2003), Venezuela
(PEREZ et al., 2006) e no Brasil (DANTAS-TORRES, 2006). Fato que deve ser considerado,
pois estes artropodes podem veicular agentes patogénicos tanto para 0s cdes como para 0S
seres humanos.

De acordo com Vieira (2012) a alta soroprevaléncia de Ehrlichia canis em cées no
Parand e a evidéncia de anticorpos anti-Ehrlichia spp. em humanos, reforcam que os casos de
erliquiose humana no Brasil podem ser causados por essa bactéria.

3.8 Diagnostico, alteracdes clinicas e laboratoriais

Em virtude da gravidade da EMC e do seu carater endémico em regibes tropicais e
subtropicais, a deteccdo precoce da infeccdo € extremamente importante. Dessa forma, ha
grande preocupacdo com o desenvolvimento e uso cada vez maior de novas técnicas para o
diagnostico da infeccdo por E. canis (HARRUS e WANER, 2011).

O diagnostico da erliquiose é baseado nos sinais clinicos, anormalidades
hematoldgicas, achados citologicos e soroldgicos. Além de métodos moleculares como a
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), que esta sendo incorporada ao plano diagndstico
(NEER e HARRUS, 2006). Reinhardt et al. (2012) relataram a detec¢cdo do DNA da E. canis
da secrecdo ocular de uma cadela que apresentava uveite, conjuntivite e sinais clinicos
sisttmicos utilizando a PCR em tempo real.

As técnicas sorologicas (Dot-ELISA e a reagdo de imunofluorescéncia indireta-RIFI)
sdo utilizadas no diagnostico da erliquiose canina com alta sensibilidade e especificidade. A

procedéncia do antigeno (em geral proveniente de culturas de células infectadas com
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Ehrlichia) influi na sensibilidade e especificidade. A RIFI e o Immunocomb® (Biogal, Israel)
utilizam a cultura de Ehrlichia como antigeno, enquanto que o Snap® 3DX (IDEXX
Laboratories Inc., USA) utiliza duas proteinas especificas de E. canis (p30 e p30-1) (OHASHI
etal., 1998; WANER et al., 2001).

Um teste ELISA utilizando como antigeno a proteina recombinante da E. canis
(rMAP2) foi desenvolvido e mostrou-se eficaz na deteccdo de anticorpos anti-E.canis
(ALLEMAN et al., 2001). A acentuada homologia genética das espécies do género Ehrlichia
¢ a causa do repertorio antigénico semelhante que compartilham contribuindo para a
ocorréncia de reagOes cruzadas nos testes soroldgicos (SOUZA, 2008).

O western blot (WB) é outra técnica utilizada no diagnostico da erliquiose cuja
sensibilidade é semelhante a RIFI. O principio da técnica é idéntico ao do Dot-Elisa. O WB, o
antigeno soltvel é submetido a separacéo eletroforética em gel de poliacrilamida e transferida
para uma membrana. Porém é uma técnica cara e requer mais tempo (RIKIHISA et a., 1992;
IQBAL et al., 1994).

A presenca de mdrulas intracitoplasmaticas de E. canis foi evidenciada em esfregacos
corados da puncdo da medula Gssea em caes naturalmente e experimentalmente infectados
(SILVA, 2001; MOREIRA et al., 2002). A identificacdo microscépica de morulas, em
esfregacgos de sangue periférico, € uma das formas de diagndstico desta doenga. Existem trés
formas intracitoplasmaticas descritas: corpo inicial, corpo elementar e moérula, aparecendo
como inclusdes basofilas, observaveis com corantes derivados do método Romanowsky
(CFSPH, 2005).

O cultivo de E. canis foi realizado em células DH82 (TORRES et al., 2002) e em
mondcitos de sangue periférico canino (SAITO, 2003), sendo um método sensivel na
deteccdo de infeccdo aguda precoce e cronica, porém laboriosa e com resultados positivos a
partir de 14 até 40 dias de cultivo.

As bactérias do género Ehrlichia sp. induzem resposta humoral especifica, base para o
diagndstico sorologico (RIKIHISA, 1991), ocorrendo soroconversdao nos animais logo apos a
infeccdo (OTRANTO et al., 2009). Embora as técnicas soroldgicas sejam eficientes, a
presenca de anticorpos ndo indica uma infeccdo ativa, tornando necesséria a confirmagdo do
diagndstico por outras técnicas. A PCR é o método de diagndstico direto que tem evidenciado
elevada sensibilidade e especificidade (IQBAL e RIKIHISA, 1994; IQBAL et al., 1994). A
principal vantagem do método € ser espécie-especifico para as diferentes espécies de

Ehrlichia o que nem sempre é possivel com outras técnicas (SOUZA, 2008).
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Dessa forma, a detecgdo molecular do agente da EMC tem sido realizada pela reacéo
em cadeia pela polimerase (PCR) e pelas suas variagbes como a nested PCR (nPCR),
identificando cées experimentalmente (fase aguda precoce) e naturalmente infectados, em fase
crénica e em vetores ixodideos, com maior sensibilidade e especificidade no diagnostico da
EMC (ALVES et al., 2002; BULLA et al., 2002; DAGNONE et al., 2004; NAKAGHI et al.,
2004; MACIEIRA et al., 2005).

A escolha da amostra para exame na PCR é determinada pela fase da infeccdo no
animal, e preferencialmente, deve ser utilizado o aspirado esplénico, embora nos animais com
infeccdo crbnica deva ser obtido pela anélise da medula 6ssea (MYLONAKIS et al., 2004).
Isso se deve ao fato do baco ser o local de origem de replicagdo da Ehrlichia, na fase
subclinica (HARRUS et al., 2004). Em estudo realizado com tecidos de cées obtidos durante a
necropsia, um grande namero de animais positivos na PCR para E. canis foi observado em
linfonodos e sangue coagulado, enquanto que o baco e o figado foram os Grgdos que
apresentaram menor nimero de reacdes positivas (GAL et al., 2008).

A EMC é caracterizada por manifestacGes clinicas multissistémicas, que variam na
intensidade de acordo com as fases da doenca. As principais alteracdes clinicas observadas na
fase aguda sdo apatia, anorexia, vOmito, secrecdo oculonasal, esplenomegalia, mucosas
palidas, petéquias, epistaxe, fraqueza, sangramentos, perda de peso e uveite (NAKAGHI et
al., 2008; BORIN et al., 2009; HARRUS e WANER, 2011). Estes sinais clinicos geralmente
diminuem espontaneamente dentro de uma a quatro semanas, porém 0s cdes podem entrar
numa fase assintomatica ou subclinica, podendo permanecer infectados por longos periodos
(ORIA et al., 2004; NEER e HARRUS, 2006). Podem ocorrer alterages no sistema nervoso e
essas manifestacfes neuroldgicas ocorrem como resultado de meningite e ou de sangramento
meningeo (HARRUS e WANER, 2011).

Munhoz et al. (2012) avaliando cées infectados experimentalmente pela Ehrlichia
canis em Jaboticabal em Sao Paulo, observaram que a avaliacdo das proteinas de fase aguda, a
ceruloplasmina e a glicoproteina &cida, podem contribuir para o diagnostico precoce da
erliquiose canina, pois elas mantiveram-se aumentadas antes do inicio do aparecimento dos
sinais clinicos e das alteragdes laboratoriais.

Tenorio et al. (2007) relataram que moérulas podem ser detectadas em granuldcitos da
medula Ossea de cdes naturalmente infectados pela Ehrlichia spp. e o mielograma pode
auxiliar no diagnoéstico parasitologico da erliquiose canina. Em situagdes onde houver
dificuldades para o diagnostico desta doenca, a avaliagcdo da medula 6ssea é importante para

se obter informacGes sobre desordens hematologicas primarias, além de determinar o
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diagndstico e o progndstico da infeccdo, assim como monitorar procedimentos terapéuticos
(GRINDEM et al., 2002).

Na erliquiose aguda pode ocorrer trombocitopenia, antes do inicio dos sinais clinicos,
anemia, leucopenia por linfopenia e eosinopenia. Leucocitose e monocitose a medida que a
doenca se torna cronica. Na bioquimica sérica, podem ocorrer alteracdes inespecificas como
aumentos brandos na alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), uréia,
creatinina, bilirrubina total, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia em decorréncia de perdas
protéicas renais. Pode-se ocorrer proteiniria com ou sem azotemia em cerca da metade dos
pacientes. Quando o processo esta crénico pode-se ocorrer pancitopenia tipica, a medida que
0 processo se cronifica. Ha gamopatia policlonal, mas também ocorrem gamopatias
monoclonais (IgG). Se ocorrer glomerulonefrite secundéria a erliquiose havera elevacdes na
uréia e creatinina (BARR, 2008).

A fase cronica desenvolve-se em alguns animais apés a fase subclinica e caracterizam-
se por supressdo medular, sangramentos por mucosas, conjuntivas e alta letalidade, sendo
comumente mais grave que as outras fases da EMC. Nesta fase ocorre grave
comprometimento da medula éssea, a producdo de elementos sanguineos fica prejudicada,
resultando em pancitopenia (DAGNONE et al., 2001). Os sinais clinicos desta fase sdo
semelhantes aos observados na fase aguda, porém com maior intensidade e gravidade.
Frequentemente observa-se palidez das mucosas, fraqueza, sangramento e perda de peso
significativa (HARRUS e WANER, 2011). Cées nesta fase podem eventualmente morrer por
infeccBes secundarias ou sangramentos incontrolaveis, portanto, a identificacdo da doenca
antes de entrarem na fase cronica da EMC é muito importante para o prognostico (NEER e
HARRUS, 2006).

As alteracBes oftalmicas podem estar presentes em todas as fases da doenca e
envolvem a maioria das estruturas oculares. A prevaléncia de lesdes oculares em casos de
infeccdo natural varia de 10% a 15% e a severidade do comprometimento ocular varia de
acordo com o paciente (ORIA et al., 2004). Essas leses incluem uveite anterior, coriorretinite
e hemorragia da retina. A cegueira pode ocorrer como resultado da hiperviscosidade
sanguinea levando a hemorragia sub-retiniana e descolamento de retina (HARRUS e
WANER, 2011).

A infecgdo pela E. canis pode resultar em doenga pulmonar intersticial significativa, o
que tem sido chamada de erliquiose atipica (CODNER et al., 1985). Doenca intersticial

pulmonar grave pode causar hipertensdo pulmonar (HP) acentuada. Assim, cdes com HP
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associada a doenca pulmonar intersticial devem ser incluidos no diagnéstico diferencial da
EMC, especialmente em cdes de areas endémicas (LOCATELLI et al., 2012).

A infeccdo pela Ehrlichia canis resulta no desenvolvimento de anticorpos especificos,
que podem ser observados na circulacdo sanguinea de sete dias (IgM) a 15 dias (1gG) apés a
infeccdo (WANER et al.,, 2001). Os testes soroldgicos disponiveis atualmente para o
diagndstico da erliquiose canina apresentam vantagens por dispor de resultados qualitativos e
quantitativos, o que, por sua vez pode facilitar o diagnostico. Testes como RIFI e o ELISA
apresentam a desvantagem de necessitarem de equipamentos para leitura dos resultados
(microscopio de fluorescéncia e leitor de ELISA) ao contrario dos testes Dot-ELISAs nos
quais os resultados sdo lidos visualmente, caracteristica esta, que é apreciada pelos médicos
veterinarios que trabalham em clinicas e em hospitais veterinarios (SOUZA, 2008).

As alteracbes hematoldgicas da EMC estdo associadas com processos inflamatérios e
imunomediados desencadeados pela infeccdo. A trombocitopenia é a anormalidade
hematoldgica mais comum nos cées infectados pela E. canis e ocorre em todas as fases da
doenca (GAUNT et al., 1996; HARRUS et al., 1999; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI et al.,
2008). Na fase aguda ocorre trombocitopenia entre 10 e 20 dias pds-infeccdo e um aumento
de plaguetas imaturas circulantes, que persiste por toda a doenca na maioria dos animais
(NEER e HARRUS, 2006).

As anormalidades laboratoriais caracteristicas na fase aguda incluem trombocitopenia,
leucopenia e anemia leve. A trombocitopenia nesta fase pode ocorrer por aumento no
consumo de plaquetas, aumento no sequestro esplénico e destruicdo imunomediada ou por
diminuicdo da meia vida das plaguetas. A prépria infeccdo por E. canis causa lise de
plaquetas, porém, casos sem trombocitopenia podem ocorrer. Ocorre também alteracdo na
funcdo das plaquetas, com muitos animais apresentando sangramento superficial, mesmo com
o numero de plaguetas e perfil de coagulacdo normais (ALMOSNY e MASSARD, 2002;
ACCETTA, 2008).

Ueno et al. (2009) detectaram anemia em 89, 28% (<5,5 x 10° eritrocitos. L) dos caes
positivos pela PCR para E. canis, 100% dos animais positivos tiveram trombocitopenia
(plaquetas <175 x 10°.uL) e 28 (57%) apresentaram leucopenia (<5,5 x 10® leucocitos.uL).
3.9 Tratamento

Com o tratamento adequado, os cées se recuperam das infeccdes agudas, mas, 0s cédes
ndo tratados ou tratados inapropriadamente podem desenvolver infec¢Bes clinicas persistentes
e assim podem se tornar portadores assintomaticos do organismo por anos (KELCH, 1984),

podendo servir como fonte de infecg@o. Por isso, € extremamente importante diagnosticar a
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erliquiose canina no estagio inicial, o que pode melhorar o prognéstico dos cées tratados
(IQBAL et al., 1994).

Cées infectados cronicamente possuem um prognéstico ruim e podem apresentar
melhora gradual ou nenhuma melhora apds o tratamento (GREENE e HARVEY, 1990). O
tratamento prolongado é geralmente necessario para animais com infec¢des cronicas severas.
Em alguns casos, pode ser necessario instituir terapia de apoio com fluidos, transfuséo
sanguinea, vitaminas, corticéides ou esterdides anabolicos (COHN, 2003).

Vaérios tratamentos séo descritos para erliquiose canina (HARRUS et al., 1997), sendo
as tetraciclinas as que apresentam os melhores resultados (AMYX et al., 1971). Dentre as
tetraciclinas, a doxiciclina destaca-se. O colégio Americano de Veterinaria e Medicina Interna
recomenda no minimo 10mg/Kg de Doxiciclina a cada 12 horas durante 28 dias. Nas
condi¢cdes imunomediadas associadas com a Ehrlichia canis, como poliartrite, meningite e
vasculite, os glicocorticéides devem ser utilizados, por curto tempo de 2 a 7 dias em dosagens
imunossupressoras, com a prednisolona na dose de 2mg/Kg (NEER e HARRUS, 2006). Cita-
se também o uso do cloranfenicol (MADIGAN, 1987; TROY e FORRESTER, 1990) e da
enrofloxacina (KONTOS e ATHANASIOU, 1998).

Outras drogas foram avaliadas para o tratamento da EMC e a rifamicina pode ser
efetiva parcialmente em cdes com infeccdo experimental aguda pela E. canis, 0os animais
melhoraram significativamente a trombocitopenia e 0s autores sugeriram que esta medicacéo
possa ser considerada como uma alternativa no tratamento antibacteriano da EMC,
especialmente em animais intolerantes a doxiciclina (THEODOROU et al., 2013).

O imidocarb, uma droga antiprotozoariana, tem sido utilizada com sucesso nos casos
de resisténciade infeccdo pela E. canis. Os efeitos do imidocarb incluem sialorréia, descarga
nasal serosa, diarréia e dispnéia. Esses sinais sdo resultado dos efeitos anticolinesterasicos
(NEER e HARRUS, 2006). O imidocarb e a doxiciclina, em associacdo ou isoladamente, séo
consideradas a melhor estratégia terapéutica para a infeccdo pela E. canis (MYLONAKIS et
al., 2001). Entretanto, Sousa et al. (2004) avaliaram a resposta hematologica de 18 cdes com
infeccdo natural pela E.canis, um grupo foi tratado exclusivamente pela doxiciclina e outro
com Imidocarb associado com a doxicilina e verificaram que ambos os tratamentos resultaram
em melhora clinica e aumento das células sanguineas. Os autores constataram que a resposta
terapéutica foi indiferente quanto ao uso ou ndo do imidocarb nos casos de erliquiose canina.

Os residuos metabdlicos do imidocarb sdo depositados no figado e rim por um
periodo longo, o que pode resultar em necrose desses 6rgdos. Além disso, eventualmente
também podem ocorrer efeitos colinérgicos indesejaveis (ANDRADE e SANTAREM, 2002).
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Em conjunto ao tratamento antibacteriano, a terapia de suporte deve ser realizada com
fluidoterapia e transfusdo sanguinea nos casos de anemia severa. A transfusdo sanguinea ndo
aumenta o numero de plaquetas e neste caso, 0 plasma rico em plaquetas pode ser necessario
nesta situacdo (NEER e HARRUS, 2006). Faltam dados para o uso de fatores de crescimento
granulocitico e da eritropoietina. No entanto, os resultados de um relato de caso sugerem que
eles poderiam ser (teis no tratamento da erliquiose cronica severa (AROCH e HARRUS,
2001). O Quadro 1 apresenta os medicamentos utilizados para o tratamento da eliquiose

monocitica canina.

Quadro 1-Medicamentos utilizados para o tratamento da erliquiose monocitica canina

Droga Dose (mg/kg) | Via de administracao Intervalo Duracédo (dias)
Doxiciclina 10 PO (IV) 12-24 28
Minociclina 10 PO (1V) 12 28
Tetraciclina 22 PO 8 28
Oxitetraciclina 25 PO (IV) 8 28
Cloranfenicol 15-25 PO (1V, SC) 8 28
Imidocarb 5 IM, SC Dose Unica | Repeticdo com

2-3 semanas
Amicarbilide 5-6 IM Dose Unica | Repeticdo com
2-3 semanas

Fonte: NEER e HARRUS (2006).

3.10 Co-infecgdes

A infeccdo concomitante da E. canis com outros hemoparasitos comumente é
frequente em regides endémicas. Dessa forma, buscando facilitar o diagndstico das principais
hemoparasitoses caninas, protocolos que detectam mais de um agente etiolégico em uma
mesma reacdo tém sido desenvolvidos. Kledmanee et al. (2009) desenvolveram uma PCR
multiplex capaz de realizar a deteccdo simultdnea de E. canis, Babesia sp. e Hepatozoon
canis, em uma mesma amostra de sangue canino.

Uma grande variedade de fatores, incluindo o tamanho do indculo de E. canis, podem
influenciar o curso e o resultado da infec¢do nos cdes. A manifestacdo da doenca pode ser

afetada pela patogenicidade das diferentes cepas de E. canis e por co-infeccbes com outros
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patdégenos, como Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis transmitida pelo mesmo vetor
(NEER e HARRUS, 2006; GAL et al., 2007; HARRUS e WANER, 2011).

3.11 Controle de carrapatos

A eliminacdo eficaz de populacBes de carrapatos exige uma estratégia de controle
integrado, visando a populacdo canina, bem como o meio ambiente. Apenas 5% dos
carrapatos estdo no cdo e o remanescente (95%) no ambiente (DANTAS-TORRES, 2008).

O Rhipicephalus sanguineus tirou proveito do aguecimento central para propagar-se e
nas zonas temperadas, onde ele gera muitas vezes populaces enormes em abrigos, canis e
hospitais veterinarios; durante o inverno, ele ndo consegue sobreviver no meio externo no
Norte. Os cédes que vivem em regides temperadas adquirem com frequéncia este artrépode
nesse tipo de instalacdo infestada, mas durante o verdo, a infestacdo pode ocorrer ao ar livre.
Em conseqiiéncia, para a obtencdo de resultados duraveis, a eliminacdo desses carrapatos
deve incluir o tratamento acaricida tanto nos cées, quanto ao ambiente em que estes vivem
(BOWMAN, 2010).

O uso de acaricidas em cédes é geralmente eficaz para eliminar as infestacbes de
carrapatos e para prevenir reinfestacfes durante certo periodo de tempo. A frequéncia do
tratamento vai depender do grau de infestacdo e a duracdo do efeito residual do acaricida
(DANTAS-TORRES, 2008). Os cdes podem ser tratados com uma gama diversificada de
produtos veterinarios, como formulagdes spot-on, coleiras impregnadas, xampus, sprays e pos
(GARRIS, 1991). Fipronil, amitraz, carbaril e piretroides (deltametrina, permetrina e
cipermetrina), estdo entre os acaricidas mais frequentemente utilizados para controlar o
carrapato R. sanguineus (ALCAINO et al., 1995, FRANC e CADIERGUES, 1999;
JERNIGAN et al., 2000; OTRANTO et al., 2005).

O tratamento ambiental pode ser eficaz apenas quando areas restritas sdo tratadas. A
eficacia dessa estratégia depende de um nimero de fatores, tais como o nivel de infestacdo do
meio ambiente, presenca de infestacbes em areas ao lado do tratado, efeito residual do
acaricida e das condi¢es ambientais. H& muitas preocupacgdes sobre o uso de acaricidas no
ambiente. O uso indevido pode causar poluicdo ambiental e toxicidade para seres humanos e
outros organismos ndo — alvo (DANTAS-TORRES, 2008). O uso indevido e em longo prazo
é um problema grave que pode resultar em poluicdo ambiental e causar resisténcia a
acaricidas nos carrapatos (LABARTHE, 1994).

O controle da infestacdo de R. sanguineus utilizando uma combinagdo de fipronil,

amitraz e (S)-metopreno em cées foi relatado, no qual observou-se uma eficacia entre (98,4-
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100%) alcancada nas primeiras 48 horas ap6s o tratamento (HUNTER et al., 2011). Foi
demonstrado que a aplicacdo de uma combinacdo de imidacloprid a 10% e permetrina a 50%
reduziu infeccdo por E. canis em cdes em condi¢Ges de campo no Sul da Italia (OTRANTO et
al., 2008).

A capacidade de evitar a transmissdo pela Ehrlichia canis foi avaliada através da
aplicacdo topica de uma combinag&o de fipronil, amitraz e (S) — metopreno em dois grupos de
cdes, um grupo foi tratado com esse medicamento topico, enquanto o outro grupo néao foi
tratado. Todos os cdes foram expostos a E. canis através do contato do Rhipicephalus
sanguineus infectado. A eficécia do produto contra R. sanguineus foi de 100%, uma vez que
ndo foram encontrados carrapatos nos caes tratados em nenhum momento. Os exames clinicos
e as coletas de sangue para PCR e sorologia foram realizadas e constatou-se negatividade pela
auséncia de anticorpos e do DNA da E. canis nos animais que fizeram uso dessa formulacéo e
nenhum dos animais tratados tornou-se infectado, em comparagdo com o grupo controle, onde
62,5% foi infectado por esta bactéria (FOURIE et al., 2013).

4 Babesiose canina
4.1 Historico

Babesia foi descrita pela primeira vez em 1888 pelo naturalista hingaro Victor Babes
como o agente responsavel por cerca de 50.000 mortes anuais entre 0 gado na Roménia
durante o século XIX. A babesiose canina foi diagnosticada pela primeira vez na Italia.
Posteriormente, a doenca foi reconhecida em outros paises da Europa, na América, na Asia e
na Africa. No Brasil, Pestana, em 1918, verificou uma doenca semelhante em S&o Paulo,
descrevendo uma nova espécie de agente etiolégico a qual denominou Piroplasma vitalii, e
em seguida de Babesia canis (ANTONIO et al., 2009).

4.2 Classificagdo

Os géneros Babesia e Theileria pertencem ao filo Apicomplexa, classe Piroplasmea e
ordem Piroplasmida. Babesia e Theileria estdo relacionados estruturalmente, funcionalmente
e filogeneticamente com as espécies de Plasmodium que causa a malaria (KUO et al., 2008;
LAU, 2009). Babesia canis e a Babesia gibsoni sdo as duas espécies capazes de infectar os
cées e estes microorganismos estdo distribuidos mundialmente (TABOADA e LOBETTI,
2006).
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Babesia canis rossi, B.canis canis e Babesia canis vogeli foram anteriormente
consideradas como subespécies da B.canis e sdo idénticas morfologicamente, mas
demonstraram variacdes tremendas na distribuicdo geogréafica, especificidade vetorial,
caracteristicas genéticas, e os sinais clinicos que eles provocam nos caes, e sdo, portanto,
consideradas como espécies distintas (ZAHLER et al., 1998; CARRET et al., 1999; CACCIO
etal., 2002; IRWIN, 2009).

A babesiose canina é causada por hematozoarios que sdo classificados como Babesia
grande (5x2.5um) ou pequena (2x1,5um) (KUTTLER, 1988). A Babesia grande foi dividida
em trés espécies diferentes, a Babesia canis canis, Babesia canis rossi e Babesia canis vogeli
(SCHETTERS, 2005). Uma nova espécie de Babesia grande foi identificada, a Babesia sp.
(Coco) (BIRKENHEUR et al., 2004; LEHTINEN et al., 2008). As diferentes espécies de

Babesia estdo classificadas de acordo com o tamanho no Quadro 2.

Quadro 2 - Espécies de Babesia spp. e sua classificacdo quanto ao tamanho

Grupo Espécies

Grande Babesia Babesia canis canis

Babesia canis rossi

Babesia canis vogeli

Babesia spp. (coco)

Pequena Babesia Babesia gibsoni

Babesia conradae

Babesia microti (Theileria annae)

Fonte: MATIJATKO et al. (2012) (modificado).

Foi identificada uma nova espécie de Babesia, parasitando cdes na Califérnia, Estados
Unidos. Trata-se de uma pequena Babesia que apresenta caracteristicas parecidas com a B.
microti e a Theileria spp. A nova espécie foi denominada de B. conradae. Acredita-se que
essa nova especie seja transmitida pelo R. sanguineus, pela via transestadial (KIEMTRUP et
al., 2006). Outra espécie de Babesia foi caracterizada na Carolina do Norte, Estados Unidos,
causando doenca em um céo, que apresentava anemia, trombocitopenia e leucopenia. Trata-se
de uma grande Babesia que na caracterizacdo genética apresentou homologia de 93,9% com a
seqliéncia da B. bigemina e 93,5% com B. caballi. Quando comparada a B. c. vogeli, a B. c.
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canis € a B. c. rossi, o isolado apresentou apenas 91,2 -91,6% de homologia
(BIRKENHEUER et al., 2004).

4.3 Formas de transmissao e patogenia

A distribuicdo geografica do agente causador e, assim, a ocorréncia da babesiose sdo
em grande parte dependentes do habitat das espécies de carrapatos vetores. O conhecimento
da prevaléncia e das condicdes clinico-patologicas causadas pelas espécies de Babesia que
infectam o0s cées e canideos selvagens em todo o mundo € de interesse epidemioldgico e
médico (SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2011).

Os vetores da Babesia spp. sdo os carrapatos pertencentes a familia Ixodidae, sendo os
principais responsaveis pela transmissdo da doenca os da espécie Rhipicephalus sanguineus,
conhecido como carrapato vermelho do cdo. Algumas espécies, como o Dermacentor spp.,
Haemaphysalis leachi e Hyalomma plumbeum, também podem transmitir o agente. Outra
forma de transmisséo é através de transfusdes sanguineas com sangue de animais infectados
(BRANDAO e HAGIWARA, 2002; BIRKENHEUER, 2008; PINTO, 2009).

Além da morfologia e patogenicidade para o hospedeiro vertebrado, existe ainda a
diferenciacdo pela adaptacdo as espécies de vetores potencialmente capazes de atuar na
transmissdao. A B. gibsoni é transmitida pelos carrapatos Haemaphysalis bispinosa e
Rhipicephalus sanguineus e a Babesia canis pelo R. sanguineus, Dermacentor reticulatus e
Haemaphysalis leachi. Alguns autores reportaram ainda a transmissdo experimental de B.
canis pelo Dermacentor andersoni e Hyalomma marginatum (HOSKINS, 1991). A B. canis
vogeli, entretanto, pode ser transmitida por via transovariana e ser passada para a proxima
geracdo de carrapatos na auséncia de cdes infectados (LOBETTI, 1998; TABOADA, 1998;
BOOZER e MACINTIRE, 2003).

Algumas espécies de Babesia, incluindo a B. canis demonstraram ser infecciosa para
0s animais apenas dois a trés dias apés a fixacdo do carrapato (SCHEIN et al., 1979).
Presume-se que a mudanca na temperatura ou a presenca de sangue no intestino do carrapato
age como um estimulo de ativagdo para a maturacdo dos esporozoitos infecciosos. Os animais
sdo infectados quando esporozoitos da Babesia sdo injetados com a saliva na pele do
hospedeiro durante o repasto sanguineo. Nos hospedeiros, 0s parasitas se aderem a
membranas dos eritrocitos e invadem o citoplasma da célula, onde eles formam trofozoitos
em forma de anel. O parasita se reproduz por brotamento dentro do eritrocito e as formas de
merozoitos sao observadas aos pares em algumas espécies de Babesia. Os merozoitos podem

se dividir ainda mais e ha a formacdo de oito ou mais parasitas na mesma célula sanguinea.
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Eventualmente, o parasita destréi a célula e tornar-se livre no sangue para invadir novas
células (CHAUVIN et al., 2009).

A lise das hemécias produz mediadores inflamatorios de agdo sisttmica que, em
processos hemoliticos graves, causam vasodilatacdo periférica e hipotensdo (BRANDAO e
HAGIWARA, 2002), o que facilita interacdo entre eritrocitos infectados e o tecido endotelial
(SCHETTERS et al., 1998), levando a agregacdo de eritrdcitos (VALLI, 2007). Na babesiose
canina hd uma forte associacao entre as espécies de Babesia com as diferentes espécies de
carrapatos como foi revisado por Uilenberg (2006). Como Consequéncia, a prevaléncia da
babesiose é dependente da presenca do vetor no ambiente e encontra-se demonstrado no

Quadro 3 sua distribuicdo geogréafica e seus respectivos vetores.

Quadro 3-Distribuicdo geografica das diferentes espécies de Babesia spp. e seus vetores

Espécies Distribuicao geografica Vetor

Babesia canis canis Europa, Asia Dermacentor reticulatus
Babesia canis rossi Africa Haemaphysalis leachii
Babesia canis vogeli Africa, Europa, Asia, | Rhipicephalus sanguineus

Australia, América do Sul e

América do Norte

Babesia sp. (coco) Estados Unidos Desconhecido

Babesia gibsoni Mundialmente Haemaphysalis sp.
Babesia conradae Califérnia Rhipicephalus sanguineus?
Babesia microti (T. annae) | Sudeste da Europa Ixodes hexagonus?

Fonte: MATIJATKO et al. (2012) (modificado).

A transmissdo da Babesia ocorre através da picada do carrapato vetor. A infeccdo pela
B. gibsoni foi também demonstrada via transfusdo de sangue (STEGEMAN et al., 2003),
fomites e via transplacentaria (FUKUMOTO et al., 2005). Além disso, varios estudos tém
fornecido evidéncias de que B. gibsoni é provavelmente transmitida diretamente de cdo para
cdo via mordeduras, saliva ou sangue ingerido (BIRKENHEUER et al., 2005; JEFFERIES et
al., 2007; YEAGLEY et al., 2009).

A Babesia canis vogeli € considerada a espécie que tem menor patogenicidade quando
comparada com as demais e causa uma doenca branda, geralmente sem evidéncia de sinais
clinicos (UILENBERG, 2006; IRWIN, 2009). lonita et al. (2012) na Roménia avaliaram 16
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caes pela PCR para diagndstico da Babesia spp. e identicaram nos 11 sintométicos e em um
do grupo dos 5 assintomaticos, 0 DNA da Babesia spp., assim como positividade no exame
parasitologico sanguineo dos sintomaticos. Apds sequenciamento dos produtos amplificados,
constataram que a Babesia canis canis estavam infectando os animais sintomaticos e o Unico

cdo assintomatico positivo estava infectado pela Babesia canis vogeli.

4.4 Babesiose no Brasil

No Brasil, América do Norte e do Sul, a Babesia canis vogeli e a Babesia gibsoni séo
as espeécies relatadas (DANTAS-TORRES et al., 2006a; TRAP et al., 2006a), entretanto, em
Brasilia, no Distrito Federal, um estudo identificou a Babesia canis rossi (VASCONCELOS,
2010).

Casos de babesiose no Brasil foram relatados em muitos estados brasileiros, Rio
Grande do Sul (BRACCINI et al., 1992), S& Paulo (DELL’PORTO et al.,, 1993),
Pernambuco (DANTAS-TORRES et al., 2004a), Rio de Janeiro (GUIMARAES et al., 2004),
Minas Gerais (BASTOS et al., 2004) e Parand (TRAPP et al., 2006a). No Brasil, a forma
subclinica da babesiose canina é provavelmente a apresentacdo predominante nos cées
infectados (BRACCINI et al.,1992; O'DWYER, 2000; PASSOS et al., 2005).

A frequéncia da babesiose canina no Brasil é bastante varidvel, como pode ser
observado em estudos efetuados em municipios como Londrina, PR (36%), Sdo Paulo, SP
(42,4%), Belo Horizonte, MG (66,9%) e Jaboticabal, SP (67%) (RIBEIRO et al., 1990;
DELL’PORTO et al., 1993; TRAPP et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008). Na regido
Nordeste, Ramos et al. (2010) observaram positividade em 7,31% de animais por PCR para
Babesia canis vogeli em Pernambuco e Silva et al. (2012) em Imperatriz no Maranhéo
detectaram em 3,3% também por PCR.

Estudos moleculares realizados com amostras de cdes urbanos infectados no Brasil
tém mostrado que a Babesia canis vogeli foi 0 agente etioldgico envolvido em todos os casos
(PASSOS et al., 2005). No entanto, alguns casos de infeccdo por B. gibsoni foram
molecularmente caracterizados em cédes no Brasil (TRAPP et al.,, 2006a; JOJIMA et al.,
2008).

4.5 Epidemiologia
A babesiose ¢ uma doenga que apresenta maior ocorréncia em regides tropicais e

subtropicais e é transmitida por carrapatos (CARRET et al., 1999). O Brasil € endémico para
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a Babesia canis vogeli (PASSOS et al., 2005; DUARTE et al., 2008) e Babesia gibsoni
(TRAPP et al., 2006a; JOJIMA et al., 2008).

Pouco se sabe sobre os possiveis fatores de risco da babesiose canina no Brasil
(DANTAS-TORRES e FIGUEREDO, 2006a). Alguns estudos demonstram que ndo héa
predisposicdo quanto & raca ou sexo para a infecgdo (RIBEIRO et al., 1990; GUIMARAES et
al., 2002; BASTOS et al., 2004; COSTA-JUNIOR et al., 2009). Entretanto, em estudo
realizado com caes de populacéo hospitalar, foi constatado que animais com mais de um ano
de idade, vivendo em d&reas urbanas e apresentando sangramento superficial sdo mais
propensos a apresentar anticorpos 1gG anti-Babesia canis vogeli (TRAPP et al., 2006).
Dantas-Torres e Figueredo (2006a) observaram que, a doenga acontece com maior frequéncia
em cédes com idade superior a dois anos de idade, embora animais jovens com histdria de
visita a praia e primeira exposi¢ao a carrapatos também tenham sido afetados pela doenca.

Em estudo conduzido com cdes em zona rural do semiarido brasileiro ndo houve
correlacdo entre prevaléncia da infeccdo e idade ou sexo dos animais, porém os animais
mesticos apresentaram maior chance de adquirir a infeccdo quando comparados aos cées de
raca pura (MAIA et al., 2007). Costa-Junior et al. (2009) estudando cdes na zona rural de
Minas Gerais, observaram que a raca ndo constituiu um fator de risco relacionado a
soroprevaléncia de B. canis vogeli, assim como sexo e volume globular abaixo de 30%. Além
disso, estes autores verificaram que a soroprevaléncia da infeccdo esteve diretamente
relacionada a idade dos animais e infestacdo por carrapatos, logo quanto mais velho o animal,
maior a soroprevaléncia.

Jojima et al. (2008) constataram em Londrina num hospital escola com 282 caes
anémicos, leucopénicos ou trombocitopénicos que os animais de um a cinco anos de idade
apresentaram maior indice de positividade em relacdo ao género Babesia. Entretanto, em
relacdo as espécies estudadas, para B. canis vogeli, 0 maior indice foi de animais com até um
ano de idade e para a B. gibsoni foi observada com maior frequéncia em animais com faixa

etaria entre um a cinco anos.

4.6 Zoonose

O primeiro caso de babesiose humana foi descrito em 1957 (SKRABALO e
DEANOVIC, 1957). A causa mais comum de babesiose humana é causada pela Babesia
microti, uma Babesia que infecta ratos e outros pequenos roedores, que é endémica nos
Estados Unidos (HUNFELD et al., 2008; VANNIER et al., 2008). A maioria dos casos ocorre

no Nordeste da Seaboard. O primeiro caso confirmado foi em um individuo sem historico de
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esplenectomia em Nantucket Island na costa de Massachusetts (WESTERN et al., 1970).
Casos adicionais foram identificados e a doenga tornou-se conhecida como a febre de
Nantucket. Outras ilhas ao longo da Costa do Sul da Nova Inglaterra, posteriormente,
tornaram-se reconhecidas como éareas endémicas, incluindo Martha Vineyard, as llhas
Elizabeth, Block Island, Shelter Island, na parte leste da Long Island e Fire Island
(SPIELMAN et al., 1985).

O primeiro caso de babesiose humana no Brasil foi relatado por Alecrim et al. (1983),
em um paciente adulto residente em Pernambuco que exercia profissdo de auxiliar de
veterinario e que apresentou quadro clinico semelhante a maléria e o diagndstico foi obtido
através da observacgdo da presenca de estruturas caracteristicas de Babesia spp. em esfregaco
sanglineo. Marsaudon et al. (1995) relataram um caso de infeccdo por B. canis em um
paciente esplenectomizado com insuficiéncia renal aguda. Sapolnik et al. (2013) observaram
um caso de babesiose humana em uma crianga de cinco anos em Feira de Santana na Bahia
apresentando febre, dor abdominal, anemia importante com 7,2g/dL de hemoglobina. O
diagnostico foi através do exame parasitologico sanguineo, onde foram visualizadas estruturas
compativeis com Babesia spp. e 0s médicos ressaltaram que essa doenca seja cogitada como
suspeita diagndstica em casos semelhantes, pois ha falta de informacdo ou desatualizacdo
sobre a babesiose humana em sites e informativos de satde publica no Brasil.

Cerca de 40 casos de infeccdo pela Babesia divergens foram documentados na Europa,
principalmente nos paises com a inddstria pecuaria extensiva como a Franca, Irlanda e Gra-
Bretanha (GORENFLOT et al.,, 1998; ZINTL et al., 2003). Casos foram relatados
esporadicamente na Suécia, Suica, Espanha, Portugal e Croécia. Quase todos os pacientes
foram esplenectomizados antes do inicio da infec¢do pela Babesia. O gado é o reservatério
para a B. divergens, pessoas com maior risco de infec¢do com a babesiose sdo os agricultores,
ou pessoas de férias em areas rurais (VANNIER e KRAUSE, 2009).

A taxa de mortalidade de 5% foi observada em um estudo retrospectivo de 136
doentes com infeccdo pela B. microti, em Long Island, Nova York, dos quais, apenas um era
conhecido por ser imunocomprometido (MELDRUM et al., 1992). Em outro estudo, a taxa de
mortalidade entre pacientes hospitalizados pela babesiose foi de 9% (HATCHER et al., 2001).
A taxa de mortalidade é ainda maior entre hospedeiros imunocomprometidos (VANNIER e
KRAUSE, 2009).

Quase todos os 40 casos de infeccdo pela B. divergens relatado na Europa foram a
pessoas esplenectomizadas e sofreu uma forma grave da babesiose (GORENFLOT et al.,

1998; ZINTL et al., 2003). Os sinais e sintomas comegam entre 1 a 3 semanas apos a
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transmissdo pelo carrapato e causa febre alta (40-41-C), hemolise intravascular grave que
resulta em hemoglobinemia, hemoglobindria e ictericia. Dor de cabega, calafrios, sudorese
intensa, mialgia e dor abdominal sdo comuns. Mais de metade dos casos teve um inicio de
insuficiéncia renal e de edema pulmonar. Equimoses, petéquias, insuficiéncia cardiaca
congestiva e coma também foram relatadas. A doenca geralmente é fulminante, com duracao
de cerca de uma semana e termina em morte em mais de um tergo dos pacientes ou em
convalescenca prolongada (VANNIER e KRAUSE, 2009). Até o momento, as infeccOes
humanas com as espécies de Babesia que infectam os cédes e gatos ndo forma relatadas. No
entanto, estes animais sdo companheiros de pessoas e servem como uma fonte de carrapatos
infectados para humanos (LEMPEREUR et al. 2011).

4.7 Alteracdes clinicas e laboratoriais

A babesiose pode ser classificada em subaguda, aguda, crénica e os sinais clinicos
incluem letargia, voémito, anorexia, febre e fraqueza. Outros sinais sdo palidez de mucosas,
ictericia, esplenomegalia, hematlria e esta Gltima alteracdo levanta suspeita de processos
hemoliticos (GUIMARAES et al., 2002; GUIMARAES et al., 2004 BASTOS et al., 2004;
IRWIN, 2010). Desidratacdo, perda de peso, dor abdominal, sensibilidade a palpacéo renal
podem ser observados (BASTOS et al., 2004).

As alteracBes patologicas que este protozoario causa no hospedeiro varia
consideravelmente com as diferentes espécies e sub-espécies envolvidas, e também com o
estado imunoldgico do individuo, idade, doencas infecciosas concomitantes e a resposta a
infeccdo (IRWIN, 2009).

Anemia hemolitica e sindrome da resposta inflamatdria sistémica leva a sindrome de
disfuncdo multiorganica e sdo responsaveis pela maioria dos sinais clinicos observados na
babesiose canina (TABOADA e LOBETTI, 2006). Em geral, as espécies de Babesia causam
anemia hemolitica que é multifatorial e a manifestacdo clinica predominante induz um
numero de respostas imunes que podem ter uma influéncia devastadora (AYOOB et al.,
2010). A manifestacdo cronica da Babesia canis é pobremente caracterizada (JACOBSON e
CLARK, 1994). Muitos cdes infectados pela B. canis nos Estados Unidos estdo no estagio
subclinico (TABOADA et al., 1992).

A babesiose complicada pode provocar sinais clinicos incomuns e severos, incluindo
disfuncdo neurologica (coma, estupor e convulsdes), diateses hemorragicas, faléncia
respiratoria, hipotensdo e faléncia renal aguda (LOBETTI, 1998; NEL et al.,, 2004;
MATIJATKO et al., 2007). Na infecgdo cronica, muitos animais séo assintomaticos e servem
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de fonte de infeccdo para os susceptiveis e ao longo do tempo sob estresse ou
imunossupressao pode haver uma recrudescéncia do agente (IRWIN, 2010).

Em alguns caes imunocomprometidos e com co-infec¢bes, doencas neoplasicas ou
tratamentos imunossupressivos, a Babesia canis vogeli pode representar um achado incidental
(SOLANO-GALLEGO et al., 2008). A Babesia gibsoni vem ganhando notoriedade por ser
uma doenga emergente em certas racas de cées, principalmente Pitt Bull Terrier e
Starfforshire Terriers (MANCITIRE et al., 2002; BIRKENHEUER et al., 2005).

A Babesia canis vogeli geralmente provoca uma doenca subclinica leve ou moderada
(UILENBERG et al., 1989; CARRET et al., 1999) que muitas vezes acompanha outras
doencas ou afeta cdes esplenectomizados. Grave anemia hemolitica pode ser observada em
cdes jovens e filhotes (SOLANO-GALLEGO et al., 2008). Galgos adultos nos Estados
Unidos sororeativos para B. canis vogeli sdo comumente clinicamente saudaveis (TABOADA
et al, 1992; TABOADA e LOBETTI, 2006). Anemia hemolitica imunomediada regenerativa é
observada e € um achado comum nas infec¢bes pela B. vogeli, mas ndo é uma alteracdo
clinica-patoldgica padrdo (CARLI et al., 2009).

Jojima et al. (2008) avaliaram cdes com anemia, leucopenia e trombocitopenia em
Londrina no Parana e verificaram que em relacdo as espécies de Babesia, 33 animais (31,4%)
dos positivos para Babesia canis vogeli, possuiam anemia, 27 (25,7%) leucopenia e 39
(37,1%) trombocitopenia. Dos animais positivos para Babesia gibsoni, 24 animais (22,9%)
apresentaram anemia, 10 (9,5%) leucopenia e 22 (21,0%) trombocitopenia.

Os principais sinais clinicos e alteracbes no exame fisico de cdes com babesiose

encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1-Alteraces clinicas de cdes com babesiose

Sinais Duracéo
Nao especificos Sintomas hiperagudos
Anorexia Hipotermia
Letargia Choque
Fraqueza Coma
Febre CID
Emagrecimento Acidose metabdlica
Sinais atipicos Morte
Ascite Sintomas agudos
Edema Anemia hemolitica
Constipacéo Ictericia
Diarréia Esplenomegalia
Estomatite ulcerativa Linfoadenopatia
Hemorragia Vomito
Congestéo de mucosas Sintomas cronicos
Policitemia Febre intermitente
Secrecdo oculonasal Hiporexia
Dispnéia Caquexia ou baixa condicgéo corporal
Miosite mastigatoria Linfoadenopatia

Miosite temporomandibular
Dor no joelho
Sinais neurolégicos
Convulséo
Ataxia

Paresia

Fonte: TABOADA (1995).

As alteragdes hematoldgicas da babesiose sdo anemia regenerativa, niveis normais de
proteinas plasmaticas, uma moderada ou severa trombocitopenia e uma variedade de
anormalidades leucocitarias. Certamente, alguns cdes na babesiose na fase aguda podem ter
uma anemia pre-regenerativa (REYERS et al., 1998; CARLI et al., 2009; SIKORSKI et al.,
2010) e na fase cronica a contagem eritrocitaria pode estar normal com caracteristicas
microscopicas de regeneracdo. H& muita similiaridade entre as alteracdes hematoldgicas da
babesiose com a anemia hemolitica imunomediada; pode estar presente autoaglutinacéo,
esferocitos e o teste de Coombs positivo em muitos casos de babesiose (REYERS et al., 1998;
INOKUMA et al., 2005).
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Na anélise biquimica de cdes com babesiose é geralmente ndo especifica, refletindo o
quadro de hipoxemia e hemdlise. Tipicamente hd um aumento na concentragdo da alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA),
bilirrubina e azotemia € frequentemente notada tendo como origem pré-renal ou renal
(IRWIN, 2010).

4.8 Diagnostico

O diagnostico da babesiose é baseado na anamnese, exame fisico e na visualizacdo do
organismo dentro das heméacias em esfregaco de sangue periférico corado pelo Giemsa
(GUIMARAES et al., 2002), onde pode-se observar varios estagios intraeritrocitarios da
Babesia spp., mas a similiaridade entre as espécies e subespécies € um fator limitante
(KIEMTRUP et al., 2000; JEFFERIES et al., 2007).

Com as variagdes na patogénese e nas manifestaces clinicas entre as espécies e
subespécies de Babesia em cdes, 0 diagndstico preciso entre as espécies e subespécies irdo
fornecer conhecimentos valiosos sobre sua distribuicdo e terdo importancia para a terapia e
nos estudos epidemioldgicos subsequentes (IONITA et al., 2012).

O exame parasitolégico é limitado pela baixa sensibilidade e impossibilidade de se
fazer a distincdo morfoldgica precisa entre algumas espécies e subespécies. Outros métodos,
mais sensiveis, estdo sendo cada vez mais utilizados no diagndstico dessa afeccdo, como a
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) (BOOZER e
MACINTIRE, 2003). Esses testes sorolégicos sdo Uteis para se identificar animais portadores
assintomaticos e diagnosticar infec¢bes cronicas quando o nivel de parasitemia geralmente
esta baixo ou ndo detectavel no esfregaco de sangue periférico (FURUTA et al., 2009); no
entanto, eles apenas indicam a exposicao ao agente, ndo informando sobre o estagio atual da
infeccdo (WAGNER et al., 1992).

Assim, testes moleculares, especialmente a reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR),
vém sendo cada vez mais utilizados em estudos epidemioldgicos (BIRKENHEUER et al.,
2004; JOJIMA et al., 2008; SILVA et al., 2012). A PCR representa uma 6tima ferramenta ndo
sO para a identificagdo do gendétipo, mas nos casos em que 0s sintomas sao inespecificos e que
0 parasitolégico sanguineo ndo determina o diagnostico. Os avangos recentes das técnicas
moleculares, com a técnica de PCR e 0 sequenciamento genético tornaram possivel a detec¢éo
e identificacdo do parasita, diferentemente dos outros métodos tradicionais (IONITA et al.,
2012). A PCR ¢é muito sensivel, mas resultados falso-negativos podem ocorrer nos casos de

babesiose cronica e isso € uma limitagdo da técnica e 0s animais assintomaticos carreiam o
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agente parasitario e podem transmitir nas transfusdes de sangue, principalmente os cées
doadores (JEFFERIERS et al., 2007).

4.9 Tratamento

O dipropianato de imidocarb est4 disponivel para o tratamento da babesiose em cées.
Duas injecOes dipropionato de imidocarb na dose de 5,0-6,6mg/kg administrada por via
subcutanea ou intramuscular, com um intervalo de 2-3 semanas tém sido eficaz. Na fase
aguda, a resposta terapéutica € rapida, com aumentando a producdo de novas células
sanguineas dentro de 12-24 horas. Outro tratamento é possivel com uma Unica injecdo
intramuscular de aceturato de diminazeno numa dose de 5mg/kg (BIRKENHEUER et al.,
1999; TABOADA, 1998). O aceturato de diminazene € relativamente toxico e a severidade
dos seus efeitos é acompanhada durante o seu uso (SAKUMA et al., 2009). A terapia de
suporte, tais como fluidos intravenosos e transfusdes de sangue devem ser empregados
quando necessario (VIAL e GORENFLOT, 2006).

Quando o tratamento com dipropionato de imidocarb for ineficaz nos cées, ou nao for
feita a identificacdo da espécie, o tratamento deve ser modificado e deve-se fazer uma
dosagem preventiva (duas vezes a dose terapéutica, com uma repeticdo apos 48 horas) ou
pode-se utilizar a clindamicina, possivelmente em associagdo como a quinina (WULANSARI
et al., 2003; BOOZER e MACINTIRE, 2005; VIAL e GORENFLOT, 2006). Uma associacao
dispendiosa, a azitromicina e atovaquone, tém sido recomendada para a babesiose cronica,
especialmente quando a doenca for causada pelas pequenas Babesia. Também é possivel
utilizar a oxitetraciclina associada com a atovaquone. A andlise por PCR revelou resultados
negativos por duas vezes, com um intervalo de 2 a 4 semanas, pelo menos, 60 dias pds-terapia
(BOOZER e MACINTIRE, 2005).

O uso de glicorticdides é controverso. O sistema imune é implicado com muitas das
alteragBes clinicas da babesiose, especialmente anemia hemolitica. Em um estudo, 20% dos
cdes infectados pela B. canis tinham anemia hemolitica e ndo foram responsivos a terapia
anti-Babesia sozinha (JACOBSON e CLARK, 1994). Os corticdides devem ser utilizados
com doses imunossupressoras algumas vezes (TABOADA e LOBETTI, 2006). O tratamento

utilizado para as diferentes espécies de Babesia encontram-se no Quadro 4.
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Quadro 4-Tratamento preconizado para as diferentes espécies de Babesia spp. em cées

Espécies de Babesias Drogas Doses e duracdo Resposta ao tratamento
B. canis; B. vogeli e B. rossi Dipropionato de Imidocarb | 5-6,6mg/kg IM, repeticdo Boa
(c&es) com 14 dias
Todas as espécies da grande Diaceturato de diminazene | Dose Unica de 3 a 5mg/kg Boa

Babesia

Dipropionato de Imidocarb

IM
5-6,6mg/kg IM, repeticdo
com 14 dias

B. gibsoni (cées)

Azitromicina+autovaquone

Clindamicina

10mg/kg/PO/SID+
13,3mg/Kg/TID por 10
dias
12-25mg/kg/BID por 7-10

dias

Melhora a anemia e 0s
sinais clinicos, sem
eliminar o parasita e

ocasionalmente ha

recaida clinica.

B. conradae (cées)

Dipropionato de Imidocarb

5-6,6mg/kg IM, repeticdo
com 14 dias

Moderada a pobre com

recaidas frequentes.

B. microti (cées)

Dipropionato de Imidocarb

Diaceturato de diminazene

5-6,6mg/kg IM, repeticéo
com 14 dias
Dose Unica de 3 a 5mg/kg
IM

Pobre

FONTE: SOLANO-GALLEGO et al. (2011).

4.10 Co-infecgdo

Quando a babesiose é confirmada, deve-se considerar a possibilidade de infec¢bes

concomitantes com outros patdgenos transmitidos por vetores, incluindo Ehrlichia spp.,

Anaplasma spp., Bartonella spp., Rickettsia spp. e Leishmania spp (KORDICK et al., 1999;
YABSLEY et al., 2008) e deve-se utilizar os testes de diagndstico apropriados (IRWIN,

2010).

Em casos de infec¢bes concomitantes pela B. canis e Ehrlichia canis, o cdo pode

apresentar anemia severa, causada pela destruicdo de eritrécitos maduros com impedimento

da eritropoiese, desenvolvendo uma doenga mais grave, muitas vezes fatal, principalmente em

cdes jovens (SA, 2007). A possibilidade de co-infeccdo com a Ehrlichia canis deve ser

considerada principalmente quando ocorrer apresentagdes hemorragicas (BASTOS et al.,

2004).
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4.11 Controle de carrapatos

A prevencdo da babesiose se baseia principalmente em tratamentos tdpicos e
ambiental com acaricidas, com o objetivo de reduzir a exposicdo dos animais aos vetores,
responsaveis pela transmissdo de agentes parasitarios aos cédes. Coleiras, formulacdes topicas,
sprays séo os meios mais populares e eficazes de controle de infestagdes de carrapatos e uma
variedade de produtos podem ser usados, como a permetrina, amitraz, fipronil, imidacloprid e
outros produtos quimicos estdo disponiveis a partir de empresas comerciais (BERRADA e
TELFORD, 2009; BRIANTI et al., 2010; OTRANTO et al., 2010d).

Estes ectoparasiticidas topicas repelem os carrapatos e impedem a fixacdo dos mesmos
ou os matam dentro de 24-48 horas ap0s a aplicacdo. A reducdo dos carrapatos no ambiente
pode ser alcancada utilizando técnicas convencionais e formulacdes acaricidas de liberacéo
lenta que podem ser aplicadas na forma de spray ou em p6. O controle biolégico por meio de
organismos patogénicos aos carrapatos pode ser utilizado no futuro como medida de controle
ambiental (FERNANDES e BITTENCOURT, 2008).

5 Cinomose canina
5.1 Historico
Na segunda metade do século XVIII, a cinomose foi verificada na Europa, proveniente
da Asia. Sua natureza contagiosa foi conhecida em meados do século XIX, porém foi Carré
(1905) quem a considerou como enfermidade causada por virus, no entanto, seus estudos ndo
foram aceitos de imediato pela comunidade cientifica da época, pois se atribuia grande valor
ao papel patogénico da Bordetella bronchiseptica. Somente ap6s os trabalhos de Laidlaw e

Dunkin (1926), a doenga foi aceita como sendo de etiologia viral.

5.2 Etiologia, particularidades e subtipos
A cinomose é uma doenga comum em cées em todo o0 mundo e estd associada com um
grau elevado de morbidade e mortalidade. Essa doenca tem distribuicdo mundial e €
considerada como uma das doencas infecciosas mais severas que acometem 0S carnivoros
(SEKULIN et al., 2011). E uma afeccdo reemergente em paises onde ja esteve controlada
(NORRIS et al., 2006).
O virus da cinomose (CDV) também infectam diversas outras espécies, incluindo
raposas, guaxinins, gambas, furdes, felinos na natureza e em cativeiro (NORRIS et al., 2006).

Essa doenca em cdes é mais comum em regiGes onde vacina¢do de animais jovens nao é
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realizada periodicamente, epidemias continuam a ocorrer em ambientes de abrigo nos paises
em desenvolvimento (BEINEKE et al., 2009). Esse virus infecta uma grande variedade de
carnivoros, mas o cdo é o principal reservatorio (MORO et al., 2003; GREENE e APPEL,
2006).

O CDV é um virus com material genético composto por RNA de fita simples, possui
envelope e, pertence ao género morbilivirus e a familia Paramixoviridae, apresenta tropismo
por linfdcitos, o que conduz a imunossupressao e infeccBes secundarias (ALMEIDA et al.,
2009). O genoma viral mede aproximadamente, 15.7kb e a particula viral, de 150 a 300nm de
didmetro (MURPHY et al., 1999). O envelope lipoprotéico é originario de glicoproteinas
virais incorporadas & membrana celular (GREENE e APPEL, 2006).

Com base na variacdo genética dentro do gene viral, a hemaglutinina (H), um grande
numero de diferentes cepas podem existir e variam em sua distribuicdo geografica, tropismo
celular e viruléncia. Embora o CDV infecte uma variedade de diferentes tipos de células
epiteliais, incluindo, células mesenquimais, neuroenddcrinas e as células hematopoiéticas, o
tropismo acentuado do CDV para as células imunitarias € critica em respeito a sua capacidade
para causar imunossupressdo. Os componentes virais do CDV envolvidos na
imunodeficiéncia sdo a hemaglutinina viral, a proteina V (fosfoproteina ndo estrutural) e o (N)
da proteina do nucleocapsidio (SYKES, 2010).

O CDV é sensivel ao éter e a solventes lipidicos, € instavel a pH abaixo de 4,5 e pode
ser inativado pelo calor a temperaturas acima de 50°C por 30 minutos. Em climas quentes o
virus nao sobrevive no ambiente por longos periodos, uma vez que sé se mantém viavel a
20°C por 3 horas e em exsudatos por 1 hora (GREENE e APPEL, 2006).

As estirpes do CDV estdo globalmente divididas em subtipos separados
geograficamente e sdo distintos com base no gene H, ou seja, América-1, América-2, Europa,
Artico, Asia-1 e Asia-2 (BOLT et al., 1997; MARTELLA et al., 2006; MCCARTHY et al.,
2007).

A cinomose canina se tornou um problema mundial e é considerada a segunda doenca
infecciosa com maior relevancia entre caninos domésticos, perdendo somente para a raiva,

devido as suas altas taxas de morbidade e mortalidade (DEEM et al., 2000).

5.3 Modos de transmisséo e patogenia
A transmissdo ocorre por contato direto através de aerossoéis, alimentos ou objetos
contaminados por secre¢Bes dos animais infectados, que podem eliminar o virus através de

secrecOes e excrecOes nasais, lacrimais, saliva, urina e fezes por varios meses (CATROXO,
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2003). O virus inicialmente infecta mondcitos no tecido linfoide no trato respiratorio superior
e as tonsilas sendo posteriormente disseminado através dos vasos linfaticos e sanguineos para
todo o sistema reticulo-endotelial. A destruicdo viral direta de uma parte significativa da
populacdo de linfécitos, e especialmente os linfocitos T (CD4™), ocorre no sangue, tonsilas,
timo, baco, linfonodos, medula 6ssea, e a mucosa associada ao tecido linfoide, e as células de
Kupffer (VON MESSLING et al., 2004; BEINEKE et al., 2009).

Na maioria, ou em todos os casos de infeccdo pelo CDV, o virus atinge o encéfalo,
mesmo que o animal ndo apresente transtornos neurologicos (KRAKOWKA et al., 1987,
SUMMERS et al., 1995). Isso indica que os casos de cinomose canina que progridem da
forma sistémica para nervosa (Figura 3), aparentemente o fazem em decorréncia de falha do
organismo animal em eliminar o virus que invadiu o sistema nervoso central (SNC)
(SUMMERS et al., 1995).

Figura 3: Progressdo do CDV da infec¢do sistémica para a fase neuroldgica da cinomose
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(SLAM/CD150) na superficie de células sensiveis e, assim, inicia a infeccdo pelo virus
(TATSUO et al., 2007; MARTELLA et al., 2008).

A destruicdo viral esta associada com uma linfopenia inicial transitoria e febre que
ocorre em alguns dias ap0os a infeccdo. Em seguida, ocorre uma segunda fase de viremia
associada as células, onde o CDV infectam as células do trato respiratério inferior, trato
gastrointestinal, sistema nervoso central; trato urinario, e os glébulos vermelhos e brancos,
incluindo as células linfoides adicionais (SYKES, 2010).

A eliminacdo do CDV pelo hospedeiro depende da resposta humoral e celular
(BEINEKE et al., 2009). Como o virus é linfocitolitico, o resultado da infec¢do depende da
velocidade que o hospedeiro seja capaz para remover 0 virus antes que 0 mesmo tenha tempo
suficiente para fazer com que o sistema imunoldgico grave a lesdo. Os cdes montam uma
resposta imune parcial que pode sofrer recuperacdo aguda da doenca, mas ndo conseguem
eliminar completamente o virus, conduzindo para a forma cronica. As manifestagdes da
doenca envolvem muitas vezes a Uvea, 0s 6rgdos linfdides, coxins, e especialmente o sistema
nervoso central (SNC). As infeccBes oportunistas podem se desenvolver nestes animais
(SYKES, 2010).

Os titulos de anticorpos anti-CDV se desenvolvem 10 a 14 dias ap6s a infeccdo e
contribuem para a eliminacgéo viral, na recuperagdo dos animais quando uma resposta humoral
vigorosa ocorre caracterizada pela presenca de anticorpos anti-proteina H especificos. A
imunidade mediada por células também desempenha um papel na recuperacdo da infeccédo
pelo CDV, e uma forte resposta imune mediada pelos linfécitos T especificos contra 0 CDV
provoca a eliminacdo viral em cées convalescentes (APPEL et al., 1982). Respostas humoral e
celular deficientes levam a propagacao intracelular sistémica do virus as células epiteliais dos
tratos gastrintestinal, urinario, enddcrino, pele e sistema nervoso central, causando danos
diretos do virus a esses sistemas (KAPIL e YEARY, 2011).

Cées com cinomose podem desenvolver profunda linfopenia e leucopenia. A
linfopenia ocorre devido deplecdo generalizada dos linfécitos T e B, em uma variedade de
tecidos. Os linfocitos T (CD4") séo preferencialmente esgotados durante a fase aguda, que é
seguida pela deplecdo dos linfocitos CD8" (IWATSUKI et al.,1995; WUNSCHMANN et al.,
2000) e necrose das células hematopoiéticas na medula 6ssea também pode resultar em
leucopenia (BAUMGARTNER et al., 1995).
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5.4 Cinomose no Brasil

A cinomose € uma doenca endémica sendo considerada a maior causa de mortalidade
no Brasil, tendo um impacto na economia local com estimativas de 147.5-160.3 milhdes de
ddlares anualmente com a terapia associada com os efeitos sistémicos causados pelo CDV
(HEADLEY etal., 2012).

No Brasil é crescente o numero de mortes de cdes devido as complicacdes da doenca
(HEADLEY e GRACA, 2000; AMUDE et al., 2006). Estudos epidemioldgicos e de
prevaléncia realizados no Brasil, sugeriram que a cinomose € endémica em areas urbanas de
populacbes caninas, com indices de 6,1% em Belo Horizonte (MG), com base em casos
clinicos (GOUVEIA et al., 1987).

Estudos retrospectivos com dados obtidos a partir de arquivo de cdes submetidos a
necropsia de rotina demonstraram que o CDV oscilou com os indices de prevaléncia de 7,1%
em Porto Alegre (RS) (SONNE et al, 2009), com 11,7% em Santa Maria (RS) (HEADLEY e
GRACA, 2000), 12% (SILVA et al., 2007) e 12,4% (FIGHERA et al., 2008). Em Londrina
no Parana, Negrdo et al. (2007) avaliaram 188 cées suspeitos para cinomose em um Hospital
escola utilizando a RT-PCR de urina e leucdcitos e constataram positividade em 125 (66,5%)
dos cées.

Acredita-se que a alta prevaléncia de doencas infecciosas e parasitarias como causa de
morte nos cées constatados por Fighera et al. (2008) e por Bentubo et al. (2007) esteja
relacionado a baixa adesdo aos programas de vacinagdo e vermifugacdo, ja que ainda hoje no
Brasil apenas uma parcela de tutores de animais adere aos esquemas de vacinacdo e
vermifugacdo completos para seus cées, ao contrario do que ocorre nos Estados Unidos e
Europa, onde a maior parte dos cées é vacinado e revacinados anualmente (GREENE e
SCHULTZ, 2006).

5.5 Alteracdes clinicas e laboratoriais

O periodo de incubacdo para o surgimento dos sintomas clinicos da cinomose aguda e,
geralmente, de 14 a 18 dias. O primeiro sinal de infeccdo é uma tosse seca que rapidamente
torna-se produtiva (GREENE e APPEL, 2006). Podem ser auscultadas crepitagcdes em todo o
pulmé&o e a pneumonia bacteriana € uma complicacdo comum (HAWKINS, 1997). A bactéria
Bordetella bronchiseptica é fregiientemente encontrada em cdes com cinomose (NELSON e
COUTO, 2010).

A infeccdo pode resultar em doenca multissistémica aguda ou subaguda, sendo

altamente contagiosa. Com frequéncia, sinais clinicos neuroldgicos podem ocorrer durante a
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fase aguda da doenca, ou apds varias semanas ou meses (AMUDE et al., 2006). Essa doenca é
complexa na medida em que apresenta varios sinais clinicos e pode determinar diferentes
cursos clinicos. Os animais podem apresentar recuperacdo completa ou até a morte,
dependendo da idade e do estado imunolégico (MARTELLA et al., 2008).

A infeccdo em cdes pode apresentar-se sob as formas sistémica e neuroldgica. Os
sinais clinicos da cinomose canina podem variar de acordo com a viruléncia da estirpe viral
infectante, com o estado imunologico e com a idade do animal. Com maior frequéncia sdo
observadas alteragdes oftalmicas, respiratorias, gastrointestinais, dermatoldgicas e
neuroldgicas (SILVA et al., 2007; MARTELLA et al., 2008; FERNANDEZ e
BERNARDINI, 2010). Essas alteracdes podem, isoladamente ou em associacdo, ser
encontrados em outras doencas infecciosas, dificultando o diagndstico clinico (GEBARA et
al., 2002). Os sinais neurol6gicos comecam uma a trés semanas ap0os recuperacdo da doenca
sisttmica e incluem hiperestesia, ataxia, rigidez cervical, convulsdes, sinais cerebelares,
vestibulares, mioclonias, tetraparesia (MORITZ et al., 2000; NELSON e COUTO, 2001,
KOUTINAS et. al., 2002).

A lesdo no sistema nervoso central (SNC) é apresentada na forma de trés sindromes
clinicas conhecidas como encefalomielite dos cées jovens, encefalomielite multifocal dos cédes
adultos e encefalite dos cées idosos (FENNER, 2004, AMUDE et al. 2006). A encefalomielite
multifocal dos cées adultos e a encefalite dos cdes idosos sdo sindromes clinicas de baixa
incidéncia e os sinais sistémicos na maioria das vezes estdo ausentes (AMUDE et al., 2006).
Na encefalomielite multifocal dos cées adultos ocorre inflamacdo associada a desmielinizacéo
secundaria a persisténcia do virus (FENNER, 2004; GREENE e APPEL, 2006).

Cées jovens, com até um ano de idade que apresentam a forma neuroldgica da
cinomose tendem a desenvolver doenca inflamatoria, principalmente na substancia cinzenta,
com sintomas predominantes de disfuncdo do prosencéfalo. Nessa forma, é comum a
ocorréncia de convulsfes. Cdes adultos, com mais de um ano de idade, que tenham
acometimento do SNC tendem a desenvolver doenca inflamatoria desmielizante da substancia
branca, principalmente no tronco cerebral, no cerebelo e na medula espinhal. Sendo
observado nesses animais alteragdes clinicas predominantemente cerebelovestibular ou da
medula espinhal (SANDERS e BAGLEY, 2006).

Os sinais clinicos da cinomose sdo muitas vezes inicialmente inaparentes ou leve e a
doenca é caracterizada por descargas oculonasal mucopurulentas, conjuntivite, dispnéia,
anorexia, vomitos, diarréia e desidratacdo (KAPIL e YEARY, 2011). Tudury et al. (1997)

observaram como principais alteracdes encontradas em cdes com cinomose, alteracdo das
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reacOes posturais, presenca de mioclonias, paresias, diminuicdo da secrecdo lacrimal,
conjuntivite, corioretinite e hiperqueratose naso-digital.

Na infeccdo neonatal pode ocorrer hipoplasia do esmalte dentéario, devido a acédo direta
do virus sobre as células da membrana ameloblastica (DUBIELZIG et al., 1981), lesdes
cardiacas representadas por degeneragdes das células miocérdicas com necrose e calcificacbes
multifocais (HIGGINS et al., 1981), lesbes do nervo dptico, que podem resultar em midriase
e pupilas ndo responsivas a estimulos luminosos, na retina aparecem as lesdes crénicas,
circunscritas, hipereflexivas e atréficas na regido fandica retiniana chamada de medalhdes
dourados (FISHER e JONES, 1972).

Os principais achados hematoldgicos observados em cdes com cinomose sao
linfopenia, anemia arregenerativa e trombocitopenia (KRAKOWKA et al., 1985). No final da
primeira semana ap0s a infeccdo, 0s animais podem apresentar discreta neutropenia. Na
presenca de infeccdo bacteriana secundaria, observa-se neutrofilia (CORNWELL et al.,
1965). Outros autores descreveram linfopenia em cdes com infeccdo pelo CDV
(MARCONDES, 1992; TUDURY et al., 1997; MORO, 2001; SCHOBESBERGER et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2008; BARBOSA et al., 2011).

Cées com cinomose apresentam leucopenia quatro a seis dias ap6s a infeccdo. Uma
vez que a doenca esteja instalada, observar-se-a linfopenia, monocitose e leve neutrofilia
(APPEL e CARMICHAEL, 1979; FARROW e LOVE, 1983; GREENE, 1984), podendo
haver leucocitose devido a infeccdo bacteriana secundaria (MARCONDES, 1992; JAIN,
1993; GEBARA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2009; BARBOSA et al., 2011). Tudury et al
(1997) avaliaram 77 cdes com cinomose e constataram anemia, principalmente microcitica e
hipocromica, leucocitose, neutrofilia e linfopenia como as principais alteragdes
hematoldgicas. Silva et al. (2005) com 13 cdes positivos para cinomose verificaram anemia
(61%), leucopenia (46%), leucocitose por neutrofilia (8%), desvio a esquerda (54%),

linfopenia (85%) e trombocitopenia (69%).

5.6 Diagnostico e diagnostico diferencial

Devido ao curso variavel e imprevisivel da doenga, a duracdo da viremia e
manifestagbes organicas diversas, o diagnostico muitas vezes é incerto ou baseado em
critérios clinicos (FRISK et al., 1999), sendo um desafio para o veterinario de pequenos
animais, principalmente quando apenas 0s sinais neuroldgicos estdo presentes (AMUDE et

al., 2006b), o que limita a aplicagdo dos exames laboratoriais in vivo existentes. A grande
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variedade de sinais, comuns a muitas doencas infecciosas e inflamatdrias do sistema nervoso,
dificulta o diagnostico conclusivo (CURTI et al., 2012).

Os animais infectados, tanto na forma sintomatica quanto assintomatica, sao
importantes na cadeia epidemioldgica, como fonte de infec¢do para 0s animais susceptiveis
(APPEL e SUMMERS, 1995). Para o diagndstico de cinomose podem ser empregadas
técnicas de ELISA, imunofluorescéncia, RT-PCR (SILVA et al., 2005). Em virtude do custo,
essas técnicas sdo pouco utilizadas. A maioria dos diagnosticos é feito baseando-se no
historico do animal, sinais clinicos e achados hematologicos (MENDONCA et al., 2000).

Outros recursos possiveis de serem utilizados sdo as pesquisas sobre a incluséo viral e
a eletroforese de proteinas séricas (LOPES JUNIOR, 2006). A técnica de RT-PCR para a
cinomose canina é um método eficiente para a realizacdo do diagnostico precoce e,
principalmente, ante mortem das formas sistémica e neuroldgica da infeccdo pelo CDV
(GEBARA et al., 2004). Segundo Negréo et al. (2007) na impossibilidade de se obter mais de
uma amostra bioldgica para o diagnostico do CDV, a urina deve ser o material de elei¢do para
RT-PCR, independentemente da apresentacao clinica da doenca.

Curti et al (2012) avaliaram a eficdcia de um teste comercial de imunoensaio
cromatografico para deteccdo de antigenos (Ag) da cinomose em 33 cdes com suspeita de
cinomose e em 14 animais também foi realizada a técnica de RT-PCR. Os autores observaram
que dos 13 cées positivos com sinais clinicos sistémicos, porém nenhum dos cdes com sinais
neuroldgicos foi positivo com o teste comercial e em seis animais negativos pelo teste
comercial tiveram amplificacdo do RNA viral pela RT- PCR. Os autores concluiram que o
teste de deteccdo de antigenos ndo auxiliou em muitos casos o diagndstico da cinomose nas
fases sistémica ou neuroldgica.

A avaliacdo do liquor pode ser um procedimento diagnostico Gtil na encefalomielite
causada pela cinomose. Pleocitose linfocitica (>5 células/pL) pode apoiar o diagnostico de
infeccdo pelo CDV (SHELL, 1990). A pleocitose que é maior do que 0,60% de linf6citos tem
sido tipicamente associada com encefalite viral, mas também foi relatado com infeccéo
bacteriana ou meningomielite granulomatosa (MEG) e, especialmente apds antibioticoterapia
(CHRISMAN, 1992).

A RT-PCR da camada leucocitaria ou do sedimento urinario sdo 0s materiais
biolégicos mais sensiveis para a deteccdo do CDV. No diagnostico pds-morte a
histopatologia, imunocitoquimica, isolamento viral ou RT-PCR dos pulmdes, estbmago,

bexiga, linfonodos e cérebro sdo érgdos preferenciais para estas analises (APPEL, 2008).
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Nos casos de pneumonia, as radiografias toracicas determinam a extensdo das leses.
A tomografia computadorizada (TC) e a ressonéncia magnética (RM) tipicamente néo
conseguem detectar as alteracoes cerebrais (APPEL, 2008). No entanto, Bathen-Northen et al.
(2008) avaliaram cinco cdaes jovens com suspeita clinica de infec¢do pelo virus da cinomose
canina e realizaram a ressonancia magnética do cérebro, exames histopatologicos e imuno-
histoquimicos e detectaram lesdes hiperintensas e perda de contraste entre a matéria cinzenta
e branca. As imagens ponderadas em T2 no cerebelo e/ou no tronco cerebral de trés caes se
correlacionaram com desmielinizacdo demonstrado no exame histopatoldgico. A ressonancia
magnética parece ser uma ferramenta sensivel para a visualizagdo de in vivo de efeitos de
mielinizacdo em cédes com infec¢do aguda pelo virus da cinomose.

A infeccdo pelo CDV pode ser um desafio de diagnosticar porque muitas doencas
podem causar sinais clinicos semelhantes a cinomose. Os sintomas respiratorios podem ser
confundidos com o complexo respiratorio canino. A parvovirose canina, coronavirose,
infecgBes parasitérias e bacterianas devem ser descartadas como causa de vomitos e diarréia.
Os sinais neuroldgicos apresentados pelos animais podem ser confundidos com a raiva e
deve-se fazer diagnostico diferencial com outras infec¢fes, traumas e ingestdo de toxinas. O
historico de vacinagdo, os sinais clinicos e os testes laboratoriais apoiam o diagnéstico
provavel de infeccdo pelo CDV (KAPIL e YEARY, 2011).

O diagnostico diferencial da cinomose deve ser feito entre a hepatite infecciosa canina,
leptospirose, raiva, pasteurolose e pseudo-raiva. A pasteurolose e a salmonelose sédo infeccdes
secundarias comuns na cinomose. Deve-se distinguir da forma respiratoria da cinomose a
traqueobronquite infecciosa ou tosse dos canis (BAUMANN, 1988) e da neuroldgica a
erliquiose canina (BREITSCHWERDT, 1997). A hipocalcemia pode gerar distdrbios do
movimento que mimetizam a mioclonia (FENNER, 1997). Outros diagndsticos diferenciais
incluem a parainfluenza, estrongiloidose, dipilidiose, toxoplasmose, neosporose, isosporose e
intoxicagbes (CORREA e CORREA, 1992).

5.7 Tratamento

N&o existe agente antiviral especifico para o tratamento da cinomose, no entanto, no
experimento de Elia et al. (2008) a ribavirina mostrou-se altamente eficaz na prevencdo da
replicacdo do virus da cinomose “in vitro” em baixas concentragdes, aproximadamente 6,5-
12,5nug/mL, concordando com os valores encontrados para a inibi¢do do virus do sarampo.

Mangia (2008) demonstrou que a ribavirina teve atividade eficaz contra o0 CDV em animais



57

na fase neuroldgica, com melhora sensivel do quadro clinico, a dose utilizada foi de 30mg/Kg
por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias.

Atualmente, a acupuntura vem sendo utilizada na fase cronica da cinomose com
sucesso, na qual visa, através de suas técnicas e procedimentos, estimular os pontos reflexos
que tenham propriedade de restabelecer o equilibrio, alcancando-se assim, resultados
terapéuticos. Esta técnica age sobre o sistema nervoso autbnomo e sistema enddcrino e seu
efeito pode ser imunoestimulante, analgésico e antiinflamatério (SHOEN, 2006).

A administracdo da vacina de virus vivo modificado para a cinomose por via
intravenosa foi tida como tendo valor terapéutico, mas ndo existem dados provenientes de
estudos controlados que apdiem esta afirmativa (SILVA e ZANINI, 2005).

Para o tratamento das convulsdes, o fenobarbital, € um dos principais farmacos de
escolha para cdes. O mecanismo de acdo proposto para este farmaco inclue aumento da
responsividade neuronal ao acido gama aminobutirico (GABA), efeito anti-glutamato e
reducdo no fluxo de célcio nos neurdnios. Para cdes, a dose inicial é de 2 a 5mg/Kg, por via
oral, com intervalos de 12 horas (SANDERS e BAGLEY, 2006).

5.8 CDV como possivel zoonose

O CDV foi apontado como possivel agente etiolégico de duas doencas humanas
conhecidas, a esclerose mdaltipla (MS) e a doenca de Paget (PDB). Estes estudos sdo
altamente controversos e varias questdes sdo debatidas no seio da comunidade cientifica; os
trabalhos ndo discutiram se ha associacdo ou ndo ao CDV, e os autores teriam falhado em sua
responsabilidade como os veterinarios preocupados com a salude publica (HEADLEY et al.,
2012). Estudos moleculares detectaram o genoma do nucleocapsideo do CDV em células
Osseas de pessoas com esclerose multipla. Se o virus é um agente etioldgico da doenca ou
uma infec¢do oportunista, ainda ha necessidade de comprovacao cientifica (CARTWRIGHIT
etal., 1993; GORDON et al., 1993).

A esclerose mdaltipla é uma doencga inflamatoria cronica progressiva do cérebro, que é
caracterizada por desmielinizacdo grave acumulagdo de células inflamatorias, gliais e
degeneracdo axonal, que comegam no inicio da idade adulta (KAKALACHEVA et al., 2011).
AlteragBes histologicas semelhantes sdo observadas em algumas formas de enfermidade
cronica encefalite que resultou em CDV sendo proposto como um modelo para estudar a
esclerose multipla (KOESTNER, 1975). J& a doenga de Paget € um distdrbio 6sseo cronico
que € caracterizado pelo aumento da atividade osteoblastica e osteoclatica em varios locais do
esqueleto (RALSTON et al, 1991).
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5.9 Medidas de controle e profilaxia

O CDV é relativamente label sendo suscetivel a temperaturas superiores a 50°C e
60°C por 30 minutos ao ressecamento, radiacdo ultravioleta e sdo usualmente destruidos por
desinfetantes de uso rotineiro em hospitais, como éter, cloroférmio, formol, fenol e aménia
quaternéria (ETTINGER e FELDMAN, 1997; BARBOSA e PASSOS, 2008). O virus persiste
viavel por mais tempo em ambiente seco e frio, resiste por varias semanas em temperaturas
entre 0 e 4°C, e é estavel por muitos meses, anos ou até mais que sete anos se estiver
liofilizado ou congelado a temperaturas ultra frias (-76°C) (SWANGO, 1997; AMARAL,
2005; BRANDAO, 2005; SILVA e ZANINI, 2005).

A possibilidade da realizacdo do diagnostico laboratorial ante mortem da cinomose
canina é de fundamental importancia para os clinicos. A confirmacao e/ou exclusdo do CDV
como provavel etiologia possibilita a realizacdo do progndstico de forma mais objetiva e de
condutas terapéuticas mais adequadas, além de proporcionar a ado¢do de medidas de controle
e profilaxia diferenciadas e especificas, mais apropriadas para cada caso (NEGRAO et al.,
2007).

Algumas medidas de prevencdo e controle da cinomose incluem, educacdo do cliente
sobre as graves consequéncias provocadas por essa doenca para 0s seus cdes de estimacao ou
animais selvagens. Sendo o primeiro passo fundamental para reduzir a propagagdo do CDV,
seguido por reducdo das taxas de reproducio de cées e abandono de animais de estimagio. E
importante para veterinarios, proprietarios de cées, 6rgaos oficiais de controle animal, guardas
da vida selvagem se conscientizem de que a quarentena é importante, porque esse virus pode
atravessar continentes durante o transporte de animais (KAPIL e YEARY, 2011).

A vacinacdo contra a cinomose com uma cobertura de 95% dos cdes domésticos é
necessaria para controle dessa doenca nesses animais (RIKULA et al., 2007). Atualmente € o
melhor meio para interromper a circulacdo do CDV entre populacGes de animais selvagens
susceptiveis e cdes domésticos é por meio de vacinagdes regulares de cdes e 0 impedimento
desses animais de vaguear livremente e interagir com caes ndo vacinados e animais selvagens
gue podem ja estar infectados (KAPIL e YEARY, 2011). Um dos principais problemas
encontrados na vacinagdo para a cinomose em filhotes € a persisténcia entre a imunidade
passiva de origem materna que pode impedir que a resposta da imunizacdo ativa ocorra
(MARTELLA etal., 2008).

Os cées que se recuperam dessa grave doenca e com infeccdo persistente pode
eliminar virus na urina e através da pele dos coxins. Esses animais devem ser isolados do

contato com animais ndo vacinados, especialmente filhotes. Supervisdo continua, estudos
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genéticos e antigénicos em cepas circulantes do CDV e analises moleculares das variantes
emergentes S80 necessarios para garantir que as vacinas para prevencdo da cinomose
continuem potente e eficaz na prevencao da infeccdo em cées domésticos (KAPIL e YEARY,
2011).

Estudar as caracteristicas demograficas da populacdo de cées na area urbana e rural é
fundamental para a compreensdo da epidemiologia de doencas infecciosas caninas e para a
tomada de decisfes no planejamento e implementacdo de programas de controle de doencas
zoonoticas e de doencas de interesse para conservacdo de animais selvagens, como a
cinomose canina (NAVA et al., 2008; ACOSTA et al., 2010; 2011).

6 CO-INFECCOES

O fenbmeno da co-infeccdo € pouco estudada pelos pesquisadores. A maioria dos
trabalhos relacionados com hemoparasitas avalia experimentalmente a infeccdo frente a um
agente. Aqueles relacionados a presenca de mdaltiplos microrganismos infecciosos
acometendo o cdo, sdo na forma de relatos clinicos (HARIKRISHNAN et al., 2005; GAL et
al., 2007; SASANELLI et al., 2009), evidenciando as dificuldades no diagndstico, severidade
das alteracbes clinicas, tratamento ndo eficaz e prognéstico desfavoravel (VARGAS
HERNANDEZ, 2010).

O exemplo cléssico de imunodeficiéncia causada por um agente infeccioso é a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, causada pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (SYKES, 2010). Nos animais varios agentes infecciosos podem provocar
imunodeficiéncias também, podendo favorecer a ocorréncia de co-infeccGes. Moretti et al.
(2006) relataram um caso de co-infecgé@o pelo Toxoplasma gondii, Ehrlichia spp. e pelo CDV
em um cdo com quadro clinico exuberante neuropatoldgico, sendo este o primeiro relato de
infeccdo simultanea por estes agentes no Brasil, associado com determinacao da genotipagem
da cepa de T. gondii envolvida.

Gal et al. (2007) relataram um cédo de seis semanas de idade apresentando dor e
distensdo abdominal, mucosas péalidas, hematoquezia e na avaliagdo hematoldgica foram
observadas alteracbes como trombocitopenia, anisocitose e policromasia eritrocitaria.
Hepatozoon canis, bem como Babesia canis foram detectados em alta frequéncia nas células
sanguineas, em 3% (15/500) dos neutrofilos havia H. canis e 2,6% (13/500) das hemacias
estavam parasitadas pela B. canis. Além disso, varias morulas de Ehrlichia canis estavam nos
mondcitos e a confirmacdo deste agente foi realizada pela PCR. O exame direto das fezes

revelou inumeros oocistos de Isospora spp., ovos de Dipylidium caninum e de giardia spp.
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Em um estudo realizado por Kordick et al. (1999) com 27 cées, 26 foram sororeativos
para Ehrlichia sp., 16 para Babesia canis, 25 para Bartonella vinsonii e 22 para Rickettsia
rickettsii. Numa pesquisa utilizando a PCR em amostras de sangue de cédes doentes
encaminhados ao Hospital do Sudeste da Virginia, nos Estados Unidos, identificaram-se cées
sororeativos para E. canis que estavam infectados com quatro espécies de Ehrlichia spp., E.
canis, E. chaffeensis, E. equi, e E. ewingii e a infec¢do simultdnea com E. canis, E. ewingii, e
E. equi foi documentada em um céo (BREITSCHWERDT et al., 1998).

As infeccBes concomitantes pelo CDV, adenovirus canino 1 (CADV-1) e 2 (CADV-
2), parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) e Toxoplasma gondii foram descritos em um cdo sem
raca definida de 43 dias que clinicamente apresentava convulsdes, cegueira e que morreu
espontaneamente devido a gravidade do quadro clinico (HEADLEY et al., 2013).

Informacdes obtidas mediante as informacdes da anamnese, dos achados clinicos e dos
exames laboratoriais sdo fundamentais para o diagnéstico definitivo e diferencial das doencas,
sobretudo considerando a possibilidade de infecgbes mistas ou concomitantes por Varios
agentes. A maioria das enfermidades infecciosas e parasitarias em cédes apresenta uma fase
inicial com sintomas inespecificos como apatia, anorexia e ocasionalmente febre evoluindo
com alteragdes respiratdrias, gastrointestinais e neurolégicas. Em geral essas alteracfes sdo
relacionadas com a infecgdo pelo CDV e pela Ehrlichia spp., além da potencial presenca de
outros agentes etioldgicos (SANTQOS, 2008).
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7 OBJETIVOS

7.1 Objetivo geral:

e Caracterizar as alteracdes clinicas, hematoldgicas e achados epidemioldgicos de cées
naturalmente infectados e co-infectados pela Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e
pelo virus da cinomose canina, atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, utilizando a técnica de reagdo em cadeia pela

polimerase como método de diagndstico.

7.2 Objetivos especificos:

Identificar por PCR a Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli no sangue de cées.

e ldentificar por RT-PCR o CDV no sangue de caes.

e Investigar a ocorréncia de co-infec¢do pela Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e
CDV pela PCR e RT-PCR.

e Associar os achados do hemograma, parasitoldégico do sangue e da pesquisa de
incluséo viral com as alteracdes clinicas, epidemioldgicas com os resultados da PCR e
da RT-PCR.
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 Animais

Foram avaliados clinicamente, 146 cdes de ambos o0s sexos, variadas racas e idades,
provenientes dos atendimentos clinicos do Hospital Veterindrio da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (HV-UFRPE), no periodo de janeiro de 2012 a junho de 2013 que
apresentaram sinais clinicos sugestivos de erliquiose, babesiose ou cinomose. Esta pesquisa
foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob decisdo n°. 031/2012-
1506/2011-B05.

O tamanho da amostra para compor o estudo foi calculado baseado na média das
prevaléncias nacionais para erliquiose, babesiose e cinomose. Essas prevaléncias
determinaram uma amostra minima de 83, 74 e 43 de animais para estas doencas.

Como critério de inclusdo na pesquisa, 0s animais deveriam apresentar historia clinica
sugestiva de hemoparasitoses, como apatia, anorexia, voémito, febre, distdrbios hemorragicos,
palidez de mucosas, ictericia, secrecdo ocular ou nasal, perda de peso, lesbes oculares,
linfoadenopatia, esplenomegalia e dispnéia (MOREIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004;
BOURDOISEAU, 2006; BORIN et al., 2009) e/ou a presenca de carrapatos.

No caso dos animais suspeitos para cinomose deveriam apresentar historia clinica
sugestiva de cinomose, como descarga oculonasal mucopurulenta, conjuntivite, dispnéia,
anorexia, vomitos, diarréia e desidratacdo (KAPIL e YEARY, 2011) e ou alteracdo
neuroldgica como ataxia, mioclonias, paresia, alteracdes de comportamento reacdes posturais,
diminuicdo da secrecdo lacrimal, conjuntivite, corioretinite e hiperqueratose naso-digital
(TUDURY et al., 1997) e/ou falta de vacinacgdo polivalente.

Cada tutor foi informado a respeito da pesquisa, e apds a devida autorizacdo foi
realizada a coleta de dados com o preenchimento de ficha individual (Apéndice), contendo
dados epidemioldgicos e das alteragdes clinicas, seguido pelo exame fisico de cada animal.

8.2 Coleta de sangue e processamento do material biologico
8.2.1 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada por meio da venopuncao da safena, cefalica ou jugular
externa utilizando-se seringas descartaveis. Foram coletados 3mL de sangue, posteriormente
acondicionados em tubos plasticos tipo Vacutainer®, contendo anticoagulante (EDTA-K3)

para a realizacdo do hemograma e das PCRs. Duas aliquotas de 0,5mL sendo mantidas a -
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80C° até o seu processamento para a realizacdo da reacdo em cadeia pela polimerase para
deteccdo da Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e a outra para o diagnéstico do CDV.

8.2.2 Hemograma, PPT, Pesquisa de hemoparasitas e de inclusdo viral

O hemograma foi realizado com o auxilio de analisador hematoldgico veterinario
(pocH-100iV-Diff-Roche®); a morfologia celular e a contagem diferencial das células foram
realizadas apds a confeccdo de esfregacos sanguineos em laminas de vidro e corados pelo
método panotico rapido (Instat-Prov®-Newprov). A pesquisa de hemoparasitas e de incluséo
viral foram realizadas ap0s a leitura de trés ldaminas do esfregaco sanguineo, sendo avaliadas
em microscopia Optica. Os niveis de proteinas plasmaticas foram determinados por
refratometria. Os valores de referéncia para as variaveis hematoldgicas foram hemaécias: 5,5-
8,5 (x10°mm?), hemoglobina: 12-18 (g%), hematécrito: 37-55 (%), VCM: 60-77 (fL),
CHCM: 32-36 (%), Leucocitos: 6-17 (x10°/mm?), bastonetes: 0-300 (/mm?), segmentados:
3.000 a 11.500 (/mm?), eosinéfilos: 100 a 1250 (/mm?), linfécitos: 1000 a 4800 (/mmd),
mondcitos: 150 a 1350 (/mm?®) (JAIN, 1993), plaquetas: 175 a 500 (x10*/mm®) (MEINKOTH
e CLINKENBEARD, 2000), RDW-CV: >11,5 (Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria
da UFRPE) e Proteinas plasmaticas totais: 6 a 8 (g/dL) no plasma (KANEKO, 1997).

8.3 Extracdo de DNA para detecgédo da Ehrlichia canis e da Babesia canis

O DNA foi extraido de cada amostra a partir de uma aliquota de 200ul de sangue com
anticoagulante (EDTA), utilizando-se o kit comercial DNeasy Blood and Tissue (Qiagen™-
USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi colocado em tubos de
polipropileno de 1,5mL estéreis, identificados e armazenados a -20°C até a amplifica¢do do
DNA.

8.4 PCR para deteccéo de E.canis e de B. canis vogeli

Para a reacdo da B. canis vogeli, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores
descritos por Duarte et al. (2008), que amplificam uma regido de aproximadamente 590 pares
de base (pb). O iniciador senso BAB1 (5’-GTG AAC CTT ATC ACT TAA AGG-3’) é
especifico para uma regido conservada do gene 18S rRNA de Babesia spp., € 0 anti-senso
BAB4 (5’-CAA CTC CTC CAC GCA ATC G-3’) para uma regiao especifica da subunidade
maior do rRNA da Babesia canis vogeli. O programa de amplificacdo consistiu em

desnaturacdo inicial de 94°C durante 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30
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segundos, 56°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto, com uma extensdo final de
72°C durante 5 minutos (OGLIARI et al., 2000).

Os oligonucleotideos utilizados para Ehrlichia canis foram o Ehrl401F (5°-
CCATAAGCATAGCTGATAACCCTGTTACAA-3’) e Ehr1780R (5°-
TGGATAATAAAACCGTACTATGTATGCTAG-3’) que amplificam aproximadamente 380
pares de base (pb). O programa de amplificacdo da Ehrlichia canis consistiu em desnaturacéo
de 95°C por 15 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 65°C por 45 segundos
e a 72°C por 90 segundos, com uma etapa de extensdo final de 72°C durante 10 minutos
(KLEDMANEE et al., 2009).

A amplificacdo das amostras de DNA da Babesia canis vogeli foi realizada em
microtubos de 200uL, com volume final de 12,5uL, em que foi utilizado 0.5uM de cada
primer (20pM/mL) e uma solugdo pré-misturada, contendo 200uM dNTP, 1,5mM MgCl,, 5U
Taq DNA polymerase (Tag PCR Master Mix - QIAGEN/USA) ¢ 2,5uL de DNA (DNA
gendmico na concentracdo média de 200ng ul-1), 2,75uL de &gua Mili-Q ultrapura, para a
Ehrlichia canis, foram utilizados os mesmos constituintes na mesmas concentracdes, porém
com a adigdo de 1,5uL de MgCly, sendo o volume final da reagdo de 14uL. As amplificagdes
foram realizadas no termociclador (XP Thermal Cycler - Bioxer Technology CO. LTD).
Como controle negativo, foi utilizada agua Mili-Q ultrapura, enquanto que 0s controles
positivos para E. canis e Babesia canis vogeli foram de amostras de cdes positivos, cedidos
pelo Laboratorio de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos da Universidade Federal
Rural de Pernambuco.

A andlise do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de agarose a
2,0% para a E. canis e a 1,5% na B. canis vogeli, com tamp&o de corrida TAE 1,0X (TRIS-
Acetato e EDTA, pH 8,0) e o gel submetido a voltagem constante de 6-7V/cm. O padrdo de
peso molecular empregado foi de 100pb. As amostras para o gel foram coradas com Blue
Green (LGC Biotecnologia, Brasil) e, posteriormente, fotografados sob luz ultravioleta pelo
sistema de foto-documentagdo (Camera Kodak Digital DC/120 Zoom).

8.5 Extracédo do RNA e RT- PCR para a detec¢édo do CDV

A extracdo do RNA do CDV a partir de sangue total foi realizada empregando-se o
Trizol® (Gibco BRL), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Os oligonucleotideos
utilizados para a detecgdo do CDV, foram o CDV1 (+) (5’-ACA GGA TTG CTG AGG ACC
TAT-3’, nt 769-789) e CDV2 (-) (5’-CAA GAT AAC CAT GTA CGG TGC-3’, nt 1055-
1035), na concentracdo de 20pmol, desenhados a partir da seqiiéncia do gene que codifica a
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nucleoproteina (N) do virus e que amplificam um produto de 287 pares de base (pb) de acordo
com Frisk et al. (1999).

A transcricdo reversa (RT) foi realizada em microtubos de polipropileno de 200ul, com
um mix contendo 1L do primer CDV1 e 9uL do RNA numa temperatura de 70°C durante 10
minutos e incubado por 5 minutos em gelo. Apds esse procedimento, foi realizada com o
produto da desnaturacdo outra fase, com um volume final de 20pL, sendo os constituintes nas
seguintes proporcdes, 5uL de H,O ultrapura, 2uL de Buffer 1x, 1,6uL de dNTP, 1,2uL de
MgCl; e 0,2 pL da transcriptase reversa (Moloney Murine Leukemia Virus) [(M-MLV) 60U]
(Invitrogenrwv Life Technology) e com o tratamento térmico de 42°C por 30 minutos.

Para a PCR, 0 mix foi composto por 5uL de cDNA, 5uL de Buffer 1x (30 mM Tris-
HCI, pH 8.4, and 75 mM KCI), 4uL de dNTP (0.8 mM) (Invitrogenw Life Technology,
Carlsbad, CA, USA), 1,5uL de MgCl, (3mM), 1uL do primer CDV1, 1pL do primer CDV2 e
0,5uL de 2,5U Tag polimerase (Invitrogenw Life Technology, Sdo Paulo, SP, Brasil) e dgua
ultrapura autoclavada para completar o volume final de 50uL. O ciclo térmico de 94°C por 1
minuto, 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 59°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto e extensio
final a 72°C por 7 minutos, sendo todas as etapas da RT-PCR realizadas no termociclador
(Ecohelthcare-Shift-MaxPro), com o ciclo térmico segundo Frisk et al. (1999), apenas com
algumas modificaces.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%
em tampédo TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89mM acido bérico; 2mM EDTA), numa corrida de 45
minutos a 90 V, corado em solucdo contendo 0,5ug/ml de brometo de etidio, e visualizado

sob luz ultravioleta no transiluminador acoplado a camera digital Kodak Edas-290 .

8.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com base na associa¢do entre os achados clinicos,
exames laboratoriais, varidveis epidemiolodgicas e os resultados da PCR. O teste Kappa foi
realizado para avaliar a concordancia entre o exame parasitolégico do sangue, pesquisa de
inclusdo de Lentz e os resultados da PCR para E. canis e B. canis vogeli e da RT-PCR para o
CDV.

As associagOes entre a Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e o0 CDV foram realizadas
por meio do teste qui-quadrado de Pearson e em tabelas 2x2 com corre¢do de continuidade.
Os resultados dos exames hematoldgicos foram categorizados pelos valores de referéncia; os
valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes e software

utilizado foi 0 SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versédo 19.0.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia dos diagnosticos pela PCR convencional para as infec¢Ges pela Ehrlichia
canis, Babesia canis vogeli e pela RT-PCR para o CDV dos 146 cdes avaliados, estdo
representadas na Figura 4. As co-infeccbes pela E. canis com a B. canis vogeli foram
observadas em 0,7%, Ehrlichia canis com o CDV em 7,5%, 2,1% dos animais foram
infectados pelos trés agentes infecciosos e 40,4% dos animais avaliados ndo tiveram nenhuma

das infecgdes.

Figura 4: Frequéncia dos diagnosticos pela PCR convencional para a Ehrlichia canis,
Babesia canis vogeli e pela RT-PCR para 0 CDV e co-infec¢Bes de cédes atendidos no
HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).

Em relagdo as infeccbes Unicas por E. canis, os resultados obtidos neste estudo
encontram-se abaixo dos observados por Sousa et al. (2010) que verificaram 24,6% de
positividade no exame parasitoldgico sanguineo para erliquiose em Cuiaba, no Mato Grosso e
estes mesmos pesquisadores constataram que dos 60 cées testados aleatoriamente na PCR, em
15% houve a amplificacdo do DNA da E. canis. Ueno et al. (2009) observaram em pesquisa
realizada em Botucatu, Sdo Paulo, com 70 cdes suspeitos de erliquiose, que 40%, tiveram a
confirmacédo do diagnostico pela PCR.

A frequéncia de positividade nesta pesquisa foi maior do que a encontrada por

Macieira et al. (2005) utilizando a PCR em 226 animais sem suspeita clinica e encontraram
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15% de infeccdo por esta bactéria no Rio de Janeiro. Nesta pesquisa, 0 porcentual de
positividade para EMC também esta abaixo dos encontrados no Sudeste da Europa, onde a
prevaléncia da EMC é superior a 25% em cdes na Espanha (SAINZ et al., 1995), Portugal
(MENN et al., 2010) e Italia (TROTTA et al., 2009).

No Brasil, a EMC é endémica e varios estudos foram realizados utilizando a PCR,
tendo sido observado diferentes percentuais de positividade que oscilaram entre 7,8 a 72,5%
(DAGNONE et al., 2003; BULLA et al., 2004; MACIEIRA et al., 2005; CARVALHO et al.,
2008; MENESES et al., 2008; NAKAGHI et al., 2008; UENO et al., 2009; RAMOS et al.,
2009; FARIA et al., 2010). As variacdes de positividade da EMC estédo relacionadas a fatores
epidemioldgicos, as condi¢Bes climaticas, distribuicdo do vetor, populacdo sob estudo,
comportamento animal e habitat, assim como, o método diagndstico empregado na
investigacdo (DAGNONE et al., 2001; SOLANO-GALLEGO et al., 2006).

Quanto ao exame parasitoldgico do sangue para pesquisa hemoparasitas, observou-se
positividade em 6,2% para Ehrlichia spp. (Figura 5) e 9,5% para Anaplasma platys. Estes
valores sdo similares aos observados por Rodrigues et al. (2004) que relataram uma
prevaléncia de 9,9% em cdes da zona rural de Juiz de Fora (MG) de Anaplasma platys. Ramos
et al. (2009) em Recife verificaram que 21% dos cées analisados foram positivos para
Anaplasma platys, 9% para Ehrlichia spp. e na nested-PCR houve amplificacdo do DNA
destes agentes, respectivamente em 55% e 57% dos animais. Ueno et al. (2009) encontraram
7,1% de infeccdo para Ehrlichia spp., no esfregaco sanguineo em cédes de Botucatu, em Sao
Paulo e Borin et al. (2009) observaram morulas de Ehrlichia spp., em 4,6% dos exames
parasitoldgicos em Uberlandia, Minas Gerais.

Co-infecgdes por A. platys e E. canis tem sido relatadas em varias regides do Brasil e
do mundo, como China (HUA et al., 2000), Venezuela (SUKSAWAT et al., 2000), por Santos
et al. (2009) em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo e Sousa et al. (2009) em Cuiaba. InfeccOes
simultdneas por Babesia canis vogeli com Anaplasma platys foi verificada na Australia por
Brown et al. (2006). E comum estas co-infecgdes, porque provavelmente o mesmo vetor, o R.
sanguineus da E. canis e da Babesia canis vogeli seja o responsavel pela transmissdo do
Anaplasma platys (SANOGO et al., 2003; YABSLEY et al., 2008). Borin et al. (2009)
detectaram que dos 251 cées positivos na pesquisa de hemoparasitas, 203 (80,9%)
apresentaram, exclusivamente, Ehrlichia spp. e quarenta e oito animais (19,1%) com infeccéo
por esta bactéria, apresentaram infec¢bes concomitantes com outros hemoparasitas (12,7%),

destacando-se Babesia spp. e Hepatozoon spp.
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Figura 5: Parasitologico sanguineo de um céo positivo
para Ehrlichia canis. Moérula da Ehrlichia canis em um
monacito ativado (seta preta). Aumento de 100X.

Fonte: Silva (2013).

O Teste Kappa apresentou baixa concordancia entre a presenca de morulas em
esfregacos sanguineos (6,2%; 9 cédes positivos dos 146 testados) e os resultados da PCR
convencional para E.canis (Figura 6) (Kappa=0,127, Concordancia=0,556). O exame
parasitoldgico, apesar da facilidade de execucdo, baixo custo e rapidez nos resultados,
classicamente, apresenta baixa sensibilidade e relativa baixa especificidade, decorrente
provavelmente da flutuacdo parasitémica do micro-organismo e da possibilidade de se
encontrar outras inclusdes intracitoplasmaticas ndo relacionadas com Ehrlichia canis (ELIAS,
1992). Diferentemente, a PCR tem identificado o DNA dessa bactéria com maior
sensibilidade e especificidade (NAKAGHI et al., 2004; MACIEIRA et al., 2005; NAKAGHI
et al., 2008; RAMOS et al., 2009; UENO et al., 2009), mesmo em baixas concentracdes desta
bactéria na circulagéo sanguinea (MCBRIDE et al., 1996).
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose a 2% da amplificagédo
do DNA da Ehrlichia canis de cdes positivos pela PCR
convencional. Linha M: marcador molecular (100pb). Linhas
34, 36, 56, 83 e 125: animais positivos. C-: controle negativo.
C+: controle positivo.

M 345 36805688305 N CoR Gt

Fonte: Silva (2013).

Os exames de diagnoéstico empregam varios métodos, com diferentes graus de
sensibilidade e especificidade para a detec¢do da Ehrlichia spp. Na IFA e em outros métodos
soroldgicos podem ocorrer muitos falso-positivos devido a técnica ndo diferenciar a infecgédo
da exposicdo prévia ao patdgeno. Por outro lado, a PCR do sangue periférico pode revelar
resultados falso-negativos nas fases subclinicas ou na infeccdo cronica dos cdes (VIEIRA et
al., 2011).

A frequéncia de infeccdo de 4,8% por Babesia canis vogeli nesta pesquisa foi maior do
gue a encontrada por Silva et al. (2012), que avaliaram 300 cdes em Sao Luis no Maranh&o
por PCR e detectaram 3,3% do DNA de Babesia canis vogeli. Este fato pode ter ocorrido
porque a populacdo desta pesquisa foi composta por animais suspeitos, diferentemente da
populagéo avaliada por estes autores.

Entretanto, nesta pesquisa, o percentual de positividade para B. canis vogeli foi menor
do que as observadas por M’ghirbi ¢ Bouattour (2008) na Tunisia, que apds a avaliagdo de
180 amostras de sangue de cdes domésticos em quatro aldeias situadas em diferentes zonas
biocliméticas, detectaram o DNA da Babesia canis vogeli em 12 (6,6%). O’dwyer et al.
(2009) observaram 8% de infec¢do por Babesia spp. em cées de areas rurais no estado de S&o

Paulo.
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Ramos et al. (2010) detectaram 7,31% de positividade para Babesia canis vogeli em
cées em Pernambuco pela PCR e Jojima et al. (2008) observaram amplificagdo do DNA da
Babesia spp. em 37,2% das suas 282 amostras, em Londrina no Parana. Destas, 105 amostras
positivas, a PCR-RFLP identificou 66 amostras (23,4%) com perfil de clivagem compativel
com a B. canis vogeli e 39 (13,8%) com a B. gibsoni. Enquanto, lonita et al. (2012)
detectaram em 12 (75%) de infeccdo por Babesia spp. na PCR de 16 cdes suspeitos na
Roménia.

O exame parasitoldgico do sangue detectou Babesia spp. em 1,4% dos animais
avaliados. O teste Kappa apresentou baixa concordancia entre a presenca de merozoitos nos
esfregacos sanguineos (1,4%; 2 cdes positivos dos 146 testados) com os resultados da PCR
convencional para B. canis vogeli (Figura 7) (Kappa=0,147, Concordancia=0,500). A baixa
concordancia possivelmente ocorreu, devido a baixa parasitemia, 0 que sugere que 0s animais

positivos poderiam estar na fase cronica da doenca.

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da amplificacdo
do DNA da Babesia canis vogeli de cées positivos pela PCR
convencional. Linha M: marcador molecular (100pb). Linhas
12, 26, 61, 69 e 121: animais positivos. C-: controle negativo.
C+: controle positivo.

M 12 26 61 69 121 C- C+

Fonte: Silva (2013).

Investigagdes parasitologicas no Brasil mostraram que a prevaléncia da infecgdo por
Babesia spp. € bastante variada. Em um estudo retrospectivo realizado na Bahia por Ungar de
Sa et al. (2007) com 7.243 amostras de sangue, 2.459 (33.95%) apresentaram resultado

positivo para Babesia spp. Bastos et al. (2004) em Minas Gerais verificaram em 31,4% dos
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caes a Babesia spp. O"dwyer et al. (2001), estudando cdes de &reas rurais do Estado do Rio de
Janeiro, diagnosticaram Babesia spp. em 5,2% dos cdes, por meio do esfregaco sanguineo.

Os resultados do exame parasitologico desta pesquisa sdo similares aos de Miranda et
al. (2008) em Campos dos Goytacazes, no Rio de Janeiro, no qual, 1,47% dos 2.031 cées
analisados estavam parasitados pela Babesia spp. A técnica de esfregaco sanguineo possui
alta especificidade, porém baixa sensibilidade, ja que a parasitemia é variavel, dificultando a
visualizacdo de eritrocitos circulantes parasitados. A ndo deteccdo do parasito no
parasitologico sanguineo ndo implica na auséncia de infeccdo (MASUDA et al., 1983).

Neste estudo, 27,4% dos cées foram positivos na RT-PCR para o CDV, divergindo de
Negréo et al. (2007) que verificaram 66,5% (125/188) de infeccdo pelo CDV em Londrina,
Parana na RT-PCR. A cinomose no Brasil ¢ endémica, podendo representar de 2,07%
(BORBA et al., 2002) e 6% (HEADLEY e GRACA, 2000) de todas as ocorréncias clinicas e
até 11% das mortes em cdes. Contudo, ndo ha prevaléncia determinada para a infeccdo pelo
CDV no Brasil.

Estes resultados diferentes devem-se, possivelmente, ao material bioldgico utilizado
para a realizacdo da RT-PCR em ambos os estudos. Entretanto, os resultados obtidos nesta
pesquisa se assemelham aos obtidos por Dezengrini et al. (2007) que verificaram uma
soroprevaléncia de 27% em cées, em Santa Maria, no Rio Grande do Sul.

A RT-PCR ¢é um método de diagnéstico ante mortem que apresenta altas taxas de
sensibilidade e especificidade na detec¢do do CDV em cdes (AMUDE et al., 2006a; SAITO et
al., 2006; NEGRAO et al., 2007). Esta técnica pode revelar resultados falso-negativos,
destacando-se 0 método de extracdo do &cido nucléico e a selecdo do material bioldgico a ser
utilizado para o diagnostico (FRISK et al., 1999; NEGRAO et al., 2007).

Na pesquisa de inclusdo viral (Figura 8) observou-se positividade em 7,5% dos
animais para a cinomose e o teste Kappa ndo apresentou concordancia entre a presenca do
corpusculo de Lentz (7,5%; 11 cées positivos dos 146 testados) e os resultados da RT-PCR
para o CDV (Figura 9) (Kappa=-0,019, Concordéancia = 0,273).

Diferentemente de Silva et al. (2005) que encontraram inclusées virais em 13 (21%)
dos 62 animais suspeitos e Tudury et al. (1997) verificaram a presenca de corpusculos de
Lentz entre 30 a 45% em tecidos extraneurais, com maior frequéncia em linfonodos. No
experimento de Monteiro et al. (2008) com 17 cées com diagnostico clinico para cinomose,
em 17,6% dos esfregagos sanguineos foi detectado inclusdo de Lentz. A discordancia no teste

Kappa entre a pesquisa de inclusdo de Lentz e a RT-PCR era esperada, uma vez que estas
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técnicas de diagnostico diferem bastante quanto a sensibilidade e também por causa da
transitoriedade desta inclusdo.

Figura 8: Inclusao viral (Corpusculo de Lentz) no linfécito de um
cdo positivo para cinomose. Aumento de 100X.

Fonte: Silva (2013).

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose a 2% corada com
brometo de etidio da amplificacdo do fragmento com 287pb
correspondente ao DNA do CDV de cées positivos pela RT-PCR.
M: marcador molecular (100pb). Linhas 51, 54, 60, 64 e 72:
animais positivos. C-: controle negativo. C+: controle positivo.

Fonte: Silva (2013).
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Entretanto, os porcentuais de cées positivos para a inclusdo viral nesta pesquisa foram
maiores do que as observadas por Koutinas et al. (2002) que detectaram em 5,3% dos
animais. A inclusdo viral é o efeito citopatico do virus sobre células sanguineas,
principalmente nos linfocitos. Sua visualizacdo confere ao diagnostico um carater definitivo
(FELDMAN et al., 2000). Entretanto, a presenca pouco frequente desses corpusculos de
inclusdo em cdes com cinomose (ALLEMAN et al., 1992; BATISTA et al., 2000) é um fator
limitante e sua auséncia ndo exclui a possibilidade de infeccdo, pois sdo frequentemente
observadas na fase de viremia (GOSSETT et al., 1982) e, geralmente, ndo sdo encontradas nas
infeccdes cronicas (GEBARA et al., 2004).

Em relacdo as co-infecgdes, pesquisas experimentais com casuisticas de clinicas ou
hospitais veterinarios avaliando conjuntamente as infec¢Ges por E. canis, B. canis vogeli e
CDV séo escassas no Brasil e muitas vezes os estudos sdo resultado de relatos de casos
(AQUINO et al., 2011; MIRANDA et al., 2011) ou resultantes de achados laboratoriais. Os
dados obtidos nesta pesquisa em relagdo as infec¢des simultaneas por E. canis, B. canis vogeli
e CDV ratificam a importancia da realizacdo de pesquisas desta natureza, pois as co-infeccoes
podem alterar os sinais clinicos, mascarar ou exacerbar as anormalidades hematoldgicas,
determinar um curso imprevisivel e, com isso, dificultar o diagnoéstico. Em vérias situacGes a
presenca de infec¢bes concomitantes, ou co-infecgdes confundem o diagndstico clinico e
dificulta o tratamento (DE CAPRARIIS et al., 2011; TOMMASI et al., 2013).

A Figura 10 apresenta a distribuicdo de positividade dos cdes para E. canis, B. canis
vogeli e CDV conforme a cidade de origem dos animais. Os cdes de Igarassu, Camaragibe,
Paulista e Caruaru tiveram uma frequéncia maior de positividade para E. canis, enquanto, 0s
cées de Olinda tiveram os menores percentuais. Os cées de Paulista tiveram um percentual
maior de infec¢do para B. canis vogeli do que os outros municipios e os de Camaragibe e
Recife tiveram os mesmos percentuais de infeccdo (9,1%) para este agente. Os animais de
Moreno, Abreu e Lima, Olinda, Recife, Paulista e Camaragibe apresentaram,
respectivamente, as maiores frequéncias de infec¢éo para o CDV.



Figura 10: Porcentuais de infeccdo para Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e
CDV de cées atendidos, no HV-UFRPE segundo a cidade de origem.
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A Tabela 2 apresenta as frequéncias de positividade para erliquiose, babesiose e

cinomose e associacdo com as variaveis epidemiologicas. As fémeas apresentaram maiores

porcentuais de positivos com 26,4% para erliquiose e 34,7% para cinomose, enquanto que 0s

machos obtiveram uma frequéncia maior com 8,1% para a babesiose, porém ndo foram

observadas diferencas estatisticas significativas (p>0,05).

Tabela 2 —Frequéncia absoluta e relativa de infeccdo pela Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli

e CDV e associagdo com as varidveis epidemioldgicas de cdes atendidos no HV-UFRPE

PCR (E. canis)

PCR (B. canis)

RT-PCR (CDV)

Variaveis Epidemioldgicas N .. - . .. -
P g Positivo(%) P Positivo(%) | p-valor | Positivo(%) P
valor valor
Sexo Macho 74 17 (23,0%) 0,774 6 (8,1%) 0,777 21 (28,4%) 0,518
Fémea 72 19 (26,4%) 4 (5,6%) 25 (34,7%)
1 a 12 meses 42 15(357%) 0,153 3 (7,1%) 0,587 17 (40,5%) 0,235
Idade De 13 a 48 meses 24 7(29,2%) 1 (4,2%) 8 (33,3%)
De 49 a 84 meses 32  6(18,8%) 1 (3,1%) 11 (34,4%)
Acima de 84 meses 48 8 (16,7%) 5 (10,4%) 10 (20,8%)
Raca Com raca definida 45 12 (26,7%) 0,867 4 (8,9%) 0,767 16 (35,6%) 0,610
Sem raca definida 101 24 (23,8%) 6 (5,9%) 30 (29,7%)
Vaginagéo Sim 10  4(40,0%) 0,432 1(10,0%) 1,000 5 (50,0%) 0,341
Polivalente N3 136 32 (23,5%) 9 (6,6%) 41 (30,1%)
Vermifugacdo Sim 83 19(22,9%) 0,708 5 (6,0%) 0,903 24 (28,9%) 0,553
N&o 63 17 (27,0%) 5 (7,9%) 22 (34,9%)
Acesso Arua  Sim 77 19(24,7%) 1,000 6 (7,8%) 0,882 30(39,0%) 0,041*
N&o 69 17 (24,6%) 4 (5,8%) 16 (23,2%)
Tipo de quintal  cimento 52 12(231%) 0,804 3 (5,8%) 0,640 16(30,8%) 0,174



75

Areia+Cimento 76 19 (25,0%) 5 (6,6%) 20 (26,3%)
Areia 16 5(31,3%) 2 (12,5%) 8 (50,0%)
Tipo de Raco 69 17(24,6%) 0,896 3 (4,3%) 0483 21(304%) 0,756
alimentagio Comida caseira 15  3(20,0%) 1 (6,7%) 6 (40,0%)
Mista 62 16 (25,8%) 6 (9,7%) 19 (30,6%)
Tipo de Domiciliado 140 36 (25,7%) 0,343 10 (7,1%) 1,000 44 (31,4%) 1,000
criacao Semidomiciliado 6  0(0,0%) 0 (0,0%) 2 (33,3%)
Area de Area Rural 54 10 (18,5%) 0,263 2 (3,7%) 0416 14 (259%) 0,354
moradia Area Urbana 92 26 (28,3%) 8 (8,7%) 32 (34,8%)
Criado dentro  Sim 52 16(30,8%) 0,283 5 (9,6%) 0,521 21(40,4%) 0,126
de casa N&o 94 20 (21,3%) 5 (5,3%) 25 (26,6%)

Odds Ratio da variavel acesso a rua para a presenca do CDV (2,11- 1C95%) (1,02-4,36);* Estatisticamente significante; p-
valor do teste qui-quadrado de Pearson.

Fonte: Silva (2013).

Verificou-se nesta pesquisa, que as fémeas foram mais acometidas pela erliquiose,
sendo este dado similar aos dados da literatura nacional, a qual citou que 61,5% dos cées
acometidos por essa doenca eram fémeas (MOREIRA et al., 2003). Corroboram a Borin et al.
(2009) que observaram maior positividade para Ehrlichia spp., nas fémeas (61,1%) e com
Sousa et al. (2010) que dos 47 caes positivos para erliquiose, 29 eram fémeas e 18 machos.
Entretanto, divergem de Ueno et al. (2009) que observaram maior frequéncia desta doenga
nos machos. As fémeas podem ter sido mais acometidas, devido, as oscilacbes hormonais
provocadas pelas diferentes fases do ciclo estral, onde no diestro e na gestacdo, a progesterona
estd em maiores concentragdes e consequentemente, a imunossupressao provocada nestas
fases tornam as fémeas mais vulneraveis para a infeccéo.

Houve uma frequéncia maior de fémeas com cinomose, sendo este resultado similar ao
encontrado por Barbosa et al. (2011) em um estudo retrospectivo no Hospital Veterinario em
Aracatuba, detectaram em 14 fémeas e 11 machos, o corpusculo de inclusdo viral e diferentes
dos resultados de Barbosa e Passos (2008) em Goias, onde verificaram num estudo
retrospectivo de cdes com cinomose, 27 eram machos e 19 fémeas. Resultados similares
foram observados por Headley e Graga (2000) em Santa Maria, no Rio Grande do Sul, onde
as fémeas representaram o maior nimero dos diagnoésticos, do total de 250 cées, 126 eram
fémeas e 124 machos, entretanto, estes pesquisadores afirmaram que ndo ha diferencas na
suscetibilidade entre machos e fémeas, em relagdo ao CDV.

Na babesiose, os machos representaram os maiores percentuais de infecgéo, apesar de
ndo ter sido observada diferencas estatisticas significativas (p>0,05), concordando com Jojima
et al. (2008) em Londrina no Parana que também verificaram maiores porcentuais dos

diagnosticos nos machos com 22% na PCR para Babesia spp. A literatura também néo
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descreve nenhuma predilecio por sexo ou raca (RIBEIRO et al., 1990; GUIMARAES et al,
2002; BASTOS et al, 2004; TRAPP et al.,, 2006). Os machos foram mais acometidos
provavelmente porque possuem uma tendéncia maior de acesso a rua e consequentemente se
infestar por carrapatos, o que os tornaria mais vulneraveis.

Os animais na faixa etaria de um a 12 meses tiveram 0s maiores porcentuais dos
diagndsticos para erliquiose (35,7%) e cinomose (40,5%), enquanto que 0s animais acima de
84 meses para a Babesia canis vogeli. Ndo foram observadas diferencas estatisticas nestas
variaveis (p>0,05). Borin et al. (2009) verificaram infeccdo por Ehrlichia spp., em cées entre
um més a 18 anos, sendo que destes, 38% encontravam-se na faixa etaria de um a 23 meses de
idade. Baneth et al. (1996) descreveram maior prevaléncia em cées adultos e idosos,
associando ao fato de maior tempo de exposicdo destes ao hospedeiro invertebrado e maior
suscetibilidade para os cées idosos. Esta faixa etaria também tem maior possibilidade de ter
doencas cronicas, o que favorece a ocorréncia da infecgéo.

Sousa et al. (2010) constataram que a maioria das infec¢des por E. canis ocorreram na
faixa etaria de menos de um ano de idade e Ueno et al. (2009) verificaram que 65% dos
animais com erliquiose tinham até 12 meses. Segundo Shaw et al. (2001) os animais jovens
parecem ser mais susceptiveis a doenca severa. Nessa faixa etaria, hd& um risco maior de
contrairem esta infeccdo e apresentarem 0 agente circulante, decorrente de altas
contaminagdes ambientais por carrapatos, 0 que ocasiona exposi¢cdo ao agente nos primeiros
meses de vida (UENO et al., 2009). Possivelmente os animais jovens encontravam-se na fase
aguda da doenca e os mais velhos, em sua maioria, a recrudescéncia da infec¢éo cronica.

Headley e Graca (2000) detectaram que 0s animais com até um ano e meio
apresentavam maior risco de mortalidade em decorréncia da severidade das alteracoes
neuroldgicas provocadas pela cinomose. Os resultados verificados nesta pesquisa sdo
semelhantes aos de Gouveia et al. (1987) e Ek-Kommonen et al. (1997). A suscetibilidade dos
neonatos e dos cdes jovens para 0 CDV esté diretamente relacionada com o inicio da reducédo
dos anticorpos maternos (SWANGO, 1997; SHELL, 1990), sendo diretamente proporcional a
taxa de crescimento desses animais (CHAPPUIS, 1995). Barbosa e Passos et al. (2008)
observaram que 73,4% dos animais com cinomose encontravam-se na faixa etaria até 5 anos,
entretanto, essa doenca pode acometer cées de todas as idades (GREENE e APPEL, 2006).

A maior parte dos animais positivos para babesiose, neste estudo, encontrava-se na
faixa etéria acima de 84 meses. Trapp et al. (2002) em uma populacdo hospitalar no Norte do
Parana, observaram maior soroprevaléncia em cdes com mais de um ano de idade, entretanto,

Brown et al. (2006) observaram que os cées filhotes sdo mais severamente acometidos pela
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babesiose e Jojima et al. (2008) detectaram maiores percentuais de positivos para babesiose
na faixa etaria de um a 5 anos. Estas diferencas podem ter ocorrido devido as técnicas de
diagnostico empregadas e a populacdo de estudo de ambas as pesquisas.

Em alguns cdes imunocomprometidos com co-infec¢Ges, doencgas neoplasicas ou
tratamentos imunossupressivos, a Babesia canis vogeli pode representar um achado incidental
(SOLLANO-GALEGO et al.,, 2008). Costa-Junior et al. (2009) observaram que a
soroprevaléncia da infeccdo pela Babesia canis vogeli esteve diretamente relacionada a idade
dos animais e infestacdo por carrapatos, logo quanto mais velho o animal, maior a
soroprevaléncia. Este fato também pode ser explicado, devido a maior pobabilidade destes
animais terem alguma doenga cronica, o que facilitaria a ocorréncia da doenca.

Os animais com racas definidas apresentaram as maiores frequéncias de infeccéo para
0s trés agentes estudados, porém ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas
(p>0,05). A distribuicdo das racas dos cées positivos para E. canis foram Pitbull (41,7%),
Poodle (25%), Cocker Spaniel (16,7%), Pinscher (8,3%) e Rottweiler (8,3%). Na erliquiose,
ndo ha descricdo de suscetibilidade em relacéo a raca, entretanto, o Pastor Alemé&o parece ser
mais susceptivel, manifestando uma doenca mais severa e com progndstico desfavoravel
(MYLONAKIS et al., 2004). A susceptibilidade verificada pode ser atribuida & incapacidade
em exibir uma resposta imunoldgica adequada, por diminuicdo na resposta celular a E. canis,
quando o Pastor Alemé&o foi comparado com o Beagle (NYINDO et al., 1980).

Apesar de ndo existir predisposicdo racial para erliquiose, Sousa et al. (2010)
constataram que os cdes parasitados pela E.canis foram de diferentes racas, sendo o maior
namero representado pelos cdes sem definicdo racial, seguidos de Pitbull, Pastor Aleméo,
Dachshund, Rottweiler, Poodle, Fila Brasileiro, Cocker Spaniel, Pequinés, Lhasa Apso,
Husky Siberiano, Mastin Napolitano, Golden Retriever, Labrador, Shih-Tzu, Boxer,
Doberman e Basset Hound. Borin et al. (2009) detectaram que dos 203 cées positivos para
erliquiose, 119 (59%) eram de racas definidas, destacando-se Poodle (20%), Pastor Alemé&o
(13%) e Pinscher (13%) como as ragas mais frequentes.

Na infeccdo por Babesia canis vogeli as ragcas mais acometidas foram Pinscher (75%)
e Pitbull (25%), porém Jojima et al. (2008) verificaram que a babesiose foi mais prevalente
nos caes sem raca definida, seguidos do Pastor Alemao (3,9%), Poodle (3,5%), Rottweiler
(1,8%) e (11%) outras ragas. Varios estudos no Brasil verificaram a inexisténcia de
predisposicdo racial para a babesiose canina (RIBEIRO et al., 1990; GUIMARAES et al.,
2002; BASTOS et al., 2004; TRAPP et al., 2006). Costa-Junior et al. (2009) avaliaram cées na

zona rural de Minas Gerais, observaram que a raca nao constituiu um fator de risco
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relacionado a soroprevaléncia da B. canis vogeli, assim como sexo e volume globular abaixo
de 30%.

Na cinomose, as distribui¢bes das racas mais acometidas foram Poodle (25%), Pitbull
(25%), Cocker Spaniel (18,75%), Dachshund (6,25%), Chow Chow (6,25%), Rottweiler
(6,25%), Yorkshire (6,25%) e Akita (6,25%). Headley e Graga (2000) observaram que dos
cdes com cinomose, 54,4% ndo tinham definicdo racial, 10% Pastor Alem&o, 4% Cocker
Spaniel, entre outras racas. Greene e Appel (2006) relataram que pode haver maior
suscetibilidade para algumas racas para a cinomose, mas nao ha nenhuma comprovacao
cientifica. Entretanto, os cdes braquicefalicos podem apresentar baixas prevaléncias da
cinomose, mortalidade e sequelas quando comparados com os das racas dolicocefalicas.

Os animais com a vacinacdo polivalente atualizada e vermifugacdo atrasada
apresentaram 0s maiores percentuais de positividade para as doencas estudadas, porém sem
nenhuma significancia estatistica (p>0,05). No caso da vacinagdo, este fato poder ter ocorrido,
devido as préaticas de alguns tutores de comprar vacinas em balcdo de casas agropecuérias e
sem a devida fiscalizacdo veterinaria. Infelizmente no Brasil e em paises em desenvolvimento
ainda ha uma caréncia na adocdo de medidas profilaticas por parte dos tutores dos animais no
que se refere as doencas infecciosas e parasitarias. Segundo pesquisa no Rio Grande do Sul
com 4.844 cédes de necropsia, mais de um ter¢co (35,0%) dos animais, morreram em
decorréncia de doengas infecciosas e/ou parasitarias (FIGHERA et al., 2008).

Bentubo et al. (2007) evidenciaram que as doencas infecciosas foram a primeira causa
de morte em cdes em S&o Paulo. Acredita-se que este fato esteja relacionado a baixa adesdo
aos programas de vacinacdo e everminacdo, ja que ainda hoje no Brasil apenas uma pequena
parcela de proprietarios adere a esquemas de vacinacao e everminacdo completos para seus
cdes (FIGHERA et al., 2008), ao contrario do que ocorre nos Estados Unidos e na Europa,
onde a maior parte dos cdes é vacinada e revacinada anualmente (GREENE e SCHULTZ,
2006).

A éarea de moradia urbana teve um numero maior de cdes positivos para 0s trés
diagnosticos, com 28,3% para erliquiose, 8,7% babesiose e 34,8% cinomose e 0s caes criados
dentro de casa também tiveram os percentuais de positividade mais elevados, com 30,8% para
E. canis, 9,6% B.canis e 40,4% para o CDV. Nesta variavel ndo houve diferengas estatisticas
significativas (p>0,05). No caso das doencas transmitidas por vetores, os cdes criados dentro
de casa se infectam ao terem contato com o carrapato, o Rhipicephalus sanguineus, que pode

viver nos domicilios onde os cdes habitam (NEER e HARRUS, 2006) e encontra-se
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principalmente nas &reas urbanas, onde a EMC é endémica (MOREIRA et al., 2003; BULLA
etal., 2004; MACIEIRA et al., 2005).

A maioria dos animais que viviam no quintal exclusivamente com areia teve 0s
maiores percentuais de infeccdo para o CDV (50%), seguidos da E.canis (31,3%) e da B.
canis vogeli (12,5%). A refeicdo mista foi o tipo de alimentagcdo mais consumida pelos cées
com pelo menos uma das trés infecgfes. O tipo de criacdo semi-domiciliado, foi observada
uma maior frequéncia nos cdes com o CDV (33,3%), em contrapartida, os domiciliados
tiveram maior numero de representantes para os diagndsticos de erliquiose e babesiose,
respectivamente com 25,7% e 7,1%, porém sem significancia estatistica (p>0,05) para estas
variaveis.

Pesquisa com E. canis em area rural do Brasil, por teste de diagnostico indireto em
Monte Negro em Rond6nia, observou prevaléncia de 24,8% de cées infectados (AGUIAR et
al., 2007). Ueno et al. (2009) detectaram em cédes com erliquiose, que 52 (74,3%) de &rea
urbana e 30 (42,9%) tinham acesso a rua. Sousa et al. (2010) constataram que dos cdes
positivos para erliquiose, 43 animais eram provenientes de domicilios na zona urbana, dois
residiam em apartamento, dois viviam na zona rural e um frequentava esporadicamente a zona
rural. Silva et al. (2010) em Cuiab4, no Mato Grosso, ndo observaram diferencas estatisticas
em relacdo ao acesso a rua, ou a area de moradia rural ou urbana nos cdes com erliquiose

Em relagdo ao ambiente urbano e rural para os cdes com babesiose, verificou-se nesta
pesquisa que ndo houve diferencas estatisticas significativas (p>0,05). A caracterizacdo no
Brasil da Babesia cani vogeli na area urbana foi realizada por Passos et al. (2005). Ribeiro et
al. (1990) detectaram em 66,9% dos cées anticorpos anti-Babesia canis em cdes de &rea
urbana e O’Dwyer et al. (2001) verificaram 5,2% de infecgao pela Babesia spp em cées, pelo
exame parasitoldgico sanguineo na area rural.

Pouco se sabe sobre os fatores de risco da babesiose no Brasil (DANTAS-TORRES e
FIGUEREDO, 2006a). Silva et al. (2012) verificaram que 31,67% dos cées infestados por
carrapatos, 14% eram da area urbana e 17,67% da area rural e o R. sanguineus foi a Unica
espécie de carrapato identificada em ambas as areas, e ndo observaram relacdo entre a
presenca da Babesia canis vogeli com a &rea de procedéncia dos animais.

No caso da cinomose, a maior parte dos animais positivos era procedente da area
urbana e ndo foram observadas diferencas estatisticas em relagédo ao ambiente rural (p>0,05).
Esta doenga apresenta alta prevaléncia nos hospitais veterinarios, mas este fato ndo reflete a
ocorréncia real dos ambientes urbanos (HEADLEY e GRAGCA, 2000). No entanto, a

importancia do CDV em populagdes urbanas e rurais ndo pode ser ressaltada (HEADLEY et
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al., 2012). Em relacdo ao acesso a rua, houve diferencas estatisticas significativas na
cinomose pela RT-PCR (p=0,041) e a chance de ter a presenca do CDV ¢é de 2,11 vezes para
0s cdes que tem acesso. O que demonstra que esta variavel é relevante no caso das infeccdes
pelo CDV e medidas de controle devem ser adotadas, a fim de diminuir este fator de risco.

Na erliquiose e babesiose ndo se observou resultado estatisticamente significativo
(p>0,05) para 0 acesso a rua, o que demonstra, nos casos das hemoparasitoses, que
independente dos animais terem acesso a rua ou nao, eles podem se infectar no ambiente
domiciliar, devido a presenca do carrapato vetor. No caso da cinomose, 0S cdes com acesso a
rua ficam em contato proximo com os reservatorios, com o ambiente contaminado e Hass et
al. (2008) avaliaram cées em Pelotas no Rio Grande do Sul e detectaram maiores niveis de
anticorpos para 0 CDV nos cées que tiveram acesso a rua.

Na Figura 11 encontram-se as principais alterac@es clinicas dos cdes com erliquiose,
destacando-se apatia em 72,2%, disturbios oftalmicos (58,3%), gastrointestinais (50%),
dermatites (50%) (Figura 12), disturbios neurolégicos (30,6%), mucosas palidas (30,6%),
distarbios hemorragicos (8,3%) (Figura 13) e com menor percentual atrofia muscular,

hepatoesplenomegalia e emagrecimento progressivo (5,6%).

Figura 11: Principais alteragdes clinicas dos cdes portadores de Ehrlichia canis
diagnosticados pela PCR convencional, atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).



Figura 12: Céo, macho, 45 dias de vida, SRD, PCR positivo para
Ehrlichia canis, apresentando dermatite seborréica, pustulas no
abdome ventral e rarefacéo pilosa generalizada.

-

Fonte: Silva (2013).

Figura 13: Céo, macho, 1 ano, SRD, PCR positivo para Ehrlichia canis,

Fonte: Silva (2013).
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Na Tabela 3 encontram-se as alteraces clinicas dos cdes positivos para Ehrlichia
canis e verificou-se que hiporexia, alopecia periocular, linfoadenopatia e tosse improdutiva
foram estatisticamente significativos (p<0,05). As demais alteracbes foram hematoquezia
(38,5%), mucosas palidas (36,7%), apatia (28,3%), conjuntivite (25%), epistaxe (20%),
alopecia periocular (66,7%), linfoadenopatia (66,7%), ataxia (24,1%), convulséo (11,1%),
glaucoma (50%), blefarite (33,3%), poliartrite (50%), tosse produtiva (40%) e melena
(7,1%).

Tabela 3-Alteracfes clinicas apresentadas pelos cées positivos para Ehrlichia canis
diagnosticados pela PCR convencional, atendidos no HV-UFRPE

; Ehrlichia canis
VARIAVEIS —
Positivo % N Valor de p

HEMATOQUEZIA Sim 5 38,5 13 0,383
Nao 31 23,3 133

HIPERQUERATOSE Sim 9 32,1 28 0,436
Nao 27 22,9 118

HIPOREXIA Sim 13 46,4 28 0,006*
Nao 23 19,5 118

MUCOSAS PALIDAS Sim 11 36,7 30 0,140
Nao 25 21,6 116

APATIA Sim 26 28,3 92 0,263
Nao 10 18,5 54

CONJUNTIVITE Sim 5 25,0 20 1,000
Nao 31 24,6 126

EPISTAXE Sim 1 20,0 5 1,000
Nao 35 24,8 141

HEMATURIA Sim 0 0,0 3 0,746
Nao 36 25,2 143

ALOPECIA PERIOCULAR Sim 4 66,7 6 0,033*
Nao 32 22,9 140

LINFOADENOPATIA Sim 6 66,7 9 0,009*
Nao 30 21,9 137

MUCOSAS CONGESTAS Sim 7 33,3 21 0,469
Nao 29 23,2 125

ATAXIA Sim 7 24,1 29 1,000
Nao 29 24,8 117

CONVULSAO Sim 1 11,1 9 0,566
Nao 35 25,5 137

GLAUCOMA Sim 2 50,0 4 0,546
Nao 34 23,9 142

HIFEMA Sim 0 0,0 1 1,000
Nao 36 248 145

BLEFARITE Sim 4 33,3 12 0,705
Nao 32 23,9 134

MELENA Sim 1 7.1 14 0,203
Nao 35 26,5 132

DERMATITE Sim 12 24,5 49 1,000
Nao 24 24,7 97

ICTERICIA Sim 1 20,0 5 1,000
Nao 35 24,8 141

PARALISIA DOS MPS Sim 1 50,0 2 0,991
Nao 35 24,3 144

PARESIA MPS Sim 1 9.1 11 0,378
Nao 35 25,9 135

PULGAS Sim 6 20,0 30 0,670
Nao 30 25,9 116

SECRECAO OCULAR Sim 15 30,6 49 0,326
Nao 21 21,6 97

TOSSE IMPRODUTIVA Sim 0 0,0 15 0,043*
Nao 36 27,5 131

TOSSE PRODUTIVA Sim 2 40,0 5 0,778

Néo 34 24,1 141
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POLIARTRITE Sim 1 50,0 2 0,991
Nao 35 24,3 144

SECRECAO NASAL Sim 2 12,5 16 0,374
Nédo 34 26,2 130

SUFUSOES Sim 1 50,0 2 0,991
Néao 35 24,3 144

PETEQUIAS Sim 2 40,0 5 0,778
Nao 34 24,1 141

UVEITE Sim 4 80,0 5 0,017
Nao 32 22,7 141

ATROFIA MUSCULAR Sim 2 40,0 5 0,778
Né&o 34 24,1 141

EDEMA PERIFERICO Sim 3 42,9 7 0,487
Nao 33 23,7 139

VOMITO Sim 4 13,3 30 0,169
Nao 32 27,6 116

TETRAPARESIA Sim 4 40,0 10 0,432
Nédo 32 23,5 136

DESIDRATAGAO Sim 3 13,0 23 0,252
Nédo 33 26,8 123

FEBRE Sim 6 54,5 11 0,043
Néo 30 22,2 135

Valor de p através do teste Qui-quadrado de Pearson com corregao de continuidade
* Significativo (p<0,05).

Fonte: Silva (2013).

No que se refere aos sinais clinicos dos cdes com erliquiose, apatia ocorreu com maior
porcentual. As demais alteracOes estdo condizentes com a literatura (MOREIRA et al., 2003,
ORIA et al., 2004; NAKAGHI et al., 2008; SOUSA et al., 2010). No entanto, Borin et al.
(2009) verificaram em menor proporcdo, lesdo ocular (8,4%), linfadenomegalia (6,9%),
claudicacdo (6,4%), ascite (3%) e petéquias. Ueno et al. (2009) verificaram que 59 (84,2%)
caes apresentaram hiporexia ou anorexia; apatia ou prostracdo em 49 (70,0%); diarréia em 29
(41,4%); vbmito em 26 (37,1%); linfoadenopatia em 59 (84,2%); esplenomegalia em 26
(37,1%); sinais neurologicos em 17 (24,2%) e hemorragias em 45 (64,2%).

Entretanto, Sousa et al. (2010) constataram que palidez de mucosas foi o Unico sinal
clinico significativo para os cdes com infeccdo pela Ehrlichia canis. Foram verificados
quadros hemorragicos em apenas 8,3% dos animais nesta pesquisa, diferentemente de
Almosny e Massard (2002) que ndo observaram esta alteracdo clinica no Estado do Rio de
Janeiro, possivelmente em decorréncia da adaptacdo parasito-hospedeiro ou da cepa
infectante.

Os disturbios gastrointestinais, as dermatites, os disturbios neurolégicos, palidez de
mucosas e linfoadenopatia observadas nesta pesquisa também sdo verificadas em outras
doencas, o que reforca a importancia da associacdo dos achados clinico-epidemioldgicos e
laboratoriais, com o objetivo de incrementar o diagnostico desta afeccdo (UENO et al., 2009).

Alguns cées também apresentaram distarbios oftdlmicos e tendéncias a hemorragia, além de
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esplenomegalia, concordando com Harrus et al. (1997) e Matthewman et al. (1993) em
estudos de erliquiose canina diagnosticada por meio do teste de imunofluorescéncia indireta.

Silva et al. (2010) verificaram diversas alteracbes clinicas em 31 dos cées
sororreagentes em Cuiaba no Mato Grosso, incluindo linfadenopatia (2), emagrecimento (2),
petéquias (2), apatia (1), hepatomegalia (1), esplenomegalia (1), além dos sinais oftdlmicos
(9), neuroldgicos (1) e dermatoldgicos (20), sendo estas alteracGes similares as encontradas
nesta pesquisa.

Sinais menos frequentes na erliquiose, incluem voémito, dispnéia, corrimento oculonasal
seroso a purulento (SHAW e DAY, 2005), diarréia, tosse (CFSPH, 2005), hepatomegalia e
perda de pélos (CASTRO et al., 2004) e estas variagdes de sinais clinicos possivelmente estéo
relacionadas as espécies e cepas da Ehrlichia ssp., estado imunoldgico do animal, idade,
presenca de co-infeccBes com outros agentes patogénicos e a resposta do organismo frente a
infeccdo.

Nas infec¢des pela Babesia canis vogeli, as alteracdes clinicas dos cdes positivos estdo
na Figura 14 e destacou-se apatia (90%), mucosas palidas (60%), disturbios respiratorios
(50%), distarbios oftalmicos (40%), distlrbios gastrointestinais (40%), dermatites (30%),
distarbios neurolégicos (20%), disturbios hemorragicos (20%) (Figura 15) e, em menor
proporcao, hepatoesplenomegalia e emagrecimento progressivo com 10%.

Figura 14: Principais alteracdes clinicas dos cdes portadores de Babesia canis vogeli
diagnosticados pela PCR convencional, atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).
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A B. canis vogeli geralmente provoca uma doenca subclinica leve ou moderada
(UILENBERG et al., 1989; CARRET et al., 1999) que muitas vezes acompanha outras
doencas ou afeta cdes esplenectomizados. Porém, nesta pesquisa todos 0s animais positivos
para babesiose apresentaram alteragdes clinicas, sem, no entanto, terem histérico de qualquer
condicdo imunossupressiva. Grave anemia hemolitica pode ser observada em cdes jovens e
filhotes (SOLANO-GALLEGO et al., 2008). Galgos adultos nos EUA sororeativos para B.
vogeli sdo, comumente, clinicamente saudaveis (TABOADA et al., 1992; TABOADA e
LOBETTI, 2006).

Figura 15: Cdo, macho, 3 anos, Pinscher, PCR positivo para
Babesia canis vogeli, apresentando hematoma na regido
prepucial.

Fonte: Silva (2013).

Na Tabela 4 encontram-se as alteracGes clinicas apresentadas pelos cées positivos para
Babesia canis vogeli e palidez de mucosa foi o Unico sinal clinico que apresentou resultado
estatisticamente significativo (p<0,05). As demais alteracdes foram hiporexia (10,7%), apatia
(9,8%), conjuntivite (50%), epistaxe (20%), alopecia periocular (16,25%), ataxia (6,9%),
blefarite (16,7%), melena (7,1%), dermatite (6,1%), tosse improdutiva (13,3%), tosse produtiva
(20%), sufusdes (50%), uveite (20%) e edema periférico (14,3%).
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Tabela 4-Alteracbes clinicas apresentadas pelos cées positivos para Babesia canis vogeli
diagnosticados pela PCR convencional, atendidos no HV-UFRPE

p Babesia canis
VARIAVEIS —
Positivo % N Valor de p

HEMATOQUEZIA Sim 0 0,0 13 0,653
Nao 10 75 133

HIPERQUERATOSE Sim 1 36 28 0,728
Nao 9 7.6 118

HIPOREXIA Sim 3 10,7 28 0,628
Nao 7 5.9 118

MUCOSAS PALIDAS Sim 6 20,0 30 0,005*
Nao 4 34 116

APATIA Sim 9 98 92 0,136
Nao 1 1,9 54

CONJUNTIVITE Sim 1 5,0 20 1,000
Nao 9 7.1 126

EPISTAXE Sim 1 20,0 5 0,777
Nao 9 6,4 141

HEMATURIA Sim 0 0,0 3 1,000
Nao 10 7.0 143

ALOPECIA PERIOCULAR Sim 1 16,7 6 0,883
Nao 9 6,4 140

LINFOADENOPATIA Sim 0 0,0 9 0,874
Nao 10 73 137

MUCOSAS CONGESTAS Sim 1 48 21 1,000
Nao 9 7.2 125

ATAXIA Sim 2 6,9 29 1,000
Nao 8 6.8 117

CONVULSAO Sim 0 0,0 9 0,874
Nao 10 73 137

GLAUCOMA Sim 0 0,0 4 1,000
Nao 10 7,0 142

HIFEMA Sim 0 0,0 1 1,000
Nao 10 6,9 145

BLEFARITE Sim 2 16,7 12 0,419
Nao 8 6,0 134

MELENA Sim 1 7.1 14 1,000
Nao 9 6,8 132

DERMATITE Sim 3 6,1 49 1,000
Nao 7 7.2 97

ICTERICIA Sim 0 0,0 5 1,000
Nao 10 7.1 141

PARALISIA DOS MPS Sim 0 0,0 2 1,000
Nao 10 6,9 144

PARESIA MPS Sim 0 0,0 11 0,753
Nao 10 7.4 135

PULGAS Sim 2 6,7 30 1,000
Nao 8 6,9 116

SECRECAO OCULAR Sim 3 6.1 49 1,000
Nao 7 7.2 97

TOSSE IMPRODUTIVA Sim 2 13,3 15 0,610
Nao 8 6,1 131

TOSSE PRODUTIVA Sim 1 20,0 5 0,777
Nao 9 6,4 141

POLIARTRITE Sim 0 0,0 2 1,000
Nao 10 6,9 144

SECRECAO NASAL Sim 3 18,8 16 0,141
Nao 7 54 130

SUFUSOES Sim 1 50,0 2 0,306
Nao 9 6,3 144

PETEQUIAS Sim 1 20,0 5 0,777
Nao 9 6,4 141

UVEITE Sim 1 20,0 5 0,777
Nao 9 6,4 141

ATROFIA MUSCULAR Sim 0 0,0 5 1,000
Nao 10 7.1 141

EDEMA PERIFERICO Sim 1 143 7 0,975
Nao 9 6,5 139

VOMITO Sim 0 0,0 30 0,207
Nao 10 8,6 116
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TETRAPARESIA Sim 0 0,0 10 0,810
Nao 10 74 136

DESIDRATACAO Sim 1 4,3 23 0,946
Nédo 9 7,3 123

FEBRE Sim 2 18,2 11 0,354
Néao 8 59 135

Valor de p através do teste Qui-quadrado de Pearson com corregdo de continuidade.
* Significativo (p<0,05).

Fonte: Silva (2013).

Mucosas palidas, disturbios respiratorios, distdrbios gastrointestinais, disturbios
neuroldgicos, e disturbios hemorragicos verificados nesta pesquisa, a maior parte deles é
relatado na literatura (TABOADA, 1995; GUIMARAES et al., 2002; BASTOS et al., 2004
IRWIN, 2010), com excecdo de dermatite, que ndo é citada como sinal clinico comum nesta
afeccdo, e os problemas oftalmicos, que sdo considerados como alteracdes clinicas atipicas
(TABOADA, 1995). As alteracdes patoldgicas que a Babesia spp. causa nos hospedeiros
variam consideravelmente com as diferentes espécies e sub-espécies envolvidas, e também
com o estado imunoldgico do individuo, idade, doencas infecciosas concomitantes e a
resposta a infeccdo (IRWIN, 2009).

Na infeccdo pela Babesia canis vogeli, os animais subclinicos, podem apresentar
alteracbes clinicas nos casos de esplenectomia, imunossupressdo, devido ao uso de
corticosteroides, quimioterapia ou doencas graves concomitantes (TABOADA e LOBETTI,
2006; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2008). Ndo se sabe se alguns individuos sdo mais
suscetiveis a Babesia spp. ou se a parasitemia € resultante de uma recrudescéncia da infeccéo
cronica.

Além do risco de doenga para os cées pela infeccdo assintomatica da Babesia spp. a
persisténcia cronica da parasitemia facilita a transmissao de parasitas no ambiente, uma vez
que constitui fonte de infeccdo em longo prazo para os carrapatos (WELC-FALECIAK et al.,
2007). Assim, existe uma necessidade de identificacdo e melhor tratamento de infec¢cdes por
Babesia spp. em animais assintomaticos com a utilizacdo de exames diagndésticos apropriados,
associados aos achados clinicos e epidemiologicos.

Nos animais com cinomose, as alteragdes clinicas mais frequentes estdo representadas
na Figura 16 e destacou-se apatia (73,9%), disturbios gastrointestinais (52,2%), disturbios
oftdlmicos (45,7%) (Figura 17), distarbios neuroldgicos (41,3%), distdrbios respiratorios
(34,8%), dermatites (30,4%), mucosas congestas (28,3%) e, em menor Proporcéao,
desidratacdo (21,7%), linfoadenopatia (21,7%), atrofia muscular (6,5%) e emagrecimento

progressivo (4,3%).
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Figura 16: Principais alteracdes clinicas dos cdes portadores do CDV diagnosticados pela

RT-PCR, atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).

Figura 17: Canina, fémea, 8 anos, SRD, RT-PCR positiva para

o CDV, apresentando opacidade e Ulcera de cOrnea (seta

branca) em decorréncia de ceratoconjuntivite seca.
Sl

A

Fonte: Silva (2013).

Na Tabela 5 encontram-se as alterac@es clinicas apresentadas pelos cdes positivos para o

CDV e destacaram-se linfoadenopatia, mucosas congestas, ataxia e secrecdo nasal com

resultados estatisticamente significativos (p<0,05). As demais alteragdes foram hematoquezia
(46,2%), hiperqueratose (32,1%), hiporexia (42,9%), mucosa palidas (33,3%), apatia (37%),
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conjuntivite (45%), alopecia periocular (66,7%), convulsdo (44,4%), blefarite (41,2%), melena
(50%), dermatite (28,6%), paresia dos membros posteriores (40%), atrofia muscular (60%),
vomito (36,7%), tetraparesia (30%) e mioclonia (50%).

Tabela 5-Alteracdes clinicas apresentadas pelos cédes positivos para o CDV diagnosticados
pela RT-PCR convencional, atendidos no HV-UFRPE

; CDhV
VARIAVEIS —
Positivo % N Valor de p

HEMATOQUEZIA Sim 6 46,2 13 0,380
Nao 40 30,1 133

HIPERQUERATOSE Sim 9 32,1 28 1,000
Nao 37 31,4 118

HIPOREXIA Sim 12 429 28 0,226
Nao 34 28,8 118

MUCOSAS PALIDAS Sim 10 33,3 30 0,983
Nao 36 31,0 116

APATIA Sim 34 37,0 92 0,096
Nao 12 22,2 54

CONJUNTIVITE Sim 9 450 20 0,255
Nao 37 29,4 126

EPISTAXE Sim 0 0,0 5 0,292
Nao 46 32,6 141

HEMATURIA Sim 1 33,3 3 1,000
Nao 45 31,5 143

ALOPECIA PERIOCULAR Sim 4 66,7 6 0,149
Nao 42 30,0 140

LINFOADENOPATIA Sim 7 77,8 9 0,007*
Nao 39 28,5 137

MUCOSAS CONGESTAS Sim 13 61,9 21 0,003*
Nao 33 26,4 125

ATAXIA Sim 14 483 29 0,030*
Nao 32 27,4 117

CONVULSAO Sim 4 44,4 9 0,623
Nao 42 30,7 137

GLAUCOMA Sim 1 25,0 4 1,000
Nao 45 31,7 142

HIFEMA Sim 0 0,0 1 1,000
Nao 46 31,7 145

BLEFARITE Sim 5 41,7 12 0,641
Nao 41 30,6 134

MELENA Sim 7 50,0 14 0,206
Nao 39 29,5 132

DERMATITE Sim 14 28,6 49 0,723
Nao 32 33,0 97

ICTERICIA Sim 2 40,0 5 1,000
Nao 44 31,2 141

PARALISIA DOS MPS Sim 0 0,0 2 0,842
Nao 46 31,9 144

PARESIA MPS Sim 4 36,4 11 0,082
Nao 42 31,1 135

PULGAS Sim 10 33,3 30 0,983
Nao 36 31,0 116

SECRECAO OCULAR Sim 17 34,7 49 0,689
Nao 29 29,9 97

TOSSE IMPRODUTIVA Sim 5 33,3 15 1,000
Nao 41 31,3 131

TOSSE PRODUTIVA Sim 2 40,0 5 1,000
Nao 44 31,2 141

POLIARTRITE Sim 1 50,0 2 1,000
Nao 45 31,3 144

SECRECAO NASAL Sim 9 56,3 16 0,049*
Nao 37 28,5 130

SUFUSOES Sim 0 0,0 2 0,842
Nao 46 31,9 144

PETEQUIAS Sim 2 40,0 5 1,000
Nao 44 31,2 141

UVEITE Sim 2 40,0 5 1,000
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Nédo 44 31,2 141

ATROFIA MUSCULAR Sim 3 60,0 5 0,365
Nao 43 30,5 141

EDEMA PERIFERICO Sim 2 28,6 7 1,000
Nao 44 31,7 139

VOMITO Sim 11 36,7 30 0,644
Nédo 35 30,2 116

TETRAPARESIA Sim 3 30,0 10 1,000
Néao 43 31,6 136

DESIDRATACAO Sim 10 43,5 23 0,270
Nao 36 29,3 123

FEBRE Sim 6 54,5 11 0,170
Nao 40 29,6 135

MIOCLONIA Sim 3 50,0 6 0,584
Nédo 43 30,7 140

Valor de p através do teste Qui-quadrado de Pearson com corregdo de continuidade.
* Significativo (p<0,05).

Fonte: Silva (2013).

A manifestacdo clinica da cinomose varia dependendo da viruléncia da cepa, da idade e
do perfil imunoldgico do cdo (FENNER, 2004; AMUDE et al., 2006; GREENE e APPEL,
2006). Mais de 50% das infeccdes pelo CDV sdo subclinicas ou com sinais clinicos
moderados, como apatia, diminuicdo do apetite, febre, desidratacdo, secrecdo oculonasal
serosa a mucopurulenta, tosse, estertor pulmonar, vomito e diarréia que podem ser as
primeiras alteracdes observadas nos cées infectados (APPEL e SUMMERS, 1999; GREENE
e APPEL, 2006). Apesar de nenhum sinal clinico ser patognoménico na cinomose, a
ocorréncia simultdnea de um grupo deles facilita o diagnostico da doenca (APPEL e
CARMICHAEL, 1979).

Tudury et al. (1997) pesquisando cdes com cinomose detectaram diminuicdo da
secrecdo lacrimal, conjuntivite mucopurulenta, sinais de lesdo retinal e hiperqueratose naso-
digital em mais da metade dos animais. Em relacdo aos sinais neuroldgicos, perda de reac6es
posturais, mioclonias e a ocorréncia de paresias foram os sinais clinicos mais prevalentes,
sendo estes resultados similares aos encontrados nesta pesquisa, principalmente as alteractes
neuroldgicas.

A palidez de mucosas e os disturbios hemorragicos encontrados em alguns dos cées
infectados pelo CDV, ndo sdo sinais clinicos tipicos desta infeccdo (GREENE e APPEL,
2006) e eles podem ter ocorrido devido a co-infecgdes pela Ehrlichia canis ou por outras
hemoparasitoses ou até mesmo por causa de outra afecgdo. Infeccdo de cdes com o CDV tem
sido considerada um fator imunossupressor importante ligado a infeccdo por agentes
oportunistas (TIPOLD, 1992). As infeccdes bacterianas secundarias decorrentes dos efeitos
imunossupressores do virus da cinomose, em geral sdo responsaveis pelos sinais clinicos
associados com a forma aguda (HOSKINS, 2004).
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O diagnostico clinico da cinomose canina, mesmo quando amparado por exames
complementares, € um desafio para o clinico. Em algumas situagdes, como aquelas onde é
observada a associacdo de sinais clinicos sistémicos e neurologicos, e também na presenca de
mioclonia, a probabilidade da realizacdo de diagndstico clinico conclusivo aumenta
consideravelmente (GEBARA et al., 2004). Ressalta-se que quando os animais apresentarem
apenas sinais clinicos inespecificos e/ou alteragdes neuroldgicas deve-se realizar exames
laboratoriais especificos para determinar o diagnostico, pois inumeras doencas podem
provocar estas alteracoes.

Na Figura 18 encontra-se a frequéncia de febre nas infeccdes pela Ehrlichia canis,
Babesia canis vogeli e CDV e das co-infecgdes com estes agentes patogénicos. Observou-se
febre em 8,0% dos cdes com Ehrlichia canis, 10% nos cées infectados pelo CDV, 66,7% na
co-infeccdo pelos trés agentes infecciosos, 18,2% na co-infec¢do pela E. canis com o CDV e
em nenhum animal infectado pela Babesia canis vogeli ou na infeccdo simultanea pela
E.canis com a Babesia canis vogeli.

A febre ndo foi uma alteracdo clinica expressiva nos animais positivos para os agentes
estudados nesta pesquisa. A maior parte dos cdes positivos estava em diferentes fases de
infeccdo, pois a febre é uma reacdo sisttmica que ocorre na fase aguda das doencas
infecciosas, em decorréncia da liberacdo de pir6genos enddgenos e substancias antigénicas
pelos agentes infecciosos, ou devido a possibilidade de liberacdo aumentada da interleucina-1
(IL-1), produzida pelas células apresentadoras de antigenos e linfocitos B (CASTRO, 1997).
Para Harrus et al. (2001a) o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6)

também poderia estar envolvida com a indugéo da febre.
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Figura 18: Frequéncia de febre nos cées infectados e co-infectados por E. canis, B. canis
vogeli e CDV, atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).

As principais alteragBes clinicas observadas na co-infeccdo pela E.canis com a
Babesia canis vogeli foram apatia, mucosas péalidas, distarbios neuroldgicos e respiratorios.
Apesar da literatura citar que é comum a co-infeccdo da E. canis com a Babesia canis vogeli
(BOOZER e MACINTIRE, 2003; COHN, 2003), apenas um animal neste estudo apresentou a
co-infeccdo por estes agentes. No caso de infeccdo simultédnea por estes dois agentes, existe
aumento da probabilidade de ocorréncia de hemorragias (TENORIO et al., 2007), no entanto,
esta condicao ndo foi observada.

Casos de co-infeccBes por E. canis e B. canis sdo frequentemente encontrados devido ao
vetor, o Rhipicephalus sanguineus ser comum entre os cées brasileiros (DAGNONE et al.,
2003; DAGNONE, 2006; NAKAGHI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008). Quando a
babesiose é confirmada, o veterindrio deve considerar a possibilidade de infeccGes
concomitantes com outros patdgenos transmitidos por vetores, incluindo Ehrlichia spp.,
Anaplasma spp., Bartonella spp., Rickettsia spp. e Leishmania spp. (KORDICK et al., 1999;
YABSLEY et al., 2008) e deve-se utilizar os testes de diagnostico apropriados (IRWIN,
2010).

Trapp et al. (2006) avaliaram cées, em uma populacdo hospitalar em Londrina no
Parana, pela RIFI e verificaram soroprevaléncia de 36% de anticorpos anti-Babesia canis
vogeli, 23% para anti-Ehrlichia canis e 14% dos cées foram sororeagentes para ambos 0s
agentes. Nas infec¢bes pela Ehrlichia canis os sinais neurolégicos podem ser as unicas
alteracbes observadas em cées com erliquiose em algumas populacdes hospitalares. Num

estudo retrospectivo nos Estados Unidos, 5 de 62 cdes com erliquiose apresentaram sinais
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neurolégicos (FRANK e BREITSCHWERDT, 1999). Sinais neuroldgicos também podem
ocorrer em cdes com babesiose. Isto indica que cées co-infectados pela E. canis e Babesia
canis apresentam maior fator de risco de apresentar alteracdes neurolégicas (TRAPP et al.,
2006), sendo condizente com a observacdo na co-infeccdo pela E. canis com a Babesia canis
vogeli nesta pesquisa.

Na Figura 19 verificam-se as principais alteracbes organicas dos 11 cdaes co-
infectados por E. canis com CDV. Apatia representou 81,8%, disturbios oftalmicos (72,7%)
(Figura 20), distarbios gastrointestinais (63,6%), mucosas congestas (54,5%), distdrbios
respiratdrios e linfoadenopatia (36,4%), distdrbios neuroldgicos, mucosas palidas e dermatite

em 27,3%, distarbios hemorrégicos, atrofia muscular e desidratacdo em 9,1%.

Figura 19: Principais alteraces clinicas dos cdes portadores de co-infeccao por Ehrlichia
canis com o CDV, diagnosticados respectivamente pela PCR convencional e pela RT-
PCR, atendidos no HV-UFRPE.
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Figura 20: Canina, fémea, 4 anos, SRD, PCR
positiva para a Ehrlichia canis e RT-PCR para o
CDV, apresentando buftalmia no olho direito em
decorréncia de glaucoma.

Fonte: Silva (2013).

A infeccdo de cdes com o CDV tem sido considerado um fator imunossupressor
importante ligado a infec¢do por agentes oportunistas (TIPOLD, 1992). As alteragdes clinicas
observadas na infec¢do simultanea por Ehrlichia canis e o CDV foram condizentes com 0s
sinais clinicos observados nestas doencas (GREENE e APPEL, 2006; UENO et al., 2009).
Embora na rotina clinica o diagnostico em geral seja fundamentado na evolugdo dos achados
laboratoriais, no curso inicial de varias enfermidades, os animais apresentam sinais clinicos
inespecificos como apatia, anorexia, febre evoluindo com alteracdes respiratdrias,
gastrointestinais e neurolégicas (HOMEM et al., 1999; HEADLEY e GRACA, 2000; GAMA
et al., 2007). Em geral estas alteracdes estdo relacionadas pelos agentes do género Ehrlichia
spp. e pelo virus da cinomose canina (SANTOS, 2008).

Quanto aos trés animais portadores das infeccbes simultdneas pelos trés agentes
infecciosos, todos apresentaram alteracGes oftdlmicas, apatia e mucosas palidas; distarbios

gastrointestinais (66,7%); disturbios respiratorios (33,3%); disturbios neurolégicos (33,3%);
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dermatite (33,3%); desidratacdo (33,3%) e hepatoesplenomegalia (33,3%). Os sinais clinicos
comuns a todos os animais foram relatados por Aquino et al. (2011) e as demais alteragdes
clinicas foram similares as observadas por Miranda et al. (2011). A babesiose, erliquiose e
cinomose sdo doencas infecciosas que comumente acometem cées em Recife. Infeccdes por
esses agentes podem ocorrer de forma concomitante, levando a sintomas atipicos, dificultando
o0 diagnostico e agravando o quadro clinico do paciente (AQUINO et al., 2011; MIRANDA et
al., 2011).

As alteracBes clinicas verificadas por Aquino et al. (2011) em uma cadela Mastin
Napolitano de 7 meses, co-infecctada pela Ehrlichia spp., Babesia spp. e CDV, foram mucosas
palidas, febre, linfadenopatia, depressdo da consciéncia, emagrecimento e, ao exame oftalmico,
uveite e ceratite bilateral. Miranda et al. (2011) também relataram um caso clinico de co-
infeccdo por estes trés agentes infecciosos em uma cadela sem raca definida, com 8 meses e
verificaram tosse, secrecdo ocular, hiporexia, tremores, além da falta de vacinacao polivalente,
e concluiram, ap6s avaliacdo clinica, que o quadro era critico.

Boozer et al. (2003) apontaram que a E. canis tem um importante papel como uma fonte
de imunossupressdo. Infeccdes experimentais com Ehrlichia canis e em cdes portadores de
babesiose e assintomaticos fizeram com que ocorresse a manifestagdo clinica da doenca (VAN
HEERDEN et al., 1983; COLLETT, 2000). Possivelmente 3,44% dos cées portadores de er-
liguiose também estdo parasitados por outros hemoparasitas (MOREIRA et al., 2h003,
MENDONCA et al., 2005), sendo que a co-infeccdo é capaz de agravar a condicdo clinica,
devido a acdo patogénica dos parasitos (HARIKRISHNAN et al., 2005).

Na Tabela 6 encontram-se as associacfes entre os diagndsticos de erliquiose e
babesiose, a infestacdo de carrapatos e utilizacdo de medicamentos parasiticidas. De acordo
com analise estatistica ndo houve diferencas significativas entre as associacdes (p>0,05). No
entanto, a infestacdo de carrapatos foi observada em 35 (25,9%) dos cdes com erliquiose e 10
(7,4%) com babesiose. Segundo Trapp et al. (2006) e Aguiar et al. (2007), o parasitismo pelo R.
sanguineus tem sido apontado como principal fator de risco para a EMC.

Em relagdo a infestacdo por carrapatos, os dados obtidos nesta pesquisa sdo similares
aos de Silva et al. (2010) gque avaliando cdes em Cuiab4, por imunoflorescéncia indireta, para
E. canis, apenas 29,63% dos cdes soropositivos estavam infestados por este artropode. Em
relacdo a utilizacdo de carrapaticidas, 32 (24,4%) dos cées com erliquiose e 8 (6,1%) com
babesiose utilizam medicamentos para controle de carrapatos. A mudangca constante de
produtos parasiticidas foi verificada em 27,3% e 9,1% dos animais com erliquiose e babesiose,

respectivamente.
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Tabela 6-Associacdes entre os diagnosticos de erliquiose, babesiose e a infestacdo de

carrapatos e utilizacdo de medicamentos parasiticidas de cées atendidos no HV-UFRPE
PCR (E. canis) PCR (B. c. vogeli)

Positivo(%) | p-valor Positivo(%) | p-valor

Sim 135 35(259%) 0,378 10 (7,4%) 0,753

Variaveis N

Infestacdo de carrapatos

Nao 11 1(9,1%) 0 (0,0%)

Utilizagdo de medicamentos para ~ Sim 131 32 (24,4%) 1,000 8 (6,1%) 0,610
controle de carrapatos Nio 15 4(26,7%) 2 (13,3%)

Muda de medicamentos para Sim 11 3(27,3%) 1,000 1(9,1%) 1,000
controle de carrapatos Ndo 135 33 (24,4%) 9 (6,7%)

Cipermetrina S'~m 11 1(9,1%) 0,378 0 (0,0%) 0,753
Nio 135 35 (25,9%) 10 (7,4%)

Deltametrina S|~m 82 21 (25,6%) 0,913 7 (8,5%) 0,560
N&o 64 15 (23,4%) 3 (4,7%)

Amitraz Sifn 55 12(21,8%) 0,674 3 (5,5%) 0,857
N&o 91 24 (26,4%) 7 (1,7%)

Propoxur Si~m 5  1(20,0%) 1,000 0 (0,0%) 1,000
Ndo 141 35(24,8%) 10 (7,1%)

Fipronil Sim 20 6 (30,0%) 0,751 1 (5,0%) 1,000
Ndo 126 30 (23,8%) 9 (7,1%)

. - Sim 124 29 (23,4%) 0,564 8 (6,5%) 1,000

Produto carrapaticida especificado x

P P Ndo 22 7(3L8%) 2 (9,1%)

. Sim 11 3(27,3%) 1,000 0 (0,0%) 0,753

Ivermectina x

Nio 135 33 (24,4%) 10 (7,4%)

Fonte: Silva (2013).

A Figura 21 mostra que 89,7% dos tutores dos animais utilizam medicamentos no
controle de carrapatos nos seus cées e 84,9% especificaram o produto carrapaticida utilizado.
A deltametrina foi o parasiticida mais utilizado, com 56,2%, seguido por amitraz (37,7%),
fipronil (13,7%), ivermectina (7,5%), cipermetrina (7,5%) e propoxur (3,4%). O uso de
parasiticidas em cdes é geralmente eficaz para eliminar infestacbes de carrapatos e para
prevenir reinfestacfes durante certo periodo de tempo. A frequéncia do tratamento vai
depender do grau de infestacdo e a duracdo do efeito residual do medicamento (DANTAS-
TORRES, 2008).

Figura 21: Representacdo gréafica da utilizagdo de medicamentos no controle de
carrapatos e os produtos parasiticidas utilizados em caes atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).

Os produtos utilizados para controle de carrapatos pelos proprietarios dos animais
desta pesquisa, a maior parte deles € recomendado para utilizacdo no controle de
ectoparasitas. Os cdes podem ser tratados com uma gama diversificada de produtos
veterinarios, como formulagdes spot-on, coleiras impregnadas, xampus, sprays e talcos
(GARRIS, 1991). Fipronil, amitraz, carbaril e piretroides (deltametrina, permetrina e
cipermetrina) estdo entre os acaricidas mais frequentemente utilizados para controlar o
carrapato R. sanguineus (ALCAINO et al., 1995; FRANC e CADIERGUES, 1999;
JERNIGAN et al., 2000; OTRANTO et al., 2005).

A utilizacdo de maneira inapropriada dos acaricidas em longo prazo é um problema
grave que pode resultar em poluicho ambiental e causar resisténcia nos carrapatos
(LABARTHE, 1994) e, com isso, pode haver aumento da possibilidade de parasitismo nos
animais e nos seres humanos também, o que pode ser um fator de risco para transmissdo de
agentes infecciosos zoonoticos.

A Tabela 7 apresenta a associacdo entre os achados dos exames hematoldgicos dos
cdes com erliquiose, babesiose e cinomose com os resultados da PCR e da RT-PCR. Foram
observadas diferencas estatisticas significativas (p<0,05) para hemécias, hemoglobina,
hematocrito, CHCM, RDW-CV, plaquetas, eosinofilos e linfocitos na erliquiose. Na
babesiose houve diferenca significativa quanto as plaquetas e os segmentados, e na
cinomose, apenas para os eosinofilos. As demais variaveis hematoldgicas ndo apresentaram

resultados estatisticamente significativos (p>0,05).
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Tabela 7—Associagdes entre os achados do hemograma com os resultados da PCR e RT-PCR de
caes com erliquiose, babesiose e cinomose atendidos no HV-UFRPE

N Erliguiose Babesiose Cinomose

Positivos (%) | p-valor | Positivos (%) | p-valor | Positivos (%) | p-valor
*Hemacias (x10%mm?)
<55 104 32 (30,8%) 0,013* 10 (9,6%) 0,085 33 (31,7%) 1,000
>5,5 42 4 (9,5%) 0 (0,0%) 13 (31,0%)
*Hemoglobina (g%)
<12 107  33(30,8%) 0,008* 10 (9,3%) 0,108 35 (32,7%) 0,751
>12 39 3 (7,7%) 0 (0,0%) 11 (28,2%)
*Hematdcrito (%)
<37 115 34 (29,6%) 0,016* 10 (8,7%) 0,193 37 (32,2%) 0,907
>37 31 2 (6,5%) 0 (0,0%) 9 (29,0%)
*VCM (fL)
<60 40  8(20,0%) 0,557 4 (10,0%) 0,576 11 (27,5%) 0,660
>60 106 28 (26,4%) 6 (5,7%) 35 (33,0%)
*CHCM (%)
<32 27 13 (48,1%) 0,004* 2 (7,4%) 1,000 8 (29,6%) 0,997
>32 119 23 (19,3%) 8 (6,7%) 38 (31,9%)
'RDW-CV (%)
<115 33 3(9,1%) 0,033* 0 (0,0%) 0,168 8 (24,2%) 0,419
>11,5 113 33 (29,2%) 10 (8,8%) 38 (33,6%)
*Plaquetas (/mm?)
<175.000 93 33(35,5%) 0,000* 10 (10,8%) 0,047* 29 (31,2%) 0,800
>175.000 53 3 (5,6%) 0 (0,0%) 17 (32,0%)
*Leucdcitos (x10%mm?)
<6.0 23 9(39,1%) 0,078 3 (13,0%) 0,396 9 (39,1%) 0,592
6.-17 81 21 (25,9%) 4 (4,9%) 23 (28,4%)
>17 42 6 (14,3%) 3 (7,1%) 14 (33,3%)
*Bastonetes (/mm°)
0-300 99 26 (26,3%) 0,654 7 (7,1%) 1,000 31 (31,3%) 1,000
>300 47 10 (21,3%) 3 (6,4%) 15 (31,9%)
*Segmentados (/mm?)
<3.000 22 6(27,3%) 0,664 4 (18,2%) 0,023* 9 (40,9%) 0,560
3.000-11.500 83 22 (26,5%) 2 (2,4%) 24 (28,9%)
>11.500 41 8(19,5%) 4 (9,8%) 13 (31,7%)
*Eosinofilos (fmm?)
<100 45 18 (40,0%) 0,008* 4 (8,9%) 0,478 19 (42,2%)  0,049*
100-1.250 85 17 (20,0%) 6 (7,1%) 20 (23,5%)
>1.250 16 1 (6,3%) 0 (0,0%) 7 (43,8%)
*Linfocitos (/mm?)
<1.000 51 19 (37,3%) 0,034* 4 (7,8%) 0,177 17 (33,3%) 0,935
1.000-4.800 76 14 (18,4%) 3 (3,9%) 23 (30,3%)
>4.800 19  3(15,8%) 3 (15,8%) 6 (31,6%)
*Mondcitos (/mm?)
<150 69 22 (31,9%) 0,072 3 (4,3%) 0,295 23 (33,3%) 0,861
150-1.350 69 14 (20,3%) 7 (10,1%) 21 (30,4%)
>1.350 8 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (25,0%)
(ﬁ;\i'r?}%gg? teste qui-quadrado de Pearson;* Estatisticamente significante).

1. Laboratoério de Patologia Clinica do DMV-UFRPE.
2. Meinkorth e Clinkenbeard (2000).

Fonte: Silva (2013).



99

A média dos hematocritos dos caes com erliquiose foi de 25%, com valor minimo de
10% e maximo de 48%. Foi observada anemia, trombocitopenia, eosinopenia e linfopenia nos
cdes com EMC. Estes dados sdo similares aos de Meneses et al. (2008) que também
verificaram anemia, leucopenia, neutropenia, eosinopenia, linfopenia e trombocitopenia nos
cdes com E. canis. Na erliquiose pode ocorrer imunossupressdao e outras alteracdes
hematoldgicas (ANDEREG e PASSOS, 1999; NEER e HARRUS, 2006; NAKAGHI et al.,
2008; UENO et al., 2009; SOUZA et al., 2010). A trombocitopenia foi uma das alteracdes
hematoldgicas mais frequentes e esta em concordancia com estudos realizados no Brasil, que
também destacaram esta alteracdo como um achado importante nas infec¢des pela E.canis
(DAGNONE et al., 2003; BULLA et al., 2004; MACIEIRA et al., 2005; NAKAGHI et al.,
2008).

A Anaplasma platys e Babesia canis também podem acarretar trombocitopenia em
caes (MACIEIRA et al., 2005), o que reforca a necessidade do diagndstico destes
hemoparasitas e de outras causas de diminuicdo de plaquetas em caes. Estes resultados
demonstram que tanto a série eritrocitaria, como as plaquetas, eosinofilos e os linfocitos séo
afetados nesta afeccdo e em caso cronico pode ocorrer depressdo da atividade medular,
resultante da patogénese da Ehrlichia canis. A eosinopenia e a linfopenia podem caracterizar
o0 envolvimento do estresse da doenca na fase aguda.

As alteracdes hematologicas da EMC estdo associadas com processos inflamatorios e
imunomediados desencadeados pela infeccdo. A trombocitopenia na fase aguda pode ocorrer
por aumento no consumo de plaquetas pela vasculite, aumento no sequestro esplénico e
destruicdo imunomediada ou por diminui¢do da vida media das plaquetas (HARRUS et al.,
1999).

Foi proposto que a infeccdo pela E. canis altera o sistema imunolégico, resultando em
um excesso de anticorpos anti-plaquetas, 0 que seria uma das principais causas de
trombocitopenia, embora outros mecanismos ndo mediados imunologicamente também
possam estar envolvidos (HARRUS et al., 1996). Ocorre também alteracdo na funcéo das
plagquetas, trombocitopatia, com muitos animais apresentando sangramento superficial,
mesmo com o numero de plaquetas e perfil de coagulacdo normal (HARRUS et al., 1999;
ALMOSNY e MASSARD, 2002; ACCETTA, 2008).

Na fase subclinica, geralmente sé ocorre trombocitopenia, mas pode verificar-se uma
diminuicdo discreta do hematocrito e da contagem leucocitaria, bem como

hipergamaglobulinemia (VARELA, 2003). Embora a leucopenia seja referida como uma
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alteracdo hematologica caracteristica da infec¢do por E. canis (OLIVEIRA et al., 2000;
MOREIRA et al., 2003), neste estudo, ndo foram observados resultados estatisticos
significantes quanto aos leucdcitos totais. A eosinopenia e linfopenia foram alteracGes
importantes na série leucocitaria, discordando de Neer e Harrus (2006); Sousa et al. (2010) e
concordando com Barr (2008), o qual cita que a leucopenia deve-se a linfopenia, eosinopenia
e a leucocitose e monocitose podem ocorrer a medida que a doenga se torna crénica. Castro et
al. (2004) relataram eosinopenia como caracteristica hematoldgica importante da erliquiose
canina, particularmente na fase aguda, semelhantemente aos resultados desta pesquisa.

A fase crbnica da erliquiose pode se tornar complicada pela diminuicdo da producéo
de elementos sanguineos na medula dssea, resultando em pancitopenia. Acredita-se que 0
baco tem um papel importante na patogénese e expressdo da doenca, sequestrando as
bactérias durante a fase subclinica da infec¢do. Os fatores que levam ao desenvolvimento da
fase cronica da EMC permanecem desconhecidos (SHAW e DAY, 2005).

Sousa et al. (2010) avaliando 47 cées com diagndéstico parasitologico para erliquiose
ndo observaram diferencas estatisticas significativas quanto a analise hematoldgica,
identificaram anemia em 20 cdes, e em 11 havia sinais de regeneracdo medular e verificaram
desvio a esquerda. Em contrapartida, Ueno et al. (2009) detectaram anemia em 89, 28%
(<5,5x10° eritrocitos.uL) dos cdes positivos pela PCR para E. canis, 100% dos animais
positivos tiveram trombocitopenia (plaquetas <175 x 10°.uL) e 28 (57%) apresentaram
leucopenia (<5,5x10° leucdcitos.uL).

Borin et al. (2009) avaliaram 4407 cdes, destes 203 positivos no parasitologico para
Ehrlichia spp., 167 cées (82,3%) apresentaram anemia, como alteracdo mais frequente no
eritrograma, 36 (17,7%) ndo apresentaram alteragdes relativas & contagem eritrocitaria e
anemia em 21 (10,3%), do tipo normocitica hipocrémica. De acordo com os valores do
volume corpuscular médio (VCM) e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) dos cées que apresentaram anemia, 118 animais (58,2%) apresentaram anemia do
tipo normocitica normocroémica. Quanto a contagem diferencial de leucdcitos, o resultado
mais expressivo foi o desvio nuclear de neutrofilos para a esquerda, observado em 136
animais (67%).

A média dos hematocritos dos cdes com babesiose foi de 20%, com valor minimo de
8% e maximo de 34%. As alteragdes hematologicas verificadas na babesiose neste estudo
foram anemia, leucopenia, leucocitose, assim como leucécitos dentro dos valores de
referéncia e linfocitose; entretanto, apenas a trombocitopenia e neutropenia apresentaram

significancia estatistica (p<0,05). Anemia e trombocitopenia s&o as anormalidades
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hematoldgicas primarias na babesiose canina (HAGIWARA e YAMAGA, 1987,
ABDULLAHI et al.,, 1990; JOJIMA et al., 2008). De acordo com Almosny (2002), os
achados mais consistentes no hemograma de cdes com babesiose € a anemia hemolitica do
tipo regenerativa e trombocitopenia.

Em um estudo no Rio de janeiro com 500 cées, as alteracGes laboratoriais na babesiose
foram anemia normocitica hipocrémica, policromasia, anisocitose, leucocitose neutrofilica,
monocitose, linfopenia e trombocitopenia (GUIMARAES et al., 2004). Jojima et al. (2008),
pesquisando uma populacdo hospitalar em Londrina com cdes com diagnéstico para Babesia
canis vogeli e Babesia gibsoni verificaram que as alteracbes hematoldgicas mais evidentes
foram anemia e trombocitopenia.

As anormalidades leucocitarias sao variaveis na babesiose, podendo a contagem de
leucdcitos estar aumentada ou diminuida (HAGIWARA e HOLZCHUH, 1987;
DELL'PORTO et al., 1993). Isso se confirrma pelos relatos de leucocitose com neutrofilia,
monocitose; linfopenia (GUIMARAES et al., 2002); linfocitose e eosinofilia (TABOADA e
MERCHANT, 1997) e leucopenia (SCHETTERS et al.,, 2009) com neutropenia;
monocitopenia e linfopenia (FURLANELLO et al., 2005). Segundo Gelfi e Candebatt (1998)
estas alteragcGes ocorrem em diferentes estagios da babesiose, entretanto, Baric Rafaj et al.
(2007) relataram leucopenia na fase aguda da doenca. Sendo estas alteracdes leucocitérias
compativeis com resultados verificados neste experimento, 0 que sugere que 0s caes deveriam
estar em diferentes fases de infecc¢éo.

Em estudo conduzido por Costa-Junior et al. (2009) em cdes sadios, hematdcrito
abaixo de 30% ndo constituiu um fator de risco relacionado a soroprevaléncia de B. canis
vogeli. E importante ressaltar que os cdes com contagem de hemécias e hematdcrito abaixo da
normalidade, a maior parte deles apresentou amplificacdo do DNA da Babesia canis vogeli
nesta pesquisa, entretanto, ressalta-se que animais com estes parametros normais, ndo devem
ser excluidos da possibilidade de infeccdo por este agente infeccioso.

O tipo de anemia dos animais com babesiose neste experimento foi do tipo
macrocitica regenerativa, diferentemente de Vasconcelos (2010), o qual observou anemia
microcitica normocrdémica. A anemia hemolitica imunomediada regenerativa é observada e é
um achado comum nas infecgdes pela B.canis vogeli, mas ndo é uma alteracdo clinica-
patolégica padrdo (CARLI et al., 2009). Entretanto, Abdullahi et al. (1990) e O dewer e
Massard (2002) relataram anemia normocitica normocrémica. Os cées infectados por B. canis
podem apresentar anemia que varia de normocitica normocrémica (FURLANELLO et al.,

2005) a hipocrémica (GUIMARAES et al., 2002), sendo a primeira comumente de baixa
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intensidade nos primeiros dias apds a infeccdo, podendo tornar-se macrocitica e hipocrémica
a medida que a moléstia progride (TABOADA e MERCHANT, 1997).

Estudos recentes revelaram que cées infectados pela B. canis vogeli apresentaram
anemia regenerativa (CARLI et al., 2009). Pode-se observar ainda policromasia e anisocitose
e a reticulocitose, a qual é proporcional & gravidade da anemia (GUIMARAES et al., 2002). A
lise das hemécias produz mediadores inflamatorios de acdo sisttémica que, em processos
hemoliticos graves, causam vasodilatagio periférica e hipotensio (BRANDAO e
HAGIWARA, 2002), o que facilita interacdo entre eritrocitos infectados e o tecido endotelial
(SCHETTERS et al., 1998), levando a agregacao de eritrocitos (VALLI, 2007).

O mecanismo da trombocitopenia ndo é suficientemente claro, mas tem sido atribuida
a cogulacdo intravascular disseminada (CID) que pode ter como causas predisponentes
hemolise, vasculite, acidose, hipoxia, dentre outros, sendo estas alteracfes observadas na
babesiose (CAMPOS et al., 2002).

Na cinomose as alteraces hematoldgicas foram muito variadas, em 31% as hemécias
estavam dentro dos valores de normalidade, observou-se que a média dos hematdcritos dos
cdes positivos foi de 30%, com valor minimo de 11% e maximo de 51%. Anemia ocorreu em
31,7%, plaguetas dentro dos valores de referéncia (30,4%), trombocitopenia (31,2%),
leucécitos dentro da normalidade (28,4%), leucopenia (39,1%), leucocitose (33,3%) e
eosinopenia em 42,2% dos hemogramas, a qual foi estatisticamente significativa (p<0,05).

A anemia foi um achado laboratorial compativel com vérios estudos (MARCONDES,
1992; TUDURY et al., 1997; AMUDE et al., 2006; MONTEIRO et al., 2008; BARBOSA et
al., 2011). No entanto, ndo parece haver fundamentacdo bioldgica com a infeccéo pelo CDV,
uma vez que o virus ndo tem tropismo por eritrécitos ou por seus precursores nucleados
intramedulares (GREENE e APPEL, 2006). Pode-se levar em consideracdo que os animais
que sdo levados a atendimento hospitalar se encontram em condic¢des clinicas desfavoraveis
(AMUDE et al., 2006), podem ter outras doencas concomitantes ou alteracfes
imunomediadas causada pelo CDV.

Entretanto, outros pesquisadores citam que nos casos de infecgdo pelo CDV a anemia
observada pode ser atribuida ao aumento da destruicdo das hemacias, determinada pela
presenca do virus no eritrocito ou pela deposicdo de imunocomplexos na membrana
eritrocitaria (MENDONCA et al., 2000), pode ocorrer reducdo da eritropoiese por faléncia da
medula 6ssea devido a acao direta do virus nesse tecido (MEYER et al.,1995) ou a apoptose;
portanto, pode estar envolvida na patogénese das alteragbes hematoldgicas observadas na
cinomose canina (APPEL, 1969).
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Diferentemente aos achados de Marcondes (1992), Tudury et al. (1997), Gebara et al.
(2004), Amude et al. (2007), Monteiro et al. (2008) e Barbosa et al. (2011) em que,
respectivamente, 81,8% (18/22), 51,9% (40/77), 55,6 % (5/9), 37,5% (3/8), 82,3% (14/17) e
76% (19/25) dos animais portadores da cinomose apresentaram linfopenia, sendo esta
alteracdo leucocitaria mais frequente nestas pesquisas. Neste experimento, a alteracdo
leucocitaria mais expressiva foi eosinopenia e este achado ocorre no estresse agudo ou
crénico, infeccdes e inflamacdes agudas (KEER, 2003; BUSH, 2004).

A linfopenia é considerada uma caracteristica marcante da infeccdo pelo CDV,
entretanto, ndo é um achado especifico (GEBARA et al., 2004). A linfopenia é atribuida a
destruicdo dos linfocitos T e B e necrose dos tecidos linfoides causada pelo CDV (APPEL e
SUMMERS, 1995). Segundo Jain (1993), a linfopenia esta relacionada com atrofia e necrose
de tecido linféide produzida pela acéo do virus.

Quanto ao numero total de leucdcitos verificou-se que 28,4% dos cdes com cinomose
apresentaram valores dentro da faixa de normalidade, enquanto Marcondes (1992) constatou
normalidade em 40,9% dos animais, Amude et al. (2006) verificaram em 33,3%, e Barbosa et
al. (2011) em 72%. Em relacdo aos 39,1% dos cédes que apresentaram leucopenia ndo foi
verificada semelhanga com os resultados encontrados por Tudury et al. (1997), em que 11 dos
77 cées (14,2%) apresentaram esta alteracdo, enquanto Marcondes (1992) encontrou em
apenas 9%, Barbosa et al. (2011) em 16% e Monteiro et al. (2008) verificaram em 29,4%.

A leucocitose foi observada em 33,3% dos animais deste estudo e apresentou-se em
menor propor¢do do que a observada por Marcondes (1992) com 40,9% e semelhantemente
aos resultados de Tudury et al. (1997), que verificaram em 33,7% dos cdes e maiores do que
os resultados de Barbosa et al. (2011), que detectaram essa alteragcdo em apenas 12% dos caes.
A leucocitose foi descrita por Gebara et al. (2004) como a alteracdo hematoldgica mais
frequente.

A resposta hematoldgica varia também de um individuo a outro, bem como com a fase
da infeccdo viral (FENNER et al., 1993). Neste experimento observou-se tanto
trombocitopenia, como plagquetas dentro dos valores de referéncia e acima também. O
mecanismo responsavel pela trombocitopenia associada a infec¢des virais na veterinaria ainda
é pouco conhecido. Sabe-se, apenas, que para o género Morbillivirus ja se observou aumento
de anticorpos anti-plaquetas. A trombocitopenia € do tipo provavelmente imunomediada com
remocdo das plaquetas pelo sistema mononuclear fagocitario (ETTINGER e FELDMAN,
2004).
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Barbosa et al. (2011) ratificam que a realizacdo do diagnostico diferencial apenas
pelos achados hematolédgicos ndo sdo suficientes para a determinagdo do diagndstico da
cinomose canina, uma vez que estas alteracdes sdo muito variadas e variam de acordo com
fase da doenca.

A Tabela 8 apresenta a frequéncia absoluta e relativa das varidveis hematoldgicas e co-
relacdo entre a PCR e RT-PCR com as co-infecgOes pela Ehrlichia canis, Babesia canis
vogeli e pelo CDV. Em relacdo as hemacias, hemoglobina e hematocrito foram constatados
valores abaixo da referéncia em todos os cdes com co-infecgdes. O volume corpuscular medio
(VCM) foi maior do que 60 na maioria das co-infec¢des, na infeccdo maltipla pela E. canis
com o CDV e dos trés agentes infecciosos, a concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foi maior que 32.

O RDW-CV maior do que 11,5 em todas as co-infeccdes e a trombocitopenia foi
observada na maioria das co-infecgdes. Os leucdcitos estavam dentro dos valores de
referéncia nas co-infecc¢des pela Ehrlichia canis com a Babesia canis vogeli e na E. canis com
0 CDV. Constatou-se que 13% dos animais co-infectados pela E. canis com o CDV
apresentaram leucopenia e leucocitose na maior parte dos cdes co-infectados pelos trés
agentes infecciosos. Linfopenia e eosinopenia foram verificadas na maioria dos cdes com co-

infeccdes.

Tabela 8-Associacdo entre as frequéncias absoluta e relativa das variaveis hematoldgicas e 0s
resultados da PCR e RT-PCR das co-infeccdes pela Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e
pelo CDV de cées atendidos no HV-UFRPE

Positivo (%)

N Erliquiose+babesiose Erliquiose+cinomose Erllqugnse+c_|nomose+

abesiose

*Hemacias (x10%/mm?)

<5,5 104 1 (1,0%) 10 (9,6%) 3 (2,9%)

>5,5 42 0 (0,0%) 1 (24%) 0 (0,0%)

*Hemaoglobina (g%)

<12 107 1 (0,9%) 10 (9,3%) 3 (2,8%)

>12 39 0 (0,0%) 1 (2,6%) 0 (0,0%)

*Hematocrito (%)

<37 115 1 (0,9%) 11 (9,6%) 3 (2,6%)

>37 31 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

*\VCM (fL)

<60 40 0 (0,0%) 1 (2,5%) 1 (2,5%)

>60 106 1 (0,9%) 10 (9,4%) 2 (1,9%)

*CHCM (%)

<32 27 1(3,7%) 3(11,1%) 0 (0,0%)

>32 119 0 (0,0%) 8 (6,7%) 3 (2,5%)

'RDW-CV (%)
<11,5 33 0 (0,0%) 1 (3,0%) 0 (0,0%)
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>11,5 113 1 (0,9%) 10 (8,8%) 3 (2,7%)
*Plaquetas (/mm?)

<175.000 93 1(1,1%) 10 (10,8%) 3 (3,2%)
>175.000 53 0 (0,0%) 1 (1,8%) 0 (0,0%)
*Leucdcitos (x10%mm?)

<6,0 23 0 (0,0%) 3 (13,0%) 1 (4,3%)
6.0-17.000 81 1(1,2%) 5 (6,2%) 0 (0,0%)
>17.000 42 0 (0,0%) 3(7,1%) 2 (4,8%)
*Bastonetes (/mm?)

0-300 99 1 (1,0%) 9 (9,1%) 1 (1,0%)
>300 47 0 (0,0%) 2 (4,3%) 2 (4,3%)
*Segmentados (fmm®)

<3.000 22 0 (0,0%) 2 (9,1%) 1 (4,5%)
3.000-11.500 83 1(1,2%) 6 (7,2%) 0 (0,0%)
>11.500 41 0 (0,0%) 3 (7,3%) 2 (4,9%)
*Eosinofilos (fmm?)

<100 45 1 (2,2%) 7 (15,6%) 2 (4,4%)
100-1.250 85 0 (0,0%) 4 (4,7%) 1(1,2%)
>1.250 16 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
*Linfocitos (fmm?)

<1.000 51 1 (2,0%) 6 (11,8%) 2 (3,9%)
1.000-4.800 76 0 (0,0%) 3 (3,9%) 1(1,3%)
>4.800 19 0 (0,0%) 2 (10,5%) 0 (0,0%)
*Monocitos (/mm?)

<150 69 0 (0,0%) 8 (11,6%) 1 (1,4%)
150-1.350 69 1 (1,4%) 3 (4,3%) 2 (2,9%)
>1.350 8 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

=Jain (1993).
1. Laboratério de Patologia Clinica do DMV-UFRPE.
2. Meinkoth e Linkenbeard (2000).

Fonte: Silva (2013).

As alteracbes hematoldgicas observadas nas co-infeccBes pelos trés agentes
infecciosos foram similares as de Aquino et al. (2011), porém o tipo de anemia verificada foi
macrocitica regenerativa e apenas a linfocitopenia e a trombocitopenia foram similares aos do
relato de Miranda et al. (2011). Os achados hematoldgicos observados nesta co-infeccdo sao
comuns na erliquiose, com agravamento do quadro até hipoplasia medular, gerando
pancitopenia no caso de cronificacoes.

As Figuras 22, 23 e 24 apresentam a frequéncia de alteracBes hematologicas de caes
com infecgdes simples por E.canis, B.canis vogeli, CDV e nas suas co-infec¢Ges. Na Figura
22, observou-se anemia com diminuicdo das hemacias em 80% dos cdes com erliquiose,
100% dos com babesiose, 65% dos com cinomose, 90,9% na co-infec¢do Ehrlichia canis com
0 CDV, 100% na co-infeccdo pela E. canis com a B. canis vogeli e na co-infec¢do pelos trés
agentes patogénicos. Apenas 9,1% dos cées co-infectados pela E. canis com 0 CDV estavam

com o numero de hemdcias dentro dos valores de referéncia. A maior parte dos cdes com
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infecgBes simples e co-infecgBes apresentaram hemécias, hemoglobina e hematocrito abaixo

dos valores de referéncia.

Figura 22 — Associacdo entre os diagndsticos de E. canis, B. canis vogeli, CDV e suas co-
infecgBes com os porcentuais de alteragdes nas hemécias, hemoglobina e hematdcrito de cées
atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).

Na Figura 23 verificou-se que na maioria das infeccGes Unicas pela E. canis, B. canis
vogeli e pelo CDV e nas infecgBes simultdneas o VCM estavam maior do que 60, o CHCM
maior do que 32 e RDW-CV maior do que 11,5. Esses dados permitem sugerir que o tipo de
anemia da maioria dos cdes foi do tipo macrocitica e regenerativa, pois 0 aumento do RDW
sugere uma anisocitose eritrocitaria, o que indica a ocorréncia de resposta medular. O aumento
do CHCM pode ter ocorrido em consequéncia de um processo de hemdlise imunomediada
conforme mencionado por alguns autores como causa mais comum de anemia nas infec¢des
pelos agentes da erliquiose e babesiose (BOURDEAU e GUELFI, 1995; NEER e HARRUS,
2006; CARLI et al., 2009).
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Figura 23-Associacdo entre os diagnodsticos de E. canis, B. canis vogeli,CDV e suas co-
infeccdes com os valores de VCM, CHCM e RDW-CV de cées atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva, (2013).

Na Figura 24 pode-se constatar que a maior parte dos cdes infectados pelos agentes
infecciosos pesquisados apresentou trombocitopenia, em menor proporcdo, plaquetas dentro
dos valores de referéncias. IniUmeras doencas podem causar trombocitopenia e os clinicos
devem incluir outros diagnosticos diferenciais, mesmo quando os animais sejam procedentes de
areas endémicas para as hemoparasitoses, pois essa alteracdo ndo é exclusiva destas afeccdes.

Em relagdo aos leucdcitos, a maioria dos infectados pelos agentes infecciosos estudados
estavam com os leucdcitos dentro dos valores de referéncia, leucopenia foi verificada em 20%
dos cées com erliquiose, 28,6% na babesiose e em 33,3% na co-infecgéo, erliquiose, babesiose
e cinomose. Leucocitose em 66,7% na co-infeccdo pelos trés agentes patogénicos e em 32,5%

dos animais com cinomose.
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Figura 24—Associacdo entre os diagnosticos de E. canis, B. canis vogeli,CDV e suas co-
infeccdes com as plaquetas e leucocitos de caes atendidos no HV-UFRPE.
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Fonte: Silva (2013).

Botsch et al. (2009) avaliaram 871 cdes com trombocitopenia de uma populagéo
hospitalar e detectaram a incidéncia dessa alteracdo em 6,7% dos animais e verificaram como
causas mais frequentes, intoxicagdo (2,2%), endocrinopatias (1,7%), nefropatias (4,9%),
hepatopatias (3,9%), cardiopatias (2,8%), neuropatias (2,9%), quimioterapia (2,2%), outras
causas (4,9%), neoplasias (24,4%), e dentre as causas inflamatdrias e infecciosas, destacaram-
se erliquiose (8,6%), babesiose (5,3%), leishmaniose (1,6%), sepse (2,9%), outras
inflamac6es (13,4%), infeccéo viral (2,2%) e parasitoses gastrointestinais (0,9%).

Sinais clinicos atipicos associados com anormalidades hematoldgicas severas sao
descritas em cées co-infectados por varios agentes patogénicos, sendo importante a realizacéo
do diagnéstico microscdpico, sorologia e PCR, principalmente em regides endémicas para as
doencas transmitidas por vetores (TOMMASI et al., 2013).

De Caprariis et al. (2011) enfatizaram em sua pesquisa a dificuldade para os clinicos
atribuir sinais clinicos especificos ou anormalidades hematoldgicas para as doengas caninas
transmitidas por vetores. Ao cuidar de cdes que vivem em areas endémicas para essas
afeccBes, o clinico deve ter cautela ao interpretar o quadro clinico geral e os resultados
hematoldgicos, de modo a evitar o risco de realizar um diagndéstico etioldgico incorreto e

prescrever terapia ineficaz.
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Associado a isso pode ser gerado um problema com a resisténcia dos agentes
infecciosos aos antibioticos, sendo essa problematica considerada de relevancia mundial e
constituem ameaca para a atencdo aos pacientes e para o controle das doencas em todo o
mundo. E um fendmeno bioldgico natural que se seguiu a introducdo de agentes
antimicrobianos na pratica clinica e as suas taxas variam na dependéncia do consumo local
desses medicamentos (OLIVEIRA et al., 2011). A caréncia de recursos de diagnostico
laboratorial ou a ndo utilizacdo deste recurso quando disponivel agravam ainda mais essa
situacdo, pois muitas vezes os profissionais da area cometem equivocos de conduta ao
prescreverem antibioticos sem necessidade (MOTA et al., 2005).

Na Tabela 9 encontram-se os resultados das frequéncias absoluta e relativa de
varidveis qualitativas de hemogramas de cdes naturalmente infectados por E. canis, B. canis
vogeli e CDV. Constatou-se anisocitose eritrocitaria em 20 (41,7%) nas infeccdes pelo CDV,
em 15 (31,3%) na infeccdo pela E. canis e em 5 (10,4%) na Babesia canis vogeli e
policromasia eritrocitaria em 11 (45,8%) nos diagndsticos de cinomose, 7 (29,2%) na
erliquiose e em 3 (12,5%) na babesiose. Neutréfilos toxicos em 5 (31,3%) dos cdes com
infeccdo pelo CDV, em 4 (25%) na E. canis e 1 (6,3%) na Babesia canis vogeli. Linfdcitos
reativos, macroplaquetas e plaquetas ativadas (Figura 25) foram observados com maior
frequéncia nos hemogramas de cées positivos para 0 CDV, seguidos pelos animais com

diagnostico para E. canis e pela B. canis vogeli.

Tabela 9-Associacdo entre as frequéncias absoluta e relativa das varidveis hematologicas
qualitativas de cdes com diagndstico para E. canis, B. canis e CDV atendidos no HV-
UFRPE

o o Erliquiose Babesiose Cinomose
Variaveis qualitativas N Positivo (%) Positivo (%) Positivo (%)
Aisociiose Sim 48 15 (31,3%) 5 (10,4%) 20 (41,7%)
Nio 98 21 (21,4%) 5 (5,1%) 26 (26,5%)
colicromasia Sim 24 7 (29.2%) 3 (12,5%) 11 (45,8%)
Nio 122 29 (23,8%) 7 (5,7%) 35 (28,7%)
i Sim 18 4 (22.2%) 2 (11,1%) 7 (38,9%)
Metarrubricitos Nio 128 32 (25,0%) 8 (6,3%) 39 (30,5%)
o sim 16 4 (25,0%) 1(6,3%) 5 (31,3%)
Neutrofilos toxicos Nio 130 32 (24,6%) 9 (6,9%) 41 (31,5%)
- . sim 12 1(8,3%) 1(8,3%) 6 (50,0%)
Linfocitos reativos Nio 134 35 (26,1%) 9 (6,7%) 40 (29,9%)
Vacronlaguetas Sim 45 12 (26,7%) 2 (4.4%) 15 (33,3%)
plad Nio 101 24 (23,8%) 8 (7,9%) 31 (30,7%)
. sim 3l 8 (25,8%) 3(9,7%) 14 (45,2%)
Plaquetas ativadas Nio 115 28 (24,3%) 7 (6,1%) 32 (27,8%)
sim 3 1(33,3%) 0 (0,0%) 1 (33.3%)

Plasma ictérico NEo 143 35 (24,5%) 10 (7,0%) 45 (31,5%)
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Figura 25-Esfregaco sanguineo de um cdo com presenca de plaquetas
ativadas e macroplaquetas (setas brancas).

Fonte: Silva (2013).

Na Tabela 10 encontram-se a associac¢do as infeccdes pela Ehrlichia canis, Babesia
canis vogeli, CDV e co-infec¢cbes com os valores de proteinas plasmaticas totais (PPT).
Verificou-se que a maioria dos animais com erliquiose (56%) e cinomose (57,5%)
encontrava-se com os valores de PPT dentro dos valores de referéncia (6 a 8g/dL) no plasma
conforme referéncia de Kaneko (1997). Dos cdes com babesiose, 71,4% estavam com
hiperproteinemia e o unico animal com infec¢do simultanea pela Ehrlichia canis com a
Babesia canis vogeli também. Em 45,5% dos cées co-infectados pela E. canis com o CDV
estavam com os niveis de PPT dentro dos valores de referéncia e 66,7% dos animais com a

infecgdo maltipla pelos trés agentes infecciosos estavam com hipoproteinemia.
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Tabela 10—Associacdo entre a infeccdo pela Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli, CDV e co-
infecgBes diagnosticados pela PCR e RT-PCR com os valores de proteinas plasmaticas totais de
cdes atendidos no HV-UFRPE

Proteinas Totais Total
Diagnosticos Menosde 6g/dL | De6a8g/dL | Acima de 8g/dL
n % n % n % n %
Erliquiose 4 16,0 14 56,0 7 28,0 25 100,0
Babesiose 0 0,0 2 28,6 5 71,4 7 100,0
Cinomose 2 5,0 23 575 15 375 40 100,0
Erliquiose+babesiose 0 0,0 0 0,0 1 100,0 1 100,0
Erliquiose+cinomose 3 27,3 5 455 3 27,3 11 100,0
Erliquiose+cinomose+bhabesiose 2 66,7 1 33,3 0 0,0 3 100,0

Fonte: Silva (2013).

Valores concomitantemente elevados para as proteinas plasmaticas totais (PPT) e
hematdcrito indicam desidratacdo ou no caso de hipoproteinemia, refletem estados
nutricionais deficientes ou perdas aumentadas através dos tratos digestério ou urinario,
principalmente (BUSH, 2004). Entre os animais com valores elevados, a maioria apresentava
volume globular e hemoglobina reduzidos, o que indica anemia, mas ndo elimina a
possibilidade de desidratacdo, embora néo evidenciada ao exame fisico, o que implicaria em
uma anemia ainda mais intensa (KANEKO et al., 1997), fato observado nos cdes com
erliquiose, pois a maior parte deles tinha anemia também.

Harrus et al. (1998) e Varela (2003) comentaram que pode haver uma leve
hiperproteinemia em animais com infeccdo pela Anaplasma platys e por outros agentes
infecciosos, em decorréncia da hiperglobulinemia. Essa hipotese é reforcada pelas
observacdes de Almonsny e Massard (2002), que citaram que na fase crénica da infeccdo pela
Ehrlichia canis a hipoalbuminemia se contrapde a hipergamaglobulinemia, levando a niveis
normais de proteinas plasmaticas totais, o que justificaria os resultados da maior parte dos
animais com erliquiose neste experimento estar com os niveis de PPT dentro dos valores de
referéncia.

Em todas as fases da erliquiose, o c&o pode apresentar hipoalbuminemia, resultante da
anorexia, 0 que leva a diminuicdo da ingestdo de proteinas, perda de peso e de fluidos
inflamatdrios, como consequéncia de vasculite, decréscimo da producdo de proteinas, devido
a doencas hepaticas concomitantes e proteindria (OLICHESKI, 2003). A hiperproteinemia
também pode ocorrer na erliquiose em fungdo do aumento das imunoglobulinas. Cdes com
severa babesiose apresentam baixos niveis séricos de proteinas e albumina, e na relagédo
albumina/globulinas, e nos niveis de a globulinas (TABOADA e LOBETTI, 2006).
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Diferentemente do que a literatura cita a maior parte dos cdes com babesiose neste
experimento apresentou hiperproteinemia, provavelmente, devido ao aumento dos niveis
séricos das imunoglobulinas.

Na co-infeccdo Ehrlichia canis com a Babesia canis vogeli, o Unico animal co-
infectado apresentou hiperproteinemia o que é esperado, porque a hiperglobulinemia ocorre
quando os cdes sdo co-infectados por estes dois agentes infecciosos (MATTHEWMAN et al.,
1993). A hipoproteinemia verificada em alguns cées com cinomose sao provocadas por leses
no epitélio intestinal causadas pelo virus, com consequente diarréia, além da propria apatia
determinada pela doenca que levam o animal a recusar o alimento.

Desta forma, a diminuicdo da ingestdo protéica, bem como o comprometimento
intestinal sdo fatores determinantes na reducdo dos niveis séricos da albumina na cinomose
(KANEKO et al., 1997) e, com isso, ha diminuicdo nos niveis das proteinas plasmaticas
totais. A cinomose, a analise da proteina total inclui o decréscimo da albumina e acréscimo da
alfa (o) e gama (y) globulinas nos neonatos. Em alguns filhotes, infectados no periodo pré-
natal ou na infeccdo neonatal com o CDV, pode ser observada marcada hipoglobulinemia pela

persistente imunossupressdo causada pelo virus (GREENE e APPEL, 2006).
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10 CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, conclui-se que:

Os cées atendidos no Hospital Veterinario com erliquiose, babesiose e cinomose,
domiciliados, vacinados com raca definida foram mais acometidos por estas doencas e 0
acesso a rua pode ser responsabilizado como um importante fator de risco para a infeccdo em
caes com o CDV.

As alteracBes clinicas hiporexia, alopecia periocular, linfoadenopatia e tosse improdutiva
devem ser consideradas na caracterizacdo da erliquiose; mucosas palidas para babesiose;
linfoadenopatia, mucosas congestas, ataxia e secre¢do nasal para a cinomose.

Anemia, trombocitopenia, eosinofilia e linfocitopenia devem ser consideradas como fonte de
variacdo na caracterizacdo da erliquiose; trombocitopenia e neutropenia para babesiose e
eosinofilia para a cinomose.

Na co-infeccdo pela Ehrlichia canis com o CDV destaracam-se os distUrbios oftalmicos,
gastrointestinais, anemia, trombocitopenia, leucopenia, eosinopenia e linfocitopenia.

O numero de animais co-infectados pela Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli; E. canis,
B.canis vogeli e CDV foram insuficientes para caracterizacdo das alteracdes clinicas e
laboratoriais, sugerindo-se que novos estudos sejam realizados neste sentido.

Houve baixa concordancia entre a PCR quando comparada com 0s exames parasitologicos
sanguineos e nenhuma concordancia entre a RT-PCR e a pesquisa de incluséo viral, portanto
sugere-se que o clinico solicite a PCR, uma vez que este exame é mais especifico e sensivel
na deteccdo de agentes infecciosos.

A possibilidade de co-infeccdes é alta em regides endémicas e sugere-se que mais estudos
sejam realizados a fim de elucidar outras possibilidades de infec¢des simultaneas na clinica

médica de pequenos animais, uma vez que este tema € pouco estudado no Brasil.
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