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Feche a porta, mude o disco, limpe a casa, sacuda a poeira.

Deixe de ser quem era, e se transforme em quem é.

Torna-te uma pessoa melhor e assegura-te de que sabes bem quem és tu
proprio.

E lembra-te: Tudo o que chega, chega sempre por alguma razao.

Fernando Pessoa
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RESUMO

Ehrlichia canis, bactéria Gram negativa, intracelular obrigatdria, causa a
erliquiose monocitica canina (EMC), doenga infecciosa transmitida pelo
carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus. Na EMC as manifesta¢des clinicas
sdo inespecificas e multissistémicas, podendo apresentar trés formas: aguda,
subclinica e crénica. O diagndstico clinico da EMC ¢ dificil e os sinais clinicos
sdo facilmente confundiveis com outras doengas infecciosas. Este estudo
observacional de corte transversal teve como objetivos determinar a frequéncia
de caes soropositivos para E. canis, por meio da reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI > 1:80), e correlacionar o status sorologico com algumas variaveis
epidemioldgicas, bem como, avaliar a interferéncia da soropositividade sobre os
parametros hematolégicos. Foram analisadas amostras de sangue de 161 caes, de
ambos os sexos, e diferentes ragas e idades, atendidos em clinica veterinaria
particular e no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
independente do que tenha motivado a consulta. Essas amostras foram coletadas
no periodo de setembro de 2011 a marco de 2012. Em todas as amostras de
sangue foi realizado hemograma completo, plaquetometria e pesquisa de
morulas de E. canis em concentrado leucocitario (“capa de leucdcitos™). A
associagdo entre as variaveis epidemiologicas ¢ a soropositividade para E. canis
foi realizada por meio da analise multipla de regressdo logistica. Para a analise
estatistica, inicialmente foi aplicado o teste de normalidade de Kolgomorov-
smirnov nos resultados do hemograma completo e depois de verificada auséncia
de normalidade dos dados, aplicou-se o teste de Mann-whitney nessas varidveis
entre caes soropositivos e soronegativos. A associagdo entre os sinais clinicos e
a soropositividade foi avaliada por meio de um modelo multiplo de regressdo
logistica, e determinada a Odds Ratio (OR). A frequéncia média global de caes
soropositivos para E. canis foi 23,6% (38/161), e 1,9% (3/161) dos animais
apresentaram moérulas compativeis com E.canis. Variaveis epidemioldgicas
como sexo, idade, raca, local e forma de criacdo dos cées, ndo apresentaram
associagdo significativa (p>0,05) com a soropositividade para E. canis. Em
relagdo ao eritrograma e plaquetometria, caes soropositivos e soronegativos para
E. canis, ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05) para os valores
medianos de hemacias (5,66 x 10%/mm” ¢ 6,11 x 10®/mm”), hematécrito (33,2% e
40,3%), hemoglobina (13 g/dL e 13,9 g/dL) e plaquetas (169 x 10°/mm”’ ¢ 181 x
10°/mm?), respectivamente. Resultado similar foi observado em relagio ao
leucograma, entre cdes soropositivos e soronegativos, para os valores medianos
de leucocitos (13,0 mil/mm’ e 11,6 mil/mm’), linfocitos (28,5 mil/mm’ e 28,0
mil/mm®) e mondcitos (3,5 mil/mm® e 3,0 mil/mm’), respectivamente. Para os
cdes soropositivos, os cinco sinais clinicos mais observados foram: prostragao
(18,4%), alteragdes pulmonares (18,4%), hiporexia (15,8%), emagrecimento
(10,5%) e desidratagdo (10,5%). Porém, prostragdo foi o Unico sinal clinico que



apresentou associagdo com a soropositividade para E. canis (p= 0,02; OR=
3,742; 1C 95%= 1,22-11,46). Inferéncias sorologicas deste estudo sugerem que a
exposicdo a infecg¢do por E. canis ¢ alta na popula¢do canina atendida em clinica
particular e no Hospital Veterinario da UFLA, predominando provavelmente a
fase subclinica (assintomatica) da erliquiose canina para os cdes SOropositivos.

Palavras-chave: Cées. Ehrlichia canis. Sorologia. Epidemiologia. Hemograma
completo.



ABSTRACT

Ehrlichia canis, gram negative bacterium, obligate intracellular, causes
canine monocytic ehrlichiosis (CME), an infectious disease transmitted by the
tick vector Rhipicephalus sanguineus. In the CME the clinical manifestations are
nonspecific and multisystemic, and may have three forms: acute, subclinical and
chronic. The clinical diagnosis of CME is difficult and the clinical symptoms are
easily confused with other infectious diseases. This cross-sectional observational
study had as objective to determine the frequency of seropositive dogs for E.
canis, by indirect immunofluorescence assay (RIFI > 1:80), and to correlate the
serological status with some epidemiological variables, as well as, to evaluate
the interference of seropositivity on the hematological parameters. The blood
samples were analyzed from 161 dogs, both sexes and different ages and races,
attended in particular veterinary clinic and in the Veterinary Hospital of Federal
University of Lavras (UFLA), regardless of what has motivated the query. These
samples were collected during april to december 2011. In all blood samples was
performed complete blood count, platelet count and morulae research of E. canis
leukocyte concentrate ("cover leukocyte"). The association between
epidemiological variables and seropositivity for E. canis was performed by
multiple logistic regression analysis. Statistical analysis was initially applied the
test of normality Kolgomorov-smirnov in the results of the complete blood
count and after verifying the absence of data normality, it was applied the Mann-
whitney in these variables between seropositive and seronegative dogs. The
association between clinical signs and seropositivity was evaluated using a
multiple logistic regression model, and determined the Odds Ratio (OR). The
overall average frequency of seropositive dogs for E. canis was 23.6% (38/161)
of which 1.9% (3/161) were consistent with E.canis morulae. Epidemiological
variables such as sex, age, race, place and manner of dogs creation showed no
significant association (p> 0.05) with seropositivity for E. Canis. In relation to
erythrogram and platelet count, dogs seropositive and seronegative for E. canis,
showed no significant differences (p> 0.05), and median values of erythrocytes
(5.66 x 10°mm’ and 6.11 x 10%mm®), hematocrit (33.2% and 40.3%),
hemoglobin (13 g/dl and 13.9 g/dL), and platelets (169 x 10’/mm’ and 181 x
10°/mm?), respectively. A similar result was observed in leukocyte count ratio,
between dogs seropositive and seronegative, and median values of leukocytes
(13.0 mil/mm’ and 11.6 mil/mm®), lymphocytes (28.5 mil/mm’ and 28.0
mil/mm*) and monocytes (3.5 mil/mm’ and 3.0 mil/mm’), respectively. In
seropositive dogs, the five most frequent clinical signs were: prostration
(18.4%), pulmonary disorders (18.4%), hyporexia (15.8%), weight loss (10.5%)
and dehydration (10.5 %). However, prostration was the only clinical sign that
was associated with seropositivity for E. canis (p= 0.02; OR= 3.742; IC 95%=
1.22-11.46). Serological inferences from this study suggest that exposure to



infection by E. canis is high in the canine population treated in private clinic and
in the Veterinary Hospital at UFLA, probably the subclinical stage
(asymptomatic) of canine ehrlichiosis in seropositive dogs.

Keywords: Dogs. Ehrlichia canis. Serology. Epidemiology. Complete blood
count.
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1 INTRODUCAO

Erliquiose monocitica canina (EMC), cujo agente etioloégico primario ¢
Ehrlichia canis (Rickettsiales: Anaplasmataceae), uma bactéria Gram negativa
intracelular obrigatoria, ¢ transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus
(DANTAS-TORRES, 2008). Reconhecida como uma das principais doengas
infecciosas que acometem os cdes em varias partes do mundo, a EMC desperta
um grande interesse veterinario e também de saude publica, pois além dos
aspectos relacionados a saide animal, recentemente foi reconhecida como
potencial agente zoonotico (PEREZ; RIKIHISA; WEN, 1996; PEREZ et al.,,
2006; STICH et al., 2008).

Também conhecida como pancitopenia tropical canina, a EMC
apresenta uma grande variedade de sinais clinicos e achados laboratoriais
inespecificos, em diferentes fases da doenga (aguda, subclinica ou cronica), tal
como febre, depressdo, dispneia, anorexia, linfoadenopatia, anemia, leucopenia,
trombocitopenia, hipergamaglobulinemia, petéquias, equimoses na pele, uveite
anterior e opacidade da cérnea (BREITSCHWERDT, 2004).

Os cées infectados com E. canis apresentam alteragdes clinicas,
hematologicas e bioquimicas bastante inespecificas, o que dificulta o
diagnéstico. Portanto, o diagnostico presuntivo deve ser firmado com base nos
sinais clinicos e nos exames laboratoriais. Porém, o diagnéstico conclusivo
depende da visualiza¢do de mérulas em mondcitos e linfocitos, da determinagao
de altos titulos de anticorpos anti-E. canis ou da detecgdo de DNA de E. canis
pela PCR (Reagdo em cadeia da polimerase) (AGUIRRE et al., 2004; SOUSA et
al., 2010; UENO et al., 2009; WANER et al., 2001).

O cultivo em célula da E. canis permitiu a utilizagdo da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), tanto na pesquisa como na titulagdo de

anticorpos anti-E. canis, sendo uma das técnicas sorologicas mais utilizadas no
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diagndstico e na pesquisa da EMC. A RIFI, descrita por Ristic e colaboradores
em 1972, é considerada, correntemente, como “padrdo ouro”, sendo utilizada
como referéncia para avaliagdo de outras técnicas sorologicas de diagnostico
(LOPEZ et al., 2007; WANER et al., 2001).

A possibilidade de ocorrer reagdo cruzada entre E. canis e E. chaffeensis
(RIKIHISA et al., 1992; WANER et al., 2001), associado a persisténcia de
titulos de anticorpos pods-tratamento, sdo limitagdes da RIFI, que podem
comprometer a interpretacdo do resultado soroldgico, sendo necessaria a
utilizacdo de outros testes mais especificos para a identificacdo do agente
etiologico, como por exemplo, a PCR (NEER et al., 2002).

Pouco ainda ¢ conhecido sobre a imunopatologia relacionada com a
infecgdo por E. canis (COHN, 2003). Alguns animais sdo assintomaticos e em
outros as manifestagdes clinicas sdo inespecificas e muitas vezes acometem
diferentes sistemas. As alteracdes hematoldgicas durante a infecgcdo sdo
destacadas por trombocitopenia e leucopenia (HARRUS; WANER, 2011;
UENO et al., 2009; WANER et al., 1997).

Considerada uma doenga cosmopolita, a EMC ¢ particularmente mais
prevalente em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a ocorréncia da
erliquiose canina vem aumentando expressivamente em varias regides e coincide
com a distribuicdo do carrapato vetor R. sanguineus, que se encontra
amplamente distribuido por diversas éareas urbanas no pais (LABRUNA;
PEREIRA, 2001).

Estudo sobre a ectofauna parasitaria em uma populagdo canina no
municipio de Lavras, Sul de Minas Gerais, demonstrou que o R. sanguineus
constitui o principal ectoparasito em cies urbanos domiciliados (GUIMARAES;
LIMA; ROCHA, 2011). Como esse carrapato ¢ o vetor bioldgico de E. canis,
supoe-se que a erliquiose seja uma doenga frequente na populagdo canina desse

municipio. Entretanto, embora seja indiscutivel a relevancia da EMC no ambito
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da clinica veterindria, ainda ndo had informagdes sobre a frequéncia de caes
infectados por E. canis provenientes da area urbana de Lavras.

Sendo assim, este estudo tem como objetivos determinar a frequéncia de
cées expostos a infec¢do por E. canis, e correlacionar o status soroldégico com
algumas variaveis epidemioldgicas e os pardmetros hematoldgicos, de caes
atendidos em clinica particular e no hospital veterinario da Universidade Federal

de Lavras (UFLA), Sul de Minas Gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da erliquiose canina

A erliquiose canina foi primeiramente relatada por Donatien e
Lestoquard, no Instituto Pasteur na Argélia, em 1935. Por meio da observagdo
de esfregacos sanguineos de cées febris e infestados por R. sanguineus, notou-se
a presenca de pequenos organismos semelhantes a Rickettsia no interior de
mondcitos, os quais foram nomeados como Rickettsia canis. No ano de 1945,
em homenagem ao famoso bacteriologista alemdo, Paul Ehrlich, Moshkovshi
renomeou para Ehrlichia canis.

A doenga foi reconhecida nos EUA em 1962 (LITTLE, 2010) e obteve
um significado importante durante a guerra do Vietna (1959-1975), sendo
responsavel pela morte de centenas de caes do exército americano (RIKIHISA et
al., 1992). No Brasil, E. canis é a espécie comum em caes, cujo primeiro relato

no pais foi realizado em Belo Horizonte, MG (COSTA et al., 1973).

2.2 Taxonomia

A classificagdo taxondmica dos parasitos era baseada nas caracteristicas
morfoldgicas, ecologicas, epidemioldgicas e clinicas. Porém, com as
dificuldades para um diagndstico especifico, baseado em parametros fenotipicos
e o desconhecimento de fatores bioldgicos de diferentes grupos de parasitos,
trabalhos tém sido conduzidos com a utilizagdo de técnicas moleculares e
analises filogenéticas para o diagndstico e classificacdo e/ou reclassificagcdo de
diferentes grupos.

A taxonomia do grupo das Ehrlichias foi modificada em 2001, e as

espécies de Ehrlichia, anteriormente classificadas como pertencentes a tribo



19

Ehrlichiae e a familia Rickettsiaceae, tal como os géneros Anaplasma e
Neorickettsia, foram reclassificadas para a familia Anaplasmataceae (DUMLER
etal., 2001).

As espécies de Ehrlichia por muito tempo foram diferenciadas pelo tipo
de célula parasitada, distribui¢do geografica e gravidade da doenga (SMITH et
al., 1976). As novas propostas de classificacdo para esse grupo t€m sido
realizadas levando em consideracdo as caracteristicas morfométricas e
biologicas das formas parasitarias, a especificidade pelo hospedeiro, local de
parasitismo, patogenicidade, periodos pré-patente e patente, ¢ modo de
transmissdao. Além disso, as caracteristicas genéticas também s3o consideradas,
sendo avaliadas as diferengas nucleotidicas nas sequéncias de genes bem
caracteristicos (genes codificantes para RNA ribossomal e proteinas estruturais e
funcionais) (DUMLER et al., 2001).

Esse hemoparasito, de acordo com a classificagdo proposta por Dumler
et al. (2001), baseada na andlise de sequéncias nucleotidicas dos genes 16S
rRNA, groESL e proteinas de superficie, pertence a ordem Rickettisiales, familia
Anaplasmataceae ¢ ao género Ehrlichia, onde estdo incluidas as espécies: E.

canis, E. chaffeensis, E. muris, E. ruminatium e E. ewingii.

2.3 Morfologia e biologia de Ehrlichia canis

Ehrlichia canis é o agente etioldgico da erliquiose monocitica canina
(EMC). A doenga tem esse nome devido ao tropismo de E. canis por mondcitos
e linfocitos, sendo a espécie que mais acomete os cdes (RIKIHISA, 1991;
STICH et al., 2008). Ehrlichia sp sdo bactérias Gram negativas pequenas (0,5 -
0,9um), intracelulares obrigatorias, apresentam forma cocoide ou pleomorficas e
podem infectar os animais ¢ o homem (HARRUS, 2002). Esses parasitos sao

encontrados em células do sistema monoécito macrofiagico do figado, baco e
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linfonodos, caracterizado como sendo o ponto inicial de sua multiplicagdo
(HARRUS et al., 1998).

Ehrlichia canis pode ser visualizada no citoplasma de células
mononucleares, em colonias denominadas de morulas intracitoplasmaticas (1-
2um). A proliferagdo da E. canis no hospedeiro se inicia com a aderéncia a
membrana plasmatica da célula e invaginamento da mesma. Apds penetrar na
célula hospedeira se localiza no interior do vacuolo onde se multiplica por
divisdo binaria, formando as inclusdes intracelulares denominadas morulas
(HARRUS et al., 1998; STICH et al., 2008).

Tem sido investigada a atividade metabdlica de espécies de Ehrlichia,
que parecem efetuar catabolismo aerdbico e assacarolitico, ou seja, ndo utilizam
glicose-6-fosfato ou glicose para produgdo de ATP. As espécies do género
Ehrlichia utilizam os aminoacidos glutamina ou o glutamato como fonte de

energia (RIKIHISA, 1991)

2.4 Mecanismo de transmissao

Ehrlichia canis tem como vetor bioldgico o carrapato R. sanguineus
(Acari: Ixodidae). Esse carrapato infecta-se ao ingerir sangue com leucocitos
parasitados por E. canis durante o repasto sanguineo, geralmente na segunda ou
terceira semana de infeccdo do cdo (fase aguda), quando existe um maior
numero de mondcitos e linfocitos infectados (RIKIHISA, 1991).

No carrapato, E. canis se multiplica nas células epiteliais do intestino,
hemocitos e na glandula salivar. Ocorre transmissdo transestadial, mas ndo
transovariana, sendo o cdo o principal reservatorio do agente. O parasito pode
ser transmitido para os cées por ninfas e adultos de R. sanguineus (GROVES et
al., 1975), e de forma intraestadial por machos adultos do carrapato (BREMER

et al., 2005). No momento do repasto sanguineo, o carrapato inocula E. canis
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juntamente com a saliva (AGUIAR et al.,, 2007; HARRUS et al.,, 199§;
RIKIHISA, 1991). O carrapato infectado pode transmitir E. canis por até cinco
meses apos adquirir a infeccdo (DAGNONE et al., 2001; DANTAS-TORRES,
2008; RIKIHISA, 1991).

2.5 Patogenia e aspectos imunologicos

Mecanismos inflamatérios e imunoldgicos estdo envolvidos na
patogenia da erliquiose canina (HARRUS; WANER; BARK, 1997). Estudos
realizados em cées infectados experimentalmente com E. canis reforcam a teoria
que a doenga possui um componente imunopatoloégico (CASTRO et al., 2004).

Contudo a imunopatogénese desse parasito ainda € pouco conhecida, e o
seu melhor entendimento contribui para o diagndstico, prognostico, prevencao e
controle (HARRUS; WANER, 2011; SHIPOV et al., 2008). Acredita-se que o
mecanismo de resposta predominante ¢ T-dependente e com alta secrecdo de
INF-y. Em c8es infectados experimentalmente com E. canis observa-se
anticorpos especificos das classes IgM e IgA quatro a sete dias apds a infecgdo
(DAI) e 1gG, 15 DAI (WANER et al., 2001). Algumas manifestagdes clinicas da
erliquiose canina também sdo mediadas por imunocomplexos (HARRUS et al.,
2001).

Os monécitos e macrofagos sdo importantes células do sistema
imunoldgico com fung¢des relacionadas a fagocitose, apresentacdo de antigenos a
células do sistema imune adaptativo, producdo de citocinas pré-inflamatorias,
remodelacdo tecidual, entre outras (WERMELING; KARLSSON; McGAHA,
2009). Ehrlichia canis compromete a resposta de defesa do organismo, entre
outros fatores, pela infecgdo nas células fagociticas mononucleares (KAKOMA;
CARSON; RISTIC, 1980), um importante mecanismo de escape imunoldgico

que ainda ndo estd bem esclarecido.
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Os mecanismos seguintes a penetracdo da célula hospedeira sdo
responsaveis pela mudanca no ambiente humoral e celular. Imunofenotipagem
de se¢des dos linfonodos e bago revelaram alteragdes nas populagdes de células
CD3+ e CD8+, além de aumento das concentragdes de IgG e IgM em cies
infectados com E. canis (CASTRO et al., 2004).

A manutengdo da fase aguda por E. canis mostrou uma queda dos
elementos celulares, com acentuada queda nas subpopula¢des de linfocitos T
CD4+, MHC II+ e CD45R+, situagdo que determina imunossupressdo pela
perda fisioldégica na habilidade de reconhecimento antigénico e ativacdo da
resposta imune adaptativa (HARRUS et al., 2003; MOREIRA, 2005).

A patogenia da erliquiose canina esta relacionada em grande parte a
intensa vasculite que pode ocorrer, € como consequéncia sdo observados nefrite
intersticial, inflamacdo perivascular no figado, com presenca de degeneragdo
hidropica, meningo-encefalite ndo supurativa, esplenomegalia e hiperplasia de
corddes medulares (CASTRO et al., 2004).

A anemia observada na EMC esta associada a supressdo da eritropoese
pela medula 6ssea, lise celular mediada pelo sistema complemento e efeito do
sistema fagocitico mononuclear (MOREIRA et al., 2003). A trombocitopenia,
achado corrente na infecg¢do por E. canis, deve-se ao consumo e destruigdo de
plaquetas, sequestro de plaquetas pelo bago, diminui¢do da producdo de
plaquetas em funcdo da hipoplasia da medula 6ssea (WOODY; HOSKINS,
1991) e produgdo de anticorpos antiplaquetas (GAUNT et al., 2010).

2.6 Diagndstico
O diagnostico pode constituir um desafio devido as diferentes fases da

erliquiose e multiplas manifestacdes clinicas, sendo suspeito quando o cao

apresentar historico compativel (vive ou viajou para area endémica e exposi¢ao
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prévia a carrapatos), sinais clinicos e caracteristicas hematologicas comuns na

doenga, e presenga de alteragdes bioquimicas (HARRUS; WANER, 2011).

2.6.1 Clinico

A EMC pode ser dividida em trés fases: aguda, subaguda e cronica.
ApoOs um periodo de incubagdo de 8 a 20 dias, E. canis multiplica-se em
linfocitos e mondcitos circulantes de linfonodos e de visceras (figado e bago),
induzindo linfoadenomegalia e hiperplasia linforreticular, e diversos sinais
sistémicos, iniciando a fase aguda da infec¢do. Na fase aguda, os sinais clinicos
sdo geralmente inespecificos, incluindo pirexia, anorexia, depressdo, letargia,
perda de peso, linfoadenomegalia, esplenomegalia, distarbios pulmonares e
alteracdes oculares como uveite anterior e opacidade da cornea
(BREITSCHWERDT, 2004).

As células infectadas por E. canis sdo carreadas por meio da circulagdo
sanguinea para diversos oOrgdos, principalmente pulmdes, rins e meninges, e
ocorre aderéncia ao endotélio vascular, causando vasculite e infeccdo tecidual
subendotelial. O consumo, o sequestro e a destrui¢do das plaquetas induzem a
trombocitopenia observada na fase aguda. A trombocitopenia ¢ comum, mas as
petéquias podem ndo estar evidentes e as diminui¢des de plaquetas em alguns
animais podem ser discretas. Vasculites e mecanismos imunomediados induzem
a trombocitopenia e tendéncias a hemorragia. Nessa fase, a contagem de
leucdcitos € variavel (leucocitose ou leucopenia), e a anemia, devido a supressao
da produc¢do de eritrdcitos e a destruicao acelerada dos mesmos, desenvolve-se
progressivamente (ALMOSNY, 2002; ETTINGER; FELDMAN, 2004). Os
sinais clinicos da fase aguda podem ser mais graves dependendo da viruléncia da

cepa de E. canis e parecem ser exacerbados na presenca de coinfecgdes com
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outros agentes também transmitidos por carrapatos, como riquétsias ou
protozoarios (GAL et al., 2007; UNVER et al., 2008).

A despeito da gravidade da fase aguda em alguns casos, incluindo até a
morte, varios cdes parecem tolerar bem a infec¢do por E. canis sem apresentar
sinais clinicos evidentes da doenca. Esses caes passam para a fase subclinica da
EMC na qual podem permanecer meses ou anos cronicamente infectados, sem
sinais evidentes da doenca. Nessa fase os cdes ndo apresentam sinais clinicos
proeminentes, embora o agente persista intracelularmente, ¢ podem apresentar
trombocitopenia branda, leucopenia e anemia. Devido a deposi¢do de
imunocomplexos, alguns cdes poderdo apresentar glomerulonefrite. Na fase
subclinica, os cdes imunocompetentes podem eliminar o agente e se
recuperarem, sem  desenvolverem a  fase crénica da EMC
(BREISTSCHWERDT, 2004; CODNER, 1986; HARRUS et al., 1998; WANER
et al., 1997).

Na fase cronica, os sinais clinicos sdo ausentes ou discretos em alguns
cdes, entretanto, graves em outros, que podem desenvolver uma forma
potencialmente fatal da EMC. Os achados clinicos podem variar de acordo com
os Orgdos predominantemente afetados: esplenomegalia, glomerulonefrite,
insuficiéncia renal, pneumonite interticial, uveite anterior e meningite associada
a ataxia cerebelar, depressdo, paresia, hiperestesia, anorexia e perda de peso.
Nessa fase pode ocorrer pancitopenia (BREITSCHWERDT, 2004; STICH et al.,
2008). Frequentemente, a trombocitopenia grave pode causar: epistaxes,
petéquias ou equimoses hemorragicas, melena e hematuria, hifema, hemorragia
da retina e uveite anterior (NEER; HARRUS, 2006).

As alteragdes hematoldgicas e bioquimicas observadas na EMC podem
variar de acordo com a fase da doenga. Na fase aguda, trombocitopenia,
pancitopenia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, hipergamaglobulinemia, e

aumentos discretos da alanino amino transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA)
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sdo frequentes (STICH et al., 2008). Nessa fase, a trombocitopenia geralmente é
acompanhada de uma anemia branda e uma reducdo discreta na contagem de
leucocitos, se comparado com os valores na pré-infecgdo (HARRUS; WANER,
2011). Na fase subclinica, uma trombocitopenia branda pode estar presente,
mesmo na auséncia de sinais clinicos. Ja na fase cronica, a trombocitopenia
geralmente ¢ grave e acompanhada de uma acentuada anemia e leucopenia
(HARRUS; WANER; BARK, 1997). Em um estudo retrospectivo de casos
letais em cdes diagnosticados com EMC na forma clinica cronica, foi relatado
marcada pancitopenia (devido a hipoplasia de medula Ossea), anorexia,
depressdo, grave tendéncia a sangramentos, hipoalbuminemia e aumento da

ALT (MYLONAKIS et al., 2004).

2.6.2 Laboratorial

Os caes infectados com E. canis apresentam alteragdes clinicas,
hematologicas e bioquimicas bastante inespecificas, e o diagnostico presuntivo
pode ser firmado com base nos sinais clinicos e nos exames laboratoriais.
Porém, sua confirmacdo (diagnostico conclusivo) depende da visualizagdo de
morulas em mondcitos e linfocitos, da determinacdo de altos titulos de
anticorpos anti-E. canis e/ou da deteccdo de DNA de E. canis pela PCR
(SOUSA et al., 2010).

2.6.2.1 Citoldgico

Nos cdes, E. canis forma inclusdes intracelulares denominadas de
morulas, que podem ser detectadas em mondcitos e linfocitos no sangue
periférico e em aspirados de nddulos linfaticos. Utilizando corantes de rotina, a

morula se apresenta como uma estrutura arredondada, formada por um conjunto
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de varios corpusculos corados em roxo, medindo de um a varios micrometros de
didmetro, dentro de um vactolo. Embora apresentando uma forma bem
caracteristica e de facil diagnostico, poucas morulas sdo ocasionalmente visiveis
microscopicamente na fase aguda da EMC, podendo gerar muitos resultados
falso-negativos, ja que sdo encontradas em apenas 4% dos casos positivos,
(HARRUS; WANER; BARK, 1997), ou apresentar valores bem baixos,
principalmente na fase subclinica (HARRUS; WANER, 2011). De acordo com
Waner (2008), na fase subclinica da ECM, E.canis esta provavelmente retida no
baco e desse modo ndo pode ser detectada na circulagao.

Assim, uma das formas de aumentar a eficacia do diagnéstico citologico
¢ proceder ao exame de 1000 campos microscopicos do concentrado leucocitario
(capa leucocitaria) ou de material obtido de aspirados da medula 6ssea corados
com Giemsa, que pode alcancar uma sensibilidade de 66% e 61%,
respectivamente, porque mais leucdcitos podem ser examinados na lamina.
Desse modo, o exame do concentrado leucocitario pode ser utilizado como
método de rotina para o diagndstico citologico da EMC, principalmente em cées
que ndo apresentam linfadenopatia periférica, pois nesses casos deve-se proceder
a pesquisa de moérula no material obtido por meio da pungdo aspirativa do

nddulo linfatico (MYLONAKIS et al., 2003).

2.6.2.2 Soroldgico

O diagnéstico da EMC ¢ geralmente baseado na sorologia, utilizando
testes como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ELISA e Western
imunoblotting (WANER et al, 2001), j4 que os aspectos clinicos e
clinicopatologicos sdo altamente inespecificos (SOUSA et al., 2010). No
entanto, em areas de alta endemicidade para EMC o diagndstico sorologico

positivo nao € conclusivo, ndo s6 por causa dos sinais clinicos inespecificos, mas
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devido ao fato dos cdes poderem manter altos titulos de anticorpos anti-E. canis
durante meses ou anos, mesmo apds um tratamento bem sucedido ou a
eliminacdo do agente pelo sistema imune do hospedeiro (BARTSCH; GREENE,
1996; HARRUS et al., 1998; NEER et al., 2002; WANER et al., 2001).

A RIFI para a pesquisa de anticorpos IgG anti-E. canis é considerada o
método sorologico “padrdo ouro” (“gold standard™), indicando exposigdo ao
agente (HARRUS; WANER, 2011). Na interpretacdo de um resultado de RIFI,
além do titulo de anticorpos anti-E. canis, deve-se levar em consideragdo os
sinais clinicos ¢ os parametros hematologicos sugestivos de EMC. Um cdo que
apresenta um titulo de anticorpos de IgG >64 ¢ sugestivo de exposigdo a E.
canis. Mas, cdo com titulo >256 e com sinais clinicos e parimetros
hematologicos sugestivos de EMC, pode ser considerado como diagnostico
conclusivo para EMC. Por outro lado, um provavel caso de EMC deve ser
considerado no caso de cdo com sinais clinicos sugestivos de EMC e um tnico
titulo na RIFI >64 ou 128 (WANER et al., 2001).

Uma das limitagdes da RIFI é que pode ocorrer reacdo cruzada entre
E.canis, E. ewingii e E. chaffeensis, e outras espécies de Ehrlichia, gerando
resultados falso-positivos. Por outro lado, na fase aguda da EMC, podem ocorrer
resultados falso-negativos quando os caes falham na producdo de anticorpos ou
encontram-se nos primeiros dias pos-infec¢gdo (CARDENAS et al., 2007; NEER
et al., 2002; WEN et al., 1997). Entretanto, ndo ocorre reacdo cruzada para
Anaplasma platys, agente etiolégico da trombocitopenia ciclica canina

(FRENCH; HARVEY, 1983).

2.7 Epidemiologia

Embora a EMC seja uma doenga cosmopolita, ¢ particularmente mais

prevalente em regides tropicais e subtropicais. A primeira descricdo de um céo
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infectado por E. canis ocorreu na Argélia em 1935 e foi reconhecida nos EUA
em 1962 (LITTLE, 2010). Estudos sorologicos, citolégicos e moleculares t€ém
apresentado evidéncias de cdes infectados por E. canis na Africa, Asia, Europa,
e América do Norte, Central e do Sul (STICH et al., 2008).

No Brasil, a erliquiose canina foi diagnosticada pela primeira vez em
1973, em um cdo oriundo de Belo Horizonte, MG (COSTA et al., 1973). A
presenga de cdes infectados com E. canis tem sido demonstrada em estudos
realizados na regido Sul (DAGNONE et al., 2003; TRAPP et al., 2006), Sudeste
(ALBERNAZ et al., 2007; BULLA et al., 2004; COSTA JUNIOR et al., 2007;
MACIEIRA et al.,, 2005; MOREIRA et al.,, 2003; SANTOS et al., 2009);
Nordeste (CARLOS et al., 2007; SOUZA et al., 2010), Norte (AGUIAR et al.,
2007), com a prevaléncia variando de 14 a 45% dos caes atendidos em hospitais
e clinicas veterinarias.

A prevaléncia da erliquiose canina pode variar em fungdo do clima,
devido a certos fatores epidemioldgicos (distribuicdo do vetor, modo de vida dos
animais ¢ a idade da populacdo experimental) e as praticas de manejo e o habitat
dos animais (KEEFE et al, 1982; RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ;
BOLIO, 2005; SAINZ et al., 1996).

Conforme pode ser observado no Quadro 1, a ocorréncia de E. canis
pode apresentar uma ampla variagdo entre diferentes paises ou entre regides de
um mesmo pais, em fung¢do de uma série de fatores como o método de

diagnéstico utilizado, ponto de corte adotado e populacao experimental avaliada.



Quadro 1 Ocorréncia de E. canis, segundo diferentes métodos

de diagnostico, relatada em estudos nacionais

internacionais

OCORRENCIA | POPULACAO METODO LOCAL REFERENCIA
42,5% (108/254) Aleatoria RIFI >40 Cuiaba SILVA et al. (2010)
31,0% (97/314) Aleatdria RIFI >40 Rondbnia AGUIAR et al. (2007)
72,5% (79/109) Aleatoria RIFI >40 Semiarido da Paraiba AZEVEDO et al. (2011)
35,6% (168/472) Aleatoria RIFI >80 Salvador SOUZA etal. (2010)
65,6% (66/101) Nanuque .

37,8% (38/101) Area rural RIFI >40 Belo Horizonte COSTA gg&gl;))R. ctal
24,7% (25/101) Lavras

4,8% (19/389) Aleatdria RIFI >40 Rio Grande do Sul SAITO et al. (2008)

63,3 (19/30) RIFT 1>20
70,0% (21/30) Suspeita Dot-Elisa Jaboticabal NAKAGHI et al. (2008)
53,5% (16/30) Nested PCR
0,
;g:;oﬁ Sgiﬁgg Suspeita RIII;“(I:§64 Botucatu DINIZ et al. (2007)
0
33 (2379 . Esfregaco
98’7% (74/75) Suspeita Nested PCR Salvador MENESES et al. (2008)
’ dot-ELISA
0,

432(1)02 gg/%) Suspeita Es’i;régRago Botucatu UENO et al.(2009
72,5% (29/40) Suspeita Nested PCR Jaboticabal FARIA et al.(2010)
5,7% (251/4407) Hospital Esfregaco Uberlandia B%%g\lﬁg;i’ %&I;)T L
22,8% (87/381) Aleatoria dot-ELISA Londrina TRAPP et al.(2006)
36% (72/200) Hospital dot-ELISA Bahia CARLOS et al. (2011)

“continua”
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Quadro 1 “continuagdo”

OCORRENCIA | POPULACAO METODO LOCAL REFERENCIA
35,9% (42/117) Bahia
45,5% (5/11) Ceara
49,5% (52/105) Pernambuco
54,5% (6/11) Alagoas
35,7% (45/126) Mato Grosso do Sul
0 . .
fggoﬁ 832;2‘7‘?; Aleatoria dot-ELISA ngﬁ‘ie;;‘;fo“" LABARTHE et al. (2003)
20,9% (93/446) Minas Gerais
4,7% (2/43) Parana
0,7% (1/142) Santa Catarina
1,7% (6/356) Rio Grande do Sul
23,8% (24/101) DF
30.9% (67/217) Hospital Nested PCR Botocatu BULLA et al.(2004)
38,9% (86/221) Hospital Nested PCR Ribeirdo preto SANTOS et al. (2009)
o -
3888 4/(‘,’/0(%12(/)3252) Suspeita Nested PCR c ;ﬂ’;(flgzilde DAGNONE et al. (2009)
7,8% (12/153) Hospital Nested PCR Ilhés-Itabuna CARVALHO et al. (2008)
15% (34/226) Aleatoria PCR Rio de Janeiro MACIEIRA et al. (2005)
22% (28/129) Suspeita PCR Londrina DAGNONE et al. (2003)
lé?f/‘%(élz (/)?55 ;) Suspeita RIFIP}(ljg 160) Portugal Alexandre et al. (2009)
25% (1/4) Suspeita PCR Norte de Portugal Cardoso et al. (2010)
}g’g:ﬁ ggﬁigi Hospital Ensaio de imunocromatografia Iran AKHTARDANESH et al.
’ RIFI( RIFI >40 (2010)

“continua”
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Quadro 1 “conclusio”

OCORRENCIA | POPULACAO METODO LOCAL REFERENCIA
6,4% (39/601) Suspeita PCR Ttalia SOLANO'S‘SO%EGO ctal.
0,8%(71/8662) América do Norte

0,3%(1/337) Alabama

3,6%(3/84) Arkansas

0,5%(4/733) Florida

0,2%(1/662) Georgia

0,9%(4/457) Kansas

6,3%(1/16) Kentucky

1,5%(4/274) Louisiana

0,

83;;%%2‘3‘; Aleatoria Dot-Elisa 1\16[?2:)12? BEALL et al. (2012)

0,7%(3/403) Carolina do Norte

1,6%(1/62) Nebrasca

0,4%(1/257) Nova Jersey

0,9%(4/428) Ohio

8,8%(3/34) Carolina do Sul

2,8%(5/181) Tennessee

2%(18/893) Texas

0,5%(2/385) Virginia

. RODRIGUEZ-VIVAS;
423(1)02 8/31/?%) Aleatoria EDS(f:eEgﬁgg Meéxico ALBORNOZ; BOLIO
(2005)
Esfregaco

4,3% (4/91) - RIFI lg220 Ay VARGAS-HERNANDEZ
82,4% (75/91) Aleatoria PCR Colombia et al (2011)
40,6% (37/91) ’

53
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2.7.1 Fatores de risco

O principal fator de risco para a infec¢do por E. canis no pais ¢ a
exposi¢do direta do cdo ao R. sanguineus (AGUIAR et al., 2007; CARLOS et
al., 2011; CARVALHO et al., 2008; COSTA JUNIOR et al., 2007; DAGNONE
et al.,, 2001; TRAPP et al., 2006), espécie de carrapato predominante entre os
cdes criados em areas urbanas com uma prevaléncia de infestacdo em torno de
30% (SZABO et al., 2001).

Rhipicephalus sanguineus constitui o principal transmissor da EMC no
pais, ndo sendo observada a presenga de E. canis infectando outras espécies de
ixodideos no territério nacional (LABRUNA et al., 2007). No Brasil, Aguiar et
al. (2007) encontraram uma frequéncia de R. sanguineus naturalmente infectado
com E. canis entre 2,3 a 6,2%. No pais, foram identificados pela primeira vez
carrapatos R. sanguineus naturalmente infectados por E. canis, coletados de caes
provenientes dos Estados de Rondonia e Sdo Paulo, por meio da PCR para um
fragmento do gene dsb de Ehrlichia. Também nesse estudo, observou-se que a
soroprevaléncia (RIFI) de E. canis ¢ maior em cdes criados em area urbana
(37,9%) em relag@o aos animais mantidos na zona rural (24,8%) no municipio de
Monte Negro, Rondonia (AGUIAR et al, 2007). Entretanto, devido as
condigdes socioecondmicas dos proprietarios, responsavel pela restricdo
orgamentaria, o que compromete o controle dos carrapatos, os caes criados em
areas rurais estdo mais expostos a infec¢do por E. canis (RODRIGUEZ-VIVAS;
ALBORNOZ; BOLIO, 2005).

Em um estudo realizado com cées provenientes de trés areas rurais do
estado de Minas Gerais, Costa Jinior et al. (2007) observaram que machos
acima de dois anos de idade e aqueles cdes infestados com carrapatos
apresentaram uma alta associacdo (p<0,05) com a soropositividade para E.

canis.
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Outros estudos também tém demonstrado associagdo significativa da
idade com a presenga de anticorpos anti-E. canis, mas ndo para sexo e raca
(RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO, 2005; WATANABE et al.,
2004). No Brasil, um estudo realizado em hospital veterinario, observou uma
maior positividade de E. canis pela PCR (p<0,05) em cdes com idade até 12
meses, porém ndo houve associagdo significativa (p>0,05) com o sexo, local de
criacdo e presenga de carrapatos durante o exame de animais com suspeita
clinica de erliquiose (UENO et al., 2009). Em Cuiaba, MT, os autores ndo
observaram predisposi¢do racial, sexual, etaria e acesso a rua ou a zona rural
para cées soropositivos ou soronegativos para E. canis (p>0,05). Também, no
mesmo estudo, ndo foi observada associagdo significativa (p>0,05) com o status
soroldgico, entre os cdes com ou sem infestacao pelo carrapato vetor (SILVA et
al., 2010).

No Brasil, em uma populagdo de caes atendidos em hospital veterinario,
0s autores observaram que animais com idade acima de 12 meses, com presenca
de carrapatos e sinais neurologicos, apresentaram associagdo significativa com a
soropositividade para E. canis (TRAPP et al., 2006).

A trombocitopenia ¢ o achado hematolégico mais comum e consistente
nos casos agudos de EMC (WANER et al., 1995), e estd altamente associada
com a soropositividade para E. canis (CARLOS et al., 2011; RODRIGUEZ-
VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO, 2005), bem como, anemia e linfadenopatia

(CARLOS et al., 2011), em comparagdo com 0s caes soronegativos.

2.7.2 Exposicéo ao carrapato vetor e potencial zoonético de Ehrlichia canis

A erliquiose tem sido motivo de interesse para pesquisas em medicina
veterindria e também para a saide publica devido as recentes descobertas da

infecgdo acometendo seres humanos (DOUDIER et al., 2010; STICH et al.,
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2008). As descobertas da Neorickettsia sennetsu (E. sennetsu), agente da febre
glandular, reportada durante a década de 1960 no Japdo, da erliquiose
granulocitica humana (E. Ewingii), e o isolamento de E. chaffeensis em seres
humanos, responsavel pela erliquiose monocitotropica humana, confirmam que
a erliquiose nao ¢ apenas um problema médico veterinario (ANDERSON et al.,
1993; BAKKEN et al., 1996; CHEN et al.,, 1994; DOUDIER et al., 2010;
McDADE, 1990; RIKIHISA, 1991).

A ocorréncia da infec¢do em seres humanos por um microrganismo
muito semelhante a E. canis foi descrita pela primeira vez em 1986 (MAEDA et
al., 1987; FISHBEIN et al., 1987), com um paciente apresentando febre, mialgia,
fraqueza e confusdo mental. A Erliquiose monocitotropica humana (HME) foi
inicialmente tida por ser causada por E. canis, devido as reagdes cruzadas
na sorologia e a afinidade de ambos os agentes patogé€nicos para mondécitos e
macrofagos (MAEDA et al., 1987). Porém, essa hipdtese foi colocada em
davida (EWING; JOHNSON; KOCAN, 1987), e posteriormente refutada por
meio da andlise de diferengas na ecologia, fatores genéticos e vetor, e o agente
etiolégico da HME foi formalmente nomeado como E. chaffeensisem 1991
(ANDERSON et al.,, 1991; DAWSONet al., 1991; EWING etal., 1995;
RIKIHISA, 1991). Também foram observadas diferencgas entre as sequéncias do
16S rDNA entre ambas espécies. Ehrlichia canis é enzodtica em todo o EUA,
ja E. chaffeensis parece estar restrita aos estados do sul, € tem como vetor
biolégico  Amblyomma americanum,  enquanto que  essa  espécie de
carrapato no € considerada capaz de transmitir E. canis.

Embora E. canisndo seja considerada um agente de HME (sigla em
inglés da erliquiose monocitica humana) nos EUA, evidéncias recentes indicam
que uma cepa venezuelana de E. canis pode ser transmitida a seres humanos
(PEREZ et al., 2006; PEREZ; RIKIHISA; WEN, 1996). Essa

cepa, recentemente descrita com o nome de Ehrlichia humana venezuelana
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(VHE) esta associada com casos de erliquiose no homem na Venezuelae
tem a sequéncia do 16SrDNA com uma homologia de 99% quando
comparada E. canis de Oklahoma, EUA (STICH et al., 2008). Rhipicephalus
sanguineus ¢ a espécie de carrapato mais cosmopolita, ocorrendo nos cinco
continentes, parasitando principalmente o cdo doméstico. Mas, ocasionalmente
pode ser encontrada em outros hospedeiros como bovinos, ovinos, caprinos
(NORVAL; DAILLECOURT, 1983) e também no homem (CLARK et al.,
1996; FELZ; DURDEN; OLIVER JUNIOR, 1996; NEBREDA-MAYORAL et
al., 2004; VENZAL et al., 2003). Atualmente, devido 4 mudangas ocorridas no
estilo de vida, o cdo estd em contato cada vez maior com o homem, expondo
este aos agentes comuns entre as duas espécies. Vale levar em consideragdo que
na Europa, Asia e Africa, R. sanguineus é o vetor para o homem da Rickettsia
conorii, agente da febre do Mediterraneo (MERLE et al., 1998), potencial vetor
da R. rickettsii, agente da febre maculosa no Brasil (ROZENTAL et al., 2002) e
da borreliose no pais (YOSHINARI et al., 1997).

Ha poucos relatos de parasitismo por R. sanguineus em humanos no
Brasil, embora esse carrapato seja frequentemente encontrado nesse hospedeiro
em outras partes do mundo: USA (CLARK et al., 1996; FELZ; DURDEN;
OLIVER JUNIOR, 1996), Espanha (NEBREDA-MAYORAL et al., 2004) e
Uruguai (VENZAL et al., 2003).

No Brasil, Dantas-Torres, Figueredo e Brandao Filho (2006), na regido
metropolitana de Recife, PE, descreveram os primeiros quatro casos de
parasitismo humano por R. sanguineus. Posteriormente, Louly et al. (2006), em
Goiania, GO, e Freire et al. (2010), no Estado do Para, também relataram o

parasitismo de humanos pela mesma espécie de carrapato.
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2.8 Estrutura antigéncia

Estudos da resposta imune humoral frente a infecgdo por E. canis,
realizados utilizando o teste de Western blot definiram polipeptideos antigénicos
presentes na superficie desse agente que variam de 21 a 160 kDa (ALLEMAN et
al., 2001; McBRIDE; YU; WALKER, 2000a; STICH et al., 2002) e algumas
glicoproteinas como gpl120, gp200 e gp36 (CHEN; CULLMAN; WALKER,
1997; McBRIDE; YU; WALKER, 2000b).

Ehrlichia canis ¢ considerada uma bactéria deficiente em componentes
estruturais, tais como peptideoglicanas e lipopolissacarideos. Essa deficiéncia
resultou no desenvolvimento de algumas estruturas proteicas complexas de
membrana, que tém papel na evasio do sistema imune ¢ interagdo de E. canis
com as células do hospedeiro (MAVROMATIS et al., 2006).

O cbdigo genético de E.canis é considerado como sendo bem
caracterizado (WALSH et al., 1998), bem como, ha varias cepas mutantes que
podem ser utilizadas de acordo com a necessidade (BANEYX, 1999). Estudos
moleculares identificaram grupos de proteinas imunorreagentes que incluem
glicoproteinas, proteinas do sistema secretdrio do tipo IV (Vir) e a familia de
proteinas dominantes de superficie de membrana. Essas proteinas
imunorreagentes, contendo 25 genes paralogos que podem ser expressos de
formas diferentes nos hospedeiros, e manter as infecgdes persistentes
(MAVROMATIS et al., 2006).

A proteina antigénica de superficie 2 (MAP2) presente na E. canis, cuja
funcao ¢ ainda desconhecida, foi clonada e expressada a partir do seu gene, € o
seu recombinante (rMAP2) caracterizado e testado pelo teste tipo ELISA, sendo
detectada 97,2% de concordancia entre este ¢ a RIFI com antigeno total do
parasito. Este resultado sugere que a rMAP2 de E. canis pode ser utilizada no

diagnostico soroldgico da erliquiose canina (ALLEMAN et al., 2001).
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Estudos das caracteristicas antigénicas de E. canis, E. chaffeensis ¢ E.
ruminantium revelaram a presenga de antigenos imunodominantes de tamanhos
similares que compartilham epitopos. Um grupo de antigenos, variando de
tamanhos de 27 a 32 kDa, é predominante nesses € em outros membros do
Género Ehrlichia (REDDY et al., 1998), sendo que variagdes antigénicas dessas
proteinas de superficie de membrana podem estar relacionadas a capacidade
dessas bactérias evadirem do sistema imune (McBRIDE et al., 2000a).

A proteina P28 ¢é codificada pelo locus multigénico que tém, pelo
menos, 22 alelos do gene p28 (p28-1 a p28-22) no cromossomo da E. canis e da
E. chaffeensis (LONG et al., 2002). Zhang et al. (2004) relataram a detecgdo de
anticorpos contra todas as proteinas P28 em cées infectados com E. chaffeensis.
Entretanto, Long et al. (2002) acreditam que todos os genes p28 podem ser
transcritos, mas nio necessariamente expressos. E possivel que alteragdes pos-
transcricionais estejam relacionadas no processo de expressdo desses genes. A
ocorréncia de genes multiplos contendo regides conservadas e variadas nas
Ehrlichias pode resultar em recombinagdes genéticas levando a variagdes nos
epitopos de superficie (REDDY et al., 1998).

Mecanismos imunes contra E. canis envolvem tanto componentes
celulares e humorais do sistema imunolégico. Imunidade parcial ao desafio tem
sido documentada em cdes que se recuperaram da erliquiose canina aguda e
cronica grave (BUHLESs et al., 1974), mas um estudo mais recente sugere que a
infecgdo por E. canis ndo confere imunidade contra a reinfecgdo e uma redugio
de sinais clinicos (BREITSCHWERDT; HEGARTY; HANCOCK, 1998). Foi
relatado que anticorpos podem suprimir o crescimento de E. canis in vitro
(LEWIS et al., 1978), e as evidéncias suportando um papel importante para o
anticorpo em imunidade a infec¢des por Ehrlichia foram demonstradas em
trabalhos em que a transferéncia passiva de anticorpos forneceu proteg¢do contra

infecgdo letal por E. chaffeensis em ratos jovens SCID (WINSLOW et al.,
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2000). Estudos adicionais relatam que os anticorpos contra epitopos lineares
especificos em p28, localizadas numa regido hipervariavel, medeiam esta
protecdo (LI et al., 2002). Embora a cinética de respostas de anticorpos contra
proteinas imunorreativas individuais de E. canis ndo foram relatadas, as
respostas de anticorpos séricos para todo antigeno em cdes com infecgdes
experimentais e mnaturais por E.canis consistem principalmente de
imunoglobulina G2 (IgG2) (HARRUESs et al., 2001).

Numerosas proteinas que contém repeticoes em tandem foram
identificadas em E. canis (n = 12) e E.chaffeensis e E. ruminantium (n = 31)
(COLLINS et al., 2005). Notavelmente, trés proteinas imunorreativas com
repeticdes em tandem foram identificadas e caracterizadas molecularmente em
E. chaffeensis (gp120, gp47, e de comprimento variavel alvo da PCR [VLPT)),
bem como dois ortélogos de E. canis (gp140 e gp36). O ortblogo do gene VLPT
de E. chaffeensis nido foi identificado em E. canis ou outros genomas de
Ehrlichia (DUNNING HOTOPP et al., 2006). Uma grande variabilidade no
nimero e / ou uma sequéncia de repetigdes em série nas proteinas
imunorreactivas (gp120, gp47, e VLPT), de E. chaffeensis bem como gp36 de E.
canis esta bem documentada (CHEN; CULLMAN; WALKER, 1997, DOYLE et
al., 2005). A presenca de repeticdes em tandem em ambas as regides,
codificantes ¢ ndo codificantes, do genoma tem sido associada a um processo
ativo de expansdo e reducdo dos genomas de Ehrlichia (FRUTOS et al., 2006) e
¢ considerada uma das principais fontes de mudanca e instabilidade genomica
(BZYMEK et al., 2001).

As sequéncias genéticas da regido 16S rRNA DNA caracterizam-se por
sua estabilidade e, portanto, sdo uteis em métodos diagnosticos moleculares
direcionadas a detecgdo de géneros de bactérias. Entretanto, essa propriedade
limita os resultados quando se pretende caracterizar espécies ou variantes dentro

de um mesmo género. Para superar essa limitagdo e investigar mais
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detalhadamente as amostras circulantes de E. canis coletadas, o presente projeto
propdem uma analise molecular, por meio de sequenciamento direto de produto
de PCR, de parte do gene da glicoproteina de superficie gp200 deste parasito,
que se apresenta mais variavel.

Por meio dessa estratégia, Huang et al. (2010) demonstraram a ocorréncia
de variante especifica em Taiwan, diferenciando-as de isolados brasileiros,
israclenses e americanos, 0 que ndo havia sido evidenciado nas analises da
regido génica 16S rRNA. O grau de identidade entre as amostras taiwanesas e as
demais disponiveis no Genbank, em relacdo a essa regido, ficou entre 99% a
100%. J& em relagdo as sequéncias de GP200 houve variacdo de até 6,3% e
permitiu a formagao de agrupamento distintos das amostras taiwanesas na arvore
filogenética construida.

Em outro estudo foi analisada a variabilidade genética e antigénica de
quatro glicoproteinas que contém epitopos imunodominantes de E. canis
(ZHANG et al., 2008). Foram comparadas as sequéncias das glicoproteinas
gpl9, gp36, gpld0 e gp200, de uma amostra de origem americana, uma
brasileira e duas israelenses, onde foi observada maior variabilidade nos GP36 ¢
GP200. Os autores também constataram uma maior afinidade antigénica e
genética entre as amostras americana e brasileira, que se distanciaram das
amostras israelenses. Por esse trabalho ¢ possivel concluir que o uso de analise
genética de GP200 ¢ uma forma viavel para se caracterizar variagdes regionais
em isolados de E. canis.

Esta ideia ¢é reforcada pela caracterizagdo de variacdo genética em outra
glicoproteina de isolado brasileiro, mas ndo na regido 16S rRNA. Segundo
Aguiar et al. (2008), um isolado de Ehrlichia canis de cdo naturalmente
infectado, oriundo do municipio de Sdo Paulo, SP, apresentou sequéncia parcial
dos genes dsb e 16Sr RNA idénticas a trés e cinco sequéncias respectivamente,

de E. canis provenientes de diferentes paises e continentes (América do Norte,
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Africa, Asia e Europa). Contrariamente, a sequéncia parcial do gene p28 do
isolado Sao Paulo diferiu em um nucleotideo do isolado Jake (EUA) e dois
nucleotideos dos isolados Oklahoma (EUA) e VHE (Venezuelan Human
Ehrlichia, Venezuela).

O gene de E. canis GP200 é composto por 4.263pb e origina um
polipeptideo com 1.421 aminoacidos. Quatro sub-regides génicas foram
caracterizadas: porcdo N-terminal (terminagdo amina), com 1.107pb; porc¢do
interna amina (N), com 910pb; por¢do interna carboxila (C), com 1.000 pb e
por¢do C-terminal (terminagdo carboxila), com 1.280pb (NETHERY et al,
2007).

Segundo esses autores, o produto dessas sub-regides gé€nicas ¢ um
polipeptideo com trés regides que sdo reconhecidas fortemente por anticorpos
(consideradas regides imunodominantes): sequéncias peptidicas N-terminal, C-
interno e C-terminal, com 369, 332 e 426 aminoacidos, respectivamente. Outro
estudo demonstrou que existe uma associagao entre uma forte imunidade contra
essa glicoproteina e outras glicoproteinas de E. canis e a fase de convalescenga
da doenca. Provavelmente, a imunidade contra gp200 ¢ importante para a
recuperacdo dos animais e, possivelmente, para a prevengdo, caso utilizado em
vacinas (McBRIDE et al., 2001; McBRIDE et al., 2003). Esses dados refor¢am o
interesse no estudo genético de GP200 de amostras brasileiras, uma vez que
caracterizam esta glicoproteina como eletiva para imunizacao e para atuar como

antigeno em testes imunodiagnosticos.

A evolucdo tecnologica que ocorreu no campo da microbiologia para a
detec¢do e identificacdo de microrganismos, utilizando técnicas moleculares
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), inaugurou uma nova era com
relacdo ao diagndstico e pesquisa das doengas infecciosas. Dentro dessa linha, os
genes de TRNA (rRNA DNA) sdo particularmente adequados para fins de

identificagdo bacteriana, ja que sdo onipresentes nesses microrganismos. Essas
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sequéncias de DNA sdo bastante conservadas dentro de um mesmo género
bacteriano, mas diferem significativamente entre espécies de bactérias de
géneros diferentes (FENOLLAR; RAOULT, 2004; HARRUS; WANER, 2011).

Dessa forma, para a identificagdo em nivel de género, € possivel o uso
de PCR direcionada para amplificacdo de segmentos do gene 16S rRNA
(GREISEN et al., 1994). Entretanto, essa propriedade limita os resultados
quando se pretende caracterizar espécies ou variantes dentro de um mesmo
género. Para superar essa limitagdo e investigar mais detalhadamente as
amostras circulantes de E. canis coletadas, o presente projeto também propde
uma analise molecular, por meio de sequenciamento direto de produto de PCR,
de parte do gene da glicoproteina de superficie gp200 desse parasito, que se

apresenta mais variavel (AGUIAR et al., 2008; HUANG et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

a)

Determinar a frequéncia de ces expostos a infecgdo por E. canis e
correlacionar o status sorolégico com algumas variaveis
epidemioldgicas, parametros hematologicos e sinais clinicos, de
uma populagdo canina atendida em clinica particular ¢ no Hospital

Veterinario da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Verificar a frequéncia de cies expostos a infecgdo por E. canis, por
meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
Correlacionar a  soropositividade com algumas variaveis
epidemioldgicas, em cdes naturalmente expostos a infecgdo por E.
canis.

Determinar a interferéncia da soropositividade sobre os valores de
eritrograma, leucograma e plaquetometria, em cdes naturalmente
expostos a infec¢do por E. canis.

Avaliar o efeito da soropositividade sobre a frequéncia de sinais

clinicos, em cdes naturalmente expostos a infecgéo por E. canis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo e populagdo experimental

Este estudo observacional de corte transversal foi realizado no
municipio de Lavras (21° 14 S - 45° 00”) localizado na regido Sul do Estado de
Minas Gerais (Figura 1), possui uma populagdo estimada em 92.200 habitantes
(IBGE, 2010). Na auséncia de um censo especifico no municipio de Lavras, o
nimero de cdes estimado ¢ de 13.171 animais, utilizando a quantidade de
habitantes como indicador do tamanho da populagdo canina, na propor¢ao de um
cdo para cada sete moradores na area urbana (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 1990).

Amostras de sangue de 161 cdes foram coletadas de forma aleatdria e
por conveniéncia no periodo de setembro de 2011 a margo de 2012, em animais
de diferentes ragas e idades, ambos os sexos, ¢ atendidos em clinica particular e
no Hospital Veterinario da UFLA, independente do que tenha motivado a
consulta. Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no uso de Animais da

UFLA e registrado na institui¢cdo sob o numero 018/2011 (Anexo A).
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Figura 1 Mapa de Minas Gerais ¢ em destaque o municipio de Lavras (em
vermelho)

4.2 Coleta e processamento das amostras

Apos antissepsia, trés tubos, com capacidade para 3mL de sangue cada,
foram coletados de cada cdo, por venopungdo cefélica ou jugular, com agulhas
estéreis e descartaveis para tubos a vacuo. Um tubo de sangue com
anticoagulante (EDTA a 1%) foi utilizado para realizagdo do hemograma
completo (eritrograma ¢ leucograma) e plaquetometria, outro sem anticoagulante
para RIFI, e o terceiro, com anticoagulante, para a confecgdo de esfregacos a
partir do concentrado leucocitario (“capa de leucocitos”). As amostras de sangue
utilizadas na sorologia, apos a coagulagdo, foram centrifugadas a 500 g por 10
minutos, os soros foram identificados individualmente ¢ mantidos congelados
em criotubos estéreis de 1,5 mL a -20 °C, at¢é o momento de proceder a
sorologia.

O exame citologico e a RIFI foram realizados no Laboratério de

Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA. Ja o
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hemograma completo (volume globular, hematimetria, hemoglobinometria,
leucometria global e especifica, hematoscopia e leucocitocospia) e a
plaquetometria foram realizados por método automatizado em laboratorio de
patologia clinica situado no municipio de Lavras.

Apo6s o exame clinico, o proprietario respondeu a um questionario
referente ao cdo sobre: a origem, residéncia, sexo, raga, idade, frequéncia de
tratamentos acaricidas, infestacdes anteriores ou atuais de carrapatos, historico
de erliquiose canina e suspeita clinica de erliquiose canina, que compuseram

uma ficha individual para cada animal (Anexo B).

4.3 Exame do concentrado leucocitario

Esfregaco sanguineo, preparado a partir do concentrado leucocitario
(“capa de leucocitos”), obtido apds a centrifugacdo do sangue total em tubos de
microhematocrito, e corado pelo kit Pandtico rapido (Laborclin®), foi utilizado
para detectar a presenca de morula em monocitos e linfocitos. Optou-se por essa
técnica por ser mais sensivel que o esfregago sanguineo preparado a partir de
sangue total na pesquisa de morulas em leucécitos (MYLONAKIS et al., 2003).
Para cada cdo foram preparadas duas laminas, e o animal foi considerado
positivo se pelo menos uma morula foi identificada em mondcitos ou linfocitos,
apds o exame de ambos os esfregacos sanguineos por meio de microscopia
optica, realizando-se a leitura total das 1aminas, utilizando objetiva com aumento

de 100 vezes (Olympus®).

4.4 Sorologia

A frequéncia de cdes expostos a infeccdo por E. canis foi determinada

por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Essa técnica ¢
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considerada como teste sorologico de referéncia (“padrdo ouro™) para a detecgdo
de anticorpos anti-Ehrlichia, e tem sido utilizada na avaliagdo de outros testes de
diagnostico (WANER et al., 2001). A RIFI foi realizada conforme descrito por
Ristic et al. (1972) e usou-se como antigeno o isolado Jaboticabal/SP de E.
canis fixado em laminas de imunofluorescéncia, com 12 cavidades/cada,
adquiridas do Laboratério Imunodot (Jaboticabal/SP, Brasil).

As amostras de soros foram descongeladas em temperatura ambiente,
homogeneizadas e diluidas em solu¢do de PBS (sendo 1 pL de soro para 79 pL
de PBS) e distribuidas (10 pl/cavidade) nas ldminas com antigeno de E. canis.
Posteriormente, as laminas foram colocadas em camara imida e incubadas em
estufa a 37°C por 45 minutos, e em seguida lavadas trés vezes com PBS (5 min.
cada) e apos uma lavagem por 5 min. com 4gua destilada.

Apos a secagem das laminas a temperatura ambiente, foi acrescentado o
conjugado de anti-IgG de cdo (Sigma Aldrich®) marcada com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), previamente diluindo conforme orientacdo do fabricante
em PBS Tween a 2%, na quantidade de 10 pL por cavidade nas laminas. As
laminas foram novamente incubadas por 45 min. e apos serem submetidas ao
processo de lavagem como descrito anteriormente, foram secas em temperatura
ambiente e cobertas com glicerina tamponada a 10%. Em cada lamina foram
incluidos controles positivos e negativos. A leitura das laminas foi realizada
sempre pela mesma pessoa em microscopio epifluorescente utilizando objetiva
de 40x e considerou-se como positivo (cut off) a diluigdo inicial de 1:80, quando
observou-se completa fluorescéncia de moérulas intracitoplasmaticas de E. canis

(SOUZA etal., 2010).
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4.5 Analise estatistica

A soroprevaléncia obtida por meio da RIFI foi determinada com
intervalo de confianga de 95% (IC 95%). A avaliacdo da associagdo entre a
soropositividade para E. canis e os resultados do eritrograma, leucograma e
plaquetometria, foi determinada por meio do teste de Qui-quadrado (x%).

Na analise estatistica, para identificar os fatores epidemioldgicos e os
sinais clinicos associados a infecgdo por E. canis entre os cées, utilizou-se os
resultados sorologicos obtidos por meio da RIFI como variavel dependente e as
variaveis coletadas nas entrevistas e os sinais clinicos mais comuns como
variaveis independentes. Assim, a variavel dependente foi transformada em
dicotomica (0-negativo; 1-positivo) e foi feita a analise univariada por meio do
teste de qui-quadrado (x?). As variaveis que mostraram associagdo com p<0,02
pelo teste de x* ou Exato de Fischer (menos de cinco observagdes em pelo
menos uma célula da tabela de contingéncia) foram selecionadas para a
constru¢do do modelo multiplo. Foi calculado o risco por meio da Odds Ratio
(OR) ajustada e seu intervalo de confianca a 95% para aquela variavel que

apresentou associagao significativa (p<0,05) na regressdo logistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil da populagéo canina experimental

De acordo com a tabela 1, a maioria dos membros da populagdo canina
analisada (161 cdes) era composta por machos (58,4%), adultos (76,4%), sem
raca definida (54,0%), e provenientes de domicilios da area urbana de Lavras

(86,3%).

5.2 Exame citoldgico

Foram realizados esfregacos sanguineos, a partir do concentrado
leucocitario (“capa de leucocitos™), de todas as amostras de sangue coletadas e

observou-se a presenca de morula de E. canis em 1,9% (3/161) dos cées.

5.3 Exame sorolégico e variaveis epidemiolédgicas

Dos 161 caes submetidos a RIFI, 38 (23,6%) apresentaram anticorpos
anti-E. canis, sendo a maioria dos animais soropositivos composta por machos
(52,6%), adultos (71,1%), sem raca definida (52,6%), criados em &rea urbana
(89,5%), e com o acesso restrito a rua (65,8%). Entretanto, nenhuma das
variaveis epidemiologicas testadas apresentou associacdo significativa (p>0,05)
com a soropositividade dos cédes para E. canis. De acordo com a Tabela 2, a
maioria dos cdes (57,9%) apresentou titulo 80, sendo que apenas trés animais

(7,9%) exibiram titulo 1280.
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Tabela 1 Fatores epidemiologicos associados a soropositividade por E. canis
(RIFI >80), em uma populagdo canina atendida em clinica e hospital
veterinario de Lavras, MG

N2 de cdes examinados

Fatores risco — Valor de P!
n SOFOpOSItIVOS %

Macho 67 20 29,8

Sexo Fémea 94 18 19,1 0115
Jovem 38 11 28,9

Idade Adulto 123 27 21,9 0,375

. Sim 74 18 243

Raga definida Nio 37 20 230 0,842

( - Urbana 139 34 24,5

Area de criagdo Rural 2 4 18.2 0,601
Casa 103 26 25,2 -

Local de criagdo Apartamento 10 0 0 0,113
Outro 34 9 26,5 0,887
Sem acesso a rua 28 7 25,0 -
Acesso livrearua 29 6 20,7 0,698

Forma de criacao ‘Acesso controlado 104 25 24,0 0.916
arua
Nio 99 22 222

RIFI= Reagdo de imunofluorescéncia indireta, 'Teste de Qui-quadrado, n= numero de
cées analisados.

Tabela 2 Frequéncia de titulos de anticorpos anti-E. canis, por meio da reagio de
imunofluorescéncia indireta (RIFI >80), em 38 cdes soropositivos™*
atendidos em clinica e hospital veterinario de Lavras, MG

Titulo final N2 de cdes Frequéncia (%)
80 22 57,9
160 02 53
320 09 23,7
640 02 5,3
1280 03 7,9

*38/161=23,6% de cées soropositivos para E. canis.

5.4 Parametros hematologicos e plaquetometria

Com relag@o ao eritrograma e plaquetometria (Tabela 3), e leucograma

(Tabela 4), ndo foi observado diferenca significativa (p>0,05) nos valores de
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mediana desses parametros hematologicos em fungdo do status sorologico dos

cées; ou seja, ndo houve associagdo com a soropositividade para E. canis.

Tabela 3 Mediana e quartis (Q) dos pardmetros de eritrograma e plaquetometria,
de acordo com o status soroldgico para E. canis (RIFI >80), em
uma populagdo canina atendida em clinica e hospital veterinario de

Lavras, MG
Parametros Cées Cées Valor Valores de
hematoldgicos™* soropositivos soronegativos de P”  referéncia***
Hemacias 5,66 (Q1=4,09; 6,11 (Q1=5,04; 0.084 5,5a8,)5
(milhdes/mm”*) Q3=6,67) Q3=7,04) ’
. 33,2 (Q1=25; 40,3 (Q1=32,6; 37a55
V)
Hematocrito (%) Q3= 45.6) Q3= 47.6) 0,18
Hemoglobina 13 (Q1=19,0; 13,9 (Q1=11,2; 0.123 12a18
(g/dL) Q3=16,2) Q3=17,1) ’
69,8 (Q1=66,4, 68,4 (Q1=65,8; 60a77
VCM (fL) Q3= 72.6) Q3=71,7) 0,488
23,7 (Q1=22,6; 23,4 (Q1=22.6; 19a24
HCM (pg) Q3=24,7) Q3=24.5) 0,475
34,1 (Q1=33,5; 34,2 (Q1=33,5; 31a36
o,
CHCM (%) Q3= 35) Q3= 35) 0,922
Plaquetas 169 (Q1=88; 181 (Q1=92; 0.477 200 a 500
(mil/mm®) Q3= 265,5) Q3=271) ’

RIFI= Reagdo de imunofluorescéncia indireta, VCM = Volume corpuscular médio,
HCM= Hemoglobina corpuscular média, CHCM = Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, *Auséncia de normalidade dos dados pelo teste de Kolgomorov-
smirnov, **Teste de Mann-Whitney, ***Jain (1993).

Tabela 4 Mediana e quartis (Q) de pardmetros do leucograma, de acordo com o
status soroldgico para E. canis (RIFI >80), em uma populagio canina
atendida em clinica e hospital veterinario de Lavras, MG

Parémetros Cées Caes Valor Valores de
hematol6gicos* Soropositivos soronegativos de P referéncia***

Leucécitos totais 13,0 (Q1=38,5; 11,6 (Q1=28.3;
(mil/mm?®) Q3=17,6) Q3=17) 0,750 6,02 110
Neutrofilos _ ) _ )
(Segmentados) 61’(523(817; gj’ 65’(233(3718 05)4’0’ 0,250 60a77
(mil/mm?®) ’ ’
Linfbcitos 28,5(Q1=18,7,  28,0(Q1=15,0;
(mil/mm’) Q3=42,2) Q3=39,0) 0,803 12a 30

“continua”
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Tabela 4 “conclusio”

Parametros Caes Cées Valor Valores de
hematol6gicos* S0ropositivos soronegativos de P referéncia***
Mondcitos 3,5(Q1=1,7; 3,0(Q1=2,0;
(mil/mm?) Q3=7,0) Q3=6,0) 0,979 3alo
Eosinofilos 1,0 (Q1=0; 2,0(Q1=0; 0.235
(mil/mm?®) Q3=17,2) Q3=17,0) ’ 2al0
3,0 (Q1=10,0; 1,0 (Q1=10,0;
Bastonetes Q3=8.25) Q3=3.0) 0,045 0a2

RIFI= Reagdo de imunofluorescéncia indireta, * Auséncia de normalidade nos dados pelo
teste de Kolgomorov-smirnov, **Teste de Mann-Whitney, ***Jain (1993).

De acordo com a Tabela 5, ndo foi observado associacdo significativa
(p>0,05) entre a soropositividade para E. canis e ocorréncia de anemia,
trombocitopenia, leucopenia ou leucocitose. Da mesma forma, ndo houve
associagdo significativa (p>0,05) entre o status sorolégico dos cdes ¢ a
magnitude da anemia e trombocitopenia, conforme consta nas Tabelas 6 e 7,
respectivamente. Conforme a Tabela 8, houve um numero maior de caes
soropositivos com trombocitopenia (13) e anemia (7) que apresentavam titulo
final considerado baixo (1:80). Em cdes soropositivos, com titulo final
considerado alto (entre 320 e 1280), o niimero de animais com quadros de

anemia e trombocitopenia foi igual (6).

Tabela 5 Frequéncia de anemia, trombocitopenia, leucopenia e leucocitose, de
acordo com o status sorologico para E. canis (RIFI >80), em uma
populagdo canina atendida em clinica e hospital veterinario de Lavras,

MG
Alteracdes Caes Caes soronegativos Total Valor
Hematolégicas soropositivos (%) (%) (%) de P

Anemia 18 (27,2) 48 (72,7) 66 (40,9) 0,374
Nao anémico 17 (20,9) 64 (79,0) 81 (50,3)
Trombocitopenia 20 (25,3) 59 (74,6) 79 (49,0) 0,644
Nao trombocitopénico 15 (22,0) 53(77,9) 68 (42,2)
Leucograma normal 11(19,2) 46 (80,7) 57(35,4) -
Leucopenia 04 (26,6) 11 (73,3) 15(9,3) 0,499
Leucocitose 20 (26,7) 55 (73,3) 75 (46,5 0,323

RIFI= Reag¢do de imunofluorescéncia indireta, *Teste de Qui-quadrado.
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Tabela 6 Frequéncia de magnitude da anemia em 66 caes, soropositivos (+) ou
soronegativos (-) para E. canis (RIFI >80), em uma populagdo canina

atendida em clinica e hospital veterinario de Lavras, MG

Anemia ~ ~
. A Caes + Caes - Total Valor Odds
(hema;:rﬁzg;wllhoes (%) (%) (%) dep  ratio IC (95%)
Leve 9 33 42 - 1 -

(<5,5a4,1) 21,4) (78,6) (26,0)
Moderada** 8 9 17 0,049 3,259 0,9-10,9
(<4,1a2,75) (47,00 (53,00  (10,5)

Grave** 1 6 07 1,000 0,611 0,06 - 5,7
(<2,75a14) (14,3) (86,0) 4,3)

RIFI= Rea¢do de imunofluorescéncia indireta, *Teste de Qui-quadrado, **Moderada x

Grave: p=0,191.

Tabela 7 Frequéncia de magnitude da trombocitopenia em 79 caes, de acordo
com o status sorologico para E. canis (RIFI >80), em uma populagédo
canina atendida em clinica e hospital veterindrio de Lavras, MG

Trombocitopenia Caes soropositivos  Caes soronegativos Total Valor
(plaquetas/mil/mm?®) (%) (%) (%) de P
Leve (<200 a 150) 8(22,9) 27(77,1) 35(21,7) -
Moderada (<150 a 100) 4(26,7) 11 (73,3) 15(9,3) 1,000
Grave (<100 a 50) 2 (18,2) 9 (81,8) 11(6,8) 1,000
Muito grave (<50) 6(33,3) 12 (66,7) 18(11,2) 0,413

RIFI= Reag¢do de imunofluorescéncia indireta, *Teste de Qui-quadrado.

Tabela 8 Ocorréncia de anemia, trombocitopenia e leucopenia, de acordo com
titulagdo final por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI
>80), em 38* cdes soropositivos para E. canis, atendidos em clinica e

hospital veterinario de Lavras, MG

Titulacéo Anemia Trombocitopenia Leucopenia Total
80 7 13 2 22
160 1 1 0 02
320 3 4 1 08
640 1 1 0 02
1280 2 1 1 04

*38/161=23,6% de cdes soropositivos para E. canis.



5.5 Achados clinicos

Na Tabela 9, encontram-se os resultados da analise univariada do teste
de qui-quadrado, em que a desidratacdo e a prostragdo foram os Unicos sinais
clinicos que apresentaram associagdo significativa (p<0,05) para os caes
soropositivos em comparagdo aos animais soronegativos. Apds os ajustamentos,
por meio da regressdo logistica, apenas a prostracdo se manteve associada

significativamente com a soropositividade por E. canis (p= 0,02; OR= 3,742; IC

95%=1,22-11,46).

Tabela 9 Frequéncia de sinais clinicos, de acordo com o status soroldgico para
E. canis (RIFT >80), em uma populagéo canina atendida em clinica e

hospital veterinario de Lavras, MG

Sinais clinicos** Soropositivos ~ Soronegativos Total Valo*r de
(%) (%) (%) P
Alteragdes intestinais 3 (30,0) 7 (70,0) 10 (6,2) 0,701
Alteracdes oculares 3 (60,0) 2 (40,0) 5@3,1) 0,086
Alteragdes pulmonares 7 (36,8) 12 (63,2) 19 (11,8) 0,148
Desidratagao 4 (100,0) 0(0,0) 424 0,003
Emagrecimento 4 (25,0) 12 (75,0) 16 (9,9) 1,000
Epistaxe 1 (100,0) 0(0,0) 1(0,62) 0,236
Esplenomegalia 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (0,62) 1,000
Febre 2(5,3) 1(8,0) 3 (1,86) 0,139
Hiporexia 6 (40,0) 9 (60,0) 15(9,3) 0,116
Linfodenomegalia 3(33,3) 6 (66,7) 9 (5,5) 0,442
Mucosas palidas 2 (50,0) 2 (50,0) 4(2,4) 0,237
Prostracao 7 (50,0) 7 (50,0) 14 (8,6) 0,015

RIFI= Reagdo de imunofluorescéncia indireta, ~'Teste de Qui-quadrado, **Sinais

clinicos concomitantes

5.6 Presenca de carrapatos em cées e no homem

Conforme a Tabela 10, a presenca de carrapatos no momento do exame

clinico, bem como, o numero de tratamentos acaricidas ndo apresentou

associagdo significativa (p>0,05) com a soropositividade dos cies para E. canis.
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Resultado similar foi observado em relagido a pessoas que observaram carrapatos
fixados a pele, assim como, ao tempo dedicado ao lazer com os caes, que
também ndo apresentaram associagdo (p>0,05) com o status sorologico desses

animais (Tabela 11).

Tabela 10 Relagdo da presenca de carrapatos e do numero de tratamentos
acaricidas com a soropositividade para E. canis (RIFI >80), em uma
populacdo canina atendida em clinica e hospital veterinario de

Lavras, MG
Variavel Cée_s_ Valolr de
n Soropositivos % P
Presenca de carrapato Sim 40 9 22,5 0.850
durante o exame clinico Nio 121 29 24,0 ’
Historio de infestagdo Sim 122 32 26,2
por. carrapatos nos Nio 26 5 19.2 0,454
ultimos 12 meses
Numero de tratamentos <6/ano 75 16 21,3
acaricidas nos ultimos >6/ano 14 3 21,4 1,000
12 meses Nao tratou 72 16 22,2

RIFI= Reagdo de imunofluorescéncia indireta, 'Teste de Qui-quadrado, n= numero de
caes analisados, *13 proprietarios ndo souberam informar.

Tabela 11 Relagdo da presenca ou ndo de carrapato no homem e do tempo
dedicado ao lazer com a soropositividade para E. canis (RIFI >80),
em uma populagdo canina atendida em clinica e hospital veterinario

de Lavras, MG
Variavel Cégs_ Valoi“ de
n Soropositivos % P
Observaram carrapatos Sim 32 8 25,0
fjlxgdos na pele nos Nio 70 16 2.8 0,813
ultimos 12 meses*
Tempo de lazer <7 h/semana 82 18 21,9
dedicado a0 cio >7 h/semana 34 7 20,6 0,871
Nao dedicou 45 10 22,2

RIFI= Reagio de imunofluorescéncia indireta, 'Teste de Qui-quadrado, n= namero de
céles analisados, *59 proprietarios ndo souberam informar.
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6 DISCUSSAO

6.1 Frequéncia de caes com citologia positiva para £. canis

No presente trabalho, a presenga de mérulas compativeis com E. canis foi
observada em um nUmero muito pequeno de cdes, correspondendo
aproximadamente 2% dos animais examinados (3/161). Fato similar foi
observado por Rodriguez-Vivas, Albornoz e Bolio (2005), no México, ¢ Vargas-
Hernandez et al. (2011), na Colombia, que relataram a presenca de moérulas de
E. canis em apenas 4,2 (5/120) e 4,4% (4/91) dos cles analisados,
respectivamente.

Meneses et al. (2008), em Salvador, BA, em uma populagéo suspeita para
EMC, observaram inclusdes sugestivas de corpusculos elementares e morulas de
E. canis no citoplasma de células mononucleares em 5,3% (4/75) dos cées. Ueno
et al. (2009), em Botucatu, SP, também analisando uma populacdo suspeita para
EMC, relataram o encontro de morulas de E. canis em 7,1% (5/70) dos cées.
Faria et al. (2010), em Jaboticabal, SP, também utilizando cdes com suspeita
clinica para EMC, porém, examinando esfregagos sanguineos confeccionados a
partir de aspirados do bago e da “capa leucocitaria”, observaram a presenca de
morulas de E. canis em 48,6% (17/35) e 5,7% (2/35), respectivamente. De
acordo com alguns pesquisadores o bago pode ser o abrigo para E. canis por
periodos mais longos se comparado ao tempo que a bactéria permanece na
corrente sanguinea (FOLEY et al., 1999; HARRUS et al., 2004).

Borin, Crivelenti e Ferreira (2009), em Uberlandia, MG, baseado em um
levantamento da casuistica natural de atendimentos de cdes do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, relataram que de 4.407 cées

atendidos, 251 (5,7%) eram portadores de moérulas de Ehrlichia spp.
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Apesar da facilidade de execugdo e baixo custo, esse exame tem
apresentado baixa sensibilidade e relativa baixa especificidade, o que pode ser
justificado pela flutuagdo parasitémica de Ehrlichia spp. (ELIAS, 1991). A
visualizagdo microscdpica de morulas de Ehrlichia spp. no interior de leucdcitos
ocorre principalmente durante a fase aguda da doenga e em aproximadamente

4% dos casos (WANER; HARRUS, 2001).

6.2 Frequéncia de caes expostos a infeccao por E. canis

Das amostras de soro canino submetidas a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFT >80), 23,6% apresentaram anticorpos anti-E. canis (38/161).
Resultado similar foi observado por Trapp et al. (2006), em Londrina, PR, que
utilizando uma populacdo canina hospitalar, encontraram 23,0% (87/381) de
cdes soropositivos para E. canis (RIFI >80). Do mesmo modo, no presente
estudo, a frequéncia de cdes expostos a infecg¢do por E. canis esta dentro da faixa
observada por outros trabalhos realizados no Brasil, com valores variando entre
14 a 45% de caes soropositivos para populacdes atendidas em hospitais e
clinicas veterinarias (DAGNONE et al., 2003).

Neste estudo, o titulo final dos caes soropositivos, variou entre 80 a 1280,
permitindo especular que esses animais apresentavam infec¢do subclinica no
momento da consulta, porém, com titulos baixos, por se tratar de infec¢do
natural por E. canis, e provavel estabilidade endémica. Esse resultado esta
coerente com o perfil da populagio canina amostrada, constituida
predominantemente de animais aparentemente sadios e sem suspeita clinica de
erliquiose canina. Entretanto, cdes infectados experimentalmente, que se
recuperaram da infeccdo aguda e evoluiram para a forma subclinica,
assintomatica, apresentaram titulos altos de IgG anti-E. canis entre 2.560 e

20.480, indicando uma infec¢do de duragdo prolongada e estimulagao antigénica
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persistente (WANER et al., 2001). Esses titulos altos podem se manter em caes
que passam para a fase cronica da infec¢do, mas nesse estidgio os animais sdo
pancitopénicos, sintomaticos e o prognodstico ¢ grave (BARTSCH e GREENE,
1996).

Desse modo, é importante ressaltar que, embora a sorologia seja util no
diagnéstico da EMC, em areas endémicas ndo ¢ um método de diagnostico
conclusivo, pois os cdes podem manter altos titulos de anticorpos anti-E. canis
durante meses ou anos, mesmo apds a eliminagdo do agente ou de um tratamento
mal sucedido (BARTSCH; GREENE, 1996; HARRUS et al., 1998; WANER et
al., 2001; NEER et al., 2002; HARRUS; WANER, 2011).

A frequéncia de cdes sororeagentes a E. canis em Lavras, MG, ficou
abaixo dos resultados observados por Silva et al. (2010) em Cuiaba, MT, 42,5%
(108/254) (RIFI >40), Aguiar et al. (2007) no Estado de Rondo6nia, 31%
(97/314) (RIFI >40), Azevedo et al. (2011) no semiarido da Paraiba, 72,5%
(79/109) (RIFI >40), e Souza et al. (2010), em Salvador, BA, 35,6% (168/472)
(RIFI >80). Costa Junior et al. (2007), em cédes provenientes de areas rurais do
Estado de Minas Gerais, encontraram prevaléncias (RIFI >40) acima da
observada no presente estudo, nos municipios de Nanuque (65,6%; 66/101) e
Belo Horizonte (37,8%; 38/101), mas similar em Lavras (24,7%; 25/101).
Porém, Saito et al. (2008), no Rio Grande do Sul, observaram uma prevaléncia
de 4,8% (19/389) (RIFI >40), bem abaixo da observada no presente estudo.

A prevaléncia da EMC varia de acordo com as condi¢des climaticas
(KEEFE et al., 1982), e devido a fatores epidemiolodgicos, tais como diferengas
na distribuicdo do carrapato vetor, média de idade dos caes, praticas de manejo e
habitat dos animais, ¢ método e ponto de corte utilizado na detec¢do do agente
(HARRUS; WANER, 2011; RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO,
2005; SAINZ et al., 1996; VIEIRA et al., 2011). Assim, Diniz et al. (2007) e
Nakaghi et al. (2008) utilizando uma populagdo suspeita para EMC nos
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municipios de Jaboticabal e Botucatu, SP, observaram uma prevaléncia de 63,3
(19/30; RIFI >20) e 73,2% (145/198; RIFI >64), respectivamente. Essas
prevaléncias tdo altas podem ser justificadas pela utilizagdo de uma populagao
amostral com suspeita clinica de EMC, aumentando a possibilidade de encontrar
cdes com anticorpos anti-E. canis. No presente estudo, realizado em Lavras,
MG, a frequéncia de cdes com anticorpos anti-E. canis ficou bem abaixo desses
trabalhos, por se tratar de um estudo epidemioldgico, onde a maioria dos
animais sdo aparentemente sadios, evidenciando o aspecto subclinico dessa
infecgdo, sendo que nessa fase a auséncia de sinais ¢ evidente (WANER et al.,
1997).

No Brasil, diferentes soroprevaléncias sdo observadas entre Estados do
Nordeste e do Sul. As taxas de infecgdo por E. canis apresentam variagdo de
uma regido para outra, sendo maiores nas areas tropicais e subtropicais,
provavelmente devido a melhor adapta¢do do carrapato R. sanguineus ao clima
quente e umido (LABRUNA et al., 2007; WINKLER et al., 1988).

Assim, esses levantamentos sorologicos citados anteriormente, tal como
nesta pesquisa, utilizando populagdes caninas com perfis bem variados, ndo
levando em consideragao fatores epidemioldgicos como idade, sexo e sistema de
criagdo dos cdes, e trabalhando com pontos de corte diferentes, dificulta a
comparagdo dos resultados entre os estudos, incluindo esse realizado no
municipio de Lavras, MG.

Embora considerando que E. canis seja a principal causa de erliquiose
canina no Brasil, ndo se pode excluir a possibilidade de infecgdo por E. ewingii,
Jjé& que essa espécie, por meio da nested-PCR, foi encontrada em 5% (5/100) dos
cdes em Vigosa, MG, (OLIVEIRA et al., 2009). Na América do Norte, E.
ewingii tem com vetor Amblyomma americanum, espécie que ndo ¢ comum na
América do Sul, porém, essa bactéria foi encontrada infectando cdes e R.

sanguineus nos EUA (MURPHY et al., 1998).
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6.3 Fatores epidemioldgicos associados a infec¢ao por £. canis

Nao foi observada associagdo significativa (p>0,05) do status sorologico
dos cédes para E. canis com nenhuma das variaveis epidemiologicas avaliadas
neste estudo, como por exemplo, idade, sexo e raca. Resultado semelhante foi
observado por Silva et al. (2010), que também ndo observaram associagdo
(p>0,05) entre idade e soropositividade para E. canis. Outros autores, também
ndo observaram associagdo (p>0,05) entre a infec¢do por E. canis com a idade,
sexo ou ra¢a dos cdes (CARLOS et al., 2011; HARRUS; WANER; BARK,
1997; RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO, 2005; SAITO et al., 2008;
SILVA et al., 2010; WATANABE et al., 2004). No entanto, ¢ descrita uma
maior gravidade clinica da erliquiose em caes da raga Pastor Alemdo, embora
nao haja uma predisposi¢do dessa raga para a doenca, segundo Harrus, Waner e
Bark (1997). Também, conforme esses mesmos autores, ndo hd predisposi¢do
sexual, ou seja, machos e fémeas tém igual oportunidade de exposi¢do ao
carrapato vetor e se infectarem por E. canis.

Entretanto, Rodriguez-Vivas, Albornoz e Bolio (2004), observaram que
cdes acima de dois anos de idade apresentaram alta associagdo com a
soropositividade para E. canis (OR= 6,77; IC=1,76-25,97; p= 0,005). Trapp et
al. (2006) consideraram que cdes com mais de um ano de vida fazem parte do
grupo de risco para infecgdo por esse agente (OR= 5,3; IC=2,4-11,6; p=0,001).
Carlos et al. (2007) também relataram associacdo entre a idade e
soropositividade por E. canis (2-5 anos: OR= 2,20; IC= 1,2-4,6; p= 0,02; >5
anos: OR=2,96; IC= 1,5-5,7; p=0,001), que de acordo com os autores, pode ser
justificada pelo estado imunologico do hospedeiro ou exposi¢cdo por um longo
periodo ao carrapato vetor R. sanguineus, o que aumentaria a probabilidade de

adquirir a infecgdo com o aumento da idade.
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No presente estudo, ndo foi observado associagdo entre soropositividade
a E. canis e acesso ou ndo dos cées a rua. Porém, segundo Silva et al. (2010), os
cdes com acesso apenas ao intradomicilio apresentaram menor frequéncia
(p<0,05) de infecgdo por E. canis. De acordo com esses autores, provavelmente
isso se deve a um menor parasitismo dos cdes pelo carrapato vetor, devido ao
convivio préximo com seus proprietdrios, o que gera um maior zelo pelo
controle de ectoparasitos (LABRUNA; PEREIRA, 2001). Azevedo et al. (2011),
apontaram o manejo do tipo solto ou semiconfinado como fator de risco para
infecgdo por E. canis (OR= 6,24; 1C= 1,28-30,39; p= 0,023), o que pode ser
justificado pelo maior risco de contato dos caes com o carrapato R. sanguineus.

Neste estudo, ndo foi observado diferenca significativa (p>0,05) na
soropositividade para E. canis entre cdes oriundos de area urbana ou zona rural,
embora, apenas quatro animais reagentes habitassem propriedades rurais,
enquanto 34 eram de area urbana. Todavia, resultados similares foram relatados
em outros estudos (MELO et al., 2011; SAITO et al., 2008; SILVA et al., 2010).

De acordo com Carlos et al. (2007), o ambiente rural, onde a situagéo
socioecondmica dificulta o controle do carrapato vetor R. sanguineus, apresenta
maior risco de infec¢do (RODRIGUEZ-VIVAS; ALBORNOZ; BOLIO, 2005),
embora esse ixodideo seja mais abundante em 4reas urbanas do Brasil

(LABRUNA; PEREIRA, 2001; SZABO et al., 2001).
6.4 Parédmetros hematolégicos
Na EMC, os achados laboratoriais mais frequentemente observados,

também variam de acordo com a fase clinica, contudo, muitas vezes, repetem-se

com maior ou menor intensidade.
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6.4.1 Eritrograma e plaquetometria

Com relag@o aos pardmetros hematologicos e plaquetometria, ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os cdes com ou sem anticorpos anti-E.
canis, embora, a trombocitopenia seja considerado o achado hematoldgico mais
consistente em animais infectados por esse agente (ALMOSNY et al., 2000;
AIELLO et al, 2001; ASGARALI et al, 2012; COUTO et al.,, 2003;
DAGNONE et al., 2003; FRANK; BREITSCHWERDT, 1999; RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2005). Esse resultado pode ser explicado, em parte, devido ao fato
de se tratar de um estudo epidemioldgico, onde a maioria dos cdes ¢
assintomatica, evidenciado o aspecto subclinico dessa infeccdo (WANER et al.,
1997). Durante essa fase, uma trombocitopenia branda pode estar presente na
auséncia de sinais clinicos. Assim, ¢ importante ressaltar que, na maioria dos
estudos em que houve associagdo da soropositividade com a trombocitopenia, a
populacdo amostral era composta de animais com suspeita clinica para EMC,
onde os sinais clinicos sdo evidentes na fase aguda e cronica (HARRUS;
WANER; BARK, 1997).

Em relacdo ao presente estudo, a frequéncia e a magnitude da anemia
nao apresentaram associacgao significativa (p>0,05) com o status sorologico dos
cées para E. canis, sendo que de 66 animais com anemia, 18 (27,2%) eram
soropositivos. Borin, Crivelenti e Ferreira (2009), em Uberlandia, MG,
trabalhando com uma populagdo canina suspeita de infecgdo por E. canis, em
que foram levadas em consideragdo as fichas clinicas e laboratoriais dos caes
que apresentavam moérula de Ehrlichia spp., observaram que 82,3% (167/203)
dos cédes apresentaram anemia. Santos et al. (2009), em Ribeirdo Preto, SP,
observaram que 66,3% (57/86) dos caes positivos pela PCR apresentavam
trombocitopenia. Porém, Dagnone et al. (2003), encontraram 20% (12/61) dos

animais infectados por E. canis com trombocitopenia e quatro de 19 (21%)
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animais anémicos positivos para esse agente, resultados mais proéximos aos
observados no presente estudo.

Moreira et al. (2005), em Belo Horizonte, MG, realizaram hemograma e
plaquetometria em 50 cdes com morulas no esfregago sanguineo, dos quais
70,3% (35) apresentaram anemia ¢ 50% (25) trombocitopenia. Carlos et al.
(2011), no Sul da Bahia, utilizando dot-ELISA como técnica de diagnostico,
relataram que cdes soropositivos frequentemente estdo anémicos (53,8%; 42/78;
p<0,01) e apresentam trombocitopenia (63,2%; 48/76; p<0,01), quando
comparados aos animais soronegativos. Rodriguez-Vivas, Albornoz e Bolio
(2005), em Yucatan, Mexico, por meio do dot-ELISA, observaram que
trombocitopenia (89,65%; 26/29) estava altamente associada com a
soropositividade de caes por E. canis (p= 0,000, OR= 18,91, IC 95%= 4.,47-
80,03), resultado similar ao observado por Ueno et al. (2009), em Botuctu, SP
por meio da PCR e trabalhando com cdes que tiveram um diagnostico clinico
presuntivo de EMC, cujos animais trombocitopénicos (43,8%; 28/64)
apresentaram associagdo significativa (p= 0,04) com a positividade para essa
riquétsia.

Neste estudo, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nos valores de
hematécrito (volume globular), hemoglobina, VCM, HCM ¢ CHCM para os
cdes reagentes se comparado com 0s animais soronegativos; resultado similar foi
observado para o hematdcrito por outros autores (COSTA JUNIOR et al., 2007;
UENO et al., 2009).

De acordo com Macieira et al. (2005) esses resultados contrastantes
observados em diferentes estudos com relacdo ao eritrograma e plaquetometria,
podem estar associados ao perfil da populagdo canina amostrada, diferencas na
prevaléncia da doenca, ocorréncia do carrapato vetor, e peculiaridades das

relagdes parasito-hospedeiro em diferentes regides do Brasil.
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Em relagdo ao estudo em questdo, a falta de associagdo dos parametros
hematoldégicos com o perfil sorologico dos caes, se deve ao fato de utilizar uma
populagdo canina constituida predominantemente por cdes assintomaticos, ou
seja, aparentemente normais e sem sinais clinicos sugestivos de erliquiose
canina. Assim, os achados hematologicos foram inespecificos, ocorrendo tanto
anemia e trombocitopenia, quanto valores de eritrograma e plaquetometria
dentro da faixa de normalidade para a espécie canina. Anemia, trombocitopenia,
e/ou leucopenia s3o achados frequentes em cdes na fase subclinica da EMC
(WANER, 2008).

Os mecanismos da trombocitopenia sdo multifatoriais, como aumento de
consumo ou destrui¢do de plaquetas e sequestro de plaquetas no bago (HARRUS
et al.,, 1998). Neste estudo, de 79 cdes com trombocitopenia, 59 (74,6%) nao
apresentavam anticorpos anti-E. canis, indicando que, embora seja um achado
caracteristico, ndo ¢ exclusivo da erliquiose canina, podendo estar presente em
diferentes enfermidades (DAGNONE et al., 2003). Borin, Crivelenti e Ferreira
(2009) relataram que 19,1% dos cdes (48/251) com erliquiose apresentaram
patologias concomitantes, dentre as quais associagdes com outros hemoparasitos
(12,7%), destacando-se Babesia spp. e Hepatozoon spp. Coinfec¢des com
hemoparasitos ja foram verificadas em 9,6% (5/52) dos caes com erliquiose em
Belo Horizonte, MG, associadas a presenga de B. vogeli ¢ Mycoplasma
haemocanis (MOREIRA et al., 2003). Ja O’Dwyer et al. (2006), em Botucatu,
SP, observaram que de 222 ca@es errantes testados, menos de 1% (1/222)
apresentou-se coinfectado por E. canis e B. vogeli.

Assim, no presente estudo, cdes soronegativos para E. canis, mas com
alguma alterag@o nos parametros hematolégicos e/ou na plaquetometria, ou seja,
apresentando valores abaixo do valor de referéncia para a espécie canina,
provavelmente, podem apresentar uma infec¢@o por outros hemoparasitos, como

Anaplasma platys, Babesia vogeli e Hepatozoon canis, que sdo transmitidos pelo



64

carrapato vetor R. sanguineus (GAL et al., 2007; HUA et al., 2000). Do mesmo
modo, cées soropositivos para E. canis podem apresentar coinfec¢éo por outros
hemoparasitos, como B. vogeli (TRAPP et al., 2006). De acordo com estudo
realizado por Guimaraes et al. (2009), utilizando uma populacao canina atendida
em clinicas veterinarias de Lavras, MG, 73,3% dos cdes (220/300) foram
soropositivos para B. vogeli (RIFT>1:80). Esses autores sugerem que Lavras é
area endémica para babesiose canina, corroborando a hipdtese de coinfec¢ao dos
céles no presente estudo. Anemia e trombocitopenia sdo alteracdes hematologicas
frequentes na babesiose canina, e cdes com coinfec¢do por A. platys apresentam
quadros mais graves desses distirbios (FOGLIA; CAPPIELLO; OLIVA, 2006;
GAUNT et al., 2010).

6.4.2 Leucograma

No presente trabalho, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nos
parametros do leucograma de cdes com ou sem anticorpos anti-E. canis, exceto
para os bastonetes, que apresentaram valores mais elevados (p= 0,045) para os
animais soropositivos. Os pardmetros do leucograma mantiveram os valores
dentro da faixa de normalidade para a espécie canina.

Valores maiores que a faixa considerada normal para a espécie canina se
caracteriza como leucocitose e valores menores a leucopenia. O fato de tanto
leucopenia como leucocitose poderem ser observados pode ser devido aos
diferentes estagios da doenga em caes. Na fase aguda da EMC a contagem de
leucdcitos ¢ variavel, na fase subclinica ocorre principalmente leucopenia e na
fase cronica ocorre tanto leucopenia como leucocitose (ETTINGER;
FELDMAN, 1992; SAITO et al., 2008).

No presente trabalho, observou-se que a frequéncia de leucopenia

(26,6%) e leucocitose (26,0%) foi similar em caes soropositivos. Borin,
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Crivelenti e Ferreira (2009) estudando uma populagdo suspeita de infec¢do por
E. canis observaram leucopenia em 24,6% (50/203) e leucocitose em 20,2%
(41/203) dos caes. Com relato semelhante, Ueno et al. (2009), por meio da PCR,
observaram a ocorréncia de leucopenia em 32,0% (8/25) dos animais positivos
para E. canis. Moreira et al. (2003), utilizando esfregagos sanguineos,
observaram leucopenia em 30% (15/50) dos caes positivos. Nakaghi et al.
(2008) analisando uma populagdo suspeita para E. canis, por meio das técnicas
de RIFI, Dot-ELISA e Nested PCR, observaram 50,0% (2/4), 50,0% (2/4) e
100,0% (4/4) dos cides positivos com leucocitose, respectivamente.

Neste estudo, observou-se um aumento significativo (p= 0,045) na
contagem de bastonetes para os animais soropositivos por E. canis, similar ao
resultado relatado por Moreira et al. (2003), que por meio de esfregacgos
sanguineos, observaram esse achado em 66% (33/50) dos animais.

E importante salientar que a maioria dos estudos, incluindo o presente,
utiliza cdes infectados naturalmente por E. canis, sem saber qual a fase da
doenga e desconsiderando a influéncia do stress causado pelo parasito no
desenvolvimento de alteragdes secundarias no leucograma, fato que dificulta a

comparacao dos resultados entre os diferentes trabalhos.

6.5 Achados clinicos

A erliquiose monocitica canina (EMC) apresenta uma gama muito
grande de sinais clinicos inespecificos, que podem variar de acordo com a fase
da doenca (aguda, subclinica ou crénica), o que dificulta o seu diagnostico
(BREITSCHWERDT, 2004).

Neste estudo, 33,1% (41/124) dos cdes ja haviam apresentado suspeita
clinica de EMC nos ultimos 12 meses, segundo seus proprietarios (37 nao

souberam informar), sendo que desses 24,1% (20/83) eram sororeagentes. No
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final do exame clinico, 38,5% (62/161) dos cédes examinados apresentaram
suspeita de EMC, sendo que desses, 25,8% (16/62) eram soropositivos para E.
canis.

De 38 caes sororeagentes, 16 (42,1%) apresentaram sinais clinicos
compativeis com EMC, e desidratacdo e prostracdo foram os Unicos sinais
associados significativamente (p>0,05) com soropositividade, pelo teste de qui-
quadrado (Tabela 8). Posteriormente, realizou-se a regressdo logistica e a
prostracdo foi o Unico sinal clinico que apresentou associacdo significativa com
a soropositividade por E. canis (p= 0,02; OR= 3,742; IC 95%= 1,22-11,46).

Uma infeccdo experimental de quatro cdes com cepa brasileira de E.
canis, conforme descrito por Buhles, Huxsoll e Ristic (1974), isolada a partir de
um cdo infectado (UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil), causou meningite ndo
supurativa com presenca de manguitos perivasculares de células
mononucleares no cortex cerebral, cerebelo e medula espinhal, o que poderia
ser responsavel pela ocorréncia de sinais neurologicos (CASTRO et al., 2004).
Trapp et al. (2006), em Londrina, PR, observaram em uma populacdo canina
suspeita de EMC a ocorréncia de sinais neurologicos em 53,3% (8/15) dos cées
soropositivos  (dot-ELISA), e houve associagdo significativa com a
soropositividade por E. canis (p= 0,009; OR= 7,7; IC 95%= 2,1-28,3). No
presente trabalho, ndo se observou a ocorréncia de sinais neuroldgicos, o que
pode ser justificado pelo abrandamento dos sinais clinicos na fase subclinica da
EMC e o perfil da populacdo canina amostrada.

Meneses et al. (2008), na Bahia, em uma populagdo canina suspeita de
EMC, observaram que febre, desidratacdo, mucosas hipocoradas e petéquias
apresentaram associagdo significativa (p<0,05) com a soropositividade (dot-
ELISA) por E. canis. Resultado similar foi encontrado por Nakaghi et al. (2008),
em Jaboticabal ¢ Botucatu, SP, em uma populacdo canina com sinais clinicos

compativeis com EMC, observaram apatia (60,0%; 18/30), inapeténcia (56,7%;
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17/30), palidez de mucosas (43,3%; 13/30), febre (43,3%; 13/30), linfadenopatia
(43,3%; 13/30), esplenomegalia (43,3%; 13/30), hemorragias (33,3%; 10/30), e
uveite (40%; 12/30). Também no presente estudo, alguns sinais clinicos foram
comuns aos citados por esses autores, como prostracao (50,0%; 7/14), hiporexia
(40,0%; 6/15) e emagrecimento (25,0%; 4/16), porém, apenas prostracdo
apresentou  associacdo significativa (na regressdo logistica) com a
soropositividade por E. canis.

Ueno et al. (2009), em Botucatu, SP, por meio da PCR, em uma
populagdo canina com diagnoéstico clinico presuntivo de EMC, observaram que
de 29 cées com diarreia, 16 (55,2%) estavam infectados com E. canis (p= 0,05).
No presente trabalho, trés cies soropositivos apresentaram alteragdes intestinais
(30,0%; 3/10), mas sem associacdo significativa (p>0,05) com E. canis.

Silva et al. (2010), em Cuiaba, MT, em uma populacdo canina aleatoria,
observaram os seguintes sinais clinicos em 31 caes soropositivos (RIFI 1>40)
para E. canis: sinais dermatoldgicos (64,5%; 20), nervosos (3,2%; 1) e
oftalmicos (29,0%; 9), linfadenopatia (6,4%; 2), emagrecimento (6,4%; 2),
petéquias (6,4%; 2), apatia (3,2%; 1), hepatomegalia (3,2%; 1) e esplenomegalia
(3,2%; 1). Carlos et al. (2011), nos municipios de Ilhéus e Itabuna, BA,
observaram em uma populacdo de cdes escolhidos aleatoriamente, febre (41,7%;
10/24), apatia (69,2%; 9/13), petéquias (100%; 3/3), desidratagdo (53,8%; 7/13)
e linfodenopatia (57,1%; 28/49) em 72 caes soropositivos pelo dot-ELISA (36%;
72/200). No presente trabalho, alteracdes oculares (60,0%; 3/5) e
linfodenomegalia (33,3%; 3/9) foram observados em cées soropositivos para E.
canis, sinais também relatados por outros autores.

Os sinais clinicos observados na EMC podem variar de acordo com a
forma clinica da doenca (aguda, subclinica e cronica), com a viruléncia da cepa
e com o estado imunoldgico dos animais. Ehrlichia canis pode causar sinais

clinicos bem variaveis (BREITSCHWERDT, 2004), o que torna o diagnostico
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clinico ainda mais dificil, bem como, a comparagdo dos resultados obtidos em

estudos observacionais relatados por diversos autores.

6.6 Presenca de carrapatos em cdes e no homem

Neste estudo, de 161 cdes submetidos ao exame clinico,
aproximadamente 25% (40) estavam infestados por carrapatos durante a
consulta. E importante ressaltar que, essa taxa de infestagdo pelo R. sanguineus
pode estar subestimada, pois os clinicos veterindrios normalmente priorizam a
visualizagdo de formas adultas, negligenciando a presenca de larvas e ninfas,
estadios parasitarios de menor tamanho, e consequentemente, de maior
dificuldade de visualizagio (GUIMARAES; LIMA; ROCHA, 2011).

Embora, os carrapatos nao tenham sido identificados, é muito provavel
que seja R. sanguineus, considerada a principal espécie observada em caes
criados em areas urbanas no Brasil (LABRUNA; PEREIRA, 2001; MELO et
al., 2011; RIBEIRO et al., 1997, RODRIGUES; DAEMON; D’AGOSTO,
2001; SOARES et al., 2006), desde a sua introducdo a partir da Europa. Esse
fato reforca ainda mais essa suspeita, ja que 86% da populagdo canina deste
estudo era composta por cdes urbanos domiciliados. Segundo Oyafuso et al.
(2002), dos carrapatos coletados em 71 caes atendidos no Hospital Veterinario
da Universidade Estadual de Londrina, PR, 94% foram identificados como R.
sanguineus e 4% como Amblyomma cajennense. De acordo com Guimardes,
Lima e Rocha (2011), em estudo sobre ectofauna parasitaria em 67 caes urbanos
domiciliados, atendidos em clinicas veterinarias particulares de Lavras, MG, R.
sanguineus foi a Ginica espécie de carrapato observada nos animais.

O contato com o carrapato vetor pode indicar maior risco de infecgdo
por E. canis (AGUIAR et al., 2007; CARLOS et al., 2011; CARVALHO et al.,
2008; COSTA JUNIOR et al., 2007; DAGNONE et al., 2001; TRAPP et al.,
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2006), porém, esse fato ndo foi comprovado no presente estudo. Provavelmente,
o numero relativamente pequeno de cdes, associado ao perfil da populagdo
amostrada (aleatéria), podem justificar, em parte, o resultado observado no
presente estudo. Entretanto, ¢ importante ressaltar que, embora, sem apresentar
associagdo significativa (p>0,05) com o status sorologico para E. canis, 84,2%
dos cdes soropositivos tiveram contato com carrapatos nos ultimos 12 meses,
conforme relatado pelos seus proprietarios.

O carrapato R. sanguineus ocasionalmente pode ser encontrado
parasitando outros mamiferos (NORVAL; DAILLECOURT, 1983), inclusive o
homem (CLARK et al., 1996; FELZ; DURDEN; OLIVER JUNIOR, 1996;
NEBREDA-MAYORAL et al, 2004; VENZAL et al., 2003). Atualmente,
devido a mudancas ocorridas no estilo de vida, o cdo esta em contato cada vez
maior com o homem. Nesse estudo, 51,0% dos proprietarios relataram dedicar
até sete horas/semana de lazer aos seus cies ¢ 21,0% mais de sete horas/semana,
reforcando o papel de companhia desses animais para o homem, e
consequentemente exposi¢ao e risco de infestagdo pelo carrapato R. sanguineus.

No Brasil, ainda sdo escassos os estudos sobre o parasitismo de R.
sanguineus em seres humanos. Dantas-torres, Figueredo e Branddo Filho (2006),
na regido metropolitana de Recife, PE, descreveram quatro casos de parasitismo
humano por R. sanguineus. Louly et al. (2006), em Goiania, GO, também
relataram o parasitismo de seres humanos por esse carrapato no Brasil.

No presente estudo, quatorze proprietarios (35,0%), cujos caes tinham
carrapatos no momento da consulta (14/40), relataram ja terem observado
também carrapatos fixados a sua pele, e sete (50,0%) animais desses donos
apresentaram suspeita clinica para EMC, sendo quatro cdes (57,0%)
soropositivos para E. canis. Trapp et al. (2006), avaliando a soroprevaléncia de

babesiose e erliquiose canina em uma populagdo hospitalar no Sul do Brasil,
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observaram que os proprietarios de cdes com carrapato apresentaram maior
risco (OR= 3,2) de serem expostos a esse ectoparasito.

Freire et al. (2010), no Estado do Para, realizaram um inquérito com
2.160 pessoas, sem discriminac¢do étnica, de sexo, idade, e social, classificados
em quatro faixas de idade, seis tipos de atividades na sociedade, e ambos os
sexos. Esses autores observaram 44,4% (960/2160) das pessoas infestadas por
carrapatos, sendo que os principais acometidos eram estudantes (47,3%;
345/731) e trabalhadores rurais (51,3%; 379/740). Dos 10916 -carrapatos
encontrados parasitando os seres humanos, 51,3% (4020/10916) foram
identificados como sendo R. sanguineus.

A erliquiose monocitica canina ¢ uma das principais doengas infecciosas
que acometem os cdes, ¢ tem interesse também na saude publica devido as
recentes descobertas da infecgdo por E. canis em seres humanos na Venezuela,
onde o agente, provavelmente, foi transmitido pelo carrapato vetor R.
sanguineus (STICH et al., 2008; UNVER et al., 2001). Desse modo, levando em
consideragdo a preocupacdo com o potencial zoonotico de E.canis e de outros
hemoparasitos, sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre o parasitismo

de seres humanos pelo R. sanguineus.
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7 CONCLUSOES

Inferéncias sorologicas, por meio da reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), sugerem que, ¢ alta a frequéncia de caes expostos a
infeccdo por E. canis (24,0%), atendidos em clinica particular e
hospital veterinario de Lavras, MG.

A soropositividade para E. canis ndo apresentou associagdo
significativa (p>0,05) com nenhuma das varidveis epidemiologicas
da populagdo canina, como sexo, idade e raga, bem como, area,
local e forma de criagdo dos animais.

Anticorpos anti-E. canis ndo interferiram significativamente
(p>0,05) nos valores de eritrograma, leucograma e plaquetometria,
sugerindo que, na populacdo canina em questdo, houve um
predominio da infec¢@o subclinica (assintomatica).

Alteragdes hematologicas, como anemia e trombocitopenia, ¢ 0s
achados clinicos, foram inespecificos, ndo sendo exclusivos de cées
expostos a infeccdo por E. canis, sugerindo que animais
soropositivos ou soronegativos podem apresentar coinfeccdo por
outros hemoparasitos.

A prostragdo foi o unico sinal clinico que apresentou associagdo
significativa (p<0,05) com a soropositividade de cies para E. canis.
Novos estudos, utilizando métodos mais sensiveis e especificos, sdo
necessarios na comprovagdo da infec¢do, e na determinacdo de
coinfeccdo por outros hemoparasitos, cujo vetor também € o

carrapato R. sanguineus.
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Anexo B Ficha Individual dos Caes

1) Nome do proprietéario: Fone:
2) Data da coleta:

3) Nome do céo:
4) Sexo:

a) Macho

b) Fémea
5) Idade:

a) Jovem (<1 ano)

b) Adulto (> 1 ano)
6) Raca:

a) Com raga definida
b) Sem raca definida (SRD)
7) O céo vive em &rea:

a) Urbana
b) Rural

8) O local de criacéo:
a) Casa
b) Apartamento
¢) Outro:

9) Forma de criagdo:

a) Sem acesso a rua
b) Acesso livre a rua
¢) Acesso controlado a rua
10) Presenca de carrapatos no momento da consulta:

a) Sim
b) Nao
11) Vocé ja observou a presenca de carrapatos no seu cdo nos ultimos 12

meses?
a) Sim

b) Nao
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¢) Néo soube informar
12) Qual foi a frequéncia de uso de carrapaticidas no seu cao nos ultimos 12
meses?
a) 1 a2 vezes
b) 3 a 4 vezes
c) 5 a6 vezes
d) 7 a 8 vezes
¢) Mais de 8 vezes
f) Nao soube informar
13) Vocé ou algum membro da familia ja encontrou o carrapato do céo
fixado na sua pele nos Gltimos 12 meses?
a) Sim
b) Nao
¢) Nao soube informar
14) Quantas horas por semana vocé se dedica ao lazer com o seu cdo?
a) 1a3h
b)4a7h
c)8a10h
d) Mais de 10h
15) O cdo ja teve suspeita ou diagndstico de erliquiose nos altimos 12
meses?
a) Sim
b) Nao
¢) Nao soube informar
16) Ha suspeita clinica de erliquiose apés o exame clinico?
a) Sim
b) Nao
¢) Outro:




