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RESUMO

SANTOS, V.G. Aspectos Clinicos e Laboratoriais da Cinomose, Ehrlichiose e
Borreliose em Cé&es (Canis familiaris, Linnaeus, 1758) Naturalmente Infectados.
2008. 45p. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A maioria das enfermidades infecciosas e parasitarias em cédes apresenta uma fase
inicial com sintomas inespecificos como apatia, anorexia e ocasionalmente febre
evoluindo com alteracOes respiratorias, gastrointestinais e nervosas. Em geral essas
alteracdes sdo relacionadas com a infec¢do por viroses como cinomose, bacterioses
como Ehrlichia sp., além da potencial presenca de agentes etioldgicos exo6ticos como
Borrelia sp. O presente estudo teve como objetivos detectar qualitativamente o antigeno
do virus da cinomose, avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Ehrlichia sp. e anticorpos
homologos contra Borrelia burgdorferi em cées acautelados no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) Paulo Dacorso Filho, pertencente ao Municipio do Rio de Janeiro,
Brasil e correlacionar com sintomas clinicos e alterac6es hematoldgicas. Para realizacao
da pesquisa, foram coletadas amostras de sangue de 38 animais alojados coletivamente
em cinco baias de uma populacdo de 125 cdes sem raca definida, machos e fémeas, de
diferentes idades e com histdrico de vacinacdo desconhecido. A presenga de um animal
positivo para o virus da cinomose e auséncia de casos clinicos indica que 0s cées
estavam naturalmente imunizados ou com infeccdo subclinica. O nimero de animais
positivos, porém assintomaticos, para Anaplasma platys e Ehrlichia canis a analise
morfolégica em esfregacos sanguineos foi elevado, especialmente para A. platys
indicando uma alta prevaléncia de infec¢do sub-clinica. Em contrapartida houve um alto
titulo de anticorpos anti-Ehrlichia sp. evidenciando exposicdo prévia a este agente. A
elevada presenca de anticorpos homologos anti-Borrelia burgdorferi indica exposi¢cdo
prévia ou reacdo cruzada com espiroqueta do género Borrelia e indica a circulacdo do
agente etiolégico na regido estudada.

Palavras chave: Cinomose, ehrlichiose, borreliose, caes.



ABSTRACT

SANTOS, V.G. Laboratory of Clinical Aspects of Canine Distemper, Ehrlichiosis
and Borreliosis in Dogs (Canis familiaris, Linnaeus, 1758) Naturally Infected.
2008. 45p. Dissertation (Master of Science in Veterinary Medicine). Instituto de
Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Most infectious and parasitic diseases in dogs, have an initial phase with nonspecific
symptoms such as apathy, anorexia and occasionally fever with respiratory,
gastrointestinal and nervous abnormalities. Generally these changes are related to
infection by canine distemper, Ehrlichia sp and the potential presence of exotic
etiological agents such as Borrelia sp. This study aimed to detect the occurrence of the
canine distemper virus, antibodies against Ehrlichia sp and homologous antibodies
against Borrelia burgdorferi in dogs of the Zoonotic Diseases Control Center Paulo
Dacorso Filho, of Rio de Janeiro, Brazil correlating with clinical symptoms and
haematological disorders. To conduct the research, blood samples were collected from
38 animals collectively housed in five boxes from a population of 125 dogs without
defined race, sex, different ages and with an unknown vaccination history. The presence
of a positive animal for the canine distemper virus and the absence of clinical cases
indicate that the dogs were naturally immunized or have subclinical infection. The
number of positive but asymptomatic animals, for Anaplasma platys and Ehrlichia
canis in the morphological analysis of blood smears was high, especially for A. platys
indicating a high prevalence of sub-clinical infection. However, there was a high title of
antibodies against Ehrlichia sp showing prior exposure to this agent. The high titles of
homologous antibodies against Borrelia burgdorferi, indicates prior exposure or cross-
reaction with the spirochete Borrelia sp. and indicates the presence of the causative
agent in the region.

Key words: Canine distemper, ehrlichiosis, borreliosis, dogs.
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1 INTRODUCAO

O estudo das doengas infecciosas e parasitarias adota uma estratégia multidisciplinar
incorporando  conceitos de microbiologia, parasitologia, patologia, imunologia,
epidemiologia, como também aspectos clinicos, terapéuticos e zootécnicos.

Em caes, as enfermidades do sistema nervoso central (SNC) representam um
importante grupo de doengas inflamatorias e infecciosas. Sinais neurologicos graves, muitas
vezes incompativeis com a vida, podem ser determinados por diferentes etiologias, sendo
comum a ocorréncia simultanea de mais de uma enfermidade, sobretudo em caes debilitados.

Embora na rotina clinica o diagnostico em geral seja fundamentado na evolucdo e em
achados laboratoriais, varias enfermidades que acometem os cdes apresentam em uma fase
inicial sintomas inespecificos como apatia, anorexia e ocasionalmente febre evoluindo com
alteracOes respiratdrias, gastrointestinais e nervosas. Em geral essas alteragdes sdo
relacionadas com a infec¢ao por agentes do género Ehrlichia sp e viroses como cinomose,
além da potencial presenga de agentes etiologicos pouco conhecidos, como a Borrelia sp.

Todas podem iniciar-se com sinais gerais de apatia e anorexia, mas quando estes estao
acrescidos de febre e corrimento dculo-nasal muco-purulento podem ser associados as
manifestagdes respiratorias tanto da ehrlichiose quanto da cinomose. Também a forma
cutanea da ehrlichiose assemelha-se a forma exantematica da cinomose e tanto a ehrlichiose
quanto a cinomose ¢ a borreliose de Lyme podem apresentar um quadro de poliartrite e
sintomas neuroldgicos.

Informagdes obtidas através de exames laboratoriais associados aos dados de histérico
e achados clinicos, sdo fundamentais para o diagnéstico definitivo e diferencial dessas
enfermidades, sobretudo considerando a possibilidade de infecgdes mistas ou concomitantes
por esses e outros agentes. No entanto, mesmo os achados laboratoriais importantes para o
diagnostico dessas enfermidades podem ser semelhantes e ndo conclusivos.

Ehrlichiose e cinomose geralmente evoluem com um quadro de anemia normocitica
normocrdmica, trombocitopenia, leucopenia, linfopenia e monocitose. A trombocitopenia esta
frequentemente associada a infecgdo pelo Anaplasma platys, e ocorre também na infecgdo
pelo virus da cinomose e pela Ehrlichia canis, além do que todas apresentam ainda,
hipoalbuminemia.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-
Ehrlichia canis, detectar qualitativamente o antigeno do virus da cinomose ¢ anticorpos
homologos anti-Borrelia burgdorferi em caes acautelados no Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) Paulo Dacorso Filho, pertencente ao Municipio do Rio de Janeiro, Brasil e
correlacionar com sintomas clinicos e alteragdes hematoldgicas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cinomose canina
2.1.1 Etiologia

A cinomose canina ¢ uma enfermidade altamente contagiosa (TIPOLD, 1995), de
distribui¢ao mundial (APPEL et al. 1994), causada por um virus da Familia Paramixoviridae,
género Morbillivirus (APPEL; SUMMERS, 1995). Acomete principalmente os cdes jovens
ndo vacinados e outros carnivoros como raposas, furdes, ledes, leopardos, guepardos e tigres
(NORRIS et al. 2006). O cao ¢ o principal reservatorio e serve como fonte de infecgdo para os
animais selvagens (GREENE; APPEL, 2006).

O virus da cinomose canina (Canine Distemper Virus - CDV) apresenta replicagdo
citoplasmatica, ¢ sensivel ao calor (56° C) e a solventes lipidicos, mantendo sua capacidade
infectante sob baixas temperaturas.

O CDV ¢ um importante patdgeno que determina altas taxas de morbidade e letalidade
em todo o mundo (APPEL; SUMMERS, 1995; STETTLER; ZUBRIGGEN, 1995; TIPOLD,
1995).

2.1.2 Patogenia

A transmissdo ocorre por contato direto através de aerossois e alimentos ou objetos
contaminados por secre¢des dos animais infectados, que podem eliminar o virus através de
secrecdes € excrecdes: nasais, lacrimais, saliva, urina e fezes por varios meses (CATROXO,
2003).

A cinomose acomete cdes de qualquer idade, raca e sexo, com maior predilegdo por
filhotes ndo-vacinados (CHRISMAN, 1985; FENNER, 2004; GREENE; APPEL, 2006).

A viremia ocorre do 3° ao 10° dia apds o contdgio. Durante a primeira semana, antes
do aparecimento dos sintomas, os virus associados as células disseminam-se via sangiiinea até
a medula dssea, bago, timo e ganglios linfaticos, atingindo em torno de sete dias os epitélios
do estdmago e intestinos, vias respiratorias e urinarias, pele e sistema nervoso central,
propagando-se por todo o organismo. Trata-se, portanto de uma infec¢do generalizada, onde a
multiplicagdo viral inicia-se nos tecidos linféides orofaringeos.

Alguns cdes desenvolvem resposta imune precoce € se recuperam rapidamente e em
outros a infec¢do dos tratos respiratério, digestivo e urogenital levam a morte. A doenga ¢ as
infecgdes subclinicas produzem imunidade ativa e os anticorpos maternos sdo transmitidos
aos filhotes (CATROXO, 2003).

Linfopenia e trombocitopenia sdo achados consistentes (NELSON; COUTO, 2001a).
Embora em Medicina Veterinaria a correlagdo entre trombocitopenia e infecgdes virais
necessite de maiores estudos, naquelas por Morbillivirus evidenciou-se aumento de anticorpos
anti-plaquetas (FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000), além de anemia normocitica
normocromica (MENDONCA et al., 2000; SILVA et al., 2005) ndo regenerativa (SILVA et
al., 2005), monocitose (MENDONCA et al., 2000) e leucopenia (MENDONCA et al., 2000;
SILVA et al., 2005). Com a replicagdo do virus em tecidos linféides ocorre conseqiiente
linfopenia (MEGID et al., 2000). Devido a infecgdes bacterianas secundarias, pode ocorrer
leucocitose por neutrofilia (SILVA et al., 2005).

Os caes jovens (4 a 6 meses) sdo mais susceptiveis que os adultos. Os animais
sobreviventes podem apresentar seqiiclas permanentes ou complicacdes tardias, como
desmielinizagdo multifocal no sistema nervoso central (SNC), identificada em grande parte
dos caes acometidos (ZUBRIGGEN; GRABER; VANDELVEDE, 1995).



A idade, no momento da infec¢do ¢ um fator que influencia a vulnerabilidade do animal a
diferentes manifestacdes clinicas, resposta imunoldgica e ao desenvolvimento de quadro
neuropatologico (KRAKOWKA; KOESTNER, 1976).

2.1.3 Diagnostico Clinico

A cinomose ¢ uma doenga multissistémica de evolugdo aguda, subaguda ou cronica
que pode evoluir para sinais de envolvimento respiratorio, cutdneo, gastroentérico e
neurolégico. Em cdes a infecgdo ¢ altamente contagiosa e pode ocasionar elevadas taxas de
letalidade (TIPOLD, 1995).

Os sinais clinicos podem ou ndo seguir uma cronologia, porém na maioria trata-se de
uma doencga aguda febril (ZEE, 2003). As formas de evolucdo clinica manifestadas sdo muito
menos freqlientes que as infecgdes latentes ou inaparentes (BAUMANN, 1999).

Os sinais clinicos, a duragdo e a gravidade da cinomose variam consideravelmente.
Em um niimero importante de casos a infec¢@o € inaparente, ou subclinica, ¢ ndo se observam
sinais externos de enfermidade, enquanto que em outras cepas o curso ¢ curto e fatal. Os caes
infectados podem manifestar uma combinacdo de sinais e/ou lesdes respiratorias,
gastrintestinais, cutdneas e neuroldgicas que podem ocorrer em seqiiéncia ou
simultaneamente. Varios sinais neuroldgicos podem ocorrer ¢ a mioclonia geralmente ¢
considerada a manifestagdo classica da infec¢io (GRONE; ENGELHARDT; ZUBRIGGEN,
2003; KOUTINAS et al., 2004).

Apdés um periodo de incubacdo de trés a sete dias manifestam-se os sinais
inespecificas de prostracdo, inapeténcia e elevagdo bifasica da temperatura (39,5 - 41,0° C),
acrescidos de fluxo nasal e lacrimal seromucosos. Ao primeiro pico de febre de 39,5° - 41°C,
que dura oito a 48 horas e pde em evidéncia o estagio virémico, segue um intervalo afebril de
um a dois dias e uma segunda elevacdo de temperatura, cuja duragdo e intensidade dependem
da gravidade das alteragdes organicas (ZEE, 2003).

As infec¢des bacterianas secunddrias decorrentes dos efeitos imunossupressores do
virus da cinomose, em geral sdo responsaveis pelos sinais clinicos associados com a forma
aguda (HOSKINS, 2004).

Na fase seguinte da doenca, ¢ desenvolvido o quadro correspondente a cinomose
catarral, exantematica ou nervosa, dependendo da difusdo e viruléncia do virus, assim como
do tipo de infecgdes bacterianas secundarias complicantes (Escherichia coli, Staphylococcus,
Streptococcus, Salmonellas, Bordetella bronchiseptica, Nocardia asteroides) e, mais
raramente, micoplasmas, protozoarios e outros virus (ZEE, 2003).

Ao complexo de sintomas catarrais pertencem, além da rinite e conjuntivite, as formas
de evolugdo respiratoria (laringite catarral, bronquite ou broncopneumonia) e gastrintestinal
caracterizada por vomitos e diarréia. Numa baixa porcentagem dos casos, no fim da doenga,
pode aparecer um exantema vesiculo-pustuloso, localizado predominantemente, na parte
posterior do abdome e face interna das coxas, assim como no conduto auditivo externo.

A lesdo no SNC ¢ apresentada na forma de trés sindromes clinicas conhecidas como
encefalomielite dos cdes jovens, encefalomielite multifocal dos cdes adultos e encefalite dos
cées idosos (FENNER, 2004; AMUDE et al. 2006).

A forma nervosa, que pode apresentar-se no final da fase aguda ou no instante em que
o animal parecia estar curado, apesar de que também pode predominar desde o principio em
alguns surtos epidémicos, compreende sintomas diversos, mas geralmente graves, tais como:
transtornos psiquicos e alteracdes de comportamento, contragdes tonico-clonicas
generalizadas e mioclonias locais, ataxias, paraplegias e tetraplegias, sintomas cerebelares
(tremores de cabeca ¢ hipermetria) e vestibulares (cabe¢a péndula, ataxia e nistagmo),



movimentos de andar em circulo e "pedalar", paralisias da mandibula, da bexiga urinaria e do
reto, perda da percepgdo sensitiva e parestesias com automutilagdes entre outros.

A letalidade oscila entre 30 e 80 %, e os animais sobreviventes podem apresentar
seqiielas permanentes do sistema nervoso central ou complica¢des tardias, como encefalites
desmielinizantes (encefalite do cdo velho) ou hiperqueratose das patas, que podem conduzir a
morte dos animais (CATROXO, 2003).

As broncopneumonias purulentas, as diarréias intensas e persistentes € os transtornos
do SNC conduzem freqiientemente a morte, determinam um estado de debilidade que
conduzem a eutandsia ou deixam, atras de si seqiielas cronicas (BAUMANN, 1999).

Em um surto de cinomose ocorrido na Finlandia em zonas com uma elevada densidade
populacional envolvendo caes vacinados, amostras de células epiteliais de 3649 caes foram
testadas e 865 casos foram confirmados por testes indiretos de anticorpos fluorescentes. Os
sinais clinicos variaram de conjuntivite, febre e anorexia aos sinais de doengas respiratorias e
gastrintestinais, com uma estimativa de mortalidade de 30% dos cades acometidos. Dos casos
confirmados 631 (73%) tinham entre trés e 24 meses de idade; 487 destes tinham sido
vacinados, pelo menos uma vez e 351 (41%) tinham uma historia completa de vacinagao (EK-
KOMMONEN et al., 1997).

Em um estudo cujos objetivos foram descrever os aspectos clinico-patoldgicos de 620
casos neurologicos de cinomose em cades necropsiados no Laboratorio de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria, os sinais clinicos mais freqiientes foram
mioclonia (38,4%), incooordenagdo motora (25,0%), convulsdes (18,5%) e paraplegia
(13,4%). Em 98,4% dos caes com alteracdes histopatoldgicas no encéfalo, foram observadas
desmielinizagdo, encefalite ndo-supurativa ou uma combinagdo dessas duas lesdes.
Corptsculos de inclusdo foram observados em diferentes células de 343 dos 565 cdes com
alteracdes histopatoldgicas no encéfalo. Levando em consideracdo o tipo de lesdes e as faixas
etarias, casos com desmielinizacdo e encefalite ndo-supurativa foram mais freqilientes em caes
idosos, enquanto que somente desmielinizacdo ou encefalite ndo-supurativa foram mais
comuns nos filhotes (SILVA et al., 2007).

O diagnostico clinico, realizado com base no exame fisico, anamnese e por exames
complementares, as vezes, ¢ inconclusivo (HOSKINS, 2004), pois 0 mesmo padrdo também
pode ser encontrado em outras doencgas infecciosas e parasitarias de caes (MORITZ; FRISK;
BAUMGARTNER, 2000; AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2007). Um agravante ¢ que 25 a
75% dos animais susceptiveis desenvolvem infeccdo subclinica e eliminam o virus no
ambiente, atuando como fontes de infec¢ao (APPEL; SUMMERS, 1999).

A resposta hematologica varia de um individuo para outro, bem como com a fase da
infeccdo (FENNER; GIBBS; MURPHY, 1993). Infec¢des bacterianas oportunistas no trato
alimentar e respiratério podem ser observadas e justificam a leucocitose por neutrofilia e o
desvio a esquerda observados em alguns animais.

Em estudo sobre o perfil hematologico de cdes com cinomose (SILVA et al., 2005)
houve 61% de anemia, na maioria dos casos normocitica normocromica ¢ sem sinais de
regeneragdao medular, e 69% de trombocitopenia.

A linfopenia ¢ uma caracteristica consistente com a infec¢do pelo virus da cinomose,
mas pode estar ausente em alguns casos, e a trombocitopenia também ¢ um achado freqiiente
(NELSON; COUTO, 2001a).

O mecanismo responsavel pela trombocitopenia associada a infec¢des virais na
veterinaria ainda ¢ pouco conhecido. Em infec¢des por Morbillivirus foi evidenciado um
aumento de anticorpos anti-plaquetas, sendo a trombocitopenia provavelmente decorrente da
remocdo de plaquetas da circulagdo pelo sistema reticulo endotelial (FELDMAN; ZINKL;
JAIN, 2000).



Lesdes no epitélio intestinal causadas pelo virus, com conseqiiente diarréia, além da
propria apatia determinada pela doenca levam o animal a recusar o alimento. Dessa forma, a
diminuicdo da ingestdo protéica bem como o comprometimento intestinal sdo fatores
determinantes na perda de condi¢cdo corporal e redugcdo dos niveis séricos da albumina em
animais com cinomose (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).

2.1.4 Diagnostico Laboratorial

A presencga do virus pode ser confirmada pela identificagdo de corpusculos de inclusdo
em células associadas a exsudato, em células epiteliais e em neutrédfilos, porém sua auséncia
ndo exclui a infec¢do pelo CDV (MOTOHASHI; NAKAGAWA; OKADA, 1969; GREENE;
APPEL, 1998; JONES et al., 2000).

Para a realizacdo do diagndstico laboratorial ante mortem da cinomose canina varios
métodos de diagndstico foram desenvolvidos, destacando-se a pesquisa de corpusculo de
inclusdo em células presentes em secre¢des e em células sangiiineas, a imunofluorescéncia
direta, a imuno-histoquimica e o isolamento do CDV em cultivo celular. Porém, todos os
métodos apresentam desvantagens que podem inviabilizar o uso na rotina laboratorial tais
como baixa sensibilidade e/ou especificidade, etapas laboriosas de processamento do material
biologico e tempo necessario para a conclusdo do resultado (FRISK et al., 1999; APPEL;
SUMMERS, 1999; MORITZ; FRISK; BAUMGARTNER, 2000).

A inclusdo viral ¢ o efeito citopatico do virus sobre células sangiiineas, principalmente
linfocitos. Sua visualizagdo confere ao diagnostico um carater definitivo (FELDMAN;
ZINKL; JAIN, 2000). Entretanto, a presenga pouco freqiiente de corpusculos de inclusdo em
cées com cinomose (BATISTA et al., 2000; ALLEMAN et al., 1992) é um fator limitante.

As técnicas sorologicas de ELISA e imunofluorescéncia apresentam valor diagnostico
limitado uma vez que animais que morrem por cinomose podem ou ndo apresentar titulos
mensuraveis de anticorpos (APPEL, 1969; APPEL, SUMMERS, 1999; FRISK et al., 1999).
A técnica de isolamento viral em cultivo celular ¢ especifica, porém demorada e pode resultar
em falso-negativo se o animal ndo estiver na fase aguda da doenga (SHIN et al., 1995).

No SNC o virus causa lesdes principalmente no cerebelo e nas colunas brancas da
medula espinhal, caracterizadas por areas de necrose bem delimitadas, desmielinizagdo e
inclusdes intranucleares principalmente em astrécitos. A observacdo dessas lesdes confirma o
diagnoéstico da infecgdo porém este ¢ um método de diagnodstico post mortem (GREENE,
1998; JONES et al., 2000).

Atualmente, a técnica da reagdo em cadeia pela polimerase precedida de transcri¢ao
reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucesso na detec¢do do CDV em diferentes
tipos de amostras bioldgicas provenientes de cdes com sinais clinicos sistémicos e
neurologicos (SHIN et al., 1995; FRISK et al., 1999; SAITO, 2001; GEBARA, 2002;
GEBARA et al., 2004; SILVA et al., 2005; NEGRAO; ALFIERI; ALFIERI, 2007).

Esse método de diagnostico ante mortem apresenta taxas de sensibilidade e de
especificidade elevadas. Entretanto, a RT-PCR pode apresentar resultados falso-negativos,
destacando-se o método de extracdo do acido nucléico e a sele¢do do material biologico a ser
utilizado para o diagnostico (FRISK et al., 1999; GEBARA et al., 2004; NEGRAO et al.
2006).

Na dependéncia da forma de apresentacdo e da evolucdo o CDV pode estar presente
em uma gama de amostras bioldgicas. Nos diferentes estadios da infec¢do, urina, sangue total,
leucdcitos, fezes, saliva, secrecdo respiratoria e liquor podem apresentar o virus em titulos
variados (FRISK et al., 1999; SAITO et al., 2006a,b; AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2006).



2.1.5 Prevaléncia:

Mundialmente a incidéncia da cinomose canina varia consideravelmente segundo o local e
a técnica de diagnostico. Os indices variam de 1,35% na India (ALEX; DHANAPLAN, 1994)
e 21,7% na Finlandia (EK-KOMMONEN et al., 1997) a 42% ou 74% na Dinamarca, nos
mesmos animais, quando os testes foram feitos respectivamente por imunofluorescéncia direta
ou por ELISA (BLIXENKRONE-M@ELLER et al., 1993).

Em varios paises, devido a vacinagdo regular de grande parte da populacdo canina, a
freqliéncia da doenca clinica tem diminuido substancialmente, sendo relatados apenas focos
esporadicos (HAAS et al., 1997; MOSHIZUKI et al., 1999).

No Brasil, a cinomose ainda ¢ endémica, podendo representar de 2,07% (BORBA et
al., 2002) a 6% (HEADLEY; GRACA, 2000) de todas as ocorréncias clinicas ¢ até 11% das
mortes em cdes. Contudo ndo ha prevaléncia definida para o virus da cinomose no Brasil. A
incidéncia identificada em estudos epidemiologicos baseados em dados obtidos de Hospitais
Veterinarios foi de 11,7% em Belo Horizonte - MG e Santa Maria — RS e 2,07% em Maringa
no Parana. Contudo como esses dados nem sempre relatam a real situagdo da populagdo
urbana canina (HEADLEY; GRACA, 2000), os dados ndo correspondem exatamente a
prevaléncia da doenca.

2.2 Ehrlichiose canina
2.2.1 Etiologia

A Ehrlichiose compreende organismos intracelulares obrigatorios pertencentes a Ordem
Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae e géneros Ehrlichia e Anaplasma (DUMLER et al.,
2001), transmitidos por carrapatos (McDADE, 1990).

Varias espécies do género Ehrlichia causam infecgdes clinicas e subclinicas em caes:
Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. Ewingii, E. muris, E. ruminantium (DUMLER et al., 2001).
Destas, a Ehrlichia canis, responsavel pela erliquiose monocitica canina, doenga considerada
endémica principalmente nas areas urbanas, onde abundam populacdes do carrapato vetor,
(LABRUNA; PEREIRA, 2001).

Outras espécies podem infectar cdes (BREITSCHWERDT; HEGARTY; HANCOCK,
1998) e humanos (NEER et al., 2002), com patogenicidade e viruléncia variaveis.

2.2.2 Patogenia

O principal vetor e reservatorio de E. canis é o carrapato Rhipicephalus sanguineus,
no qual as formas parasitirias se multiplicam assexuadamente. Esta espécie ¢ de grande
importancia por ser cosmopolita, tendo como hospedeiro principal o cdo (GROVES et al.,
1975).

E. canis pode ser transmitida pelas ninfas e adultos dos carrapatos que se infectam
sugando sangue de um cdo contaminado. No carrapato, os parasitos se multiplicam nos
hemocitos e células da glandula salivar de onde migram para o trato digestivo. A infec¢do dos
hospedeiros vertebrados ocorre quando o carrapato infectado se alimenta e sua secrecao
salivar ¢ inoculada (GROVES et al., 1975; McDADE, 1990).

Nos cdes os corpos elementares que sdo as formas individuais do parasito penetram
nos mondcitos por fagocitose. O ciclo de desenvolvimento no mondcito tem inicio quando ha
adesdo a membrana plasmatica da célula hospedeira, que se invagina, determinando o
aparecimento de inclusdes pleomorficas denominadas corpusculos iniciais (0,5 a 2,5 micra).

A replicag@o dentro dos fagossomos ocorre por divisdo bindria. Em trés a cinco dias



apos a infec¢do a E. canis usualmente se apresenta como um compacto de inclusdes contendo
microrganismos individuais em niimero variado, podendo haver mais de uma inclusdo por
célula (ZORNOFF et al.,1995).

Na fase seguinte (7 a 12 dias apds a infeccdo) ocorrem crescimento e replicagdo
originando morulas. As células infectadas contém vérias morulas, com varios corpos
elementares (GREENE et al., 1984). Estes podem atingir células sadias a partir da ruptura da
membrana da célula hospedeira, com liberagdo dos agentes a0 meio externo ou por exocitose,
e entrada na nova célula hospedeira por endocitose e fusdo com as membranas de novas
células, dando origem a um novo ciclo infeccioso (McDADE, 1990; RIKIHISA, 1991).

Cada Ehrlichia spp. parece ter tropismo por um determinado tecido. Os organismos
invadem tecidos especialmente ricos em células mononucleares como linfonodos, figado,
bago e medula 6ssea (VARELA, 2003).

Depois de um periodo de incubagdo de 8 a 20 dias o cdo infectado comega a
manifestar sinais sistémicos, iniciando a fase aguda que dura de duas a quatro semanas
(HARRUS; BARK; WANER, 1997). Nesta fase os organismos se multiplicam nas células
mononucleares circulantes e nos tecidos do sistema mononuclear fagocitirio levando a
linfadenomegalia e a hiperplasia linforreticular. As células infectadas atingem outros 6rgaos e
tecidos como pulmdes, rins, meninges e olhos onde interagem com as células endoteliais
induzindo vasculite e infec¢do subendotelial (HARRUS; BARK; WANER, 1997).

2.2.3 Diagnostico clinico

Os sinais clinicos associados a fase aguda sdo inespecificos e incluem anorexia e
depressdo, acrescidas de febre e descarga ocular e nasal serosa ou purulenta — os quais se
assemelham a fase respiratoria da Cinomose. Devido ao animal ndo alimentar-se ha
conseqiiente perda de peso. Entre outros sinais que podem ocorrer estdo edema de membros e
de escroto, além de linfadenopatia e esplenomegalia.

H4 um progressivo desenvolvimento de anemia tanto por destruicdo de hemaécias
quanto por supressao na sua produgdo. Em geral ndo ocorrem hemorragias, embora nessa fase
possa ocorrer trombocitopenia que pode variar de moderada a grave e também pode ocorrer
leucopenia. Devido a possibilidade de inducdo de vasculite nas células endoteliais dos vasos
da microvascularizacdo das meninges pode haver sangramento no interior das mesmas
levando ao aparecimento de alteragdes no sistema nervoso tais como ataxia, hiperestesia, e
déficits dos nervos cranianos (HARRUS; BARK; WANER, 1997, BREITSCHWERDT,
2004).

Sinais oculares como uveite e hemorragias da cornea ndo sdo incomuns. Outros
sinais incluem vomitos, claudicacao e dispnéia (WANER; HARRUS, 2000).

A fase subclinica pode instalar-se de seis a nove semanas apds a inoculagdo e ocorre
quando o animal n3o recebe um tratamento curativo eficaz na fase aguda. Trombocitopenia,
leucopenia e anemia persistem em niveis variados. O animal pode conseguir debelar a
infec¢do nessa fase ou ndo, progredindo para uma fase cronica (BREITSCHWERDT, 2004).

Na fase cronica ¢ esperado o desenvolvimento de pancitopenia, embora qualquer
combinagdo de neutropenia, anemia e trombocitopenia possa ocorrer (NELSON; COUTO,
2001b).

Os sinais clinicos associados com a fase cronica sdo discretos ou ausentes em alguns
cdes e graves em outros. Caes que desenvolvem sintomas clinicos podem apresentar
tendéncias para o sangramento, palidez devido a anemia, perda de peso acentuada, uveite
anterior, hemorragias retinais e sinais neuroldgicos compativeis com meningoencefalite.
Pode-se observar petéquias e equimoses na pele e membranas mucosas e quando as células da



microvascularizacdo dos pulmdes e mucosa nasal estdo envolvidas podem ocorrer
hemorragias que se exteriorizam como epistaxe (RIKIHISA, 1991).

Devido a imunossupressdo, infec¢des bacterianas secundarias podem ocorrer
(BREITSCHWERDT , 2004).

A principal caracteristica desta fase ¢ a hipoplasia de medula 6ssea resultando em
anemia normocitica normocromica sem resposta da medula ossea (arregenerativa) devido a
supressdo da atividade medular (MEINKOTH et al., 1989; NELSON; COUTO, 2001 b),
assim como monocitose, linfocitose e leucopenia (TROY; FORRESTER, 1990; ANDEREG;
PASSOS, 1999; STILES, 2000). Linfocitose intensa, acompanhada por linfocitos atipicos ou
reativos, foi associada com a fase cronica da ehrlichiose (BREITSCHWERDT, 2004).

A trombocitopenia pode ser detectada tanto na fase aguda como na fase cronica da
ehrlichiose (NELSON; COUTO, 2001b). No entanto, embora tenham aspectos clinicos e
sorologicos tipicos de erliquiose, aproximadamente um ter¢co dos cdes ndo apresentam
trombocitopenia. Além disso, a reducdo do nimero de plaquetas circulantes pode decorrer de
muitas causas, incluindo erros na amostragem e na colheita de sangue e no transporte das
amostras, assim como ha a existéncia de ragas que possuem normalmente um niimero menor
de plaquetas circulantes como a Greyhound (ALMOSNY, 2006). Pode ainda, a
trombocitopenia ser um achado associado a infecc¢des virais, como a cinomose (FELDMAN et
al., 2000). Dessa forma a trombocitopenia ndo pode ser considerada um achado
patognomoénico de Erliquiose, mas segundo Bulla et al. (2004), devera ser incluida
habitualmente como diagnostico diferencial em uma area endémica.

2.2.4 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial é normalmente efetuado pela demonstragdo microscopica
direta de inclusdes intra-citoplasmaticas, conhecidas como morulas, em células
mononucleares sangiiineas, a partir de preparacdes coradas de esfregaco sangiliineo ou da
camada leucocitaria (WOODY; HOSKINS, 1991).

A observagdo da moérula em esfregagos sanguineos ¢ uma forma especialmente
adequada em Medicina Veterindria, pela economia, praticidade do exame e pouca
disponibilidade de exames sofisticados. Apesar da rapidez de execugdo e baixo custo, trata-se
de técnica nem sempre eficaz, pela constante flutuacdo da parasitemia durante o curso da
enfermidade (ELIAS, 1992). Apesar de conclusiva para o diagndstico de ehrlichiose
monocitica canina a observacao de morulas em leucocitos circulantes ¢é rara, exceto durante a
fase aguda da infecg¢do, que se inicia entre 14 e 20 dias apoés a infeccdo e termina em
aproximadamente um més (HOSKINS et al., 1991).

Técnicas moleculares de diagnéstico, reconhecidamente mais sensiveis, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido recentemente desenvolvidas para o
diagnostico de E. canis (McBRIDE et al.,, 1996; BREITSCHWERDT et al., 1998;
GOLDMAN et al., 1998; HARRUS et al., 1998; MURPHY et al., 1998; HUA et al., 1999).
Esses autores desenvolveram protocolos para realizacdo da técnica de PCR em duas etapas de
reagdo, uma variacdo da técnica designada nested-PCR, ou ainda, com a aplicagdo
complementar de sondas moleculares ou caracterizagdo de polimorfismo de fragmentos
amplificados. Apesar da maior sensibilidade, esta técnica ¢ de emprego limitado a pesquisas
devido a complexidade e custo elevado apresentando sempre um bom resultado como método
de diagnostico (BULLA et al., 2004; ALVES et al., 2005; BRANDAO, 2005; DAGNONE,
2006; SOUSA, 2006; CARDOZO et al., 2007).

Nas fases subaguda e cronica os métodos sorologicos que visam a detec¢do de
anticorpos contra E. canis podem ser efetuados através da reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (IFT ou RIFI) ou pelo teste de ELISA. A desvantagem dessas técnicas € que ndo sao



praticadas facilmente na clinica de pequenos animais e especialmente porque os titulos nao
aparecem na fase aguda (ELIAS, 1992; HARRUS; BARK; WANER, 1997). Entretanto a IFI
¢ util na fase cronica com excelente especificidade e grande sensibilidade (HUXSOLL, 1976;
TROY; FORRESTER, 1990; EGENVALL; HEDHAMMAR; BJOERSDORFF, 1997;
HARRUS; BARK; WANER, 1997).

A reacdo de IFI vem sendo largamente utilizada no diagndstico da ehrlichiose desde
1972, sendo aplicavel tanto para estudos de infecgdes experimentais, como para estudos
epidemiolégicos de infec¢do natural por E. canis (SILVA, 2001; ANDRE et al., 2003;
TAKAHIRA et al, 2003; NAKAGHI, 2004) e E. platys (TAKAHIRA et al, 2003). Os
antigenos utilizados geralmente sdo procedentes do cultivo de células infectadas com E. canis,
havendo minima reag@o cruzada entre as espécies, exceto entre E. canis e E. equi (WOODY;
HOSKINS, 1991).

Mais recentemente, outros testes, como “Dot Elisa”, Imunocomb (Biogal, Israel) e o
“Snap 3D+ assay” (IDEXX Laboratories Inc., USA), tém sido referidos pelos pesquisadores
brasileiros (CASTRO, 1997; OLIVEIRA et al., 2000; SILVA, 2001; FRANCOIS et al., 2002;
ANDRE et al., 2003; DAGNONE et al., 2003; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI, 2004).

Pela IFI a freqiiéncia de ocorréncia de ehrlichiose canina obtida situa-se entre 63,3% e
66,7% (ORIA, 2001; NAKAGHI, 2004), enquanto no Dot-Elisa detectou-se positividade de
70% a 92,31% dos cdes com suspeita da doenga (OLIVEIRA et al., 2000; ORIA, 2001;
NAKAGHI, 2004).

O Dot-Elisa é considerado uma técnica mais sensivel, ainda que a analise estatistica
ndo mostre diferenca significativa (MACHADO, 2004), mas ndo deixa de ser uma técnica
rapida, de baixo custo e facil de ser empregada para o diagnostico da ehrlichiose canina na
rotina clinica.

Em caes infectados experimentalmente, o periodo para a deteccdo de anticorpos se
inicia entre oito e 24 dias, embora devido a variagdo da resposta individual alguns cdes ndo se
apresentem soropositivos até 28 dias apdés a infecgdo. A soropositividade chega a niveis
maximos ap6s 80 dias, persistindo em casos ndo tratados. Contudo, as vezes os titulos
aumentam com o inicio do tratamento ¢ declinam apoés trés a seis meses. A persisténcia do
titulo de anticorpos por periodos maiores que seis meses apds tratamento adequado, pode
indicar que o agente ndo foi totalmente eliminado do organismo, havendo também a
possibilidade de infec¢do subclinica ou reinfeccdo (WOODY; HOSKINS, 1991). O titulo
pode variar de acordo com o estagio da infec¢dao, com o envolvimento imunoldgico e a raca
do cdo. Assim, titulos de anticorpos de alta magnitude geralmente refletem uma infec¢ao
cronica (SWANGO; BANKEMPE; KONG , 1989).

Um titulo positivo pela IFI indica somente que o animal foi exposto, entretanto um
titulo positivo associado a uma historia clinica compativel, a achados fisicos e a testes
laboratoriais adicionais, ajudam substantivamente no diagnéstico (WOLDEHIWET; RISTIC,
1993). Apesar da grande sensibilidade e especificidade do teste de imunofluorescéncia
indireta a ocorréncia de reagdo cruzada entre A. platys e E. canis foi relatada por Rikihisa
(1991).

A E. canis pode ser cultivada in vitro em células DH82 (dog histiocytosis),
linhagem originaria de mondcitos caninos, que foi adaptada em cultivo celular a partir de
células obtidas de um caso de histiocitoma (WELLMAN et al., 1988).

2.2.5 Prevaléncia
Devido a ampla distribui¢ao do seu principal vetor (Rhipicephalus sanguineus), a

erlichiose ¢ considerada uma das mais importantes doengas infecciosas de cdes no Brasil.
Dados regionais demonstram que a maioria dos cdes atendidos em hospitais e clinicas



veterinarias reagem com antigenos de E. canis e/ou foram positivos para o E. canis quando
avaliados pela reagdo em cadeia da polimerase (TRAPP et al., 2002, DAGNONE et al., 2003,
LABARTHE et al., 2003, BULLA et al., 2004; SOUSA, 2006).

Em um estudo comparativo entre métodos de diagnostico direto (nested PCR) e
indireto (Dot-ELISA e RIFI), a freqiiéncia de ocorréncia de Ehrlichia canis obtida pela RIFI
situa-se entre 63,3 % (NAKAGHI, 2004) ¢ 66,7 % (ORIA, 2001), enquanto que no Dot-
ELISA variou de 70% (NAKAGHI, 2004) a 92,3% (OLIVEIRA et al., 2000; ORIA, 2001).
Essas diferencas ndo foram consideradas significativas.

Apesar dos diversos relatos sobre erlichiose em caes, a prevaléncia da doenca ainda
ndo foi determinada, sobretudo porque a maioria dos estudos com E. canis em cées refere-se a
populacdes atendidas em hospitais veterinarios ou infecgdes experimentais.

2.3 Trombocitopenia ciclica canina (TCC)
2.3.1 Etiologia

O agente etioldgico da Ehrlichiose Trombocitica Canina (ETC) ou Trombocitopenia
Ciclica Canina (TCC) ¢ a Anaplasma platys anteriormente denominada Ehrlichia platys
(HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978; FRENCH; HARVEY, 1983), uma bactéria que
infecta as plaquetas do cdo, podendo eventualmente infectar também leucocitos. Em
esfregacos corados com Giemsa ¢ visualizada como inclusdes basofilicas no interior de
plaquetas.

Embora o envolvimento do carrapato R. sanguineus na transmissao do A. platys tenha
sido sugerida e a presenca de A. platys neste carrapato tenha sido verificada através da técnica
de PCR (INOKUMA; RAOULT; BROUQUI, 2000), ainda nao foi possivel comprovar
experimentalmente a transmissdo (BREITSCHWERDT, 2004).

2.3.2 Patogenia

A maioria dos relatos de TTC refere-se a uma enfermidade benigna ou de gravidade
moderada, com poucos sinais clinicos evidentes. Conseqiientemente A. platys ndo ¢
considerado um organismo muito patogénico. No entanto outras investigagdes apontam para
quadros clinicos mais graves, semelhantes aqueles descritos para E. canis (CHANG; PAN,
1996; HARVEY, 1998; INOKUMA et al., 2002).

A infeccdo por A. platys no cdo ¢ caracterizada por trombocitopenia ciclica com um
grande nimero de plaquetas parasitadas na fase inicial. Alguns dias ap6s a infec¢do hd uma
diminui¢do brusca no numero de plaquetas e a A. platys desaparece da circulagdo. A
contagem plaquetdria retorna a valores proximos aos de referéncia em aproximadamente
quatro dias. A parasitemia e a trombocitopenia subseqiientes tendem a ocorrer periodicamente
em intervalos de uma a duas semanas. Por este motivo, a doenca também ¢é conhecida como
trombocitopenia ciclica canina. Com a diminui¢do do nimero de plaquetas infectadas a
trombocitopenia pode continuar severa ou diminuir de intensidade (BREITSCHWERDT,
2004). Os sinais clinicos geralmente ndo sdo muito evidentes € comecam ap6s um periodo de
incubacdo de oito a 15 dias (BEAUFILS, 1999).

A co-infecgdo por A. platys e E. canis é comum (HARVEY; SIMPSON; GASKIN,
1978; HOSKINS, 1991a; HARRUS et al., 1997a,b; BREITSCHWERDT, 2004).

2.3.3 Diagnostico Clinico:
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Os sinais incluem febre, depressao e anorexia (RIKIHISA, 1991) com possibilidade de
alteragdes digestivas e hemostaticas, porém menos freqiientes (BEAUFILS, 1999).

Observa-se trombocitopenia ciclica em intervalos de 10 a 14 dias, discreta anemia
normocitica normocromica arregenerativa, leucopenia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia
em caes infectados experimentalmente (BREITSCHWERDT, 2004).

Glaze; Stephen (1986) descreveram um caso de uveite bilateral, anemia arregenerativa
e trombocitopenia associada a E. platys em cdo da raga Chow-chow que apresentava titulo
para E. platys e ndo para E. canis.

2.3.4 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial ¢ feito utilizando-se os mesmos métodos utilizados para E.
canis. Devido a parasitemia ser ciclica e geralmente baixa, a infec¢@o ¢é dificilmente detectada
em esfregago hematologico, sendo as morulas encontradas incidentalmente (INOKUMA;
RAOULT; BROUQUI, 2001; BREITSCHWERDT, 1995).

A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) ¢ o método mais confidvel para
confirmagdo do diagnostico porque a sorologia apresenta reagdes cruzadas com outras
espécies (CHANG; PAN, 1996).

2.4.4 Prevaléncia

A incidéncia de A. platys no Brasil ¢ descrita como sendo baixa (MACIEIRA et al.,
2005), no entanto ndo ha estudos epidemioldgicos para caracterizagdo da prevaléncia em
todas as regides. Alguns estudos apontam para infec¢des concomitantes com E. canis
(HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978; HOSKINS, 1991a; HARRUS et al., 1997a,b;
BREITSCHWERDT, 2004).

2.4 Borreliose canina
2.4.1 Etiologia

Causada por uma bactéria patogénica ainda ndo isolada de nenhum caso
suspeito de borreliose canina no Brasil, a espiroqueta Borrelia burgdorferi spp. (e talvez
também outros espiroquetideos) pode acometer mamiferos silvestres, domésticos e seres
humanos, além de aves (HOOGSTRAAL, 1979; STEERE, 1989). O que ¢ comumente
descrito como borreliose canina pode tratar-se, na realidade, tanto da borreliose de Lyme - em
sua forma clinica classica - como de borreliose de Lyme simile. A borreliose canina ¢
considerada uma zoonose e uma antropozoonose nos Estados Unidos, Europa e Asia. Quando
em humanos ¢ denominada borreliose de Lyme ou Doenca de Lyme, além de outras
sinonimias (como Artrite de Lyme etc.). Ao complexo Borrelia burgdorferi sensu lato
pertencem as espécies Borrelia burgdorferi sensu stricto (que reproduz a sindrome clinica
borreliose de Lyme em sua forma classica), B. garinii e B. afzelli, além de outras espécies de
Borrelia spp.. Outros espiroquetideois ¢ a Borrelia spp. podem estar envolvidos no
desenvolvimento da sindrome clinica similar, a borreliose de Lyme simile. A distribuicdo
geografica dessas bactérias é confirmada somente no Hemisfério Norte (América do Norte,
Europa ¢ Asia). Nao ha registro de manifestacdo clinica de borreliose de Lyme simile em
animais no Brasil, embora se esteja atento a possibilidade de sua ocorréncia (FONSECA,
2005).
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Hé possivelmente o envolvimento de outros espiroquetideos no desenvolvimento de
borreliose de Lyme simile.

Membro da ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae distingue-se
morfologicamente de Leptospira e Treponema, por serem maiores, com maior nimero de
flagelos periplasmaticos e menor quantidade de espiras (PFISTER et al. 1994, QUINN et al.
1994).

As espiroquetas do género Borrelia sdo microaerdfilas (AUSTIN, 1993), o que as
distingue dos demais géneros, pois a maioria ¢ aerobica e se reproduzem por fissdo binaria
transversal. Coram-se facilmente pelos corantes derivados da anilina e do Romanovski, sdo
gram negativas, crescem a temperatura de 33°C em meios artificiais e podem ser visualizadas
através de microscopia de campo escuro, de contraste de fase ou ainda em tecidos, quando por
coloragdes a base de prata (BARBOUR; HAYES, 1986, QUINN et al. 1994).

Considerando as diferengas etioldgicas e os aspectos clinicos e laboratoriais, quando
comparada com a borreliose de Lyme norte-americana ou européia, a infec¢do no Brasil deve
ser referida como borreliose de Lyme simile (YOSHINARI et al., 2003).

Até o momento o agente etioldgico no Brasil ndo foi isolado ( SOARES et al., 2000) e
0s provaveis carrapatos responsaveis pelo ciclo silvestre pertencem aos géneros Ixodes,
enquanto que o género Amblyomma estaria implicado na transmissdo a animais domésticos e
seres humanos ( SOARES et al., 2000; YOSHINARI et al., 2003).

A presenga de anticorpos contra B. burgdorferi lato sensu em céaes de areas rurais do
Rio de Janeiro foi inicialmente relatada por O’Dwyer et al. (2004). Os resultados sugerem a
presenga do agente na regido ¢ a possibilidade da ocorréncia de borreliose de Lyme simile
tanto em animais quanto em humanos. E possivel que nessas areas os carrapatos do género
Amblyomma, até mesmo por ndo apresentarem especificidade de hospedeiro e estarem bem
dispersos no ambiente, sejam transmissores (O'DWYER et al., 2004).

2.4.2 Patogenia

Como ndo ha registro de manifestagdo clinica de borreliose de Lyme simile em
animais no Brasil (FONSECA, 2005), o estudo de sua patogenia baseia-se na doenga em seres
humanos, que inicia-se com a inoculacdo de espiroquetas pelo carrapato vetor através de
mordedura, sendo necessario um tempo de fixagdo no hospedeiro superior a 48 horas para que
o carrapato vetor possa transmitir Borrelia spp (PIESMAN et al., 1987, FALCO; FISH,
1988,1989; FALCO; DANIELS; FISH, 1995).

ApoOs penetrarem a pele, estes espiroquetideos, embora sendo bactérias
predominantemente extra-celulares, invadem as células endoteliais e dai penetram os tecidos
(BARBOUR; FISH, 1993). No momento da transmissao, a saliva do carrapato exerce ainda
acodes farmacologicas, como o bloqueio de células fagocitarias e inflamatorias, facilitando a
penetragao e disseminagao do patogeno (RIBEIRO et al., 1987; URIOSTE et al., 1994).

Embora o principal modo de transmissdo seja por carrapatos, ha relatos de transmissao
pela urina entre roedores, por transfusdo sanguinea, transplante de tecidos, por contato ou
congenitamente em caes (SOARES et al., 2000).

Na progressao clinica da borreliose de Lyme consideram-se habitualmente trés fases
(HANEFELD et al., 1989; ASBRINK; HOVMARK, 1991; GUSTAVSON, 1994): primaria
ou de infec¢do localizada; secundaria ou de infec¢ao disseminada recente; e terciaria, de
doenga cronica. Com base neste estadiamento e a partir de um inquérito distribuido a clinicos
de diversas especialidades, foi proposta na “4* Conferéncia Internacional sobre Borreliose de
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Lyme”, realizada em 1990 em Estocolmo (ASBRINK; HOVMARK, 1991), uma classificacio
em que se incluem as fases primaria e secundaria na borreliose de Lyme recente, sendo a fase
terciaria a de infecgao tardia.

A fase primaria ou de infec¢do localizada corresponde ao desenvolvimento de eritema
cronico migrante (EMC) ou eritema migratorio recidivante (EMR) que surge no local da
inoculacdo apds um periodo médio de incubacdo de 1-5 semanas como manifestacdao
predominante (KANTOR, 1994) e patognomonica (STEERE et al., 1977). Evolui para a cura
espontanea e a sua duracgdo transitdria e normalmente assintomatica torna-o imperceptivel por
grande numero de doentes. Pode acompanhar-se de debilidade no estado geral, febre,
cefaléias, outros sintomas inespecificos ou ainda linfadenopatia regional sem qualquer
repercussio sistémica (BOUREE, 1990 apud FRANCA, 2000).

O quadro reumatoldgico representado por cerca de metade dos individuos ndo tratados
¢ comumente designado “artrite de Lyme” e engloba desde queixas subjetivas de dores
articulares e periarticulares a artropatia cronica erosiva, passando por crises intermitentes ou
persistentes de artrite propriamente dita (HERZER, 1991; STEERE; SCHOEN; TAYLOR,
1987). Outros quadros reumatoldgicos desta fase incluem queixas associadas a fibromialgia
que podem prolongar-se depois da cura bacteriologica da infec¢do, dando origem a chamada
sindrome pds-Lyme (FRANCA, 2000).

A identificagdo de B. burgdorferi lato sensu foi ja efetuada a partir de lesdes cutaneas,
bem como de liquido sinovial, liquor e miocardio. O seu isolamento em diversos outros
tecidos organicos entre os quais figado, bago, musculos e ossos evidencia o envolvimento de
outros 0Orgdos e, consequentemente, o vasto espectro clinico da borreliose de Lyme
(ASBRINK; HOVMARK, 1990; GUSTAVSON, 1994).

A fase tercidria inclui as manifestacdes clinicas que se mantém, de forma persistente
ou recorrente, por 6 a 12 meses do inicio da infeccdo. Apds um periodo de laténcia mais ou
menos prolongado (de meses ou anos), a doenga evolui para uma fase tardia, caracterizada por
manifestagdes cronicas, persistentes, graves, de prognostico reservado (HANEFELD et al.,
1989). A acrodermatite cronica atréfica (ACA) ¢ o sinal patognomonico desta fase
(ASBRINK; HOVMARK, 1990; GUSTAVSON, 1994).

A sindrome poés-Lyme consiste na persisténcia de queixas, apds antibioticoterapia
adequada para a qual evoluem cerca de 15% dos doentes norte-americanos. Fadiga cronica,
déficits cognitivos, cefaléias, artrite e parestesias ou disestesias das extremidades sdo algumas
dessas queixas (FRANCA, 2000).

2.4.3 Diagnostico clinico

As borrélias patogénicas conhecidas determinam cinco grupos de enfermidades
distintas: (a) febre recurrente epidémica humana, causada pela B. recurrentis, ¢ febre
recurrente endémica, com mais de 20 espécies, até recentemente nominadas de acordo com o
carrapato transmissor; (b) borreliose aviaria, a qual ¢ determinada por uma Unica espécie, a B.
anserina, ¢ causa processo anemiante febril, apatia e altas taxas de morbidade nas aves; (c)
borreliose bovina, causada pela B. theileri; (d) aborto enzodtico bovino, enfermidade que
acomete bovinos e cervideos, determinada pela B. coriaceae; (e) borreliose de Lyme (ou
doenca de Lyme) e borreliose de Lyme simile, as quais sdo causadas pelo grupo da B.
burgdorferi lato sensu (SOARES et al., 2000).

O espectro de apresentagdo clinica desta enfermidade difere conforme as regides
geograficas, associando-se as caracteristicas antigénicas da Borrelia spp. encontradas no
local, assim como da interagcdo destas com o ecossistema e o vetor presente nesta regido. Na
América do Norte ha predominio de manifestacdes cutdneas e articulares; no continente
Europeu predominam as manifestagdes cutineas e neuroldgicas; e na Asia a sintomatologia ¢,
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basicamente cutdnea (YOSHINARI et al., 1995; SOARES et al., 2000). Em qualquer situagao
o eritema migratdrio recidivante (EMR) ¢ o mais relevante achado, permitindo a suspeita
clinica em seres humanos (BERGER et al., 1983).

Os principais sintomas clinicos associados a Borreliose em caes no hemisfério norte,
além da apatia e anorexia, sdo a poliartrite aguda (mais comum), incapacidade locomotora,
febre e linfadenopatia (NELSON; COUTO, 2001d), podendo haver o comprometimento das
articulagbes com um quadro de artrite progressiva (LISSMAN et al, 1984, LEVY;
DRESSEN, 1992;).

2.4.4 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico da borreliose de Lyme e Lyme Simile tem sido realizado através de
testes soroldgicos como o Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) indireto, embora
outras técnicas como a imunofluorescéncia, imunoblotting e o PCR também sejam utilizadas
(GRODZICKI; STEERE 1988, LIENBLING et al. 1993) em associagdo com sintomas
clinicos e fatores epidemiologicos, uma vez que o isolamento através de liquidos orgénicos e
secrecdes ¢ dificil em decorréncia das exigéncias nutricionais da espiroqueta (STEERE, 1989;
YOSHINARI et al., 2003).

2.4.5 Prevaléncia

No Brasil, estudos soroepidemiolégicos de borrelioses foram realizados em humanos
(YOSHINARI et al., 1993,1995) em caes (JOPPERT, 1995; SOARES et al., 1999; JOPPERT;
HAGIWARA; YOSHINARI, 2001; O’'DWYER et al.,2004) ¢ em bovinos (ISHIKAWA,
1996, FONSECA et al., 1996), e a soroprevaléncia em todos os estudos apresentam valores
proximos aos reportados em areas endémicas na América do Norte (GREENE, 1990).

Estudos conduzidos por Joppert; Hagiwara; Yoshinari (2001) na cidade de Sao Paulo,
revelaram que 9,7% dos animais foram sororeagentes pelo teste ELISA indireto. Em cdes de
areas rurais de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro, O’Dwyer et al. (2004)
encontraram 15,85% de animais soropositivos também pelo teste de ELISA indireto. Valores
proximos (20%) foram obtidos por Soares et al. (1999) em 150 cdes procedentes de area
urbana de municipios da Baixada Fluminense, Rio de Janeiro. Prevaléncia superior (48,25%)
foi encontrada por ALVES et al. (2004) em cées da regido metropolitana do Rio de Janeiro.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local e amostragem

A partir de um cdo, fémea, SRD, adulto jovem, alojado em uma baia coletiva do
Centro de Controle de Zoonoses Paulo Dacorso Filho (CCZ) em Santa Cruz, Zona Oeste da
Cidade do Rio de Janeiro, apresentando apatia, anorexia, febre e corrimento Oculo-nasal,
sinais estes inespecificos, mas sugestivos da infec¢do pelo virus da Cinomose (Canine
Distemper Virus - CDV), determinou-se a populagdo total e procedeu-se ao calculo da
amostragem representativa a ser estudada.

A amostragem foi calculada a partir do resultado encontrado para prevaléncia de
2,07% para cinomose em Maringda — Parana (BORBA et al., 2002) considerando uma
populacdo de 125 cdes com precisdo de 95% utilizando-se a formula 1/n= 1/nj +1/N
(PEREIRA, 2001).

Em que:

n = tamanho da amostra

N= tamanho da populagdo amostrada

nj (tamanho da amostra em uma populac¢ao infinita) = Z*x PQ/L*(Q=1-P)
P = Prevaléncia

L=Precisao desejada

7= 1,96 (para 95% de precisao).

Assim em uma populagdo de 125 caes sem raca definida (SRD), acautelados no CCZ e
alojados em baias coletivas, foram selecionados aleatoriamente 38 animais, machos e fémeas
de diferentes idades e historico de vacinagdo desconhecido, como amostragem para posterior
colheita de sangue e investigagdo da presen¢a ou auséncia de aspectos clinicos e laboratoriais
de cinomose, ehrlichiose e borreliose.

3.2 Amostras de sangue:

Amostras pareadas de sangue foram obtidas por pun¢do da veia jugular ou cefalica em
frascos a vadcuo com e sem anticoagulante (acido etileno-diamino-tetra-acético 11% - EDTA).
O sangue colhido sem anticoagulante foi colocado em suporte inclinado ¢ deixado em repouso
a temperatura ambiente para coagular espontaneamente.

A seguir foi obtido o soro mediante centrifugacdo a 2.621 x g, sendo posteriormente
dividido em aliquotas e estocado em freezer a temperatura de 20°C negativos. No momento
do uso, os soros foram descongelados em temperatura ambiente e analisados para deteccao de
anticorpos especificos anti Ehrlichia canis, anti Borrelia burgdorferi lato sensu e para
detecgdo qualitativa do antigeno do virus da Cinomose.

3.2.1 Hemograma:

A partir do sangue colhido com EDTA foram determinados o Volume Globular (VG),
a concentracdo de Hemoglobina (Hb), a Hematimetria (Hm), a Leucometria global, a
Plaquetometria e os indices hematimétricos Volume Globular Médio (VGM) e Concentracao
de Hemoglobina Globular Média (CHGM) através de método eletronico pelo aparelho
Coulter T - 890.

Do plasma obtido por centrifugacdo foram determinadas as concentragdes de proteinas
plasmaticas totais (PPT) por refratometria.
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A leucometria especifica foi determinada por extensdo do sangue total em superficie
de lamina, corada por coloragdo pancromica e analisada em microscopia Optica objetiva de
imersdo segundo Jain (1986).

3.2.2 Provas complementares ao hemograma:

Como provas complementares foi realizada a pesquisa de hematozoarios e corptsculos
de inclusdo de Lentz em extensdo sangiiinea de capa leucocitdria em todos os animais.

Mediante avaliagao do hematocrito, ao ser detectada a presenga de anemia, realizou-se
pesquisa de reticuldcitos através de esfregago sangiiineo em superficie de lamina corado com
azul de cresil brilhante.

3.2.3 Imunoensaio cromatografico para pesquisa de antigenos da Cinomose:

Para detec¢@o de antigenos do virus causador da Cinomose utilizou-se o teste “Anigen
Rapid CDV Ag Test Kit”, um imunoensaio cromatografico para a detec¢do qualitativa do
antigeno do virus da Cinomose conforme recomendagio do fabricante'.

As amostras congeladas a 20°C negativos foram descongeladas a temperatura
ambiente. A seguir adicionou-se duas gotas de soro num tubo de amostra contendo 300 uL de
diluente (tampao de extracdo), homogeneizando-se em seguida. Removeu-se o dispositivo de
teste da embalagem, colocando-o numa superficie plana, seca e limpa e, utilizando-se a pipeta
que acompanhava o teste, quatro gotas da solu¢do amostra acrescida do diluente foram
adicionadas vagarosamente no orificio do dispositivo. Quando o teste comegou a reagir (apos
um minuto), uma linha controle colorida foi visualizada na parte esquerda da janela (C) de
resultado mostrando que o teste estava funcionando devidamente. O resultado do teste foi
interpretado entre cinco e doze minutos, sendo considerados positivos aqueles testes em que
foi observada na parte direita da janela de resultado uma outra linha colorida, indicando o
resultado do teste (T); em caso negativo, esta tltima linha ndo era visualizada.

3.2.4 Pesquisa de anticorpos anti Ehrlichia canis

Para o diagndstico sorologico de Ehrlichiose Canina (Ehrlichia canis) realizou-se o
teste de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) segundo Aguiar et al. (2007), utilizando-
se o antigeno brasileiro de E. canis amostra Sdo Paulo (AGUIAR; HAGIWARA,;
LABRUNA, 2008).

Utilizou-se 5 microlitros da amostra de soro em teste, realizando-se uma diluigao
inicial de 1:40 em solugdo de tampao fosfato (Phosphate buffered saline —PBS) acrescido de
1% de soroalbumina bovina. A seguir, depositou-se 10 microlitros dessa solucdo em cada
pogo da lamina contendo o antigeno de E. canis e levou-se para uma estufa a 37°C em camara
umida por 30 minutos. Apos esse intervalo de tempo, realizaram-se trés lavagens de cinco
minutos cada nas ldminas com o mesmo PBS, porém desta vez sem soroalbumina. Procedeu-
se a secagem em temperatura ambiente. Preparou-se o conjugado anti-IgG de cao na diluigdo
1:600 em PBS acrescido de 1% de soroalbumina bovina. Novamente colocou-se 10
microlitros em cada poco e levou-se para a estufa, nas mesmas condi¢des anteriormente
descritas, porém em camara escura, por 30 minutos, ¢ em seguida repetiu-se o processo de
lavagem e secagem. Apds a secagem adicionou-se glicerina tamponada pH 8,0 e procedeu-se
a leitura em microscopio de imunofluorescéncia.

! Anigen Rapid CDV Ag Test Kit - Bioeasy
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3.2.5 Pesquisa de anticorpos anti Borrelia burgdorferi

A detecgdo de anticorpos da classe IgG homologos contra B. burgdorferi foi efetuado
através de teste sorologico ELISA indireto, segundo metodologia desenvolvida por Soares et
al. (1999), descrita a seguir.

Para a sensibilizacdo das microplacas de poliestireno, com 96 orificios, foi utilizado
antigeno de B.burgdorferi cepa G39/40 diluido a 15 pg/ml em tampao carbonato pH 9,6. As
placas foram incubadas em camara imida a 4°C overnight.

Ap6s sensibilizacdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS Tween 20 a 0,05%,
pH 7,4 (PBS T20), e bloqueadas com gelatina a 1% em PBS T 20 , por uma hora em camara
umida a temperatura ambiente. Ao final do bloqueio foram realizadas novas lavagens das
placas, como descrito anteriormente.

Foram utilizados 12 soros controles negativos e um soro controle positivo de animal
inoculado experimentalmente. Todos os soros, incluindo os controles positivos e negativos,
foram diluidos a 1:800 em PBS T20, em duplicata. Apos a adigdo dos soros, as placas foram
novamente incubadas, por uma hora e meia e lavadas. Em seguida, foi adicionado conjugado
anti IgG de cdo ligado a fosfatase alcalina, na dilui¢do de 1:5.000 em PBS T20, com posterior
incubacdo por uma hora e lavagem. Em todas as fases descritas foram utilizadas 200 pL de
solugdo por orificio.

A revelagdo das reagdes foi feita com a adigcdo de solucdo reveladora constituida de
para-nitro-fenil-fosfato de sédio diluida em tampao glicina, pH 10,5 na concentracao de 1
mg/ml. A leitura foi feita em espectrofotometro para microplacas de 96 orificios (Microplate
Reader model 450, Bio-Rad Laboratories), utilizando filtro para comprimento de onda de 405
nm.

Os pontos de corte (cutoff ou “cut off”) para os dois ensaios foram determinados
segundo metodologia descrita por Frey; Canzio; Zurakowski (1998), utilizando a distribui¢ao
t-Student, sendo a formula matematica expressa como o desvio-padrao multiplicado por um
fator que ¢ baseado no numero de controles negativos e no intervalo de confianca:

Cutoff= X+ sSD ' 1 +(1/%)
Em que:
T = Média das leituras dos soros controles negativos

SD= Desvio-padrao
t : valor para a distribui¢do t, baseado em n e no nivel de confianga desejado
n : nimero de controles negativos
Para cada placa, o ponto de corte foi calculado com 12 soros controle negativos, sendo o
nivel de confianca de 99,0% e valor de t igual a 2,829, segundo tabela com valores para
t - distribuicdo para calculo de ponto de corte (FREY; CANZIO; ZURAKOWSKI, 1998).
Para corrigir o efeito da variagdo das densidades opticas (D.Os) entre ensaios, 0s
resultados foram expressos como o indice da DO de cada soro teste sobre a linha de corte
(“cut off”) da respectiva placa (D.O. soro teste x 100/”cut-off”), segundo Araujo et al. (2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Relato de caso

Um cdo, fémea, SRD, adulto jovem, alojado em uma baia coletiva do Centro de
Controle de Zoonoses Paulo Dacorso Filho (CCZ) — Santa Cruz (Zona Oeste da Cidade do
Rio de Janeiro), apresentando apatia, anorexia, febre e corrimento dculo-nasal, foi o tnico
animal com resultado positivo na pesquisa de antigenos contra CDV em material obtido
através de swab da conjuntiva ocular e soro sanguineo.

O hemograma revelou a ocorréncia de anemia (VG 29%, hematimetria 4,5 x10%/ uL,
Hemoglobina 9,5g/dL) do tipo normocitica (VCM 64,2) normocromica (CHCM 32,8) e
trombocitopenia (64 x 10° plaquetas / uL).

Em esfregaco de sangue em superficie de lamina observou-se em plaquetas, a presenca
de estruturas com morfologia compativel com Anaplasma platys .

Ainda que ao esfregaco de sangue ndo tenham sido identificadas estruturas com
morfologia sugestiva de Ehrlichia canis, a pesquisa de anticorpos contra Ehrlichia spp. pela
reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI ou RIFI), foi positiva indicando a presenga de
anticorpos contra Ehrlichia canis cepa Sao Paulo, utilizado no teste.

Em outro animal que co-habitava com este primeiro identificou-se que os parametros
do eritrograma estavam dentro da normalidade, mas a contagem de plaquetas estava baixa (34
x10°/uL).

No esfregaco de sangue identificou-se igualmente, a preseng¢a de estruturas com
morfologia compativel com A. platys em plaquetas e reagdo positiva na pesquisa de
anticorpos contra E. canis pela RIFI. A pesquisa de antigenos pelo teste de cinomose, foi
negativa e ndo foram observados corptsculos de inclusao.

O teste de IFI apresenta grande sensibilidade e especificidade contudo a ocorréncia de
rea¢ao cruzada entre E. canis e A. platys ¢ possivel (RIKIHISA, 1991) e ainda, reagdes
inespecificas podem ocorrer com E. chaffeensis, E. ruminantium, E. muris, E. ewingii e uma
cepa de Ehrlichia isolada de um carrapato Ixodes ovatus no Japao (INOKUMA et al., 2001).

Ainda que ndo se possa excluir a possibilidade do animal ter entrado em contato com
estas outras espécies, o resultado indicou que houve infecgdo por E. canis cepa Sio Paulo.

4.2 Hemograma
4.2.1 Eritrograma e contagem de plaguetas

O eritrograma de acordo com JAIN (1993) pode ser dividido em contagem do niimero
de hemacias (hematimetria), determinacao da concentragdo de hemoglobina, porcentagem de
hemacias por volume de sangue (hematdcrito ou volume globular), determinacao dos indices
hematimétricos (volume corpuscular médio e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média). Em conjunto ou isoladamente, a diminuicdo desses pardmetros indica anemia
(COLES, 1984; JAIN, 1993; LATIMER et al., 2003).

No exame hematoldgico dos 38 animais avaliados, os valores médios de VG (36,4%) e
Hemoglobina (11,9g/dL) ficaram ligeiramente abaixo dos indices considerados normais para a
espécie (COLES, 1984; JAIN, 1993; KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997; GARCIA
NAVARRO; PACHALY, 1994; LATIMER et al., 2003), enquanto que a Hematimetria em
média (5,6 x 10%pL) se manteve no limite minimo da normalidade para a espécie (5,5 x
106/3uL). Por outro lado, a contagem de plaquetas ficou em média abaixo da normalidade (105
x10°/uL).
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Os valores médios, o desvio padrdo, a amplitude de variagdo (valores maximos e
minimos) dos parametros hematoldgicos estdo representados na Tabela 01.

Tabela 1. Média, desvio padrdo, amplitude de variagdo (maximo e minimo) dos parametros
hematologicos de 38 caes naturalmente infectados com Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys
em relacdo aos valores de referéncia (MEINKOTH; CLINKENBEARD, 2000).

PARAMETROS MEDIA DESVIO MINIMO MAXIMO  VALORES DE
AVALIADOS PADRAO REFERENCIA
Volume globular % 36,4 6,59 25,5 51,5 37-55
Hemaécias x 10°/ uL 56 1 3,9 7,6 55-85
Hemoglobina g/D1 11,9 2,16 8,4 16,8 12-18
VCM fL 64,3 3,4 57,9 71,9 60-77
CHCM % 32,7 1,18 29,5 35,9 31-36
Plaquetas x 10°/uL 105 75,6 13 364 200- 500
Leucdcitos /pL 14.915 6.784 5.300 40.100 6.000 — 17.000
Neutrofilos jovens / pLb 142 219 0 107 0-300
Neutro6filos totais /pL 10.580 5.401 4.187 32.882 3.000 — 11.800
Neutrofilos segmentados /puL 10.438 5.336 4.081 32.882 3000 —11.500
Linfocitos /uL 3.035 2.585 441 10.912 1.000 — 4.800
Monécitos /uL 577 442 63 2.170 150 — 1.350
Eosinofilos /uL 715 791 0 3374 100 — 1250
Basofilos /uL. 3 21 0 127 Raros

Individualmente, as principais alteragdes identificadas no hemograma dos 38 animais
foram anemia (57,9%) e trombocitopenia (86,8%).

Devido aos valores baixos do hematocrito (19/38), hematimetria (16/38) e/ou
hemoglobina (16/38), indicativos de anemia (COLES, 1984; JAIN, 1986), confirmou-se
anemia em 19 (57,9%) caes confirmando achados de Moreira et al. (2003) e Albernaz et al.
(2007) cujos indices foram respectivamente 70,3% e 60,73% nos caes pesquisados.

Houve predominancia de anemia normocitica normocrémica em 78,95% dos animais
(15/19). Anemia microcitica normocrémica (3/19) e normocitica hipocromica (1/19) foram
também identificadas.

Segundo Nelson; Couto (2001) a contagem de reticuldcitos permite classificar as
anemias quanto a resposta da medula Ossea em regenerativas (com resposta) € nao
regenerativas (arregenerativas ou aplasicas - sem resposta). A resposta medular, pode ser
avaliada através do célculo do indice de reticulécitos (IR) ou ainda em relagdo a seus valores
absolutos. Em um cao, se o IR for superior a 2,5%, a anemia ¢ regenerativa; se for inferior a
2,5%, a anemia ¢ arregenerativa. Quanto aos valores absolutos, se a contagem for maior que
60.000 a 100.000/uL e a anemia ndo for grave, a anemia provavelmente ¢ regenerativa.

Dos 19 animais com VG abaixo da normalidade, foi realizada a contagem de
reticuldcitos em nameros absolutos e porcentagem em relacdo ao nimero e hemadcias. A
presenga de reticuldcitos em porcentagem menor (11/19) ou igual a 1% (2/19) foi verificada
na maioria (68,4%) dos animais, indicando anemia sem resposta da medula oOssea. Pelo
mesmo principio, se fosse utilizado um indice superior a 2%, 78,5% dos animais (15/19)
apresentariam um quadro de anemia ndo regenerativa.

Utilizando-se os valores absolutos de reticuldcitos para avaliacdo da resposta medular,
repetiu-se o resultado obtido quando a porcentagem foi menor ou igual a 1% (13/19),
correspondente a 68,4% de animais portadores de anemia sem resposta da medula 6ssea ou
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ndo regenerativa, caracterizada morfologicamente como normocitica normocrémica
(GARCIA NAVARRO; PACHALY, 1994).

Por outro lado, o célculo do Indice de Produgio de Reticulécitos (IR), obtido a partir
da contagem de reticuldcitos em fun¢do do VG do paciente e do VG normal {contagem de
reticulécitos X (VG do paciente / VG normal)}, implicaria em um nimero maior de animais
com anemia sem resposta (89,5%), ja que esse indice foi menor que 2,5%. Nesse calculo, o
valor médio de 45% ¢é geralmente usado como hematdcrito normal para o cdo. Esse valor
médio de VG ¢ baseado em dados internacionais, € pode ndo corresponder a realidade
brasileira, cabendo ao clinico a partir de suas observacdes quanto a evolugdo clinica do caso,
decidir quanto ao critério a ser utilizado para avalia¢do da resposta medular.

Anemia normocitica normocromica ¢ a insuficiente resposta medular ao processo
anémico, identificados na maioria dos casos sdo consistentes com os achados comuns em
casos naturais e experimentais de erlichiose (CASTRO, 1997; ALMOSNY, 1998; CASTRO
et al., 2004; ALMOSNY et al., 2000; PAGANI et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2000; SILVA,
2001; MOREIRA et al., 2003; MACHADO, 2004; CASTRO et al., 2004; MENDONCA et
al., 2005, SOUSA, 2006; ALBERNAZ et al. 2007), cujos indices de anemia ndo regenerativa
nos cées pesquisados variaram de 60,7% (ALBERNAZ et al., 2007) a 77,9% (MENDONCA
et al.,, 2005). Em oposi¢do, Codner; Farris-Smith (1986) relataram a ndo observagdo de
anemia em dez cdes com infec¢do subclinica de erlichiose (Citado por Sousa, 2006).

Em estudos experimentais com E. canis trombocitopenia e anemia normocitica
normocronica foram observadas em caes inoculados a partir da segunda semana pods-
inoculagao (CASTRO, 1997; MOREIRA et al., 2002; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI,
2004; HASEGAWA, 2005; ALBERNAZ et al., 2007). Também Almosny (1998) identificou
reducdo significativa dos valores eritrocitarios de caes infectados experimentalmente com E.
canis, a partir da primeira semana ¢ com menores valores entre a quinta e sétima semanas. No
entanto, plaquetopenias ndo acentuadas foram observadas na fase aguda da doenga.

As anemias ndo regenerativas podem ser decorrentes de uma produgdo eritroide
insuficiente associada a doencas medulares idiopaticas, hipoplasia ou aplasia medular causada
por exposi¢do a toxinas ou medicamentos, e na deficiéncia de eritropoetina nos casos de
insuficiéncia renal cronica . Ocorre ainda nas inflamagdes e infecgdes cronicas e nas infecgdes
virais (GARCIA NAVARRO; PACHALY, 1994).

Segundo Nelson; Couto (2001c) a anemia normocitica normocromica arregenerativa
origina-se de supressdo da medula 6ssea ou como reagdo organica na doenga cronica. Quadros
hemoliticos ndo regenerativos foram observados em cdes com crises agudas nos quais ainda
nao houvera tempo para a liberagdo de hemacias jovens na circulagdo (o que pode levar até 3
dias), casos de doenga medular priméria com conseqiiente supressdo da mielopoese, doenca
medular infiltrativa, deficiéncia nutricional (hipoferremia) ou destrui¢do imune dos
precursores eritroides na medula 6ssea (STOKOL et al., 2000). Assim, embora seja comum
em casos de erlichiose a anemia normocitica normocromica arregenerativa pode estar
relacionada a outras enfermidades ndo identificada por ocasido do exame fisico.

A utilizagdo da contagem de plaquetas como teste de triagem para a infec¢do por E.
canis foi proposta por Troy; Forrester (1990) devido a alta prevaléncia de trombocitopenia em
caes infectados naturalmente.

A contagem de plaquetas ficou abaixo de 200 x 10° /uL em 34 animais (89,5%),
confirmando a relevancia da trombocitopenia nas diferentes fases da infecgdo por E. canis
relatada por Bulla et al. (2004), cujos resultados indicam uma relagdo inversa entre o grau de
trombocitopenia e a fase da infec¢do natural por E. canis. Trombocitopenia foi também o
achado laboratorial mais freqiiente na fase sublinica da infec¢do experimental, associada com
altos titulos de anticorpos contra E. canis em caes (WANER et al., 1997). No entanto estudos
realizados por MACIEIRA et al. (2005) refor¢am a idéia de que a trombocitopenia ndo deve
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ser utilizada como critério unico para estabelecer um diagndstico de ehrlichiose, mesmo em
uma area geografica alta prevaléncia da doenca.

Anemia ndo regenerativa e trombocitopenia foram as principais alteragdes de
patologia clinica observadas em cdes adultos, livres de infec¢do, inoculados com E. canis
(BRANDAO, 2005).

A trombocitopenia na fase aguda pode ocorrer por aumento no consumo de plaquetas
pelo endotélio vascular inflamado, aumento no seqiiestro esplénico e destruigdo
imunomediada ou por diminui¢ao da vida média das plaquetas (HARRUS et al., 1999). Foi
proposto que a infec¢do por E. canis em cées altera o sistema imunologico, resultando em um
excesso de anticorpos anti-plaquetas, o que seria uma das principais causas de
trombocitopenia embora outros mecanismos ndo mediados imunologicamente também
possam estar envolvidos (HARRUS et al., 1996). Ocorre também alteragdo na func¢do das
plaquetas, com muitos animais apresentando sangramento superficial, mesmo com o numero
de plaquetas e perfil de coagulagdo normais (HARRUS et al., 1999). Apos a fase aguda o
animal pode se curar, ou entrar na fase subclinica, onde os sinais clinicos desaparecem, mas a
riquétsia se mantém no organismo. Cdes com resposta imunologica insuficiente tem maior
predisposi¢cdo a desenvolver a forma cronica da doenca (HIBBLER; HOSKINS; GREENE,
1986).

Na média os indices hematimétricos VCM (64,3 fL) e CHCM (32,7%) que
caracterizam respectivamente o diametro (VCM) e a quantidade de hemoglobina (CHCM) das
hemacias foram normais solidificando a anemia normocitica normocrdmica como um
importante achado deste trabalho.

A infec¢do por Anaplasma platys caracteriza-se por trombocitopenia ciclica com um
grande nimero de plaquetas parasitadas na fase inicial. Alguns dias ap6s a infec¢do hd uma
diminui¢do brusca no nuimero de plaquetas e os parasitos desaparecem da circulagdo. A
contagem plaquetdria retorna a valores proximos aos de referéncia em aproximadamente
quatro dias. A parasitemia e a trombocitopenia subseqiientes tendem a ocorrer periodicamente
em intervalos de uma a duas semanas. Com a diminui¢do do niimero de plaquetas infectadas a
trombocitopenia pode continuar severa ou diminuir de intensidade (DAGNONE; MORALIS;
VIDOTTO, 2001).

Um estudo recente (FERREIRA et al., 2007) em que se buscou confirmar através de
técnicas moleculares o diagnodstico de A. platys demonstrou que a analise morfologica do
esfregago sanguineo é uma boa alternativa para o diagnostico de A. platys.

4.2.2 Leucograma

Conforme demonstrado na Tabela 1, ocorreu uma grande amplitude de variacdo nos
valores dos constituintes hematologicos, tanto do eritrograma quanto do leucograma nos
animais estudados.

Com relacao ao leucograma, os valores médios do niumero de leucécitos, embora na
faixa de normalidade (14.915), apresentaram uma amplitude de variagdo muito grande
(minimo 5.300 e maximo 40.100). Esta variagdo provavelmente se deve a fatores individuais
como raca, idade, sexo, gestagdo, lactagdo, nutricdo ou medicamentos (FENNER; GIBBS;
MURPHY, 1993), a fatores inerentes a patogenicidade do agente infeccioso, ao estagio da
infec¢do ou a presenga de co-infecgdes (COLES, 1984; JAIN, 1993; LATIMER et al., 2003;
GONZALEZ; SCHEFFER, 2003; SWANSON et al., 2004).

Embora a leucopenia seja referida como uma alteragdo hematologica caracteristica da
infecgdo por E. canis (BUHLES Jr.; HUXSOLL; HILDEBRANDT, 1975; KUEHN; GAUNT,
1985; WANER et al., 1997; ANDEREG; PASSOS, 1999; STILES, 2000; OLIVEIRA et al.,
2000; MOREIRA et al., 2003; TROY; SILVA et al., 2005), no presente estudo, foi observada
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em apenas um animal (2,63%), que apresentava os valores eritrocitarios normais, mas com
trombocitopenia, ¢ foi positivo para A. platys.

Os valores de leucograma dos animais estudados no presente estudo estdo de acordo
com os relatos de Mendonga et al. (2005) que observaram valores leucométricos médios
dentro da normalidade com consideravel amplitude de variagdo, a exemplo do que havia sido
observado anteriormente por Waddle; Littman (1987) e Meinkoth; Clinkenbeard (2000). E
ainda os resultados obtidos neste estudo podem ser justificados pelos resultados obtidos por
Oliveira et al. (2000) e Castro et al. (2004) que demonstram que a leucopenia pode ndo ser
bem evidenciada até a quarta semana de infec¢do quando a supressdo medular € marcante.

Por outro lado, leucocitose ocorreu em 23,7% (9/38) dos caes avaliados (Tabela 2),
todos positivos para E. canis pela RIFI, sendo trés com infecgdo por A. platys diagnosticada
pelo esfregago e dois com infec¢ao concomitante por A. platys e E. canis.

A elevacao dos leucécitos nestes casos pode estar relacionada a infecgdes secundarias
ou co-infecgdo com outros agentes ndo estudados conforme sugerido por Latimer et al.
(2003); Gonzalez; Scheffer (2003) e Swanson et al. (2004).

Tabela 2. Numero e porcentagem de animais com pardmetros leucocitarios normais,
diminuidos e aumentados segundo os valores de referéncia (JAIN, 1986).

Normal Aumentado Diminuido
N© % N° % N° %
Leucécitos /uLL 28 73,7 9 23,7 1 2,6
Neutrofilos jovens / uL 33 86,8 5 13,2 0 0
Neutrofilos totais /uLL 26 68,4 13 34,2 0 0
Neutrofilos segmentados /puL 27 71,1 11 28,9 0 0
Linfocitos /uLL 26 68,4 6 15,8 6 15,8
Mondcitos /uL. 30 78,9 1 2,6 7 18,4
Eosinofilos /uLL 23 60,5 8 21,1 7 18,4
Basofilos /ul 37 97,4 1 2,6 0 0

Destaca-se que a exceg¢do dos primeiros animais avaliados e de outros oito que
apresentavam ligeira elevacdo da temperatura, ndo necessariamente febre de causa infecciosa
(FEITOSA, 2004), os demais, embora convivendo no mesmo ambiente, eram assintomaticos.
Este fato remete ao nimero de animais que reagiram ao teste sorologico para E. canis e ao
elevado ntimero de animais positivos tanto para E. canis quanto para A. platys ao esfregago.
Embora o achado de apenas um animal com leucopenia e a maioria (73,7%) com contagem
leucocitaria normal (Tabela 2) seja diferente da maioria dos autores que apontam entre 25%
(KUEHN; GAUNT, 1985) e 78% (WANER et al., 1997) de leucopenia em cées com infec¢do
por E. canis, consideramos normal estes resultados, por tratar-se de animais em diferentes
fases da infec¢do ¢ nenhum com evidéncia clinica da fase terminal.

Em cées com E. canis e/ou A. platys diagnosticadas a partir de mérulas em esfregacos
sanguineos nao foi demonstrada diferenga significativa nos achados hematologicos que foram
inespecificos ocorrendo tanto anemia, leucopenia e trombocitopenia, quanto normalidade ou
aumento das células, a exemplo do que foi relatado por Sousa (2006).

Esses dados s3o ainda justificados em estudos que indicam que as alteragdes no
leucograma sdo discretas ou inexistentes na fase aguda da infec¢@o por E. canis (CASTRO,
1997; ALMOSNY, 1998; ANDEREG; PASSOS, 1999; STILES, 2000), evoluindo para
profunda leucopenia na fase cronica e terminal (BUHLES Jr. et al., 1975; ANDEREG;
PASSOS, 1999; STILES, 2000; TROY; FORRESTER, 1990; SILVA et al., 2005).
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Usando modelos estatisticos Harrus et al. (1997a) concluiram que anemia grave,
leucopenia severa, pancitopenia, tendéncia para sangrar foram importantes indicadores de
sobrevivéncia em casos ehrlichiose monocitica em caes.

4.3. Provas complementares ao hemograma

Baseou-se o diagndstico dos hemoparasitos no achado de morulas em leucécitos, em
sua maioria monocitos ¢ em plaquetas (SMITH et al., 1975; LABRUNA; PEREIRA, 2001;
INOKUMA et al., 2001).

Embora sejam descritas dificuldades no diagndstico de A. platys através da observagao
de morulas em esfregago sanguineo devido ao cardter ciclico da parasitemia
(BREITSCHWERDT, 1995; INOKUMA; RAOULT; BROUQUI, 2000), neste estudo foi
identificado, através do esfregaco de sangue cinco cédes positivos para E. canis (13,2%) e 23
para A. platys (60,5%), sendo quatro (10,5%) com infec¢des por ambos os agentes.

A co-infecgdo por A. platys e E. canis ¢ considerada comum e foi relatada em
diferentes paises (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978; HOSKINS, 1991a; HARRUS et
al., 1997a,b; BREITSCHWERDT, 2004) incluindo o Brasil (BULLA et al., 2004; MOREIRA
et al., 2003; DAGNONE et al., 2003; SOUSA, 2006).
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E. canis A. Platys

Figura 1. Freqiiéncia de amostras positivas ¢ negativas para pesquisa de Ehrlichia canis e A.
platys em esfregago de sangue corado em 38 caes procedentes do Centro de Controle de
Zoonoses Paulo Dacorso Filho, Santa Cruz, RJ, em janeiro e fevereiro de 2008.
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Morbillivirus E. canis Borrelia sp

Figura 2: Freqiiéncia de amostras positivas ¢ negativas quanto a pesquisa de antigenos da
cinomose (Morbillivirus) e anticorpos anti Ehrlichia canis ¢ Borrelia burgdorferi em
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amostras de sangue de 38 caes procedentes do Centro de Controle de Zoonoses Paulo Dacorso
Filho, Santa Cruz, RJ, em janeiro e fevereiro de 2008.

O niimero de animais positivos para A. platys e E. canis no esfregaco foi elevada,
especialmente para A. platys e indica uma alta prevaléncia de infec¢do subclinica entre os caes
avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de animais positivos ¢ negativos para pesquisa de anticorpos anti E. canis
pelo teste de Imunofluorescéncia indireta em relagdo a titulagdo em 38 caes procedentes do

Centro de Controle de Zoonoses Paulo Dacorso Filho, Santa Cruz, RJ, em janeiro e fevereiro
de 2008.

Titulos de anticorpos Ndamero de animais

Negativos
40
80
160
320
1.280
10.240 10
20.480
40.960

L I N N )

A infeccdo por agentes da erlichiose em caes foi relatada inicialmente em Belo
Horizonte (COSTA et al., 1973) e posteriormente, acometendo aproximadamente 20% dos
caes atendidos em hospitais e clinicas veterinarias de Estados das regides Nordeste, Sudeste,
Sul e Centro-Oeste (LABARTHE et al., 2003; MOREIRA et al., 2003).

Os cinco cdes com resultados positivos para E. canis ao esfregago sanguineo foram
também positivos para o0 mesmo agente pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI), que
detectou a presenga de anticorpos contra E. canis em 35 dos 38 (92,1%) animais avaliados.
Destes, 22 apresentaram ao esfregaco sanguineo a presenca de estruturas com morfologia
compativel com A. platys em plaquetas.

Neste estudo, animais com estado nutricional variando de bom a ruim, mas com boa
disposi¢do e ativos, apresentaram titulacdes de anticorpos para mais de uma enfermidade além
da presenca de estruturas compativeis com Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys em
esfregagos sangiiineos. Como ¢ provavel reagdo cruzada com A. platys ao teste IFI, é possivel
que nestes casos 0s animais apresentassem resposta imunoldgica devido contato prévio com
ambos os agentes etiologicos.

Animais acautelados em canis dividindo baias coletivas estdo expostos a uma situacao
de “stress” pela propria condi¢do de co-habitacdo. Mesmo dispondo de um bom manejo,
disputas por 4gua e alimento podem ocorrer. Além disso, uma situacdo de historico de
vacinagdo desconhecido predispde que os animais suscetiveis contraiam doengas e as
desenvolvam de forma clinica, subclinica ou cronica. Essas condi¢des favorecem um estado
de imunossupressao que possibilita co-infecgdes.

4.4 Imunoensaio cromatografico para pesquisa de antigenos da cinomose:
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Do total de caes avaliados apenas um — o que deu origem a este estudo - foi positivo
para a presenca de antigenos da cinomose tanto em amostra de conjuntiva ocular quanto em
amostra de soro.

O diagnéstico da infecg@o pelo virus da cinomose ¢ de dificil realizagdo e geralmente ¢
fundamentado nos sinais clinicos. O diagndstico pode ser confirmado pela identificacdo de
corpusculos de inclusdo em células associadas a exsudatos, em células epiteliais e em células
sangiiineas, porém sua auséncia ndo exclui a infec¢do por este virus (GREENE; APPEL,
1998; JONES et al., 2000). Apesar das inclusdes de Lentz ja terem sido descritas em outras
células (HEADLEY; GRACA, 2000) além das sangiiineas, Batista et al. (2000) e Alleman et
al. (1992) relataram a presenca pouco freqiiente de corpusculos de inclusdo em cdes com
cinomose.

Considerando-se os resultados encontrados por Hartmann et al. (2007) em estudo
também realizado com caes de canis municipais, sem raga definida, de diferentes faixas
etdrias e com historico de vacinagdo desconhecido, porém utilizando-se a pesquisa de
anticorpos neutralizantes através do teste de soroneutralizacdo, a maioria ndo apresentou
anticorpos, indicando assim ndo ter havido contato com o antigeno do virus da cinomose por
infec¢do natural e nem por imunizagao prévia, segundo conclusdo dos autores.

Dezengrini et al. (2007) em estudo utilizando teste de soroneutralizagao, porém com
cdes sabidamente ndo vacinados contra cinomose, também observou que a maioria nao
apresentava anticorpos neutralizantes. Segundo estes autores essa auséncia os deixava
expostos a infec¢do pelo virus da cinomose.

Nos cdes do presente estudo, o virus estava presente no ambiente através do animal
positivo, contudo como os demais foram negativos considera-se a hipdtese de que, ao
contrario dos estudos anteriormente citados, estes cdes estivessem naturalmente imunizados
com titulacdo suficiente de anticorpos neutralizantes impedindo que desenvolvessem a
infeccdo ou que estivessem com infecg¢do subclinica, uma vez que 25 a 75% dos animais
susceptiveis desenvolvem e eliminam o virus no ambiente (APPEL; SUMMERS, 1999).

Um estudo epidemiologico realizado no Brasil (BORBA et al., 2002), aponta para
uma baixa taxa de infeccdo (2,07%) entre animais atendidos em clinicas veterinarias de
Maringa no Parana entre 1998 ¢ 2001 ¢ para a maior frequéncia de casos no inverno. indices
superiores (11,7%) também foram relatados no Brasil e as diferencas decorrem da
especificidade do método investigatorio utilizado, da fase da doenga, do estado imunologico
dos animais avaliados e das condigdes locais (HEADLEY; GRACA, 2000).

Neste estudo o percentual de animais positivos (2,63% - 1/38) embora proximo do
obtido por Borba et al. (2002), contrariaram as expectativas em fun¢do do tipo das condi¢des
da populagdo estudada.

Os sinais clinicos da cinomose canina podem variar de acordo com a viruléncia da
estirpe viral infectante, com o estado imunoldgico e com a idade do animal. Com maior
freqliéncia sdo observadas alteragdes oculares, respiratdrias, gastrointestinais ¢ neuroldgicas.
Esses sinais podem, isoladamente ou em associagdo, ser encontrados em outras doencas
infecciosas, dificultando o diagnéstico clinico (GEBARA et al., 2004).

Neste caso, 0 mesmo animal positivo para cinomose foi também positivo para A.
platys em esfregago de sangue ¢ para E. canis obteve-se um titulo de 1:40 na pesquisa de
anticorpos para este agente, confirmando a similaridade das manifestacdes clinicas das
enfermidades aqui estudadas e a possibilidade de co-infecgdes. Tanto erlichiose, quanto
cinomose evoluem com sintomas inespecificos como apatia, febre, corrimento nasal e ocular.

Neste estudo, as principais alteragdes de patologia clinica encontradas foram anemia
normocitica normocromica sem resposta medular e trombocitopenia, em semelhanca ao
estudo sobre o perfil hematologico de cdes com cinomose desenvolvido por Silva et al.
(2005). No entanto pela pesquisa de antigenos no soro, somente um animal foi positivo, sendo
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pouco provavel que essas alteracdes sejam decorrentes da Cinomose. Porém ndo se pode
excluir a possibilidade de infec¢@o pelo virus, considerando que o antigeno somente pode ser
detectado em animais com viremia, que ocorre do 3° ao 10° dia apds o contagio (CATROXO,
2003) e se manifesta clinicamente por febre e apatia, entre outros sinais de comprometimento
sistémico, o que ndo foi comum entre os animais deste estudo, embora co-habitassem com o
unico animal positivo e sintomatico.

Procedimentos normais de limpeza e desinfeccdo sdo geralmente eficazes contra o
virus da cinomose, que apresenta alta sensibilidade a desinfetantes comuns como hipoclorito e
formalina (HOSKINS, 2004). Apesar disso a presenca de um animal infectado ja representa
risco para os demais que convivem com ele no mesmo ambiente, especialmente por tratar-se
de uma doenga cronica pouco imunogénica, com comprometimento de diversos orgdos e
sistemas. E importante atentar que o paciente com cinomose pode manifestar diversos quadros
clinicos isolados ou em conjunto, independentes, multiplos ou Unicos e que ndo ¢ rara a
prevaléncia de quadros de cinomose ndo diagnosticados.

4.5 Pesquisa de anticorpos anti Ehrlichia canis

Trinta e cinco animais (92,1%) apresentaram pelo teste de IFI, a presenga de
anticorpos contra o antigeno brasileiro de E. canis amostra Sdo Paulo.

O diagnostico laboratorial da infecgdo por E. canis tem sido rotineiramente realizado
pela identificagdo direta de morulas de E. canis em amostras de sangue periférico, porém mais
facilmente encontradas em cdes experimentalmente infectados e em periodos de pico febril,
na fase aguda da doenca (CASTRO, 1997; ALMOSNY, 1998; SILVA., 2001; CASTRO et
al., 2004). Na fase cronica dificilmente as moérulas sdo encontradas em esfregagos sangiiineos
(WOODY; HOSKINS, 1991; OLIVEIRA et al., 2000; KRYM et al., 2002; OLICHESKI et
al., 2002; LEITE; RIBEIRO, 2003; NAKAGHI, 2004), sendo necessarios testes sorologicos
ou moleculares para confirmacao da suspeita clinica.

Cinco caes positivos para E. canis no esfregaco de sangue foram também positivos
pela reagdo de imunofluorescéncia indireta, que detectou a presenga de anticorpos contra E.
canis em 35 (92,1%) dos 38 animais avaliados, sendo 22 identificados como positivos para A.
platys devido a presenga de estruturas com morfologia compativel em plaquetas.

O grande niimero de animais assintomaticos positivos para A. platys e E. canis no
esfregaco, especialmente A. platys indica uma alta prevaléncia de infec¢do subclinica entre os
animais avaliados, em semelhanca com dados obtidos por French; Harvey (1983) e Huang et
al. (2005), com amostras de sangue de cées clinicamente sadios, pelas técnicas de PCR e
pesquisa indireta de anticorpos fluorescentes respectivamente.

A freqliéncia de animais positivos ao esfregaco foi maior que a encontrada por
Moreira et al. (2003) em estudo retrospectivo da casuistica clinica de erliquiose em caes
atendidos em Belo Horizonte, onde 16% dos animais com suspeita de hemoparasitoses foram
diagnosticados com E. canis e 10,8% com A platys por meio de exame parasitologico direto
de esfregagos sangiiineos.

Quanto a presenca de anticorpos para o antigeno de E. canis os dados obtidos estdo
dentro das perspectivas apontadas para a América do Norte (BRADFIELD et al., 1996) e
Brasil (AGUIAR et al., 2007).

Dos 38 soros avaliados, 33 foram positivos (87%) com titulos de 1:40 (1/38), 1:80
(1/38), 1:160 (1/38), 1:320 (1/38), 1:1.280 (8), 1:10.240 (10/38), 1:20.480 (8/38) e 1:40.960
(5/38), evidenciando um nivel elevado de anticorpos contra E. canis (Figura 03).

Apesar de ser confirmatdria, a pesquisa de hemoparasitos em esfregacos de sangue
apresenta limitacdes importantes pela baixa sensibilidade, j4 que nas fases subclinica e
cronica a visualizagdo de corpusculos e morulas pode ficar dificultada, em virtude de baixa
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parasitemia (MOREIRA et al., 2005). Nestes casos pode-se usar como método diagndstico os
testes para detecgdo de anticorpos para E. canis a RIFI que apresentam excelente
especificidade e grande sensibilidade na fase cronica (TROY; FORRESTER, 1990; ELIAS,
1992; EGENVALL; HEDHAMMAR; BJOERSDORFF, 1997; HARRUS; BARK; WANER,
1997).

12 4

10
10 4

0 W) 7 W 7 ° WA ° °

Neg 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 1/5620 1/10240 1/20480 1/40960

Figura 03: Amostras positivas ¢ negativas em rela¢do aos titulos de anticorpos anti E. canis
pelo teste de Imunofluorescéncia indireta de 38 cdes do Centro de Controle de Zoonoses
Paulo Dacorso Filho em Santa Cruz, Zona Oeste do Rio de Janeiro, em janeiro e fevereiro de
2008.

4.6. Pesquisa de anticorpos contra Borrelia burgdorferi

Dos 38 soros avaliados, 33 foram positivos (86,8%) (Figura 2 e Apéndice) para
anticorpos da classe IgG homdlogos contra B. burgdorferi superiores aos ja relatados no
Brasil, tanto pelo método de ELISA indireto utilizado neste estudo (JOPPERT; HAGIWARA;
YOSHINARI, 2001; O'DWYER et al., 2004; SOARES et al., 1999; ALVES et al., 2004)
quanto pela técnica de ELISA em que se utiliza o “kit” diagndstico Snap 3 Dx® - IDEXX
Laboratories. (CARLOS et al., 2007).

Enquanto que pelo teste ELISA indireto Joppert; Hagiwara; Yoshinari (2001)
encontraram 9,7% de sororeagentes na cidade de Sao Paulo, Carlos et al. (2007) utilizando o
“kit” ELISA, observaram positividade de apenas 1% dos animais estudados.

Em areas rurais de sete municipios do Estado Rio de Janeiro, O’Dwyer et al. (2004)
encontraram 15,85% de caes soropositivos. Entre cdes de area urbana procedentes de
municipios da Baixada Fluminense, também no Rio de Janeiro, Soares et al. (1999)
encontraram positividade de 20%. Prevaléncia superior foi encontrada por ALVES et al.
(2004) em caes domiciliados na regido metropolitana do Rio de Janeiro, sendo 48,25% dos
animais positivos.

Embora a ocorréncia clinica de borreliose de Lyme nao tenha sido relatada no Brasil,
deve-se considerar que a presenca de anticorpos indica exposi¢ao prévia ao agente € que o
animal infectado pode representar um risco para a disseminacdo da enfermidade,
especialmente considerando a ampla distribui¢ao do carrapato vetor.
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A existéncia de reagdo cruzada entre Borrelia sp. e Leptospira sp. tem sido relatada,
porém nao sendo significativa (WELLS et al., 1993).

Neste estudo, os animais estavam acautelados em um centro de controle de zoonoses.
Contudo, a origem dos mesmos era desconhecida e na maioria os animais foram apreendidos
em areas urbanas, o que reforca a possibilidade de funcionarem como disseminadores da
espiroqueta tanto para outros animais da espécie quanto para o homem.

Na borreliose de Lyme, o cdo pode atuar como sentinela epidemioldgica, albergando a
espiroqueta, comportando-se como reservatorio no ambiente domiciliar, favorecendo, assim,
ao carrapato veicular o patégeno até o homem e outros animais (APPEL, 1990; BOSLER;
1993; MATHER et al., 1994). Assim, como os sintomas se assemelham aos de outras
enfermidades ¢ ndo hd um amplo esclarecimento sobre a borreliose entre médicos e
veterindrios a presenca de animais sororeagentes deve ser considerada como um fator
relevante.

4.7. Infeccdes multiplas:

Nos ultimos anos, relatos de casos de co-infecgdo com multiplos organismos
causadores da “doenca do carrapato” em cdes e humanos foram publicados. No entanto, as
conseqiiéncias de co-infeccdo ndo foram bem estabelecidas, em comparagdo com a infecgao
com um Unico organismo.

Infeccdo simultdnea com multiplos agentes pode apresentar maior diversidade de
sinais clinicos do que quando apenas um patégeno transmissivel por carrapato ¢ considerado
(KORDICK et al., 1999).

Em estudo realizado por Kordick et al. (1999) com 27 cées, 26 foram sororeativos
para Ehrlichia sp., 16 para Babesia canis, 25 para Bartonella vinsonii, e 22 para Rickettsia
rickettsii.

Um estudo com provas de PCR em amostras de sangue de cdes enfermos
encaminhados ao hospital do sudeste da Virginia (EUA) identificou que cdes sororeativos
para E. canis estavam infectadas com quatro espécies de Ehrlichia spp.: E. canis, E.
chaffeensis, E. equi, e E. ewingii e a infec¢ao simultanea com E. canis, E. ewingii, e E. equi
foi documentada em um cdo (BREITSCHWERDT; HEGARTY; HANCOCK, 1998).

A co-infeccdo tripla pelos agentes da cinomose, erliquiose e toxoplasmose em um cao
com acentuado quadro clinico neuropatico foi relatada por Moretti et al. (2006). Os autores
discutem a cinomose como doenca primdria e a associagdo com erlichiose baseando-se em
dados clinicos, epidemiologicos, no protocolo imunoprofilatico inadequado e no papel
daquelas doengas na imunossupressdo. A cinomose e a erliquiose foram diagnosticadas
mediante a situagdo epidemiologica da regido e sinais clinicos compativeis, aliados aos
achados de hemograma e citologia.

A ocorréncia de toxoplasmose, neosporose, coccidiose, enterite viral, criptosporidiose
e giardiase pode ser intensificada pelos efeitos imunossupressores da infec¢cdo concomitante
pelo virus da cinomose (HOSKINS, 2004). O mesmo parece acontecer com relacdo a bactéria
causadora da ehrlichiose canina.

Segundo Harrus et al.(1996) a infec¢ao combinada entre A. platys e E. canis é comum,
0 que também sugere que a infecgdo por E. canis contribui para a patogenia de A. platys.
Neste estudo somente um animal foi negativo para todas as enfermidades, sendo a maioria
(23/38) positivos para mais de dois agentes.
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Quadro 1. Resultados encontrados na sorologia para Morbillivirus (cinomose), Ehrlichia
canis e Borrelia sp e identificagdo de estruturas caracteristicas de Ehrlichia sp e Anaplasma
sp em esfregacos sanguineos de 38 cdes procedentes do Centro de Controle de Zoonoses
Paulo Dacorso Filho, Santa Cruz, RJ, em janeiro e fevereiro de 2008.

Caes

Morbillivirus

Ehrlichia sp
(RIFI)

Borrelia sp
(ELISA)

Ehrlichia sp
(Esfregaco)

Anaplasma sp
(Esfregaco)

_|_

+

|

FlH [+ |+

O [0 Q|N|n |- |[WIN|[—

[+

FlH [+ ]

A A A S R S T R

e A R e e S S e e e e e e e e e e e E E RS

S I A R EA R E EE E A A A A R

+ |+

29



5 CONCLUSOES

O numero elevado de animais positivos para Anaplasma platys e Ehrlichia canis a
analise morfologica em esfregaco sangiiineo, porém assintomaticos, indica uma alta
prevaléncia de infec¢do subclinica entre os cdes acautelados no Centro de Controle de
Zoonoses Paulo Dacorso Filho.

A presenga de um animal positivo para o virus da cinomose e a auséncia de outros
casos clinicos indica a possibilidade de os cdes estarem naturalmente imunizados ou doentes
em uma fase em que nao fosse possivel detectar antigenos no soro sanguineo.

A presenga de anticorpos homologos anti-Borrelia burgdorferi, indica a possibilidade
de exposi¢do prévia ao agente — que ainda nao foi observado no Brasil — ou de reagdo cruzada
com espiroqueta do género Borrelia.

Caes mantidos nas condi¢cdes do presente estudo estdo predispostos a multiplas

infecgoes, exigindo esforgo e atencdo redobrados dos clinicos para efetivagdo de diagndstico e
controle de enfermidades.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Célculo para obtencdo dos valores das densidades Opticas, em percentual, dos soros
teste em relag@o ao “cut-off” de cada placa para Borrelia burgdorferi de caes acautelados no
Centro de Controle de Zoonoses de Santa Cruz, RJ n=38. A numeragdo desses cdes nao
corresponde a numerac¢ao do quadro 1.

c D.O. das amostras em | Médiadas D.O. | "Cut-off" M.D.O. x
duplicata (M.D.O)) da placa 100/""cut-off"’
1 0,685 0,637 0,661 0,339 195,0
2 0,550 0,554 0,552 0,339 162,8
3 0,603 0,607 0,605 0,339 178,5
4 0,687 0,663 0,675 0,339 199,1
5 0,445 0,448 0,447 0,339 131,7
6 0,429 0,426 0,428 0,339 126,1
7 0,417 0,418 0,418 0,339 123,2
8 0,509 0,528 0,519 0,339 152,9
9 0,550 0,535 0,543 0,339 160,0
10| 0,616 0,597 0,607 0,339 178,9
11 0,375 0,383 0,379 0,339 111,8
12 0,407 0,401 0,404 0,339 119,2
13| 0,496 0,508 0,502 0,339 148,1
14 0,209 0,208 0,209 0,339 61,5
15| 0,439 0,426 0,433 0,339 127,6
16 0,938 0,918 0,928 0,339 273,77
17| 0,505 0,509 0,507 0,339 149,6
18| 0,373 0,377 0,375 0,339 110,6
19 0,319 0,323 0,321 0,339 947
20 0,578 0,578 0,578 0,339 170,5
21 0,461 0,454 0,458 0,339 135,0
22| 0,689 0,697 0,693 0,339 204,4
23 0,496 0,495 0,496 0,339 146,2
24 0,309 0,301 0,305 0,339 90,0
25| 0,431 0,438 0,435 0,339 128,2
26 0,431 0,442 0,437 0,339 128,8
27 0,242 0,247 0,245 0,339 72,1
28 0,375 0,372 0,374 0,339 110,2
29| 0,543 0,532 0,538 0,339 158,6
30 0,324 0,327 0,326 0,339 96,0
31 0,382 0,381 0,382 0,339 112,5
32| 0,368 0,368 0,368 0,339 108,6
33 0,421 0,430 0,426 0,347 122,6
34| 0,550 0,556 0,553 0,347 159,4
35 0,570 0,598 0,584 0,347 168,3
36| 0,756 0,713 0,735 0,347 211,7
37| 0413 0,403 0,408 0,347 117,6
38 0,384 0,383 0,384 0,347 110,5
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