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RESUMO

O trabalho realizado determinou a freqiiéncia dos géneros Babesia ¢ Ehrlichia, em 250
caninos com suspeita clinica de hemoparasitose, atendidos no Hospital de Clinicas
Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS), clinicas e
hospitais veterinarios particulares. Foi analisada a influéncia da faixa etaria e do género dos
animais na positividade, assim como comparadas as coloracdes de Giemsa e Panoético
Rapido. A pesquisa dos parasitas no sangue de caninos foi realizada através de esfregacos
sangiliineos corados pelos métodos Giemsa e Pandptico Répido. Das 250 amostras
analisadas, 45 (18%) foram positivas para hemoparasitas, sendo que 7 (3%) eram animais
com idade igual ou inferior a 1 ano (grupo I) e 38 (15%) animais a partir de 1 ano de idade
(grupo II). O Teste Exato de Fisher aplicado aos dados revelou ndo haver diferenca
significativa entre os resultados encontrados nos animais do grupo I e do grupo II. A Odds
ratio calculada para os dois grupos foi igual a 2,142. Os resultados obtidos através da
metodologia proposta em fun¢do do género dos 250 animais pesquisados, envolveram 144
fémeas, sendo 29 positivas e 106 machos, sendo 16 positivos. O Teste Exato de Fisher
aplicado aos dados revelou também nado haver diferenga significativa entre os resultados
encontrados entre machos e fémeas de todas as idades. A Odds ratio calculada a partir dos
dados encontrados foi igual a 0,7050. Em relacdo aos resultados obtidos com as coloragdes
utilizadas, das 250 amostras analisadas, 26 amostras foram positivas com o kit Panotico
Rapido, sendo 19 (7,6%) positivas para Ehrlichia spp e 7 (2,8%) para Babesia spp. Com a
coloragdo de Giemsa, obteve-se 22 amostras positivas: 21 (8,4%) para Babesia spp e 1
(0,4%) para Ehrlichia spp. Apenas 3 amostras (1,2%) apresentaram-se positivas para
Babesia spp nas duas coloragdes e nenhuma amostra foi positiva para Ehrlichia spp com as
duas coloragdes. O teste de Mc Nemar aplicado a estes dados revelou que houve diferenga
significativa em relacdo as amostras positivas para Babesia spp pela coloragdo de Giemsa e
pelo Pandtico Rapido. A porcentagem de co-positividade e co-negatividade para as duas
coloracdes foi de 14,3% e 98,2%, respectivamente, perfazendo uma porcentagem de
concordancia total de 91,2%, enquanto o valor Kappa calculado foi de 0,18. O teste de Mc
Nemar apresentou uma diferenga extremamente significativa nos esfregacos de animais
positivos para Ehrlichia spp com as duas coloragdes utilizadas. A porcentagem de co-
positividade e co-negatividade para as duas coloracdes foi de 0% e 92,3%, respectivamente,
perfazendo uma porcentagem de concordancia total de 92%, enquanto o valor Kappa
calculado foi de 0 (zero). Com base nesses resultados, pode-se concluir que 18% dos
animais analisados foram positivos para os hemoparasitos Babesia ou Ehrlichia e que tanto
a variavel género quanto a idade ndo apresentaram associacdo com a positividade. Além
disso, o corante de Giemsa mostrou-se mais eficiente para o diagndstico de babesiose
canina, enquanto o kit Panotico Rapido foi mais eficiente para a detec¢do de erliquiose
canina.



ABSTRACT

The realized work determined the frequency of Babesia and Ehrlichia in 250 canines
conduced to the Veterinary Clinic Hospital of Rio Grande do Sul Federal University
(HCV-UFRGS) and from private veterinarian clinics and hospitals. It was analysed the
influency of the age and the sex variables in positivity, and compared Giemsa and Pano6tico
Rapido stains. The investigation of canine blood parasites was realized through blood
smears stained by Giemsa and Pandtico Réapido. From the 250 analyzed samples, 45 (18%)
were positives for hemoparasites, of which 7 (3%) were I year old and up to 1 year old
animals (group 1) and 38 (15%) were animals over 1 year old (group II). The Fisher’s
Exact Test applied to these data didn’t detect a significant difference of the results found
out in the group I and the group II. The Odds ratio calculated for the two groups was
2,142. The results obtained from the proposed methodology about the sex of the 250
researched animals, 144 were female dogs of which 29 were positive and 106 were male
dogs of which 16 were positive. The Fisher’s Exact Test applied to these data didn’t detect
a significant difference between the results found out in the female and male animals of
both age’s group. The Odds ratio calculated upon those data was 0,7050. Regarding the
obtained results from used stains, from 250 searched samples, 26 were positive using
Panético Répido kit, of which 19 (7,6%) Ehrlichia spp positive and 7 (2,8%) Babesia spp
positive. Using Giemsa’s stain, 22 samples were positive: 21 (8,4%) Babesia spp positive
and 1 (0,4%) Ehrlichia spp positive. Only 3 patterns were Babesia spp positive on both
stains and none Ehrlichia spp on both stains. McNemar'’s test applied to Babesia spp
positive patterns data showed a significative difference by Giemsa and Panético Rapido
stains. The percentage of co-positiveness and co-negativeness for both stains was 14,3%
and 98,2%, respectively. The total agreement percentage was 91,2%, while the Kappa
calculated was 0,18. McNemar’s test applied to Ehrlicha spp positive patterns data showed
a high significative difference on both stains. The percentage of co-positiveness and co-
negativeness for both stains was 0% and 92,3%, respectively. The total agreement
percentage was 92,3%, while the Kappa calculated was 0 (zero). Based on those results,
we can conclude that 18% of the analyzed dogs showed positive results for the
hemoparasites Babesia spp or Ehrlichia spp and the sex and the age variables did not have
any association to the positive results. Besides,Giemsa stain is more efficient for canine
babesiosis diagnostic, while the kit Pandtico Rapido is more efficient for canine erliquiosis
detection.



1 INTRODUCAO

A babesiose e a erliquiose sdo moléstias causadas por parasitas intracelulares
obrigatorios, sendo seus agentes etioldgicos a Babesia spp e a FEhrlichia spp,
respectivamente. Ambas podem infectar animais domésticos, silvestres e também humanos.
A importancia epidemiologica destas hemoparasitoses reside no fato de serem transmitidas
principalmente por carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, que ¢ o mais comum
em caninos do meio urbano no Brasil. Além disso, infec¢des concomitantes por esses dois
protozodarios podem ocorrer, agravando o quadro clinico dos animais (BREITSCHWERDT,
1997).

A prevaléncia e a distribuicdo geografica destas enfermidades estdo relacionadas
diretamente com a distribui¢do do carrapato vetor, ocorrendo em praticamente todo o
globo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais (ANDEREG & PASSOS, 1999).
A erliquiose canina ¢ uma importante doenca infecciosa cuja prevaléncia tem aumentado
significativamente em varias regides do Brasil (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). Segundo
Andereg & Passos (1999), a infec¢do por este parasita, por muito tempo, foi considerada
espécie especifica. Porém, recentemente esse conceito foi mudado, uma vez que espécies
de Ehrlichia tém sido diagnosticadas em hospedeiros nao especificos.

J4 a babesiose canina ¢ uma doenga febril e hemolitica caracterizada pela infec¢do
dos eritrécitos circulantes (TABOADA, 1998), sendo considerada endémica no Brasil
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Atualmente esses dois hemoparasitas sdo considerados causadores de zoonoses,
sendo, portanto, de essencial importancia o estudo e o controle tanto de Babesia spp, como
de Ehrlichia spp.

O presente trabalho visou dar uma contribuicdo para o diagndstico laboratorial
destas duas hemoparasitoses através da comparagdo entre dois métodos de coloragdo

distintos.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Gerais:

e Comparar os métodos de coloragao Giemsa e Pandtico Rapido para deteccdo
dos géneros Babesia e Ehrlichia em esfregagos sangiliineos de caninos com
suspeita clinica de hemoparasitose, contribuindo para um melhor conhecimento

¢ adequagdo do diagnoéstico da babesiose e erliquiose caninas.

1.1.2 Especificos:

e Estimar a freqii€ncia de animais positivos para Babesia spp € Ehrlichia spp
através de esfregacos sangiiineos de caninos atendidos no HCV-UFRGS ou
consultérios, clinicas e hospitais veterindrios que enviaram amostras ao

laboratdrio de andlises clinicas PETLAB, no municipio de Porto Alegre, RS;

e Analisar a influéncia da faixa etaria e do género dos animais na positividade

para Babesia spp € Ehrlichia spp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Babesia spp

2.1.1 Etiologia

O protozoario Babesia, segundo Mahoney (1977), foi observado pela primeira vez
por Babes, em 1888, na Roménia, no sangue de bovinos com hemoglobinuria,
classificando-os como sendo o género Haematococcus. Em 1893, Smith & Kilborne
demonstraram a transmissao da Babesia bigemina pelo carrapato, a qual era a causadora da
“Febre do Texas”, uma doenca aguda febril do gado que ocorria nos Estados Unidos. O
descobrimento da transmissao da Babesia spp por carrapatos foi muito importante, pois foi
0 primeiro protozoario patogénico conhecido transmitido por um vetor artropode
(MAHONEY, 1977; SOULSBY, 1968). O envolvimento de um artropode na transmissao
de doengas introduziu um novo conceito na epidemiologia, e foi o que abriu caminhos para
o controle eficaz tanto em animais quanto em humanos (LEVINE, 1985).

Em 1893, Starcovici propos o género Babesia que inclui varias espécies, sendo que
em 1930 a Babesia spp ja havia sido descrita em todas as espécies domésticas, com uma
distribuicdo mundial e tendo o carrapato como tnico vetor (MAHONEY, 1977). No Brasil,
Fajardo, em 1901, verificou pela primeira vez a presenca de Babesia spp ao examinar
sangue de bovinos recentemente importados (BELLATO, 1985).

Varios sindnimos para este protozoario, que apareceram na literatura, geraram certa
polémica. Entre eles: Piroplasma, Achromaticus, Nicollia, Nuttallia, Smithia, Rossiella,
Rangelia, Microbabesia, Francaiella, Luhsia, Sogdianmella, Pattonell  MAHONEY, 1977,
LEVINE, 1985), Babesiella, Entopolypoides ¢ Gonderia (LEVINE, 1985).
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2.1.2 Sistematica

Segundo Levine et al. (1980), o género Babesia tem a seguinte classificacao:
Filo: APICOMPLEXA
Classe: SPOROZOEA
Ordem: PIROPLASMIDA
Familia: BABESIIDAE
Género: Babesia

Atualmente sdo conhecidas 71 espécies, sendo que 18 causam doenca em
mamiferos domésticos (OZAKI, 1996). A B. canis e a B. gibsoni sdo as espécies que
afetam os caes (TABOADA & MERCHANT, 1997) e a B. microti, B. bovis e B. divergens
sdo as de maior importancia para humanos (CASTRO & MINKOVES, 1999).

2.1.3 Morfologia e Ciclo Evolutivo

Em condigdes naturais, a Babesia spp ¢ transmitida por carrapatos, nos quais a
infecgdo transovariana assegura a transmissdo por estdgios da geracdo seguinte de
carrapatos, podendo ser pelo estagio de larva, ninfa ou adulto. Quando a infecgdo persiste
de um estdgio ao seguinte, em carrapatos que se alimentam em hospedeiros diferentes, diz-
se que a transmissdo ¢ transestadial (URQUHART et al, 1998). A capacidade de
transmissdo transestadial e transovariana do agente permite a sua perpetuacao, tornando o
carrapato infectante por varias geracdes (TABOADA, 1998).

Durante o repasto sanguineo no cdo, o carrapato transmite a Babesia spp por meio
da saliva infectante, sendo necessario um periodo médio de 3 dias para que isso ocorra. Um
a dois dias apds a inoculagdo do agente, ocorre no hospedeiro canino a parasitemia inicial
com cerca de 4 dias de duragdo, havendo pico 10 a 14 dias depois. Uma vez no hospedeiro,
os protozoarios aderem a membrana eritrocitaria e, por endocitose penetram na célula,
iniciando o processo de multiplicacdo por divisdo binaria sucessiva, resultando na formacao
de merozoitos que podem ser observados em pares de 1 a 8 intra-eritrocitariamente

(BRANDAO & HAGIWARA, 2002). De acordo com Neves (2000), os parasitas podem ser
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encontrados isolados, aos pares ou em infeccdo multipla, com formato arredondado,
piriforme, eliptico, em cruz ou irregular, dentro das células vermelhas. Na saida do parasita
o eritrécito pode ou ndo sofrer lise (BELLATO, 1985).

De acordo com Mahoney (1977), o primeiro estudo sobre o desenvolvimento da
Babesia spp nos carrapatos foi realizado por Koch em 1906, sendo despertada especial
atenc¢do dos parasitologistas nos anos seguintes (SOULSBY, 1968).

O ciclo no invertebrado tem inicio quando o carrapato ingere varias formas do
parasita presentes nas hemadacias de um hospedeiro infectado, mas somente algumas, os
gametas, sdo capazes de evoluir no seu organismo (NEVES, 2000). No carrapato, os
gametas evoluem, tornam-se maduros e ocorre a fecundagdo, dando origem a um oocisto
que se transforma em esporocisto. O esporocisto migra, entdo, para os tecidos do carrapato
e atingem todos os seus oOrgdos, inclusive ovarios e glandulas salivares, transformando-se
em esporozoitos. Nos ovarios podem penetrar nos ovos, originando larvas infectadas, que
sdo transmitidas para a proxima geracdo de carrapatos, ocorrendo a transmissdao
transovariana. Nas glandulas salivares, com os esporocistos transformados em esporozoitos,
as formas infectantes poderdo ser transmitidas aos hospedeiros vertebrados por ocasido da
picada do carrapato (CASTRO & MINKOVES, 1999). O processo todo leva cerca de 7 dias
(URQUHART et al., 1998).

Uma vez que a transmissdo deste protozoario pode ocorrer em qualquer fase do
ciclo do carrapato, o hospedeiro vertebrado ndo parece ser essencial para a manutencao
deste parasita na populagdo de carrapatos. Esquizontes foram observados nos ovarios de
adultos imaturos antes da infecgdo ser detectavel no sangue do hospedeiro, concluindo-se
que esses provavelmente poderiam infectar a proxima geracdo de carrapatos (SOULSBY,

1968).

2.1.4 Transmissao

Os vetores da babesiose canina sdo carrapatos da familia Ixodidae (MAHONEY,

1977). Sendo que os principais vetores na transmissao da Babesia canis sao carrapatos da

espécie Rhipicephalus sanguineus, o carrapato vermelho do cdo, que se caracteriza por
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habitos nidicolas e esta bastante adaptada aos domicilios localizados em cidades. Outras
espécies de carrapato, como Dermacentor spp, Hyalomma plumbeum e Haemaphisalis
leachi, também podem transmitir o agente (LABRUNA & PEREIRA, 2001). Segundo
Ribeiro et al. (1997), na cidade de Porto Alegre, RS, o R. sanguineus estava presente em
48,8% de 450 cdes de rua estudados, enquanto 1,5% apresentava infestagdo por
Amblyomma aureolatum. Neste estudo os cdes eram, na sua grande maioria, de 4reas
urbanas, o que justifica o predominio de R. sanguineus. No entanto, alguns poucos caes
foram capturados em dareas periféricas ou suburbanas, associando este fato ao encontro do
género Amblyomma.

Segundo Bounous et al. (1993), a B. gibsoni foi identificada nos esfregacos
sanguineos de uma cadela e seus filhotes com 3 dias de idade, sugerindo a ocorréncia da

transmissdo transplacentaria.

2.1.5 Distribuicao Geografica

De acordo com Branddao & Hagiwara (2002), a babesiose canina ¢ uma doenca
endémica no Brasil. O comportamento epidemioldgico ¢ dependente de fatores como a
viruléncia da cepa e o estado imunitdrio do hospedeiro, o que influencia nas prevaléncias
encontradas em diferentes populagdes (CARDOSO & SERRA-FREIRE, 2000).

A prevaléncia da babesiose canina nas regides tropicais ¢ subtropicais do globo
terrestre esta relacionada a distribuicao geografica dos carrapatos vetores, que se infectam
apos a ingestdo de eritrocitos de caninos parasitados pelo hematozoirio (MAHONEY,
1977).

A Babesia canis ¢ mais freqiientemente encontrada nos paises tropicais, incluindo o
Brasil, ¢ a Babesia gibsoni é encontrada principalmente na Africa e Asia e, de forma
endémica, no sudoeste dos Estados Unidos, onde a prevaléncia da infec¢ao por Babesia spp
variou de 3,8 a 59%. Essa prevaléncia parece ser elevada, pelo menos em algumas
populacdes de caes; entretanto, a incidéncia da moléstia clinica é baixa (TABOADA &

MERCHANT, 1997).
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Com base em estudos sorologicos, bem como nas diferencas de patogenicidade e
espécie do vetor transmissor, um sistema de nomenclatura trinominal para Babesia canis
foi proposto. Babesia canis canis ¢ a cepa de patogenicidade intermedidria, encontrada na
Europa e em partes do continente asidtico, sendo transmitida por carrapatos do género
Dermacentor. A cepa mais patogénica, encontrada no sudeste asiatico e transmitida por
Haemaphysalis leachi, ¢ a Babesia canis rossi. Enquanto a Babesia canis vogeli ¢ a menos
patogénica, transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus e encontrada nas regides tropicais e
subtropicais da maior parte dos continentes, incluindo os Estados Unidos da América e o
continente sul-americano (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

De acordo com Acha & Szyfres (1977) a infeccdo pode ser transmitida
acidentalmente ao homem. Casos de babesiose humana tém sido comprovados em
Massachusetts, Nova lorque, Maryland, Virginia, California, Wiscosin, Minnesota e
Washington. Na América Central existem casos constatados no México, enquanto que na
Europa ha notificacdo da doenca na Riussia, Franga, Escocia e Irlanda (CASTRO &
MINKOVES, 1999).

2.1.6 Patogenia

De acordo com Mahoney (1977), a destrui¢do do eritrocito ocorre paralelamente a
multiplicagdo do parasita no sangue, apesar da infeccdo por B. canis ser excegdo, pois 0O
animal continua perdendo células vermelhas ap6s o declinio da parasitemia. A parasitemia,
que geralmente ¢ detectavel assim que se manifesta a sintomatologia clinica, pode envolver
de 0,2 a 45% dos eritrocitos, dependendo da espécie de Babesia (URQUHART et al.,
1998). Variagdes da patogenicidade entre as diferentes cepas de B. canis contribuem para
as diferencas na severidade das manifestacdes clinicas que sdo observadas (TABOADA,
1998).

A B. canis canis causa uma parasitemia transitoria, geralmente abaixo de 1%,

associada a congestdo dos Orgdos e estd correlacionada com efeitos no sistema de
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coagulagdo. Enquanto a B. canis rossi induz a uma alta parasitemia periférica
(SCHETTERS et al., 1997a).

A babesiose ¢ uma doenca altamente patogénica na maioria dos hospedeiros. Pode
ocorrer anemia severa € a destruicdo dos eritrocitos ser acompanhada de hemoglobintria
(LEVINE, 1985). Em 2002, Hannemann et al. descreveram um caso de nefrotoxicidade
induzida por hemoglobintiria em um cdo com babesiose, fato raramente descrito na
literatura veterinaria. A Babesia ao afetar cdes jovens, induz uma parasitemia que causa
hemolise tanto intra como extravascular. No inicio da doenga, ela é caracterizada
predominantemente por hemolise intravascular, resultando em anemia regenerativa sem
supressdo da eritropoiese. A anemia hemolitica geralmente corresponde ao aumento da
parasitemia, principalmente durante o primeiro més da infecgdo (BOUNOUS et al., 1993).
Entretanto, segundo Schetters et al. (1998), a infeccdo por B. canis é caracterizada por
anemia ndo hemolitica e baixa parasitemia durante a fase aguda da doenga.

A esplenomegalia ¢ decorrente da hiperplasia do sistema fagocitico mononuclear do
orgdo e da dilatacdo de sua microvasculatura interna em resposta a liberacao sistémica de
mediadores inflamatdrios. A hipdxia anémica decorrente da intensa crise hemolitica pode
levar ao incremento do metabolismo anaerobico, com acidose metabolica e dissociagao da
curva de hemoglobina para a direita, aumento da fragdo de carboxihemoglobina e reducdo
da oxigenacdo tecidual. A fase final do processo de degeneracdo ¢ conhecida como
sindrome da disfuncdo multipla de orgaos, e ¢é conseqiiéncia do irreversivel
comprometimento organico provocado por hipovolemia, choque endotoxico, infec¢des
sistémicas (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

A hipovolemia, presente em processos hemoliticos graves, advém da a¢do sistémica
de mediadores inflamatdrios produzidos na lise das hemadcias, que causam vasodilatacao
periférica e hipotensao. Também o 6xido nitrico (um radical do nitrogénio formado pela
conversao enzimatica da arginina em citrulina) tem participagdo no desenvolvimento de
quadros hipotensivos na babesiose canina complicada. O 6xido nitrico, envolvido em
mecanismos de destruicdo de organismos, imunossupressao € neurotransmissdo, quando
liberado em grandes quantidades por neutrofilos, macréfagos ou pelo endotélio vascular,
induz intensa vasodilatacdo periférica e conseqiiente hipotensdo, com deterioracao rapida

da homeostase organica que pode levar a morte. A hipotensao prolongada causa hipdxia de
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orgaos e desenvolvimento de distirbios acido-basico mistos, dentre os quais a acidose
metabolica hiperclorémica, a acidose metabdlica com éanion gap elevado, ou ainda a
alcalose hipoalbuminémica, a acidose hiperfosfatémica e a alcalose respiratoria.
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002). Portanto, de acordo com Bounous et al. (1993), a
acidose metabolica e a coagulagdo intravascular disseminada (CID) podem se desenvolver
como complicagdes da infeccgao.

A hipotensdo causada no hospedeiro vertebrado facilita a interagdo entre eritrocitos
infectados e o tecido endotelial, facilitando assim a determinagdo do local da infecgao.
Além disso, a ativagdo do sistema de coagulacdo por uma molécula derivada do parasita
(associada com a superficie de eritrocitos infectados ou um antigeno soluvel), consolida
essa situacdo por formar tampdes celulares. A continua proliferagdo de parasitas em tais
tampdes resulta em capilares muito parasitados (SCHETTERS et al., 1998).

A febre provavelmente decorre da liberagao de citocinas pirogénicas endogenas dos
eritrocitos, assim como da destruicdo do parasito e dos eritrocitos pelo sistema fagocitico
mononuclear (CARDOSO & SERRA-FREIRE, 2002).

As mucosas podem tornar-se palidas ou ictéricas. O bago fica significativamente
aumentado, tenro, com a polpa vermelha escuro e com corpusculos proeminentes. O figado
fica aumentado e marron-amarelado. O pulméo pode ficar ligeiramente edemaciado. Pode
ocorrer diarréia ou constipacao e as fezes ficarem amarelas, exceto em casos muito recentes
ou superagudos. Os animais afetados perdem em condic¢do corporal, tornando-se emaciados
e freqiientemente morrem. Entretanto, os sinais da babesiose podem variar muito do quadro
tipico (LEVINE, 1985).

A morte ¢ devido a faléncia do organismo, ndo sendo apenas devido a destrui¢cdo
dos eritrécitos, resultando em anemia, edema e ictericia, mas também devido a obstrugao
dos capilares de varios 6rgaos por células parasitadas e parasitas livres (LEVINE, 1985).
Acredita-se que as manifestagdes neurologicas sejam causadas pela sedimentacdo dos
eritrocitos parasitados no interior dos capilares do sistema nervoso central (URQUHART et
al., 1998; TABOADA & MERCHANT, 1997). Pode ocorrer degeneracdo das células
endoteliais dos pequenos vasos sanguineos, andxia, acimulo de produtos metabolicos

toxicos, fragilidade capilar e, eventualmente, perda de eritrécitos e hemorragia
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macroscopica. Ha uma grande semelhanga entre babesiose nos animais domésticos e

malaria no homem (LEVINE, 1985).

2.1.7 Aspectos Clinicos

A babesiose ¢ uma moléstia que, acometendo diferentes espécies de mamiferos,
inclusive a humana, acarreta o desenvolvimento de sintomas como febre, letargia e anemia
hemolitica aguda com caracteristicas regenerativas, na dependéncia da intensidade da
parasitemia promovida pelo protozodrio (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

A sintomatologia clinica pode ser moderada ou mesmo inaparente nos animais
previamente expostos a infec¢do, ou infectados por uma espécie de Babesia de baixa
patogenicidade (URQUHART, 1998). As manifestacdes clinicas da babesiose canina sdo
classificadas como complicadas e ndo complicadas na dependéncia do comprometimento
sistémico do animal, que estd diretamente relacionado a intensidade da parasitemia e da
hemolise (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Dentre as manifestacdes clinicas ndo complicadas observam-se hemolise de baixa
intensidade, geralmente com hematdcrito superior a 30%, e desenvolvimento de sintomas
clinicos brandos, que nao implicam na necessidade de hemoterapia transfusional
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002). Na maioria dos casos ha febre, mal-estar e apatia.
Animais afetados nao se alimentam ou se alimentam pouco (LEVINE, 1985).

A maioria dos sinais clinicos observados em cdes com babesiose ¢ causada por
duas sindromes: uma caracterizada por choque hipotensivo (moléstia hiperaguda) e a outra,
por anemia hemolitica (moléstia aguda). A moléstia hiperaguda ocorre apenas com as
linhagens mais virulentas, que sdo raramente encontradas; sendo a moléstia aguda a mais
comum. A moléstia hiperaguda caracteriza-se por choque hipotensivo, hipdxia, lesdo
tecidual extensa e estase vascular. Somente foi documentada em filhotes de cdes infectados.
Geralmente sdo observados: choque, coma ou morte, seguidos de menos de um dia de
anorexia ¢ letargia. Também pode ser observada hematiria (TABOADA & MERCHANT,
1997).
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Os sinais clinicos da doenga aguda incluem anemia, trombocitopenia, ictericia,
esplenomegalia, hemoglobinuria e febre (PAGE, 1998). De acordo com Brandio &
Hagiwara (2002), os sintomas da babesiose canina complicada sdo decorrentes da intensa
crise hemolitica ocasionada pelo parasita ¢ da liberagdo sistémica de fatores inflamatérios
que levam ao choque hipovolémico, a insuficiéncia renal aguda e a coagulagdo intravascular
disseminada.

Podem ocorrer fatalidades, especialmente em caezinhos, ou em adultos infectados
por B. gibsoni, mas a maioria dos animais recupera-se. Anorexia, letargia ¢ vomito também
sao comumente observados. Podem ser notadas hematuria e ictericia, especialmente em caes
infectados por B. canis, linfadenopatia generalizada e edema periorbitdrio. O
desenvolvimento da anemia hemolitica imunomediada que se mantém a despeito da terapia
babesicida especifica é comumente relacionado (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

As infecgdes cronicas caracterizam-se por febre intermitente, diminui¢ao do apetite e
deplecdo consideravel do estado fisico. Uma grande variedade de sinais clinicos atipicos foi
descrita. Ocasionalmente, sdo observados sinais brandos do trato respiratorio superior e
dispnéia. Sinais gastrintestinais, como vOmito, constipacdo ou diarréia podem ocorrer
(TABOADA & MERCHANT, 1997). Segundo Brandao & Hagiwara (2002), pode ocorrer
pancreatite aguda em decorréncia da hipoperfusdo e hipoxia do o6rgdo ocasionada pela
hipotensdo sistémica.

De acordo com Scott et al. (1996), além de hemorragias orais, petéquias e
equimoses, associadas a trombocitopenia ou a coagulacao intravascular disseminada (CID),
as lesdes cutineas sdo raras. Animais que habitam zonas endémicas podem apresentar
sangramento dos pavilhdes auriculares, principalmente aqueles sujeitos a picada de insetos,
sintoma freqiientemente referido por leigos (BRANDAO & HAGIWARA, 2002). As lesdes
relatadas incluem estomatite ulcerativa, urticaria, angioedema e necrose das extremidades
distais. Nenhum estudo histopatologico foi relatado; portanto, ndo se sabe se as lesdes sdo o
resultado de insuficiéncia vascular ou lesdes por mudancas especificas induzidas pelo
parasita (SCOOT et al., 1996). As manifestagdes vasculares que podem ocorrer sdo edema,
ascite e purpura (TABOADA & MERCHANT, 1997). Segundo Branddo & Hagiwara
(2002), também ja foram descritas miosite mastigatoria e outras manifestagdes

musculoesqueléticas atipicas, como artrites e lombalgias.
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Manifestagdes neuroldgicas, como convulsdo e ataxia locomotora, sintomas
vestibulares ou cerebelares podem ocorrer em filhotes devido a grande concentracdo de
hemadcias parasitadas nos capilares do sistema nervoso central, causando hipdxia cerebral
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002). A babesiose no cdo pode ocorrer juntamente com
outros eritroparasitas, como por exemplo, Ehrlichia canis e Haemobartonella canis
(BOUNOUS et al., 1993), contribuindo para a diversidade dos sinais clinicos (TABOADA
& MERCHANT, 1997).

Ja a babesiose humana ¢ uma doenca febril aguda, caracterizada por mialgias,
fadiga, anorexia, cefaléia, artralgia, dor abdominal, depressao emocional. A temperatura ¢
alta, por volta dos 40°, podendo ocorrer exantema migratorio e desconforto respiratério. Ha
casos em que se relata hepatoesplenomegalia e petéquias disseminadas (CASTRO &
MINKOVES, 1999). Além disso, o quadro clinico pode confundir-se com o da malaria
(NEVES, 2000).

2.1.8 Achados Laboratoriais

Dentre as alteragdes laboratoriais mais freqiientes na babesiose canina, a
trombocitopenia tem sido descrita por diversos autores, embora sua causa ainda ndo esteja
completamente elucidada (TABOADA & MERCHANT, 1998; BRANDAO &
HAGIWARA, 2002). A destruicdo mediada por anticorpos € o consumo acelerado em
decorréncia de uma vasculite endotelial ou do seqiiestro esplénico sdo 0s mecanismos mais
provaveis, porém ainda sdo pouco compreendidos. A remissdo da trombocitopenia apos a
instituicdo de terapia especifica pode ser um indicativo precoce da efetividade do
tratamento, uma vez que o tempo de maturacdo da série eritroide € maior, € a recuperagao
de seus valores também (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Geralmente observa-se anemia normocitica normocrdomica de baixa intensidade nos
primeiros dias apo6s a infec¢do. A anemia pode tornar-se macrocitica, hipocrdmica e
regenerativa a medida que a moléstia progride. A reticulocitose ¢ proporcional a gravidade
da anemia. As anormalidades leucocitarias observadas podem ser: leucocitose por

neutrofilia, neutropenia, linfocitose e eosinofilia. Nao foram observadas anormalidades
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hematoldgicas em adultos sorologicamente positivos, mas assintomaticos (TABOADA &
MERCHANT, 1997). Entretanto, de acordo com Bounous ef al. (1993), a anemia leve
geralmente persiste nos portadores infectados e assintomaticos da babesiose canina.

A presenca de macroplaquetas, identificadas na analise citologica do esfregaco
sanguineo, ou determinadas pelo aumento do volume plaquetario médio (VPM), ¢
indicativa de trombopoiese intensa com liberacdo acelerada de plaquetas jovens na
circulagdo, o que exclui a possibilidade de hipoplasia megacariocitica como responsavel
pela diminui¢do do ntimero de plaquetas circulantes, como ¢ freqiiente na erliquiose canina
cronica (BRANDAO & HAGIWARA, 2002). As hemaécias nucleadas sio freqiientemente
numerosas nas infecgdes de longa duracdo. O hematocrito pode estar abaixo de 10% e a
concentragdo de hemoglobina abaixo de 3,9 g/dL nos estagios terminais da doenga
(BOUNOUS et al., 1993).

Segundo Branddao & Hagiwara (2002), os resultados dos testes bioquimicos sao
inespecificos, podendo ser observada hipocalemia em animais gravemente afetados, em
decorréncia da diminui¢do do aporte, aumento da excrec¢do renal, perdas gastrintestinais ou
deslocamento para o espago intracelular. A azotemia e a acidose metabdlica s3o comuns e
parecem contribuir para a morbidade e a mortalidade. Ambas sdo geralmente causadas pela
desidratacdo e/ou choque. A hiperbilirrubinemia ¢ um achado consistente durante a
moléstia aguda causada por Babesia canis, mas nao por B. gibsoni (BOUNOUS et al.,
1993). As enzimas hepaticas podem estar aumentadas durante a moléstia grave em
conseqiiéncia da hipoxia anémica do 6rgao (TABOADA & MERCHANT, 1997).

Na urindlise, podemos observar bilirrubiniria e hemoglobinuria, podendo ser
acompanhada de proteinuria, cilindriria granular e presenca de células do epitélio renal, o
que pode ser indicativo de lesdo renal aguda decorrente da hemoglobintria ou hipoperfusao
do 6rgio (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Lesdes anatomicas associadas a infeccdo por B. gibsoni incluem hepatite periportal
e centrolobular difusa ndo supurativa, arterite multifocal necrotizante, glomerulonefrite
membranoproliferativa, linfadenopatia reativa, eritrofagocitose difusa e hematopoiese

extramedular (WOZNIAK et al., 1997).
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Em humanos, podem ocorrer anemia, hemoglobintria, proteinuria, uréia e creatinina
discretamente elevadas, sendo também encontrado aumento leve de bilirrubinas totais e

fragoes, desidrogenase latica (LDH), segundo Castro & Minkoves (1999).

2.1.9 Diagnostico

O diagnostico pode ser firmado pela demonstragdo das babésias no interior de
eritrocitos infectados (TABOADA & MERCHANT, 1997) em esfregacos de sangue
periférico corados por coloracdes do tipo Romanowsky, como Giemsa, Wright
(BOUNOUS et al., 1993; BRANDAO & HAGIWARA, 2002), Rosenfeld ou Diff-Quick
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002), durante a fase aguda, que coincide com o pico da
parasitemia (NEVES, 2000). A anélise do sangue capilar obtido da ponta das orelhas ou dos
coxins parece aumentar a oportunidade de evidenciar heméacias parasitadas em virtude de
sua deformabilidade — que decorre da peroxidacao lipidica da membrana eritrocitaria pelo
parasita — e conseqiiente acimulo em vasos de menor calibre como capilares e vénulas
(TABOADA, 1998).

A andlise citologica do esfregaco sanguineo ¢ imprescindivel, pois permite a
diferenciagdo morfologica entre Babesia canis — maior, com cerca de 2 a 5 um, geralmente
aos pares — e B. gibsoni, medindo 1 a 3 um. Além disso, essa diferenciagdo ¢ necessaria
porque ha reacio soroldgica cruzada entre as duas espécies (BRANDAO & HAGIWARA,
2002). Parasitemias muito baixas sdo caracteristicas da linhagem de Babesia canis, mas
parasitemias de 5 a 40 % caracterizam a infec¢do por B. gibsoni. Embora algumas vezes
seja facil encontrar o parasito em animais agudamente infectados, eles sdo raramente
evidentes em animais com infec¢do cronica ou em portadores assintomaticos (TABOADA
& MERCHANT, 1997). Bounous et al. (1993) também afirmam que, em portadores
assintomaticos, a parasitemia geralmente nao ¢ detectada, porque poucos organismos estao

presentes no sangue periférico ao mesmo tempo. De acordo com Neves (2000) e Acha &
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Szyfres (1977), no género Babesia nao hd formacao de pigmento (hemozoina), o que o
diferencia do Plasmodium falciparum em humanos.

Na fase subaguda ou cronica, quando a parasitemia ¢ baixa, a doenga pode ser
diagnosticada por meio de pesquisa de anticorpos utilizando-se provas sorologicas
(imunofluorescéncia indireta, método imunoenzimatico — ELISA, e outras) e pela
inoculacdo de sangue em roedores (NEVES, 2000). A reagdo de imunofluorescéncia
indireta ¢ considerada um método sensivel e especifico de detectar uma parasitemia oculta
ou evidente. Titulos de anticorpos superiores a 40, ou soroconversiao ap6s um intervalo de
15 dias, permitem diferenciar animais doentes daqueles nos quais os anticorpos sao
remanescentes de uma infec¢cdo precedente, o que ndo significa doenca ativa. Deste modo,
testes soroldgicos qualitativos ou semiqualitativos, como os do tipo ELISA (método
imunoenzimatico), devem ser avaliados com cautela em conjunto com os sintomas clinicos
e outros dados laboratoriais relevantes, como a contagem de plaquetas (TABOADA, 1998).

De acordo com Mahoney (1977), o volume celular total, a contagem de células
vermelhas e o hematdcrito diminuem em 50 %. Entretanto, titulos falso-negativos sio
comuns em caes com menos de 6 meses de idade ou durante os estagios iniciais da infec¢ao
(TABOADA & MERCHANT, 1997). Em humanos, a sorologia por imunofluorescéncia
indireta demonstra que titulos acima de 1:256 devem ser considerados, e acima de 1:1.024
sdo confirmatdrios (CASTRO & MINKOVES, 1999).

O emprego de técnicas de biologia molecular, como a PCR (Reac¢do em Cadeia da
Polimerase), tem sido de grande auxilio na identificacdo de animais portadores cronicos da
doenca, ou ainda na avaliacdo da efetividade da terapia enquanto ainda ndo houve
diminui¢do dos titulos de anticorpos especificos, uma vez que, embora ainda restrito a
centros de pesquisa, permite a detecgdo de material genético do parasita em praticamente
qualquer material biologico (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

O exame da hemolinfa de teledginas de Boophilus microplus tem sido utilizado em
levantamentos epidemioldgicos para a detec¢do de vermiculos de Babesia spp. A hemolinfa
¢ coletada e depositada uma gota em lamina que é corada com Giemsa para exame
microscopico. Entretanto, ainda ndo existe um consenso sobre o periodo mais adequado
para a realizacdo desse exame. Todavia, de acordo com o estudo realizado por Britto et al.

(2002), o periodo mais indicado ¢ do 10° ao 12° dia de desprendimento das teledginas.
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2.1.10 Tratamento

O tratamento de caes com babesiose esta direcionado para o controle do parasito,
moderacdo da resposta imune e tratamento sintomatico. Muitos medicamentos tém sido
utilizados no tratamento da infec¢do por Babesia spp. A B. gibsoni tem menor resposta a
terapia, em compara¢dao a B. canis, e também tem menor probabilidade de responder a
terapia sintomatica (TABOADA & MERCHANT, 1997).

Dentre os diversos tratamentos preconizados, os farmacos mais recomendados sdo:
o aceturato de diminazeno: 3,5 mg/kg, intramuscular (IM) ou subcutineo (SC) e o
dipropionato de imidocarb: 5 a 7 mg/kg, IM ou SC, em duas aplicagcdes com intervalo de 14
dias, segundo Taboada (1998). A solugdo de azul de tripan a 1%, 10 mg/kg, intravenoso
(IV), dose tinica, foi muito utilizada e ndo parece ter mais aplicabilidade quando comparada
a outros medicamentos (BRANDAO & HAGIWARA, 2002). Segundo Page (1998), em
humanos pode ser usado o isotionato de pentamidina (10 a 15 mg/kg, SC, a cada 12 horas,
por 2 dias).

O aceturato de diminazeno interfere com a glicolise aerdbica e a sintese de DNA do
parasita, causando dilatacdo das membranas de organelas intracelulares, dissolu¢do do
citoplasma e destrui¢ao de seu nucleo. A dose Unica ¢ efetiva para o tratamento de Babesia
canis, enquanto, para Babesia gibsoni, repete-se a dose apds 24 horas. Suspeita-se que
possa ocorrer o desenvolvimento de resisténcia a sua ac¢do, mas isso ainda ndo estd
comprovado. Efeitos colaterais podem ser observados, dentre os quais: depressdo, estupor,
vocalizagdo continua, opistdtono, ataxia, rigidez extensora, nistagmo e convulsdes
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

O dipropionato de imidocarb tem efeito direto sobre o parasito, alterando a forma do
nucleo e a morfologia citoplasmatica. A interrup¢do da parasitemia e dos sintomas clinicos
ocorre de 24 a 48 horas apos sua aplicacdo. Sao descritos, como efeitos colaterais: dor no
local da aplicacao, salivagdo, lacrimejamento e sintomas gastrintestinais, como vomito e
diarréia. Para prevenir os efeitos colinérgicos indesejados da droga, pode ser utilizada

atropina (0,04 mg/kg) 10 minutos antes de sua aplica¢do. O dipropionato de imidocarb foi
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eficiente na dose de 6 mg/kg, impedindo a infec¢ao experimental de caes por Babesia canis
durante um periodo de 15 dias (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

J& as tetraciclinas sdo pouco efetivas, embora sua atividade profilatica tenha sido
observada em alguns estudos: a administragdo de oxitetraciclina (20 mg/kg) manteve os
cdes em um patamar de infec¢do subclinica, mantendo-os na situagdo de portadores da
infec¢do. A doxiciclina, com uma dosagem de 5 mg/kg/dia, via oral (VO), durante 11 dias,
ndo permitiu a doenca clinica em caes desafiados experimentalmente, mas fez com que os
animais apresentassem sinais clinicos moderados e se recuperassem completamente no
prazo de uma semana (GUIMARAES et al., 2002).

Ha relatos clinicos de tratamento bem sucedido com clindamicina (25 mg/ kg duas
vezes ao dia) e azitromicina (5 a 10 mg/kg, VO, de 12 em 12 horas), porém faltam estudos
controlados sobre a eficacia destes medicamentos. O uso de sulfato de quinurénio (0,25
mg/kg, SC, a cada 48 horas) demonstrou boa efetividade no tratamento para a B. canis,
entretanto sua a¢ao ¢ desconhecida para a B. gibsoni (TABOADA, 1998).

A terapia imunossupressiva ¢ justificada pela anemia hemolitica e a
trombocitopenia provavelmente possuirem componente imunomediado. A resposta imune
humoral por IgG e IgM ¢ importante para a patogénese da hemolise. A terapia auxiliar ¢
importante e freqiientemente ¢ tudo o que se faz necessario para a moléstia aguda causada
por algumas linhagens de B. canis. Fluidos intravenosos devem ser administrados a animais
desidratados ou em choque. Deve-se fazer transfusdo de sangue integral ou papa de
hemacias a pacientes gravemente anémicos. E importante o tratamento de fatores
agravantes como parasitismo intestinal (TABOADA & MERCHANT, 1997).

O tratamento da babesiose humana consiste, além da clindamicina e pentamidina
também usadas em animais, do uso de quinina e pirimetamina. O emprego da dialise e da
transfusdo sanguinea sao recomendados para casos mais graves (NEVES, 2000). De acordo
com Castro & Minkoves (1999), em paciente com enfermidade severa, a associacdo de
clindamicina (300 a 600 mg IV ou VO, 6/6h ou 20 mg/kg/dia), com quinino (500 mg IV ou
VO, 8/8h ou 25 mg/kg/dia) por 7 a 10 dias, parece ser a melhor conduta.
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2.1.11 Imunidade e Prevencao

De acordo com Brandio & Hagiwara (2002), durante a infec¢do, varios
componentes do sistema imunoldgico sdo responsaveis pela resposta gerada contra o
parasita. A hiperplasia do sistema fagocitico mononuclear esplénico ocorre em decorréncia
da depuracdo das hemacias circulantes parasitadas pelos merozoitos, enquanto a resposta
humoral atua coibindo a infec¢do de células ainda ndo infectadas, impedindo a penetragao
dos esporozoitos.

No entanto, a resposta imune gerada contra o parasita parece ter uma duragdo
limitada, havendo declinio gradativo dos anticorpos circulantes dentro de um periodo de 3 a
5 meses, apds o qual os animais tornam-se novamente suscetiveis a infec¢do. O
desenvolvimento da resposta imune humoral prolongada e efetiva parece ser um desafio, e
motivo de grande preocupacgdo por parte dos criadores que importam bovinos de areas
livres para outras onde ela é endémica (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Em um trabalho realizado por Wozniak et al. (1997), observou-se que ap6s infecgao
por B. gibsoni, depositos multifocais de anticorpos IgM foram imuno-histoquimicamente
demonstrados em paredes de artérias e glomérulos renais com processo inflamatdrio,
sugerindo que uma intensa imunoestimulacdo resulta em ativa¢do e expansdo da populagao
de linfocitos T e B, além da ativacdo de macrofagos. A densidade de linfocitos CD3+ nos
sinusoides hepaticos também aumentaram significativamente.

O estado de portador cronico da doenga ¢ decorrente da permanéncia do agente no
organismo animal de modo controlado, ndo havendo a ocorréncia de sintomas agudos da
infec¢do, mas sim a estimulagdo antigénica periddica que mantém os titulos de anticorpos
por longos periodos, protegendo os animais contra infec¢des futuras (BRANDAO &
HAGIWARA, 2002). Os caes que se recuperam da infec¢do aguda podem tornar-se
portadores cronicos caso o sistema imunolégico ndo tenha sido capaz de eliminar
completamente o agente. Poderdo ocorrer sinais clinicos se os animais, por qualquer
motivo, tiverem uma imunossupressao (TABOADA & MERCHANT, 1997). Esses animais
sao fonte de infec¢ao quando mantidos em colonias ou quando utilizados como doadores de

sangue, segundo Branddo & Hagiwara (2002).
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O tratamento dos cdes doentes com dipropionato de imidocarb causa a eliminacao
completa do agente do organismo animal, impedindo assim a perpetuagdo do estimulo
antigénico, limitando a protecdo e tornando os animais suscetiveis a novas infeccdes em
decorréncia de anticorpos protetores. Nessas condi¢des torna-se desejavel a persisténcia da
infeccao residual, que possibilite estimulagdao antigénica perioddica, e a manutencao de um
adequado titulo de anticorpos capaz de promover protecdo prolongada. O uso de
medicamentos como a doxiciclina, capazes de limitar a infeccdo sem causar a extin¢ao
completa do agente, pode ter essa finalidade (BRANDAO & HAGIWARA, 2002). De
forma similar, o estimulo antigénico periddico promovido pela picada do carrapato, e
conseqliente inoculacdo de formas infectantes, parece ser fundamental para a manutencao
de titulos protetores de anticorpos. Portanto, animais livres de carrapatos tornam-se mais
sensiveis a reinfeccdo em decorréncia do declinio lento dos titulos de anticorpos, tornando-
se suscetiveis 5 a 8 meses apos a infecgdo precedente (TABOADA, 1998).

O estado de premunicdo ¢ tdo importante na babesiose canina que o
desenvolvimento de vacinas capazes de conferir imunidade protetora efetiva contra
infecgdes, ou que limitem o desenvolvimento de sintomas clinicos graves, ¢ extremamente
desejado. Apesar da boa efetividade dos tratamentos babesicidas especificos, a imunizagao
ainda ¢ o procedimento de eleicdo, pois, em ultima instancia, minimiza as perdas
econdmicas envolvidas no tratamento e morte dos animais (BRANDAO & HAGIWARA,
2002).

Estudos tém sido realizados na tentativa de se desenvolver vacinas produzidas com
antigenos soluveis de Babesia spp, o que ndo impediria a infec¢do dos caes, mas limitaria o
surgimento dos sintomas. Uma vacina produzida a partir de exo-antigenos de B. canis foi
produzida na Europa e tem mostrado eficiéncia de 70 a 100% para impedir a infec¢do em
cades, mas sua efetividade ¢ limitada as caracteristicas antigénicas do agente. Assim, ¢
necessario produzir uma vacina especifica para cada cepa em cada parte do mundo
(TABOADA, 1998). O trabalho realizado por Schetters et al. (1997b) confirma esta
constatagdo, uma vez que identificaram duas cepas diferentes de B. canis de areas
geograficas distintas que, em infec¢ao experimental, revelaram diferentes patologias. Esses
resultados indicam que provavelmente as diferentes cepas de B. canis canis € B. canis rossi

devam ter influéncia no desenvolvimento de vacinas.
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Segundo Taboada & Merchant (1997), os cdes jovens sdo mais suscetiveis a
infec¢do por Babesia spp do que os animais adultos, pois os cdes com menos de 8 a 12
semanas de idade podem ser protegidos por anticorpos de origem materna, e assim aqueles
na faixa dos 2 a 8 meses sdo, provavelmente, muito mais suscetiveis. Entretanto, de acordo
com Bonous ef al. (1993), os filhotes caninos com 4 meses de idade, ou mais jovens, sao
muito suscetiveis a babesiose, adquirindo freqiientemente uma infec¢do mais grave que a
dos caes adultos. Caes anémicos criados em canis localizados em regides endémicas devem
passar por triagem para a babesiose. Adultos em canis afetados podem servir como
marcadores sorologicos para a moléstia. O galgo parece ser mais suscetivel a infec¢ao do
que outras ragas caninas (TABOADA & MERCHANT, 1997).

O modo principal de prevencdo ¢ o controle do carrapato vetor. Visto haver
necessidade de no minimo 3 dias de alimentacdo para que ocorra a transmissao do parasito,
indica-se inspecdes freqiientes da pelagem dos animais em busca de carrapatos. A
babesiose também pode ser transmitida pela transfusdo sanguinea, tornando muito

importante o controle de doadores de sangue (TABOADA & MERCHANT, 1997).

2.1.12 Babesiose em Humanos

As parasitoses transmitidas pelos animais domésticos ao homem tém sido
diagnosticadas de forma crescente, gracas aos estudos bioldgicos e epidemiologicos, a
melhoria das técnicas de diagnostico e a difusdo das descobertas recentes (NEVES, 2000).
O homem imunocomprometido, como o esplenectomizado, o idoso e atualmente o HIV-
positivo, € o principal hospedeiro humano atingido (CASTRO & MINKOVES, 1999).

Até 1957 varias espécies de Babesia eram consideradas espécie especificas.
Posteriormente, casos de babesiose em humanos foram descritos, demonstrando o potencial
zoondtico de certas espécies de babésias (MAHONEY, 1977). Entretanto, segundo Neves
(2000), acreditava-se que as infeccdes humanas sé ocorriam esporadicamente em
individuos esplenectomizados. No entanto, a partir de 1975, varios casos de babesiose

humana foram diagnosticados em pessoas com bago in situ nos Estados Unidos. Casos
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dessa doenca foram descritos também no continente europeu, na América do Norte € no
Brasil (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

O homem se infecta ao ser picado por carrapatos infectados ou através de
transfusdes sanguineas. Todavia, ndo se sabe se a babesiose humana estd sempre associada
a recentes picadas de carrapatos ou pode ser provocada, em algumas ocasides, pela
manifestagdo de uma infec¢do latente devido a uma imunossupressio (URQUHART,
1998), uma vez que exames soroldgicos evidenciam a presenca de anticorpos especificos
em individuos assintomaticos em diferentes areas geograficas (NEVES, 2000).

As maiores possibilidades de ocorréncia de babesiose humana no Brasil sao através
da picada de carrapatos dos géneros Amblyomma e Rhipicephalus, provaveis transmissores,
respectivamente, da babesiose eqiiina e canina, considerando que o Boophilus microplus
ndo ataca o homem (NEVES, 2000). O carrapato inocula os esporozoitos, contaminando as
hemacias, ¢ diferenciando-se em trofozoitos. Quando de seu amadurecimento, conterao de
2 a 4 merozoitos, liberados com o rompimento da hemacia e prontos para invadir outras
células vermelhas. Diferentemente da malaria, ndo ha lise sincronica das hemacias, nao
ocorrendo, portanto, crises de hemdlises (CASTRO & MINKOVES, 1999).

Nao parece haver uma espécie de Babesia capaz de causar infec¢ao exclusivamente
em seres humanos que, como na maioria das infec¢des transmitidas por carrapatos, parecem
servir apenas como hospedeiros acidentais da doenga (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).
Os casos de babesiose humana registrados no Brasil sdo causados principalmente por
espécies de Babesia parasitas de bovinos (B. bigemina e B. bovis), eqiiinos (B. caballi e B.
equi) e de caninos (B. canis). Ja a B. microti que parasita roedores € a principal agente da
babesiose humana na América do Norte (NEVES, 2000).

Segundo Brandao & Hagiwara (2002), a maioria das infeccdes é branda ou
assintomatica, mas pode resultar em sintomas graves, que causam a morte. A enfermidade
clinica pode ser severa, com convalescéncia de até 18 meses, sendo que a doenga apresenta-

se de forma mais grave em imunossuprimidos (CASTRO & MINKOVES, 1999).
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2.2 Ehrlichia spp

2.2.1 Etiologia

O género Ehrlichia ¢ formado por bactérias gram negativas, sendo parasitos
intracelulares obrigatorios que infectam os leucocitos e causam trombocitopenia no
hospedeiro. Existem espécies de Ehrlichia que afetam caes, eqiiinos, ruminantes, gatos e
humanos (ANDEREG & PASSOS, 1999; LEGATZKI & JORGE, 2002). A E. canis foi
identificada pela primeira vez na Argélia em 1935, tendo sido documentada pela primeira
vez nos Estados Unidos em 1963 (BREITSCHWERDT, 1997). A moléstia alcangou
destaque na midia e entre os veterinarios durante a guerra do Vietnd, quando uma grande
propor¢ao de caes militares contraiu essa doenga (SHERDING, 1998).

Varias espécies do género Ehrlichia causam infec¢do clinica e subclinica em caes,
como E. canis, E. platys e E. ewingii, sendo essas as que normalmente infectam os caninos.
Além dessas espécies, a E. equi (agente da erliquiose granulocitotropica eqiiina), a E.
risticii (agente da febre eqiiina) e a E. chaffeensis (agente da erliquiose humana) também ja
foram isoladas como causadoras de erliquiose em cdes (ANDEREG & PASSOS, 1999). A
E. canis é a causa da doenga febril chamada pancitopenia canina (URQUHART et al.,
1998), enquanto a E. platys é a causadora da trombocitopenia ciclica canina
(BREITSCHWERDT, 1997) e a E. ewingii causa a erliquiose granulocitica canina (QUINN
etal., 1997).

Ao caracterizar ¢ comparar a seqiiéncia de 16S-rRNA de algumas espécies de
erliquias, por ampliacdo e seqiienciamento do genoma, foram observadas semelhangas que
permitiram dividi-las em trés grupos filogenéticos. O primeiro grupo ¢ composto pela E.
equi, E. platys e E. phagocytophila; o segundo, pela E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii, e
o terceiro, pela E. risticci ¢ E. sennetsu (QUINN et al., 1997). As trés espécies do
genogrupo E. canis tém sido diagnosticadas em caes naturalmente infectados, causando um
quadro clinico severo (ANDEREG & PASSOS, 1999). Porém, destas a E. canis ¢ o agente

que normalmente afeta os caes, e segundo alguns autores, ¢ o que causa o quadro clinico
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mais severo (LEGATZKI & JORGE, 2002). Por isso, segundo Vignard-Rosez et al. (2001),
apenas a infecc¢do por E.canis possui importancia epidemiologica.

A moléstia causada pela E. canis tem como sinonimos histdricos pancitopenia
tropical canina, tifo canino, febre hemorragica canina ¢ moléstia do cdo rastreador
(SHERDING, 1998; BREITSCHWERDT, 1997), sindrome hemorragica idiopatica,
erliquiose monocitica canina, riquetsiose canina, (BREITSCHWERDT, 1997).

Geralmente, parasitismos por Babesia spp, Hepatozoon canis (ANDEREG &
PASSOS, 1999; BREITSCHWERDT, 1997) e Haemobartonella canis (VIGNARD-
ROSEZ et al., 2001), protozoarios também transmitidos por carrapatos, podem ocorrer

concomitantemente com a erliquiose canina, sugerindo a transmissao simultanea.

2.2.2 Sistematica

De acordo com Breitschwerdt (1997), o género Ehrlichia segue a seguinte
classificacao:

Ordem: Rickettsiales

Familia: Rickettsiaceae

Tribo: Rickettsiae

Género: Ehrlichia

2.2.3 Transmissao

O vetor de maior importancia na transmissdo da erliquiose canina € o carrapato,
mais especificamente o Rhipicephalus sanguineus. Esta espécie ¢ de grande importancia
por ser cosmopolita, tendo como hospedeiro principal o cdo. Com efeito, apesar da
capacidade de se fixar em outros hospedeiros, o R. sanguineus parece depender dos caes

para a sua nutricdo (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). De acordo com Sherding (1998) e
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Quinn et al. (1997), o R. sanguineus pode transmitir 0s microrganismos por pelo menos 5
meses pods-ingurgitamento. A infeccao no hospedeiro vertebrado ocorre quando o carrapato,
durante a ingestdo de sangue, inocula junto com a saliva a forma infectante da E. canis
(BREITSCHWERDT, 1997).

Tanto os animais com infec¢do crOnica, como 0s carrapatos que permanecem
infectados por longos periodos podem ser reservatérios da E. canis. Na Africa do Sul foram
identificados gatos que possuiam anticorpos anti- E. canis, assim, estes também podem
atuar como reservatorio. Outros mamiferos, como os roedores, também podem servir como
reservatorio, justificando a epizootia da erliquiose canina. Os caes que se recuperam da
doenca permanecem portadores, podendo manter a infec¢do por periodos superiores a 5
anos. Apesar de o numero de parasitos circulantes no sangue de cies com infec¢do cronica
ser menor do que naqueles com infec¢do aguda, acredita-se que seja um nimero suficiente
para infectar o carrapato, que entdo transmite a doenca (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Como ndo existem hospedeiros intermediarios, e por ser uma doencga de carater
hematologico, a E. canis pode ser veiculada por transfusdes sangiiineas de um doador
infectado para um cdo submetido a esse procedimento na clinica de pequenos animais
(MUNHOZ & BABO, 1998; SHERDING, 1998). Entretanto, de acordo com o trabalho
realizado por Frangois et al. (2002), o conservante CDPA (citrato de sodio, dextrose,
fosfato de sédio, adenina) contido nas bolsas de sangue e o periodo de conservacdo de 7

dias do sangue nas bolsas, poderiam inativar a cepa de E. canis.

2.2.4 Distribuicao Geografica

A distribuicdo da erliquiose canina esta relacionada com a distribuicao do vetor R.
sanguineus, sendo uma doenca que ocorre em todos os continentes, segundo Harrus et al.
(1997) apud Legatzki & Jorge (2002). De acordo com Andereg & Passos (1999),
atualmente a infec¢do por E. canis ocorre em praticamente todo o globo, principalmente
nas regides tropicais e subtropicais. Trés cepas de E. canis ja foram isoladas e

geneticamente caracterizadas: cepa Florida, cepa de Oklahoma e cepa Israelense. Apesar
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das cepas originarem-se de diferentes localidades geograficas, elas sdo muito semelhantes
em relacdo a seqiiéncia de 16S r-RNA. A importancia clinica da erliquiose tem aumentado
na India e em Israel. Nos Estados Unidos, a E. canis foi identificada pela primeira vez em
1962, sendo atualmente uma das principais doencas que afeta a populagdo canina. A
erliquiose canina foi diagnosticada pela primeira vez no Brasil em Belo Horizonte em 1973.

Desde entdo a incidéncia dessa doenca tem aumentado no estado de Minas Gerais

(ANDEREG & PASSOS, 1999).

2.2.5 Morfologia e Ciclo Evolutivo

As espécies de Ehrlichia aparecem  como microrganismos individuais (corpos
elementares) extremamente pleomorficos, medindo de 0,2 a 0,4 pum de didmetro, podendo
ser vista mais freqiientemente em pequenos grupos (corpusculos iniciais) ou muitos
microrganismos firmemente agrupados (morulas) de até 4,0 um de didmetro (QUINN et al.,
1997).

Este protozoario parece multiplicar-se por divisdo binaria, mas maiores detalhes de
seu ciclo de vida ndo s3o conhecidos (QUINN et al., 1997). O ciclo da Ehrlichia spp,
segundo Vignard-Rosez et al. (2001), ¢ constituido de 3 fases principais: 1) penetragdo dos
corpos elementares nos monoécitos, onde permanecem em crescimento por
aproximadamente dois dias; 2) multiplicagdo do agente, por um periodo de 3 a 5 dias, com
a formagdo do corpo inicial; 3) formacdo das morulas, sendo estas constituidas por um
conjunto de corpos elementares envoltos por uma membrana.

Segundo Andereg & Passos (1999), através da microscopia eletronica de cultura de
células infectadas com uma amostra israelense de E. canis, observou-se que a morula ¢é
envolta por uma dupla membrana e que existem duas formas de morula. Uma ¢ composta
por microrganismos de tamanhos variados, densamente compactados dentro do vacuolo,
sendo dificil a identificagdo individual desses microrganismos, € a outra ¢ um vacuolo
contendo uma substancia filamentosa que envolve microrganismos pleomorficos. A morula
¢ observada ocasionalmente nos leucécitos na fase aguda da infec¢do, em pequeno niimero

e por um curto periodo de tempo; porém raramente estd associada a infec¢do cronica
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(BREITSCHWERDT, 1997). Pode ocorrer em monodcitos, neutréfilos, linfécitos ou
eosinofilos, dependendo da cepa infectante (ANDEREG & PASSOS, 1999). Em uma
mesma célula podemos ter mais de uma morula, sendo que estas permanecem na célula
hospedeira por 3 a 4 dias para entdo serem liberadas com a lise celular (VIGNARD-ROSEZ
etal.,2001).

Ja a E. platys infecta as plaquetas e também forma inclusdes intraplaquetarias que se
assemelham a morula da E. canis, segundo Harrus et al. (1997) apud Legatzki & Jorge,
(2002).

O carrapato R. sanguineus contamina-se ao ingerir sangue com leucocitos
parasitados de animais doentes. Isto geralmente ocorre na segunda ou terceira semana de
infeccdo do cdo, pois na fase aguda da infec¢do existe maior porcentagem de leucdcitos
infectados (LEGATZKI & JORGE, 2002). No carrapato, a E. canis multiplica-se nos
hemocitos e nas células da glandula salivar, propiciando, portanto, a transmissao
transestadial (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). Entretanto, segundo Vignard-Rosez et al.
(2001), a transmissao transovariana provavelmente nao ocorre e, de acordo com Andereg &
Passos (1999), € rara ou inexistente. A transmissdo entre animais se faz pela inoculagdo de
sangue proveniente de um cdo contaminado para um cao sadio, pelo intermédio do
carrapato. O carrapato poderd permanecer infectante por um periodo de aproximadamente
um ano, visto que, segundo Vignard-Rosez et al., (2001) e Andereg & Passos (1999), a
infeccdo do hospedeiro vertebrado pode ocorrer em qualquer estadio de parasitemia do
carrapato (larva, ninfa e adulto). De acordo com Breitschwerdt (1997), o R. sanguineus
adulto ¢ capaz de transmitir E. canis por pelo menos 155 dias apds a separacdo do

hospedeiro.

2.2.6 Patogenia

A infec¢do do cdo sadio da-se no momento do repasto do carrapato infectado, sendo

que a erliquiose tem um periodo de incubagdo de 8 a 20 dias (ANDEREG & PASSOS,
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1999; VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). Segundo Egenvall et al. (1998) apud LEGATZKI
& JORGE (2002), foi relatado que cdes inoculados experimentalmente apresentaram as
primeiras inclusdes em neutrofilos sanguineos de 4 a 14 dias ap6s a inoculagao.

Em um estudo realizado por Stuen & Artursson (2000), observou-se que o periodo
de incubacgao varia de acordo com a dose de microrganismo infectante: quanto maior a dose
de parasitas, menor o periodo de incubagdo. Entretanto as alteracdes clinicas e
hematologicas ndo sdo influenciadas com a dose infectante.

De acordo com Breitschwerdt (1997), baseando-se nos sinais clinicos, observam-se
3 fases da doenca: aguda, subclinica e crdonica. Entretanto, ao contrario da infecgdo
experimental, onde ¢ possivel diferenciar nitidamente as 3 fases, a infec¢do natural ndo ¢
tdo evidente, provavelmente, por falta de observacdo e acompanhamento laboratorial por
parte do clinico veterinario (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Na fase aguda, a replicacdo do protozoario ocorre nas células mononucleares e
linfocitos, sendo este seu primeiro ponto de replicagdo, e dissemina-se para as células do
sistema reticulo endotelial do figado, bago e linfonodos, resultando em hiperplasia
linforreticular. A interagdo entre as células infectadas e o endotélio vascular induz uma
vasculite evidente nos pulmdes, rins € meninges. Secundariamente ao processo de vasculite,
teremos a destruicdo periférica das células alvo, ou o seqiiestro das mesmas, levando a uma
trombocitopenia e leucopenia. O animal pode recuperar-se completamente, passar para a
fase subclinica ou raramente morrer (QUINN, 1997).

Segundo Vignard-Rosez et al. (2001), na fase subclinica a E. canis persiste no
hospedeiro, promovendo altos titulos de anticorpos. Podem ocorrer anemia e
trombocitopenia recorrentes (QUINN, 1997). Esta fase pode perdurar por véarios anos,
sendo que podera acarretar apenas leves alteragdes hematoldgicas, e ndo haver
sintomatologia clinica evidente (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). Porém, segundo Quinn
(1997), muitos animais, os quais desenvolvem infecgdes secunddrias, ndo conseguem
sobreviver.

Quando a resposta imune do hospedeiro é incapaz de eliminar o agente, teremos a
doenca cronica. A forma cronica varia de suave a severa, sendo que ¢ dependente de fatores
como idade, imunocompeténcia, viruléncia da cepa e infecgdes concomitantes (QUINN,

1997). A principal caracteristica desta fase ¢ o aparecimento de uma hipoplasia medular,
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levando a uma anemia aplésica, monocitose, linfocitose e leucopenia (VIGNARD-ROSEZ

etal., 2001).

2.2.7 Aspectos Clinicos

2.2.7.1 Fase Aguda

A fase aguda da infecgdo por E. canis ocorre aproximadamente de 8 a 20 dias apds a
infeccdo (BREITSCHWERDT, 1997). A hiperplasia linforreticular pode acarretar um
aumento de volume do figado, bago e linfonodos (SHERDING, 1998). Esta fase ¢
caracterizada, segundo Vignard-Rosez et a/ (2001), principalmente por hipertermia (39,5-
41,5°C), anorexia, perda de peso e astenia. Observa-se nessa fase sinais inespecificos além
de febre, como secrecdo nasal, depressdo, estertores pulmonares, petéquias, vOmito
(LEGATZKI & JORGE, 2002), equimoses, secrecdo ocular, cianose, descarga oculonasal
mucopurulenta (ANDEREG & PASSOS, 1999), epistaxis, hemattria, edema de membros,
insuficiéncia hepato-renal (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001), edema de escroto
(BREITSCHWERDT, 1997). Sinais clinicos de coagulopatias sdo raros, de acordo com
Quinn (1997).

A fase aguda pode ndo ser evidente, passando desapercebida pelo proprietario
(ANDEREG & PASSOS, 1999). Os sinais clinicos desaparecem na maioria dos casos sem
tratamento dentro de uma a quatro semanas, porém o hospedeiro permanece com a infec¢ao
subclinica (QUINN, 1997).

De acordo com Andereg & Passos (1999), a possibilidade de que infecgdes agudas
por E. canis possam ser imunossupressoras para caes infectados com Babesia canis deve
ser considerada, pois foram observados, em alguns casos, que a manifestagdo clinica da
babesiose estava relacionada com infec¢des agudas de E. canis.

Ocorre uma trombocitopenia entre 10 e 20 dias pos-infeccdo (VIGNARD-ROSEZ
et al., 2001) e um aumento no numero de plaquetas imaturas circulantes, que persiste por
toda a doenca na maioria dos animais. A trombocitopenia deve-se a diminui¢do da meia-

vida das plaquetas, resultante da sua destrui¢do, decorrente da estimulacdo dos sistemas
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imunologico e de coagulagdo e, em parte, devido a resposta inflamatoria (BOUNOUS et al,
1993). Segundo Andereg & Passos (1999), a propria infeccdo por E. canis causa lise de
plaquetas, porém casos sem trombocitopenia podem ocorrer.

Na fase aguda também se observa um aumento no tempo de coagulagdo devido a
inibicdo da agregacdo plaquetaria. Esta inibi¢do provavelmente deve-se a presenga de
anticorpos antiplaquetas no soro de cdes infectados com FE. canis. Esta alteracdo deve
ocorrer devido a interacdo de tais anticorpos com as glicoproteinas das membranas das
plaquetas, porém estudos mostram que outros fatores de inibicdo da aglutinagao, além da
presencga de anticorpos, também podem estar envolvidos (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Anticorpos antiplaquetas foram encontrados em um trabalho realizado em Israel,
confirmando a teoria que a trombocitopenia tem um componente imunologico envolvido.
Porém, devido a aparéncia heterogénea dos anticorpos antiplaquetas encontrados nos caes
infectados, conclui-se que também haja um componente nao imunomediado envolvido na
trombocitopenia (WANER ef al., 2000a).

Anemia aplasica ¢ raramente observada (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001), a ndo ser
que ocorram concomitantemente infec¢des por Babesia canis ou hemorragias recentes
(ANDEREG & PASSOS, 1999). Em alguns casos temos também uma leucopenia
progredindo para leucocitose (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001), entretanto, de acordo com
Andereg & Passos (1999), na fase aguda raramente ¢ observada leucocitose. Ha
proliferacdo de células megacariociticas e da série mieldide na medula ossea.

Na fase aguda ha aumento dos niveis plasmaticos de ALT (alanina
aminotransferase) e FA (fosfatase alcalina), segundo Vignard-Rosez et al. (2001), além de
proteinas c-reativas (CRP) e de alfa-1-acido-glicoproteinas (AAG), de acordo com Legatzki
& Jorge (2002). Observa-se também um aumento da bilirrubina total devido a hemolise
intensa € em poucos casos, uma ictericia branda (ANDEREG & PASSOS, 1999). Segundo
Vignard-Rosez et al. (2001), os exames mostram uma hiperbilirrubinemia principalmente
por betaglobulinemia.

Outro achado comum ¢ a hiperproteinemia, resultante do aumento dos niveis de
gamaglobulinas. A hiperglobulinemia sugere uma resposta imune exacerbada que
provavelmente ¢ ineficiente, e pode causar a sindrome de hiperviscosidade sanguinea. Isso

ocorre na fase febril da doenga, e persiste durante as fases cronica e subclinica. Porém, em
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cdes com um quadro de pancitopenia, a concentragdo de gamaglobulinas ¢ menor,
provavelmente em conseqiiéncia da leucopenia pronunciada. Como a ativagdo, divisdo e
diferenciagdo dos linfocitos B em células formadoras de anticorpos requer citocinas,
secretadas principalmente por células T-helper e por células apresentadoras de antigenos,
uma leucopenia pronunciada, nos caes com pancitopenia, pode resultar em interagdes
inapropriadas entre as células mencionadas acima, deficiéncia de citocinas e células
apresentadoras de antigenos, resultando assim em uma menor concentracdo de
gamaglobulina (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Também pode ocorrer, em todas as fases da erliquiose, hipoalbuminemia
(BREITSCHWERDT, 1997). Esta alteracdo pode ser resultante da anorexia, que leva a
diminuicdo da ingestdo de proteinas, perda de peso, perda de fluidos inflamatérios
edematosos (como conseqiiéncia de vasculite), decréscimo da producdo de proteinas devido
a doencgas hepaticas concomitantes e proteinuria. Além disso, como a sintese de globulina ¢
regulada pela pressdo oncoética, o decréscimo da concentracdo de albumina pode agir como
mecanismo compensatorio ao estagio de hiperglobulinemia, mantendo a pressdo oncdtica e

prevenindo o aumento da viscosidade do sangue (ANDEREG & PASSOS, 1999).

2.2.7.2 Fase Subclinica

A fase subclinica caracteriza-se pela persisténcia da E. canis no hospedeiro, apds
uma aparente recuperacdo da fase aguda (SHERDING, 1998). Esta persisténcia foi
demonstrada através de PCR e de altos niveis de anticorpos no soro, sugerindo uma
constante estimulacdo do sistema imune por antigenos. Os cdes podem eliminar o
microrganismo durante a fase subclinica ou, em cerca de 6 a 9 semanas, progredir para a
fase cronica. Em areas enzodticas, a fase subclinica pode durar anos, e caes
imunocompetentes podem eliminar o parasita e recuperar-se da infec¢do sem tratamento
(ANDEREG & PASSSOS, 1999).

Os sintomas podem ser brandos e o animal pode apresentar-se saudavel e
clinicamente normal. Porém, em alguns casos, observam-se complicagdes como depressao,

agravamento da perda de peso, mucosas palidas, hemorragias, infeccdes secundarias e
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edemas nos membros. Linfadenopatia e esplenomegalia sdao raras, assim como a presenca
de carrapatos no hospedeiro (LEGATZKI & JORGE, 2002). Segundo Quinn (1997), pode
ocorrer febre intermitente.

De acordo com Andereg & Passos (1999), a hemorragia é evidenciada na forma de
epistaxe, melena, hematiria ¢ ematemese. As vezes, observam-se petéquias e equimoses no
abdomen e membros. Foi descrito por Sousa ef al. (2002) um caso de hematoma mamario,
secundario a mamite, em uma pastora belga com sorologia e PCR positivos para erliquiose.
A hemorragia ocorre devido a trombocitopenia e devido a disfuncdo da agregacao
plaquetaria. Esta disfungdo deve-se a alteragdes que ocorrem na membrana, na interacao
agonista-receptor e no processo de secrecio (ANDEREG & PASSSOS, 1999).

Podem ocorrer lesdes oculares como hifema, hemorragia sub-retinal, uveites,
descolamento da retina e cegueira (LEGATZKI & JORGE, 2002). Essas alteragdoes sempre
foram associadas somente a trombocitopenia, porém a elevagdo da pressao oncotica, a
vasculite e a disfungdo plaquetaria também estdo envolvidas na patogénese do sangramento
ocular. Essas alteragdes devem-se a hipergamaglobulinemia, que causa distirbios na
coagulacdo e sindrome de hiperviscosidade. Os disturbios na coagulacdo sdo devidos a
presenca de anticorpos antiplaquetarios, disfuncdo das plaquetas e disturbios na sintese do
fator III de coagulagdo (ANDEREG & PASSSOS, 1999).

Harrus et al. (1998) relataram um caso de cegueira aguda em um labrador associada
a gamopatia monoclonal induzida pela E. canis. O animal apresentava hifema bilateral,
hemorragia retinal e descolamento da retina. O resultado da eletroforese da proteina sérica
revelou hipoalbuminemia e um pequeno pico de gamaglobulina.

Alteragdes neurologicas, como ataxia, disfuncdo motora, hiperestesia localizada ou
generalizada e tremores sdo provavelmente causados por infiltragdo celular ou devido a
hemorragias nas meninges ou no parénquima cerebral e na medula espinhal (ANDEREG &
PASSSOS, 1999). Alguns cades apresentam artrite localizada ou generalizada nesta fase,
provavelmente devido ao depdsito de imunocomplexos (LEGATZKI & JORGE, 2002). De
acordo com Andereg & Passos (1999), geralmente quando o agente causador da infecgdo ¢é
a E. ewingii, ¢ comum a observagdo de poliartrite. Nestes animais hda um aumento da

concentragdo protéica e de células (neutréfilos, macrofagos e linfocitos) no liquido sinovial.
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Alguns caes apresentam glomerulonefrite, também causada provavelmente por depositos de
imunocomplexos.

A fase subclinica geralmente termina com epistaxe, hemorragias generalizadas e
insuficiéncia renal progressiva. Experimentalmente, cdes com imunocompeténcia adequada
eliminaram os parasitos e ndo apresentaram a fase cronica da moléstia (ANDEREG &
PASSOS, 1999). Os animais incapazes de montar uma resposta imune efetiva contra o
microrganismo ficam cronicamente infectados (BREITSCHWERDT, 1997).

Um dos achados laboratoriais mais comuns ¢ a trombocitopenia moderada
(LEGATZKI & JORGE, 2002), e observa-se também uma leucopenia seguida de
leucocitose e monocitose. A neutropenia também ¢ um achado comum nesta fase
(ANDEREG & PASSOS, 1999).

Segundo Waner et al. (1997) apud Andereg & Passos (1999), em um estudo que
caracterizou a fase subclinica em caes naturalmente infectados, observou-se neutropenia em
30% dos caes doentes. Este mesmo estudo apontou leucopenia em 78% dos caes infectados
experimentalmente, e 71% destes cdes apresentaram redug@o de neutréfilos. Porém nenhum
dos caes apresentou leucopenia ou neutropenia absoluta.

De acordo com Andereg & Passos (1999), os niveis de globulina sérica continuam
aumentando com o progredir da doenca. E freqiiente a ocorréncia de proteintiria nesta fase
em conseqiiéncia da glomerulonefrite, resultante da hiperglobulinemia que pode ser
policlonal, devido a heterogenicidade das cadeias leves das proteinas observadas em caes
com proteintria. Esta alteracdo pode ser observada em cdes com ou sem azotemia. A
presenca de niveis elevados de uréia e creatinina no sangue (azotemia) dependera do grau
de lesdo renal.

O tempo de sedimentacdo estd aumentado, assim como o tempo de coagulagdo.
Outras alteragdes hematologicas observadas foram aumento do tamanho das plaquetas e
reducdo do hematdcerito e da concentragdo de hemoglobina. Este aumento no tamanho das
plaquetas sugere uma trombocitopoiese ativa da medula éssea em resposta ao declinio
patolégico do volume de plaquetas circulantes (ANDEREG & PASSOS, 1999).

A pancitopenia (redugdo total do numero de células medulares devido a aplasia
medular crdénica) € rara na fase subclinica; e a titulagdo de anticorpos anti-E. canis, através

da IFI, observada nesta fase, ¢ muito alta, variando de 1:2560 a 1:20480 (LEGATZKI &
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JORGE, 2002). Estes altos titulos de anticorpos indicam a duragdo prolongada da infec¢ao
e a estimulagdo cronica pelo antigeno (ANDEREG & PASSOS, 1999).

2.2.7.3 Fase Cronica

Segundo Breitschwerdt (1997), na fase cronica os sinais clinicos da moléstia podem
ser caracterizados como brandos ou os animais podem ser assintomdticos, mas também
podem ser graves. A severidade da doenca depende da cepa infectante, de doencas
concomitantes, da alimentagdo, da suscetibilidade ¢ da idade do animal (LEGATZKI &
JORGE, 2002). Os sinais clinicos podem desenvolver-se 1 a 4 meses apos a inoculagdo do
microrganismo (SHERDING, 1998).

Os sinais clinicos nesta fase sdo os mesmos da fase subclinica, porém de forma
exacerbada. Geralmente o animal apresenta-se apatico, caquético e com infecgdes
secundarias diversas. A glomerulonefrite ¢ um achado comum nesta fase (ANDEREG &
PASSOS, 1999). A combinagdo de tendéncias hemorragicas, palidez, sensibilidade
abdominal e sinais compativeis com meningoencefalite, tipificam os caes cronicamente
infectados; a epistaxe, outrora considerada ponto referencial da moléstia, ndo ¢ freqiiente
(BREITSCHWERDT, 1997). Entretanto, de acordo com Quinn (1997), metade dos caes
gravemente afetados apresenta sinais relacionados a deficiéncia na coagulagao.

A principal caracteristica desta fase ¢ a hipoplasia de medula, resultando em uma
pancitopenia severa (LEGATZKI & JORGE, 2002) com anemia aplasica, assim como
monocitose, linfocitose, leucopenia e diminuicdo da concentragdo de gamaglobulina
(ANDEREG & PASSOS, 1999). De acordo com Breitschwerdt (1997), a pancitopenia ¢
documentada em menos de 25% dos cdes. Como a neutropenia ¢ um fator predisponente
importante para infec¢des bacterianas, a combinagdo desses fatores indica um maior
comprometimento do estado imunologico desses animais, tornando-os assim mais
suscetiveis a infecgdes secundarias (BREITSCHWERDT, 1997).

Segundo Legatzki & Jorge (2002), devido ao agravamento das alteragdes

hematoldgicas (aumento do tempo de sedimentagdo e de coagulagdo e anemia), a
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ocorréncia de hemorragias ¢ comum, assim como a proteintria, devido ao agravamento da
lesdo renal.

Para o diagnoéstico diferencial durante a fase cronica, devemos excluir intoxicagdo
por estrégenos, pancitopenia imunomediada e doengas associadas a disfungdes de orgaos
especificos, como glomerulonefrites (SEIBERT, 1996). De acordo com Sherding (1998), os
sinais clinicos e as anormalidades laboratoriais nos cdes com erliquiose cronica podem

lembrar um mieloma multiplo ou leucemia linfocitica cronica.

2.2.8 Achados anatomo-patologicos

Os achados de necropsia dependem da fase da doenca em que o cdo se encontrava
quando morreu. Geralmente sd3o observadas petéquias e equimoses na superficie de serosas
e mucosas da cavidade nasal, pulmdes, rins, bexiga, no trato gastrintestinal e nos tecidos
subcutaneos (ANDEREG & PASSOS, 1999). De acordo com Quinn (1997), hemorragias
extensas sdo freqlientes no exame post-mortem.

Quando a necropsia ¢ feita na fase aguda da doenca, observam-se esplenomegalia,
hepatomegalia, linfonodos aumentados de volume e com coloragdo amarronzada e medula
ossea hiperplasica e vermelha. Esta coloragdo dos linfonodos ¢ devida a eritrofagocitose e
hemossiderose (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Ja na fase cronica, sdo encontrados nédulos marrons no pulmao e a medula dssea
estd hipoplasica e palida devido a descoloragao gordurosa. Edemas sdo freqlientemente
observados nessa fase (ANDEREG & PASSOS, 1999). Segundo Vignard-Rosez et
al.(2001), além de edema de membros e hipoplasia medular, observa-se hemorragia em
diversos 6rgdos e linfadenopatia generalizada.

No exame histolégico, o achado mais comum ¢é um infiltrado de células
perivasculares nos tecidos dos pulmdes, cérebro, meninges, rins, linfonodos e bago. Nestes
dois ultimos 6rgdos, observam-se plasmocitose e hiperplasia folicular. A esplenomegalia ¢

devida a congestdo e proliferagdo difusa da polpa branca. No figado observa-se uma
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necrose centrolobular, principalmente na fase aguda, e um infiltrado celular no sistema
porta (ANDEREG & PASSOS, 1999). Na fase aguda os cdes poderdo apresentar miocardite
intersticial e adenomegalia (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001).

De acordo com Andereg & Passos (1999), macroscopicamente poucos caes
apresentam evidéncias de meningite, porém microscopicamente observa-se, na maioria dos
caes, um infiltrado linfobldstico nas meninges, especialmente ao redor das veias. Quinn
(1997) afirma que uma meningoencefalite ndo supurativa pode estar presente em alguns

caes.

2.2.9 Imunologia

O primeiro pico de producdo de anticorpos ocorre no 7° dia pos-infec¢do, sendo de
IgA e IgM. Através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI), foram detectados
anticorpos da classe IgG entre o 2° e 0 6° dias pos-infec¢ao experimental e apos o 15° dia,
porém alguns cdes sO se soroconvertem 28 dias pods-infeccdo. Pode-se observar um
decréscimo na propor¢ao de células CD4+ e CD8+ nos cades infectados. O titulo de
anticorpos continua aumentando durante a infec¢do, com um aumento de 8 vezes no titulo
de IgG aos 43 dias ap6s a infeccdo. Em alguns caes o titulo cai subitamente poucos dias
antes da morte (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Caes imunizados com antigenos inativados de E. canis e adjuvantes tiveram uma
alta produ¢do de anticorpos, porém esses falharam na indug¢do de protecdo e os animais
apresentaram sinais clinicos mais severos do que os do grupo controle. Isto demonstra que
os anticorpos ndo sdo protetores, somente sdo eficientes na presenga de erliquias
extracelulares; e que provavelmente estdo relacionados com a gravidade da sintomatologia.
A imunidade protetora da erliquiose canina depende claramente da premunigdo. Essa
imunidade depende da interagdo entre os anticorpos anti-E. canis € a imunidade celular

(células citotoxicas, linfocitos T killer e linfocinas), que € a principal responsavel pela
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defesa do organismo. A resposta imune celular foi detectada 28 dias apds a infecgdo
experimental em caes com E. canis (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Apo6s a eliminagdo do agente através de tratamento, os niveis de anticorpos IgG
persistem detectaveis pela IFI, porém entre 3 e 9 meses o titulo diminui. Caes tratados com
doxiciclina tiveram uma queda de duas a quatro vezes no titulo de anticorpos entre o 21° e
0 35° dias apds o tratamento. Essa queda foi de 16 vezes 49 dias apds o inicio do
tratamento. Apos o tratamento, os niveis de gamaglobulina decrescem. Assim, portadores
podem ser distinguidos de caes soropositivos que nao possuem o agente, pela presenca de
altos niveis de gamaglobulina ou pela trombocitopenia dos primeiros (ANDEREG &
PASSOS, 1999).

A doenga pode ser caracterizada como auto-imune, evidenciada pela presenga de
auto-anticorpos contra plaquetas em caes infectados experimentalmente com E. canis
(WANER et al., 2000a). Outras evidéncias de que a patogénese da erliquiose canina ¢
decorrente de um processo imunomediado sdo a hipergamaglobulinemia, a plasmocitose
tecidual intensa e a hiperplasia linforreticular. Além disso, caes infectados
experimentalmente com FE. canis e submetidos a uma terapia imunossupressora
apresentaram sintomatologia mais branda. O quadro clinico também foi mais brando em
caes esplenectomizados, pois na auséncia do 6rgdo houve menor liberacdo de mediadores
inflamatorios como pirdgenos endogenos, diminuicdo da producdo de anticorpos e
diminui¢ao do nimero de macrofagos circulantes, evidenciando a caracteristica auto-imune

da doenga (ANDEREG & PASSOS, 1999).

2.2.10 Diagnostico

O diagnostico da erliquiose tem aumentado devido ao maior conhecimento sobre a
doenga, a expansao geografica da ocorréncia e a melhoria das técnicas de diagnostico.
Testes mais sensiveis dao maior eficiéncia a pesquisa e identificagdo de animais portadores.

E muito importante o diagndstico da erliquiose nos estdgios iniciais da infeccao,
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melhorando assim o prognostico dos animais. Como em alguns casos os animais com
erliquiose apresentam sintomas inespecificos, o diagndstico através do exame clinico ¢
dificultado (ANDEREG & PASSOS, 1999).

A trombocitopenia presente no quadro clinico ndo permite que se confirme o
diagnostico da doenga, mas em areas sabidamente endémicas, a erliquiose deve ser
considerada como a primeira suspeita. A confirmagdo do diagnostico pode ser reforgada se
forem encontradas hipoalbuminemia e hiperglobulinemia associadas a trombocitopenia
(VIGNARD-ROSEZ et al., 2001).

A erliquiose canina pode ser diagnosticada através da detec¢do de morulas no
citoplasma de leucocitos em esfregagos sanguineos e de medula 6ssea (ANDEREG &
PASSOS, 1999).

A detecgdo de antigenos plasmaticos € um método limitado de diagndstico. Apesar
da detecgdo desses antigenos ocorrer entre 15 e 20 dias apds a infec¢ao experimental com
E. canis, eles permanecem nesses niveis por um periodo de tempo muito variavel, sendo
por isso ineficiente no diagnostico precoce da doenga (ANDEREG & PASSOS, 1999).

O diagnoéstico pode ser feito sorologicamente empregando-se a técnica de
imunofluorescéncia indireta, que normalmente ¢ empregada em universidades e clinicas
particulares, Western immunoblotting e dot-blot enzyme linked-immunoassay (dot-blot
ELISA). A PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) tem sido utilizado na pesquisa de E.
canis em mondcitos sanguineos e em tecidos. O reisolamento e cultivo da E. canis de
sangue e tecidos também ¢ utilizado como método de diagnostico (ANDEREG & PASSOS,
1999; BABO et al., 2001).

2.2.10.1 Exames de esfregagos sanguineos

Para a confec¢do dos esfregagos sanguineos, pode-se utilizar sangue total, sem
anticoagulante, coletado do apice da orelha do animal. O esfregago devera ser fixado com
alcool metilico e depois corado (ANDEREG & PASSOS, 1999).

As inclusdes intracitoplasmaticas de E. canis ou moérulas coram-se de roxo com o

corante de Wright e de azul com o corante de Giemsa. As células contendo as morulas sdo
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encontradas com maior freqiiéncia na borda franjada do esfregaco sanguineo, em
mondcitos, neutrofilos, linfocitos e eosindfilos (ANDEREG & PASSOS, 1997). A
identificacdo de morulas nos esfregacos sanguineos ¢ dificil, sendo encontradas apenas nas
duas primeiras semanas da infecgdo e em pequenas quantidades (BREITSCHWERDT,
1997), devido a baixa parasitemia e a porcentagem de células infectadas raramente
ultrapassarem 1%. A observagdo de E. canis nos leucocitos ¢ mais freqiliente na fase aguda
da doenca (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Apesar disso, ¢ um método que ndo requer equipamentos sofisticados para a sua
realizagdao. Necessita-se apenas de um microscopio Optico para a leitura dos esfregagos,
sendo assim realizdvel na propria clinica ou consultério veterinario (ANDEREG &

PASSOS, 1999).

2.2.10.2 Punc¢ao de medula 6ssea

A técnica de puncdo de medula 6ssea pode ser considerada um método em potencial
para o diagnostico da fase aguda da infecg¢ao por E. canis. Como ha prolifera¢ao de células
megacariociticas e da série mieléide na medula 6ssea, pode-se realizar este exame, no qual
o material devera ser obtido através de bidpsia da medula dssea, feita no angulo externo do
ileo ou no esterno, tendo-se o cuidado de ndo contaminar a amostra com sangue. O exame
devera ser feito no maximo uma hora ap6s a colheita da amostra, e durante esse intervalo, o
material devera permanecer em um frasco com uma gota de EDTA a 10% (ANDEREG &
PASSOS, 1999).

Experimentalmente, a E. canis foi detectada através de pun¢do em medula dssea de
caes. Os cdes foram inoculados com uma amostra brasileira de E. canis, isolada em
Jaboticabal (SP), objetivando sua multiplicagdo para posterior estabelecimento de cultivos
in vitro. Os animais foram monitorados por esfregagcos sanguineos a cada 3 dias e pungdes
de medula 6ssea semanais apds a infecgdo (PI). O parasita foi primeiramente detectado em
esfregacos sanguineos 13 dias PI, ndo sendo mais visualizado a partir do dia 17 PL
Entretanto, no dia 23 PI, varias formas em multiplicagdo foram visualizadas em material de

punc¢ao de medula, em laminas coradas pelo Giemsa (MOREIRA et al., 2001).
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2.2.10.3 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (IFT)

A TFI é uma técnica sensivel (SHERDING, 1998), detectando anticorpos anti-E.
canis a partir do 7° dia apos a infeccdo, sendo a mais utilizada atualmente no diagndstico da
erliquiose canina (ANDEREG & PASSOS, 1999). E uma técnica muito especifica
(VIGNARD-ROSEZ et al.,, 2001), entretanto, segundo Waner et al. (2000b), requer
equipamentos caros e pessoal treinado.

A TFI ¢ utilizada desde 1972, sendo aplicavel tanto para estudos de infecgdes
experimentais como para estudos epidemioldgicos de campo. Os antigenos utilizados
geralmente sdo procedentes de cultivo de células infectadas com E. canis. Os soros que
apresentam reacdo em diluicdo igual ou maior a 1:10 podem ser considerados como
positivos, porém titulos de 20 a 80 sdo considerados relativamente baixos. Resultados
falso-negativos podem ocorrer se o antigeno ndo for de boa qualidade ou se o técnico for
inexperiente, e resultados falso-positivos podem ser observados se a amostra de soro estiver
contaminada por bactérias (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Nos exames de IFI, de acordo com Munhoz & Babo (1998), pode ocorrer uma
reatividade cruzada antigénica significativa entre as varias espécies de Ehrlichia, mas
consideravelmente ha reacdo cruzada sorolégica e limitada entre E. canis € muitos
patogenos caninos nao erliquiais comuns. Os titulos podem ndo ser detectaveis em duas a
trés semanas pos-inoculagdo. Como no caso de outras doengas infecciosas, os titulos altos
ndo conferem protecdo contra reinfeccdo e podem persistir por 9 a 12 meses (SHERDING,
1998).

Nas reagdes cruzadas observadas com outros patogenos, o titulo de IgG é sempre
maior para a espécie que causa a infec¢ao. A reagdo cruzada entre a E. canis € a E. platys
ndo € um problema significativo. Foi demonstrado que a reacdo cruzada entre a E. canis e a
E. risticii ¢ minima, e que os titulos da IFI eram pelo menos oito vezes maiores para a
espécie responsavel pela infec¢do. Na IFI ocorre uma forte reacdo cruzada entre as espécies
E. canis e a E. chaffeensis, impossibilitando a diferenciagao entre as duas espécies atraveés
desta técnica. Reagdo cruzada entre a E. canis e a Cowdria rumminantium ja foi descrita e,

por isso deve-se tomar cuidado ao interpretar resultados de diagndstico sorologico de E.
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canis em regides onde ocorre a Cowdria rumminantium (Africa, India e Madagascar). Esta
doenca ainda ndo foi descrita no Brasil. E possivel utilizar C. rumminantium como antigeno
na pesquisa de anticorpos anti-E. canis, minimizando o problema de diminuicdo da
viruléncia da E.canis devido a passagens sucessivas em cultura de monocitos. Ha relatos de
que soros de caes infectados experimentalmente com E. canis reagem tanto com antigenos
de E. canis como com os de C. rumminantium, entretanto o soro de animais infectados com
C. rumminantium tem titulos quatro a cinco vezes maiores frente a antigenos de C.
rumminantium. Com a IFI ndo ¢é possivel identificar em qual fase da infeccdo o animal se
encontra. Um titulo positivo demonstra somente que o animal foi exposto ao agente em

algum momento (ANDEREG & PASSOS, 1999).

2.2.10.4 Western Immunoblotting (WI)

O Western Immunoblotting ¢ quase tdo sensivel quanto a IFI no diagnostico da E.
canis, ¢ tem a grande vantagem da objetividade da leitura. Porém é uma técnica cara,
consome mais tempo e necessita de uma tecnologia mais avancada do que a IFI
(ANDEREG & PASSOS, 1999).

O WI identificou anticorpos anti-E. canis a partir do 4° dia apds a infec¢do. A
intensidade da reagdo foi maxima entre os dias 10 e 14 apos a infec¢do. Utilizando-se esta
técnica, foi observado que o soro anti-E. canis reage fortemente com as regioes
imunodominantes 25 e 32 kDa do antigeno de C. rumminantium, enquanto que soro anti- C.
rumminantium reage fracamente com a regido imunodominante 27 kDa do antigeno da E.
canis, o que demonstra que os antigenos t€ém epitopos semelhantes (ANDEREG &
PASSOS, 1999).

Foi constatado que pode ocorrer reagao cruzada de E. canis com E. equi no WI, nao
sendo, portanto, confidvel para confirmacdo de infec¢do por E. equi. Além disso, foi
observado que, com base na andlise do WI para E. canis e E. equi, o teste de

imunofluorescéncia indireta ndo é especifico, podendo ocorrer muitos falso-negativos

(SUKSAWAT et al., 2000).
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2.2.10.5 Kits de diagndstico

Existem kits comerciais para o diagnostico da erliquiose canina que se baseiam no
principio do dot-blot-ELISA (Dot-Blot Enzyme Linked-Immunoassay). Este teste € tdo
sensivel e especifico quanto a IFI para a detec¢do de anticorpos no soro. Os resultados sdo
de fécil leitura por pessoal ndo treinado e proporcionam um registro permanente. O kit
Immunocomb (BIOGAL), é capaz de determinar anticorpos do tipo IgG especificos para o
parasito. O teste pode ser realizado com sangue total ou soro, ¢ de facil execucao, rapido, e
a leitura ¢ direta, observando-se a coloragao final da reacao. No mercado brasileiro esses
kits ainda ndo sdo produzidos, porém ja sdo importados e largamente empregados em Israel,
nos Estados Unidos ¢ em alguns paises da Europa (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Este teste ¢ muito Util no monitoramento dos niveis de anticorpos, principalmente
nas fases subclinica e cronica, onde ¢ muito dificil o encontro da E. canis em esfregaco
sanguineo. E também util no monitoramento dos niveis de anticorpos pés-tratamento
(VIGNARD-ROSEZ et al., 2001).

Um trabalho feito por Waner et al. (2000b), comparou o teste de
imunofluorescéncia indireta e o kit ELISA, e concluiu-se que ambos sdo igualmente

sensiveis na detec¢do de anticorpos IgG contra E. canis.

2.2.10.6 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ uma técnica sensivel (VIGNARD-
ROSEZ et al., 2001) e especifica para a deteccdo de pequenas quantidades de E. canis,
podendo ser empregada no diagnostico a partir de amostras de necropsia e de material de
bidpsia, possibilitando desse modo um levantamento da doenga (LEGATZKI & JORGE,
2002). Com a utilizacdo dessa técnica foi possivel o isolamento de DNA de E. canis de
células mononucleadas de sangue e tecidos (pulmdes, baco, linfonodos, rins, cérebro e
olhos) de animais infectados. A principal vantagem da PCR ¢ que permite identificar a
espécie de erliquia causadora da infec¢do, o que nem sempre € possivel com outras

técnicas. Porém ¢ uma técnica cara e, para ser empregada no diagnostico de animais



52

suspeitos de serem portadores da E. canis, deve-se aumentar a sensibilidade da seqiiéncia
alvo de DNA (primers) (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Nos Estados Unidos, Mathew et al. (2000) desenvolveram um novo método de
PCR, usando primers de biotina especificos para E. canis (PCR-BP). Os resultados
mostraram que o teste ¢ sensivel para detec¢ao deste protozoario, sendo que os resultados
sdo obtidos mais rapidamente do que com o PCR convencional, sendo constatada a
infeccdo j& na primeira semana apds a exposi¢do ao parasita. Alves et al. (2002b)
desenvolveram dois novos primers brasileiros.

No Japao, foi feito um trabalho de detecgao do DNA de E. platys em Rhipicephalus
sanguineus coletados de caes (INOKUMA et al., 2000), sendo talvez a base para novas

pesquisas neste ramo.

2.2.10.7 Reisolamento da E. canis

O reisolamento da E. canis de células mononucleares do sangue e de tecidos ¢
considerado o teste mais sensivel para o diagnostico da erliquiose canina, sendo possivel
dois dias apos a infec¢do experimental. Porém essa técnica ¢ muito demorada, levando de
14 a 34 dias, tem alto custo e exige equipamento adequado para o cultivo celular. Devido a
sua alta sensibilidade, este é o teste de escolha para avaliar a eficiéncia de um
quimioterapico (ANDEREG & PASSOS, 1999).

O trabalho realizado por Sreekumar et al. (2000) concluiu que a cultura de
mondcitos de sangue periférico pode ser o diagnostico de eleicdo para animais portadores.
O crescimento do parasita ocorreu ap6s 10 dias, sendo confirmado através de sua
morfologia, coloragdo e crescimento caracteristicos na cultura, e através da

imunofluorescéncia indireta.
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2.2.11 Tratamento

Segundo Vignard-Rosez et al. (2001), o objetivo do tratamento é curar os animais
doentes e prevenir a manutengdo e a transmissdo da doenca pelos portadores
assintomaticos. Para tanto, existem varias drogas eficientes no combate a erliquiose canina,
dentre elas a tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina associada ou ndo ao dipropionato de
imidocarb, minociclina e cloranfenicol.

Destas drogas, a tetraciclina (22 mg/kg a cada 8 horas) e seus derivados doxiciclina
(25 mg/kg a cada 8 horas) e minociclina (20 mg/kg a cada 12 horas) sdo os mais
amplamente empregados. A duracdo da terapia ¢ tdo importante quanto a dosagem ou o
quimioterapico utilizado. O tratamento deve persistir por pelo menos 3 a 4 semanas nos
casos que respondem eficientemente, ou por periodos maiores que 8 semanas naqueles
animais que estdo na fase cronica da doenga (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Segundo Babo et al. (2001), o tratamento com oxitetraciclina injetavel de longa
acdo, na dosagem de 20 mg/kg, via intramuscular, a cada 72 horas, em 5 aplicagdes, foi
considerado eficaz em seu estudo.

A doxiciclina constitui a droga de elei¢do no tratamento da erliquiose em todas as
suas fases, pois ¢ bem absorvida e com rapidez quando administrada por via oral e sua
distribuicdo ¢ ampla pelo coracdo, rins, pulmdes, musculo (VIGNARD-ROSEZ et al.,
2001). A doxiciclina ¢ mais lipossoluvel e penetra nos tecidos e fluidos corporais melhor
que o cloridrato de tetraciclina e a oxitetraciclina. Esta droga deve ser empregada em
animais que apresentam afeccdes renais, pois sua elimina¢do da-se primariamente através
das fezes por vias ndo biliares, na forma ativa (ANDEREG & PASSOS, 1999).

Na literatura, existem varias indicacdes de dosagens e tempo de duracdo do
tratamento da erliquiose utilizando-se a doxiciclina. Recomenda-se na fase aguda a
dosagem de 5 mg/kg ao dia durante 7 a 10 dias, e nos casos cronicos 10 mg/kg ao dia por 7
a 21 dias. O tratamento pode durar de 3 a 4 semanas nos casos agudos, ¢ até 8 semanas nos
casos cronicos. Alguns autores recomendam prolongar o tratamento por mais de 6 semanas
nos casos de erliquiose subclinica, caso contrario existe a possibilidade da permanéncia do

agente no animal (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001). A doxiciclina mostrou-se eficiente no
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tratamento da erliquiose na fase aguda da infecg¢ao por E. platys e E. canis com os animais
apresentando uma melhora no 5° dia de tratamento. Ha demonstragdes de que a doxiciclina
ndo foi eficiente na eliminacdo da infec¢do causada pela E. chaffeensis (ANDEREG &
PASSOS, 1999).

O dipropionato de imidocarb (duas aplicagdes de 5 mg/kg com 14 dias de intervalo),
um parassimpaticomimético anticolinesterasico, ¢ altamente efetivo em cdes com erliquiose
refrataria e infec¢des mistas por Ehrlichia canis e Babesia canis (SHERDING, 1998). De
acordo com Andereg & Passos (1999), em infecgdes concomitantes por estes dois parasitos,
deve ser feita a associa¢ao entre doxiciclina ¢ imidocarb.

O cloranfenicol (50 mg/kg a cada 8 horas) pode ser utilizado principalmente em
filhotes com menos de 5 meses, para evitar o amarelamento do esmalte dos dentes com o
uso de tetraciclinas (QUINN, 1997). Porém, seu uso é questiondvel em caes com citopenia
(SHERDING, 1998).

Segundo Sherding (1998), outra droga que pode ser empregada no tratamento da
infeccdo causada pela E. canis ou da E. platys ¢é a enrofloxacina (5 mg/kg/dia). Caes
tratados com a enrofloxacina apresentaram uma melhora visivel, a semelhan¢a do que foi
observado com os caes tratados com doxiciclina (ANDEREG & PASSOS, 1999).
Entretanto, um trabalho realizado por Neer ef al. (1999) demonstrou que a enrofloxacina (5
ou 10 mg/kg, a cada 12 h, por 21 dias) ndo foi efetiva para infec¢do por E. canis induzida
experimentalmente.

Freqlientemente um tratamento de suporte deve ser fornecido ao animal (VINARD-
ROSEZ et al., 2001). Em alguns casos, ¢ necessaria a reposi¢do de fluidos através da
fluidoterapia endovenosa e transfusdes sanguineas, além de suplementos vitaminicos
(QUINN, 1997). A administra¢do de antinflamatérios como prednisolona (1 a 2 mg/kg a
cada 12 horas, nas duas primeiras semanas) ¢ nas proximas duas semanas uma terapia de
manutencdo; ou dexametasona em doses imunossupressoras ¢ benéfica nos casos em que a
trombocitopenia ¢ significativa (ANDEREG & PASSOS, 1999) .

A resposta a terapia ¢ avaliada através da melhoria das condi¢des do animal. Caes
na fase aguda, subclinica ou no inicio da fase cronica apresentam melhora visivel dentro de
24 a 48 horas apds o inicio do tratamento (BREITSCHWERDT, 1997). Esta melhora

clinica geralmente ¢ acompanhada por uma melhora do quadro hematoldgico. Com a
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eliminacdo do parasita ocorre um decréscimo da concentragdo de gamaglobulina
(ANDEREG & PASSOS, 1999).

O progndstico depende da fase em que se encontra o animal e do momento em que
foi iniciado o tratamento (SHERDING, 1998). Na fase aguda da doenca o progndstico ¢
favoravel quando o tratamento ¢ adequado. Ja4 na fase subclinica, o prognostico ¢ de
favoravel a reservado, ja que afeta cdes assintomaticos ou com risco de desenvolverem a
fase cronica da doenga. O prognostico da fase cronica ¢ de desfavoravel a grave nos caes
com hipoplasia ndo regenerativa da medula 6ssea. Quando o tratamento ¢ bem sucedido, o
animal elimina a E. canis e dentro de 9 a 12 meses os niveis de anticorpos declinam. Entao
o cdo torna-se novamente suscetivel a doenca, pois a imunidade protetora da erliquiose
canina depende claramente do estado de premunicdo. A persisténcia de altos titulos de
anticorpos apos o tratamento pode indicar uma resposta imune exacerbada ou uma falha no

tratamento (ANDEREG & PASSOS, 1999).

2.2.12 Prevencao

A prevencao da doenga tem um carater de suma importancia nos canis e nos locais
de grande concentracdo de animais, devendo ser feita principalmente através do controle de
carrapatos (SHERDING, 1998). Além disso, nos animais assintomaticos deve ser feito um
sistema de identificacdo soroldgica dos animais positivos (VIGNARD-ROSEZ et al.,
2001). Deve-se, segundo Andereg & Passos (1999), trata-los e 5 semanas apds, retesta-los
para confirmar que estdo negativos, antes de introduzi-los em areas livres.

Nas areas endémicas, quando houver fluxo de animais, recomenda-se o tratamento
com doxiciclina por um periodo de 1 més (VIGNARD-ROSEZ et al., 2001) ou a profilaxia
a longo prazo com tetraciclina (6,6 mg/kg/dia) ou a oxitetraciclina de longa acao (200
mg/kg IM duas vezes por semana) por periodos que abranjam pelo menos uma geragao de

carrapatos (BREITSCHWERDT, 1997). Conforme Sherding (1998), pode-se utilizar nas
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areas endémicas durante a estagdo de carrapatos, doses baixas de tetraciclina (3 mg/kg, VO,
cada 24 h) ou doxiciclina (1 a 2 mg/kg, VO, cada 24h).

Segundo Andereg & Passos (1999), os cdes utilizados como doadores de sangue
devem ser negativos para a E. canis em dois testes soroldgicos consecutivos feitos com
intervalo de 4 semanas.

Ainda ndo existem vacinas disponiveis no mercado para a preven¢do da erliquiose
canina (BREITSCHWERDT, 1997; ANDEREG & PASSOS, 1999; VIGNARD-ROSEZ et
al.,2001).

2.2.13 Erliquiose em Humanos

A erliquiose apresenta um importante potencial zoondtico, sendo o carrapato o vetor
deste e de outros patdgenos, caracterizado por sintomatologia inespecifica no homem
(LEGATZKI & JORGE, 2002). Segundo Buller ef al. (1999), 4 espécies podem infectar o
homem: E. chaffeensis, E. sennetsu, E. canis e E. ewingii. A erliquiose humana ¢ uma
doenca emergente caracterizada por febre, cefaléia, mal estar, mialgia, ndusea, exantema
(ZIKONOV & POTASMAN, 1999), trombocitopenia, leucopenia ¢ aumento de enzimas
hepaticas. A maioria dos pacientes tem historico de contato com carrapatos (ANDEREG &
PASSOS, 1999).

O primeiro registro de infeccdo humana ocorreu em 1987, e o agente foi
identificado com E. chaffeensis, causador da erliquiose humana (HARRUS et al., 1997
apud LEGATZKI & JORGE, 2002).

Em Israel, o primeiro caso de erliquiose em humanos foi de um homem de 52 anos,
que havia sido hospitalizado com febre, exantema difuso, artralgia e epididimite. A bidpsia
de pele revelou necrose de pequenos vasos, consistente com periarterite nodosa. A febre
rapidamente diminuiu apds o inicio do tratamento com ciprofloxacina (ZIKONOV &
POTASMAN, 1999). Segundo Pick et al. (2000), algumas formas de vasculite, em

humanos, podem estar associadas a infec¢ao por E. chaffeensis.



57

Segundo Quinn (1997), a infeccdo por E. canis ndo ¢ considerada um grande
problema de saude publica, pois a erliquiose humana nos Estados Unidos esta atribuida a E.
chaffeensis e ndo a E. canis como se achava anteriormente.

Na Califérnia, o estudo da prevaléncia de anticorpos para a erliquiose granulocitica
(Ehrlichia equi ou agente da erliquiose granulocitica humana) ¢ realizado em pumas e
outros vertebrados, a fim de indicar as regides geograficas de risco de erliquiose para
humanos. Foi realizado um trabalho com 47 pumas, de 1996 a 1998, obtendo-se uma
soroprevaléncia de 17% e uma positividade de 16% pelo método PCR (FOLEY et al.,
1999).

Provavelmente com o mesmo intuito, Waner et al. (1999) realizaram um trabalho
com chacais que vivem livres na natureza. A alta prevaléncia de anticorpos dos genogrupos
E. canis e E.phagocytophila deve ser levada em consideragdo, uma vez que ha
possibilidade dos chacais poderem ser transmissores desses protozodarios para caninos €
humanos.

Também foi encontrada uma alta prevaléncia de E. chaffeensis em coiotes de vida
livre em Oklahoma. De 21 coiotes testados através de PCR para E. canis, E. ewingii ¢ E.
chaffeensis, 15 (71%) foram positivos para E. chaffeensis. Portanto, esses caninos silvestres
devem desempenhar um papel importante na epidemiologia da erliquiose monocitica
humana (KOCAN et al., 2000).

Em 1991 foi descrito um caso de erliquiose humana nos Estados Unidos, no qual os
exames morfologicos das inclusdes intraleucdcitarias sugeriam que o agente causal era a E.
canis. O seqiienciamento de r-RNA indicou uma semelhanga de 98,7% entre o agente
causal isolado do paciente e a E. canis, e de 86,8% entre a E. risticci € oS exames
sorologicos, IFI, do paciente foram positivos para E. canis. Todos esses resultados
sugeriram que o agente causal era a E. canis, mas os resultados nao eram confirmatorios
(ANDEREG &PASSOS, 1999).

Virios trabalhos mostram a semelhanca entre as duas espécies de erliquias. Ao se
analisar a seqiiéncia de r-RNA das duas espécies observou-se uma semelhanca de 98,2%. A
E. canis, a E. chaffeensis e a E. ewingii pertencem ao mesmo grupo filogenético. Na reacao
de imunofluorescéncia observa-se uma forte reagdo cruzada entre E. canis e E. chaffeensis.

Como a E. chaffeensis ja foi isolada de cdes com erliquiose e como agente da erliquiose
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humana, o agente causal deste caso descrito em 1991 bem pode ser a E. chaffeensis
(ANDEREG & PASSOS, 1999).

Unver et al. (2001) realizaram um trabalho de comparacdo antigénica e molecular
de E. canis isolada de caes, carrapatos ¢ humanos na Venezuela. Foi constatado que a
seqliéncia genética 16S rRNA e o perfil antigénico deste parasita nas trés espécies
apresentaram-se idénticos, sugerindo que os caes servem de reservatorio e o R. sanguineus

serve como vetor para humanos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras:

Foram utilizadas amostras de sangue de animais da espécie canina submetidos a
atendimento clinico veterinario na cidade de Porto Alegre, RS, Brasil, no periodo de
novembro de 2001 a novembro de 2002.

As amostras de sangue analisadas para pesquisa de hemocitozoarios foram
provenientes de caninos atendidos no Hospital de Clinicas Veterindrias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS) ou amostras recebidas pelo laboratorio de
analises clinicas PETLAB oriundas de atendimentos domiciliares, consultorios, clinicas ou
hospitais veterinarios.

O célculo do tamanho da amostra foi determinado conforme Thrusfield (1986), para
uma expectativa de prevaléncia de 20%, com uma precisdo absoluta de 5% e com um nivel
de confianga de 95%.

Foram utilizados 250 caes, com alguma suspeita de hemoparasitose, seja pelo
historico, sintomatologia ou exame clinico. Os animais eram de diferentes racas e de ambos
os geéneros, sendo categorizados de acordo com a idade (obtida através de informagdes do
proprietario) em 2 grupos:

GRUPO I — constituido por 65 cdes com idade igual ou inferior a 1 ano, sendo 23
machos e 42 fémeas;

GRUPO II — constituido por 185 caes com mais de 1 ano de idade, sendo 83 machos
e 102 fémeas.

As amostras de sangue foram coletadas através de puncdo jugular ou cefélica, em
tubo estéril contendo o anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetracético), sendo
aquelas do HCV - UFRGS enviadas diretamente ao Laboratorio de Protozoologia. Das
amostras recebidas pelo PETLAB, eram confeccionados os esfregacos e, posteriormente

enviados ao Laboratorio de Protozoologia.
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3.2 Técnicas de Coloracao

O esfregago foi realizado até 12 horas ap6s a coleta, sendo que as amostras ficaram
armazenadas sob refrigeracdo. As laminas foram identificadas e guardadas em caixa de
madeira até o momento da analise.

Foram realizados esfregacos sanguineos, sendo confeccionadas duas laminas de
cada amostra e coradas uma pelo Método de Giemsa ¢ a outra com o kit Pandtico Rapido.
Posteriormente, as laminas foram examinadas na sua totalidade com objetiva de imersao
(1000X).

As confeccdes dos esfregacos, a partir da distensdo do sangue, foram realizadas
colocando-se uma pequena gota de sangue com a capilar de microhematocrito em uma das
extremidades de uma lamina de vidro limpa e desengordurada. A distensdo da gota foi feita
com o auxilio de outra lamina de vidro, com um angulo de 45°, avangando até a outra
extremidade da lamina base suavemente. Apos, foram secadas por agitacdo vigorosa
imediata ou com secador de cabelos, rapidamente, para que nido houvesse hemolise.

Posteriormente, as laminas foram coradas pelo Método de Giemsa e Panético Rapido.

3.2.1 Método de Giemsa

As laminas com esfregacos foram cobertas com alcool metilico por 3 minutos para
sua fixacdo. Apos, foram secadas com secador de cabelos, e entdo cobertas com solugdo
comercial de Giemsa. Transcorridos de 10 a 20 minutos, eram enxaguadas em agua
corrente ¢ novamente secadas para entdo serem analisadas no microscopio com 6leo de

imersdo em aumento de 1000 vezes.

3.2.2 Panético Rapido

Para esta coloracdo foi usado o kit comercial Pandtico Répido LB — Laborclin

Produtos para Laboratorios Ltda. O Panético Rapido LB baseia-se no principio de
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coloragdo hematoldgica estabelecida por Romanowsky, atuando em 15 segundos. A
extensdo hematologica ¢ submetida a acdo de um fixador e duas solu¢des corantes, por
meio de imersdes de 5 segundos cada, e ao final da Gltima imersdo encontra-se pronta para
a leitura. O reagente nimero 1 compde-se de uma solucdo de triarilmetano a 0,1%, o
numero 2 de uma solucao xanteno a 0,1%, ¢ o numero 3, uma solu¢do de tiazinas a 0,1%.
As extensOes sanguineas foram mergulhadas na solugdo 1, mantendo-se um movimento
continuo de cima para baixo ou para os lados durante 5 segundos (5 imersdes de 1 segundo
cada), escorrendo-se o excesso de liquido em papel absorvente antes de introduzi-la na
proxima cuba. Apds, as laminas foram submersas na solugdo 2 e 3 da mesma forma, e
sendo lavadas em dgua corrente apds a ultima. Secava-se com secador, para entdo serem
analisadas ao microscopio com objetiva de imersao, colocando-se sobre a distensdo corada
uma gota de nujol.

Macroscopicamente, a coloracdo deve apresentar uma tonalidade rosada e,
microscopicamente, as plaquetas devem se apresentar purpuras com um ponto em vermelho
visivel. Laminas muito vermelhas indicam acidez excessiva, ¢ muito azuladas, alcalinidade

excessiva.

3.3 Analise Estatistica

- O teste exato de Fisher' foi utilizado nas analises comparativas;

- O teste de McNemar! foi utilizado nos estudos pareados;

- A Odds Ratio' foi utilizada para medir a intensidade de associa¢do
entre as varidveis género e idade e a positividade;

- A Porcentagem de Concordancia' foi calculada para demonstrar o
relacionamento entre os 2 métodos de coloragdo no numero total de
amostras positivas (co-positividade) e negativas (co-negatividade),
segundo Araujo (1999) e Fialho (2002).

- A estatistica de Kappa (LANDIS & KOCH, 1977) foi utilizada para
medir a intensidade de associagdo entre as variaveis género ¢ idade e a

positividade.

! Graphpad Instat, Copyright©, 1990-1993, Graphpad Software, v2.04



4 RESULTADOS

4.1 Pesquisa de Hemocitozoarios

Através da analise das laminas de 250 animais, foram encontradas 45 positivas para
hemocitozoarios (Babesia spp ou FEhrlichia spp). A estimativa de ponto do wvalor
populacional da freqiiéncia foi de 18% e para um intervalo de confianca de 95%, usando-se
aproximacao normal variou entre 13,24% a 22,76%.

Na Tabela 1, observamos os resultados encontrados de acordo com a faixa etaria,
sendo que os caes com idade igual ou menor a 1 ano apresentaram 7 amostras positivas
para hemocitozoarios. E dos cdes com mais de 1 ano de idade, 38 apresentaram-se

positivos.

TABELA 1 — Freqiiéncia de hemocitozoarios em caninos, conforme a faixa etaria, na
cidade de Porto Alegre, RS, Brasil.

RESULTADO/ Grupo I Grupo 11
IDADE (21 ano) (> 1 ano) TOTAL
POSITIVOS 7 (3%) 38 (15%) 45 (18%)
NEGATIVOS 58 (23%) 147 (59%) 205 (82%)
TOTAL 65 (26%) 185 (74%) 250 (100%)

O Teste Exato de Fisher aplicado aos dados da Tabela 1, revelou ndao haver
diferenca significativa entre os resultados, nos caninos menores ou igual a 1 ano de idade e
naqueles maiores de 1 ano (p= 0,0919). Enquanto a Odds ratio calculada a partir dos dados
encontrados foi igual a 2,142.

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos nas andlises laboratoriais para

hemocitozodarios (Babesia spp e Ehrlichia spp), de acordo com a idade dos animais.
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FIGURA 1 — Resultados das analises laboratoriais de esfregacos sanguineos para pesquisa
de hemocitozoarios, conforme a faixa etaria.

Os resultados obtidos através da metodologia proposta em funcdo do género dos
animais estdo demonstrados na Tabela 2. Dos 106 machos analisados, 16 apresentaram
amostras com resultado positivo para hemocitozoarios; enquanto das 144 fémeas, 29 foram

positivas.

TABELA 2 — Resultados da pesquisa de hemocitozoarios em caninos de Porto Alegre, RS,
Brasil, de acordo com o género.

RESULTADO / GENERO MACHOS FEMEAS TOTAL
POSITIVOS 16 (6%) 29 (12%) 45 (18%)
NEGATIVOS 90 (36%) 115 (46%) 205 (82%)
TOTAL 106 (42%) 144 (58%) 250 (100%)

O Teste Exato de Fisher aplicado aos dados da Tabela 2 revelou nao haver diferenga
significativa entre os resultados, para machos e fémeas, dos dois grupos etarios estudados

(p=0,3231). A Odds ratio calculada a partir dos dados encontrados foi igual a 0,7050.
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A Figura 2 demonstra os resultados encontrados, com os dados agrupados em

funcao do género dos animais.
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FIGURA 2 — Resultado das amostras de esfregagos sanguineos para pesquisa de
hemocitozodarios, em caninos, de acordo com o género.

4.2 Pesquisa de Babesia spp

Considerando-se a freqiiéncia de Babesia spp, obteve-se das 250 amostras
analisadas, 25 positivas (10%), sendo que, para um intervalo de confianga de 95%, usando-
se aproximacao normal, variou entre 6,28 e 13,72%.

A Figura 3 apresenta um esfregaco sanguineo, corado pelo Método de Giemsa,

positivo para Babesia spp.
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Figura 3 — Lamina positiva para Babesia spp, corada pelo método de Giemsa

(aumento de 1000 x)

Na Tabela 3, observamos os resultados encontrados nos cdes do grupo I,
apresentando 3 amostras positivas para Babesia spp nos 65 exames realizados. E, das 185
amostras analisadas nos caes do grupo II, 22 apresentaram-se positivas, conforme dados

discriminados de acordo com a faixa etaria.

TABELA 3 — Resultados da pesquisa de Babesia spp, de acordo com a faixa etaria, em
caninos de Porto Alegre, RS, Brasil.

RESULTADO/ Grupo I Grupo 11

IDADE (21 ano) (>1 ano) TOTAL
POSITIVOS 3 (1%) 22 (9%) 25 (10%)
NEGATIVOS 62 (25%) 163 (65%) 225 (90%)

TOTAL 65 (26%) 185 (74%) 250 (100%)
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O Teste Exato de Fisher foi aplicado aos dados da Tabela 3, revelando nao haver
diferenca significativa nos resultados entre os animais com idade igual ou inferior a 1 ano e
mais de 1 ano de idade, em ambos os géneros (p= 0,1493). A Odds ratio calculada a partir

dos dados encontrados foi igual a 2,789.

A Figura 4 apresenta o resultado obtido na analise de esfregagos sanguineos para

pesquisa de Babesia spp, conforme a faixa etéria.
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FIGURA 4 — Freqiiéncia absoluta de Babesia spp em esfregacos sanguineos de
caninos, de acordo com a faixa etaria.

A Tabela 4 apresenta os resultados encontrados na pesquisa de Babesia spp em
caninos de acordo com o género. Dos 106 machos analisados, 12 apresentaram-se positivos

para Babesia spp. E, das 144 fémeas, 13 foram positivas para 0 mesmo parasita.



TABELA 4 — Resultados da pesquisa de Babesia sp,
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em caninos de

RESULTADO / ]

GENERO MACHOS FEMEAS TOTAL
POSITIVOS 12 (5%) 13 (5%) 25 (10%)
NEGATIVOS 94 (38%) 131 (52%) 225 (90%)
TOTAL 106 (43%) 144 (57%) 250 (100%)

O Teste de Fisher, aplicado aos dados da Tabela 4, revelou ndo haver diferenga

significativa em relagdo ao género dos dois grupos etérios estudados (p= 0,6704). A Odds

ratio calculada a partir dos dados encontrados para freqiiéncia de Babesia spp, em relagdo a

idade, foi igual a 2,789.

A Figura 5 apresenta o resultado da pesquisa de Babesia spp em esfregacos

sanguineos de caninos, de Porto Alegre, RS, Brasil, de acordo com o género.
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FIGURA 5 — Freqiiéncia absoluta de Babesia spp em esfregacos sanguineos,

conforme o género.
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4.3 Pesquisa de Ehlichia spp

Em relagdo a freqii€éncia de animais para Ehrlichia spp, dos 250 animais estudados,
a positividade foi de 20 (8%), variando de 4,64 a 11,36% para um intervalo de confianca de
95%, usando-se aproximag¢ao normal.

A Figura 6 apresenta um esfregago sanguineo, corado pelo Método Panoético

Répido, com um neutréfilo apresentado uma morula de Ehrlichia spp.

Figura 6 — Lamina positiva para Ehrlichia spp, corada com o Kif Pan6tico Rapido

(aumento de 1000 x)

Observamos, na Tabela 5, os resultados obtidos em animais com idade igual ou
inferior a 1 ano, apresentando 4 positivas para Ehrlichia spp nos 65 animais estudados. Das

185 amostras de caninos com idade superior a 1 ano, 16 apresentaram-se positivas.
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TABELA 5 — Resultados da analise de esfregacos sangiiineos para Ehrlichia spp, de acordo
com a faixa etaria, de caninos de Porto Alegre, RS, Brasil.

RESULTADO/ Grupo I Grupo 11

IDADE (21 ano) (>1 ano) TOTAL
POSITIVOS 4 (2%) 16 (6%) 20 (8%)
NEGATIVOS 61 (24%) 169 (68%) 230 (92%)
TOTAL 65 (26%) 185 (74%) 250 (100%)

Ao ser aplicado o Teste de Fisher nos resultados das Tabelas 5, constatou-se que
ndo houve diferenga significativa entre os resultados, dos animais com idade menor ou
igual a 1 ano e aqueles com mais de 1 ano de idade, de ambos os géneros (p= 0,6067). A
Odds ratio calculada a partir dos dados analisados para freqliéncia de Ehrlichia spp, de

acordo com a idade, foi igual a 1,444.

A Figura 7 apresenta o resultado da analise laboratorial de esfregacos sanguineos
para pesquisa de Ehrlichia spp, segundo a faixa etaria, de caninos de Porto Alegre, RS,

Brasil.
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FIGURA 7 — Resultados da pesquisa de Ehrlichia spp em esfregagos sanguineos de
caninos, de acordo com a faixa etaria.
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A Tabela 6 apresenta os resultados encontrados nas amostras dos 106 machos
analisados, com 4 positivos para FEhrlichia spp; enquanto que das 144 fémeas, 16
apresentaram-se positivas para este parasita, segundo dados expostos na Tabela 6 de acordo

com 0 género.

TABELA 6 - Resultados da andlise de esfregagos sanguineos de caninos para Ehrlichia
spp, conforme o género, em Porto Alegre, RS, Brasil.

RESULTADO / GENERO MACHOS FEMEAS TOTAL
POSITIVOS 4 (2%) 16 (6%) 20 (8%)
NEGATIVOS 102 (41%) 128 (51%) 230 (92%)
TOTAL 106 (42%) 144 (58%) 250 (100%)

Ao ser aplicado o Teste de Fisher nos resultados das Tabelas 6, foi constatado que
nao houve diferenca significativa entre os resultados, dos animais em relagcdo ao género (p=
0,0363). A Odds ratio calculada a partir dos dados analisados para freqiiéncia de Ehrlichia
spp, de acordo com o género, foi igual a 0,3137.

Na Figura 8 pode ser observado o nimero de animais positivos para Ehrlichia spp,

conforme o género.
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FIGURA 8 —Resultado da pesquisa de esfregacos sanguineos para pesquisa de Ehrlichia
spp, em caninos de acordo com o género.
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4.4 Técnicas de Coloracao

4.4.1 Babesia spp

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos através das coloragdes de Giemsa e

Panético Répido na pesquisa de Babesia spp, em caninos de Porto Alegre, RS, Brasil.

TABELA 7 — Comparacdo dos resultados da pesquisa de Babesia spp, com as coloragdes
Giemsa e Panético Rapido, em esfregagos sanguineos de caninos de Porto
Alegre, RS, Brasil.

TECNICAS Panético + Panético - TOTAL
Giemsa + 3 (1,2%) 18 (7,2%) 21 (8,4%)
Giemsa - 4 (1,6%) 225 (90%) 229 (91,6%)
TOTAL 7 (2,8%) 243 (97,2%) 250 (100%)

O Teste McNemar aplicado aos dados da Tabela 7 detectou uma diferenga
significativa entre as duas técnicas para um a = 5% (p = 0,0056 considerado significativo),
enquanto o valor Kappa calculado foi 0,18.

Segundo os dados da Tabela 7, a porcentagem de concordancia de resultados
positivos para Babesia spp, nas duas coloracdes, foi de 14,3%, e a porcentagem de
concordancia de resultados negativos foi de 98,2%, perfazendo uma porcentagem de
concordancia total de 91,2%.

Ainda de acordo com a Tabela 7, foram positivas 8,4% das amostras na coloragdo
de Giemsa, enquanto que o Panotico Répido detectou 2,8% de positividade. Do total de
amostras, 25 foram positivas em ambas as coloragdes, ou a0 menos em uma coloragao,
enquanto 229 (91,6%) foram negativas na coloracdo de Giemsa e 243 (97,2%) negativas no

Panético Répido.
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Também de acordo com a Tabela 7, encontraram-se 22 amostras ndo concordantes
quanto a negatividade e positividade, dos quais verificou-se que 18 foram positivos para
Giemsa e negativos para o Pandtico Rapido, sendo considerados falsos negativos, e 4
amostras foram negativas para Giemsa e positivas para o Panotico Rapido, sendo falsos
positivos, considerando-se a coloragdo de Giemsa como método padrao de coloragdao para

Babesia spp.

4.4.2 Ehrlichia spp

Na Tabela 8 pode-se observar os resultados obtidos, conforme a coloragao utilizada,

na pesquisa de Ehrlichia spp na totalidade das amostras analisadas.

TABELA 8 — Comparacao dos resultados da pesquisa de Ehrlichia spp, com as
coloracdes Giemsa e Pandtico Rapido, em esfregacos sanguineos de caninos de Porto
Alegre, RS, Brasil.

TECNICAS Pandtico + Panético - TOTAL
Giemsa + 0 (0%) 1 (0,4%) 1 (0,4%)
Giemsa - 19 (7,6%) 230 (92%) 249 (99,6%)
TOTAL 19 (7,6%) 231 (92,4%) 250 (100%)

O Teste McNemar aplicado aos dados da Tabela 8 detectou uma diferenga
significativa entre as duas técnicas para um o = 5% (p = 0,0001, considerado extremamente

significativo), enquanto o valor Kappa calculado foi zero.
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Segundo os dados da Tabela 8, a porcentagem de concordancia de resultados
positivos para Ehrlichia spp nas duas coloracdes foi de zero, e a porcentagem de
concordancia de resultados negativos foi de 92,3%, perfazendo uma porcentagem de
concordancia total de 92%.

Ainda segundo esta tabela, 0,4% das amostras foram positivas na coloragdo de
Giemsa enquanto que o Pandtico Réapido detectou 7,6% de positividade. Do total de
amostras, 20 (8%) foram positivas, sendo que 249 (99,6%) foram negativas na coloragdo de
Giemsa e 231 (92,4%) negativas no Panotico Rapido.

De acordo com a Tabela 8, também foram encontradas 20 (todas) amostras nao
concordantes quanto a negatividade e positividade, dos quais verificou-se que uma foi
positiva para Giemsa e negativa para o Panotico Répido, sendo considerado falso negativo,
e 19 amostras foram negativas para Giemsa e positivas para o Pandtico Rapido, sendo
falsos negativos, considerando-se o kit Pandtico Rapido como método padrao para a

coloracdo de Ehrlichia spp.



5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como um dos objetivos determinar as freqiiéncias de Babesia spp
e Ehrlichia spp em esfregagos sangiiineos de caninos com alguma sintomatologia de
hemoparasitose. A amostragem foi constituida por caninos, triados clinicamente no HCV e
em clinicas veterinarias particulares, com sinais clinicos de alguma enfermidade e suspeita
de hemoparasitose. De acordo com Seibert (1996), doencas concomitantes podem
potencializar o desenvolvimento de sinais clinicos da babesiose e erliquiose. Nao foi
possivel, entretanto, selecionar nesta pesquisa os animais de acordo com a sintomatologia.

Através da confecgdo de esfregacos sangiiineos corados pelo Método de Giemsa e
pelo Pandtico Rapido, foram analisadas 250 amostras, sendo 45 positivas (18%) para os
hemoparasitas Babesia spp ou Ehrlichia spp. Constatou-se, portanto, que a positividade em
caninos atendidos em clinicas veterinarias da cidade de Porto Alegre ¢ no HCV-UFRGS,
baseada nos dados encontrados, variou de 13 a 23%, em um intervalo de confian¢a de 95%.

Os resultados discordam daqueles encontrados no Hospital Veterinario da ULBRA,
em Canoas, RS, no periodo de 1999 a 2001, onde foram realizados 992 esfregacos
sanguineos, sendo 377 (38%) positivos para hemocitozoarios (QUEIROLO et al., 2002).
Por outro lado, foi constatada uma baixa incidéncia de hemoparasitas em caninos do
Batalhdo de Operagdes Especiais da Policia Militar do Distrito Federal. Dos 57 caes
analisados através de esfregaco de borda de orelha, foi encontrada apenas uma morula de
Ehrlichia (PALUDO, 2002).

A andlise dos resultados positivos para hemocitozoarios, conforme a Tabela 1, em
relagdo a idade, permitiu concluirmos que ndo houve diferenca significativa entre animais
menores ou igual a 1 ano de idade e maiores de 1 ano. Entretanto, os caninos com mais de 1
ano de idade apresentaram uma taxa de exposi¢do ao risco aproximadamente duas vezes
maior do que aqueles com idade igual ou menor a 1 ano. Isto pode ser comprovado até

mesmo pela amostragem, uma vez que o maior numero de amostras foi de caes com mais
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de 1 ano de idade. As amostras nao foram aleatérias, havendo maior suspeita clinica nesta
faixa etaria, e maior tempo de vida para exposi¢do ao risco de infec¢ao.

De acordo com a Tabela 2, observamos que nao houve diferenca significativa na
positividade para hemocitozoarios relacionada ao género dos animais, sendo que a taxa de
exposicao ao risco foi praticamente a mesma em ambos 0s géneros.

A freqiiéncia de Babesia spp neste estudo foi de 10% (25) das 250 amostras
analisadas, podendo variar de 6,28 a 13,72% (para um intervalo de confianca de 95%) nas
amostras de diferentes clinicas e hospitais estudados. A faixa etdria, como consta na Tabela
3, ndo teve relagdo com a positividade das amostras para Babesia spp. Porém, a taxa de
exposicdo ao risco dos animais maiores de 1 ano de idade foi superior aqueles com idade
igual ou menor a 1 ano.

Porém, segundo Guimaraes et al. (2002), a B. canis tem sido detectada com maior
prevaléncia em caes de até dois anos de idade do que em animais mais velhos. Trabalhos
constantes da literatura demonstram que, de forma geral, quanto mais novo o cdo, maior a
suscetibilidade a infec¢do por este protozodrio.

Em relagdo aos dados da Tabela 4, referente ao género dos caes, ndo houve relagdo
significativa nos animais analisados para a babesiose. Também nao houve diferenga na taxa
de exposi¢do ao risco para machos e fémeas deste hemoparasita. Dados encontrados na
literatura confirmam que, em estudos anteriormente realizados, ndo ha diferenca
significativa de positividade em relagdo ao género (GUIMARAES et al., 2002).

Os valores da freqiiéncia de babesiose encontrados sdo inferiores ao levantamento
epidemioldgico feito por Almeida ef al. (2002) no Rio de Janeiro, no periodo de abril de
2000 a junho de 2001. De um total de 312 amostras de caninos, 46,47% apresentaram-se
positivas para Babesia spp.

Em Belo Horizonte, em uma pesquisa de 194 fichas de caninos suspeitos de
hemoparasitose do Hospital Veterinario da UFMG, de 1998 a 2001, 61 amostras (42%) de
esfregacos sanguineos foram positivas para B. canis (BASTOS et al., 2002). Outros estudos
soroepidemiologicos realizados em Minas Gerais apontam prevaléncia de cdes positivos
para a B. canis que varia entre 34,1% e 66,9% (GUIMARAES et al., 2002).

Um estudo realizado por Pontevedra (2000) também apresentou um elevado indice

de positividade para Babesia spp. Dos 79 esfregagos sanguineos da ponta da orelha corados
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com Diff-Quick, 52 (66%) foram positivos, sendo o maior nimero destes animais (72%)
com idade superior a 2 anos. Apesar de ndo ter havido diferenca significativa em relacdo a
faixa etaria neste trabalho, hd concordancia pelo fato de haver maior numero de amostras
com mais de 1 ano de idade.

Nossos valores podem ter sido inferiores aos encontrados em outros trabalhos
devido a baixa parasitemia caracteristica da Babesia canis, encontrada apenas na fase aguda
da doenca (NEVES, 2000). Além disso, as amostras ndo sdo de origem capilar, o que
aumentaria a oportunidade de visualizagdo de hemdcias parasitadas, de acordo com
Taboada (1998). As amostras de sangue foram coletadas das veias cefalica ou jugular
devido a rotina do HCV-UFRGS e da maioria das clinicas, que muitas vezes utilizam a
mesma amostra, em outros laboratorios, para hemograma ou outros exames bioquimicos.
Guimaraes et al. (2002) citam que, como o hemograma ¢ preparado com sangue venoso, a
oportunidade de encontrar a B. canis ¢ extremamente reduzida.

Silva ef al. (2001) realizaram esfregagos sanguineos de 22 caes de Barra Mansa, RJ,
observando 2 animais positivos para Babesia spp e 2 para Ehrlichia spp. Na cidade de
Salvador, BA, a prevaléncia de positividade para babesiose foi de 2,5% em 1568 fichas
analisadas, nos anos de 1998 a 2001 (BAVIA et al., 2002).

Em esfregacos sanguineos de 250 caninos, de 7 municipios do Rio de Janeiro
analisados, apenas 5,2% apresentaram-se positivos para B. canis, ¢ 4,8% para E. canis,
tendo ocorrido algumas infecgdes concomitantes por Hepatozoon canis. Destas mesmas
amostras, 205 foram avaliadas pelo método de imunofluorescéncia indireta para detecgao
de anticorpos anti-Babesia canis, encontrando-se 41,1% positivas, com titulos superiores a
1:40 (O’'DWYER, 2000).

Os valores encontrados em amostras de esfregagos sanguineos podem ser inferiores
aos encontrados através de outras técnicas de diagndstico, como mostra o trabalho de
O’dwyer (2000), pois em infec¢des subagudas ou cronicas, a parasitemia ¢ muito baixa, € o
diagnostico deve ser realizado através de provas sorologicas (NEVES, 2000).

Infec¢des concomitantes nao foram encontradas no presente estudo, assim como no
trabalho realizado por Seibert (1996), discordando de Andereg & Passos (1999) e
Breitschwerdt (1997), entre outros autores que citam que o parasitismo concomitante entre

hemoparasitas ¢ comum. Em um relato de caso, foram visualizados o aparecimento
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simultdneo de Ehrlichia canis e Hepatozoon canis em um mesmo mondcito, além da
visualizagdo de Babesia sp na mesma amostra de um canino procedente de Seropédica, RJ
(XAVIER et al., 2002).

A positividade das amostras para Ehrlichia spp foi de 8% (20) do total de 250
caninos estudados, podendo variar nos estabelecimentos estudados de 4,64 a 11,36%,
concordando com Seibert (1996), que encontrou 10,37% de positividade em um trabalho
realizado no mesmo laboratério.

De acordo com a analise da Tabela 5, ndo foi constatada diferenca significativa em
relagdo a faixa etaria dos caninos positivos para Ehrlichia spp, mas 0s animais com mais de
1 ano de idade apresentaram uma taxa de exposi¢do ao risco de 50% a mais em relagdo
aqueles com idade igual ou menor a 1 ano. Entretanto, Seibert (1996) desenvolveu seu
trabalho apenas com animais de até 1 ano de idade, pois justifica que animais jovens tém
maior probabilidade de desenvolver sinais clinicos e mais severos que adultos, sendo que
dos 14 caes positivos, 9 tinham até 6 meses e 5 tinham de 9 a 15 meses.

Os dados da Tabela 6, relacionados ao género dos caninos estudados para
erliquiose, ao serem analisados, demonstram que nao houve relagdo entre a positividade
para machos e fémeas, mas apesar da taxa de exposi¢dao ao risco destes dois grupos ser a
mesma, as fémeas infectaram-se mais que os machos. Esses resultados concordam com os
dados de Seibert (1996), que ndo encontrou diferenca significativa relacionada ao género
(57% de machos e 42% de fémeas).

Masona et al. (2001), na Australia, testaram 316 soros de caninos através de
imunofluorescéncia indireta para erliquiose canina, obtendo apenas 7 amostras positivas.
Destas 7 amostras, foi realizada a PCR em 6 amostras, resultando todas negativas, e 3
amostras foram inoculadas em camundongos, que também ndo apresentaram anticorpos
anti-E. canis, nem sinais clinicos da doenca. Concluiu-se, portanto, que aquela regiao
encontra-se praticamente livre deste parasita.

Ja na Venezuela, 11 caninos foram avaliados através de imunofluorescéncia
indireta, sendo que 6 (54%) foram considerados positivos para Ehrlichia spp (PEREZ et
al., 1997).

Alves et al. (2002) compararam as técnicas de esfregaco sanguineo ¢ PCR para o

diagnostico de E. canis. Dos 30 cdes com suspeita clinica de erliquiose, apenas 1 foi
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positivo no esfregago sanguineo, enquanto 9 foram positivos através do PCR. Concluiu-se
que o diagndstico ndo ¢ muito preciso pelo método de esfregaco sanguineo, pois o parasito
nem sempre ¢ visualizado devido a constante flutuacdo da parasitemia e a baixa
percentagem de células infectadas, raramente ultrapassando 1%.

O numero de animais positivos para erliquiose canina encontrado poderia ser
inferior ao niumero de casos reais, se levarmos em consideracao a média de vida (cerca de
10h) de um neutréfilo na circulagdo sanguinea, segundo Seibert (1996), além dissso, o
método diagnostico usado e o fato de alguns animais apresentarem leucopenia, dificultando
a visualizagdo de células positivas, poderia influenciar nos resultados obtidos.

A comparagdo das coloragdes de Giemsa e Panotico Rapido foi relacionada a
positividade para Babesia spp e Ehrlichia spp. Conforme a Tabela 7, dos 25 esfregacos
sanguineos positivos para Babesia spp, 18 foram corados pelo Giemsa, 4 pelo Pandtico
Rapido e 3 com os dois corantes. Na andlise destes dados, constatou-se que o corante
Giemsa ¢ o mais indicado para a confirmagdo de babesiose canina.

Na Tabela 8, observamos que das 20 amostras positivas para Ehrlichia spp, 19
foram coradas com o Pandtico Répido e apenas uma amostra positiva foi corada com
Giemsa, nao havendo nenhuma positiva com as duas coloragdes. O fato das amostras
coradas com técnicas diferentes ndo terem sido concordantes pode dever-se a baixa
parasitemia das amostras, ndo sendo visualizadas Ehrlichia spp em ambas as laminas.

Em um trabalho realizado no Rio de Janeiro, no municipio de Goytacazes, foram
encontrados valores superiores aos nossos. Foram analisadas 312 amostras de esfregacos
sanguineos corados pelo método Pandtico Réapido, sendo encontrado um total de 46,47% de
amostras positivas para Babesia spp (ALMEIDA et al., 2001), discordando do presente
estudo que encontrou poucas amostras positivas para Babesia spp pelo método Panoético
Rapido.

O estudo realizado por Cardoso & Serra-Freire (2001) no Rio de Janeiro, através de
esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa, apresentou dos 53 cdes capturados no
municipio de Teresdpolis, uma prevaléncia de 20,75% para Babesia canis; enquanto no
municipio de Silva Jardim foram encontrados 24,70% de amostras positivas dos 85 caes

analisados.
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Os resultados obtidos neste estudo e a revisdo apresentada demonstram a
importancia do esfregaco sanguineo ainda hoje na rotina da clinica de pequenos animais,
quando ndo se dispde de um método mais avangado. Além de obtermos um resultado
rapido, devido a simplicidade do método, pode ser feito na préopria clinica a baixos custos, a
fim de se obter um diagndstico imediato para se iniciar o tratamento especifico mais

adequado.



6 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos através da analise laboratorial de esfregagos
sangiiineos, de caninos com alguma suspeita clinica, atendidos em Porto Alegre, RS,

podemos concluir:

e que as infecgdes por Babesia spp e Ehrlichia spp estdo presentes na rotina de

clinicas e laboratérios, com um percentual significativo;

e que a coloragdo de elei¢do para o diagnostico de babesiose canina deve ser

realizada com o corante de Giemsa;

e que o kit Panotico Réapido é o método de eleicdo para corar os esfregacos

sanguineos suspeitos de erliquiose canina;

e na pesquisa de Babesia spp, de acordo com o valor Kappa calculado, houve uma

concordancia fraca entre as duas coloracoes;

e na pesquisa de Ehrlichia spp, de acordo com o valor Kappa calculado, houve

uma rara probabilidade de concordancia entre as duas coloragdes;

e o0 uso das duas técnicas de coloragdo em uma mesma amostra aumenta a

confiabilidade dos resultados.
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