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RESUMO

A erliquiose e anaplasmose caninaconstituem umdesafio na clinica de pequenos animais, por
possuirem sinais inespecificos e alteracbes hematoldgicas variaveis com as fases das doencas.
A associacdo de sinais clinicos com fatores de risco para sua ocorréncia é essencial para
determinar a suspeita clinica e os métodos diagnosticos a serem utilizados. O presente estudo
objetivou descrever os aspectos clinico, epidemiologico,parasitolégico e sorolégico de 98 cées
com suspeita de erliquiose e /ou anaplasmose, atendidos no Hospital Veterinario de Uberabae
analisar quais critérios levaram o clinico & suspeita. Foram divididos dois grupos: CS (com
sinais compativeis) e SS (sem sinais compativeis), onde 56,12% (55/98) faziam parte do CS e
43,87% (43/98) do SS. A maior parte dos animais dos dois grupos era fémeas, de 1 a 5 anos,
deraca definida. Foram analisados os fatores de risco para as doencas.Os hemogramas foram
realizados para deteccdo de alteracdes compativeis (anemia, leucopenia e trombocitopenia).
Realizou-se esfregaco sanguineo de ponta de orelha para pesquisa parasitoldgica e teste
soroldgico Alere Erliquiose Ac Test Kit®. Na pesquisa parasitologica 4,65% (2/43) e 7,27%
(4/55) foram positivos no grupo SS eCS, respectivamente. Na sorologia, 76,74% (33/43) e
38,18% (21/55) foram positivos no grupo SS e CS, respectivamente. A partir resultados
parasitoldgico e soroldgico, criaram-se quatro categorias: C1 (parasitoldgico positivo e
sorolégico positivo); C2 (parasitoldgico positivo e sorolégico negativo); C3 (parasitologico
negativo e soroldgico positivo) e C4 (parasitoldgico negativo e soroldgico negativo). Houve
diferenca significativa quanto a presenca de carrapatos, e no grupo CS e na C3 quanto aepistaxe
e esplenomegalia. Ainda foi avaliada a realizagdo ou ndo de tratamento com doxiciclina nas
categorias em relacdo aos grupos CS e SS.Concluiu-se, que para um diagnostico preciso, é
necessario que o médico veterinario obtenha o historico do animal e realize um exame clinico
detalhado, considerando as particularidades de cada paciente, selecionando criteriosamente 0s

testes diagnosticos, para definir o progndéstico e plano terapéutico a ser instituido.

Palavras-chave: A.platys, E.canis, alteracGes
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ABSTRACT

Canine ehrlichiosis and anaplasmaosis are challenging in the small animal clinical practice since
they have nonspecific signs and have hematological changes that are variable according to the
disease stages. The association of clinical signs with risk factors for its occurrence are essential
to determine the clinical suspicion and the diagnostic methods to be used. The present study
aimed to describe the clinical, epidemiological, parasitological and serological aspects of 98
dogs with suspected ehrlichiosis and/or anaplasmosis attended at the Veterinary Hospital of
Uberaba and to analyze which criterions led the clinician to the disease suspicion. Two groups
were divided: CS (with compatible signs) and SS (without compatible signs), where 56,12%
(55/98) belonged to CS and 43,87% (43/98) belonged to SS. Most of the animals of the two
groups were females, 1 to 5 years old, defined breed. Risk factors for the diseases were
analyzed. Blood counts were performed to detect compatible abnormalities (anemia,
leukopenia and thrombocytopenia). Ear tip blood smear to detect parasitological blood
infection, and Alere Erliquiose AC Test Kit® serological test were performed. The
parasitological blood analyses revealed 4,65% (2/43) and 7,27% (4/55) positive blood infection
in group SS and CS, respectively. The serological analyses revealed 76,74% (33/43) and
38,18% (21/55) positive blood infection in group SS and CS, respectively. According to
parasitological and serological results, four categories were created: C1 (positive
parasitological and positive serological analyses); C2 (positive parasitological and negative
serological analyses); C3 (negative parasitological and positive serological analyses) and C4
(negative parasitological and negative serological analyses). The analyses showed significant
statistic differences in group CS and C3 for epistaxis and splenomegaly. The performance or
nonperformance of doxycycline treatment also has been analyzed in the categories in relation
to the SS and CS groups. In conclusion, it is needed that the veterinary doctor obtains the
animals’ medical history and perform detailed clinical examinations considering the
particularities of each patient and selecting carefully the complementary analyses to achieve

an accurate diagnosis and to define the prognosis and therapeutic plan to be established.

Key-words: A. platys, E. canis, changes
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1 INTRODUCAO

As hemoparasitoses tém se tornado um grande desafio para o médico veterinario de
pequenos animais (MAZZOTI et al.,2018), e a erliquiose monocitica e anaplasmose canina
apresentam elevada casuistica em clinicas de animais de companhia e hospitais veterinarios
(DUMLER et al., 2001). No Brasil,a prevaléncia destas enfermidades, varia de 4,8% a 70,0 %,
dependendo da regido estudada (DAGNONE et al., 2003, AGUIAR et al., 2007; SANTOS et
al., 2009). Estima-se que na regido Sudeste do pais, juntamente as regides Nordeste, Sul e
Centro-oeste, a erliquiose seja diagnosticada em 20 a 30% dos cées atendidos (COSTA, 2015).

A erliquiose monocitica canina e a trombocitopenia ciclica canina séo doencas causadas
por bactérias gram-negativas intracelulares obrigatorias, da ordemRickettsiales e familia
Anaplasmataceae, cujos agentes etioldgicos sdo Ehrlichia canis e Anaplasma platys
respectivamente, transmitidos pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus(DUMLER et al.,
2001;MAVROMATIS et al., 2005; ESPINDOLA et al., 2016;).

As alteracdes clinicas e hematologicas das duas infeccBes sdo inespecificas, o que torna
0 diagndstico complexo e desafiador, sendo que na erliquiose h& variagdo no quadro
apresentado de acordo com as fases da doenca (aguda, subclinica ou crénica) (TILLEY, 2003;
ISOLA etal., 2012; MAZZOTI et al.,2018). Muitas vezes, ao observar que o paciente apresenta
apenas um sinal caracteristico da doenca, o clinico suspeita da enfermidade, ndo considerando
outros aspectos associados &s doencas e/ou as particularidades de cada céo atendido.Alguns
fatores predispdem a ocorréncia das doencgas, como por exemplo, a presenca de carrapatos, que
sd0 os vetores transmissores da doenca (AZEVEDO et al., 2011), e muitas vezes, mesmo que
o animal apresente outras condi¢des clinicas, sdo considerados importantes pelo veterinario
para suspeita clinica.

Para um diagndstico presuntivo, o ideal é que o medico veterinario associe as alteracdes
observadas clinicamente e hematologicamente, e para diagndstico definitivo, torna-se
necessario a utilizacdo de testes como: parasitolégico, que permite a visualizagdo das morulas
dos parasitos; soroldgico, que detecta os titulos de anticorpos anti-E. canis e anti-A. platys; ou
PCR, através da deteccdo de DNA dos agentes. Todos o0s testes auxiliam no diagnéstico das
enfermidades, mas possuem algumas limitacOes, como: reacdo cruzada, resultados falsos
positivos ou falsos negativos (TRAPP et al., 2006; MACHADO et al., 2010; SOUSA et al.,
2010; COSTA, 2015).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever os perfisclinico, epidemioldgico,
hematologico, parasitologico e sorolégico de cdes atendidos no Hospital Veterinério de
Uberaba com suspeita de erliquiose e/ou anaplasmose, bem como realizar uma analise dos
dados gerados durante o atendimento dos animais, com o intuito de observar a prevaléncia das
doencas através dos testes realizados e definir os critérios que levaram os médicos veterinarios

a suspeita clinica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PARASITO Ehrlichia canis

O parasito E.canis foi descrito pela primeira vez por Donatien e Lestoquard (1935), na
Argélia, que o denominaramcomo Rickettsia canis. Foi renomeado comoEhrlichia canisem
1945 (FONSECA, 2012). Seu primeiro relatono Brasil ocorreu em Belo Horizonte, Minas
Gerais (COSTA et al., 1973).

S&o bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatdrias, que parasitam as células
hematopoiéticas, principalmente mondcitos e macrofagos, e ocasionalmente os neutréfilos, e
que sdo transmitidas através da saliva infectada do carrapato Riphicephalus sanguineus, durante
repasto sanguineo (DUMLER et al., 2001; DANTAS TORRES, 2008).Apresenta-se de trés
formas: corpusculos elementares, corpusculos iniciais e morulas (Fig. 1). Os corpudsculos
elementares sdo estruturas amorfas de varios tamanhos, que podem ser visualizadas nos
vaclolos do citoplasma dos mondcitos. Os corpusculos iniciais sdo compostos de varios
granulos. Esses dois tipos de corpusculos devem ser diferenciados de granula¢fes azurofilas,
gue sd@o comuns no citoplasma das células sanguineas mononucleares dos cdes higidos. As
morulas séo colbnias arredondadas e podem ser observadas a partir do décimo terceiro dia apos
a inoculacdo do agente (ALMOSNY et al., 2002).

Q

o
3 o

Figura 1: Morula de Ehrlichia canis encontrada através de pesquisa parasitolégica em mondcito de cao

infectado.(Fonte:Arquivo Pessoal)

2.2 PARASITO Anaplasma platys

Harvey et al. (1978) descreveram um microorganismo similar a Ehrlichia sp., que
causava trombocitopenia ciclica induzida, e em uma infeccdo experimental foram observadas

duas a trés inclusdes em plaguetas, de sete a doze dias ap6s infeccdo. Anteriormente este
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hemoparasita foi denominado Ehrlichia platys. Dumler etal. (2001) sugeriram a mudanca para
a nomeclatura atual: Anaplasma platys (Figura 2).

Figura 2: Morula de Anaplasma platys encontrada através de pesquisa parasitoldgica, em plaqueta de cdo

infectado. (Fonte:Arquivo Pessoal)

Trata-se de uma bactéria gram-negativa que infecta as plaquetas dos cdes, sendo
visualizada como inclus6es basofilicas, arredondadas, ovais ou achatadas, envolvidas por uma
membrana dupla, que se reproduz por fissdo binaria (DAGNONE, 2001; ALMOSNY et al.,
2002). Esta bactéria é transmitida pelo carrapato Riphicephalus sanguineus (INOKUMA et al.,
2000; GARCIA et al., 2018).

2.3 AS DOENCAS: ERLIQUIOSE MONOCITICA E ANAPLASMOSE CANINA

A erliquiose e anaplasmose canina possuem grande importancia na clinica de pequenos
animais, devido a grande prevaléncia de tais enfermidades nos cdes (DAGNONE et al., 2001;
DOS SANTOS et al., 2018; DE HOLANDA et al., 2019;). Os agentes causadores das duas
enfermidades se disseminam na corrente sanguinea do hospedeiro podendo lesionar ou alterar
a funcdo das células sanguineas, fazendo com que a anaplasmose e erliquiose canina
representem um grande desafio ao clinico de pequenos animais, uma vez que estas doencas
expressam sinais clinicos inespecificos, limitando o diagndstico preciso, minimizando assim as
chances de recuperacédo do paciente (DE HOLANDA et al., 2019).

Os estudos a respeito da epidemiologia das doencgas demonstram que a prevaléncia das
mesmas é alta, dependendo da regido e populacao canina (animais hospitalizados, caes errantes
ou de companhia) e também do tipo de diagnostico utilizado, com variacéo de 4,8% no extremo
sul brasileiro a 70,9% na regido centro-oeste (DAGNONE et al.,2003; SANTOS et al., 2009;
UENO et al., 2009; COSTA-JUNIOR et al.,2013). A prevalénciado vetor
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Riphicephalus sanguineus, que é comumente encontrado no Brasil, pode justificar a ocorréncia
de tais enfermidades em diversas regides do pais. A erliquiose e anaplasmose sdo consideradas
endémicas em varias regides (VIEIRA et al.,2011).

No Brasil, tém sido realizados estudos sobre a Ehrlichia canis e Anaplasma platys,
tratando de aspectos como os sinais clinicos observados, a idade, raga e sexo dos cdes
acometidos, bem como a presenca de ectoparasitas, com o objetivo de padronizar os fatores de
risco para a infeccdo (DAGNONE et al., 2003; TRAPP et al., 2006).Costa (1973) relata casos
de coinfeccdo de tais enfermidades. O desenvolvimento das doengas € mais comum nos
periodos mais quentes do ano, momento que favorece o desenvolvimento do vetor transmissor.
N&o ha predilecdo em relagdo ao sexo ou faixa etéria para ocorréncia das doengas e trabalhos
realizados ndo demonstraram diferenca significativa em relacao a estes fatores (LABARTHE
et al., 2003; SILVA, 2015; RIBEIRO et al., 2017; MAZZOTTI et al., 2018). Em relacdo a
predisposicéo racial, alguns autores relatam que na erliquiose monocitica canina, a raga Pastor
Alemdo é mais sensivel. Ainda ha relatos de maior susceptibilidade das racas: Cocker, Old
English, Sheepdog e Poodle(FERREIRA e VIANA, 1981; ALMOSNY , 2002).

A erliguiose pode se manifestar nas formas: aguda, subclinica e cronica, onde o animal
pode apresentar: letargia, anorexia, mucosas palidas, linfodenomegalia, palidez de mucosas,
anemia, leucopenia e trombocitopenia (DE HOLANDA et al.,2019).Durante a fase aguda os
sinais sdo inespecificos, podendo ocorrer anorexia, hipertermia; letargia; perda de peso;
linfoadenomegalia; esplenomegalia; hepatomegalia, distdrbios pulmonares e alteracdes
oculares (BREITSCHWERDT, 2004). A trombocitopenia ocorre por consumo, destrui¢do ou
sequestro de plaquetas. Nesta fase as petéquias podem néo ser observadas e a trombocitopenia
pode ser discreta. O nimero de leucdcitos pode variar, e ocorre anemia devido a supressdo e
destruicdo rapida dos eritrocitos (ALMOSNY, 2002; DE HOLANDA et al., 2019). A fase
subclinica pode durar de meses a anos e 0s cdes ndo manifestam sinais clinicos, embora
possuam o agente, podendo ocorrer trombocitopenia leve, anemia e leucopenia. Alguns cées
imunocompetentes conseguem eliminar oagente e se recuperam sem passarem pela fase cronica
(HARRUS et al., 1998; BREITSCHWERDT, 2004;DE HOLANDA et al.,2019). Durante a fase
crbnica os sinais clinicos irdo variar de acordo com a gravidade da enfermidade e com 0s 6rgaos
afetados, podendo ocorrer: glomerulonefrite; esplenomegalia; insuficiéncia renal; uveite;
depresséo; paresia; anorexia e perda de peso (BREITSCHWERDT, 2004). Neste periodo pode

ocorrer trombocitopenia grave e serdo observados: epistaxe,
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petéquias ou equimoses hemorrdgicas; hematdria; melena; e uveite anterior (NEER e
HARRUS, 2006).

Anaplasma platys realiza parasitemia ciclica em um intervalo de 10 a 14 dias. Alguns
dias apo6s infeccdo as plaquetas diminuem de forma brusca, momento em que o parasito
desaparece da circulagdo, diminuindo assim as chances de visualizacdo do mesmo. Com o
desaparecimento do microorganismo, o numero de plaquetas volta ao normal dentro de trés a
quatro dias. Com o tempo e cronicidade da doenca, ocorre trombocitopenia moderada com o
aparecimento esporadico do hemoparasita (WOODY e HOSKINS, 1991; NEER e HARRUS,
2006). Dentre os sinais clinicos que podem ocorrer estdo: anorexia, letargia, depressédo, perda
de peso, linfoadenomegalia, mucosas hipocoradas e distdrbios hemostaticos. Porém, na maior
parte das vezes os cdes acometidos sdo assintomaticos. Hematologicamente podem ser
observados: anemia normocitica normocrémica, leucopenia etrombocitopenia (HARRUS et al.,
1997a; CARDOZO et al, 2007;HARVEY, 2006;NEER ¢ HARRUS, 2006; RIBEIRO et al.,
2017).

2.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico da anaplasmose e erliquiose canina representa um grande desafio ao
clinico, uma vez que os animais acometidos apresentam sinais inespecificos (TILLEY, 2003;
ISOLA etal., 2012; MAZZOTI et al.,2018; DE HOLANDA et al., 2019). Para um diagndstico
correto, € necessaria a obtencdo do histérico e realizacdo de exame clinico detalhados,
considerando as particularidades de cada paciente. Associado a essas condutas, € necessario o
conhecimento dos testes diagnosticos disponiveis para as enfermidades, para uma selecédo
criteriosa de exames complementares a fim de obter-se o diagndstico, definir o prognostico e
plano terapéutico a ser instituido (PIRES, 2010).

Clinicamente a anaplasmose e erliquiose canina apresentam sinais semelhantes,
podendo ser observados: mucosas hipocoradas, anorexia, hipertemia, letargia, perda de peso,
linfoadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia, alteracdes oculares, petéquias, sendo que
o0 animal também pode ser assintoméatico (HARRUS et al., 1998; BREITSCHWERDT, 2004;
NEER e HARRUS, 2006; DE SA et al., 2018). E necessario considerar ainda os fatores de risco,

como por exemplo: presenca do ectoparasita transmissor e/ou historico anterior das doencas.
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Hematologicamente, podem ser observados: anemia; leucopenia; leucocitose,
dependendo da fase da doenca e trombocitopenia (ALMOSNY, 2002;DE NEER e HARRUS,
2006; HOLANDA et al., 2019)

Os testes utilizados para diagnostico das duas enfermidades podem ser: parasitolégico,
soroldgico ou molecular. O teste parasitoldgico consiste na identificacdo das mdrulas de E.
canis em leucdcitos, ou A. platys em plaquetas, através de esfregaco sanguineo realizado com
sangue total ou papa de leucocitos (MACHADO et al., 2010).

Existem varios métodos sorologicos para pesquisa de anticorpos anti-E.canis e anti-
A.platys. Estes detectam anticorpos precoces em até sete dias ap0s infec¢do, porém a maioria
dos animais é soropositiva somente ap6s vinte e oito dias de infeccdo. A RIFI (reacdo de
imunofluorescéncia indireta) pode ser usada para diagnosticar tanto presenca de anticorpos anti-
E.canis, quanto anti-A. platys, porém, em cada um destes pode ocorrer reacdo cruzada entre
espécies do mesmo género. O ensaio imunoenzimatico possui a mesma especificidade e
sensibilidade do RIFI, porém sua realizacdo é mais rapida (MACHADO et al., 2010; COSTA,
2015). Ainda nos métodos soroldgicos, também pode ser utilizada a imunocromatografia,que
detecta os anticorpos anti- Ehrlichia canis.

O diagnéstico molecular, a PCR (reacdo de polimerase em cadeia) é considerado o teste
padrdo ouro para anaplasmose e erliquiose canina, porser altamente sensivel e
especifico(COSTA, 2015).

2.4.1 Teste Parasitoldgico

O exame parasitoldgico é realizado através de microscopia Optica, onde podem ser
visualizadas as mdrulas de E. canis nos leucdcitos, e A. platys nas plaquetas. Este teste é
simples, porem é pouco sensivel, principalmente na fase cronica das infec¢bes, quando a
parasitemia é baixa (NEER e HARRUS, 2006). Na fase aguda da erliquiose normalmente sao
detectadas as morulas de E.canis, sendo rara a detec¢do destas nas fases subclinica e cronica, o
que pode gerar resultados falso-negativos. Uma das limitacfes deste método na deteccéo de
Anaplasma platys é a caracteristica de parasitemia ciclica deste agente infeccioso (CULLEN et
al., 2007).

Dos Santos et al. (2018), analisaram amostras de 538 cdes com suspeita de
hemoparasitose, das quais apenas 260 animais foram positivos para hemoparasitoses através do
esfregaco sanguineo, e destes, 4% (19/260) para Ehrlichia spp.,e 0,8% (2/260) para Anaplasma

spp., sendo que o restante dos animais foram positivos para outras
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hemoparasitoses, como Babesia spp., Hepatozoon spp. eLeishmania spp.Silva (2015), em uma
pesquisa para identificacdo de A. platys e E. canis em felideos e canideos, ndo identificou
morulas em nenhum dos esfregacos analisados, sendo que as mesmas amostras passaram por
diagnostico molecular, que demonstrou que 72, 2% dos canideos e 36,4% dos felideos eram
positivos. Uenoet al. (2009) observaram positividade para E. canis em 7,1% de 70 cées testados
pelo método de esfregago sanguineo.

Mylokanis et al.(2003) realizaram a comparacao entre o diagnostico direto para Erlichia
canis, a partir do sangue periférico, papa leucocitaria, aspirados de medula 6ssea e linfonodo, e
concluiram que o diagndstico a partir do sangue periférico apresentou menor sensibilidade
(8%), enquanto a papa leucocitaria apresentou 66% de sensibilidade, medula déssea (34%), e
linfonodos (60,9%).

A auséncia do hemoparasita no esfregaco sanguineo nao exclui a possibilidade da
infeccdo (WODDY e HOSKINS, 1991). A positividade através deste método diagndstico
coincide com o pico de parasitemia dos cées, e cabe ao médico veterinario, diante de suspeita
clinica e resultados negativos em esfregaco sanguineo, associar os testes sorologicos e /ou

moleculares.

2.4.2 Testes Sorologicos

Os testes soroldgicos mais utilizados para deteccdo de anticorpos anti-E.canis e anti-A.
platys sdo imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA), além dos
testes de imunoensaio cromatogréfico (Waner et al.,2001).

A RIFlI € aplicavel tanto em estudos experimentais, quanto para estudos
epidemioldgicos, sendo que os antigenos utilizados provem do cultivo de células infectadas
com os hemoparasitos de interesse. Na erliquiose, por exemplo, ocorre uma detecgdo precoce
de IgGem até sete dias apds a infec¢do, embora na maioria das vezes o cdo sera soropositivo
vinte e oito dias pds infeccdo (Harus et al., 1997).Para detec¢éo de anticorpos anti-A.platys, a
RIFI também pode ser utilizada, e ndo sdo observadas reacfes cruzadas entre A. platys e E.
canis, porém existem possibilidades de ocorrer reacdo cruzada entre A.platys e
A.phagocytophilum (NEER e HARRUS, 2006). Os testes ELISA s&o usados no diagnostico das
Rickettsioses nas fases subclinica ou crénica, devido a baixa frequéncia de mérulas durantes
estas fases (ALMOSNY ,2002).

Valente (2014) realizou um estudo de 93 amostras de cdes, utilizando o método

soroldgico de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), onde nenhum dos animais foi
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positivo no esfregaco sanguineo, mas 49,5% foram positivos para E. canis. ORIA et al. (2008)
observaram uma frequéncia 86,21% de animais positivos para E.canis através de RIFI e ELISA.

Aguiar e Souza (2018) realizaram o teste de imunocromatografia em 459 cdes com
suspeita de erliquiose. Deste total, 87,8% dos animais foram positivos, sendo que nenhuma das
amostras testadas foi considerada inconclusiva ou invalida.No imunoensaio cromatografico os
anticorpos anti-E.canis sdo detectados de 7 dias (IgM) a 15 dias (IgG) po6s infec¢do, sendo que
podem ocorrer resultados falso-positivos quando ha reacdo cruzada com outras espécies de
Ehrlichia ou cicatriz imunolégica, visto que o0s anticorpos podem permanecer circulantes por
trés a onze meses apds tratamento e cura do animal. Através deste tipo de teste ndo é possivel
diferenciar uma infeccdo atual de uma exposicao anterior ao agente,visto que ele detecta tanto
IgM quanto IgG(WANER et al., 2001; ALMOSNY et al., 2002; AGUIAR et al., 2007).

2.5 TRATAMENTO

Dentre os farmacos existentes para o tratamento de erliquiose e anaplasmose canina, as
tetraciclinas e seus derivados, principalmente a doxiciclina,por ter maior chance de eliminar os
agentes, é utilizada na dose de 10 mg/kg via oral, uma vez ao dia, por 28 dias (WOODY e
HOSKINS, 1991; DAGNONE et al., 2002; MACHADO et al., 2010).Alguns autores relatam
que o tratamento pode durar de 7 a 21 dias, e que a dose pode variar de 5mg/Kg a 10 mg/kg,
embora a eficacia do farmaco utilizado na dose de 10 mg/kg foi demonstrada em alguns estudos
(BREITSCHWERDT et al., 1998; DE PAULA et al., 2018; DE SA et al., 2018). O uso de
dipropionato de imidocarb associado a doxiciclina tem se mostrado eficaz e tem sido bastante
difundido entre os clinicos de pequenos animais (MYLOKANIS et al., 2001).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os perfisclinico, epidemiolégico, hematoldgico, parasitolégico esoroldgicode
animais atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba com suspeita clinica de anaplasmose

e/ou erliquiose canina, e estabelecer os critérios que levaram o clinico a suspeitar das doencas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliacdo dos dados clinicos,epidemiol6gicos e hematoldgicos de pacientes com suspeita
clinica;

- Pesquisa de morulas de Ehrlichia canis em mondcitos e Anaplasma platys em plaquetas,
através de teste parasitologico;

- Pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia canis através de imunoensaio cromatografico;

- Correlacionar os aspectos clinicos, epidemioldgicos, hematoldgicos, parasitologicos e

soroldgicos com os critérios que levaram o clinico a suspeitar das doencas.






24
4. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido ao comité de ética em experimentacdo Animal —
Oficio CEEA-037/2017, sendo considerado aprovado (ANEXO A).

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Ambulatério e Enfermaria de pequenos animais do
Hospital Veterinario de Uberaba, onde foram acompanhadas as consultas e/ou internacédo dos
animais escolhidos para a pesquisa, bem como a obtencao dos prontuarios de cada paciente.

Nos laboratérios de Anélises Clinicas e Medicina Veterinaria Preventivado HVU foram

realizados hemograma, teste soroldgico e parasitologico.
4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram acompanhados 98 céaesatendidos e/ou internados no Hospital Veterinario de
Uberaba no periodo de julho de 2017 a junho de 2018, com suspeita de erliquiose e/ou

anaplasmose canina.

4.2.1 OBTENGCAO DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Foram obtidos os dados epidemiolégicos referentes a idade; raca, sexo, presenca de
carrapatos e/ou historico clinico de hemoparasitoses; convivio com outros caes; acesso a rua; e
sinais clinicos compativeis com as enfermidades estudada.

Como critério para confirmar a suspeita clinica de hemoparasitose realizada pelo
clinico, observou-se se 0s animais apresentavam trés ou mais sinais e/ou fatores de risco
compativeis com as doencas, como: anorexia; presenca de ectoparasitas, palidez de
mucosas;esplenomegalia; hipertermia e epistaxe (ALMOSNY, 2002; NEER e HARRUS,
2006;DE SA et al.; 2018; DE HOLANDA et al.; 2019). A partir deste critério foram divididos

dois grupos: grupo CS (com sinais caracteristicos) e grupo SS (sem sinais caracteristicos).

4.2.2 AVALIACAO HEMATOLOGICA

As amostras de sangue colhidas em tuboscom anticoagulante (etilenodiaminotetracetico
di-sodico — EDTA)foram submetidas a realizacdo de hemograma no Laboratério de Anélises
Clinicas do Hospital Veterinario de Uberaba, com contagem de hemacias, dosagem de

hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos totais e plaquetas através de
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analisador hematoldgico ABCVet® e contagem diferencial realizada em esfregaco sanguineo
corado por Panético Rapido®, através de leitura em microscdpio dptico NIKON®(aumento
1000x).

Para confirmar se os dados hematoldgicos eram compativeis com a suspeita clinica de
hemoparasitose, utilizou-se como critério a presenca de duas ou mais alteracbes consideradas
comuns nas doengas estudadas como: anemia; leucopenia e trombocitopenia (ALMOSNY,
2002; BREITSCHWERDT, 2004; NEER e HARRUS; 2006; DE HOLANDA et al.; 2019).

4.2.3 AVALIACAO PARASITOLOGICA

Foram confeccionados esfregagos sanguineos de sangue da ponta de orelha de todos o0s
animais para pesquisa parasitolégica.

Para coleta de gota de sangue em ponta de orelha, os animais eram contidos, com prévia
socializacdo e aproximacao, objetivando reduzir ao maximo o estresse destes. Inicialmente era
realizada tricotomia da ponta de orelha para puncdo. A puncdo era realizada com agulha
descartavel BD®de calibre 25 x 0,80 mm: O tubo capilar era posicionado na gota de sangue
obtida (Fig 3A), para posterior confec¢do da lamina (Fig.3B). Depois de confeccionadas, as
laminas foram identificadas e coradas, e a leitura realizada em microscopio Optico
NIKON®(aumento 1000x) para observagdo demorulas de Ehrlichia canis em mondcitos e de

Anaplasma platys em plaquetas.

Figura 3: Puncdo de gota de sangue do ouvido externo de cdo (A) para confeccdo de esfregaco (B) para pesquisa

parasitoldgica (Fonte: Arquivo Pessoal)

4.2.4 IMUNOENSAIO CROMATOGRAFICO






26

Amostras de sangue acondicionadas em tubo sem coagulante foram obtidas, e o soro
separado para pesquisa de anticorpos 1gG e IgM anti Ehrlichia canis. Utilizou-se teste
imunocromatografico Alere Erliquiose Ac Test Kit® conformeas recomendagdes do fabricante.
Inicialmente 10uL do soro de cada animal a ser testado e duas gotas da solugdo tampé&o foram
adicionadas ao teste e apOs vinte minutos realizou-se a leitura e interpretacdo dos
resultadossegundo as recomendacdes do fabricante.O resultado foi considerado negativo
quando somente a linha controle (C)era visivel (Fig.4 A), e positivo quando as linhas C e T
(teste) apareciam, ndo importando a ordem de aparigéo destas, nem a intensidade da cor de cada
uma(Fig.4B).A partir dos resultados dos testes parasitologico e sorologico, foram criadas quatro
categorias: C1 (parasitolégico positivo e soroldgico positivo), C2 (parasitoldgico positivo e
soroldgico negativo), C3 (parasitolégico negativo e soroldgico positivo) e C4 (parasitologico
negativo e sorolégico negativo).

Figura 4: Resultados negativo (A) e positivo (B) do teste de imunoensaio cromatografico para pesquisa de

anticorpos IgM e IgG anti Ehrlichia canis (Fonte: Arquivo Pessoal)

4.3 ANALISE ESTATISTICA

A presenca de sinais clinicos compativeis ou ndo nos grupos indicados em relagdo aos
dados epidemiologicos e/ou perfil parasitologico e sorologico foram tabulados e submetidos a
analise estatistica pelo teste de Fisher com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os dados
foram submetidos a andlise estatistica descritiva, calculando-se a média e o desvio padrdo. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do software Statistica 8.0 (STATSOFT, TULSA,
2008).
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5 RESULTADOS

Dos 98 animais com suspeita clinica de erliquiose e/ou anaplasmose, 55 (56,12%)
apresentavam trés ou mais sinais clinicose/ou fatores de risco compativeis com as enfermidades
estudadas, fazendo parte do grupo CS (com sinais compativeis),e 43(43,88%)apresentavam
menos de doissinais clinicos e/ou fatores de riscocompativeis com as enfermidades, fazendo
parte do grupo SS (sem sinais compativeis).

Notou-se diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a epistaxe e esplenomegalia (Fig
5).

Epistaxe @ Grupo CS
@ Grupo SS
*  p<0,05
Esplenomegalia
Anorexia
- 58,13
Mucosas palidas
Hipertermia 60.0
) | ] J L} L}
0 20 40 60 80

Figura 5: Frequéncia dos sinais clinicos apresentados pelos cdes CS (com sinais compativeis) e SS (sem sinais
compativeis) atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba com suspeita clinica de erliquiose e/ou anaplasmose.

Teste de Fisher com nivel de significancia de 5% (p<0,05)

No grupo SS existiam diversas causas que motivaram a consulta, inclusive emergéncias
como trauma, atropelamento, choque elétrico.Mas notou-se em 25,58% (11/43) desse grupo,
que a suspeita clinica foi pela observagdo de presenca de carrapatos ou historico das doengas.
Ainda no grupo SS, 74,42%(32/43) ndo apresentava nenhum ou menos de dois sinais
caracteristicos das doencas estudadas.

Em relacdo ao sexo, idade e racando houve diferenca significativa entre os grupos CS e
SS,como pode ser observado na Tabela 1. Porém, a maior parte dos animais tanto do grupo CS

quanto do grupo SS eram fémeas, de raga definida, de 1 a 5 anos. Em relacdo a raga, tanto
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no grupo CS quanto SS a maior parte dos animais era da raga Poodle (CS: 21,43% - 06/28; SS:
17,24% - 05/29), sequido da raga Pinscher (CS: 14,28% - 04/28; SS: 13,79% - 04/29).

Tabela 1 — Caracterizacdo epidemioldgica dos grupos sem sinais clinicos compativeis (Grupo SS) e com sinais
clinicos compativeis (Grupo CS) em relagdo a sexo, faixa etaria e raga de caes atendidos no Hospital Veterinario

de Uberaba com suspeita de erliquiose e/ou anaplasmose.

GRUPOS SS (n=43) CS (n=55)

Sexo N % N %
Fémeas 24 55,812 33 60,00°
Machos 19 44,192 22 40,00?

Faixa Etaria N % N %

1a5anos 21 48,842 28 50,912

6 a 10 anos 18 41,86% 14 25,452

11 a 15 anos 4 9,30° 13 23,642
Raca N % N %

Ragca definida 29 67,442 28 50,912

Sem raca definida 14 32,562 27 49,092

Nota: Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupos pelo
teste de Fisher

Observou-seque 60,46% dos animais do Grupo SS conviviam com outros cées, fator
que apresentou diferenca significativa (p<0,05) no Grupo SS. Notou-se diferenca significativa

nos dois grupos quanto a presenca de carrapatos (Tabela 2).

Tabela 2: Fatores de risco para ocorréncia de hemoparasitoses considerados nos prontuarios de cdes com

suspeita clinica de erliquiose e/ou anaplasmose canina atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba

SS (n=43) CS (n=55)
Convivio com outros caes N % N %
Sim 26 60,47° 11 20,002
Nao 2 4,65° 2 3,642
N&o informado no prontuério 15 34,88? 42 76,362
Acesso & rua N % N %
Sim 21 48,84° 21 38,18?
Nao 7 16,282 7 12,732
N&o informado no prontuério 15 34,88? 27 49,09?
Presenca de Carrapatos N % N %
Sim 11 25,58P 42 76,36°
Néo 32 74,428 13 23,64°

Nota: Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupospelo
teste de Fisher
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Analisando os grupos CS e SS, notou-se que o grupo CS apresentou maior frequéncia
de normalidade nos valores de referéncia no eritrograma (50,91% - 28/55), leucograma (54,55%
-30/55) e trombograma (52,73% - 29/55), enquanto o grupo SS apresentou maior prevalénciade
anemia (48,84% - 21/43); leucocitose (41,86% - 18/43) e valores de referéncia normais no
trombograma (46,51% - 20/43) (Fig 6 A, B, C).
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Figura 6: Perfis eritrocitarios (A), leucocitéarios (B) e plaquetérios (C) dos animais CS (com sinais compativeis)
e SS (sem sinais compativeis) com suspeita de erliquiose e/ou anaplasmose canina atendidos no Hospital

Veterinario de Uberaba. Teste de Fisher com nivel de significancia de 5% (p<0,05)

Em relacdo & pesquisa parasitologica, 7,27% (4/55) dos animais do grupo CS e 4,65%
(2/43) dos animais do grupo SS (Fig. 7A), sendo que cinco animais eram positivos para E. canis
e um positivo para A. platys. Na pesquisa soroldgica, 38,10% (21/55) do grupo CS, e 76,74%
(33/43) dos animais do Grupo SS foram positivos e foi observada diferenca significativa
(p<0,05) nos animais positivos dos dois grupos (Fig 7B).
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Figura 7: Perfil parasitoldgicoem relacdo a pesquisa de mérulas deE. canis e A. platys (A) e sorolégico de 1gG e
IgM anti-E. canis de cdes CS (com sinais compativeis) e SS ( sem sinais compativeis)com suspeita de erliquiose
e/ou anaplasmose canina atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba. Teste de Fisher com nivel de

significancia de 5% (p<0,05)

A partir dos resultados dos exames parasitologico e sorologico, os animais foram
divididos em quatro categorias: parasitologico positivo e soroldgico positivo (C1);
parasitolégico positivo e sorolégico negativo (C2); parasitoldgico negativo e soroldgico
positivo (C3)e parasitoldgico negativo e soroldgico negativo (C4).Observou-se que quatro
animais faziam parte da C1, dois da C2, cinquenta da C3 e quarenta e dois da C4.

O percentual de animais em cada categoria (C1, C2, C3 e C4) em relagdo aos animais
sem sinais (Grupo SS) e com sinais (Grupo CS) esta representada na Tabela3.Quando
correlacionado com as categorias (C1l, C2, C3 e C4), tanto no grupo SS (sem sinais
caracteristicos), quanto no grupo CS (com sinais caracteristicos) foi observado maior percentual
de animais na C3 (P-S+), seguido da C4 (P-S-).

Tabela 3: Prevaléncia C1,C2,C3,C4 no Grupo SS e Grupo CS

Grupos SS (n=43) CS (n=55)
Categorias N % N %
CL(P+S+) 2 4,65 2 3,63
C2 (P+S-) 1 2,32 1 1,82
C3(P-S+) 21 48,84 29 52,73
C4 (P-S-) 19 44,19 23 41,82

As alteracGes clinicas do Grupo SS e Grupo CS em relacéoas categorias C1, C2, C3 e
C4 estdo representadas na Tabela 4. No Grupo CS, observou-se diferenca significativa (p<0,05)

na categoria C3 (parasitologico negativo e soroldgico positivo) em relacdo & epistaxe e
esplenomegalia.
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Tabela 4: AlteracGes clinicas compativeis com as enfermidades encontradas nas categorias C1, C2,
C3 e C4 emrelacdo aos Grupos CS e SS

Sinais C1 (P+S+) (n=4) C2 (P+S-) (n=2) C3 (P-5+) (n=50) C4 (P-S-) (n=42)

Grupos CS (n=2) SS(n=2)  CS(n=1) SS(n=1)  CS(n=29)  SS(n=21)  CS(n=23)  SS(n=19)

N % N % N % N % N % N 9% N % N %
Ectoparasitas 2 1000 0 0° 1 100° 1 100° 21 7241* 8 3809° 18 7826° 8  42,10°
M.hipocoradas 2 100° 2  100° 1 100° O  0° 13 4482 7 3333 13 5652 8 42,10°
Hipertermia 1 50000 1 50000 O 0 O 0° 16 5517° 7 3333 15 6521° 11 57,89°
Anorexia 2 1000 0 ©0° 1 1000 1 100° 9 3103 4 1904° 13 5652 7  36,84°
Apatia o ¢ o 0 0 0 0 0 4 1379 0 0 3 1304 6 3157

Epistaxe o ¢ o ©0 0 0 0 0 9 30 0 0 0 0 0 0

Esplenomegalia 0 02 0 02 0 02 0 02 2 6,89° 0 02 5 21,73 0 0?

Nota: Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos pelo teste

de Fischer

Os perfis eritrocitario, leucocitéario e plaquetario dos gruposCS e SS em relagdo as

categorias C1, C2, C3 e C4 estdo representados nas Figuras 8A, 8B e 8C, respectivamente.
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Figura 8:Perfis eritrocitario (A), leucocitario (B) e plaquetario (C) apresentados pelas categorias C1, C2, C3 e

C4 em relagdo aos animas CS (com sinais compativeis) e SS (sem sinais compativeis) com suspeita de erliquiose

e/ou anaplasmose canina atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba. Teste de Fisher com nivel de

significancia de 5% (p<0,05)

Notou-se que no eritrograma do grupo CS houve percentual igual em relacdo a anemia

e parametros eritrocitarios dentro dos valores normais na C1, anemia em C2 e C3 e valores
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dentro da normalidade em C4, enquanto no grupo SS houve maior percentual de anemia na C1
e C3, e normalidade de valores na C2 e C4. Em relacdo ao perfil leucocitério, no grupo CS,
houve maior prevaléncia de leucopenia na C1 e C2 e normalidade de valores em C3 e C4,
enguanto no grupo SS, houve percentuais iguais de leucopenia e leucocitose na C1, valores
normais em C2 e C3 e leucocitose em C4. J& no perfil plaquetario, no grupo CS houve maior
prevaléncia detrombocitopenia em C1 e C2 e valores dentro da normalidade em C3 e C4,
enguanto no grupo SS houve maior prevaléncia de trombocitopenia em C1 e C3 e parametros
normais em C2 e C4.

A correlagéo entre animais tratados e ndo tratados com doxiciclina no C1, C2, C3 e C4
esta representada na Figura 9. Notou-se que a maior parte dos animais tratados do grupo CS era
daCle C2, enogrupo SS, a maior parte dos animais tratados era da C1 e C3. Dos animais ndo
tratados no grupo CS, a maior parte pertencia a C4 e C3, enquanto no grupo SS, a maior parte
pertencia a C2 e C4.
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Figura 9: Realizacdo ou ndo de tratamento para as enfermidades (Doxiciclina) das categorias C1, C2, C3 e C4
em rela¢do aos animais CS (com sinais compativeis) e SS (sem sinais compativeis) com suspeita de erliquiose

e/ou anaplasmose canina atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba
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6. DISCUSSAO

A erliquiose e anaplasmose canina sdo doencas que apresentam sinais clinicos
inespecificos, como: anorexia, hipertermia, presenca de ectoparasitas, petéquias, epistaxe,
hemataria, vomito, palidez de mucosas, dificuldade de locomocéo e sensibilidade dolorosa
durante palpacdo abdominal (BREITHSCHWERDT et al., 2004; GARCIA et. al., 2018) o que
muitas vezes leva o clinico a suspeitar das enfermidades e nédo fazer diagndstico diferencial.No
presente trabalho, epistaxe e esplenomegalia foram os sinais clinicos mais predominantes nos
animais com sinais clinicos (p<0,05), indicando que estes possam ser caracteristicos das
enfermidades.

A presenca de carrapatos foi um critério utilizado pelos veterinarios para suspeitar de
erliquiose e/ou anaplasmose canina mesmo que o paciente ndo apresentasse sinais compativeis
com tais enfermidades. Acredita-se que o ciclo do A. platys, apesar de ndo estar completamente
definido, seja similar ao da E. canis (DAGNONE et al., 2001) e a principal forma de
transmissédo ocorre pela inoculacdo dos agentes no sangue, quando o carrapato infectado realiza
repasto sanguineo em um cio higido (ALMOSNY, 2012). E importante ressaltar que o cio é
infectante apenas na fase aguda da doenca, quando hd uma grande quantidade de hemoparasitas
no sangue. O carrapato pode permanecer infectante por um ano (WOODY et al., 1991).

Pode-se notar que a presenca de carrapatos foi significativa (p < 0,05), o que corrobora
com o trabalho de Fonseca (2012) que menciona que durante o exame clinico, a observacgdo de
ectoparasitas € um fator que reforca a suspeita, uma vez que o carrapato R. sanguineus é o vetor
transmissor destas hemoparasitoses. Porém ressalta que deve ser avaliado juntamente com as
demais manifestacdes clinicas caracteristicas (FONSECA,2012).

Estudos epidemioldgicos tém sido desenvolvidos no Brasil para investigar 0s aspectos
clinicos da erliquiose e anaplasmose canina, avaliando o acometimento em relacédo a idade, sexo
e raca dos caes, na tentativa de estabelecer os fatores de risco para a doenca (TRAPP et al.,
2003; DAGNONE et al.,2003; GARCIA et al., 2018). Alguns autores relatam ndo observar
correlagdo da positividade para erliquiose e/ou anaplasmose canina com as variaveis
epidemioldgicas: idade, sexo ou raca (WATANABE et al.,2004; NAKAGHI; 2010;
CARTAGENA et al., 2015), como ocorreu no presente trabalho, pois ndo se observou diferenca
significativa em relagdo ao sexo, idade e raga. Mas notou-se que a maior parte dos animais, em
ambos os grupos (CS e SS) era fémea, na faixa etaria de 1 a 5 anos e de raga pura, sendo estes
resultados semelhantes a outros estudos (BORIN et al., 2009; BASSI et al.,
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2011). Harrus et al. (1997a) relatam que cdes da raca Pastor Alemdo apresentam maior
gravidade clinica, quando infectados por E. canis, porém ndo sdo mais predispostos &
infeccdo.No presente trabalho néo se observou essa correlagéo, sendo que apenas um animal do
grupo CS era desta raca.

O acesso & rua ou convivio com outros cdes podem ser considerados fatores de risco
para ocorréncia das enfermidades. Azevedo et al. (2011) observaram correlagéo entre
soropositividade para E. canis e estes fatores, ressaltando uma maior chance de infeccdo quando
0 contato ocorre entre cdes criados em regime domiciliar e cées de rua, visto que os ultimos ndo
sdo submetidos a tratamentos ou medidas de prevencdo no combate ao vetor transmissor. Foi
observada diferenca significativa em relagdo ao convivio com outros cées no grupo SS. Porém,
esses animais possivelmente ndo apresentavam sinais clinicos por ndo terem acesso a rua e/ou
passarem por medidas de controle contra o vetor transmissor das doencas, diminuindo assim as
chances de infeccdo (AZEVEDO et al., 2011).

As principais alteracbes hematoldgicas na erliquiose canina sdo: anemia, leucopenia,
trombocitopenia na fase aguda; leve trombocitopenia na fase subclinica e pancitopenia na fase
crénica (HARRUS et al., 1997a; NAKAGHI et al., 2010). Em relacdo ao eritrograma,na fase
aguda da erliquiose, momento em que os sinais clinicos sdo mais evidentes, os valores
eritrocitarios sdo varidveis, enquanto na fase subclinica € comum anemia (HARRUS et al.,
1998; NEER e HARRUS, 2006). A policitemia pode ocorrer como consequéncia de
desidratacdo ou contracdo esplénica (HARRUS et al.,, 1998; NEER e HARRUS, 2006;
THRALL, 2007).Albernaz et al. (2007) observaram anemia em 60,7% (133/219) dos cées
estudados, sendo este achado comum na erliquiose, devido a inibi¢éo da eritropoiese na medula
Ossea, destruicdo das hemacias pelo sistema complemento e retirada destas células pelo sistema
fagocitico mononuclear (MOREIRA et al., 2001). O que difere do presente estudo, visto que a
maior parte dos animais que tinham sinais clinicos apresentava valores eritrocitarios dentro da
normalidade. Porém notou-se que no grupo SS a maior parte dos animais apresentava anemia,
seguido de normalidade nos valores, podendo a anemia neste Gltimo grupo ser justificada por
outras causas ou até mesmo pela fase das doencas (ALMOSNY, 2002).

Na anaplasmose canina € mais comum a ocorréncia de trombocitopenia ciclica e 0s
valores de eritrocitos sdo variaveis (HARVEY et al., 1978). Harvey et al. (2006) descreveram

anemia em infeccdo experimental por A. platys, sendo que esta pode ocorrer no momento em
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que a trombocitopenia e aparecimento esporadico do parasito diminuem (HARRUS et al.,
1997b).

Quanto ao leucograma, na fase aguda da erliquiose 0 nimero de leucdcitos é variavel
(ALMOSNY, 2002), enquanto na fase subclinica e crénicaé mais comum a ocorréncia de
leucopenia (HARRUS et al., 1998; NEER e HARRUS, 2006). Os resultados encontrados na
presente pesquisa foram semelhantes a outros estudos (ALBERNAZ et al., 2007; FONSECA,
2012), onde foram observados tanto leucocitose quanto valores dentro da normalidade, que
ocorreu em maior percentual nos grupos SS e CS, respectivamente. As alteracdes leucocitarias
podem ndo ser evidenciadas até a quarta semana de infec¢do, momento em que a leucopenia se
torna um achado importante, devido & supressdo medular (CASTRO et al., 2004). Os resultados
obtidos no presente trabalhopodem ser justificados pelas diferentes fases da erliquiose, porém
pode-se atribuir a leucocitose a outras causas, como estresse durante a coleta ou ainda outras
infeccbes (THRALL, 2007; FONSECA, 2012). Na anaplasmose canina, a contagem total de
leucocitos parece ser variavel (HARVEY et al., 1978; GAUNT et al.,2010).

Na erliquiose e/ou anaplasmose, atrombocitopenia é considerado o achado mais relatado
na literatura, além de muitas vezes ser considerada um achado consistente para ocorréncia de
tais enfermidades (DAGNONE et al., 2003; HARVEY et al.,2006; MENESES et al., 2008;
UENO et al., 2009; NAKAGHI et al., 2010; BASSI et al., 2011; ESPINDOLA et al., 2015).
Né&o foi observada diferenca significativa em relacdo a este pardmetro no presente estudo,
resultado semelhante ao observado por Fonseca (2012), sugerindo que esta alteracdo ndo deve
ser correlacionada isoladamente com a ocorréncia de tais enfermidades. A maior parte dos
animais dos grupos CS e SS apresentavam valores plaquetarios dentro da normalidade, seguido
de trombocitopenia. Cerca de um terco dos cdes com aspectos clinicos e/ou soroldgicos de
erliquiose ndo apresentam trombocitopenia, sendo que esta caracteristica pode ser atribuida
também &s fases clinicas da doenga (ALMOSNY, 2002). A trombocitopenia pode ocorrer pela
reducdo da meia vida e destruicdo plaquetaria (UENO et al., 2009; DE SA et al., 2018).Na
anaplasmose canina, a trombocitopenia aparece ciclicamente, sendo a doenca tambem
conhecida como trombocitopenia ciclica canina por este motivo. Nos dias em que ha
trombocitopenia, as inclusdes ndo sdo observadas na pesquisa parasitoldgica, concordando com
os achados do animal positivo para anaplasmose desta pesquisa, que foi positivo na pesquisa
parasitologica, mas apresentava valores plaquetarios dentro da normalidade no hemograma.

Com a evolugédo do quadro de
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anaplasmose, a tendéncia ciclica diminui e a trombocitopenia tende a agravar (HARVEY et
al., 2006; DAGNONE et al., 2009).

A baixa prevaléncia de animais positivos observada no teste parasitologico no presente
estudo concorda com achados de outras pesquisas (BORIN et al., 2009; UENO et al., 2009),
podendo ser justificada pela menor sensibilidade deste teste quando comparado aos outros
métodos diagndsticos, uma vez que o animal precisa estar em pico de parasitemia para ser
positivo (NAKAGHI et al., 2008). E importante ressaltar que um exame parasitolégico negativo
ndo exclui a possibilidade de infeccdo, sendo necessario o uso de mais métodos diagnosticos
diante da suspeita clinica (WODDY e HOSKINS, 1991; ALMOSNY, 2002).

Em estudo realizado no Hospital Veterindrio de Uberaba, Borges et al. (2016)
observaram que a soroprevaléncia em animais com sinais clinicos foi de 72,40% (29/40) através
do mesmo teste utilizado (imunocromatografico) no presente trabalho, ndo concordando com
os resultados encontrados, em que foi observado maior percentual de animais soropositivos no
grupo SS (76,74%) e maior percentual de animais soronegativos no grupo CS(61,82%).Vale
ressaltar que o imunoensaio cromatografico detecta anticorpos IgM e 1gG anti-E. canis, sendo
a IgM detectada apds 7 dias de infeccdo, e 1gG apds 15 dias de infeccdo permanecendo
circulante de trés a onze meses, 0 que dificulta a diferenciacdo de uma exposicao recente ou
antiga (WANER et al., 2001; ALMOSNY et al., 2002; AGUIAR et al., 2007).

Quando correlacionados com as categorias C1, C2, C3 e C4, tanto no grupo CS quanto
SS o maior percentual de animais apresentava anticorpos anti E-canis (C3 — P-S+), indicando
gue os animais poderiam ter contato recente (IgM) ou prévio (IgG) com o agente(ALMOSNY,
2002; VALENTE, 2014).

Elevada prevaléncia de animais na categoria C4 (P-S-), observada nos dois grupos
estudados (SS e CS)demonstra que exames diferenciais devem ser preconizados, pois 0s sinais
clinicos sdo inespecificos (BREITHSCHWERDT et al., 2004; GARCIA et. al., 2018).

Em relacéo as categorias C1 (P+S+) e C2 (P+S-) € interessante observar que apesar dos
animais serem positivos no teste parasitologico, nem todos apresentavam anticorpos anti- E.
canis, que segundo Almosny, (2002), pode ser justificado pela soroconversdo tardia que os
animais apresentam. Outro aspecto a ser ressaltado é que o teste imunocromatografico nédo
detecta anticorpos anti-A.platys, o que justifica o animal do grupo SS ser negativo

sorologicamente, visto que, no exame parasitologico observou-se moérula de A. platys.
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Segundo Cardozo et al. (2007), na maioria das vezes 0s cédes positivos para A. platys sdo
assintomaticos.

Nas categorias C1 e C2, todos os animais do CS apresentavam ectoparasitas, mucosas
hipocoradas e anorexia. As mucosas palidas podem indicar anemia ou manifestacGes
hemorréagicas que ocorrem devido a trombocitopenia, disfun¢Bes plaquetarias ou vasculites
(HARRUS et al., 1997a; LAKKAWAR et al., 2003). A presenca de ectoparasitas durante o
exame clinico associado com as demais manifestacGes clinicas reforca a suspeita, uma vez que
0 carrapato R. sanguineus € o vetor transmissor das enfermidades, sendo este considerado o
principal fator de risco para o desenvolvimento destas enfermidades (FONSECA, 2012)

Apenas na categoria C3 (parasitoldgico negativo e sorol6gico positivo), nos animais do
grupo CS observou-se epistaxe e esplenomegalia, onde houve diferenca significativa. Essas
alteracdes ocorrem comumente ao final da fase subclinica ou fase crénica da doenca, momentos
em que o teste soroldgico ja pode se apresentar positivo (ALMOSNY, 2002), como ocorreu no
presente trabalho. A epistaxe pode ocorrer devido a hemorragia nos pulmdes ou mucosa nasal,
e pode estar presente em 30 a 50% dos casos que sdo considerados graves. Também podem
ocorrer outros eventos hemorragicos, como aparecimento de petéquias ou hematdria. Quando
as células infectadas sdo transportadas pelo sangue, migram principalmente para os pulmdes,
rins e meninges, aderindo-se ao endotélio vascular destes 6rgdos, provocando vasculite e
infeccdo do tecido subendotelial (GREGORY e FORRESTER, 1990; HARRUS et al., 1997a;
BORIN et al., 2009). Dificuldade de locomocédo e abdémen distendido sdo comuns na fase
crbnica, sendo o ultimo sugestivo de edema ou esplenomegalia (MOREIRA et al., 2003;
BORIN et al., 2009).

Tanto na categoria C4 (parasitolégico negativo e sorol6gico negativo) quanto nos
grupos SS de todas as categorias foram observados aspectos clinicos de erliquiose e/ou
anaplasmose, como por exemplo, palidez de mucosas e presenca de ectoparasitas. E importante
ressaltar que esses aspectos apareciam associados a outros sinais ndo compativeis com as
enfermidades, como por exemplo, diarreia e vomito, e alguns animais apresentavam outros
motivos para consulta, como: atropelamento, dermatopatia e choque elétrico.

Quanto as alteragcdes hematoldgicas em relacdo as fases da doenca, na fase aguda da
erliquiose podem ocorrer: anemia, leucopenia e trombocitopenia varidveis, periodo em que a
pesquisa parasitologica tem maior indice de positividade; trombocitopenia discreta na fase
subclinica e pancitopenia na fase cronica, momentos em que € mais comum a positividade na
pesquisa sorolégica (HARRUS et al., 1997a; WANNER, 2001;BORIN et al., 2009), enquanto
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na anaplasmose ocorre trombocitopenia ciclica, e com a diminuicdo deste quadro ciclico o
namero de hemécias e leucdcitos é variavel (HARRUS et al., 1997b).

Na C1 os achados foram compativeis com o que € relatado na fase aguda na literatura
para animais CS, e na fase subclinica para animais SS (HARRUS et al., 1997a; NAKAGHI et
al., 2010). Jad na C2, o grupo CS apresentou altera¢cdes hematoldgicas sugestivos de fase aguda
(HARRUS et al., 1997a; NAKAGHI et al., 2010) e o animal do grupo SS era positivo para
A.platys, justificando a normalidade dos parametros hematoldgicos devido & caracteristica
ciclica da enfermidade (HARRUS et al., 1997b). Na C3, os achados do grupo CS sugeriram
possivel fase aguda, e no grupo SS fase subclinica (HARRUS et al., 1997a; ALMOSNY, 2002;
NAKAGHI et al., 2010). Na C4, a maior parte dos animais dos grupos CS e SS apresentou
normalidade dos parametros hematologicos, 0 que era esperado para categoria negativa em
ambos os testes, com excecao do perfil leucocitario de SS em que a maior parte apresentou
leucocitose, podendo-se atribuir este achado a outras causas (THRALL, 2007; FONSECA,
2012).

A correlacdo entre animais tratados ou ndo tratados com doxiciclina observada pode
estar relacionada com a intensidade de manifestacées clinicas e hematoldgicas que ocorrem em
cada fase da doenca (ALMOSNY, 2002), podendo justificar assim um maior percentual de
tratamento nas categorias C1 e C2 em relagdo aos animais do grupo CS, enquanto no grupo SS,
0 maior percentual de tratamento nas categorias Cl1 e C3 podem ser justificados
pelapositividade no teste sorolégico, caso o clinico tenha solicitado. A ndo realizacdo de
tratamento da maior parte dos animais do grupo CS na C4 pode ser atribuida a negatividade dos
testes, enquanto em C3 pode nao ter ocorrido solicitagdo de teste soroldgico pelo clinico. J& no
grupo SS a maior parte de néo realizagdo de tratamento na C2 pode ser justificada pelo animal
ndo apresentar resultado positivo na sorologia, que usualmente é mais solicitado do que o teste
parasitoldgico, e na C4, pelos resultados negativos nos dois testes, bem como outras condicoes
clinicas que possam ter levado a modificagdo da conduta terapéutica adotada.A doxiciclina é o
farmaco mais utilizado por alcancar elevada concentracdo no sangue e tecidos, fazendo com
gue sua entrada na maioria das células ocorra de maneira mais rapida. Além disso, possui menor
taxa de recidivas quando comparada a outras tetraciclinas (TROY e FORRESTER, 1990). Em
um trabalho realizado por Sousa et al. (2004), observou-se que apds tratamento em cédes com
erliquiose por 21 dias com doxiciclina houve melhora tanto do quadro clinico quanto
hematolégico. No mesmo local em que foi realizada a presente pesquisa, Borges et al. (2016)

efetuaram o tratamento com doxiciclina em animais
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soropositivos, onde houve recuperacdo clinica total apds sete dias de tratamento em 82,8%
(24/29) dos cées.






41
7 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, conclui-se que:

- A epistaxe e esplenomegalia séo sinais clinicos considerados sugestivos de erliquiose;

- A presenca de ectoparasitos € um fator de risco para o aparecimento das rickettsioses;

- A trombocitopenia ndo pode ser considerada isoladamente como um achado caracteristico de
erliquiose e anaplasmose canina.

- E necessario que o clinico avalie detalhadamente os achados clinicos, hematoldgicos e solicite

exames parasitologico e soroldgico antes de estabelecer o protocolo terapéutico;
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ANEXO A — OFICIO DE APROVAGCAO COMITE DE ETICA E EXPERIMENTAGAO
ANIMAL (UNIUBE)

UNIUBE

mwe e o COMItE de Etica em Experimentagdo Animal

Oficio CEEA-037/2017 Uberaba, 4 de junho de 2019

Ilma. Prof.
Eustaquio Resende Bittar

Assunto: Encaminha processo n® 014/2017, sobre o protocolo de pesquisa “"Criagdo de banco de
soro e sangue para o desenvolvimento e padronizagdo de teste imunoldgico ELISA para Babesia canis,
Anaplasma platys, Ragelia vitalli, Ehrlichia canis e Leishmania infantum”.

Prezado(a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitagdo, informo que o protocolo acima referido foi submetido avaliagao
do CEEA-UNIUBE, na reunido do dia 22/06/2017, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,
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JPofa. Joely of - Flgunivado Bittar

Coordenadora do CEEA-UNIUBE



