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RESUMO

SILVA, Silvio Rodrigues da, Estudo epidemioldgico e laboratorial das principais
hemoparasitoses endémicas de cées atendidos em clinicas veterinarias do Rio de Janeiro,
Brasil. 2022. 209p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022,

A clinica veterinria de pequenos animais desempenha importante papel no diagndstico,
tratamento, controle e profilaxia das principais enfermidades que acometem os cdes. As
hemoparasitoses representam a enfermidade parasitaria mais comum, independente do sexo,
idade e raca, sendo considerada endémica no Rio de Janeiro. O primeiro capitulo teve como
objetivo analisar os aspectos laboratoriais e epidemioldgicos envolvidos na prevaléncia de
hemoparasitos. Animais com trombocitopenia, mondcitos ativados e anémicos, foram os que
apresentaram maior risco de infeccdo por hemoparasitos, sendo que 0s aspectos relevantes
foram o porte do animal e presenca de carrapatos. O segundo capitulo apresentou como objetivo
analisar a soroprevaléncia dos principias hemoparasitos na clinica de pequenos animais em
cinco clinicas veterindrias utilizando o kit Snap 4Dx®Plus. Dos 1.132 exames a
soroprevaléncias de hemoparasitos foi de 44,3% para pelo menos um agente, sendo Ehrlichia
spp. (33,3%), com maior prevaléncia, seguida de Dirofilaira immitis (7,1%), Anaplasma spp.
(3,7%) e B. burgdorferi (0,3%). Nos casos de coinfeccOes, a soroprevaléncia foi de 16,2 %,
sendo a maior de Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. (7,9 %). O terceiro capitulo, objetivou
analisar o perfil de cées suspeitos de hemoparasitoses, Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Babesia
spp. na rotina da clinica médica. Amostras de 70 cées domiciliados foram coletadas e realizadas
associagdes entre animais positivos e negativos nos testes sorologicos e molecular, diante dos
principais sinais clinicos. Todos os animais incluidos, apresentavam pelo menos trés sinais
clinicos e alteracGes laboratoriais sugestivas de hemoparasitose. As amostras de sangue foram
analisadas por esfregaco, sorologia e gPCR. A prevalénciade Ehrlichia spp. foi de 34,3% e
37,1%, Anaplasma spp. 11,4% e 11,4% e Babesia spp. 11,6% e 8,6% na sorologia e qPCR
respectivamente. O parasitismo geral dos tres agentes para as tres técnicas variou entre 1,4% a
65,7 %. Ndo houve diferenca significativa entre os testes de Sorologia e Biologia molecular.
Animais com epistaxe foram 100% positivos para Ehrlichia spp. na Sorologia e 80% na PCR.
A associacdo entre sorologia, PCR, sinais clinicos e hematologicos foi decisivo para identificar
e selecionar o perfil dos cdes com percentual de animais expostos e doentes 6 vezes maior que

0 de animais ndo expostos e sadios permitindo a tomada de decisé@o para inicio de tratamento.

Palavras-chave: Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp., epidemiologia, diagndsticos de
hemoparasitoses.



ABSTRACT

SILVA, Silvio Rodrigues da. Epidemiological and laboratory study of the main endemic
hemoparasitosis in dogs treated at veterinary clinics in Rio de Janeiro, Brazil. 2022. 181p.
Tesis (Doctorate in Veterinary Sciences). Veterinary Institute, Department of Animal
Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

The small animal veterinary practice plays a crucial role in the diagnosis, treatment, control,
and prevention of major diseases affecting dogs. Hemoparasitic infections are the most common
parasitic diseases—regardless of sex, age, or breed—and are considered endemic in Rio de
Janeiro. The first chapter aimed to analyze the laboratory and epidemiological aspects
associated with hemoparasite prevalence. Animals presenting with thrombocytopenia, activated
monocytes, and anemia were at the highest risk of hemoparasite infection; key associated
factors included the animal's size and the presence of ticks. The second chapter aimed to analyze
the seroprevalence of major hemoparasites across five small animal veterinary clinics using the
SNAP 4Dx® Plus kit. Among 1,132 tests, the seroprevalence for at least one hemoparasite
agent was 44.3%, with *Ehrlichia* spp. showing the highest prevalence (33.3%), followed by
*Dirofilaria immitis* (7.1%), *Anaplasma* spp. (3.7%), and B. burgdorferi (0.3%). Regarding
coinfections, the seroprevalence was 16.2%, with the most common combination being
*Ehrlichia* spp. plus *Anaplasma* spp. (7.9%). The third chapter aimed to analyze the profile
of dogs suspected of harboring hemoparasites (*Ehrlichia* spp., *Anaplasma* spp., and
*Babesia* spp.) within a clinical practice setting. Samples were collected from 70 owned dogs,
and associations were examined between positive and negative results from serological and
molecular tests in relation to key clinical signs. All enrolled animals exhibited at least three
clinical signs and laboratory abnormalities suggestive of hemoparasitic infection. Blood
samples were analyzed via smear examination, serology, and qPCR. The prevalence rates were
34.3% and 37.1% for *Ehrlichia* spp., 11.4% and 11.4% for Anaplasma spp., and 11.6% and
8.6% for *Babesia* spp., based on serology and qPCR, respectively. Overall positivity for the
three agents across the three techniques ranged from 1.4% to 65.7%. There was no significant
difference between the serological and molecular biology tests. Animals presenting with
epistaxis tested 100% positive for

*Ehrlichia* spp. via serology and 80% via PCR. The combination of serology, PCR, and clinical
and hematological signs was crucial for profiling the dogs, identifying a higher percentage of
exposed and diseased animals compared to unexposed and healthy ones, thereby facilitating
decision-making and the initiation of treatment.

Keywords: Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Babesia spp., epidemiology, diagnostic methods,
Hemoparasitosis
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1. INTRODUCAO GERAL

As enfermidades parasitarias que acometem os cédes sdo de grande relevancia, e as
hemoparasitoses merecem destaque, visto serem endémicas no ambiente urbano. Na rotina das
Unidades Privadas de Saide Animal (U.P.S.A.) no municipio do Rio de Janeiro e em todo
Brasil, as principais espécies envolvidas sdo: Ehrlichia canis (DONNATEI & LESTORQUE,
1935); Anaplasma platys (HARVEY,1978) Dumler et al. (2001); Babesia vogeli (PIANA &
GALLI-VALERIO, 1895) Carret et al. (1999) e Hepatozoon canis (JAMES, 1905). A
transmissdo destes hemoparasitos se da pela picada ou ingestdo do carrapato Rhipicephalus
sanguienus sensu lato (s.l.), o principal vetor bioldgico incriminado na transmissao, devido
possuir habito nidicola e geotropismo negativo que sdo caracteristicas adaptativas importantes
para aumento de sua prevaléncia e manutencao de sua populagdo em ambiente urbano. Outro
hemoparasito envolvido nesta rotina diagnostica € um helminto da espécie Dirofilaria immitis
(LEIDY,1856) Railliet & Henri, (1911), que possui como vetor biolégico varios mosquitos da
familia Culicidae tendo as principais espécies: Ochlerotatus taeniorhynchus, Culex
quinquefasciatus, Anopheles albitarsis e Aedes spp.

Ehrlichia canis é uma bactéria intracelular obrigatoria, Gram-negativa pertencente a
ordem Rickettsiales e familia Anaplasmataceae responsavel por causar infecgcdes sistémicas
em animais e humanos. No Brasil, estudos tém implicado E. canis, como o agente causador
da erliquiose monocitica canina (EMC), principal agente etioldgico que afeta cdes domesticos.
A erlichiose canina pode apresentar trés fases: aguda, subclinica e crénica que apresentam
sinais clinicos inespecificos como trombocitopenia, leucopenia, linfopenia, febre, depressao,
dispneia, anorexia, linfadenopatia e perda de peso; com a fase cronica de maior gravidade com
epistaxe, petéquias, equimoses, sufusdes, edema periférico, insuficiéncia renal, andria e
choque hipovolémico levando animal a morte.

Anaplasma platys também pertencente a familia Anaplasmataceae é o agente causal
responsavel pela trombocitopenia ciclica canina, que aparece com maior frequéncia em
plaquetas dos cdes. A infeccdo é caracterizada por inclusdes basofilicas com a presenca de
moérulas em plaquetas, podendo ser encontrada em mondcitos também, com posterior
desaparecimento da parasitemia e inicio de uma marcada trombocitopenia com persisténcia
de forma ciclica, com a maioria dos casos assintomaticos. A ocorréncia de coinfec¢bes com
E. canis ou B. vogeli € um achado muito comum, sendo necessario um teste de diagndstico
sensivel e preciso para a rotina de (U.P.S.A). Ambas infecgdes apresentam sinais clinicos
inespecificos e quando presentes ndo sendo possivel diferencia-los pelo exame clinico, e em
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muitos casos gerando falsos positivos.

Babesia vogeli é um protozoario piroplasmida pertencente a familia Babesiidae sendo
um parasita exclusivamente intraeritrocitico. Nesta espécie tem sido observada baixa a
moderada patogenicidade. A doenga tambeém se manifesta sob as formas subclinica, aguda e
cronica, sendo 0s animais jovens mais sensiveis e apresentam maior severidade da doenca,
podendo chegar ao 6bito (SILVA, observacao pessoal), além de apresentar maior ocorréncia
em algumas racas de cées, ainda sem predisposi¢do racial comprovada (SILVA, observacao
pessoal com a raca Pitt Bull). O seu diagndstico clinico se baseia nas alteracGes clinicas e
laboratoriais como: palidez de mucosas, febre, ascite, ictericia e anemia discreta a severa. Ja
foram encontrados piroplasmas desta espécie em liquido ascitico (COTA et al., 2018). O
carrapato incriminado na sua transmissdo € o R. sanguineus (s.l.) (O’ DWYER et al., 2009)
havendo maior ocorréncia em ambientes rurais em contraposicdo ao ambiente urbano, sendo
encontrado outras espécies de carrapatos envolvidos na transmissdo como algumas espécies
do género Amblyomma (O’DWYER et al., 2009). Esta espécie pode desenvolver anemia
hemolitica imunomediada ou ictericia, além de linfadenopatia, hepatomegalia,
esplenomegalia e hemoglobindria. O teste de diagnostico especifico como exemplo PCR ou
ELISA deve ser escolhido para diagndstico, visto que por se tratar de um piroplasmideo, a
tratamento € distinto de outras hemoparasitoses.

Dirofilaria immitis, espécie causadora da dirofilariose canina, € um importante
nematoide filarial que normalmente habita o ventriculo direito e as artérias pulmonares de seus
hospedeiros. Pode causar infeccbes em cdes, gatos, canideos selvagens, furdes e leGes
marinhos. Seus hospedeiros acidentais incluem cavalos, ursos e primatas, como humanos e
orangotangos. O parasita é transmitido por varias espécies de dipteros da familia Culicidae
pertencentes aos géneros Culex, Aedes, Anopheles e Ochlerotatus. Os sinais clinicos, quando
presentes, sdo causados por lesbes vasculares progressivas induzidas pelos parasitos adultos.
A medida que as lesdes se tornam graves, o ventriculo direito aumenta o seu volume, o sistema
circulatério perde a capacidade de compensar e a insuficiéncia cardiaca direita se instala. Os
sinais clinicos tipicos incluem tosse cronica, dispneia, intolerancia a exercicios e perda de
peso. A prevaléncia da dirofilariose canina varia de acordo com a localizacdo geogréfica,
populacdo de dipteros, populacdo canina desprotegida, nimero de cdes microfilarémicos,
técnica diagnostica usada, idade, comprimento da pelagem, cor predominante dos pélos, estilo
de vida, viagens e manejo dos animais. Atualmente preconiza-se a utilizacdo de dois testes

diagndsticos para dirofilariose, visto que os caes



podem estarcom infec¢do oculta, ou seja, cdes com diagnostico negativo para microfilarias no
exame de esfregaco sanguineo podem desenvolver infec¢do causada por helmintos imaturos
em filhotes com menos de seis meses de idade. Além disso infec¢Bes por um Unico helminto,
podem ndo sensibilizar o método de diagnostico molecular, sendo necessario o método
sorolégico e infeccBes com um unico sexo de helminto, principalmente machos, ndo
sensibilizam método sorolégico, pois a maioria dos testes detectam fémeas, além disso, as
reacOes imunoldgicas do hospedeiro contra as microfilarias também impedem um diagndstico
preciso.

Devido ao aumento da prevaléncia dessas doencas com distribuicdo mundial, o
conhecimento do perfil desses patdgenos em ambiente urbano torna-se essencial para o
desenvolvimento de estratégias preventivas em areas que representam maior ameaga ao
surgimento de zoonoses.

No CAPITULO I, o objetivo foi analisar os aspectos epidemiolégicos e laboratoriais
envolvidos na prevaléncia de hemoparasitos no ambiente urbano da cidade do Rio de Janeiro
e determinar quais os fatores determinantes para o diagnostico destes hemoparasitos;

O CAPITULO I, teve por objetivos, investigar a soroprevaléncia das principais
hemoparasitoses que acometem cées domiciliados pertencentes a zona oeste do municipio do
Rio de Janeiro, utilizando o kit comercial Snap 4Dx Plus® (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, EUA), que é utilizado para a triagem na rotina das U.P.S.A. para detectar
antigeno de D. immitis, e anticorpos para A. phagocytophilum /A. platys, Borrelia burgdorferi,
E.canis/ E. ewingii. Além da soroprevaléncia, verificar se hd associacdo de hemoparasitas de
acordo com as regides de localizacdo dos animais.

No CAPITULO Ill, o objetivo foi realizar uma andlise clinica, hematoldgica,
sorolégica e biomolecular e associacdo ao perfil dos cdes diante das trés tecnicas de
diagnostico: exame direto de esfregaco sanguineo (ES), sorologico (ELISA) e biomolecular
(PCR) para o diagnostico de Ehrlichia spp, Anaplasma spp. e Babesia spp. na rotina das
U.P.S.A. no Rio de Janeiro.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ehrlichia canis (Donatien & Lestoquard, 1935)

2.1.1. Historico da Erliquiose monocitica canina

As erliquias sdo bactérias peculiares devido a sua particularidade inerente aos micro-



organismos da familia Anaplasmataceae, por serem considerados parasitos intracelulares
extracitoplasmatico obrigatdrios parasitando leucécitos e plaquetas do hospedeiro vertebrado
(ALMOSNY, 1998; RAMOS et al., 2009). Pertencentes & ordem Rickettsiales e a familia
Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001), sua classificagdo taxondmica mudou, em virtude dos
avancos no diagnostico, principalmente com o advento da biologia molecular, através de
ferramentas e software de bioinformatica. Essa evolugéo permitiu conhecimento principalmente
de diferentes micro-organismos de importancia em sanidade animal. (DUMLER et al., 2001;
DIEP et al., 2019; PERLES et al., 2022).

Diante deste cenério, 0 avanco no diagndstico parasitologico permitiu o conhecimento
entre os diferentes fendtipos (diagndstico) e genotipos (capacidade vetorial) contrastantes,
alem dos diferentes padrdes de distribuicdo de linhagens de R. sanguineus, diferencas que
podem determinar a competéncia vetorial em relagcdo a transmissdo de E. canis (BURLINI et
al, 2010; GRAY et al., 2013; MORAES - FILHO et al., 2015).

A primeira descricdo de erliquiose foi em 1935 quando a epizootia ocorreu em caes do
Instituto Pasteur na Nigéria (DONATIEN & LESTOQUARD, 1935, Apud ALMOSNY,
2002). Inicialmente esta bactéria recebeu o nome de Rickettsia canis (HUXSOLL, 1976). No
mesmo periodo Donatien & Lestoquard (1936) registram o primeiro caso de R. bovis.

Em 1940, um surto de hidropericardite infecciosa em ovelhas foi descrito do ponto de
vista clinico, patologico e experimental e o diagnostico de rickettsiose foi dado com a presenca
de R. ruminantium em varios orgdos dos animais afetados (ROETTI, 1940).

Posteriormente entre as décadas de 40 e 50, novos casos foram descritos na Africa do
Sul, India e varios paises, mas somente na década de 60 que apds descricdo da pancitopenia
hemorragica causada por E. canis, que acometeu cées do exercito americano durante a guerra
do Vietnd a doenca passou a ser reconhecida, com a identificacdo também em diversas
espécies de animais como equinos e ruminantes. (PURCHASE, 1945; PHILIP et al., 1953).

Como exemplo temos a infeccéo rickettisial em ovinos e caprinos no Suddo, conhecida
como agua do coracdo como uma hidropericardite como agente etiolégico E. ruminantum
(KARRAR, 1965). Um possivel caso de dgua do coracdo em camelo, com raca do gado
Neguni, com mortalidade de comportamento de pastoreio e produc¢éo de carne (BROW, 1960).

A epizootia da erliquiose canina no Vietnd e suas implicacdes para os cuidados

veterinarios de cdes militares de trabalho, esta evidente nesse artigo que descreve claramente



0 impacto operacional que a erliquiose causou na década de 80 que foi seu maior niUmero de
casos. Logo atriagem soroldgica de cdes militares de trabalho desde o fim da guerra, aconteceu
nos anos de 1980, 1981, 1982 e 1983. Os cées soropositivos eram tratados com tetraciclina oral
para a eliminacdo da infeccdo com o objetivo de cura (KELCH, 1984). Neste periodo no Rio
de Janeiro, Massard & Massard (1982) registram o primeiro caso de E. bovis no Brasil.

Ehrlichia canis apresenta tropismo por células do sistema mononuclear fagocitico,
especialmente mondcitos e macr6fagos, nas quais se multiplica formando estruturas
intracitoplasmaticas denominadas moérulas (HARRUS & WANER, 2011).

A doenca apresenta ampla distribuicdo geogréafica e é considerada endémica em diversas
regides tropicais e subtropicais do mundo, especialmente em éareas onde ocorre grande
densidade do carrapato R. sanguineus (sl), principal vetor da infeccdo (DANTAS-TORRES,
2008; LORUSSO et al., 2010; HARRUS & WANER, 2011). Em fungéo da ampla
distribuicdo desse ectoparasita e da proximidade entre cdes e ambientes urbanos, a EMC tornou-
se uma das hemoparasitoses mais frequentemente diagnosticadas na clinica de pequenos
animais (NEER et al., 2002).

Além da relevancia clinica, a erliquiose apresenta grande importancia epidemiologica, pois
pode manifestar-se por meio de sinais clinicos inespecificos ou permanecer assintomatica por
longos periodos, dificultando o diagnostico e favorecendo a manutencdo do agente na
populacdo canina por muitos anos de forma subclinica (HARRUS et al., 1997; WANER et al.,
1997).

A primeira descri¢do de microrganismos associados a erliquiose canina foi realizada por
Donatien & Lestoquard (1935), ao observarem estruturas intracelulares com caracteristicas
peculiares de morfologia e coloracdo em leucdcitos de cées infectados na Argélia. Esses
achados representaram os primeiros registros da bactéria posteriormente denominada E. canis.
Nas décadas seguintes, novos estudos contribuiram para a caracterizacdo da doenca em
diferentes regides do mundo. Durante a década de 1960, surtos de erliquiose foram descritos
em cdes militares, especialmente durante conflitos no sudeste asiatico, contribuindo
significativamente para o avanco do conhecimento sobre a patogenia e a epidemiologia da
enfermidade, relacionando principalmente a predisposicdo e gravidade a raca Pastor Alemao
(HUXSOLL et al., 1970; HUXSOLL et al., 1976).

Com o desenvolvimento de técnicas laboratoriais mais avangadas, incluindo métodos

sorolégicos e moleculares, foi possivel ampliar o conhecimento acerca da biologia do agente,



das formas de transmissdo e das manifestagdes clinicas associadas a infeccdo (DUMLER et
al., 2001; HARRUS & WANER, 2011).

2.1.2. Posi¢do Taxonomica

A classificacdo taxondmica desses microrganismos foi revisada ao longo das ultimas
décadas com base em estudos moleculares, especialmente a partir da analise do gene do RNA
ribossomal 16S, permitindo melhor compreensao das relacdes filogenéticas entre os diferentes
membros da familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001).

Segundo Dumler et al. (2001) e Garrity et al. (2006), a espécie E. canis apresenta a

seguinte classificacdo sistematica:

Dominio EUBACTERIA (Haeckel, 1894) Woese et al., 1990

Filo PROTEOBACTERIA (Garrity et al., 2005)

Classe ALPHAPROTEOBACTERIA Garrityet al., 2006

Ordem RICKETTSIALES (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al., 2001
Familia ANAPLASMATACEAE (Philip, 1957) Dumler et al., 2001
Género Ehrlichia (Ristic & Huxsoll, 1984) Dumler et al., 2001

Espécie E. canis (Donatien & Lestoquard, 1935) Dumler et al., 2001

2.1.3. Ciclo biologico e formas de transmissao

O ciclo biologico de E. canis é heteroxeno com algumas lacunas entre seus estagios de
desenvolvimento, portanto ja sabemos que todo seu ciclo acontece dentro de leucécitos, mais
principalmente no citoplasma de mondcitos, macrofagos e linfécitos do hospedeiro vertebrado.
(GREENE; HARVEY, 2015).

No carrapato, seus principais e Unicos vetores bioldgicos, até 0 momento, encontraram 0s
estagios de desenvolvimento do parasita, entretanto com sitios de desenvolvimento diferentes
como: hemdcitos, células epiteliais do intestino e nas glandulas salivares (SMITH et al., 1976;
LEWIS et al., 1977; SWANGO et al., 1989; NICHOLSON et al., 2010; SIMO et al., 2017)

O carrapato pode permanecer infectado por 5 meses visto que E. canis se multiplica dentro
de hemdcitos e glandulas salivares, cuja secre¢do contém grandes concentracdes de bactérias
que ¢ eliminada durante o repasto sanguineo (LEWIS et al., 1977).

O cdo doméstico suscetivel principal hospedeiro vertebrado pode ser infectado por
todos os estagios do carrapato, através da saliva que possui grande concentragdo de bactérias.
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Apesar de larvas, ninfas e adultos serem potenciais vetores na transmissdo, as larvas e ninfas
sdo mais comuns se tornarem infectadas participando ativamente do processo de transmisséo.
(SMITH et al., 1976)

A literatura relata outra forma de transmisséo, onde ndo ocorre participacao de hospedeiro
intermediario, a transmissdo por transfusdo sanguinea, considerada acidental de um céo
infectado sem diagndstico para um cdo suscetivel (WOODY, HOSKING, 1991). Apesar deste
relato, acredita-se que o cdo cronicamente infectado ndo seja o principal reservatorio da doenca,
devido a varios aspectos epidemioldgicos e biolégicos inerentes aos hospedeiros vertebrados e
principalmente aos invertebrados. (HILBER et al., 1986; WOODY; HOSKINS, 1991)

J& é consenso que o carrapato se torna infectado ao ingerir o sangue de cdes durante os
primeiros 7 a 14 dias ou até 21 dias de doenga aguda. Por isso, nesta fase € possivel encontrar
a moérula na circulacdo aumentando a sensibilidade aos testes de diagndstico, exceto com 0s
testes sorolégicos (HILBER et al., 1986; SMITH et al., 1976).

Na familia Anaplasmataceae, em especifico bactérias da espécie E. canis sdo transmitidas
em condicOes naturais e experimentais através da transmissao transestadial ndo existindo ainda
evidéncia nem relatos sobre a transmissao transovariana nessa espécie (GROVES et al., 1975;
SWANGO et al., 1989; LOSOS, 1986).

Desta forma os carrapatos sdo considerados, a principal fonte epidemiolégica, sendo a
mais importante na manutencéo desta bactéria na natureza (LOSOS, 1986). A literatura mostra
que a bacteremia nos carrapatos permite que a transmissdo acontega mesmo com carrapatos em
jejum por 155 a 568 dias e 155 dias apds serem infectados (LEWIS et al., 1977).

Nos carrapatos, a transmissdo ocorre predominantemente de forma transestadial,
permitindo que o microrganismo seja mantido durante as diferentes fases do desenvolvimento
do vetor (larva, ninfa e adulto). Dessa forma, carrapatos infectados podem transmitir o agente

durante novos repastos sanguineos em hospedeiros suscetiveis (DANTAS-TORRES, 2010).

2.1.4 Aspectos Epidemioldgicos
No Brasil apos 16 anos de sua descoberta nas américas, a erliquiose teve o seu primeiro
relato em Belo Horizonte MG (COSTA et al., 1973). Logo em seguida no Rio de Janeiro, E.

canis com seu primeiro relato foi feito em estudo com cées da policia militar (CARRILO et



al., 1976). E com o passar das décadas o diagnostico de erliquiose foi sendo relatado do Sudeste
para o sul do pais sendo em 1985, a descri¢do de um caso de um cdo na cidade de Santa Maria,
RS e em 1988 um novo caso clinico em Curitiba, PR (KAVINSKI et al., 1988).

Com advento dos avangos no diagnostico através das técnicas de biologia molecular a
espécie E ewingii foi detectada pela primeira vez em cdes no municipio de Vigosa em MG
(OLIVEIRA et al., 2009).

Diversos fatores podem influenciar a ocorréncia da doenga, incluindo densidade
populacional de cées, condi¢cbes ambientais, manejo sanitario e controle de ectoparasitas. Em
ambientes urbanos, a proximidade entre cdes e humanos, associada a presenca de carrapatos em
residéncias e canis, contribui significativamente para a manutencao do ciclo epidemiol6gico da
infeccdo (NEER et al.,2002).

A E.M.C. apresenta um dado de importancia epidemioldgica que até hoje sofre
especulagdes, visto que descreve a possibilidade de disseminacéo da doenca pela Europa através
do treinamento de cdes militares durante e ap0s a guerra do Vietnd, sendo a principal raca
envolvida, o cdo Pastor Alemao. Esta doenca tem sido descrita em todo territorio brasileiro com
quadro clinico bem distinto em varias regides do pais (ALMOSNY, 1998).

O diagndstico de E. canis tem sido feito em quase todo mundo por varios motivos
relacionados com a disseminacdo do vetor em regides tropicais e subtropicais dos principais
continentes como Asia, Africa, Europa e América considerando regides endémicas, sendo
relatado com maior ocorréncia de regides de clima temperado (DANTAS-TORRES, 2008;
HARRUS & WANER, 2011).

N&o ha como ser preciso para informar em que momento nas UPSA o diagnéstico por
exame direto de esfregaco sanguineo passou a ser substituido pelo método sorolégico (Snap
4Dx Plus) e pelo método biomolecular (PCR, nPCR, gPCR, RT-PCR) principalmente. Em
contrapartida, com essa transicao foi possivel observar um aumento significativo no diagnostico
positivo e diminuicdo dos falsos negativos em casos como: erliquiose, anaplasmose e
dirofilariose, que sdo as hemoparasitoses mais frequentes na rotina da clinica médica no
ambiente urbano.

Os métodos tradicionais para diagndstico da erliquiose baseados em sinais clinicos,
achados laboratoriais, esfregaco sanguineo, pesquisa em capa leucocitaria e testes sorolégicos,
ja estdo em desuso para diagnostico, mas ainda utilizados somente para triagem. Diversos
autores relatam baixa sensibilidade desses métodos em relagdo aos testes de biologia molecular,

visto ainda que ha uma discrepancia nos estudos de prevaléncia visto que a fase



cronica além da fase subclinica influéncia nos resultados em diversas regides afetando
diretamente nos estudos de epidemiologia (MYLONAKIS et al.,2003; NAKAGHI et al.,2008;
BANETH et al., 2009; RAMOS et al., 2009).

Estudos soroldgicos realizados em diferentes paises demonstram que a prevaléncia da
infecgdo pode variar amplamente entre regides, refletindo diferencas ambientais, climéticas e
socio econdmicas (HARRUS et al., 1996). Em contrapartida, levantamentos epidemioldgicos
realizados no pais indicam dados de soroprevaléncia altos de anticorpos contra ehrlichia em
70% das espécies caninas em algumas regifes, com valores maiores que algumas areas
endémicas (VIEIRA et al., 2011).

Acredita-se que dados epidemioldgicos mais precisos devem ser colhidos através do
diagnostico de PCR de aspirado de linfonodos em cées, sendo este promissor e inovador para a
clinica médica de cdes e gatos, devendo ser incluido na sua rotina (OLIVEIRA, 2016). Em seu
trabalho, Oliveira (2016) detectou pela nPCR valores superiores em linfonodos ao comparar
com medula 0ssea para a presenca de DNA de E. canis 80% e 44% (p< 0,05) respectivamente
com resultado semelhante ao quantificar valores proporcionais de cargas parasitarias. Os
resultados encontrados nos levam a pensar de uma pratica distante para o médico veterinario de
pequenos animais, mas que hoje se faz necessario para esse novo universo na rotina de uma
clinica veterinaria.

A permuta de patdgenos transmitidos por carrapatos, R sanguineus (sl) e outras espécies
é comum. Younan et al. (2021) apresentam resultados de um surto de doenca semelhante a da
agua do coracdo em camelos que matou pelo menos 2 mil animais adultos no Quénia em 2016.
O diagnostico baseado na PCR para hemoparasitas transmitidas por artropodes, foi amplificado
DNA de sequéncias proximas a E. canis, E. regneryi e E. ruminantium.

Com as mudancas climaticas e a antropizacdo do ambiente silvestre através da
especulacdo imobiliaria, torna-se cada vez mais comum a presenca de animais silvestres em
ambiente urbano, além do deslocamento do cdo doméstico sendo responsavel pela permuta de
patdgenos comuns a esses dois ambientes. Diante deste cenario, um estudo realizado na
Universidade Federal de Vicosa (UFV) foi conduzido para deteccdo de Ehrlichia spp. em
amostras de primatas do género Callithrix no municipio de Vigcosa. Como resultado foi obtido
uma amostra positiva para Ehrlichia spp. sendo este o primeiro relato desta infeccdo em
primata. Este achado reforca a importdncia de um hospedeiro selvagem com potencial
transmissor da erliquiose para 0 homem no Brasil (MAFRA et al., 2015).

A partilha de carrapatos entre cédes e chacais (Canis mansonelas) de vida livre pode
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ocorrer com a presenga de ambos animais no ambiente silvestre antropizado principalmente,
propiciando que 0s chacais possam atuar como reservatério natural para a erliquiose no Quénia
(YOUNAN et al., 2021)

2.1.4. Hospedeiros vertebrados e vetores

Os caes domésticos sdo considerados os principais hospedeiros vertebrados de E. canis.
Entretanto, outros canideos, incluindo espécies silvestres, também podem atuar como
reservatdrios naturais do agente (HARRUS & WANER, 2011).

O principal vetor associado a transmissao da EMC é o carrapato R. sanguineus sensu lato
(sl), amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais. Esse ectoparasita apresenta
grande capacidade de adaptacdo a ambientes domiciliares e peridomiciliares, favorecendo sua
interacdo com cédes domésticos e contribuindo para a disseminacdo da doenca (DANTAS-
TORRES, 2010). A elevada capacidade de infestacdo desse carrapato e sua adaptacdo a
ambientes urbanos representam fatores determinantes para a manutengdo da infecgdo em
populacdes caninas. (LABRUNA et al. 2001).

Em meio a uma diversidade de vetores artropodes transmissores de patdégenos, o carrapato
marrom do cdo R. sanguineus (s.l.) é considerado o unico e principal vetor biologico para a
transmissdo da E.M.C., no entanto, outras espécies sao consideradas como transmissores em
infeccdo experimental como a espécie D. variabilis (DANTAS-TORRES, 2008; RENE-
MARTELLET et al., 2015) Ixodes scapularis e 1. ricinus (DAGNONE, MORAIS e VIDOTO,
2001; NICHOLSON et al., 2010). A EMC é considerada uma das mais severas doencas
transmitidas por carrapato (RENE-MARTELLET et al., 2015).

Um novo vetor para cepa de Ehrlichia spp. o carrapato Amblyomma tigrinum, foi
encontrado na Argentina nas provincias de Cérdoba, sendo um deles proximo a cepa E.
chaffensis (CICUTTIN et al.,, 2017). Este achado levanta a especulacdo a respeito da
importancia epidemioldgica que deve impulsionar estudos de patogenicidade dessas novas
espécies de Ehrlichia spp. em cées e humanos (GUENDULAIN et al., 2021)

O conhecimento a respeito da diferenca de competéncia vetorial entre as duas linhagens
de R. sanguineus (s.l.) (tropical) e R. sanguineus (s.s.) (temperada) ja é conhecido. As mesmas
estdo localizadas acima e abaixo respectivamente dos paralelos 24° S e 25° S que cruzam as
provincias de Salta e Formosa na Argentina (MORAIS-FILHO et al., 2011). Entretanto, em
2015 um estudo posterior ainda na Argentina, Buenos Aires, foi encontrado E. canis infectando

carrapatos R. sanguineus (s.s.) de linhagem temperada, o que ndo era esperado pela
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comunidade cientifica de ixodologia (NAVA et al., 2012; MORAES-FILHO et al., 2015;
CICUTTIN et al.,, 2017).

Pesquisadores responsaveis por investigar competéncia vetorial em R. sanguineus (s.l.)
analisaram dados com ligacéo epidemiolégica de EMC e presenca de R. sanguineus (s.s.). Uma
amostra de sangue de cdo com sinais compativeis de EMC, e mérulas em mondcitos, foi isolado
0 DNA de E. canis por PCR no sangue e fémea de R. sanguineus (s.s.) do mesmo cédo. Esse

relato é contrastante com estudos anteriores (SEBASTIAN et al., 2021).

2.1.6 Patogenia, alteragdes clinicas e laboratoriais

A patogenia da erliquiose no decorrer das décadas desde a sua primeira descricdo, tem
sido um desafio devido a vérios fatores: O primeiro deles reside no seu carater multissistémico,
visto que a cada dia, principalmente nas areas endémicas, novos sinais clinicos tém sido
observados com o passar dos anos, além das comorbidades com outros agentes infecto-
contagiosos ou inerentes apenas a erliquiose, sendo 0s seguintes caracterizados por: alterac6es
neuroldgicas, circulatérias, musculares, gastrointestinais, oftalmicas, ortopedicas,
respiratorias, dermatoldgicas, urinarias, viscerais etc. (SILVA, Observacao pessoal )

Outro fator desafiante esta relacionado ao controle do principal vetor R. sanguineus,
devido a ineficacia na prevencao principalmente pela falta de adeséo dos tutores ao tratamento
carrapaticida oral, spot on e repelente principalmente; além da exposicdo constante dos cédes
ao vetor. Os cdes errantes sdo os principais disseminadores da infestacdo de carrapatos no
ambiente urbano. Este cenario atual tem sido um problema antigo e negligenciado de salde
publica (LABRUNA e PEREIRA, 2001; SUCEN, 2004).

Labruna e Pereira (2001) descreve de forma detalhada o que acontece com 0s cdes em
ambiente urbano mesmo com acesso restrito a residéncia como casas com quintal, partilham
carrapatos com cdes errantes mesmo na presenca de barreiras fisicas, biologicas e sintéticas,
mantendo desta forma, a populacdo de carrapatos no ambiente doméstico.

A infeccdo por E. canis pode evoluir em trés fases distintas: fase aguda, fase subclinica e
fase cronica (HARRUS et al., 1997). A fase aguda ocorre geralmente algumas semanas ap0s
a infeccdo e pode ser caracterizada por sinais clinicos inespecificos, incluindo febre, apatia,
anorexia, linfadenomegalia e esplenomegalia. Alteragdes hematolégicas como
trombocitopenia, anemia e leucopenia sdo frequentemente observadas durante essa fase
(NEER et al., 2002).
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H& uma classificacdo das fases da doenca, baseada nos sinais clinicos e laboratoriais,
sendo didaticamente dividida em 3 fases. A fase aguda ocorre em média 14 e podendo se
estender a 21 dias pds infeccdo. E comum os seguintes sinais: febre, depresséo, anorexia, perda
de peso, secrecédo nasal e ocular, letargia, esplenomegalia, linfadenomegalia, trombocitopenia
e anemia n&o regenerativa (AGUIAR et al., 2007; HASEGAWA, 2005; SILVA, 2010).

Na fase subclinica, o animal tem aparente recuperacdo, ou clinicamente ndo passou pela
fase aguda devido resposta imune eficiente com sinais clinicos ausentes ou ndo detectaveis
pelo veterinario, com infeccdo persistente através de titulacdo elevada de anticorpos. Nesta
fase ha alteragBes discretas no hemograma como: anemia ndo regenerativa, leucopenia e
trombocitopenia, sendo sinais comum as outras fases da doenca, sendo um desafio para o
clinico na rotina diferenciar em que fase da doenca o animal se encontra (HARRUS et al
1999). Muitos animais permanecem assintomaticos por periodos prolongados, podendo
manter o agente no organismo sem apresentar sinais clinicos evidentes. Entretanto, em alguns
casos, a infeccdo pode evoluir para a fase cronica, caracterizada por alteragdes hematologicas
graves, incluindo pancitopenia e comprometimento da medula éssea (HARRUS & WANER,
2011).

Além das alteragdes hematoldgicas, podem ocorrer manifestaces clinicas diversas,
incluindo distdrbios hemorragicos, alteragcdes oculares, sinais neurologicos e alterac6es renais
associadas a deposicdo de imunocomplexos (HARRUS et al., 1997).

Ja na fase cronica, alguns casos se manifestam ap0s presenca de quadros agudos varias
vezes no decorrer de sua vida devido a exposicdo constante as infestacGes por carrapatos,
principalmente nos passeios na rua e parquinhos de condominios com ambientes gramados.
Nesse momento animal j& ndo responde aos medicamentos de eleicdo para o tratamento e
apresenta petéquias, equimose, sufusdes, apatia extrema, epistaxe, hemoptise, hematoquezia,
hifema, episclerite e blefarite além de outras alterac@es de carater hematologico.

A fase cronica da doenca pode se manifestar ap6s meses ou anos em que animal se
encontrar na fase subclinica, com persisténcia muitas vezes das alteracdes hematologicas
brandas sem recuperacdo da trombocitopenia e dos niveis de anticorpos circulantes, mostrando
como uma das causas a ineficiéncia ou imunocompeténcia do organismo animal em debelar a
infeccdo (ALMOSNY, 2002)

Além disso é muito comum na rotina da clinica o animal sendo exposto
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constantemente as infestagdes por carrapatos, desta forma sensibilizando o sistema imune
devido exposi¢do ao agente etioldgico resultando em excessiva formagéo de imunocomplexos
resultando para o animal, em alguns casos, um quadro de insuficiéncia renal aguda ou cronica
(ROSA et al.,, 2014). As alteragOes nesta fase sdo muito severas com o comprometimento da
medula 6ssea sendo instalada a pancitopenia (MYLONAKIS et al., 2003; NAKAGHI et al.,
2008).

As alteracBes hematoldgicas mais comuns citadas em casos de erliquiose canina sdo:
trombocitopenia, anemia ndo regenerativa e leucopenia (HARRUS et al., 1999; ALMOSNY,,
2002). Entretanto a trombocitopenia é mais comum e frequente em todas as fases de infeccao,
natural ou experimental (MOREIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI et al.,
2008) ndo sendo possivel através dessas alteracdes classificar e diferenciar a fase da doenca em
que o animal se encontra.

Os pesquisadores que estudam erliquiose com maior frequéncia ja evidenciaram que a
infeccdo por E.canis induzem uma queda acentuada nas populacbes de linfocitos TCD4+,
MHCII caracterizando o quadro imunossupressor da doenca (HARRUS et al., 2003; HEEB et
al., 2003; CASTRO et al., 2022). Na rotina de clinica médica € comum o relato por profissionais
e leigos afirmarem que o animal ao se encontrar nesse estado é que ele esta com imunidade
baixa.

Almosny (2002) relata que a grande maioria dos casos de erliquiose 0s cdes sobrevivem
a fase aguda e ingressam na fase cronica de forma sutil, mas com longa duracéo, revelando uma
cura clinica momentéanea, porém uma falsa cura laboratorial e parasitologica.

As alteracbes bioquimicas também sdo comuns na EMC, caracterizadas por
hiperproteinemia com a hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (DE CASTRO et al., 2004;
ROQUEPLO et al., 2009; WATANARG, 2006). Além desses analitos, AST, FA, ALT (COSTA
et al. 2015) e UR, CR e P também sdo comuns como alteracGes, porém nada como alteracdes
patognomdnicas (TROY e FORRESTER, 1990).

Alguns estudos relatam que a patogenia da EMC esta relacionada a citotoxicidade
mediada por anticorpos, apresentando em consequéncia vasculite intensa em muitos 6rgaos
parenquimatosos e também tubulares, resultando em melena e hematoquezia. As alteracfes
encontradas em laudos histopatologicos sdo descritas como infiltrado inflamatério perivascular
predominante linfocitico plasmocitario (SIMPSON, 1974; KAKOMA et al.,, 1977; DE
CASTRO et al., 2004) sendo encontrado em baco principalmente.

Como as alteracBes descritas e supracitadas sdo alteracdes circulatorias, visto que o
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agente causal é intravascular, observa-se entdo alteracdes em véarios érgdos como: nefrite
intersticial, inflamacdo perivascular, degeneracéo hidropica do figado, meningoencefalite ndo
supurativa, esplenomegalia e hiperplasia de corddes medulares (DE CASTRO et al. 2004).

As alteraces em bago de alguns animais aleatoriamente selecionados em nossa rotina,
que foram submetidos a cirurgia de esplenectomia e exame histopatoldgico, foi encontrado um
percentual de 26% de alteragdes vasculares de origem inflamatéria predominantemente
linfocitico-plasmocitarias. Apos investigar o historico desses animais, todos foram positivos na
sorologia para E. canis/E. ewingii através do teste rapido Snap 4Dx Plus (IDEXX Laboratories,
Inc., Westbrook, ME, EUA) (SILVA, 2022 - Dados ndo publicados).

Como um parasita intracelular obrigatério, E. canis desenvolveu habilidades em sua
engrenagem molecular a fim de evadir-se dos mecanismos imunologicos principalmente com
a formacdo do vacuolo parasitoforo. Diante desta estratégia o que permite sua sobrevivéncia no
hospedeiro por meio da producdo de proteinas de superficie que impedem a fusdo do
fagolisossomo no interior dos macrofagos (WELLS e RIKIHISA, 1998).

Devido a capacidade de alcancar os tecidos, E. canis mantém sua persisténcia em diversos
tecidos o que permite a producdo de altos niveis de IgM e IgG o que facilita sua entrada nas
células do sistema fagocitico mononuclear por opsonizagdo e consequente manutencdo nos
tecidos (RISTIC; HOLLAND, 1993).

No estudo das alterac6es clinicas e laboratoriais no curso da erliquiose, ja é consenso que
principalmente na fase cronica da doenca ha comprometimento renal (FRANK e
BREITSCHWERDT, 1999). Muitos estudos ndo comprovam associacdo entre insuficiéncia
renal aguda e cronica a erliquiose, ndo sendo uma alteracdo muito frequente. Entretanto, estudos
demonstram que a deposicdo de imunocomplexos nos rins podem evoluir a glomerulopatias
com evolucéo para proteindria (FRANK e BREITSCHWERDT, 1999; HARRUS et al., 2001;
ROSA et al., 2014) sendo estas alteragdes mais comuns em cdes idosos, com idade a partir de
7 anos, com historico de infestacdes sucessivas por carrapatos e positividade persistente em
testes soroldgicos (SILVA, 2022 - dados ndo publicados)

Em nossa rotina clinica, observamos animais com diagndstico de erliquiose antigo, com
historico de resolucdo do quadro clinico apds tratamento e normalizacéo de algumas alteracdes
laboratoriais, com suspeita de que ndo haja cura parasitologica e com sorologia positiva
persistente. Casos como este de recidiva, o animal retorna a clinica em estado grave com
alterac6es como pancitopenia e azotemia com perfil nefropata caracterizado por insuficiéncia

renal crbnica grau 4 ou 5 com quadro irreversivel caracterizando fase crénica
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da doenga com progndstico desfavoravel. (SILVA, 2022 - dados nao publicados)

Alguns casos de azotemia caracterizado pelo aumento de ureia e creatinina ocorrem
devido as alteracdes a nivel molecular de células tubulares e glomerulares como consequéncia
proteindria em cdes com Ehrlichia spp. e Babesia spp. Essas alteracdes persistentes ja sao
indicativos de alteracGes renais em erliquiose cronica principalmente, ndo podendo descartar o
envolvimento de outras hemoparasitoses (BONFANTI et al., 2004; SOUSA et al., 2010).

Desde a descoberta da erliquiose os estudos conduzidos até o momento, poucos Sao 0s
relatos de alterac@es renais associadas a infeccao e imunopatogénese como énfase a leséo renal
(CODNET et al., 1992; DE CASTRO et al., 2004)

Com a evolugdo da medicina veterindria e o crescimento da atengdo aos cuidados
paliativos em casos de doengas cronicas, aumentou a visibilidade para o clinico veterinario do
diagnostico baseado nas alteracdes da doenca a nivel histopatologico e imunohistoquimico. Os
achados sdo caracterizados por glomerulonefrite intersticial cronica multifocal com presenca de
infiltrado mononuclear (DE CASTRO et al., 2004)

Outras alteracdes encontradas a nivel renal que podem ser causadas na infeccdo por E.
canis sdo caracterizadas por alteracdes circulatorias de origem inflamatoria em endotélio
vascular responsavel por infiltrado plasmocitario na jungdo corticomedular, edema
perivascular, necrose focal além de amiloidose (CODNER et al., 1992; REARDON, PIERCE,
1981)

2.1.7 Diagnostico
Como toda enfermidade, seja parasitaria ou infecciosa e de acordo com a experiéncia da
clinica médica, recomenda-se que os métodos de diagndstico realizados devem ser associados
aos sinais clinicos de cada animal individualmente. Sendo importante também a avaliacdo do
cendario epidemioldgico no qual animal estéd inserido, (MORAES-FILHO et al., 2015) isso
porque em muitos casos a associacdo entre a clinica, anamnese e o historico ja representam
boa parte do desfecho para um diagnostico definitivo (SILVA, 2022 - Dados ndo publicados).
Habitos domiciliares, exposicdo aos vetores, tratamento e controle topico (shampoo,
coleira e pipetas repelentes) controle externo (carrapaticida ambiental) controle interno
(carrapaticida oral), histérico da enfermidade, tratamento terapéutico recente ou remoto,
frequéncia de passeios ao pet shop ou parques e pracinhas do condominio em contato direto
com grama além de outros, sdo aspectos epidemioldgicos importantes que auxiliam na

suspeita, no diagndstico e no controle das hemoparasitoses na rotina da clinica médica ao
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longo de 20 anos (SILVA, 2022 - Dados ndo publicados).

Todas essas informagdes sdo cruciais para auxiliar e aumentar o sucesso no diagndstico
definitivo da maioria das hemoparasitoses, principalmente a erliquiose. Entretanto, a escolha
do melhor teste diagnostico, vai depender da avaliacdo do médico veterinario com associacdo
dos aspectos epidemioldgicos e os resultados de pelo menos dois testes de diagndstico (direto
e indireto) realizados como triagem, tendo como mesmo exemplo o caso da dirofilariose
(TRANCOSO et al., 2020).

No diagnéstico de Ehrlichia spp. ou qualquer hemoparasito, algo deve ser considerado: a
sensibilidade e especificidade dos testes, tanto o direto como indireto, além de considerar a fase
da doenga, visto que de acordo com a fase da enfermidade, alguns testes podem ter sua
sensibilidade afetada gerando falsos negativos na fase aguda e falsos positivos na fase cronica
(HILDEBRANDT et al., 1973; DE CASTRO et al.,, 2004; HARRUS e WANER, 2011).

Os locais de eleigéo para a coleta de material para o exame direto sdo: sangue total para
esfregaco sanguineo, aspirado de bago, aspirado de medula 0ssea e linfonodos. Entretanto
poucas sensiveis para casos subclinicos (HILDEBRANDT et al., 1973)

Com a evolucdo do diagnostico de hemoparasitoses a PCR (reacdo em cadeia de
polimerase) redne as caracteristicas importantes nos testes de diagndsticos com a sensibilidade
e especificidade que neste exame em especifico sdo altas e conseguem alta precisdo na
deteccdo do agente com baixa carga parasitaria e em diferentes estagios da infeccdo, como
aguda subclinicas e cronica (MACINTIRE et al., 2002).

Anteriormente a técnica de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para os
anticorpos IgG anti-E.canis era considerada “padrdo ouro” para o diagnostico de erliquiose
(WANER et al., 2001) A partir de 2009, de que temos conhecimento, muitos estudos relatam
a PCR como padrdo ouro sendo o método direto mais sensivel, especifico e rapido para o
diagndstico dos principais hemoparasitos na rotina de clinicas veterinarias (RAMOS et al.
2009; INOKUMA, 2004; PAULINO et al., 2008a).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) passou a ser considerada uma ferramenta importante no diagnéstico da EMC, permitindo
a deteccdo do DNA do agente caracterizado por proteinas imunorreativas como p28 e gp 140,
em fase aguda ou crénica, mesmo em amostras com baixa carga parasitaria (MCBRIDE et al.,
2003).

A variacdo de técnicas e resultados das modificacdes da PCR vem sendo desenvolvidas

com objetivo de aumentar a sensibilidade desta metodologia tornando-a mais
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precisa e assertiva no diagnostico das hemoparasitoses, sendo possivel caracterizar diferentes
espécies (DUMLER et al., 2001; DUARTE et al., 2008). Como exemplo temos nested PCR
(nPCR) (MURPHY et al. 1998, MARTINS et al. 2005) seminested PCR (SnPCR)
(BIRKENHEUER et al., 2003) PCR combinada com anélise de fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP) (DAGNONE et al., 2003; TEFFERIES et al., 2007) PCR Multiplex (LISBOA, 2010)
PCR em tempo real ou Real Time PCR (LABRUNA et al., 2007)

Uma particularidade que tem sido observada na rotina da clinica médica com os cées
suspeitos de erliquiose, € o diagnostico falso negativo da PCR em sangue total, mesmo animais
com sinais clinicos e laboratoriais evidentes e com suspeita da auséncia de cura parasitolégica
e laboratorial com sorologia positiva ou negativa. Apos sucessivos testes de PCR negativos,
este fato nos direciona a levantar varias hipoteses : falha técnica na execugéo da PCR; possivel
sequestro do parasito para o sistema mononuclear fagocitario (SMF) como: baco, figado,
linfonodos, pulmdo e medula 0ssea; necessidade de aumentar a acuracia do diagndstico
langando méo da puncdo de medula 0ssea, linfonodos e bago; necessidade de enfatizar a
solicitacdo de PCR quantitativa e suas variagdes como (QPCR, nPCR, snPCR, PCR Real Time,
PCR multiplex) ao inves de PCR qualitativa, através de treinamento e capacitacdo da equipe
médica no atendimento clinico para o sucesso no diagnostico definitivo. (SILVA, observacao
pessoal)

No universo das diferentes técnicas de PCR, em particular o PCR em tempo real ou Real
Time, se destaca perante as demais técnicas, pelo fato de permitir o acompanhamento da
reacdo e resultados mais rapidos e com maior grau de confianca devido ser uma técnica
quantitativa em relacdo aquelas que apresentam resultados qualitativos, sem precisar
utilizacdo de eletroforese em gel das proteinas envolvidas na infeccéo e risco de contaminacgao
do brometo de etidio (NOVAIS, PIRES-ALVES, 2004)

2.1.8 Tratamento

A terapéutica da erlichiose passou por véarias décadas desde a sua descoberta, com o
tratamento de forma inespecifica com arsenicais e transfusées puras, resultando em altas taxas
de letalidade (DONATIEN et al., 1935). Com o surto da enfermidade que ficou conhecida como
"pancitopenia tropical canina" em caes militares na Guerra do Vietnd, muitas pesquisas estavam
em desenvolvimento e foi nesta época a descoberta da eficacia da tetraciclina de primeira
geracdo como a oxitetraciclina (HUXSOLL et al., 1970). Com o passar do tempo o tratamento

ndo era viavel devido a utilizacdo dos protocolos serem longos podendo chegar até
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200 dias de tratamento (AMYX et al., 1971), em raz&o da baixa absorcdo da droga devido ao
baixo poder lipofilico das tetraciclinas de 12 geracdo, que ndo se mantinham nos tecidos tendo
eficacia comprometida (HUXSOLL et al., 1972).

Na década de 80, novos trabalhos continuavam sendo feitos envolvendo estudos
farmacoldgicos e clinicos que demonstraram a superioridade da doxiciclina, uma tetraciclina de
2% geracdo. A importancia em ser uma molécula altamente lipossoluvel, intimamente
relacionada com sua farmacocinética devido seu alto poder de absorcdo, distribuicdo,
meatabolismo e eliminagdo, demonstrou capacidade supeiror em relacdo as outras moléculas
podendo chegar a 100% de absorcdo no trato gastrointestinal mesmo com a presenca de
alimentos. Além disso sua capacidade de penetrar na membrana celular dos mondcitos e
macrofagos, ligando-se & subunidade ribossomica da bactéria inibindo a sintese proteica de
forma muito eficaz (AMY X et al.,1980; BREITSCHWERDT et al., 1987).

No final da décado de 90, devido algumas especulacdes da comunidade cientifica a
respeito de outras drogas que poderiam substituir ou apresentar o mesmo padrdo
farmacocinético, foi realizado um estudo que avaliou e comparou diferentes terapias com
doxiciclina, enrofloxacina e dipropionato de imidocarb. Logo, foi através desse estudo que a
comunidade cientifica da época consolidou a doxiciclina como o farmaco padrdo-ouro mundial
para tratamento de erliquiose (BREITSCHWERDT et al., 1998).

No ano de 2000, os estudos avancados em quimioterapia experimental demonstraram os
efeitos diretos da doxiciclina na medula 6ssea e normalizacdo dos analitos de hematologia dos
caes em tratamento (SAINZ et al., 2000). Todavia, anos mais tarde, observou-se que a melhora
periférica em sangue total ndo necessariamente indicava a eliminacdo parenquimatosa no bago
visto que o estudo longitudinal provou que tratamentos curtos de 21 dias com doxiciclina
falhavam em eliminar completamente a E. canis do baco, que atua como um reservatério das
erliquias protegidas semelhante ao vacuolo parasitéforo, sendo conhecido por alguns autores
como “santuario das erliquias”. Este achado levou a clinica veterinaria pela conduta de
protocolos mais longos de tratamento (HARRUS et al., 2004).

Em 2007 pesquisadores em estudo de quimioterapia antimicrobiana utilizaram a biologia
molecular para demonstrar de forma definitiva que os tratamentos curtos até 14 dias com
doxiciclina mantinham os cdes como portadores assintomaticos, permitindo que carrapatos sem
contaminacdo pela rickettsia voltassem a adquirir a bactéria desses animais (SCHAEFER et al.,
2007). Isso aconteceu semelhante ao trabalho de pesquisadores de Jerusaléem e lIsrael, que

observaram cdes, que ap0s 2 anos de tratamento com doxiciclina,
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apresentaram 100% de positividade para ehrlichia na PCR de aspirao de bago (HARRUS et al.,
1998).

Nas proximas décadas, entre 2007 e 2021 novos trabalhos foram realizados para
complementar o que ja tinha sido documentado e chancelado. O trabalho de Falconi et al. (2012)
demonstrou a diminuigdo da carga bacteriana nas primeiras semanas através da PCR Real time.
Ja em 2015 foi publicado o consenso internacional que oficializa o tratamento mundial para
erliquiose sendo imperativo e recomendado 10 mg/kg de doxiciclina no minimo 28 dias (SAINZ
et al., 2015). Entretanto, Mylonakis et al. (2019) em sua revisdo clinica analisou as falhas
terapéuticas, a refratariedade da fase cronica e validou os pardmetros hematolégicos de
monitoramento que determinam o0 sucesso ou a necessidade de extensdo do protocolo de
doxiciclina, visto muitos casos de erliquiose crénica e subclinica.

Recentemente o trabalho de maior relevancia descreve 0s “Guidelines” para o
diagnostico, tratamento e controle de erliquiose nas regides tropicais e subtropicais onde a
exposi¢do aos vetores apresentam maior impacto e sequelas da infeccdo (IRWIN et al., 2021).

O trabalho mais atualizado de que temos conhecimento sdo de dois pesquisadores de
renome, um deles brasileiro, em que detalha as variacbes de cepas envolvidas e sua
patogenicidade, aléem dos impactos hematoldgics e tratamentos alternativos nos levando a
especular resisténcia ou casos refratarios a doxiciclina, com uso de minociclina e rifampicina
(DINIZ; DE AGUIAR, 2022).

2.2 Anaplasma platys (HARVEY, 1978)
2.2.1 Histdrico da Trombocitopenia ciclica canina

Em um passado remoto, os animais domésticos de grande e pequeno porte, principalmente
ruminantes como bovinos, caprinos, ovinos, camelideos e além também dos equinos ja eram

acometidos por organismos da familia Anaplasmataceae (BRION, 1943).

Em 1933, Thomas e Neitz chamam atencdo aos nimeros de casos ndo diagnosticados de
doencas relatadas no parque nacional de Kruger e enfatizam a oportunidade de pesquisas em
potencial neste campo. Ainda no mesmo ano, Neitz incriminou o blesbok, um antilope
endémico na Africa do Sul como portador da doenca da 4gua-do-coracéo e da lingua azul, que

posteriormente foi classificado como uma bactéria, agente etiolégico da cowdriose.

Em 1937, Martinaglia relata a importancia do conhecimento a respeito da fauna silvestre

e as enfermidades que acometem estas espécies de vida selvagem, visto o contato proximo
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desses animais aos seres humanos e seus animais domésticos.

A busca pelo conhecimento a respeito das enfermidades de animais selvagens, no
passado era levado em consideracdo somente quando os animais domésticos eram acometidos.
Entretanto, os estudos sobre esta populacdo tém ganhado interesse, devido as inimeras
publicacBes que enfatizam um nimero crescente de enfermidades de animais selvagens em
ambiente urbano (MARTINAGLIA, 1937)

Em 1982, Thomas e colaboradores, registraram alguns parasitas sanguineos em palancas
negras e também 124 esfregacos de sangue em antilopes da Africa do Sul e Zimbabwe, que
foram examinados e tiveram como resultado 7 animais positivos para Babesia spp. e um
esfregaco de sangue foi positivo para Anaplasma spp. sendo esse isolado infeccioso para

ovelha e ndo para o gado.

Posteriormente com o avanco no diagnostico e o estudo mais aprofundado na deteccao
desses agentes em eritrocitos bovinos, outros achados em diversas espécies como ovinos e
outros ruminantes desencadeou os primeiros relatos de inclusées nos eritrocitos bovinos sendo
a descricdo completa feita por Theiler em gado africano em 1910 (KOCAN et al., 2003) e
também em equinos (BRION, 1943).

Em 1911, Theiler descreve uma subespécie de Anaplasma, A. centrale, menos
patogénica e a qual inclusdes eram com maior frequéncia encontradas no centro dos eritrécitos
do que na margem. Apds esses achados, novas descobertas de outras espécies de Anaplasma
foram sendo conhecidas na comunidade cientifica como: A. ovis parasitando eritrocitos de
ovinos, A. bovis infectando mondcitos de bovinos (LESTOQUARD, 1924; DONATIEN e
LESTOQUARD, 1924, LESSPLITTER et al.,, 1956) e A. platys o agente causador da

trombocitopenia ciclica canina em plaquetas de caninos (HARVEY et al., 1978).

Com a riqueza dos achados realizados neste periodo, muitos estudos foram capazes de
acompanhar a evolucdo desses agentes, principalmente A. marginale com estudos
filogenéticos de proteinas de superficie como mspl, msp4, msp5 que sao proteinas envolvidas
nas interacdes hospedeiro-patdgenos e podem evoluir mais rapidamente devido as pressdes
seletivas exercidas pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, sendo considerado um gene mais
estavel para estudos filogenéticos (FUENTE et al., 2003)

Um achado comum e caracteristico desta enfermidade é a trombocitopenia, entretanto

muitos pesquisadores da época questionavam a importancia de investigagdo a respeito, visto
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que outras enfermidades virais e bacterianas cursaram com o mesmo quadro laboratorial
(HARVEY et al., 1978; MYLONAKIS et al., 2003; CORREA et al., 2011) além de alteragdes
metabolicas de origem hormonal como diabete mellitus e resisténcia insulinica nos casos de
doenca periodontal e distarbios reprodutivos como comorbidades (DEEPA et al., 2014)

Diante deste desafio, Harvey et al. (1978) iniciaram estudo experimental com objetivo de
descrever e acompanhar o ciclo biolégico deste novo agente com caracteristicas peculiares
marcantes para descrever as alteracGes e manifestacdes hematoldgicas e a ultraestrutura do
organismo Rickettsiae com o tropismo e replicacdo em plaquetas de cées, visto que este achado
apresentava repetibilidade e poderia ser um diferencial com potencial patognoménico.

No mesmo ano, Harvey et al. (1978), obteve sucesso e respostas as especula¢bes foram
encontradas, visto que a parasitemia em megacariocitos e plaquetas de forma ciclica assim
como as trombocitopenias continuam sendo os principais achados desta enfermidade causadas
por A. platys (HARVEY et al., 1978; HARRUS et al., 1997).

Nos anos seguintes, foram feitos estudos de microscopia eletronica com objetivo de
caracterizar a o a presenca de subunidades formadoras de morulas em plaquetas, sendo a
primeira descricédo de E. platys, ocorrendo na Flérida, EUA (HARVEY et al., 1978).

Mesmo com 0s estudos avancando neste assunto, a comunidade cientifica continuava
questionando os resultados visto que ainda haviam evidéncias que mostravam mais
semelhancas morfoldgicas e bioldgicas do que diferencas entre as espécies em estudo e
semelhancas entre bactérias que infectam cdes como exemplo E. canis e bovinos como
exemplo A. marginal, sendo estas classificadas na mesma familia Anaplasmataceae
(DUMLER et al., 2001).

Novos estudos foram necessarios para desvendar tamanha especulacéo, visto que naquele
momento, 0s animais das regifes em estudo poderiam estar sofrendo por infeccdo de diversos
microrganismos patogénicos e muitos questionamentos eram fundamentados e comprovados
(HARVEY etal., 1978; HARRUS et al., 1997; DUMLER et al., 2001). Diante destes resultados,
Anderson et al. (1992) a partir de estudos moleculares com analise de sequéncias de diferentes
genes como 16S rRNA e groEL baseado nos estudos de Yu et al. (2001); Dumler et al.(2001) e
Huang et al.(2005) observaram presenca dos diferentes genes comum a sua espécie em estudo
e também as outras espécies de bactérias como A. phagocytophilum e A. marginale além da
proximidade a essas espécies com a particularidade de parasitar plaquetas e suas células

precursoras 0s megacariécitos que sao predominantes em cdes jovens (TOMMASI et al., 2014).
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2.2.2 Posi¢do Taxondmica
A espécie A. platys esta inserida na seguinte sistematica (DUMLER et al. 2001;
GARRITY et al. 2006)
Dominio EUBACTERIA (Haeckel, 1894) Woese et al., 1990.
Filo PROTEOBACTERIA (Garrity et al., 2005)
Classe ALPHAPROTEOBACTERIA (Garrity et al., 2006)
Ordem RICKETTSIALES (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al. (2001)
Familia ANAPLASMATACEAE (Philip, 1957) Dumler et al. (2001)
Género Anaplasma Theiler, 1910.

Espécie Anaplasma platys (Harvey et al., 1978) Dumler et al. (2001)

2.2.3 Ciclo biologico e formas de transmissao

O ciclo de vida de bactérias do género Anaplasma tem suas particularidades de acordo
com a célula do hospedeiro vertebrado parasitado e semelhancas de acordo com o artropode
vetor envolvido na transmissdo. Na espécie A. platys, diferente das outras espécies, 0
parasitismo ocorre nos fragmentos de célula parasitados que sdo conhecidas como as plaquetas,
A invasdo acontece por meio de receptores de membrana também encontrados em proé-
megacariocitos e megacariocitos da medula éssea. (HARVEY et al. 1978; TOMASI et al.,
2014).

Apos a infeccdo e entrada na célula hospedeira, a bactéria € envolvida por membrana
vacuolar apos endocitose onde ocorre divisao celular por repetidas fissGes binaria dentro do
vacuolo formando a morula (HARVEY et al., 1978). No decorrer do processo de infeccéo,
alteracbes hematoldgicas iniciam com a trombocitopenia ciclica o principal achado em
patologia clinica que levanta suspeita desta enfermidade na clinica médica; com picos e
reducdo parasitaria de forma intermitente e ciclica, determinando reducdo significativa de
plaquetas no volume vascular. Esse achado pode ainda se agravar drasticamente quando esta
reducdo ocorre de forma efetiva das plaquetas infectadas com a fagocitose feita pelos
macrofagos do figado, baco e medula éssea. (EDDLESTONE et al., 2007).

Como toda bactéria, em especial E. canis desenvolveu ferramentas moleculares de
escape com o recrutamento de proteinas de superficie para protegé-la dentro do vacutolo
parasitéforo, acredita-se que o mesmo ocorra com a maioria das bactérias da familia
Anaplasmataceae. (RIKIIHSA, 1991)
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Além disso, varias estratégias de sobrevivéncia ja foram relatadas para varios agentes
bacterianos intracelulares como: mecanismo de escape de vacuolos, a fuga da fusdo do
lisossomo e tolerancia ao ambiente lisossomal (EERNST et al., 1999; TENG et al., 2003).

A forma de transmissdo pode se dar por fomites, artropodes hemat6fagos,
transplacentéria e transfusdo sanguinea, porém ainda existem lacunas no ciclo biologico e de
transmissdo, entretanto se faz necessario mais estudos para elucidar a participacdo de vetores
e outros mecanismos. Ha relatos a respeito da suspeita de transmissao por artrépodes vetores
como fortemente a participagdo de carrapatos e piolhos ou pulgas (RUS; DRYDEN, 1997)

A capacidade de alguns membros da familia Anaplasmataceae de permanecer como
agente infectante gerando imunidade vitalicia e resistente & doenca clinica no hospedeiro, no
caso de A. marginale, acredita-se que ocorra 0 mesmo mecanismo com A. platys porque
fornece uma fonte de sangue infeccioso para transmissdo mecanica e biologica por carrapatos
(SOUZA et al. 2001; KOCAN et al., 2003)

Observa-se também outra caracteristica intrinsicamente ligada ao carrapato R.
sanguineus visto que a capacidade de sobreviver em ambientes diversificados e adversos por
longo periodo de jejum e sem limitacdes geograficas, fazendo deste parasito um dos mais
importantes candidatos a vetor competente desta enfermidade (DANTAS-TORRES, 2008).

2.2.4. Aspectos epidemioldgicos

A comunidade cientifica tem observado em diversos estudos que a prevaléncia e
distribuicdo geografica dos agentes causadores de doencas estdo intimamente ligadas a
distribuicdo dos vetores competentes e responsaveis pela amplificacdo do agente na natureza.
De acordo com as condicdes viaveis no hospedeiro vertebrado ou invertebrado e dos aspectos
biologicos do agente em questdo (KOCAN et al., 2004; COSTA-JUNIOR, 2007).

Acompanhando a prevaléncia do vetor artropode com distribuicdo mundial, A. platys
tem sido reportado em diversos paises como: diferentes areas dos EUA (FRENCH; HARVEY,
1983); Bélgica (HEYMAN et al. 2007); Brasil (FERREIRA et al., 2007); Grécia
(MILONAKIS et al., 2004); Franca (INOKUMA et al., 2002); Espanha (SAINZ et al., 1999),
Japdo entre outros (INOKUMA et al., 2002)

No Brasil a prevaléncia de A. platys varia entre os valores de 4,08% a 85,7% pelo
método de biologia molecular com a variacdo dos valores de prevaléncia de acordo com varios

fatores e aspectos que influenciam como: localidade do estudo, método de deteccao,
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idade dos animais, exposicdo aos vetores, fase aguda da doenca (COSTA-JUNIOR, 2007;
DAGNONE et al., 2003; SOUZA et al., 2004; SILVA et al., 2016; TOMASI et al., 2014)

2.2.5. Hospedeiros vertebrados e vetores

Os principais hospedeiros de A. platys até o momento sdo 0s cdes de ambiente
domiciliar, desenvolvendo a doenca conhecida como trombocitopenia infecciosa ciclica
canina. Ha relatos de outros hospedeiros com diagndéstico direto de esfregaco sanguineo e em
técnicas de biologia molecular em felinos domésticos (SANTAREM et al., 2005; CORREA
et al., 2011; GUIMARAES et al., 2013). Em alguns animais ndo comuns como em ovelhas,
ha relatos de infec¢Oes raras nos EUA (DUPLESSIS et al., 1997).

Esta hemoparasitose passou a adquirir importancia em saide publica a partir de
trabalhos publicados apds deteccdo de mérulas e DNA em amostras humanas apresentando
potencial zoondtico (ARRAGA-ALVORADO et al., 1999; MAGGI et al., 2013).

A respeito da transmissao da A. platys o que existe de evidéncia cientifica, € a deteccéo
de DNA deste agente no carrapato R. sanguineus (s.1.) sendo incriminado como possivel vetor
biologico com relato em varios paises (SIMPSON et al., 1991; SARANAGO et al., 2003,
RAMOS et al., 2014)

Ja é conhecido da comunidade cientifica que, em se tratando de artrépode hemato6fagos,
a deteccdo de DNA viral ou bacteriano em seu corpo ou excrec¢des corporais ndo € indicativo
de potencial de vetoracdo competente, sendo necessario a presenca do agente etioldégico em
todas as geracdes do artropode vetor (larva, protoninfa, ninfa e adultos) para comprovacao do
verdadeiro vetor bioldgico, sendo necessario observacdo de transmissdo transestadial,
intraestadial ou transovariana, como em estudos de competéncia vetorial (MORAIS-FILHO
et al., 2015 ; SOARES et al., 2018; EISEN, 2020)

As divergéncias de estudos a respeito de R. sanguineus (s.l.) ser o candidato a vetor
bioldgico, reside no fato de estudos desenvolvidos em Granada, apresentem indicios de por
muitas vezes serem diagnosticados em caes, com alta prevaléncia e auséncia de outros vetores
locais fornecendo evidéncias irrefutaveis de possivel transmissdo (YABSLEY et al., 2008).

Um estudo de investigacdo de transmissdo foi mais além e detectou DNA de A. platys
em ninfas de Dermacentor auratus que infestavam cées na Tailandia, porém ndo foi possivel
demonstrar o potencial de transmissdo (PAROLA et al., 2003) visto que nao foi realizado os

protocolos experimentais para investigar e detectar DNA do agente nas proximas geragdes
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do carrapato e em hospedeiros vertebrados como nos estudos de competéncia vetorial
(MORAES-FILHO et al., 2015; EISEN, 2020)

A respeito da capacidade vetorial e de transmissibilidade de A platys por R. sanguineus
no ultimo estudo experimental de que temos conhecimento ndo comprovou a transmissdo do
agente etiologico para os caes (SIMPSON et al., 1991). Diversos trabalhos ainda relatam a
necessidade de mais estudos para investigar sobre competéncia vetorial de
R. sanguineus, visto que muitos estudos detectam coinfeccdo de A. platys com E. canis com
prevaléncia de infeccdo semelhantes ndo podendo descartar esse potencial de transmissdo
(MADIGAN et al. 2000; ALMEIDA et al., 2012; RAMOS et al., 2014)

Como cées séo afetados por diversos ectoparasitos no ambiente urbano, e como o ciclo
biologico de A.platys ainda apresenta lacunas e ndo esta elucidado, sendo a avaliacdo de outros
ectoparasitos necessario ser realizada. Um dos candidatos em potencial é a pulga
Ctenocephalides felis felis (BOUCHE, 1835) devido sua importancia e relevancia na medicina
veterinaria e saude publica, devido a veiculacdo de diversos agentes infecciosos como:
cestodeos, protozoarios, virus, bactérias e rickettsias aos animais e ao homem (VOBIS et al.,
2003; RUST, 2005; PEREZ-OSORIO et al., 2008).

Um estudo epidemioldgico importante, relacionado com a transmissdo de A platys e
diferentes vetores incriminados no estado do Parand, foi o estudo que determinou a
prevaléncia molecular de A. platys superior a B. vogeli, com auséncia de E. canis, no periodo
do inverno, com prevaléncia de R. sanguineus baixa e com prevaléncia de A. cajennense
superior (RIBEIRO et al., 2017). Este achado reforca a participacéo de outro vetor artrépode
envolvido na sua transmisséo, sendo necessario estudos futuros para descartar ou confirmar a
participacdo de R. sanguineus como vetor de A. platys.

Estudo realizado no Sul do Brasil, relata também a possibilidade de transmissédo de A.
platys por outros vetores diferentes dos carrapatos, visto que no periodo de inverno em que a
prevaléncia de piolhos € maior e sobrepdem a prevaléncia de carrapatos e aumentam neste
periodo a prevaléncia molecular de infeccdo por A. platys reforcando desta forma evidéncias
da vetoracdo por outro piolho e outros ectoparasitas como piolhos Heterodoxus. (BROWN et
al., 2005; RIBEIRO et al., 2017)

Novos estudos precisam ser conduzidos para que a evidéncia de transmissdo seja
comprovada por algum vetor artropode. Diante disto as especula¢es continuam devido
estudos que demonstram a competéncia vetorial de R. sanguineus sensu stricto ja

documentada, fornecendo inclusive as evidéncias de transmissdo transovariana (vertical) e a
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transmisséo transestadial (horizontal) (SNELLGROVE et al., 2020)

Os vetores que podem estar envolvidos na transmissdo de A. platys sao carrapatos de
diversas espécies como: Dermacentor aratus (PAROLA et al, 2003) Haemaphysalis
longicornis e Ixodes persulcatus (KIM et al., 2006) além de piolhos de espécie Heterodoxus
springer (BROWN et al., 2005), mosquitos da espécie Anopheles sinensis (WEN-PING et al.,
2016) e pulgas Pulex irritans e Ctenocephalides felis (PEREZ-TANORA et al., 2019)
entretanto até 0 momento sem comprovacao da competéncia vetorial.

Alguns relatos de experiéncias na rotina da clinica médica de cdes merecem destaque,
visto que na estacdo de inverno, a prevaléncia de A. platys sobrepde ao diagndstico de
Ehrlichia sp. pelo kit de triagem o Snap 4Dx Plus e as infestagdes por carrapato diminuem
com casos de ehrlichiose proximo a zero além dos relatos de aumento de infestaces por
mosquitos. O mesmo aconteceu com alguns trabalhos no Sul do pais. Esses dados ainda néo
publicados sdo de uma clinica veterinaria na zona oeste do Rio de Janeiro. Uma analise
descritiva desses dados € o proximo passo como estudo epidemiolégico nesta regido para
corroborar os achados na rotina e os relatos de A. platys no inverno. (SILVA, Dados nao

publicados).

2.2.6 Patogenia, alteracdes clinicas e laboratoriais

As alteracdes decorrentes da patogenia relacionada a anaplasmose causada por A. platys
e outros hemoparasitos da familia Anaplasmataceae sdo bem conhecidas pelo principal quadro
de trombocitopenia recorrente. Entretanto, esse ndo é um sinal patognoménico (FERREIRA
et al., 2008), porém muito comum em nossa rotina. Diante deste achado ndo podemos
negligenciar estes casos que séo passiveis de investigacéo para fechar o diagnostico (GAUNT
et al., 1990).

Ha relatos na literatura de que ha uma trombocitopenia transitéria relacionada ao
minimo de plaquetas parasitadas que sdo sequestradas pelo baco e também com quadros de
agregacao plaquetaria, causando o que chamamos de pseudotrombocitopenia, sendo esse
quadro normalizado com o tempo e (HILBER et al., 1986) e a cronificacdo do quadro clinico
manifestado pela enfermidade (WOODY; HOSKING, 1991)

As alterac6es clinicas e laboratoriais desta enfermidade sdo inespecificas como: febre,
anemia, depressdo, anorexia, trombocitopenia, macroplaquetas, monocitose (DAGNONE et
al., 2003; HARRUS et al., 1997; ANTOGNONI et al., 2014)

Outros sinais clinicos e alteracdes laboratoriais podem variar de acordo com outros
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fatores como: idade do animal, imunocompeténcia, fases da doenca, raca e susceptibilidade
intrinseca. Podemos encontrar outras altera¢cfes como: fraqueza muscular, letargia, dispnéia,
secrecdo mucoide, epifora purulenta, esplenomegalia, hiperqueratose em plano nasal
(TROTTA et al., 2009; SAINZ et al., 1999).

As alteragdes patologicas graves que sdo registradas na literatura: hemorragia petequial
e equimose grave, trombocitopenia severa chegando ao quadro de 20.000 plaquetas / ml com
ou sem agregados plaquetarios (GAUNT et al., 1990) havendo também alteracdes patolégicas
generalizadas incluindo linfonodomegalia, hiperplasia folicular no baco e linfonodos
submandibulares, pré-escapulares, popliteos, mesentéricos e alteracbes em medula Gssea
(TOMASI et al., 2014, BAKER et al., 1987)

A importancia de investigacao dos casos de anaplasmose se faz necessario, visto que as
alteracdes clinicas e laboratoriais sdo importantes para um diagnostico precoce desta
enfermidade. Diante disto, somente apds o trabalho de Tomasi et al., (2014) que encontraram
A. platys parasitando plaquetas e suas células precursoras encontradas na medula éssea de
caes jovens, sendo este achado uma resposta para explicar o porqué do decréscimo de
plaquetas no sangue total, sendo uma especificidade parasitaria desta bactéria que ndo havia
sido relatado com a presenca de mérulas nos megacariocitos em trabalho anterior (RUSSEL;
GRINDEM, 2000).

Muitos pesquisadores da época ja questionaram a respeito de enfatizar a
trombocitopenia como o principal achado para diagnosticar a anaplasmose por A. platys, visto
que este achado é habitual em diversas enfermidades como diagnostico diferencial para:
ehrlichiose (DAGNONE et al., 2003) doencas imunomediadas idiopaticas, enfermidades
secundarias a utilizacdo de drogas; neoplasias (hemangioma, hemangiossarcomas) doencas
infecciosas (cinomose, leishmaniose, reacdo p6s vacinal, microangiopatia (DUMLER et al.,
1995, DUMLER et al., 2001, HARVEY et al., 2006, MELTER et al., 2007). Alguns casos
podem se agravar com as coinfec¢bes com outros microrganismos e também com casos ndo
infecciosos como doencas metabdlicas e neoplasicas que podem agudizar o quadro clinico e
laboratorial podendo chegar a casos fatais (CASTRO et al., 2004; DANTAS- TORRES, 2008)

2.2.7 Diagnostico
Na rotina da clinica médica de pequenos animais e de forma empirica, muitos

profissionais fazem o diagndstico laboratorial de hemoparasitose, de forma incompleta,
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baseado somente no achado de trombocitopenia (MACIEIRA et al., 2005). Esses casos ainda
acontecem com proprietarios de baixa renda, onde o responséavel pelo animal deseja fazer o
tratamento baseado na experiéncia do médico veterinario clinico, porque apresenta restricbes
financeiras 0 que impede de realizar exames complementares para confirmacdo do
diagndstico. Além disso, ainda existem tutores que chegam ja para consulta com o diagndstico
sugestivo baseado nos resultados de exames com trombocitopenia ou histérico da presenca de
carrapato ja iniciado tratamento com doxiciclina (SILVA, 2022- Observagdo pessoal).

Os métodos mais utilizados em ordem crescente de importancia sdo: exame direto de
esfregaco sanguineo para identificacdo de moérulas intraplaquetarias, deteccdo de anticorpos
por imunofluorescéncia indireta e deteccdo de DNA alvo pela reacéo de cadeia em polimerase
(PCR) (FERREIRA et al., 2008).

Por muitos anos o exame direto para visualizacdo de mdrulas no interior de plaquetas
foi utilizado para diagndstico com sucesso na fase aguda, entretanto caiu em desuso devido a
baixa sensibilidade apesar da especificidade alta (HARVEY etal., 1978; RAMOS et al., 2009).

Como ja vimos, apesar de estar em desuso devido a sensibilidade baixa, mesmo assim
ainda é utilizado até hoje com menor frequéncia, devido ao custo baixo e por ja fazer parte da
rotina em patologia clinica veterinaria. Entretanto é desencorajado por alguns autores devido
a baixa concordancia com a PCR que é considerada mais precisa que a citologia, mesmo com
0 uso de capa leucocitaria (RAMOS et al., 2009; FERREIRA et al., 2007), que em particular,
ndo faz mais parte da rotina na clinica veterinaria, visto que a maioria dos exames sdo
solicitados como: hemograma completo com pesquisa de hemoparasitos sem capa leucocitaria
(SILVA, 2022 - observacéo pessoal)

Até o momento, para o diagndstico imunoldgico temos disponivel no mercado brasileiro
e internacional, o kit de diagnostico qualitativo rapido (SNAP 4Dx Plus IDEXX Laboratories),
que utiliza proteina p44 de A. phagocytophilum como antigeno além de proteinas p30 se p30-
31 referente a E. canis para detectar anticorpos das classes de IgM e 1gG para deteccdo pos
infeccdo a partir de 8 dias, mesmo com a reacdo cruzada que pode existir (GREENE, 2006;
BARR, 2009; BREITSCHWERDT, 2013), mesmo assim &
considerado um bom teste para diagnéstico, visto que diferencia os agentes envolvidos que
ndo podem ser diferenciados pelo exame direto de esfregaco além de oferecer um diagndstico

sorolégico nos casos em que nunca foram utilizados teste de diagndstico
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imunoldgico para o animal acometido.

O diagndstico assertivo desta hemoparasitose, assim como todo estudo para diagndstico
definitivo de uma enfermidade seja ela parasitaria como infecciosa também, recomenda-se
pelo menos a utilizacdo de dois testes de diagndstico na triagem para evitar os resultados falso
negativos na PCR e os falsos positivos na sorologia (LASTA et al., 2013).

Apesar das inovagdes no diagndstico molecular, em especial a PCR ao longo dos anos
sofreu modificacBes devido as particularidades dos agentes parasitarios envolvidos além das
interferéncias intrinsecas a cada agente etioldgico estudado. As modificacBes das técnicas de
diagndstico molecular sdo adaptacdes referentes aos genes alvos principalmente para detectar
carga parasitaria reduzida ao longo do curso da doenca ou para detec¢do do agente na fase
subclinica (GASSER, 1999). Essas adaptacOes refletem o avanco de grande impacto
permitindo a diferenciacdo de taxons e mudanca na nomenclatura de espécies dentro da
mesma familia, isolamento de genes expressos, deteccdo de genes resistentes a drogas, além
de estudos de genotipagem e fenotipagem alem de anélises filogenéticas (GASSER, 1999;
DUMLER et al., 2001)

Diante das técnicas de biologia molecular, a g°PCR Real time ¢ uma metodologia
qualitativa, adaptacdo ou modificagdo da PCR convencional que amplifica 0 DNA em tempo
real permitindo quantificar o material genético da amostra inicialmente, utilizando a
fluorescéncia (SyBrGreen; Sonda TagMan). Esta técnica possui alta precisdo e rapidez
reduzindo o risco de contaminac¢édo pois nao ha contato externo com as amostras apds a reacao.
Como vantagem temos a deteccdo de mutacOes ou variacGes genéticas. Porém uma
desvantagem € o ensaio baseado em polinucleotideo p44 da proteina de superficie de
membrana, sendo um fragmento variavel oferecendo uma precisdo duvidosa para o
diagndstico de hemoparasitos (LIN et al., 2003; GAUNT et al., 2020)

A nPCR Real time ou nestedPCR é uma metodologia qualitativa sendo uma adaptacao
também da PCR convencional e envolve duas reacdes de PCR em rodadas sucessivas. A
primeira PCR amplifica uma regido maior do DNA alvo e a segunda PCR usa o produto da
primeira reacdo como moldes e pares de primers internos. A segunda amplificacdo aumenta a
sensibilidade e especificidade pois reduz os falsos positivos e detecta quantidades pequenas de
DNA. Essa metodologia é utilizada para detectar patdgenos com baixa carga parasitaria em
fase inicial de infeccdo. Esta técnica reduz a amplificacdo de DNA ndo especifico e como
desvantagem ela é mais onerosa, mais tempo, maior risco de contaminagdo cruzada entre as

etapas e ndo é usada para quantificagdo o que prejudica casos que necessitam de valor de
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carga parasitaria (YAP et al,, 1994; PUSTERLA et al., 1999; MARTINS et al., 2005;
ABARCA et al., 2007)

Um estudo experimental com amostra de tecidos linféides como baco e medula 6ssea
foi realizado com objetivo de investigar os casos falsos negativos da PCR para A, platys em
amostras de sangue total na fase aguda, e como resultado foi observado positividade para todos
os tecidos que foram submetidos a técnica de gPCR. (EDDLESTONE et al., 2007)

Para o diagnostico molecular em especial os hemoparasitos em geral, € necessario o
conhecimento do ciclo biolégico e o comportamento do agente infeccioso no sistema biolégico
do hospedeiro, visto que muitos casos falsos negativos ocorrem devido o sequestro do material
genético para o sistema mononuclear fagocitario (SMF) localizados nos principais orgaos
parenquimatosos como baco, figado, linfonodos e a medula Ossea. Em particular na
anaplasmose por A. platys, as plaquetas parasitadas sdo sequestradas para o baco realizando a
hemocaterese (EDDLESTONE et al., 2007)

E valido lembrar que A. platys pertence a um grupo de organismos rickettsiais que n&o
sdo cultivaveis, diferente de ehrlichias que tem seu crescimento consolidado em cultura de
células BHD2 (ANDERSON et al., 1991)

Diante das particularidades de cada técnica associada com preparo das amostras para a
reacao, isolamento, preparo e purificacdo do acido nucleico além das precaucdes para evitar
contaminacdo novos estudos foram desenvolvidos usando outros alvos como genes 16S rDNA,
gltA, GroEL como um dos objetivos para evitar os falsos negativos (GASSER, 1999; YAP et
al., 1994, INOKUMA et al., 2002; HUA et al., 2000; RAMOS et al., 2014, FERREIRA et al.,
2007; OTRANTO et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2013).

2.2.8 Tratamento

O estudo inicial do tratamento da anaplasmose em cdes se deu no mesmo ano da sua
descoberta como micro-organismo intracelular pela primeira vez parasitando plaquetas de cées
na Flérida. Inicialmente foi nomeado como Ehrlichia platys. Foi demonstrado a sensibilidade
desta bactéria ao cloridrato de tetraciclina via oral aos cdes com diagndsitco direto pelo método
de esfregaco sanguineo (HARVEY et al., 1978). Esse tratamento foi utilizado por muitos anos
com sucesso, até que os pesquisadores perceberam a rescidiva da infeccdo com o surgiemnto
de novas morulas no esfregaco com a interrup¢do do tratamento (FRENCH; HARVEY, 1984).

No mesmo trabalho realizado por French e Harvey (1984) a oxitetraciclina foi utilizada
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como droga para comparacdo entre as tertraciclinas de 12 geracédo e foi observado 0 mesmo
resultado com o ressurgimento de méulas no sangue periférico, levando a conclusédo de sua
ineficacia em protocolos curtos ou suspensao precoce do tratamento.

No final da década de 90, no mesmo periodo em que pesquisadores estudavam novas
terapias para ehrlichia além das tetraciclinas de 12 geracdo (BREITSCHWERDT et al., 1998),
Baker et al. (1997) publicaram seus resultados com estudo clinico e experimental demonstrando
que a tetraciclina de 22 geracdo, a doxiciclina era capaz de ultrapassar a membrana dos
megacariécitos dentro da medula 6ssea e plaquetas comprovando a eficicia absoluta no
tratamento. O mesmo foi comprovado e ratificado em estudos com ehrlichia (PRICE et al.,
1975; BREITSCHWERDT et al., 1998).

Com a evolugéo no diagndstico de bilogia molecular, o monitoramento da prevaléncia
destas infeccOes diante do tratamento proposto, tornou o estudo clinico mais eficaz, visto que o
diagnostico de coinfeccGes aumentou sua frequéncia com o entendimento do porqué de casos
clinicos mais graves (BEALL et al., 2005). A biologia molecular com a utilizagdo da PCR, nao
somente como ferrramenta para estudos epidemioldgicos, passou a desempenhar um papel
muito aléem de diagnostico e diferenca entre micro-organismos (RAMOS et al., 2009), tornou-
se capaz de monitorar eficacia de tratamento e até selecdo de dorgas refratarias no tratamento
de ehrlichia até 0 momento (DINIZ; DE AGUIAR, 2022).

Os trabalhos mais recentes e de impacto na medicina veterindria a respeito das
hemoparasitoses, referem-se ao tratamento de doencas transmitidas por carrapatos com enfoque
em bactérias. O primeiro representa um dos documentos mais importantes, publicado pelo
College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM), que estabelece as diretrizes mundiais
oficiais para o tratamento das doencas transmitidas por carrapatos em cdes. Este consenso
chancelou e estendeu o uso da doxiciclina (10 mg/kg, a cada 12 ou 24 horas) pelo periodo
minimo de 28 dias para garantir a eliminacéo tecidual total (SAINZ et al., 2015)

O segundo trabalho é uma revisdo internacional liderada por pesquisadores brasileiros e
contempla atualizac6es globais sobre os géneros Ehrlichia e Anaplasma. O trabalho consolidou
os protocolos terapéuticos mais modernos e validou o uso da minociclina como a principal
alternativa farmacoldgica e de segunda linha para pacientes que apresentam intolerancia
gastrointestinal severa ou refratariedade a doxiciclina. Além disso identificou, mapeou e

classificou as cepas quanto a sua patogenicidade e gravidade (DINIZ; De AGUIAR, 2022).
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2.3 Babesia vogeli (Piana & Galli-Valerio, 1937) Reichenow (1937)
2.3.1. Historico da Babesiose canina

A descoberta do género Babesia spp. aconteceu na época em que 0 continente europeu no
periodo de 1887 e 1890 enfrentou uma grande epidemia que atingia o delta do Rio Danubio
causada pela peste bovina. Um século depois, entre os anos de 1986 e 1989 o Quénia sofria com
este surto que comegou a se espalhar pela Africa Oriental (WAMWAYI et al., 1992).

Os pesquisadores na época que faziam parte do grupo de médicos e microbiologistas
chefiados por Victor Babes procuravam encontrar o agente etioldgico que seria responsavel
pelo surto que acometia 0s bovinos do Delta do Rio Danubio, visto que os sinais se
assemelhavam com o da peste bovina. Mas foi em 1888, que Victor Babes foi o primeiro a
descrever o género Babesia spp. (BABES, 1888; Apud UILENBERG, 2006)

Neste periodo, muitos pesquisadores estavam com divergéncias nas descobertas, visto
que a enfermidade hemoglobinuria enzodtica estava sendo relatada como uma enfermidade
desde a antiguidade no Egito. Diante deste fato, a infeccdo por Babesia pode ter sido a primeira
referéncia historica na Biblia no livro de Exodo no capitulo 7, versiculo 14 onde se relata a peste
do gado egipcio do Farad6 Ramses Il que ficou conhecida na época como a febre da agua
vermelha dos bovinos em que na Biblia é relatada como a primeira praga do Egito, em que a
agua vira sangue (HOMER et al., 2000).

Em 1888, Victor Babes, reconheceu primeiramente a Babesia como Haematococcus
bovis, visto que apresentava as mesmas caracteristicas morfoldgicas, de coloracdo ao
microscopio Optico por parasitar heméacias exclusivamente causar hematuria, hemoglobindria e
outros achados clinicos e anatomopatoldgicos, como aos da enfermidade hemoglobinuria
enzootica (BABES, 1888; Apud, HOMER et al., 2000).

Em 1893, Starcovici, pesquisador do grupo de Victor Babes, reavaliou o agente etiologico
em questdo, visto que além das contradicdes, especulacdes entre os pesquisadores da época em
suspeitar de uma virose endémica, a peste bovina, apds sua revisdo, denominou-o em B. bovis
em homenagem ao seu mestre (BABES, 1888; Apud, HOMER et al., 2000).

Ainda em 1893, Smith & Kilborne, estudaram a febre do Texas em bovinos no Sul dos

EUA e esse trabalho foi um marco na histéria natural da transmissdo da Babesia entre
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hospedeiros vertebrados. Esse trabalho pela primeira vez associa o carrapato como vetor
biolégico na transmissdo da Babesia sendo hoje considerado uma referéncia para estudos
experimentais de infeccdo envolvendo artrépodes e vertebrados para estudos de diversos
patdgenos, enfatizando estudos experimentais de infec¢do por piroplasmideos.

A medida que os trabalhos eram publicados e a descoberta da participacdo de artropodes
no ciclo bioldgico da Babesia, muitos pesquisadores comegaram a publicar o registro de novas
espécies e seus respectivos hospedeiros e vetores. Como exemplo tem o caso da primeira
descricdo de B. canis por Pianna-Galli Valério em 1895 na Italia. A partir dessa descricdo a
nova espécie de Babesia em cies passou a ser relatada em varios paises da Europa, Asia, Africa,
América do Norte e América do Sul (RISTIC, 1988).

Nas décadas seguintes, novas espécies foram registradas como Babesia gibsoni com
variacdo nos sinais clinicos com base nas diferencas encontradas nos carrapatos vetores, na
morfologia de grandes e pequenas babesias e nas regides geograficas como Europa, Africa,
Africa subsaariana e Asia. (UILENBERG et al. 1989).

Os mesmos autores continuaram os estudos selecionando duas linhagens de Babesia
(grande babesia) provenientes de cdes da Franca e transmitidos por Dermacentor reticulatus,
duas linhagens do norte da Africa, tendo como vetor R. sanguineus e uma linhagem da Africa
do Sul transmitidas por Haemaphysalis leachi. Foram feitas comparacbes como teste de
imunidade cruzada em cées e teste de imunofluorescéncia indireta (IFI). Como desfecho dos
estudos, Uilenberg et al. (1989) propuseram a utilizacdo de um sistema trinominal para
nomenclatura de trés grupos distintos para Babesia canis com trés subespécies e seus
respectivos vetores: B. canis canis tendo como vetor bioldégico Dermacentor reticulatus, B.
canis vogeli, como vetor R. sanguineus e B. canis rossi, como vetor Haemaphysalis leachi.

Penzhom (2020) relata em sua revisao a importancia de busca por literatura com cautela
para o estudo da babesiose em caes, visto que, no periodo entre 1895 e 1938 foi demonstrado
que B. canis foi referenciada como agente etiologico, porém se tratava de 3 espécies distintas
assim como seus vetores e regides fisiograficas. O mesmo ocorreu entre o periodo 1940 e 1989
com os artigos de clinica, terapéutica e profilaxia. Entretanto o autor relata que relatorios
clinicos da Europa podem ser atribuidos com seguranca para B. canis, assim como relatorios
para Africa podem ser atribuidos para B. rossi e outras areas ao redor do mundo, podem ser

atribuidas a B. vogeli sem risco de atribuir ao outro agente piroplasmideo envolvido.
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2.3.2 Posi¢ao Taxondmica

Segundo O’Dwyer & Massard (2002) o género Babesia pertence:

Filo MIOZOA Cavalier-Smith, 1987

Infrafilo APICOMPLEXA Lewine, 1970

Classe COCCIDIOMORTHEA Doflein, 1901

Ordem PIROPLASMORIDA Wenyon, 1962

Familia BABESIIDAE Poche, 1913

Género Babesia Starcovici, 1893

Espécie Babesia vogeli, (Piana & Galli-Valerio, 1895) Reichenow, 1937

Desde a descricdo do género Babesia e posteriormente a descoberta de novas espécies
sendo as primeiras B. bovis, B. canis e outras babesias, o conceito de nomenclatura zoologica
para a correta descricdo taxonbmica, era baseada na morfologia intraeritrocitaria, como o
formato amebdide ou piriforme grande ou pequeno, formacéo de cruz de malta, especificidades
dos hospedeiros como cées domesticos para B. canis e microscopia optica. Além dos critérios
biologicos como morfologia, coloragdo na hematoscopia e ciclo bioldgico nos hospedeiros
vertebrados e invertebrados. (UILENBERG, 1989; UILENBERG, 2006; HOMER, 2020).

Com a evolucédo dos estudos de biologia molecular novos critérios foram introduzidos
como: estudo e analise dos genes em cada genoma, caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
diversos micro-organismos identificando as mudancas de género e espécies dentro da mesma
familia, sendo o exemplo mais evidente de que temos conhecimento, sdo as mudancas na
nomenclatura de géneros e espécies dentro da familia Anaplasmataceae e a nomenclatura
trinominal das subespécies de Babesia que mudaram para binominal nas espécies de Babesia
em cdes (UILENBERG, 1989; UILENBERG, 2006; DUMLER et al., 2001).

2.3.3 Ciclo bioldgico e formas de transmissao

Como a maioria dos artropodes ectoparasitos sdo conhecidos como vetores biolégicos ou
mecanicos de patdgenos, com algumas excecdes 0 género Babesia, em especial B. vogeli possui
como vetor bioldgico o carrapato da familia Ixodidae, sendo o R. sanguineus o principal vetor
ainda conhecido. (LEVINE, 1971; MAHONEY, 1977).

A estratégia para evolucdo e perpetuacdo da espécie em B. vogeli, foi utilizar a infec¢do

por meio da alimentagdo do carrapato vetor no momento da inoculagdo de saliva
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contendo o0s esporozoitos infectantes. (HOMER, 2000; VIDOTTO; TRAP, 2004;
UILEMBERG, 2006).

Como todo membro do Filo Apicomplexa, a Babesia spp. por meio do seu complexo
apical realiza invasdo nos acinos das glandulas salivares do carrapato antes do repasto
sanguineo, onde ja ocorre a fase esporog6nica chegando a produzir milhares de esporozoitos
infectantes antes da inocula¢do nos hospedeiros. Os esporozoitos sdo a forma infectante que
sera liberada com a saliva do carrapato durante sua alimentagdo. A carga parasitaria estimada,
de esporozoitos em cada glandula salivar é de 5 a 10 mil esporozoitos (HOMER et al., 2000).

Ao penetrar nos eritrocitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos ameboides ou
piriformes que se multiplicam em fissdo binaria dando origem ao merozoitos que vao iniciar
de merogonia. A intensa multiplicacdo nos eritrocitos se rompem e liberam 0s merozoitos que
tornam a invadir outros eritrocitos, aumentando o volume e se transformando em gamontes
(UILENBERG, 2000).

O sangue dos hospedeiros ingerido pelo carrapato contendo 0s merozoitos séo digeridos
pelo intestino aqueles que ndo se diferenciam em gamontes. Enquanto 0s que se
desenvolveram em gamontes penetram no intestino e ddo origem ao cineto de aspecto radiado
(KOCH, 1906). Com a fusdo destas formas surge o zigoto movel que vai dar origem o
oocineto, que se multiplica e deixa a célula intestinal e cai na hemocele, invadindo varios
Orgaos do carrapato dando origem a varios esporocinetos que invadem os ovarios, infectando
0s ovos e transmitindo a infeccdo para a proxima geracdo, sendo chamada esse tipo de
transmissdo transovariana (UILEMBERG, 2000).

Uma importante caracteristica no ciclo biologico da Babesia € a transmissao
transovariana, visto que permite a manutencdo da parasitemia no carrapato por varias
geracOes, enquanto o carrapato se alimenta em diversos hospedeiros vertebrados, nao
perdendo sua infectividade. Com essa particularidade o carrapato é capaz de transmitir a
Babesia para cées, mesmo ap0s se alimentar por 5 gera¢es no ourico como um bom exemplo
ja registrado (SHORT, 1973; SOULSBY, 1987; CHAUVIN et al., 2009)

Na babesiose também ocorre a transmissao transestadial, visto que a manutencdo e
persisténcia da infeccdo no carrapato sdo possiveis por dois tipos de estratégias, a transmissao
transovariana ja relatada e a transestadial. Esta por sua vez permite a perpetuacdo da babesia
no carrapato, sendo sua bacteremia mantida na hemocele até que a proxima geracdo esteja

pronta para realizar o repasto sanguineo em outro ou N0 Mesmo
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hospedeiro. Antes mesmo de iniciar a infec¢do 0s esporozoitos antes de serem liberados com
a saliva do carrapato apresentam uma carga parasitaria estimada ja pronta na glandula salivar
de até 10 mil esporozoitos (HOMER et al., 2000), sendo que o carrapato soO se torna infectante
apos fixacdo no hospedeiro (VIDOTO; TRAPP, 2004).

Pesquisadores no Brasil que estudam sazonalidade, ecologia e biologia parasitaria de R.
sanguineus (s.l.) e transmissdo de agentes patogénicos por artropodes, relatam infeccdo por B.
vogeli associada a altas infestagdes por carrapato durante todas as estaces do ano, realizando
quatro geracOes /ano, revelando condigdes favoraveis para o desenvolvimento deste vetor
associado a perpetuacdo da B. vogeli em cdes também o ano inteiro, com algumas excecoes.
(LOULY, 2003; VIDOTTO; TRAPP, 2004; LABRUNA, 2004)

2.3.4. Aspectos epidemioldgicos

As espécies de babesia que acometem os cées ao redor do mundo estdo intimamente
ligadas aos seus vetores invertebrados, visto que a distribuicdo geografica das diferentes cepas
estd intimamente ligada a competéncia vetorial restrita em algumas regides do pais, como ocorre
com os vetores de Ehrlichia spp, Borrelia spp e Rangellia spp respectivamente (BAHIENSE et
al., 2020; EISEN, 2020; SOARES et al., 2018; FOURNIER et al., 2020).

Como a ampla distribuicdo das prevaléncias pode variar nas regides tropicais e
subtropicais (TABOADA, 1992), podemos encontrar outras espécies mais patogénicas como
B. rossi especificamente na Africa e outras babesias como B. canis e B. vogeli conhecida como
grande babesia (2,5 - 5,0 um) na Asia, Australia, Europa e nas Américas. (MARTINOD et al.,
1986; UILENBERG et al., 1989). Entretanto B. gibsoni, conhecida como pequena babesia (1,0
- 2,5 um) pode ser encontrada na Africa, América do Norte e Asia (LOBETTI, 1998), Europa
(CONRAD et al., 1991; BIRKENHEUER et al., 1999) e no Sul do Brasil (TRAPP, 2006).

Durante muito tempo, de acordo com as classificacbes j& mencionadas, pequenas e
grandes babesias, acreditava-se que as unicas espécies causadoras de babesiose em cdes ao
redor do mundo, eram B. canis e B. gibsoni (BOOZER e MACINTIRE, 2003).

Entretanto, outras variaveis intrinsecas ao agente etiolégico como propriedades
antigénicas e especificidades de diferentes vetores além de variaveis extrinsecas como
distribuicdo geografica, foram importantes para levantar a hipdtese da existéncia de uma

linhagem geneticamente distinta dentro do complexo B. canis sendo proposto a sua diviséo
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em trés subespécies (UILENBERG et al., 1989; HAUSCHILD et al., 1995).

Estudos anteriores de biologia molecular foram o diferencial para comporvar e
confirmar as especulacfes que até entdo sugeriam diferencas que iam além da morfologia das
babesias. Logo baseado em distribuicdo geografica, diferentes carrapatos vetores,
propriedades antigénicas e principalmente a patogenicidade, que é uma variavel importante
para sugerir diferencas entre espécies, com uma visao em clinica médica, foi demonstrado que
existem diferencas entre as babesia por todo o mundo (REICHENOW, 1935; UILENBERG
et al., 1989; LEWIS et al., 1996; SCHETTERS et al., 1997).

O trabalho de Uilenberg et al. (1989) foi um marco importante na época visto que de
acordo com a variavel patogenicidade e diferentes vetores invertebrados foi possivel
comprovar as diferencas a nivel molecular porpondo um sistema trinominal de nomenclatura
para diferenciar as 3 subespécies de B. canis a nivel taxonémico selecionando-as em diferentes
continentes : B. c. canis transmitida pelo Dermacentor reticulatus na Europa, B. c. vogeli,
transmitida por R. sanguineus (s.l.) no Norte do Sul da Africa, nas Américas, Asia, Austrélia
e Europa e B. c. rossi a mais patogénica Haemaphysalis leachi na Africa do Sul. No Brasil a
B. c. vogeli é a principal subespécie que acomete os caes (VIDOTTO; TRAPP, 2004; JOJIMA
et al., 2008) porém ja foi isolada B. gibsoni no Brasil (TRAPP et al., 2006).

Nos anos seguintes a publicacdo de Uilenberg et al. (1989), foi observado a transicao
gradual com mudanca na nomenclatura baseado na epidemiologia molecular e principalmente
na filogenia molecular através do sequenciamento do gene 18S rRNA, com a publicacao
sequencial de alguns autores (ZAHLER et al., 1998; CARRET et al., 1999).

Nos anos seguintes novos estudos baseados em genotipagem confirmaram a existéncia
de 3 espécies distintas com a nomenclatura trinominal sendo eliminada visto que as
subespécies anteriormente denominadas apresentaram divergéncia genética e agora foram
denominadas de B. canis, B. vogeli e B. rossi (UILENBERG, 2006; IRWIN, 2009; SOLANO-
GALLEGO e BANETH, 2011). No mesmo periodo, os estudos de genotipagem permitiram a
caracterizacdo de novas espécies pertencentes aos géneros Babesia e Theileria que infectam
cdes (SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2011).

Com o advento dos estudos de biologia molecular e a respeito da nova classificacéo
taxonémica de grandes babesias, de certa forma impulsionaram os estudos de outras espécies
de pequenas babesias em cdes. Alguns postulados tomados como verdade, a respeito de
pequenas babesias direcionam o conhecimento de que o0s cédes sejam afetados somente pela
espécie B. gibsoni (CACCIO et al., 2002).
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Os estudos realizados no periodo compreendido entre o final da década de 1990 e
meados de 2000, incluindo os estudos de Caccio et al. (2002) demonstraram que existem
inimeras espécies de “pequenas babesias” em cdes ¢ nem todas sdo B. gibsoni.

Os novos estudos de Babesia, tem sido observado também a utilizacdo de analises
filogenéticas do gene 18S rRNA e da mesma forma com B. canis foi encontrado também para
B. gibsoni pelo menos trés espécies distintas: um isolado da Asia, outro da California e o
terceiro da Europa. O isolado asiatico € o organismo original encontrado na india, sendo
considerado B. gibsoni sensu stricto (ss) (PATTON, 1910; TRAPP et al., 2006). O isolado da
California é uma especie diferente com algumas caracteristicas do género Theileria, sendo o
nome B. conradae proposto para este isolado (KIEMTRUP et al., 2000) O isolado da Europa
€ uma Theileria com parentesco proximo a B. microti (CRIADO-FORNELIO et al., 2003) que
foi nomeada Theileria annae (CAMACHO et al., 2001).

Alguns trabalhos demonstraram a infeccdo de cées por outras espécies pequenas de
piroplasmideos como T. equi (FORNELIO et al., 2004; FRITZ, 2010) e B. microti-like
(ZAHLER et al., 2000). Um trabalho realizado na Arabia Saudita que mostra a mesma espécie
de T. equi em cées de clinicas veterinarias e de cdes que vivem afastados da cidade e desta
clinica veterinaria em contato com equinos mostrando a permuta de agentes patogénicos
transmitidos por carrapatos entre diferentes espécies com auséncia de contato entre os cédes
das diferentes localidades (SALIM et al., 2019).

2.3.5. Hospedeiros vertebrados e vetores

No estudo da transmissdo de hemoparasitos, em particular B. vogeli, 0os hospedeiros
vertebrados e invertebrados apresentam caracteristicas especificas de cada espécie para que haja
a transmissdo do agente patogénico e sua perpetuacdo. Nesse contexto, o estudo da competéncia
vetorial, abre caminhos para o conhecimento de novas espécies de hospedeiros e vetores
competentes para 0 sucesso da transmissdo. (BAJER; DWUZNIK-SZAREK, 2021,
MARTINEZ-GARCIA et al., 2021).

Ja é de conhecimento na literatura, ao longo desses anos, que o cdo € o principal
hospedeiro vertebrado da B. vogeli no ambiente urbano e rural. Varios autores ja relataram que
a diversidade de ambientes que o cdo doméstico tem acesso, faz com que ele seja responsavel
pela permuta de diferentes patdgenos entre diversos ambientes (MASSARD et al., 1981;
LABRUNA et al., 2000; SZABO et al., 2013; LUZ et al., 2014) permitindo que este protozoario

adaptasse seu ciclo de vida aos diferentes vetores, assim como acontece com 0
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Hepatozoon canis (GIANNELLI et al., 2013).

A babesiose é prevalente em ambiente rural, urbano e silvestre com a participacéo de R.
sanguineus (s.l.) sendo seu principal vetor nesses ambientes (O’DWYER et al., 2001, 2009).
Entretanto, alguns trabalhos relatam a participacdo de diferentes vetores ja encontrados para
diversas espécies de babesia ao redor do mundo que afetam canideos como B. vogeli, B. canis,

B gibsoni e B rossi respectivamente. (BAJER; DWUZNIK-SZAREK, 2021).

Um estudo realizado por pesquisadores do México relata duas espécies de babesia B.
vogeli e B. gibsoni que foram isoladas via PCR dos mesmos vetores em comum (Haemaphysalis
spp.; R. sanguineus e R. turanicus) e hospedeiros vertebrados todos cdes. No mesmo estudo
Ixodes ricinus foi encontrado como possivel vetor para B. gibsoni e B. venatorum. Outros
vetores isolados foram encontrados como R. haemaphysaloides para B. vogeli e Ixodes
persulcatus para B. venatorum (MARTINEZ-GARCIA et al., 2021)

Babesia vogeli tem sua distribuicdo geografica global (Africa, Asia, Australia, América,
Europa) sendo encontrada em 95,7 % de R. sanguineus como seu vetor principal (HARRUS et al.,
2011) e 4,3% H. longicornis como vetor em menor percentual (BAJER; DWUZNIK-SZAREK,
2021). Foi encontrado também DNA de B. vogeli em R. turanicus em Israel (HARRUS et al. 2011).

Babesia canis tem sua distribuicdo geogréfica restrita a Europa e Asia segundo alguns
estudos apresentando seu maior percentual de deteccdo do seu DNA em 80 % de Dermacentor
reticulatus (HODZIC et al. 2017) e 15% Ixodes ricinus (MARTINEZ-GARCIA et al., 2021;
BAJER; DWUZNIK-SZAREK, 2021).

Babesia gibsoni também tem sua distribuicdo geografica global (Africa, Asia, Australia,
América e Europa) sendo encontrado seu DNA em 91 % de cées que participaram de brigas
sendo que 93% foram caes da raca American Pitt Bull Terrier (BIRKENHEUER et al., 2005).
No sul do Brasil, ha relatos ainda questionaveis para alguns autores, da ocorréncia de B. gibsoni
na populacdo de R. sanguineus (VIDOTTO; TRAPP, 2004, LABRUNA; PEREIRA, 2001;
DANTAS-TORRES et al., 2004), que ¢ considerado também o seu principal vetor competente.

A literatura ainda relata dois vetores de B. gibsoni os carrapatos H. longicornis e

H. bispinosa (GROVES, DENNIS, 1972; OTSUKA, 1974) respectivamente, até que tenhamos
conhecimento, ainda ndo foram identificados no Brasil (UILEMBERG et al., 1989;
LABRUNA; PEREIRA, 2001).

Babesia rossi apresenta sua distribuicdo geografica restrita a Africa do Sul, sendo
observado a presenca de seu DNA em 72,7% de H. parva (ORKUN et al.) e 27,3% H. leachi
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(BAJER; DWUZNIK-SZAREK, 2021).

Outra forma de transmissdo que podemos denominar sdo fomites e o histdrico de brigas
que se deu pelo contato do sangue entre animais sadios e infectados. Neste grupo temos maior
incidéncia de B. gibsoni em contraposi¢do ao grupo de animais que nao participaram de brigas
(MATSUU et al., 2004; BIRKENHEUER et al., 2005).

Em canideos silvestres do sul do Brasil, apos analise prévia de esfregacos sanguineos, foi
observado Babesia spp. Os autores sugeriram que a transmissdo nesses animais se deu pela
infestacdo efetuada pelos carrapatos do género Amblyomma spp., visto que somente este
ixodideo foi encontrado nos animais em estudo. Entretanto ndo podemos afirmar que pela
auséncia de outro vetor, Alblyomma spp. seja responsavel pela transmissdo (RUAS et al., 2002).

As babesias sdo protozoarios com ciclo digénico, em que nos hospedeiros invertebrados
que sdo da familia Ixodidae, ha o ciclo sexuado, e o hospedeiro vertebrado € mamifero, sendo
rara a participacdo do ser humano. Para as espécies de que se conhece o ciclo vital, sdo descritos
como carrapatos vetores 0s géneros: Amblyomma, Anocentor, Dermacentor, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ixodes e Rhipicephalus (KREIER, 1994).

Na pesquisa para diagnodstico de hemoparasitos e seus vetores, O’Dwyer (2000) encontrou
pelo método de esfregaco sanguineo, 5,2% de B. canis e 4,8% de E. canis. As espécies de
carrapato encontradas foram: A. cajannense (23,6%) (Atualmente A. sculptum), R. sanguineus
(12,4%), A. aureolatum (2,8%) e A. ovale (2%).

Ha procura de novos hospedeiros para Babesia spp. em hospedeiros silvestres,
pesquisadores relatam pela primeira vez no Brasil, a ocorréncia de babesiose em roedores e
alguns aspectos epidemiologicos em Nova Iguacu, Rio de Janeiro. Foi encontrado a
prevaléncia de 27,3% de Babesia spp., em destaque Rattus novergicus como hospedeiro
principal com 50% de positividade, apontado como o principal reservatorio de Babesia spp.
entre as espécies de roedores comensais nesta regido (GAZETA et al., 2004)

Um caso de babesiose humana foi relatado no Rio de Janeiro em uma paciente idosa de
83 anos, que mantinha contato direto com equinos e caprinos com grande risco de exposicao
a carrapatos. Apds sucessivas tentativas de tratamento com quimioterapia antineoplasica e
tratamento empirico para tuberculose na Fundacdo Oswaldo Cruz, foi somente apds analise
de um mielograma por um médico veterinario que foi observado parasitismo de 40% sendo
identificado como agente etiolégico B. microti (SERRA-FREIRE, 2014).
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2.3.6. Patogenia, alteracdes clinicas e laboratoriais

As alteracdes clinicas e a patogenia das diferentes cepas de Babeisa spp. estdo
intimamente ligadas com a espécie envolvida com a infec¢do, a imunidade e a idade do
hospedeiro. Ja sabemos que a cepa de B. vogeli que acomete cdes no Brasil é a menos
patogénica com casos esporadicos de gravidade que esta ligada com a cronicidade da doenca
e 0 tempo em que animal passou em estado subclinico. A diferenca entre elas baseia-se na
especificidade do vetor, nivel de patogenicidade, auséncia de reacbes cruzadas além de
gradativamente estd sendo elucidado com o auxilio de novas técnicas moleculares de
genotipagem e filogenia além de investigacdo clinica meticulosa (MARTINOD et al., 1986;
UILENBERG, 2006; IRWIN, 2009; SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2011)

Espécies de Babesia ndo podem ser distinguidas por exame direto de esfregago
sanguineo, visto que sdo morfologicamente idénticas a outros piroplasmideos como Rangelia
vitallii e Theilleria spp. que causam alteragdes clinicas semelhantes e grau de patogenicidades
diferentes e sdo transmitidas por diferentes carrapatos vetores (LEMOS et al., 2017; SALIM
et al., 2019)

A transmissdo ndo vetorial por transfusdo de sangue acontece de cdo para cdo e
representa uma importante variavel epidemioldgica e pode ser responsavel pela disseminacao
da infeccdo para areas ndo endémicas. O relato de cées envolvidos em brigas com um
percentual muito alto intimamente relacionado com a cepa de B. gibsoni é uma variavel
importante a ser considerada também (BIRKENHEUER et al., 2005). O diagnostico preciso e
0 conhecimento das diferentes espécies de Babesia spp. sdo importantes para a sele¢do da
terapia correta, visto que a B. rossi é a mais temida devido sua gravidade e para acompanhar
os estudos epidemioldgicas relacionadas a infeccdo por diferentes espécies globalmente
(SOLANO- GALLEGO; BANETH, 2011).

As infecgbes humanas por espécies de Babesia sp que infectam cdes e gatos ndo séo
relatadas aqui no Brasil, entretanto nos EUA € causada pela B. microti, transmitida por picadas
de carrapatos da espécie Ixodes scapularis, nos estados do Nordeste e do meio-Oeste
(SWANSON et al., 2023). No Canada, Babesia duncani foi responsavel pela infeccéo em
mais de mil pessoas na regido da Costa do Pacifico (SCOTH; SCOTH, 2018). Entretanto, cdes
e gatos estdo cada vez, mas proximos de pessoas convivendo e dividindo o mesmo espago
fisico, aumentando o risco de exposi¢do de humanos aos vetores e servem como fonte de

carrapatos infectados funcionando como sentinelas para a disseminacdo da
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doenca para humanos (L'EMPEREUR et al., 2011).

As espécies B. canis e B. vogeli possuem de moderada a baixa patogenicidade
respectivamente, com animais que apresentam infeccdo inaparente e branda. Casos de
babesiose acontecem na clinica veterinaria e levantam suspeita apds tratamento empirico para
erliquiose e o cdo continua apatico e mantendo hematdcrito abaixo de 25 -30% e quando faz
sorologia dot ELISA IgM descobre um percentual subclinico que pode chegar a 90% (SILVA,
2022 — Dados ndo publicados). Desta forma encontramos o dignéstico de babesiose de baixa
a branda potogenicidade. A forma aguda da babesiose é observada em infec¢des por B. gibsoni
ou por B. rossi, sendo que esta Ultima possui alta patogenicidade causando doenca fulminante
pelo aumento da parasitemia sendo a mais virulenta e restrita ao continente afriano, até o
momento (SCHETTERS et al., 1997; UILENBERG et al., 1989).

Babesia vogeli, transmitida pelo R. sanguineus (s.l.) causa doenca branda nos EUA e
regides tropicais e subtropicais como o Brasil (PASSOS et al., 2005) podendo se manifestar
de forma subclinica, aguda, hiperaguda e cronica (ALMOSNY, 2002), sendo cées jovens mais
sensiveis e apresentam frequentemente a forma mais grave da doenca podendo levar a morte
(ABDULLAMHI et al., 1990).

O diagnostico clinico é baseado na anamnese e sinais clinicos, visto que ndo existem
sinais patognomonicos desta hemoparasitose, e sim uma infinidade de sinais e sintomas
inespecificos como: palidez de mucosa, taquipneia, taquicardia, febre, anemia hemolitica,
ictericia, anorexia, letargia, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia, hemoglobindria,
hematuria, (ABDULLAHI et al., 1990) além de ascite com presenca de merozoito piriforme na
cavidade abdominal (GONDE et al., 2014; COTA et al., 2018).

Para o diagnostico diferencial de sinais clinicos e sua relacdo com a babesiose por
exemplo, é de suma importancia o conhecimento de quais enfermidades podem cursar com 0s
mesmos sinais. Um dos sinais clinicos como a rabdomidlise pode ocorrer em casos de babesiose
sendo caracterizada clinicamente por dor muscular, tremores e pigmentdria (MALHERBE,
1996; JACOBSON; LOBETTI, 1996).

Assim como outras enfermidades que podem cursar com insuficiéncia renal aguda (IRA)
ou insuficiéncia renal aguda (IRC) a babesiose menos comum pode levar a esse quadro, além
da babesiose renal visto que pode funcionar como uma obstrucdo e entupimento dos capilares
cerebrais podendo levar ao infarto cerebral devido grau de isquemia pela deficiéncia de aporte

sanguieno nesta regido. Ha aumento da mioglobina sérica, enzimas musculares,
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necrose muscular e hemorragia observada em necropsia (ELBAHNASAWY et al., 2011).

A patogenia e os quadros clinicos sdo inespecificos e somente com o diagnostico
sorologico ou molecular e possivel diferenciar um quadro gastrointestinal por exemplo que afeta
a maioria dos 6rgaos que compde esse sistema digestorio como: pancreatite aguda, associada
com anorexia, vomito, diarreia, melena, hematémese, e derrame abdominal A taxa de
mortalidade relatada € de 21% e pode estar associada com outras complicacdes ocorrendo
frequentemente em cdes com pancreatite aguda: ictericia clinica, anemia hemolitica imuno-
mediada (AHIM) , babesiose cerebral e hemoconcentracdo (MOHR et al., 2000).

A babesiose cerebral é outra alteracdo clinica incomum de ocorrer, mas que vem
apresentando casuistica na clinica veterinaria tendo como diagndatico diferencial, cinomose,
epilepsia e erliquiose (SILVA, 2022 - Observagdo pessoal). Existem casos também de filhotes
que caem da escada ou de determinada altura apds convulsdo e no exame de sangue para
investigacdo aparece meorozoito pirifomre ou ameboide em exame direto de esfregaco
sanguinieo (SILVA, 2022 - Observagédo pessoal)

Os casos de babesiose cerebral apresentam um prognostico causado por dano endotelial
com necrose microvascular, edema perivascular e hemorragia (JACOBSON, 2006). A doenga
tem inicio hiperagudo sendo caracterizada por "lama™ de parasitas em eritrocitos de vasos
cerebrais (JACOBSON; CLARK, 1994). A doenca tem evolucdo aguda com relatado de céo
tetraplégico em questdo de horas depois de apresentar ataxia de membros posteriores; a
maioria dos cachorros mostram sinais neurologicos, incluindo convulsdes, alteracdes
comportamentais, ataxia, paresia, nistagmo, anisocoria e movimentos de pedalagem com
vocalizacdo (JACOBSON; CLARK, 1994; MALHERBE, 1966).

2.3.7. Diagnéstico

O diagnéstico é baseado nos sinais clinicos e laboratoriais, com observacdo de
microscopia Gpitica de merozoitos ameboides ou piriformes em esfregaco sanguineo corados
pelo Gimensa ou pandtico, além de detec¢do de anticorpos por meio de métodos soroldgicos
e por técnicas de biologia molecular. O diagnostico de B. vogeli realizado pela microscopia
através do exame direto de esfregaco sanguineo é rapido, de baixo custo e altamente
especifico, porém com baixa sensibilidade devido a parasitemia baixa ser muito frequente
devido a fase subclinica da doenca e o sequestro de merozoitos para bago e a destruigdo por
hemocaterese. Além disso, podem ocorrer as lesbes esplénicas associadas ao processo
infeccioso, muito comum as esplenomegalias, que poderiam resultar em extravasamento de
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sangue para a cavidade peritoneal justificando a presenga do protozoario em forma intra e
extracelular nesse espaco (VERCAMEN et al., 1995; TROTTA et al., 2009; COTA et a.,
2018).

Os testes soroldgicos utilizados na rotina sdo principalmente imunocromatocgréaficos
com papel de filtro com corrida unidirecional ou bidirecional de dupla lavagem no caso de
ehrlichia. Entretanto tem suas limitagcdes como Dot ELISA que pode ter reacdo cruazada pois
sdo técnicas simples, sensiveis, entretanto diferenciar entre infeccdo atual e recente como
exposicdo prévia sem estabelecimento de infeccdo, € um dos maiores problemas no
diagndstico definitivo desta enfermidade (RIKIHISA et al., 1994; WEN et al., 1997). Ainda
podem apresentar falso positivos devido cicatriz soroldégica em casos de doenca aguda, além
do animal poder permanecer soropositivo por varios periodos (ALMOSNY, 2002; DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006) sendo necessario associa¢cdo com outros testes de diagnostico
(DUMLER et al., 1995; WANER et al., 2001).

Entre as técnicas sorologicas a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) temsido a
mais amplamente utilizada por sua alta sensibilidade, baixo custo e facil desenvolvimento da
técnica na rotina dos laboratdrios de pesquisa principalmente, ndo sendo uma rotina na clinica
de pequenos animais de cées e gatos (ABOGE et al. 2007). Os resultados falsos negativos
também podem ocorrer em animais filhotes ou com baixa concentragédo de anticorpos devidos
infeccdes com menos de 7 dias de incubacdo como em infeccBes recentes em que o animal
ndo consegue soroconverter para sensibilizar (TABOADA; MERCHANT, 1997,
ALMOSNY, 2002; BOOZER; MACINTIRE, 2003).

Desde que Inokuma et al. (2003) iniciaram pela primeira vez seus trabalhos de deteccéo
de B. vogeli em carrapatos, diversos métodos moleculares com suas variacbes vém sendo
utilizados. Com suas caracteristicas peculiares pela deteccdo de quantidades minimas de
material genético em determinada amostra testada, sendo uma das vantagens, sugerem-se
muito esse diagnostico. Entretanto devido ao custo-beneficio e a outros empecilhos restritos a
rotina clinica veterinaria, no Brasil, seu uso ainda se restringe a pesquisa (DANTAS-
TORRES; FIGUEREDO, 2006). Apesar de um pequeno percentual, ainda ndo representativo

de clientes na clinica veterinaria, ja esta aderindo a esse tipo de diagndstico.

2.3.8. Tratamento
O primeiro tratamento realizado para a babesiose de que se tem o conhecimento, retrata

um marco histérico na medicina veterindria que descreve 0 primeiro tratamento
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medicamentoso contra a babesiose com sucesso. Os pesquisadores da época utilizaram o
corante azul de tripano que era capaz de destruir o parasito Piroplasma canis no sangue;
atualmente o protozoario é chamado de B. canis. O resultado da eficacia foi salvar os animais
da anemia hemolitica imunomediada fatal. Logo em seguida, 0 mesmo tratamento foi estendido
com sucesso para bovinos infectados por Babesia (NUTTAL; HADWEN, 1909).

Novos trabalhos foram inpulsionados com essa descoberta que foram marcadas em
diferentes décadas. Na década de 1950, os pesquisadores desenvolveram e testaram a eficacia
e do diaceturato de diminazeno com ensaios clinicos para testar eficacia terapéutica obtendo
sucesso consolidado até os dias de hoje (JENSCH, 1955; FUSSGANGER; BAUER, 1958). Ja
na década de 1960, o primeiro trabalho foi a descricdo e relato da eficacia do imidocarb com a
inovacédo de tratamento curativo (BEVERIDGE, 1969). Logo em seguida na proxima década
os trabalhos em grandes animais foram surgindo (WOOD, 1971) e em pequenos animais
domesticos também (ADAMS, 1973).

Duas décadas depois, comecaram a surgir trabalhos com a estratégica terapéutica de
combater até entdo, a especulacdo de uma possivel resisténcia aos compostos utilizados na
rotina, principalmente nos casos relatados de persisténcia de B. gibsoni. Logo, em 1996 foi
demonstrado em um trabalho que a doxiciclina in vivo em monoterapia era capaz de reduzir a
parasitemia em cées com B. canis (VERCAMMEN et al., 1996).

Em 2006, pesquisadores na tentativa de novas terapéuticas para B. gibsoni, utilizaram
monoterapia com Clindamicina para diminuir a carga parasitaria e estimular a resposta imune
celular (WULANSARI et al., 2003). E nos anos subsequentes a tripla terapia com Clindamicina
+ Metronidazol + Doxiciclina (SUZUKI et al., 2007) e Doxiciclina + Enrofloxacina +
Metronidazol, foram instituidas com objetivo de combater e como alternativa para 0s casos
refratarios ndo apenas de babesiose, também os casos de hemoparaitoses (LIN; HUANG, 2010).

Recentemente em 2020, o trabalho de Suzuki et al. (2007) foi chancelado por Jeffries et
al. (2020) como protocolo por periodo prolongado de até 90 dias para cdes em tratamento
refratario com atovagquona e azitromicina, que ndo € uma realidade no Rio de Janeiro. Acredita-
se que também essa terapéutica ndo seja realidade na rotina das clinicas veterinarias no Brasil.

Apesar das inovacdes na terapéutica da babesiose em cdes com diversos trabalhos com a
utilizacdo de novas drogas e suas combinac@es, ainda se faz presente na rotina de clinicas

veterinarias no Rio de Janeiro, a utilizacdo da terapia com imidocarb 3-5 mg / kg a cada 14
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dias em casos de diagnostico confirmado ou uso da mesma terapéutica utilizada para erliquiose
5 mg /kg/ sid/ 28 dias até fechar diagndstico evitando que animal fique sem tratamento até o
digndstico definitivo.

2.4. Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) Raillet & Henry, 1911
2.4.1. Historico da Dirofilariose canina

A dirofilariose é uma doenca conhecida mundialmente como a doenca do verme do
coracdo que acomete principalmente o cdo doméstico como hospedeiro definitivo, sendo
descrito primeiramente nos Estado Unidos da America por Leidy em 1850 e foi denominado
de. Filaria immitis (LEIDY, 1856). Entretanto, naquela época, acreditava-se erroneamente
(Até hoje na rotina de clinica médica ainda acontece) que todas as microfilarias encontradas
no sangue periférico de cdes nos Estados Unidos pertenciam a espécie D. immitis. Diante
disto, somente no ano de 1956, Newton e Wright publicaram formalmente a descri¢éo
taxonomia da espécie e as bases fundamentais para o diagnostico diferencial de microfilarias
de D. immitis em relacéo a outros filarideos circulantes em cdes como o Acanthocheilonema
reconditum, D. repents, C. bainhae etc.

Até onde sabemos, esse € 0 estudo classico em que 0s autores demonstraram a existéncia
de multiplos filarideos e elaboraram os critérios morfoldgicos e morfométricos (comprimento,
largura e formato da extremidade cefalica e caudal) utilizados até hoje na rotina laboratorial
para o diagnostico diferencial classico entre os filarideos que acomentem cdes (NEWTON e
WRIGHT, 1956).

A dirofilariose € uma doenca parasitaria de evolucdo crbnica provocada pelo
nematoide D. immitis, que acomete o sistema cardiovascular de canideos, além de ampla
variedade de espécies, entre elas 0 homem. No Brasil a dirofilariose canina possui estudos
que datam desde 1978, a humana desde 1887 e a felina desde 1921 (ALMOSNY, 2002). Os
gatos, hoje sdo conhecidos como hospedeiros de D. immitis, no passado eram citados como
acidentais. Alguns autores classificam como susceptiveis a desenvolver doenca grave devido
ao crescente casos de diagndstico nesta espécie (DONAHOE, 1974; GUERRERO et al., 1992;
McCALL et al., 1994, ALGERIBI et al., 2020b; MENDES-DE-ALMEIDA et al.,

2021)

O género Dirofilaria inclui duas espécies de importancia médico veterinaria: Dirofilaria

immitis (Leidy, 1856) Raillet & Henry, 1911, e D. repens (Raillet e Henry, 1911). Dirofilaria.

repens € uma especie pouco registrada no pais e merece atengdo uma vez
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que a doenga humana a ela associada seja grave. D. immitis acomete com maior frequéncia 0s
caes (Canis lupus familiaris, Linnaeus, 1758) embora possa infectar outras espécies de
canideos e felideos (Felis catus, Linnaeus 1758), além de varias espécies de animais silvestres.

E pertinente mencionar que no caso de D. repens (Raillet e Henry, 1911) o histérico de
sua ocorréncia, é praticamente nula na rotina da clinica veterinaria na zona oeste. Este fato
reside por ndo haver a preocupacgdo ou interesse no diagnostico de D. immitis e D. repens por
parte dos laboratérios, visto ndo trabalharem com a PCR especifica para oferecer o diagnéstico
diferencial. Desta forma, h& necessidade de diferenciar os casos positivos e identificar a
ocorréncia das principais espécies que liberam microfilarias em cées da zona oeste, visto que
o simples achado de microfilarias em esfregaco ndo fecha o diagndstico. Esta conduta reduzira
0s tratamentos desnecessarios, até porque, qualquer diagnostico positivo de um cao
microfilarémico no test knott modificado, no exame direto de esfregaco sanguineo e no Snap
4Dx Plus é decisivo para iniciar tratamento em areas endémicas e carentes. (SILVA, 2022 —
Dados néo publicados)

2.4.2. Posicdo Taxonémica

Classificacdo sistematica atual do agente etiologico, segundo Anderson (2000)
corresponde:
Filo NEMATHELMINTES
Classe NEMATODA
Ordem SPIRURIDA (Chitwood, 1933)
Superfamilia FILAROIDEA (Weiland,1958) Stiles, 1907
Familia ONCOCERCIDAE (Leiper, 1911)
Género Dirofilaria (Raillet & Henry, 1911)
Espécie Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) Raillet & Henry, 1911

2.4.3. Ciclo Bioldgico e formas de transmissao

O ciclo de vida ocorre quando mosquitos culicideos (HI) susceptiveis fazem o repasto
sanguineo em cédes microfilarémicos (HD) e infectam-se com a larva L1 (microfilarias = MF)
que se desenvolvem nos tabulos de Malpighi até L3 (10-14 dias). Durante um novo repasto
sanguineo o mosquito infectard o cdo com a L3. Dias depois da infec¢do, ainda préximo do

ponto de infeccdo ocorre a muda para L4 (9-12 dias). As larvas entdo iniciam a

47



migracdo em direcdo ao torax e faz muda para adultos jovens (50-70 dias) e chegam as artérias
pulmonares (67° dia) pela circulagdo sanguinea onde se tornam parasitos maduros. A Gltima
muda corresponde a passagem para a fase de vida adulta até 70 dias apds infeccdo, logo entdo
os adultos jovens ou L5 apresentam grande capacidade de migragéo no hospedeiro vertebrado,
chegando ao tdrax, cabeca, pescoco e veias, inclusive jugular. Ao atingir o ventriculo direito
e artérias pulmonares em 70 e 110 dias pds-infec¢do e continuam crescendo. Trés meses
depois ao chegar as artérias pulmonares ou ventriculo direito, os parasitos em maturidade
sexual acasalam e o ciclo se completa com as fémeas maduras sexualmente (120dias)
produzem microfilérias, que sdo liberadas para a circulacdo (periodo patente: de 7 a 9 meses).
Em um novo repasto sanguineo o mosquito se infecta com L1, recomecando o ciclo (AHS,
2018).

2.4.4. Aspectos epidemiologicos

A expansdo global da area endémica no Rio de Janeiro nesses ultimos anos tem sido
constatada através do aumento da distribuicdo geografica desta parasitose, caracterizada por
endémica nas areas costeiras do Brasil (LABARTHE et al., 2014) inclusive devido aos casos
ndo autoctones encontrados em alguns trabalhos como no presente estudo. Este resultado esta
relacionado a falta de adesdo as medidas de prevencao e controle principalmente associadas a
desinformacdo e a baixa frequéncia nas consultas de rotina semestral e anual (SILVA, dados
ndo publicados).

Quanto a prevaléncia, os casos de D. immitis estdo espalhados por todas as Américas,
uma vez que esse parasito foi encontrado para todos os paises e territorios, exceto Chile e
Uruguai (MAGGI; KRAMER, 2019; DANTAS-TORRES et al., 2020).

Esta doenca ainda € negligenciada pelas politicas publicas dos paises nos quais ha
elevada prevaléncia. Regides litoraneas tropicais e subtropicais sdo consideradas enzodticas
para ocorréncia de D. immitis devido ao clima caracterizado por elevadas temperaturas e
umidade, pois estdo relacionadas ao criadouro de culicideos vetores (LABARTHE et al., 2014;
BENDAS et al., 2019; ALGERIBI et al., 2020b).

O mapeamento descrito no trabalho de Lucena (2010) realizado pela Secretaria de
Municipal do Meio Ambiente mostra que a Zona Oeste detém o maior espaco preservado da
cidade do Rio de Janeiro, sendo Guaratiba o bairro mais verde, com quase 7 mil hectares

cobertos por vegetacdo. Poréem, um dos fatores mais determinantes, é o fato desse bairro ter
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caracteristicas costeiras, aumentando desta forma a umidade local, através das massas de ar
que chegam ao litoral com a ocorréncia de maior pluviosidade nesta &rea, sendo extremamente
importante para a proliferagdo de mosquitos da familia Culicidae principal vetor da D.immitis
(LABARTHE et al., 2014; BENDAS et al., 2019; TRANCOSO et al., 2020).

Outro fator que influencia diretamente como aspectos importantes na epidemiologia da
dirofilariose, é a prevaléncia de vetores e criatérios (LABARTHE et al., 1998; BENDAS et
al., 2019), assim como os fatores geogréaficos para o seu desenvolvimento, como 0 saneamento
basico precario das regides endémicas sendo que alguns locais sdo inexistentes, presenca de
valas negras, manguezais, restingas e esgoto a céu aberto nas proximidades das residéncias
funcionando como corredores ecoldgicos entre a mata e 0 meio urbano, havendo o confronto
entre beleza da natureza da paisagem alternando-se com processos de favelizagdo e
loteamentos de alto luxo, como reflexo de urbanizagdo descontroladas (BRANDAO, 1994;
COSTA; MOURA, 2003; LUCENA, 2010).

A prevaléncia da dirofilariose canina varia de acordo com a area geografica, localizagéo,
populacdo de mosquitos, populacdo canina desprotegida, nimero de cdes microfilarémicos,
técnica de diagndstico utilizada, idade, comprimento da pelagem, cor do pélo predominante,
estilo de vida, viagens e manejo dos animais. Alguns autores mostraram que, a medida que 0s
caes envelhecem, suas chances de se infectar aumentam, sendo a maior taxa de infeccdo
observada entre cées de 3 a 6 anos (MONTANO et al., 2002; LABARTHE et al., 2014).

2.4.5. Hospedeiros vertebrados e vetores

Os caes sdo hospedeiros definitivos competentes para numerosos vermes filarideos
como, por exemplo: Acanthocheilonema reconditum, D. immitis, D. repens, Cercopithifilaria
bainae, C. grassii e Onchocerca lupi; alguns dos quais também podem infectar outros
hospedeiros mamiferos, como selvagens canideos, gatos e humanos (OTRANTO et al., 2013)

Dirofilaria immitis € um hemoparasito nematoide filarial presente em ambiente urbano
e temos mosquitos O. taeniorhynchus, O. scapularis e Culex quinquefasciatus pertencentes
a familia Culicidae como principais vetores em regifes costeiras (MCCALL et al., 2008;
BENDAS et al., 2019) e na zona oeste do Rio de Janeiro, tendo como espécies em maior

abundanica na planicie costeira da regido metropolitana do Rio de Janeiro, O.
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taeniorhynchus, O. scapularis (BENDAS et al.,2019).

Outras espécies de mosquitos também fizeram parte da artropodofauna coletada por
Bendas et al. (2019) com menores frequéncias e prevaléncias respectivamente: Coquillettidia
sp. (Dyar, 1905); Culex (Melanoconion) sp. (Theobald, 1903); C. declarator (Dyar & Knab,
1906); Anopheles albitarsis (Lynch Arribalzaga, 1878); Limatus spp. (Theobald, 1901); C.
coronator (Dyar & Knab, 1906); C.(Culex) sp. (Linnaeus, 1758); Aedes sp. (Meigen, 1818);
Mansonia sp. (Blanchard, 1901); Culex nigripalpus (Theobald, 1901); Anopheles aquasalis
(Curry, 1932); Phoniomyia sp. (Theobald, 1903); Anopheles sp. (Meigen, 1818). Entretanto,
esse estudo ndo se concentrou em determinar a infectividade dos mosquitos, assim como
importancia epidemioldgica quando se considera o local, nimero de cées infectados e as
espécies de mosquitos mais frequentes, entre tanto 0s autores sugerem que 0s vetores
primarios locais sdo O. taeniorhynchus e O. scapularis e o vetor secundario C.
quinquefasciatus, conforme determinado anteriormente (LABARTHE et al., 1998). O género
Coquillettidia ainda nédo foi registrado como vetor nas planicies costeiras brasileiras; porém
ndo pode ser negligenciado, visto que este género foi listado como possivel vetor de D. immitis
na Italia (CANCRINI et al., 2006).

A variacdo mensal na frequéncia de O. escapular como principal vetor para D. immitis
foi encontrado por causa dos padrdes dos criadouros para esta espécie, visto que seus
criadouros sdo rasos e transitérios e dependem de agua limpa que pode ser fornecida pela
chuva ou transbordamento de rios (FORATTINI, 2002; BENDAS et al., 2019). Foram
observadas também caracteristicas inerentes a0 mosquito como padrdo multivoltino que esta
relacionado ao nimero de geracdes por ano proporcionando que aos mosquitos tenham vida
longa o suficiente para transmitir D. immitis. (BENDAS et al., 2019).

Estudos sobre vetores de D. Immitis em todo 0 mundo se fazem necessario, além da sua
biologia eecologia, mas em funcéo de que a morfologia do vetor influencia na infectividade e
competéncia vetorial. Em particular O.escapular devido a sua falta de armadura cibarial, uma
estrutura anterior que pode danificar os vermes a medida que séo ingeridos com a refei¢do de
sangue (MCGREEVY et al., 1978).

O potencial de transmissdo anual (PTA) foi classificado por Labarthe et al. (1998) com
objetivo de correlacionar a abundancia com frequéncia e verificar se 0s mosquitos mais
frequentes eram aqueles com maior potencial de infectividade e consequente maior
competéncia vetorial. O fato da espécie O. Taeniorhynchus ter sido coletada em 17 dos 18

meses da pesquisa (BENDAS et al, 2019) deve refletir a disponibilidade de criadouros de
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agua salobra, uma vez que a solo turfoso drenado permitiu inundaces permanentes. Por ser
abundante, carece de armadura cibarial e apdia o desenvolvimento larval para o estagio
infectivo PTA (LABARTHE et al.1998), pode ser inferido que, assim como em Niterdi, é um
potencialmente competente vetor D. immitis (BENDAS et al., 2019).

Embora C. quinquefasciatus também mostrou ter vida longa influenciada pelo seu
padrdo multivoltino assim como O. taeniorhynchus e O. escapular, a espécie é conhecida por
abrigar poucas larvas infectantes, e é, portanto, considerado um vetor secundario devido ao
seu baixo PTA (LABARTHE et al.,1998). Além disso, as espécies do género Culex tém a
estrutura que danifica as larvas que falta em Ochlerotatus sp., a armadura cibarial que pode
ferir microfilarias (MCGREEVY et al.,1978). A importancia da armadura cibarial foi
reforgada pelo fato de que densidade microfilarial em C. quinquefasciatus ndo influencia sua
capacidade vetorial (CARVALHO et al., 2008), ratificando a importancia nessa espécie da
morfologia do aparato bucal em relagéo a biologia da infectividade nesses vetores.

Apesar de ser encontrada geralmente em coracdo e em vasos sanguineos D. immitis ja
foi relatada em estbmago (RAPHAEL, 2015), pulmdes (MATTOS et al., 2008) e globo ocular
(DANTAS-TORRES et al.,2009) tendo como hospedeiro mais frequente (Canis lupus
familiaris Linneus ,1758) o cdo doméstico. Além disso, foi relatado em outros animais assim
como gato (Felis catus) (ALBERIGI et al., 2020b), raposa (Vulpes vulpes) (TOLNAI et al.,
2014), quati (Nasua nasua) (MORAES et al., 2017), furdo (Mustela putorius furo) (MOLNAR
et al., 2010), lobo (Canislupus) (MORONI et al.,2020), Iémure (Microcebus rufus) (ZOHDY
et al., 2019), coiote (Canis lupus latrans) (TOCA et al., 2017), leopardo (Panthera pardus
pardus) (MAZZARIOL et al., 2010), gato-do-mato (FILONI et al., 2009), ledo (TOCA, 2017),
foca (Phoca vitulina) (ALHO et al., 2017), ledo-marinho (Zalophus -californianus,
Arctocephalus pusillus pusillus) (ALHO et al.,2017; FARRIOLS et al.,2020) e lontra (Lutra
lutra) (PENEZIC et al., 2018).

2.4.6. Patogenia e alteracdes clinicas e laboratoriais

As microfilarias penetram no tecido subcutaneo e muscular do hospedeiro vertebrado,
através do ato do hematofagismo do hospedeiro invertebrado. Nos vasos sanguineos, atingem
0 coracdo mais especificamente no ventriculo direito, as artérias pulmonares, e
ocasionalmente a veia cava caudal, veia hepatica e veias coronarias, em um periodo de 90 a
100 dias apos a infecgdo, tornando-se parasitos adultos (NELSON & COUTO, 2005;
MATTOS JUNIOR, 2008). Apds o acasalamento entre machos e fémeas,
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estas liberam microfilarias na circulacdo sanguinea, que sdo diagnosticadas em quantidades
variadas no hospedeiro vertebrado. As lesbes causadas pelos parasitas iniciam-se quando
endotélio das artérias pulmonares é traumatizado mecanicamente pelos vermes adultos,
havendo descamacao endotelial o que estimula adeséo e ativacdo de plaquetas e aderéncia de
neutréfilos e macrofagos ativados. O endotélio lesado, antes impermeavel, permite a passagem
de proteinas séricas e fluido plasmatico, levando a alteracGes endoteliais e parenquimatosas
tais como hiperemia, edema e inflamacdo (RAWLINGS, 1980; MUPANOMUNDA et al.,
1997). Estas alteragOes endoteliais aumentam a resisténcia da circulagdo pulmonar, servindo
de estimulo para dilatacdo e hipertrofia progressivas do coracdo direito. Este endoparasito é
responsavel por severas lesfes cardiocirculatdrias e manifestacGes de insuficiéncia cardiaca e
curso clinico fatal (LOMBARD, 1987).

A principal confusdo € ndo distinguir entre animais portadores da infec¢do pelo verme
do coracdo e animais portadores de uma doenca cujo agente etiologico é o verme do coracao.
A maioria dos animais sdo assintomaticos fazendo necessaria a investigacdo profilatica por
uma consulta com um clinico veterinario ao examinar o animal ter em mente que a presenca
ou auséncia do parasita adulto ndo exclui a doenca e pelo menos dois métodos de diagndstico
se faz necessario para o diagnéstico desta enfermidade que muitas vezes, mesmo em regiao
endémica, se mostra como “infec¢do oculta” (TRANCOSO et al., 2020).

Os cdes sdo os hospedeiros definitivos nos quais o parasita € mais frequentemente
encontrado, por isso maior nimero de casos e relatos de patogenia encontramos como achado
essa espécie. Sendo uma doenga de evolucédo cronica e sua gravidade é proporcional a carga
parasitaria, duracdo da infec¢do ou resposta do hospedeiro. Os sinais clinicos vao depender da
gravidade das lesbes e evolucdo da enfermidade, desse um quadro assintomatico,
manifestacdes clinicas discretas, que evoluem para tosse crénica, perda de peso, mucosas
palidas, anemia, trombocitopenia, podendo chegar a caquexia, ascite, dispneia, e intolerancia
total ao exercicio e morte, em decorréncia de insuficiéncia cardiaca congestiva (ATWELL et
al., 1988). Ja foi encontrado também casos de epistaxe e hemoptise associado a coinfeccGes
com erlichiose na rotina de uma clinica veterinaria de Pedra de Guaratiba, &rea endémica.
(SILVA 2022, observacdo pessoal)

As alterac6es morfologicas e histopatologicas sdo dignas de estudos e investigacgéo, visto
que sdo alterac6es sistémicas que causam grande impacto na vida do animal, justificando desta

maneira as acles de profilaxia e controle desta doenca. Este agravo €
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considerado uma zoonose pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desde 1979 e sendo
umas das filarioses que acometem os humanos acidentalmente. Rins e figados séo afetados de
forma consideravel. Nos rins ha diminuicdo da filtracdo glomerular devido isquemia da
circulacéo renal (OSBORNE et al., 1980) e alterac6es da microvascularizacéo e perfusdo néao
necessariamente associada a azotemia (LUDDERS et al., 1988). Glomerulonefropatia
imunomediada, glomeruloesclerose e nefrite intersticial cronica sdo descritas (PAES-DE-
ALMEIDA, 2000). As lesdes renais estédo correlacionadas com a duracao da infecgdo e com a
concentracdo da carga parasitaria de microfilarias circulantes (PAES-DE-ALMEIDA, 2001).

Outro 6rgdo também a sofrer lesdes muitas vezes irreversiveis, decorrente da
insuficiéncia cardiaca congestiva cronica direita, exibindo congestéo venosa passiva e cronica
é o figado. Pode apresentar sindrome da veia cava devido albergar grandes massas de vermes,
que pode se dar devido migracdo retrogradadessesvermes das artérias pulmonares
eventriculos direito para o orificio da valvula tricispide, atrio direito e veia cava. Esta
sindrome é geralmente mais comum em animais jovens, provenientes de locais livres do
parasita, que sdo levados a areas enzooticas (JACKSON et al., 1977).

Infeccdo macica de larvas infectantes durante curto espaco de tempo favorece a chegada
de muitos vermes ao coracdo e artérias pulmonares, o que predispde a forma aguda. Animais
afetados apresentam fraqueza, anorexia, depressdo, principalmente dispneia, ictericia,
mucosas palidas, tempo de preenchimento capilar prolongado, ha pulso jugular,
hepatoesplenomegalia, hemoglobindria, colapso e choque podendo chegar a morte em poucas
horas nesses casos (SUTTON, 1988; RAWLINGS; CALVERT, 1989; CALVERT, 1995).

Ocasionalmente encontramos na literatura, vermes adultos de D. immitis em locais
pouco comum, como cérebro (MANDELKER et al., 1971; CARLISLE et al., 1984; HAMIR,
1987), espaco epidural (BLASS et al., 1989), artéria femoral (COOLEY et al., 1987), abcessos
em membros pélvicos (COLES, 1988), globo ocular (FORNAY, 1985; HATKIN et al., 1985;
MILLER; COOPER, 1987; CARASTRO et al., 1992). Ha relatos de
dados ainda ndo publicados de presenca de microfilarias em cavidade abdominal de caes no

momento de cirurgias eletivas.

2.4.7. Diagnéstico

O diagnostico laboratorial mais antigo da dirofilariose em animais vivos é feito pelo
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exame direto atraves da identificacdo de microfilarias na circulacéo periférica como teste knott
modificado ou pela detec¢do de antigeno do verme adulto em amostras de sangue total ou soro

(MCcTIER et al., 1995). No animal morto o exame recomendado é a necropsia (RODRIGUES,
2020). A recomendacao geral para levantamento epidemioldgico e diagndstico é que ambos 0s
métodos sejam usados, principalmente porque até 30% dos cdes ndo desenvolverdo
microfilaremia, em uma situagdo conhecida como infec¢do oculta (LABARTHE et al., 1997,
MCCALL et al, 2008). Os testes de antigeno D. immitis disponiveis comercialmente
identificam infeccBes com mais de um parasita adulto fémea e sdo quase 100% especificos.

A PCR, Polymerase Chain Reaction também é utilizada como método para identificagcdo
de filarideos que infectam os cdes usando uma técnica com diversos primers especificos para
as diferentes espécies de filarideos da familia Onchocercidae (RISHNIW et al., 2006). A PCR
direcionada a regido 1TS2 do rDNA de vermes filariais apresentou prevaléncia menor do que a
demonstrada pelo teste (Snap4Dx®) e foi associada a infeccdo oculta ou possivel falha na
extracdo de DNA (BORTHAKUR et al., 2015)

Os diversos exames realizados na clinica veterinaria como os de biologia molecular
(PCR) com menor frequéncia com resultados negativos e positivos no SNAP 4Dx PLUS®
podem indicar infeccdo ou ndo, portanto o medico veterinario deve ter em mente que 0s exames
clinicos sdo extremamente importantes e que apenas um teste diagndstico nao é suficiente para
determinar se um cdo tem hemoparasitose ou nao, e a complementacao de um teste molecular
e um teste soroldgico sera Util para fechar o diagnéstico (MEDEIROS et al., 2020).

Um estudo realizado em Niteroi, foi feita a comparacdo entre técnicas de diagnostico
para dirofilariose e verificaram que o teste sorologico Snap 4Dx mostrou-se mais sensivel que
0 exame de PCR (TRANCOSO et al., 2020). O mesmo autor ao avaliar a sensibilidade dos
testes, verificou que amostras com microfilaremia, apresentavam positivas no test knott
modificado e na PCR apresentaram negativas, sendo reportado 4 animais com este resultado,
além de 30 amostras positivas na sorologia, 14 amostras negativas no PCR.

Com objetivo de entender a sensibilidade e especificidade de cada método de
diagndstico, além de investigar filarideos ndo identificados, Trancoso et al. (2020) realizaram
diversas PCRs totalizando 4 reac6es. A primeira PCR foi testar as amostras amicrofilarémicas,
que permaneceram negativas. As 8 amostras positivas pelas técnicas microscopicas

parasitologicas, foram negativas na primeira PCR (PCR1). Na PCR 2, essas
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oito amostras apresentaram positividade, indicando auséncia de inibidores da amplificagdo do
DNA. Na PCR3 mostrou positividade em 4 amostras, enquanto 4 permaneceram negativas,
total de 8 amostras testadas. Apés essa tentativa, 0 DNA das quatro amostras negativas foi
reextraido e o PCR3 foi repetido sem amplificacdo. Apo6s a falha do PCR3 em mostrar
qualquer positividade nessas quatro amostras, outro PCR (PCR4) foi realizado usando um
primer panfilarial (DIDR), a fim de investigar a possibilidade da presenca de algum outro
filarideo e para tentar usar outra sequéncia para amplificacdo de D. immitis. Neste PCR4,
houve amplificacdo de trés amostras com bandas em torno de 500 a 600 bp, ou seja,
ligeiramente acima do controle positivo para D. Immitis e compativel com outro filariideo:
Acanthocheilonema reconditum. Essas trés amostras foram entdo sequenciadas e a presenga
de DNA de A. reconditum foi confirmada.

O numero de sequéncias de PCRs executadas assim como comparacéo entre os testes de
diagnostico para investigar outro filarideo, ndo fazem parte da rotina das clinicas veterinarias
no Rio de Janeiro e acreditamos tdo pouco nas outras clinicas por todo Brasil. Esta préatica €
restrita as universidades federais e estaduais com entidades e érgaos de fomento a pesquisa;
corroborando com outros trabalhos nesta area (DANTAS-TORRES et al., 2020).

2.4.8. Tratamento

Nos primérdios do estudo de tratamento curativo para a dirofilariose, semelhante como
no inicio para a erliquiose e a babesiose, foi com o uso dos arsenicais. Em 1947 um dos
primeiros trabalhos que iniciam a terapia adulticida, sdo descritas as tentativas de tratamento
com o composto arsenical fenilarsendxido, que deu origem ao Carpasolate (tiacetarsamida
sodica) evidenciaram eficacia limitada devido a hepatotoxidade e sem estudos de margem de
seguranca (OTTO; MAREN, 1947).

Os estudos continuaram em 1963 com a tentativa de padronizacdo no tratamento com a
utilizacdo dos compostos arsenicais via endovenosa com tiacetarsamida sodica. Entretanto o
presente estudo demonstrou que ainda exisitia uma margem de seguranca baixa devido aos
casos de tromboembolismo pulmonar obstrutivo além dos danos renais e hepaticos
(JACKSON, 1963)

No ano de 1988, foi um marco no tratamento e profilaxia da dirofilariose visto que
registrou a transicdo do tratamento para as lactonas macrociclicas. A utilizacdo da ivermectina

em doses baixas em microgramas foram responsaveis pela eliminagéo de larvas
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com eficacia de 100% com a morte de L3 e L4 interrompendo ciclo de larvas L5 a se
desenvolver em vermes adultos (CAMPBELL, 1988).

Duas décadas depois dos primeiros registros da utilizacdo de invermectina, que foi
utilizada em larga escala para o controle e prevencdo da dirofilariose em cdes, logo apds a
quimioprofilaxia no Brasil, as infecgdes por dirofilariose canina cairam e se tornaram raras
chegando a 2% (LABARTHE et al., 2003). O uso de ivermectina neste momento estava sendo
utilizada de forma indiscriminada para endoparasitas e ectoparasitas de caes, gatos, aves,
coelhos, equinos, caprinos e bovinos visto que em congressos de parasitologia e clinica nesta
época, ndo faltavam publicagdes e banners com a palavra chave “ivermectina” (SILVA, 2022
- observacao pessal).

Com o enfoque no tratamento adulticida, um estudo que comparou a nova molécula
cloridrato de melarsomina (nome comercial Immiticide), frente a tiacetarsamida demonstrou
que 0 novo medicamento apresentou maior seguranca e eficacia para cdes jovem e adultos e
reduziu as taxas de letalidade, visto que houve mudanga na via de aplicacdo para intramuscular
versus endovenosa além da toxicicdade da molécula em causar tromboembolismo
(RAYNAUD et al., 1992)

Novos estudos foram conduzidos para o tratamento da dirofilariose com o enfoque
microfilaricida, visto que a baixa adeséo e as falhas no tratamento foram responsaveis pelo
aumento da prevaléncia (LABARTHE et al., 2014). Em 1998 outros trabalhos foram
conduzidos com novas drogas que foram introduzidas no mercado com agdo microfilaricida,
sendo as moléculas: moxidectina, milbemicina oxima e selamectina, expandindo desta forma
as opcoes de profilaxia para o0 médico veterinario (MCCALL et al., 1998).

Em 2001 ap6s reorganizacdo das bactérias da ordem Rickettsiales a Wolbachia foi
incluida como género dentro na familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001) novos
estudos foram conduzidos com a mudanca no tratamento da dirofilariose. O alvo agora seria
eliminar a acdo endossimbionte da Wolbachia com o uso da doxiciclina para interromper a
embriogénese das novas microfilarias (BAZZOCCH et al., 2008)

Em 2014 a maior autoridade cientifica do mundo em estudos de dirofilariose, American
Heartworm Society (AHS) publicou as diretrizes oficiais estabelecendo o protocolo de eleicdo
mundial ("Gold Standard™) para o tratamento em 30 dias de doxiciclina seguidos por uma dose
injetavel de melarsomina / més (3 doses) (NELSON et al., 2014).

Na inovagéo do tratamento da dirofilariose um estudo foi realizado como ensaio clinico

multicéntrico e longitudinal consolidando a seguranga e a eficacia bioldgica da moxidectina
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injetdvel em suspensédo lipidica de liberacdo lenta (tecnologia de microesferas do ProHeart
SR12). O estudo comprovou que uma Unica aplicacdo garante 100% de protecdo por 12 meses
consecutivos contra o desenvolvimento de infecgbGes induzidas de Dirofilaria immitis
(KRAUTMANN et al., 2020).

Diante dessa inovacao estudos ja foram conduzidos no Rio de Janeiro para utilizacdo desta
droga ndo apenas com acdo profilatica e sim acdo curativa em animais gestantes e adultos com
taxas expressivas de negativacdo soroldgica e de microfilarias ao longo de um ano sem induzir
lesbes e efeitos adversos (ALBERIGI et al., 2019 e 2020). Entretanto sabemos que muitos
animais ainda ficardo desassistidos, visto que esse tratamento é restrito a uma pequena parcela
da populacédo desprotegida. (SILVA, 2022 - Dados ndo publicados).
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CAPITULO |

ASPECTOS LABORATORIAIS E EPIDEMIOLOGICOS ASSOCIADOS A
HEMOPARASITOS DAS FAMILIAS BABESIIDAE E ANAPLASMATACEAE
EM CAES ATENDIDOS EM UNIDADES PRIVADAS DE SAUDE ANIMAL
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RESUMO

As hemoparasitoses de cédes atendidos em unidade privadas de saide animal (U.P.S.A.)
representam enfermidades parasitarias de grande relevancia, por apresentar prevaléncia de
carater endémico. Além de aspectos clinicos e laboratoriais inespecificos fazem com que o
diagndstico seja limitado e desafiante para a clinica médica, que na maioria das vezes utiliza
como Unica alternativa, diagndstico presuntivo associado a terapia empirica. Com objetivo de
avaliar se 0s aspectos laboratoriais e epidemiolégicos sdo capazes de auxiliar no diagnéstico
das hemoparasitoses em cdes, foi realizado um estudo retrospectivo transversal analisando a
prevaléncia e os possiveis fatores associados para a sua ocorréncia. Foram utilizados mil e
quinhentos prontuérios e consideradas como variaveis resposta quatro grupos de animais:
suspeitos de hemoparasitoses (Gl), positivos para hemoparasitos (Gll), positivos para
hemoparasitos da familia Babesiidae (GlI1) e hemoparasitos da familia Anaplasmataceae (GIV)
e as variaveis explicativas (sexo, idade, raca, porte, presenca de carrapatos e alteracdes
laboratoriais). Foram realizadas andalises estatisticas exploratorias univariadas, e analises
bivariadas e multivariadas, baseadas em modelos de regressao logistica, para verificar quais 0s
fatores associados aos desfechos em estudo. Dos prontuérios analisados, 241 (16,1%) foram
considerados suspeitos e 146 (9,7%) com diagndstico positivo para pelo menos um
hemoparasito por esfregaco sanguineo. Desses animais 47 (32,2%) apresentavam agentes da
familia Babesiidae e 99 (67,8%) agentes da familia Anaplasmataceae. Foi verificado que a
presenca de carrapato foi associada ao diagndstico para a familia Babesiidae, visto que animais
com este acaro apresentaram 2,7 vezes maior risco de infeccdo para este agente (RP = 2,7 [IC
95%: 1,5; 4,8]). Outra variavel relacionada com este protozoario foi anemia; que apresentou 1,3
vezes maior chance do céo estar infectado (RP:1,3 [IC 95%: 1,1; 1,7]). Da mesma forma, cédes
de grande porte apresentaram 2,9 vezes maior chance de estar infectado por bacterias da familia
Anaplasmataceae (RP:2,9[1C95%:1,7;4,7]) e com monocitos ativados apresentaram 2,3 vezes
maior chance de estar infectado por esta bactéria (RP:2,3 [IC 95%: 1,5; 3,6]). Entretanto a
variavel com maior influéncia no diagnostico positivo para a familia Anaplasmataceae foi a
trombocitopenia.Cées trombocitopénicos apresentaram 8,2 vezes maior chance de estar
infectado por estas bactérias (RP:8,2 [IC 95%: 4,8; 13,9]). Os resultados indicam gque animais
de grande porte, trombocitopéncios e com mondcitos ativados estdo associados a infeccao por
Ehrlichia spp e Anaplasma spp., enquanto presenca de carrapatos e anemia estdo associados a
familia Babesiidae.

Palavras-chave: Epidemiologia, fatores associados, cdes, Babesia spp.,
Anaplasma spp.
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ABSTRACT

Hemoparasitos is in dogs treated at small animal clinics represents the main parasitic disease,
as it has a relevant prevalence and is endemic in nature. In addition to nonspecific clinical and
laboratory aspects, the diagnosis is limited and challenging for the medical clinic, which most
often uses the presumptive diagnosis associated with empirical therapy as the only alternative.
In order to assess whether laboratory and epidemiologicalaspectsareabletoassistinthediagnosis
of hemoparasitosis in dogs, a retrospective cross-sectional study was carried out analyzing the
prevalence and possible associated factors for its occurrence. One thousand and five hundred
medical records were used and four groups of animals were considered as response variables:
suspected of hemoparasites (Gl), positive for hemoparasites (Gll1), positive for hemoparasites
of the Babesiidae family (GII1) and hemoparasites of the family Anaplasmataceae (GIV) and
the variables explanatory (sex, age, race, size, presence of ticks and laboratory alterations).
Explanatory univariate analysis and bivariate and multivariate analyzes were performed, based
on logistic regression models, to verify the factors associated with the out come sunderstudy.Of
the medical records analyzed, 241 (16.1%) were considered suspicious and

146 (9.7%) with a positivediagnosis for at least one hemoparasite. Ofthese animals 47
(32.2%)had agents from the Babesiidae family and 99 (67.8%) agents from the
Anaplasmataceae family. It was found that the presence of ticks was associated with a positive
diagnosis for the Babesiidae family, since animals with the presence of this mite had a 2.7 times
higher risk of infection for this agent (PR = 2.7 [95% CI: 1.5; 4.8]). Another variable related to
this protozoan was anemia; presented a 1.3 times higher risk of infection (PR = 1.3 [95% CI:
1.02; 1.7]). Likewise, large dogs presented 2.9 times greater risk of infection for the family
Anaplasmataceae (PR =2.9[95% CI:1.7;4.7]).However, the variable with the greatest influence
on the positive diagnosis for the family Anaplasmataceae, was thrombocytopenia.
Thrombocytopenic dogs had an 8.2 times higher risk of infection with these bacteria (PR = 8.2
[95% CI: 4.8; 13.9]). The results indicate that large animals, thrombocytopenia with activated
monocytes are associated with infection by Ehrlichia spp and Anaplasma spp., while the
presence of ticks and anemia are associated with the Babesiidae family.

Keywords: Veterinary epidemiology, animal parasitology, associated factors, Babesia spp.,
Anaplasma  spp.
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1 INTRODUCAO

As hemoparasitoses que acometem o0s cdes sdo doengas causadas por agentes
intracitoplasmaticos obrigatdrios que parasitam células do sistema hematopoiético (RIKHISA,
1991; ELIAS, 1991; DUMLER et al. 2001). S&o diagnosticadas com grande frequéncia na
rotina médico veterinaria, sendo responsaveis por manifestacGes clinicas variaveis, desde
imperceptiveis até quadros clinicos mais graves resultando em ébito (LABARTHE et al., 2003).

Os principais agentes responsaveis por maior ocorréncia de hemoparasitoses na clinica
de pequenos animais estdo compreendidos em duas familias: Anaplasmataceae, representados
pelas espécies Ehrlichia canis e Anaplasma platys (DUMLER et al., 2001; DUMLER et al.,
2005) e Babesiidae pela espécie B.vogeli (JOJIMA et al., 2008; VILELA et al., 2013) A primeira
familia é representada por bactérias pleomorficas, cocoides, gram-negativas do género
Ehrlichia que infecta mondcitos, macrofagos e células da linhagem mieloblastica e A. platys
que infecta mais comumente plaquetas podendo eventualmente infectar leucocitos (HARVEY
et al., 1978; ALMOSNY, 2002; DUMLER et al. 2005; MYLONAKIS et al.

2010). A segunda familia representada por protozoario da subespécie B. vogeli infecta
exclusivamente eritrocitos sendo a principal espécie reportada em cdes no Brasil (VILELA et
al. 2013) e com maior prevaléncia (JOJIMA et al., 2008).

A ehrlichiose monocitica canina (EMC) € uma doenca potencialmente fatal, causada por
E. canis, transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.I.) (RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2005). Foi primeiramente descrita na Argélia em 1935, mas tornou-se relevante
ganhando importancia reconhecida pelos EUA quando causou altas taxas de mortalidade aos
caes americanos levados a Guerra do Vietnd em 1962 (ALMOSNY, 1998). Atualmente tem
distribuicdo nos diversos continentes, afetando comumente cdes em areas de clima quente
(COHN, 2003) é considerada endémica em muitas regibes (SANTOS et al., 2009). A
transmissdo vetorial é relatada, sendo a presenca de cdes infectados necessario para a
permanéncia de E. canis, visto que ndo ha transmissao vertical em carrapatos (NEER, 1998).
Assim, a incidéncia de infeccdo esta intimamente relacionada a abundancia do vetor (TRAPP
et al., 2006). No Brasil, o R. sanguineus (s.l.) é o principal vetor nas areas urbanas, sendo este
bem adaptado ao ambiente doméstico, entretanto pouco se conhece sobre a transmissao em
areas rurais onde carrapatos do género Amblyomma sdo encontrados com maior frequéncia que
0 R. sanguineus (s.l.) (LABRUNA; PEREIRA,
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2001;LABRUNA et al., 2007).
A trombocitopenia infecciosa ciclica canina causada por A. platys, foi descrita pela

primeira vez nos Estados Unidos, em 1978 (HARVEYet al., 1978) e, posteriormente, no Jap&o
(INOKUMA et al., 2003). Este agente infecta especificamente plaquetas de cées e causa uma
enfermidade caracterizada pela diminuicdo de plaquetas persistindo por 7 a 10 dias, seguida por
um periodo de recuperacdo. A. platys causa parasitemia e trombocitopenia ciclica em intervalos
de 10 a 14 dias. Alguns dias apds a infeccdo ocorre uma diminui¢do brusca no nimero de
plaquetas e A. platys desaparecendo da circulacdo (INOKUMA et al. 2002). A deteccdo de
carrapatos do género R. sanguineus (s.l.) infectados com A. platys sugere ser este o vetor deste
agente etiolégico (HOSKINS, 1993; MOTOI et al. 2001), mas ainda nao foi possivel comprovar
experimentalmente a sua transmissdo (SIMPSON et al., 1991; BREITSCHWERDT, 2004).

A babesiose canina € uma doenca transmitida por carrapatos, causada por hematozoarios
do género Babesia, e apresenta como agentes etioldgicos espécies, que variam em funcdo do
vetor, patogenicidade e localizacdo geografica: B. canis, B.vogeli e B. rossi (UILENBERG et
al. 1989) e Babesia gibsoni. No Brasil, destaca-se B.canis, sendo B.vogeli a principal espécie
que acomete os cdes (JOJIMA et al., 2008; VILELA et al., 2013),

Babesia gibsoni ja foi identificada no Brasil (TRAPP et al. 2006; JOJIMA et al.2008). A
espécie B. rossi é transmitida pelo Haemaphysalis leachi descrita na Africa do Sul sendo a cepa
considerada mais patogénica (TABOADA, 1998). A espécie B. vogeli diagnosticada no Rio de
Janeiro, acomete cdes com frequéncia de 11,9%, sendo um importante patdgeno
subdiagnosticado, principalmente por complicacfes em coinfec¢cdes e por ter sinais clinicos
comuns a outras doencas (VILELA et al. 2013). Ja B. gibsoni, é endémica no sudeste da Asia,
América do Norte (BIRKENHEUER et al., 2005) e Australia (JEFFERIES et al., 2007) e os
sinais clinicos da infeccdo sdo variaveis. Em alguns casos, a doenca é fulminante com faléncia
multipla de érgdos e morte (REDDY et al., 2014).

Babesia vogeli ocorre mundialmente com alta prevaléncia nas regides tropicais e
subtropicais acometendo espécies de canideos domeésticos e silvestres. No Brasil, a doenca é de
grande importancia veterinaria pelo seu carater endémico e prevaléncia crescente em diversas
areas. Este fato tem associacdo direta com a elevada distribuicdo do carrapato vetor
R. sanguineus (s.l.), cuja prevaléncia e intensidade de infestacdo vém aumentando em cées de
diferentes regides do pais (DANTAS-TORRES,2008). Essas hemoparasitoses podem
apresentar diversas alteracbes hematoldgicas e bioquimicas no seu hospedeiro. Os animais

infectados por E. canis podem apresentar trombocitopenia, anemia e leucopenia (MOREIRA
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et al., 2003, SANTOS et al., 2009). No caso de infec¢des por A. platys, pode ocorrer anemia
moderada e quedas temporarias no valor total de leucdcitos, além de variagdes ciclicas na
contagem de plaquetas (HARVEY et al., 1978). Os animais acometidos por B. vogeli podem
desenvolver anemia discreta agrave, reticulocitose, policromasia, macrocitose, linfocitose
discreta e hiperbilirrubinemia dependendo de sua forma aguda ou crénica (STOCKHAM,;
SCOTT, 2008).

A prevaléncia de hemoparasitoses em cées possui variacdes em fungdo de diversos
fatores, principalmente de acordo com o método de diagnéstico utilizado.Com a utilizagéo do
diagndstico parasitoldgico (exame direto de esfregaco sanguineo) a prevaléncia varia entre 0,0
a 50,5% (ALBERNAZ et al., 2007; MENESES et al., 2008; NAKAGHI et al.,2008; CARLOS
et al., 2011; LEMOS et al., 2012; LEAL et al., 2015; ROTONDANO et al., 2015; ARAUJO
et
al., 2015). Ja com a utilizacdo do diagnostico molecular (PCR, n-PCR, g-PCR e sn-PCR) a
prevaléncia encontra-se entre 0,0 a 65,0% (MENESES et al., 2008; NAKAGHI et al., 2008;
DAGNONE et al., 2009; UENO et al., 2009; RAMOS et al., 2009; LEMOS et al., 2012;
SANTOS et al., 2013; SOUSA et al., 2013; VILELA et al., 2013; MORAES et al., 2014;
GUEDES et al., 2015; ROTONDANO et al., 2015; GOTTLIEB et al., 2016; SOARES et al.,
2017; ROTONDANO et al., 2017).

Sendo que, como emprego de metodologias de diagndstico indireto ( RIFI, ELISA, dot-
ELISA, SNAP 3Dx e SNAP 4Dx Plus), a prevaléncia varia entre 4,4 a 94,8% (OLIVEIRA et
al., 2000; NAKAGHI et al., 2008; FURUTA et al., 2009; AZEVEDO et al., 2011; VIEIRA et
al., 2011; KRAWCZAK et al., 2012; SANTOS et al., 2013; SPOLIDORIO et al., 2013;
PAULAN et al., 2013, GIRARDI et al., 2014; ARAUJO et al., 2015; COSTA et al., 2015;
GUEDES et al., 2015; ROTONDANO et al., 2015; GOTTLIEB et al., 2016).

Entretanto, essas variagdes encontradas nos diversos estudos, também podem ser
explicadas em razédo das condicdes epidemiologicas da regido, distribuicdo geografica do vetor,
além de aspectos intrinsecos aos cées relacionados com a fase da doenca em que foi realizado
0 exame, como uma das causas principais, propiciando ou ndo a expressividade da prevaléncia
(MOREIRA et al.,2003; MOREIRA et al.,2005; FERREIRA et al.,2007; RAMOS et al.,2009;
SANTOS et al., 2013; ARAUJO et al., 2015).

Nas ultimas décadas, as hemoparasitoses tém ganhado importancia na Clinica Veterinaria
de Pequenos Animais, devido a um aumento do nimero de cdes como animais de companhia,
atrelado a perfeita adaptacdo do principal carrapato vetor destes agentes, R. sanguineus (s.l.),

ao ambiente domiciliar e peridomiciliar dos locais onde os animais séo
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criados (LABRUNA et al., 2000). E valido lembrar que cdes de areas urbanas, que vivem
restritos aos domicilios, tem sua ixodofauna representada quase que exclusivamente por R.
sanguineus(s.l.)Latreille,1806(RIBEIRO et al., 1997; LABRUNA et al.,2001; SZABO et al.,
2001; SOARES et al., 2006; DANTAS-TORRES et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012;
ALMEIDAEet al., 2013; COSTAet al., 2015).

Riphicephalus sanguineus (s.l.) é um carrapato com distribuicdo geogréfica ampla e tem
sido incriminado como vetor de varios patdégenos que podem infectar animais e humanos:
Rickettsia conorii (PALMAS et al., 2001); R. rickettsii (PIRANDA et al., 2011); Coxiella
burnetti (DUMLER et al., 2005); Hepatozoon canis (GIANNELLI et al., 2013); B. vogeli
(COSTA-JUNIOR et al.,2009); B.gibsoni (JOJIMA et al.,2008) B.conradae (KIEMTRUP et
al.,2006); E. chaffeensis (DUMLER et al., 2005); E. canis (SMITH et al., 1976); E. ewingii
(LITTLE, 2010); A. platys (FRENCH; HARVEY, 1983); A. phagocytophilum (SANTOS et al.,
2013) e Leishimania spp.(COUTINHO et al., 2005; VIOL et al., 2016).

Os cdes atualmente estdo inseridos no ambiente familiar e segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), neste contexto hd um maior namero de animais em
comparagdo com 0 numero de humanos, que em contato com esses animais considerados
reservatorios e sentinelas de diversos patdgenos, estdo sujeitos a infeccdo por esses agentes
zoonoticos, devido maior exposicéo aos seus respectivos vetores (BEALL et al., 2012; VIEIRA
etal., 2013; LUZ et al., 2014; BANETH et al., 2016).

Poucos estudos epidemiolégicos com hemoparasitos na populacdo canina vém sendo
conduzidos com o intuito de correlacionar fatores de riscos e alteracGes laboratoriais associados
a transmissdo destes agentes (BORIN et al., 2009), assim também que, uma vez que alguns
desses agentes podem infectar humanos (PEREZ et al., 2006; VIEIRA et al., 2011; BENIGNO
etal., 2011; BANETH et al., 2016).

Assim com base em prontuarios médicos veterinarios de U.P.S.A., buscou-se verificar
dados laboratoriais e epidemiolégicos que poderdo auxiliar na profilaxia e controle das
hemoparasitoses no ambiente urbano e determinando a sua prevaléncia e elucidando o0s

possiveis fatores clinicos e laboaratoriais associados encontrados em cées.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Origem dos dados

O nGmero minimo de prontuérios foi determinado pela formula n= z242P (1 - P) / d?

segundo Medronho et al. (2009). Onde n = Amostra; z«2 = 1,96 (valor da distribuicdo normal
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padronizada); P = prevaléncia esperada d? = erro toleravel de 5%. A prevaléncia esperada
utilizada foi (50%) de acordo com a selegdo por conveniéncia, ja que haviam
poucasreferéncias sobre a prevaléncia de hemoparasitos em cdes na area de estudo foram
selecionados 1500 prontuarios de atendimento medico veterindrio durante o periodo
compreendido de janeiro de 2014 a dezembro de 2019. Os prontuarios pertenciam aos arquivos
de duas unidades privadas de satde animal (UPSA) localizadas em bairros da Zona Oeste da
cidade do Rio de Janeiro, Brasil. Desta forma foram separados em UPSA-1, abrangendo os
bairros de Bangu, Realengo, Padre Miguel e Deodoro; e UPSA-2, abrangendo os bairros de
Campo Grande e Inhoaiba. Nas UPSAs o0s prontudrios estavam organizados em ordem
alfabética pelo nome dos tutores dos animais, sendo a escolha de forma aleatoria sistematizada,
para cada dez prontuarios manualmente contabilizados apenas um era selecionado
(MEDRONHO et al., 2009).

2.2. Variaveis do estudo

Quatro grupos de animais foram analisados, sendo estes: Grupo | (Gl), animais suspeitos
de hemoparasitoses foram aqueles que apresentavam no minimo 3 sinais e/ou sintomas
sugestivos de hemoparasitose (cdes com presenca de carrapato, tempo de perfusao capilar (TPC)
menor que 2 segundos, convulsdes, mucosas hipocoradas, epistaxe, hematemese,
hematoquezia, esplenomegalia, hepatomegalia, apatia, anorexia e febre) (ALMOSNY, 2002);
Grupo I (GlIlI), animais com diagndstico positivo por exame direto de esfregaco sanguineo para
pelo menos um hemoparasito; Grupo 111 (GlII), animais com diagndstico positivo por exame
direto de esfregaco sanguineo para agentes da familia Babesiidae e Grupo 1V (GIV), animais
com diagnostico positivo por exame direto de esfregaco sanguineo para agentes da familia
Anaplasmataceae.

Todas as variaveis testadas foram categorizadas como: idade de acordo com as categorias,
ou seja, filhotes (<lano), adultos (1 a 8anos) e idosos (>8anos), com excec¢do do sexo que ja é
categorizado por natureza.

Para a variavel raca, foi estabelecido um niimero minimo de cées sendo eliminada das
analises aquelas racas cujo nimero de cdes foi inferior a 30 animais (SAMPAIQO, 2004). As
racas que se enquadraram nesta categoria estdo listadas na Tabela 1. A variavel porte foi
incorporada nas analises, contendo os animais com raca definida (CRD) e sem raca definida
(SRD), sendo os de pequeno porte as racas: Pinscher, Poodle, Yorkshire e Dachshund; de médio
porte: SRD, American Pitt Bull Terrier (Pitt Bull) e Cocker Spaniel Inglés e os cdes grande

porte: Pastor Alemdo, Labrador e Rottweiler. Para a variavel Area foi necessério
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aruparalgunsbairros para formar trés grupos distintos com caracteristicas geograficas
semelhantes: Area 1, composta pelo bairro Bangu; Area 2, compreendendo os bairros Campo
Grande e Inhoaiba e Area 3, pelos bairros de Padre Miguel, Realengo e Deodoro. Na tabela 1
estdo assinaladas as variaveis explicativas com 0s seus respectivos totais de acordo com cada
grupo analisado. A categoria “Outros” (N=199) nao foi incluida nas analises nem nas tabelas
por compreender o total de racas que obtiveram numero inferior a 30 cdes em cada categoria,
inviabilizando as analises estatisticas (SAMPAIQ, 2004)

Para as variaveis laboratoriais, foram categorizadas em presenca ou auséncia de alteraces
hematoldgicas como: leucocitose, leucopenia, linfocitose, linfopenia, eosinofilia, eosinopenia,
neutrofilia, neutropenia, monocitose, monocitopenia, trombocitopenia, mondcitos ativados e
anemia. (KANEKO et.al., 1997). Para a realizacdo dos modelos multivariados, algumas
variaveis ndo puderam ser analisadas em conjunto devidas multicolinearidade existente entre
elas, logo a variavel raga foi excluida em detrimento do porte quando este foi analisado e vice-
versa da mesma forma area em detrimento da UPSA. Devido a colinearidade, como cada
variavel porte é composta por varias ragas no momento da analise haveria erro e duplicidade de
variaveis no modelo por isso foram analisadas separadamente, quando raca era analisada no
modelo o porte ndo entrava na analise. O mesmo foi feito com a AREA e a UPSA, visto que
cada UPSA compreende varias AREAS do estudo.

2.3. Anadlise dos dados

Inicialmente foi realizada uma andlise exploratoria dos dados para verificar prevaléncia
de hemoparasitos, com correspondentes intervalos de confianca (IC95%), considerando todas
as variaveis explicativas (sexo, idade, raca, porte do animal, presenca de carrapato, alteracdes
laboratoriais, unidades de atendimento. Para a variavel UPSA-1foram agrupados os bairros de
Bangu, Realengo, Deodoro e Marechal Hermes sendo mais proximos e que apresentaram as
temperaturas mais quentes da zona oeste e na UPSA-2 foram agrupados o bairro de Campo
Grande e de Inhoaiba que apresentam as temperaturas mais amenas e possuem cobertura vegetal
segundo Costa; Moura (2003) e Lucena (2010) para os grupos Gl, GlI, Glll e GIV.

Em seguida, foram realizadas analises bivariadas e multivariadas com objetivo de
verificar as possiveis associagfesentre as variaveis desfecho e as variaveis explicativas. A
medida de associacdo epidemioldgica, razdo de prevaléncia (RP) foi estimada para cada
variavel de exposicéo, entre elas varidveis epidemioldgicas e clinicas, com objetivo de mensurar

um potencial fator de risco que a mesma oferece para o(s) desfecho(s) em questéo.Para estimar
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as razoes de prevaléncia (RP), foram ajustados modelos de regresséo logistica, utilizando como
funcao de ligagdo a fungdo logaritmica, utilizando dessa forma a Razdo de Chances (OR) como
estimativa para a Razdo de Prevaléncia (RP) e seus correspondentes intervalos de confianca
(1C) a 95%, visto que se trata de um estudo transversal. (BARROS; HIRAKATA, 2003).

A selecdo das variaveis de exposicdo para o ajuste do modelo multivariado foi feita
através das andlises bivariadas, sendo selecionadas as variaveis que foram significativas (p-
valor <0,05) para serem incluidas no modelo.

Na analise das varidveis laboratoriais, ndo foram consideradas como varidveis de
exposicao, as variaveis clinicas sao potencialmente associadas com a presenca de hemoparasitos
e as variaveis laboratoriais ndo sdo preditoras de presenca de hmeoparasitos, mas sim uma
consequéncia de presenca dos hemoparasitos causando hemoparasitoses.

Para diagnosticar o modelo mais parcimonioso, foram estimados os valores do Critéerio
de Informacdo de Akaike (AIC) para cada modelo multivariado (AKAIKE, 1974). Todas as
analises estatisticas foram realizadas no pacote estatistico R versdo 3.6 (R CORE TEAM, 2019).

3 RESULTADOS

E possivel observar na tabela 1, que dentre os 1.500 prontuarios analisados, 241/1500
(16,1%) dos cées foram considerados suspeitos de hemoparasitose e 146/1500 (9,7%) obtiveram
diagndstico positivo para pelo menos um tipo de hemoparasito. Dos animais positivos, 47/146
(32,2%) foram por agentes da familia Babesiidae e 99/146 (67,9%) por agentes da familia
Anaplasmataceae. Em todos os grupos GlI, Gll, Glll e GIV) o sexo e a idade ndo foram
considerados determinantes para a infeccdo por hemoparasitos (Tabela 1) Entretanto, quando o
sexo foi avaliado dentro da categoria da variavel raca, somente as fémeas de Pastor Alemao
(27,80%) obtiveram valor expressivo para justificar maior prevaléncia de parasitismo na familia
Anaplasmataceae (Tabela 2).

Ainda na tabela 1, a variavel raca, quando analisada com duas categorias CRD e SRD
também ndo apresentaram diferenca entre 0s grupos . A variavel porte nao apresentou diferenca
no parasitismo quando analisada no GlI, GllI e GIV, enquanto no GII houve diferenca entre as
categorias grande e pequeno porte. Quando a raga foi analisada dentro da categoria “CRD” no
GI ndo houve diferenca, sendo a raca com maior prevaléncia foi o Daschund (30,4%), ja

no GlI foi observado maior prevaléncia para o Rottweiler (19,6%).

Tabela 1. Andlise univariada da prevaléncia (P) e intervalosde confianga (IC 95%), de cdes
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positivos para hemoparasitos com énfase em agentes da familia Babesiidae e Anaplasmataceae
e variaveis epidemioldgicas em prontuarios de Unidades Privadas de Salde Animal do
municipio do Rio de Janeiro, Brasil.

VARIAVEIS Gl Gll Glll GlV
EXPLICATIVAS N P(%)[1C95%)] P(%)[1C95%] N P(%)[1C95%)] P(%)[1C95%)]
TOTAL 1500 16,1[14,2;17,9] 9,7[8,2;11,2] 146  32,2[24,6;39,8] 67,8[60,2;75,4]
SEXO
Macho 812 15,9[13,4;18,4] 9,9[7,9;12,0] 65  35,4[23,8;47,0] 70,4[60,4,80,3]
Fémea 688  16,3[13,5;19] 9,4[7,3;11,6] 81 29,6[19,7;39,6] 64,6[52,9;76,2]
IDADE
Sl 110  15,5[8,7;22,2] 7,3[2,4;12,1] 8 37,5[3,9; 71] 62,5[28,9;96]
<lano 382  13,1]9,7;16,5] 9,7[3,8; 8,7] 37  35,1[19,7;50,5] 64,9[49,5;80,2]
1-8anos 554 17,7[14,5;20,9] 7,8[5,5; 9,9] 62  30,6[19,2; 4,9] 69,3[57,9;80,8]
>8 anos 454 16,7[13,3;20,2] 5,9[3,8; 8,1] 39  30,8[16,3;45,2] 69,2[54,7;83,7]
PORTE
Grande 124 18,5[11,7;25,4] 14,5[8,3;20,7] 18 22,2[3; 41,4] 77,8[58,6;96,9]
Médio 656 16,8[13,9;19,6] 9,6[7,3;11,8] 63  39,7[27,6;51,8] 60,3[48,2;72,4]
Pequeno 521 14,8[11,7;17,8] 6,1[4,1; 8,2] 32 28,1[12,5;43,7] 71,9[56,3;87,4]
RACASMISTAS
SRD 551  16,8[13,7;20] 10,2[7,7;12,7] 56  39,3[26,5;52,1] 60,7[47,9;73,5]
CRD 949 15,6[13,3;17,9] 9,2[7,6;11,3] 0 27,8[18,5;37] 72,2[62,9;81,5]
RACASPURAS
Rottweiler 46  17,4[6,4;28,3] 19,6[8,1; 31] 4 20[0;55,1] 75[32,6;117,4]
PastorAleméo 40  17,5[5,7;29,3] 12,5[2,2;22,7] 6 50[10;90] 50[10;90]
Labrador 38  21,1[8,1;34,1] 10,5[0,8;20,3] 5 0 [0;0] 0 [0;0]
CockerSpaniel 73 15,1[6,9;23,3] 8,2[1,9;14,5] 1 0 [0;0] 0 [0;0]
Poodle 334  15[11,4;18,8] 6,9[4,2; 9,6] 23 17,4[1,9;32,9] 82,6[67,1,98,1]
Yorkshire 44 18,2[6,8;29,6] 6,8[0,6;14,2] 3  66,7[13,3; 120] 0[0; 86,7]
Pinscher 106  8,5[3,2;13,8] 5,7[1,3;10] 6 50[10;90] 50[10;90]
Pitt Bull 32 18,8[5,2;32,3] 3,1[2,9; 9,1] 1 0[0;0] 0[0;0]
Daschund 37 30,4[11,6;49,2] 0[0] 9 33,3[2,5;64,1] 66,7[35,9;97,5]
CARRAPATO
presente 264  28[22,6;33,4] 14,4[10,1;18,6] 38  44,7[28,9;60,5] 21,2[13,2;29,3]
ausente 1236 13,5[11,6;15,4] 8,7[7,2;10,3] 108 27,8[19,3;36,2] 78,8[70,7;86,8]
AREA
Al 1036 18,3[16,0;20,7] 11,9[10;13,9] 124 36,6[24,4;47] 70,2[62,1;78,2]
A2 285 11,2[7,6;14,9] 5,3[2,6; 7,8] 285  24,5[6,5;42,4] 53,3[28,1,78,6]
A3 179  10,6[6,1;15,1] 3,9[1,1; 6,7] 179 16,7[2; 35,6] 57,1[20,5;93,8]

S.1.= Sem informacéo de idade; S.R.D.= Sem Raca Definida; C.R.D. = Com Raca Definida = Unido de todas as

ragas

puras, Al,

A2

e A3 =

areas de

residéncia

dos

animais

incluidos nas

UPSA.
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Tabela 2. Analise da prevaléncia de agentes da familia Babesiidae (GllII) e
Anaplasmataceae (GIV) em cdes considerando sexo (macho &, fémea Q)
dentro das categorias da variavel raca e m unidades privadas de saide animal
da zona oeste do Rio de Janeiro (2014 — 2019).

RACA N Glll GlV
“AS (@12 P (%) PO (%) | PI (%) PO (%)
Cocker Spaniel ~ 40/33 75 0,0 75 0,0
Rottweiler 32/14 3,1 14,3 15,6 7,1
Labrador 21/17 0,0 59 9,5 59
SRD 308/243 39 41 75 4,5
Dachshund 22/15 0,0 0,0 0,0 0,0
PittBull 17/15 0,0 0,0 0,0 6,7
Yorkshire 25/19 0,0 10,5 4 0,0
Poodle 170/164 1,2 12 5,9 55
Pastor Aleméao 22/18 0,0 0,0 0,0 27,8 *
Pinscher 52/54 3,8 1,8 5,8 0,0

(*) p-valor < 0,05

Ao ser analisada no GlII ndo houve diferenca estatistica entre as categorias analisadas,
sendo a mais prevalente a raca Yorkshire (66,7%). Ao finalizar sua analise no GIV ndo houve
diferenca significativa entre as racas sendo o Poodle (82,6%), a raca mais prevalente no
parasitismo. Foi observado um grande namero de racas com auséncia de parasitismo no GllI
(Labrador, Cocker Spaniel Inglés, Pitt Bull e Daschund) e no GIV (Labrador, Cocker Spaniel
Inglés, Yorkshire, Pitt Bull e Daschund)).

A presenca de carrapato teve relacdo com o parasitismo somente no grupo de animais
suspeitos (GI) e positivos para agentes da familia Babesiidae (GIIl). A variavel Area foi
determinante na expressividade do parasitismo em ambos os grupos Gl e Gll, havendo
diferenca significativa somente da area Al em relacdo as areas A2 e A3 respectivamente
(Tabela 1).

Na Tabela 3, ao analisarmos o GI, somente 0s animais com presenca de carrapato e
residentes na area Al apresentaram maior risco de serem infectados por hemoprasitos.
Entretanto, no Gll animais de médio e grande porte, com presenca de carrapato e residentes na
area Al apresentaram maiores riscos de serem positivos para pelo menos um tipo de
hemoparasito. No GIIl somente animais de porte médio e com presenca de carrapato
apresentaram mais chances de infec¢do por membros da familia Babesiidae. Ja no GIV somente
animais de grande porte e residentes na area Al apresentaram maiores chances de

infeccdopormembrosdafamilia Anaplasmataceae.
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As alteracbes hematoldgicas encontradas nos animais do GI, Gll, Glll e GIV estdo
apresentadas na Tabela 4. No Gl animais trombocitopénicos, com mondcitos ativados e
anémicos, apresentaram diferenca significativa em relagdo aos animais sem alteracdes
hematoldgicas, sendo estas alteracfes relevantes para a suspeita de hemoparasitoses. No Gll,
0s animais apresentaram leucopenia, trombocitopenia, mondcitos ativados e anemia. No Gll|,
as alteracGes mais importantes que apresentaram diferenca significativa para o diagnostico de
agentes da familia Babesiidae foram, linfocitose e anemia. Entretanto no GIV, as alteracdes
mais expressivas para o diagnostico de agentes da familia Anaplasmataceae foram, leucopenia,
trombocitopenia, mondcitos ativados e anemia.

Em todos os grupos GI, GlI, Glll e GIV 0 sexo e a idade ndo foram considerados
determinantes para a infecgdo por hemoparasitos. Entretanto, quando o sexo foi avaliado dentro
da categoria da variavel raga, somente as fémeas de Pastor Alemé&o (27,80%) obtiveram valor

expressivo para justificar maior prevaléncia de parasitismo na familia Anaplasmataceae.
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Tabela 3. Andlise bivariada das razdes de prevaléncia (RP) e intervalos de confianca (1C 95%)
para hemoparasitos em cdes segundo variaveis epidemiologicas em Unidades Privadas de

Saude Animal na zona oeste do Rio de Janeiro (2014 — 2019).

VARIAVEIS N Gl Gl Gl Glv
EXPLICATIVAS RP[1C95%)] RP[1C95%)] RP[1C95%)] RP[1C95%)]
SEXO
Macho (ref.) * 812 1,0[1,0;1,0] 1,01,0;1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
Fémea 688  1,0[0,8;1,3] 0,9[0,7; 1,3] 1,1[0,6;2,0] 0,9[0,6; 1,3]
IDADE
1-8anos (ref.) 554 1,0[1,0;1,0] 1,0 [1,0;1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
<1 ano 382  1,2[0,7;2,0] 0,7[0,4; 1,6] 1,0[0,5; 2,0] 0,8[0,5; 1,3]
>8 anos 454 1,3[0,9; 18] 0,9[0,6; 1,4] 0,8[0,4; 1,6] 0,8[0,5;1,2]
Sl 110 1,3[1,0; 1,8] 1,1]0,8; 1,7] 0,8[0,2; 2,6] 0,6[0,2; 1,4]
PORTE
Pequeno (ref) 521 1,0[1,0;1,0] 1,0 [1,0:1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
Médio 656  1,3[0,9;1,5] 1,6[1,1; 2,3] 2,2[1,1; 4,7] 1,3[0,8; 2,2]
Grande 124 1,2[0,8;1,9] 2,4[1,4;41] 1,9[0,6; 6,0] 2,6[1,3;4,8]
RACASMISTAS
SRD (ref.) 551 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
CRD 949  0,9[0,7;1,2] 0,9[0,7; 1,3] 0,7[0,4; 1,2] 1,1[0,7; 1,7]
RACASPURAS
PittBull (ref.) 32 1,0[1,0;1,0] 1,0 [1,0;1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
Rottiweiler 46 0,9[0,4; 2,4] 6,3[0,8;47,0] 6,3[0,0;13,6] 4,2[0,5;33,0]
PastorAlemaio 40 0,9[0,3; 2,5] 4,0[0,5;32,5] 1,0[0,0; 0,0] 4,0[0,5;32,0]
Labrador 38 1,1[0,4; 2,9] 3,4[0,4;28,6] 2,5[0,0; 7,7] 7,9[0,7;16,5]
CockerSpaniel 73 0,8[0,3; 2,0] 2,6[0,3;21,0] 4,0[0,0;10,2] 1,3[0,1;12,2]
Poodle 334 0,8[0,4;1,7] 2,2[0,3;15,8] 1,2[0,0; 2,3] 1,8[0,2;13,2]
Yorkshire 44 1,0[0,4; 2,5] 2,2[0,2;20,0] 4,4[0,0;10,7] 0,7[0,1;11,2]
Pinscher 106  0,4[0,2;1,2] 1,8[0,2;14,5] 2,7[0,0;5,9] 0,9[0,1; 8,4]
Daschund 37 1,4[0,6; 3,5] 0,0[0,0; 0,0] 1,0[0,0; 0,0] 0,0[0,0; 0,0]
CARRAPATO
Ausente (ref.) 1236 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
Presente 264  2,1[1,6;2,6] 1,6[1,2; 2,3] 2,6[1,5; 4,7] 1,3[0,8; 2,0]
AREA
A2(ref.) 285 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0;1,0]
Al 1036  1,7[1,2;2/4] 2,3[1,4; 3,9] 1,5[0,7; 3,3] 3,0[1,5; 6,2]
A3 179  0,9[0,5; 1,6] 0,7[0,3; 1,8] 0,8[0,2; 2,6] 0,7[0,2; 2,6]

S.1.= Sem informacao de idade; S.R.D.= Sem Raca Definida; C.R.D. = Com Raca Definida = Unido de todas as
racas puras; Al, A2 e A3 =éreas de residéncia dos animais incluidos nas UPSA. (ref.) = quer dizer a variavel de
referéncia pois apresenta menor prevaléncia de ocorréncia da variavel desfecho, entdo em uma analise de regresséo
logistica ela foi escolhida como referencia para comparagao entre pares e verificar qual varidvel é mais prevalente
em relagdo a variavel de ref. para explicar o desfecho em estudo.
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Tabela 4. Andlise univariada da prevaléncia (P) e intervalo de confianca (IC95%) de
hemoparasitos em cées e sua associagdo com variaveis laboratoriais em Unidades Privadas de

Saude Animal da zona oeste do Rio de Janeiro (2014 — 2019).

VARIAVEIS
LABORATORIAIS

Gl

Gll

Glll

Glv

P(%)[1C95%]

P(%)[1C95%]

P(%)[1C95%]

P(%)[1C95%]

LEUCOCITOSE

Auséncia 1476 15,9[14;17,8] 9,5[8,0;11] 3,0[2,2; 3,9] 6,5[5,2; 7,8]
Presenca 24 25,0[7,7;42,3] 20,8[4,6;37,0] 8,3[2,7;19,4] 12,5[0,7;25,7]
LEUCOPENIA
Auséncia 1398  15,4[13,5;17,3] 8,6[7,2;10,1] 2,9[2,0; 3,7] 5,8[4,6; 7,0]
Presenca 102 24,5[16,1;32,8] 24,5[16,1;32,8]* 6,9[1,9;11,8] 17,6[10,2;25,0]*
LINFOCITOSE
Auséncia 1494  16,1[14,2;17,9] 9,7[8,2;11,2] 3,1[2,2; 3,9] 6,6[5,4; 7,9]
Presenca 6 16,7[1,3;46,5] 16,7[1,3;46,5] 16,7[14,8;48,1]* 0,0[0,0;0,01*
LINFOPENIA
Auséncia 1443  15,7[13,8;17,6] 9,3[7,8;10,8] 3,0[2,1; 3,9] 6,4[5,1; 7,6]
Presenca 57 24,6[13,4;35,7] 19,3[9,0;29,5] 7,0[0,4;13,6] 12,3[3,8;20,8]
EOSINOFILIA
Auséncia 1484  16,0[14,2;17,9] 9,7[8,2;11,2] 3,2[2,3; 4,1] 6,5[5,3; 7,8]
Presenca 16 18,7]0,3;37,9] 12,5[3,7;28,7] 0,0[0,0;0,0]* 12,5[3,7;28,7]
EOSINOPENIA
Auséncia 1479 15,9[14,1;17,8] 9,6[8,1;11,1] 3,1[2,2; 4,0] 6,5[5,2; 7,7]
Presenca 21 23,8[5,6;42,0] 19,0[2,2;35,8] 4,8[3,4;13,9] 14,3[0,6;29,2]
NEUTROFILIA
Auséncia 1465 16,1[14,2;18,0] 9,8[8,2;11,3] 3,1[2,2; 4,0] 6,6[5,3; 7,9]
Presenca 35 14,3[2,7;25,9] 8,6[0,7;17,8] 2,9[0,2; 8,4] 5,7[0,2;13,4]
NEUTROPENIA
Auséncia 1488 16,1[14,2;17,9] 9,7[8,2;11,2] 3,2[2,3; 4,0] 6,5[5,3,7,8]
Presenca 12 16,7[4,4,37,8] 16,7[4,4,37,8] 0,0[0,0;0,01* 16,7[0,4;37,7]
TROMBOCITOPENIA
Auséncia 1233 13,9[11,9;15,8] 5,1[3,9; 6,3] 2,7[1,8; 3,6] 2,4[1,6; 3,3]
Presenca 267 26,2[20,9;31,5]* 31,1[25,5;36,6]* 5,2[2,6; 7,9] 25,8[20,6;31,1]*
MONOCITOSE
Auséncia 1477 15,9[14,0;17,8] 9,7[8,2;11,2] 3,2[2,3; 4,1] 6,5[5,2,7,7]
Presenca 23 26,1[8,1;44,0] 13,0[0,7;26,8] 0,0[0,0;0,0]* 13,0[0,7;26,8]
MONOCITOPENIA
Auséncia 1493 16,1[14,2;17,9] 9,6[8,1;11,1] 3,1[2,2; 3,9] 6,6[5,3; 7,8]
Presenca 7 14,3[1,6;40,2] 28,6[4,9;62,0] 14,3[0,7;40,2] 14,3[0,7;40,2]
MONOCITOSATIVADOS
Auséncia 1361 14,5[12,6;16,3] 7,3[5,9; 8,6] 3,1[2,2; 4,0] 4,2[3,1;5,2]
Presenca 139 31,6[23,9;39,4]*  33,8[25,9;41,7]* 3,6[0,5; 6,7] 30,2[22,6;37,8]*
ANEMIA
Ht>37% 1317 14,112,2;16,0] 7,9[6,4; 9,3] 2,6[1,7; 3,4] 5,3[4,1; 6,5]
Ht<37% 183  30,0[23,4,36,7]*  22,9[16,9;29,0]* 7,1[3,4; 10,8] 15,8[10,5;21,1]*

(*) p-valor < (0,05), Ht > 37 % e Ht < 37% =

Hematdcrito maior e menor que 37%, respectivamente.
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A Tabela 5 apresenta a razdo entre as prevaléncias de cada variavel laboratorial diante das
variaveis desfecho GlI, GllI, Glll e GIV. Em todos 0s grupos as altera¢cdes laboratoriais que
apresentaram associacdo positiva para ocorréncia dos desfechos, foram: leucopenia,
trombocitopenia e anemia. Entretanto algumas alteragdes, apresentaram mesma associagdo
somente para alguns grupos: linfopenia G1l e mondcitos ativados G1, Gll e GIV.

No modelo multivaria do final encontrado na Tabela 6, apds analise de regresséo logistica,
a variavel presenca de carrapato foi associada com o diagndstico positivo para agentes da
familia Babesiidae, visto que animais com a presenca deste acaro apresentaram 2,7 vezes maior
risco de infeccdo por agentes da familia Babesiidae. Outra varidvel relacionada com este
protozoario foi aanemia. Os animais com esta alteracdo hematoldgica apresentaram 1,3 vezes
maior chance de estar infectado por este agente. Da mesma forma, cdes de grande porte
apresentaram 2,9 vezes maior risco de infeccdo por agente da familia Anaplasmataceae. Além
disso, a variavel mondcitos ativados também apresentou associagdo com esta familia, por
apresentar 2,3 vezes maior chance de estar infectado por este agente os animais que
apresentaram esta alteracdo laboratorial. Entretanto a varidvel com maior influéncia no
diagndstico positivo para agentes da familia Anaplasmataceae, foi a trombocitopenia. Os caes
trombocitopénicos apresentaram 8,2 vezes maior chance de estar em infectados por estea gente
infeccioso. A prevaléncia de hemoparasitos no més de junho (12% [IC 95%: 5,6; 18,4%]) e
novembro (14% [ 1C95%: 6,3; 21,8%]) apresentaram as maiores prevaléncias em relacdo ao Més

de abril  (1,2% [1C95%: 0; 3,64%]).
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Tabela 5. Anélise bivariada das razdes de prevaléncia (RP) e intervalos de confianca
(IC 95%) para hemoparasitos em cées segundo variaveis laboratoriais em Unidades
Privadas de Saude Animal na zona oeste do Rio de Janeiro (2014 — 2019).

VARIAVEIS Gl GllI Glll GIlv
LABORATORIAIS

RP[1C95%)]

RP[1C95%)]

RP[1C95%)]

RP[1C95%)]

LEUCOCITOSE

Auséncia (ref.) 1476 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 24 1,5[0,8; 3,2] 2,2[1,0; 4,8] 2.7[0,7;10,6] 1,9[0,6; 5,6]
LEUCOPENIA
Auséncia (ref.) 1398  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 102 1,6[1,1; 2,3] 2,8[1,9; 4,1] 2,4[1,1;5,2] 3,0[1,9; 4,9]
LINFOCITOSE
Auséncia (ref.) 1494  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 6 1,0[0,2; 6,2] 1,7[0,3;10,3] 5,4[0,9;33,1] 0,0[0,0; 0,0]
LINFOPENIA
Auséncia (ref.) 1443  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 57 1,6[1,0; 2,5] 2,1[1,2; 3,6] 2,3[0,9; 6,3] 1,9[0,9; 4,0]
EOSINOFILIA
Auséncia (ref.) 1484  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 16 1,2[0,4; 3,3] 1,3[0,3; 4,7] 1,9[0,5; 7,0] 0,0[0,0; 0,0]
EOSINOPENIA
Auséncia (ref.) 1479 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 21 1,5[0,7; 3,2] 2[0,8;4,9] 1,5[0,2;10,6] 2,2[0,7; 6,4]
NEUTROFILIA
Auséncia (ref.) 1465  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 35 0,9[0,4;2] 0,9[0,3; 2,6] 0,9[0,1; 6,4] 0,9[0,2; 3,4]
NEUTROPENIA
Auséncia (ref.) 1488  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 12 1[0,3;3,7] 1,7[0,5; 6,2] 0[0;0] 2,6[0,7;9,2]
TROMBOCITOPENIA
Auséncia (ref.) 1233 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 267 1,9[1,5; 2,4] 6,1[4,5; 8,2] 2,0[1,1; 3,6] 10,6[7,1; 16]
MONOCITOSE
Auséncia (ref.) 1477 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 23 1,6[0,8; 3,3] 1,3[0,5; 3,9] 0[0;0] 2[0,7;5,9]
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MONOCITOPENIA

Auséncia (ref) 1493  1,0[1,0;10]  1,0[10; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]

Presenca 7 09[01;55  1,3[0539]  46[0,7;29,1] 2,2[0,3;13,5]
MONOCITOSATIVADOS

Auséncia(ref) 1361  1,0[1,0;10]  1,0[10;1,0]  1,0[10; 10] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 139 22[1,6;29]  4,6[3.4;63] 1,2[0,5; 2,9] 7,2[5,0:10,3]
ANEMIA

Ht>37% (ref) 1317  10[10;10]  1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Ht < 37% 183 13[1,2;14]  1,4[12; 16] 1,3[1,1;1,7] 1,5[1,2;1,7]

Ht > 37% e Ht < 37% = Hematocrito > e < que 37 %, respectivamente segundo KANECO et al. (1997).

Tabela 6. Analise multivariada das razdes de prevaléncia (RP) com intervalos de
confianga (1C95%)para infecgdo por Babesiidae e Anaplasmataceae em cdes associada
a variaveis epidemioldgicas e laboratoriais na zonaoestedoRiodeJaneiro (2014 — 2019).

Glll

GIV

VARIAVEIS N
EXPLICATIVAS

ModeloCheio

RP[1C95%)]

ModeloFinal
RP[1C95%]

ModeloCheio

RP[1C95%)]

ModeloFinal
RP[1C95%]

PORTE
Pequeno (ref) 521 1,0[1,0; 1,0] - 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Médio 656 2,0[0,9; 4,2] - 1,3[0,8; 2,0] 1,3[0,8; 2,1]
Grande 124 1,5[0,5; 5,0] - 2,5[1,5; 4,0] 2,9[1,7;4,7*
TROMBOCITOPENIA
Auséncia (ref.) 1233 1,0[1,0; 1,0] - 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 267 1,1[0,4; 2,5] - 9,4[5,1;17,3] 8,2[4,8;13,9]*
AREA
A2 (ref) 288 - - 1,0[1,0;1,0] -
Al 1030 - - 0,7[0,3; 1,6] -
A3 182 - - 0,3[0,1; 1,3] -
MONOCITOS ATIVADOS
Auséncia (ref.) 1361 - - 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 139 - - 2,2[1,5; 34] 2,3[1,5; 3,6]*
CARRAPATO
Auséncia (ref.) 1236 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0;1,0] 1,0[1,0; 1,0]
Presenca 264 3,0[1,6; 5,7] 2,7[1,5; 4,8]* 1,5[1,0; 2,2] -
ANEMIA
Ht>37% (ref.) 1317 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] 1,0[1,0; 1,0] -
Ht<37% 183 1,2[0,9; 1,7] 1,3[1,1; 1L,7]* 1,0[0,8; 1,1] -

Ht > 37 % e Ht < 37 % = Hematdcrito > e < que 37 %, respectivamente segundo KANECO et al. 1997).
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4 DISCUSSAO

Ao analisarmos as prevaléncias de animais suspeitos de infeccdo por hemoparasitos
devemos considerar alguns aspectos importantes. Os cées estudados em sua maioria quando se
encontram suspeitos de infeccdo por hemoparasitos, sdo devido a presenca de carrapatos que
foram encontrados pelo médico veterinario no momento da consulta ou por relato do tutor que
retirou manualmente, associado ou ndo a sinais clinicos sugestivos, sendo estes fatores os mais
comuns na rotina das UPSAs (SILVEIRA et al., 2009; SILVA et al., 2016).

A prevaléncia de cées suspeitos 241 (16,1%) é similar aos estudos realizados por Ferreira
etal. (2009) (15,7%), Souza et al. (2010) (16,4%) Silva et al., (2012a) (14%), Silva et al. (2012b)
(17,7%). Esses estudos relatam a prevaléncia de carrapato em cées de ambiente domiciliar e
peridomiciliar assistidos em instituicdes publicas. A similaridade do estudo com essas
prevaléncias esta relacionada a suspeita de hemoparasitoses mediante a presenca do carrapato
ou quando proprietario ndo consegue controlar a infestacdo, ou quando o animal manifesta a
doenca, ou seja, sO ha preocupacao do proprietéario de recorrer a consulta veterinaria em casos
em que o animal j& utilizou suas reservas energéticas e ndo consegue mais combater a doenca
sozinho. Inquéritos epidemioldgicos sdo necessarios ja que a maioria dos responsaveis so levam
0s animais para uma avaliacdo clinica, quando o animal esta doente ou muito debilitado, sendo
necessario comprovacao, visto que essa afirmacédo ja foi relatada na literatura (SILVA et al.,
2016).

A prevaléncia de cées positivos 9,7% [IC95% :8,2; 11,2%] esta de acordo com estudos
realizados por Ramos et al. (2009), Silva et al. (2014) e Bernardino et al. (2016) que
encontraram prevaléncias dentro deste intervalo. Esses valores podem estar relacionados com
0 método utilizado, o exame direto de esfregaco sanguineo, que além de baixa sensibilidade
devido a baixa parasitemia, o resultado negativo sugere fase subclinica ou crénica da doenca
(BASSI et al., 2011). Além disso pode ocorrer falhas no diagndstico por artefatos de técnicas
relacionadas as inclusdes basofilicas que confundem o observador (ALMOSNY, 1998;
DAGNONE, 2006; CORREA et al., 2011).

Em um estudo epidemioldgico de carrapatos em caes, Silva (2016b) relata um aumento
na prevaléncia de cdes com carrapatos (24,8%) quando o diagnostico de hemoparasitos é
acrescentado. Este achado revela que a prevaléncia de carrapatos apresentou valores
subestimados e que o diagnostico de hemoparasitoses como dados complementares, auxilia no
diagnéstico do parasitismo, visto que para o animal manifestar sinais sugestivos de

hemoparasitoses a picada do carrapato € de alta relevancia, ndo apenas sua presenca
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(RODRIGUES- VIVAS et al., 2005; COSTA-JUNIOR, 2007; SILVA, 2016a; SILVA, 2016b;
PAULINCOet al., 2018).

A presenca de carrapato associado com o risco de infeccdo por hemoparasitos, ja é
consenso entre os estudos (RODRIGUES-VIVAS et al., 2005; COSTA-JUNIOR, 2007;
SANTOS et al., 2013, COSTA-JUNIOR et al.,2013; SILVA et al.,2016; PAULINO et
al.,2018). Dos cdes suspeitos, foi observado que 28% havia registro no prontuario para a
presenca de carrapato. Em contraposicdo, cdes com diagnéstico positivo, apresentaram (14.4%).

Na avaliacdo de risco quanto a presenca de carrapato, o Grupo Il foi o Unico que
apresentou 2.7 vezes mais chance de infeccdo por hemoparasitos. A presenca de carrapato no
momento do diagnético de piroplasmideos da familia Babesiidae esta relacionada aos adultos que
estdo na ultima fase de desenvolvimento, sendo responsaveis pela transmissdo de Babesia spp
pela via transestadial e transovariana sendo as maiores taxas de infecgdo dos carrapatos adultos
para os cées (ONYICHE et al., 2021)

Resultado similar foi encontrado por (SILVA, 2016a) em que a presenca de carrapato foi
associada ao diagnostico de A. platys através da gPCR. Estes autores encontraram 2,6 a 5,0 vezes
maior risco de infeccdo por este hemoparasito em cdes com moderada a alta infestacdo de
carrapatos, respectivamente. Santos et al. (2013) relatam pela primeira vez no Brasil o
diagndstico de A. phagocitophilum em céaes associado com a presenca de carrapatos com uma
prevaléncia de 3.96 %, ap0s o diagnostico utilizando exame de biologia molecular.

Estudos epidemiolégicos (COSTA-JUNIOR, 2007; JOJIMA et al., 2008; SILVA, 2016)
tém demonstrado que o sexo do hospedeiro é uma variavel importante. No presente estudo, a
prevaléncia do sexo ndo influenciou no diagndstico dos animais suspeitos para hemoparasitos.
Entretanto, quando analisados dentro das racas, as fémeas de Pastor Alemdo foram mais
predispostas (Tabela 2). Silva et al. (2012), Costa-Junior et al. (2013), Cardoso et al. (2015) e
Ribeiro et al. (2017) relataram ndo haver associacdo entre a positividade por hemoparasitos e a
variavel sexo. O mesmo ocorreu no estudo de Harrus et al. (1997) com auséncia de predisposicao
sexual. Em outro estudo de dindmica sazonal de R. sanguienus (s.l.), Silveira et al. (2009)
encontraram prevaléncia de carrapatos maior em cées machos (58,3%) do que fémeas (41,7%).

Um estudo de caracterizacdo molecular de espécies de Babesia spp. em Londrina, PR,
Jojima et al. (2008) verificaram predisposicdo sexual para espécies de Babesia sp. Na PCR para
Babesia spp. 22,0 % dos cées positivos foram machos e 15,2 % fémeas. Na clivagem com enzima

de restricdo para diferenciacdo das espécies, obteve-se o perfil para B. vogeli 34,3 % em
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machos e 28,6% em fémeas. O mesmo ocorreu para a B. gibsoni, 24,8 % foram machos e 12,4
% foram fémeas. Esses resultados podem ser explicados, ja que os cdes machos possuem habitos
de cdes errantes, ou seja, de sair mais a rua e consequentemente se infestar mais por carrapatos.

Um estudo de levantamento epidemiol6gico de carrapatos em caes, realizado no Rio de

Janeiro, Brasil, encontrou predisposicdo sexual dentro da raca Cocker Spaniel Inglés, onde a
prevaléncia de carrapatos nos machos (52.5 %) em relacdo as fémeas (12.1 %) foi maior (SILVA,
2016b). Os dados sdo concordantes com Sampaio (2004b) ao afirmar que as fémeas dos
hospedeiros vertebrados possuem uma resposta imunolégica mais pronta e eficiente que os
machos.

A idade dos cdes ndo foi associada com a suspeita nem com o diagndstico positivo para
hemoparasitos. Assim como Harrus et al. (1997) e Ribeiro et al. (2017) relatam ndo haver
associagdo entre o diagndstico positivo pela PCR e a variavel idade. Entretanto, Baneth et al.
(1996) e Rodrigues-Vivas et al. (2005) encontraram maior prevaléncia entre cdes adultos e
idosos utilizando como metodologia o ELISA. Silva (2016a) também encontraram associagdo
da positividade utilizando a gPCR para o diagndéstico de A.platys entre cdes com idade inferior
a seis meses que apresentaram 4,5 vezes mais chance de estarem infectados por A. platys.
Entretanto, Silva et al. (2012) e Costa-Junior et al. (2013) ndo encontraram esta associacao.
Segundo Bulla et al. (2004) as diferencas encontradas na distribuicdo do parasitismo por faixa
etaria se devem, provavelmente, pela grande propor¢do de animais jovens atendidos na cidade
de Botucatu. A associacdo entre positividade e idade dos cées para os hemoparasitos, poderia
estar relacionada como estado imunologico dos animais ou a exposicdo dos mesmos a
carrapatos, vetores desses patdogenos (RODRIGUES-VIVAS et al., 2005).

No estudo a metodologia diagnostica, registrada nos prontuarios, foi o exame direto de
esfregaco sanguineo em laminas coradas pelo Pandtico®, ndo sendo possivel diferenciar os
agentes da familia Anaplasmataceae, possivelmente este seja um dos motivos da auséncia da
associacdo do diagndstico positivo com a idade dos animais. Em seu estudo com animais jovens,
Tommasi et al. (2014) encontraram inclusdes parasitarias em células precursoras de trombocitos
na medula 6ssea, sugerindo a predilecdo de A.platys por infectar cdes jovens. Sao necessarios
mais estudos para elucidar o envolvimento da variavel idade relacionada a predisposicdo com
diferentes hemoparasitos que acometem o0s caes.

Dos animais suspeitos de infec¢do por hemoparasitos (Gl), nas racas puras (CRD), ndo
houve predominancia na suspeita entre elas. Entretanto, a raca Daschund foi a de maior

prevaléncia (30,4%), devido aos achados clinicos registrados nos prontuarios e principalmente
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pelapresencade carrapato. Sendo que, 0s animais com diagnostico positivo (GII) entre as ragas
CRD somente a raga Daschund diferiu dos outros animais devido a auséncia de diagndstico
positivo. O habito desta raca de pequeno porte, permanecer maior parte do tempo dentro dos
domicilios, propicia que o seu tutor realize com maior frequéncia inspecdes visuais e manuais
e 0 habito de catacdo de carrapatos, e quando encontrados, rapidamente conduzem o animal
para 0 Veterinario, evitando dessa forma, que o mesmo adquira patdégenos transmitidos por
carrapatos (SILVEIRA et al., 2009; SILVA et al., 2016b).

Os animais suspeitos da raca Daschund, que foram selecionados (n= 37), ndo fizeram
exame de sangue para auxiliar no diagnostico definitivo, razdo pela qual ndo obtiveram
diagndstico positivo. Uma das justificativas desta raca no Gll ndo apresentar prevaléncia para
hemoparasitos, e apresentar maior suspeita de parasitismo do que o diagnéstico.Outra explicacéo
do diagnostico negativo para esta raga, alem da baixa sensibilidade deste método, seria a
predisposicdo racial, visto que esta raca apresenta prevaléncia relevante de carrapato (18,9%)
sem apresentar associacdo positiva para o seu parasitisnmo (SILVA, 2016b). As racas Poodle
(82.6%) Rottweiler (75%) e SRD (60.7%) foram aquelas mais prevalentes entre as principais
racas comumente atendidas na clinica de pequenos animais com diagnostico positivo para
agentes da familia Anapalasmataceae.

Animais com presenca de carrapatos foram mais propensos a estarem infectados por
agentes da familia Babesiidae, apresentando 2,7 vezes maior risco de infeccdo por agentes desta
familia (Tabela 6). Trapp et al. (2006) em um estudo de cdes atendidos no Hospital da
Universidade Estadual de Londrina, Brasil; também encontraram cées infestados por carrapatos
mais propensos e sororeatores para B.vogeli. Segundo Dumler et al. (2005), novos estudos de
interacdo entre hospedeiros e hemoparasitos se fazem necessarios para a compreensdo da
interacdo entre os agentes, células hospedeiras e avaliagdo imunoldgica do hospedeiro, visto que
a presenca e auséncia de carrapato tem influenciado no diagnostico de hemoparasitoses
(DUMLER et al., 2005; RODRIGUES-VIVAS et al., 2005; TRAPP et al., 2006).

Ja é consenso entre alguns autores que os habitos e ambientes em que vivem o0s cées
exercem influéncia na frequéncia de agentes patogénicos transmitidos por artropodes. Os cées
com habitos de perambular entre ambientes domiciliar, peridomiciliar e silvestre possibilitam a
circulacdo de patdgenos distintos entre animais de ambiente urbano e silvestre, diferente dos
animais que vivem restritos ao ambiente (SZABO et al. 2013; LUZ et al. 2014; CAMPOS et al.,
2020).

Alguns entre outros, como H. canis tém sido relacionado com ambiente rural, e tem como

vetores, duas espécies de carrapato, A. ovale e R. sanguineus senso latu (s.l.) (O'DWYER et
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al. 2001; O'DWYER et al. 2009; GIANELLI et al. 2013). J& ambientes de clima frio e grande
altitude o artropode vetor para Rangelia vitalli (RIBEIRO et al. 2017) restrito ao ambiente onde
vive, podemos enumerar diversos vetores em potencial como: R. sanguineus senso latu (s.I.)
(espécies tropicais e temperadas), A. aureolatum, A. ovale, A. tigrinum e A. sculptum. Em 2018
foi demonstrado que o carrapato A. aureolatum é capaz de transmitir via transestadial e
transovariana a Rangellia vitalli, sendo considerado seu vetor natural (SOARES et al., 2018).

Apesar das racas com maior prevaléncia no GIV terem sido as ragas Poodle (82,6%),
Rottweiler (75%) e o SRD (60.7%), ndo houve diferenca significativa entre elas (Tabela 1).
Mesmo quando estas racas foram avaliadas através davariavel porte, ndo houve diferenca entre
as categorias pequeno, médio e grande porte. Apos anélise bivariada e multivariada, os animais
de grande porte apresentaram 2,6 vezes maior chance de se infectar por agentes da familia
Anaplasmataceae. Resultado semelhante foi encontrado por Aradjo et al. (2015), que apos analise
multivariada encontrou cdes de medio porte com 2,98 vezes maior risco de infecgdo por

B. vogeli.

O ambiente onde residiam os caes, representado pelas areas de abrangéncia do estudo Al,
A2 e A3, tiveram suas prevaléncias influenciadas pelo nimero de cdes com diagndstico positivo.
Na Area 1, foi verificado as maiores prevaléncias para o parasitismo por hemoparasitos mesmo

quando considerados todos os grupos Gl, Gll, Glll e GIV (Tabela 1 e 3).

Em contraposicdo a Area 2 recebeu em sua maioria animais de Inhoaiba, um bairro com
64.649 habitantes e 21.893 domicilios (IBGE, 2010). Se considerarmos s6 o bairro Bangu, sdo
243.125 habitantes e 83.068 domicilios. Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) (IBGE,
2010), a relacao cdo / domicilio no Brasil foi estimada em 1,8 animal / domicilio e em relacdo a
populacdo, um cdo para cada 7 habitantes. Nesse contexto e considerando o numero de
domicilios, o bairro Bangu e Inhoaiba teriam uma populagdo canina estimada em 46.149 e
12.163, respectivamente, ou seja, Bangu tem uma populacdo canina aproximadamente 4 vezes
maior que Inhoaiba.

Apesar da sua importancia no contexto epidemioldgico, sendo verificado prevaléncias
altas de parasitismo com destaque da Area 1 em relacdo as outras areas, ndo foi verificado
associacdo desta variavel com os desfechos em estudo. Este resultado foi discordante com
Araujo et al. (2015) que em seu trabalho relata a area de floresta ser um fator de risco 2,22vezes
maior para cées se infectarem com B. vogeli.

A é4rea de estudo em questdo foi ambiente urbano, local onde o principal vetor dos

patdgenos, R. sanguienus senso latu (s.l.) encontra-se em perfeita adaptacdo com prevaléncia
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chegando a 100% (GUIMARAES et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; ALMEDA et al., 2013),
oferecendo desta forma grande influéncia no parasitismo. Uma das justificativas para explicar a
exclusdo desta variavel da andlise multivariada, seria a influéncia de outras variaveis expicativas
de exposicao serem maiores para justificar o parasitismo nesses animais, além da possibilidade
de variaveis intrinsecas aos animais serem responsaveis para responder ao parasitismo mais que
as variaveis extrinsecas.

As alteracGes laboratoriais relacionadas com o parasitismo foram: leucopenia, linfocitose,
trombocitopenia, mondcitos ativados e anemia apresentaram fator de risco para pelo menos um
gruo analisado. Estes dados s&o corroborados por Almosny (2002), exceto para linfocitose e
monacitos ativados.

A leucopenia, uma alteracdo relacionada com processo infeccioso e imunitario, é
evidenciada somente a partir da quarta semana pos infeccdo, sendo uma alteragdo preocupante
por estar relacionada com a supressdao medular (OLIVEIRA et al. 2000; AROCH; HARRUS,
2001; HARVEY,2001; ALMOSNY2002; CASTROet al. 2004) sendo em alguns casos, como
hemoparasitoses, se faz necessario uso de estimulantes de coldnia de granuldcitos (rhG-CSF)
(AROCH; HARRUS, 2001; LUCIDI; TAKAHIRA, 2007). Somente os animais do GllI e GIV
(p-valor < 0,05) na primeira anélise e animais do Gll, Gl e GIV na segunda analise laboratorial
apresentaram diferenca por conter animais positivos para agentes de ambas as familias e
possivelmente por estarem na fase aguda da doenca. Varios autores descrevem diferentes
prevaléncias de animais com leucopenia: (32,7 %) OLIVEIRA et al. (2000); (30,0
%) MOREIRA et al.(2003); (10,05 %) ALBERNAZ et al. (2007); (35,2 %) JOJIMA et al.
(2008); (50,8 %) BASSI et al. (2011), entretanto esses dados sdo importantes na avaliacdo da
infeccdo por hemoparasitoses, principalmente pela patologia grave em afetar células do sistema
monocitico fagocitario (S.M.F.) porém inespecificos quando avaliados isoladamente, sendo
necessario exames complementares para acompanhamento. Logo apds analise de regressdo, esta
variavel foi excluida do modelo por ndo apresentar associacdo com os desfechos em estudo.

A linfocitose € uma alteracao laboratorial envolvida com a producéo de anticorpos. Como
alteracdo envolvida em casos de hemoparasitoses, segundo alguns autores ndo € comum seu
relato (OLIVEIRA et al., 2000; MOREIRA et al., 2003; ALBERNAZ et al., 2007). De acordo
com Davoust (1993) a linfocitose, acompanhada de linfocitos atipicos ou reativos, foi associada
com ehrliquiose, entretanto o Unico grupo que apresentou esta alteracdo (p-valor < 0,05) foi o
GlIl, sendo a leucopenia predominante nos animais positivos, corroborando com os achados de

Almosny (2002). Uma das justificativas para encontrar esta
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alteracdo, seria a relacdo da linfocitose com a infeccdo causada pela hemdlise intravascular
disseminada comum em agentes da familia Babesiidae associada a anemia com Ht < 37% e
prevaléncia (7.1% [IC 95%: 3.4; 10.8%]) que neste grupo foi a menor encontrada em relagéo
aos demais. Entretanto na analise multivariada final somente a anemia se mostrou associacéo
positiva importante para o GlII.

A trombocitopenia foi a principal varidvel laboratorial explicativa, devido sua
participacdo comum e com grande frequéncia na maioria das hemoparasitoses de animais
domésticos (ALBERNAZ et al.,2007; JOJIMA et al.,2008; BASSI et al.,2011; SILVEIRA et
al.,2015). Sua prevaléncia nos grupos estudados variou de 25,8 a 31,1%. Na anélise
multivariada final revelou a trombocitopenia esta altamente associada a positividade para
agentes da familia Anaplasmataceae (RP=8,2[IC95% :4,8;13,9]).Um estudo no Meéxico,
Rodrigues-Vivas et al. (2005) encontraram animais com trombocitopenia com 18,9 vezes mais
chances de estarem infectados por E. canis (OR = 18,9 [IC 95%: 4,5; 80%]).Esta variacao nos
fatores de risco encontrada pode ser explicada devido a condi¢do imunoldgica do animal, a
distribuicdo geografica do vetor e sua capacidade vetorial, a viruléncia da cepa infectante e o
periodo médio do estudo na populacdo. (RODRIGUES-VIVAS et al., 2005).

Os animais com diagnostico positivo possivelmente estavam na fase aguda da doenga,
visto que ndo foi encontrado nenhum caso grave somente casos brandos e inespecificos. Estes
dados foram confirmados por Waner et al. (1997) e Rodrigues-Vivas et al. (2005). N&o ha sinal
clinico patognomdnico da E.canis, no entanto Ristic e Holland (1993) descobriram que o
sangramento relacionado as plaquetas é um dos achados mais comuns em animais na fase aguda
da doenca. Rodrigues-Vivas et al. (2005) verificaram que a presenca de trombocitopenia,
associada a epistaxe é uma resposta positiva a infeccdo por E. canis e quando presente, aumenta
a suspeita para infeccdo por esta bactéria.

Breitschwerdt (1997) relataram que a trombocitopenia é a alteracdo hematoldgica mais
comun na fase aguda e cronica, sendo adotada por médicos veterindrios como base no
diagnodstico da erliquiose. Entretanto Bulla et al. (2004) consideram que sinais clinicos e
métodos diagnosticos associados a trompocitopenia sdo necessarios para a o diagnostico
definitivo da enfermidade. Yabsley et al. (2008) sugerem que diagndsticos diferenciais devem
ser feitos para cées que apresentem trombocitopenia, leucopenia, febre ou letargia.

A presenca de mondcitos ativados € normalmente atribuida a inflamacges cronicas e a
presenca de hemoparasitas (BULLA et al., 2004). Em todos os grupos estudados, houve uma
pequena variagdo dos casos apresentando alteragdes morfologicas de mondcitos compativeis

com ativacdo. O nimero de mondcitos aumentado variou entre 13 e 26%, porém o Grupo 11l
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ndo apresentou diferenca significativa em mondcitos ativados nem monocitose. Com este
resultado Bulla et al. (2004) observaram que a alteracdo do nimero de mondcitos ou a ativacao
ndo sdo achados muito frequentes na fase aguda da erlichiose, tendo assim pouco valor
diagndstico. Entretanto apds analise de regressdo logistica os mondcitos ativados apresentaram
2,3 vezes maior chance dos cdes que apresentaram esta alteracdo estarem infectados com
agentes da familia Anaplasmataceae (Tabela 6).

A anemia foi a alteracdo laboratorial com significancia clinica e estatistica. Os grupos
analisados na analise univariada apresentaram uma variacdo de 7,1 a 30%. Entretanto na apds
analise multivariada, revelou associacéo positiva 1,3 (IC 95%: 1.02; 1.7) para agentes da familia
Babesiidae. A fase aguda pode estar relacionada com aumento de destrui¢do ou diminuigéo de
producdo eritrocitaria. Segundo Bulla et al. (2004) em seu estudo e Albernaz et al. (2007) os
casos de anemia moderada foram os mais frequentes (67,7%), (60,4%) respectivamente,
seguidos por anemias intensas (17,8%) (BULLA et al., 2004). Esses achados corroboram a
suspeita de anemias multifatoriais, jA que, nesses casos, anemias leves e moderadas séo
esperadas. Mesmo com associacao positiva (RP=1.3[1C95%: 1.02; 1.7]) para o parasitismo, a
anemia foi considerada importante como parametro na avaliacdo diagnostica de agentes da
familia Babesiidae.

A prevaléncia de hemoparasitos nos meses do ano apresentou uma variagdo nos seus
valores, entretanto 0 més de junho (12% [IC 95%: 5,6; 18,4%]) e novembro (14% [IC 95%: 6,3;
21,8%]) apresentaram as maiores prevaléncias em relacdo ao més de abril (1,2% [IC 95%: 0;
3,6]) associadas com animais apresetando sinais compativeis com hemoparasitoses. Um estudo
no Parana conduzido por Ribeiro et al. (2017) relatam maior nimero de cées positivos para A.
platys no inverno. De forma empirica a experiéncia mostra na rotina de uma clinica veterinaria
no bairro de Santa Cruz municipio do Rio de Janeiro, que animais suspeitos de hemoparasitoses
aparecem com resultado de Snap 4Dx positivo para Anaplasma spp. maior no inicio do inverno,
e no verdo essa frequéncia ¢ reduzida prevalecendo o diagnostico por Ehrlichia spp. Inquéritos
soroepidemiologicos sdo necessarios para através de resultados com andlises estatisticas e
relevantes para explicar a frequéncia desta bactéria acontecer com maior frequéncia no inverno.

Esses resultados mostram a importancia do exame hematolégico como exame de triagem
para direcionar o diagnéstico e apoiar como exame complementar ao diagndstico clinico em
regibes onde ha caréncia de recursos financeiros principalmente por parte dos responsaveis
legais dos animais. Apesar dos dados de hematologia oferecerem um diagnostico direto com

baixa sensibilidade, a utilizacdo de modelos estatisticos ressalta e enfatiza dados
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negligenciados. Logo, os resultados sugerem que a associacdo de dados laboratoriais e outras
variaveis epidemioldgicas podem estar envolvidas com enfoque em ragas puras susceptiveis, de

forma a buscar maior entendimento para a profilaxia e controle destas enfermidades.

5 CONCLUSAO

Os resultados indicam que os cdes de grande porte, trombocitopénicos e com mondcitos
ativados apresentam maior chance de infecgdo por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. e cées
anémicos e com presenga de carrapatos apresentam maior chance de infec¢do por Babesia spp.

O hemograma continua sendo o exame de escolha para triagem clinica e laboratorial para
tracar um prognostico para o animal suspeito de hemoparasitose, sugerindo que animais
trombocitopénicos e anémicos podem estar infectados e necessitam de exames complementares
para diagnostico definitivo.

As racas de cdes envolvidas no estudo nao apresentaram diferenca significativa na
prevaléncia de hemoparasitoses, sendo necessario maiores investigacbes quanto a sua
susceptibilidade e fatores de riscos envolvidos, em especial para as ragas de grande porte como
Pastor Alemado, Labrador e Rottweiler.

A raca Pastor Alemdo em especial merece destaque, visto que apresentou maior

prevaléncia entre as fémeas no parasitismo, por serem mais acometidas que 0s machos.
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CAPITULO II

INVESTIGACAO SOROLOGICA DAS PRINCIPAIS DOENCAS TRANSMITIDAS
POR ARTROPODES EM CAES ATENDIDOS EM UNIDADES PRIVADAS DE SAUDE
ANIMAL (UPSA) DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO
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RESUMO

As doencas transmitidas por artropodes sdo cada vez mais frequentes e continuam a ser um
problema grave e persistente para a salde animal e humana, e algumas delas sdo consideradas
zoonoses. O objetivo deste trabalho foi realizar uma analise soroepidemioldgica das principais
doencas parasitarias que acometem cées em ambiente urbano, por meio de um teste rapido tipo
ELISA comercial.Um total de 1132 exames foram selecionados por conveniéncia de acordo com
a rotina de atendimento das UPSAs. A soroprevaléncia de todos hemoparasitos: Ehrlichia spp.,
Anaplasma spp., Dirofilaria immitis e Borrelia burgdorferi encontrados na populagdo em estudo
foi de 44,3% para pelo menos uma espécie de hemoparasito, sendo Ehrlichia spp. 33,3% o
género com maior soroprevaléncia, seguida por D. immitis 7,1%, Anaplasma spp. 3,7% e B.
burgdorferi 0,3%. Em relagdo as UPSAs em estudo, houve diferenga significativa entre a
soroprevaléncia de alguns hemoparasitos, sendo Ehrlichia spp. com maior prevaléncia na UPSA
A (48,1%), D. immitis na UPSA C (21,6%) e Anaplasma spp. na UPSA D (8,0%). No total de
hemoparasitos analisados, a UPSA A obteve a maior soroprevaléncia (54,1%) (p-valor

< 0,05) diferindo das demais UPSAs.Em relacdo aos casos de coinfeccdes, a soroprevaléncia na
populacdo em estudo foi de 16,2% para pelo menos dois agentes analisados, sendo a maior
soroprevaléncia de Ehrlichia spp. + D. immitis (17,9%), seguidos por Ehrlichia spp. + Anaplasma
spp. (11,6%) e a tripla coinfeccdo de Ehrlichia spp. + Anaplasma spp.+ D. immitis (3,4%). Em
relacdo as coinfec¢Oes, houve diferenca entre as soroprevaléncias, sendo a UPSA C com maior
soroprevaléncia para (Ehrlichia spp + Dirofilaria immitis) (17,9%) e (Ehrlichia spp.

+ Anaplasma spp. + Dirofilaria immitis) (3,4%). As coinfec¢des duplas totalizaram (14,7%) e
as triplas um menor percentual (1,4%). No total de coinfec¢des analisadas, a UPSA C obteve a
maior soroprevaléncia entre todas as coinfeccdes encontradas (29,8%). A Soroprevaléncia de
Ehrlichia spp. e Dirofilaria immitis nas UPSAs A e C merecem destaque respectivamente, pois
além da diferenca entre as regides estudadas (p-valor < 0,05), sdo um problema iminente de
salde publica. Os resultados mostram a importancia de uma vigilancia epidemiolédgica de vetores,
devido area endémica com prevaléncia alta uma vez que cada area apresentou casos distintos que
mostram desinformacéo e ineficiéncia nas medidas de prevencéo e controle de vetores.

Palavras-chave: soroprevaléncia, epidemiologia veterinaria, ehrlichiose, dirofilariose,
borreliose,anaplasmose
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ABSTRACT

Arthropod-borne diseases are more and more frequente and continue to be a serious and persistent
problem for animal and human health, since some of them are considered zoonoses. The objective
of this work was to perform a seroepidemiological analysis of the main parasitic diseases that
affect dogs in an urban environment, by means of a commercial rapid ELISA test. A total of one
thousand one hundred and thirty-two tests were randomly selected according to ther outine of
attending UPSA.The total seroprevalence of hemoparasites in the study population was 44.3%
for at least one species of hemoparasites, being Ehrlichia spp. 33.3% the genus with the highest
seroprevalence, followed by D. immitis 7.1%, Anaplasma spp. 3.7% and

B. burgdorferi 0.3%. Regarding the UPSA under study, there was a significant difference between
the seroprevalence of some hemoparasites, being Ehrlichia spp.with higher prevalence in UPSA
A (48.1%), D. immitis in UPSA C (21.6%) and Anaplasma spp. at UPSA D (8.0%). In the total
of hemoparasites analyzed, UPSA A obtained the highest seroprevalence (54.1%) (p-
value<0.05), differing from the other UPSA s. In relation to cases of co-infections,
seroprevalence in the study population was 16.2% for at least two agents analyzed, with the
highest seroprevalence of Ehrlichia spp. + D. immitis (17.9%), followed by Ehrlichia spp. +
Anaplasma spp. (11.6%) and the triple coinfection of Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. + D.
immitis (3.4%). Regarding co-infections, there was a difference between seroprevalences, with
UPSA Chaving the highest seroprevalence for (Ehrlichia spp + Dirofilaria immitis) (17.9%) and
(Ehrlichia spp. + Anaplasma spp.+Dirofilaria immitis) (3.4%). Double coinfections totaled
(14.7%) and triples alower percentage (1.4%). In the total of coinfections analyzed, UPSA C
obtained the highest seroprevalence among all coinfections found (29.8%) (p-value <0.05).
Seroprevalence of Ehrlichia spp. (p-value<0.05) and Dirofilaria immitis (p-value<0.05)
intherespective UPSAs deserveto behig hlighted, because in addition to the difference between
the regions studied, they are an imminent public health problem. The results show the importance
of an epidemiological surveillance for prevention and control, since each area presented a series
of distinct cases that show inefficiency in the prevention and control measures of vectors.

Keywords: seroprevalence, veterinary epidemiology, ehrlichiosis, heartworm disease,
borreliosis,anaplasmosis

131



1INTRODUCAO

As hemoparasitoses sédo doencas frequentemente diagnosticadas na rotina da UPSA de
pequenos animais, com destaque para a espécie canina, sendo responsaveis por varias alteracoes
clinicas e laboratoriais (FONSECA et al., 2017; BAHIENSE et al., 2020). Sdo endémicas em
regibes tropicais e subtropicais, acompanhando a prevaléncia dos seus respectivos vetores
(SZABO et al., 2013, RIBEIRO et al., 2017; BENDAS et al., 2019). Estas doencas s&o transmitidas
principalmente por vetores artropodes e sdo causadas por rickettsias, protozoarios e nematoides
filarideos, sendo que as alteraces clinicas e hematoldgicas podem ser inespecificas, o que dificulta
a obtencdo de um diagndstico preciso.

Dentre as principais rickettsias transmitidas por artrépodes, temos: Ehrlichia spp.,
Anaplasma spp., agentes etiologicos respectivamente da Erliquiose Monocitica Canina (EMC) e
Anaplasmose Trombocitopenia Ciclica Canina (TCC); J&4, o nematoide filarideo, temos Dirofilaria
immitis (LABARTHE et al., 2014; ARAUJO et al. 2015; RIBEIRO et al., 2017). Além do que em
caes, infecgdes concomitantes por hemaparasitos € frequentemente observada, pois muitas delas
possuem o0 mesmo vetor (EREMEEVA et al., 1995; ALMOSNY, 2002; VILELA, et al., 2013;
VIOL et al., 2016; DA SILVA et al., 2016; PAULINO et al., 2018; CASTRO et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2021).

Ehrlichia canis e A. platys séo riquétsias intracelulares obrigatorias, sendo que a primeira
apresenta tropismo por mondcitos e neutréfilos e, a segunda, por plaquetas (RIKIHISA, 2000).
Como o principal transmissor desses agentes tem-se o carrapato Rhipicephalus sanguineus (s.1)
(LABRUNA; PEREIRA, 2001; SZABO et al., 2013; ROJAS et al., 2014), além da presenca de
outras espécies, que variam de acordo com a regido ( RIBEIRO et al., 2017). A gravidade da
(EMC) esta diretamente relacionada a cepa envolvida, o status imunolégico do hospedeiro e a
coexisténcia de outras hemoparasitoses (ROJAS et al., 2014). Os aspectos da patogenia da (EMC)
estdo relacionados com as fases da doenca: aguda subclinica ou crénica. Durante a fase aguda
aparecem os sinais clinicos inespecificos como febre, corrimento nasal, anorexia, depressdo,
poliuria, polidipsia e linfadenopatia. A maioria dos animais sobrevive a fase aguda e desenvolvem
em seguida a fase subclinica (ELIAS, 1991; HOKINS, 1991a; HOKINS, 1991b). A fase subclinica
é caracterizada pela persisténcia do organismo e aumento do titulo de anticorpos séricos, refletindo
desta forma a ineficacia do sistema imune de eliminar o agente infeccioso e a infeccdo. Os achados
laboratoriais sdo semelhantes a fase aguda, principalmente trombocitopenia, anemia e leucopenia.
Esta fase pode persistir por até 5 anos (HOKINS, 1991a; HOKINS, 1991b). Na fase crdnica da

doenca, a erliquiose apresenta caracteristicas de doenca
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imunomediada (HARRUS et al., 1998). Os sintomas mais comuns de erliquiose cronica sdo
depressdo, apatia, perda de peso cronica, mucosas hipocoradas, febre, edema periférico, petéquias
equimoses, epistaxe. Podendo ocorrer infecgBes secundarias como pneumonia, glomerulonefrite,
insuficiéncia renal, artrite, polimiosite e ataxia. Nesta fase hematdria e hematoquezia também pode
ocorrer sendo manifestagdes comuns de erliquiose na fase cronica, devido persisténcia de
trombocitopenia. Apos esta fase podemos considerar fase terminal devido agravamento do quadro
clinico e laboratorial do animal tendo como achado predominante a pancitopenia (ALMOSNY,
2002).

Os principais sinais clinicos da (TCC) sao inespecificos, como a depressao, febre, aumento
generalizado de linfonodos, emaciacéo, e anorexia, apesar de na maioria dos casos, 0s animais
apresentarem-se assintomaticos (WOODY; HOSKINS, 1991; HARVEY, 2011; LI et al., 2015).
Trombocitopenia, anemia (DAGNONE et al., 2003), macroplaguetas, e monocitose (HARRUS et
al., 1997) sdo os achados laboratoriais mais comuns. Anteriormente, foi relatado que a diminuicéo
na producédo de plaquetas, ndo esteve associada com a infeccdo por A. platys porque esta bacteria
ndo havia sido encontrada em megacariocitos (RUSSEL; GRINDEM, 2000). No entanto, um
estudo mais recente mostrou que A. platys pode infectar megacariocitos, que sdo ceélulas
precursoras de plaquetas (TOMMASI et al., 2014) derivadas de células-tronco pluripotentes da
medula 0ssea. Embora a trombocitopenia seja um achado comum associado com a infecc¢éo por
A.platys, este ndo € patognomdnico das rickettsioses (FERREIRAet al., 2008a), podendo incluir
E. canis como diagnostico diferencial (DAGNONE et al., 2003; RAMOS et al., 2009)

Dirofilaria immitis, nematoide filarideo que causa doenca parasitaria cardiopulmonar em
canideos domeésticos e silvestres, sdo considerados os hospedeiros naturais e principais
reservatorios. Embora possam acometer outros mamiferos, incluindo humanos, neste caso
considerado como uma zoonose (ALMOSNY, 2002). O parasita D. immitis apresenta distribuicao
cosmopolita, sendo que, ha maior prevaléncia em regides litoraneas de clima quente. (LABARTHE
et al., 2014). A doenca é transmitida por vérias espécies de dipteros da familia Culicidae,
denominados de “mosquitos”, carreadores de microfilarias, forma infectante ao hospedeiro
vertebrado. As microfilarias penetram no tecido subcutaneo e muscular do hospedeiro vertebrado,
através do ato do hematofagismo do hospedeiro invertebrado. Nos vasos sanguineos, atingem o
coracao, mais especificam ente no ventriculo direito, as artérias pulmonares, e ocasionalmente a
veia cava caudal, veia hepatica e veias coronarias, em um periodo de 90 a100 dias apds a infeccdo,
tornando-se parasitos adultos (NELSON & COUTO, 2005; MATTOS JUNIOR, 2008). Apds o

acasalamento entre machos e fémeas, estas liberam
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microfilarias na circulacdo sanguinea, que sdo diagnosticadas em quantidades variadas no
hospedeiro vertebrado. As lesdes causadas pelos parasitas iniciam-se quando endotélio das artérias
pulmonares é traumatizado mecanicamente pelos vermes adultos, havendo descamacédo endotelial
0 que estimula adeséo e ativacdo de plaquetas e aderéncia de neutréfilos e macrofagos ativados. O
endotélio lesado, antes impermedavel, permite a passagem de proteinas séricas e fluido plasmatico,
levando a alteracdes endoteliais e parenquimatosas tais como hiperemia, edema e inflamagéo
(RAWLINGS, 1980; MUPANOMUNDA et al., 1997). Estas alteracdes endoteliais aumentam a
resisténcia da circulacdo pulmonar, servindo de estimulo para dilatacéo e hipertrofia progressivas
do coracgéo direito (LOMBARD, 1987).

A prevaléncia da dirofilariose canina varia de acordo com a localizagdo geogréfica,
populacdo e espécies de dipteros, populagdo canina desprotegida, numero de caes
microfilarémicos, técnica diagndstica inserida, idade, comprimento e cor da pelagem, assim como
também o manejo dos animais. (LABARTHE et al., 2014). O diagnostico laboratorial da
dirofilariose em animais é realizado pela identificacio morfolégica de microfilarias ou pela
deteccdo de antigeno no sangue. A recomendacdo para o diagndstico, é que dois métodos sejam
usados, principalmente porque até 30% dos cdes podem estar com “infecgdo oculta”, ou seja,
animais amicrofilarémicos desenvolvem infec¢des que pode ser causada por helmintos imaturos
em filhotes com menos de seis meses de idade, infec¢cdes por um unico helminto, infeccdes com
um dnico sexo de helminto, além de reacGes imunoldgicas do hospedeiro contra as microfilarias
(LABARTHE et al.,1997; FERNANDES et al.,1999; SOUZA ;LARSSON, 2001; MCCALL etal.,
2008; TRANCOSO, et al., 2020).

Borreliose de Lyme (BL), causada por espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi
sensu lato (B. burgdorferi s.l.), quando infecta animais geralmente € assintomatica, contudo,
quando surgem manifestacoes, tais como: febre e claudicacdo sé@o comuns a outras doencas, 0 que
dificulta o diagnéstico clinico. Estas manifestacdes podem surgir cerca de dois a cinco meses apos
a infecdo (FRITZ, KIEMTRUP, 2003; Apud LITTMAN et al., 2006).

A relevancia dos estudos frequentes de hemoparasitoses encontra-se principalmente aos
danos causados ao hospedeiro, devido a patogenia e as fases da doenca que, muitas das vezes,
impedem que um diagndstico correto seja emitido. A sensibilidade dos testes para determinada
fase da doenca, aos sinais e sintomas inespecificos quando presentes, além de fase subclinica,
fazem com que o animal permaneca por um longo periodo assintomatico, e quando ha
manifestagdes clinicas, é considerada como a fase crénica da doenca de mé prognostico levando
muitas vezes o0 animal ao 6bito (SHIPOV et al., 2008, DAS & KONAR, 2013; ROJAS et al., 2014;

TRANCOSO et al., 2020; MEDEIROS et al., 2020).
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As técnicas de diagnostico destinadas para hemoparasitoses vém se aperfeicoando
significativamente; a maioria dos cdes acometidos apresentam sintomatologias inespecificas, e 0
diagnostico através do exame clinico é considerado limitado. Sendo assim, testes de diagndsticos
faceis e de rapido manuseio, tornam-se essenciais para melhorar a eficiéncia do diagnéstico de
animais portadores, ja que a pesquisa desses parasitas no exame microscopico € demorada e de
baixa sensibilidade. Portanto, o objetivo princiapl deste trabalho, foi determinar a soroprevaléncia
das principais hemoparasitoses que acometem caes pertencentes a zona oeste do municipio do Rio
de Janeiro, utilizando o kit comercial SNAP 4Dx Plus® (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook,
ME, EUA), que € utilizado para a triagem na rotina das UPSAs para detectar antigeno de D.
immitis, e anticorpos para A. phagocytophilum / A. platys, B. burgdorferi, E. canis
/ E. ewingii. Além da soroprevaléncia, verificar se ha associagdo concomitante de hemoparasitos

de acordo com as regides de localiza¢do dos animais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Locais do estudo

O estudo reuniu informacdes de resultados de diagnosticos provenientes de prontuarios de
cinco UPSAs localizadas em diferentes bairros da Zona Oeste do municipio do Rio de Janeiro,
Brasil. O numero amostral de cada UPSA, com as suas respectivas localiza¢des, encontra-se na

Figura 1.

2.2. Coletade Dados

A coleta das amostras foi realizada por conveniéncia, onde os resultados dos testes
soroldgicos estavam descritos em prontuarios eletrénicos e foram selecionados de acordo com a
demanda de atendimento nas UPSAs. Como na rotina das UPSAS, o percentual de animais que
chegam para checkup é muito baixo, logo todos os animais selecionados apresentavam sinais
clinicos sugestivos de hemoparasitoses. No total foram utilizadas cinco UPSA, denominadas de:
A, B, C, D e E em diferentes bairros no periodo de janeiro de 2018 a janeiro de 2020. O nimero
minimo de prontuérios foi determinado pela formula n= z242P (1 - P) /€2, segundo Medronho et al.
(2009). Onde n= Amostra; z«2=1,96 (valor da distribuicdo normal padronizada); P = prevaléncia
esperada e € = erro toleravel de 5%. A prevaléncia esperada utilizada foi obtida pela média de
(50%). Na amostragem final foram selecionados 1.132 testes rapidos SNAP 4Dx Plus (IDEXX

Laboratories).
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Localizacdo

[ Brasil

B Estado do Rio de Janeiro
[C] Cidade do Rio de Janeiro
@ upsA-A

@ ursaB

© upsac

@ upsaD

) UPSAE

Figura 1. Localizacdo das cinco Unidades Privadas de Satude Animal (UPSA), localizadas na

zona oeste do municipio do Rio de janeiro.
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Tendo em vista as particularidades de climas na cidade do Rio de Janeiro, sdo identificadas
na Zona Oeste, 3 tipos locais de clima: o “clima de vale”, situado na baixada de Bangu; o “clima
litoraneo” identificados nas baixadas de Guaratiba ¢ Santa Cruz e o “clima de altitude”
encontrado nas areas mais ingremes dos macigos (LUCENA, 2015).

A UPSA-A esta localizada na area do bairro de Bangu, em éarea urbana com 5.320
habitantes / km? com &rea total de 45,7 km? e possui clima quente com médias térmicas de 25°C.
Devido a sua localizacdo geogréfica, estando numa baixada, entre 0s maci¢cos da Pedra Branca e
de Gericino, e distante do litoral impedido do efeito ameno da brisa maritima e desprovido de
mata densa o0 que acarreta em ilhas de calor. Bangu é conhecido por registrar altas temperaturas
e 0s mais baixos indices pluviométricos, sobretudo nas esta¢cdes de primavera e verdo, quando
geralmente os termdmetros chegam a temperaturas proximas ou superiores a 40 °C (LUCENA,
2015).

A UPSA-B esta localizada na area do bairro de Campo Grande em area urbana com
1.738,66 habitantes / km? com &rea total de 119 km? extensa e intensamente urbanizada, diferente
da primeira area, conta com inimeras areas verdes localizadas inclusive em uma area comercial.
Comparativamente com outras areas, esta UPSA situa-se na transi¢do desses fatores geograficos,
responsavel por um clima mais ameno (BRANDAO, 1994; LUCENA, 2010).

A UPSA-C esta localizada na area do bairro de Guaratiba em area urbana com 788,88
habitantes / km? com area total de 139,5 km? e possui clima ameno com médias de 19 °C sendo
0 bairro mais extenso do municipio do Rio de Janeiro, porém um dos menos densamente
povoados, apresentando uma vegetacdo rasteira e manguezais além de trilhas ecoldgicas com
acesso ao Parque Estadual da Pedra Branca. Em suas encostas encontra-se a Mata Atlantica
(LUCENA, 2015).

A UPSA-D esta localizada na area do bairro de Marechal Hermes, localizado em éarea
urbana com 12.355 habitantes / km2 com area total de 3,89 km?2 e possui clima quente sendo um
bairro estritamente residencial com ambientes mais edificados com maior concentracdo de
poluentes sendo estas caracteristicas urbanas e sobrepujaram os atributos geoecologicos, o que
contribuiu para que se registrassem ilhas de calor noturno nesta regido (BRANDAO, 1994;
LUCENA, 2015).

A UPSA-E esté localizada a area do bairro de Inhoaiba, localizado em area urbana com
7.798 habitantes / km? com area total de 8,29 km?2 e possui clima ameno onde as areas verdes
estdo mais preservadas, pois a ocupacao urbana € menos intensa, se comparadas com as outras,

como as UPSA-A, UPSA-B e UPSA-D. Porém, um dos fatores mais determinantes, é o fato
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desses bairro estar proximo aos bairros costeiros, 0 que aumenta muito a umidade local, j& que
as massas de ar chegam pelo litoral e aumentam a ocorréncia de pluviosidade nesta &rea o que é
extremamente importante para o criatorio de mosquitos e desta forma, apresentando diferentes
aspectos epidemiolégicos na ocorréncia de patégenos em relacdo as outras areas (LUCENA,
2010, 2015).

Todos os animais submetidos a este teste apresentaram no momento da consulta veterinaria
pelo menos trés ou mais sinais sugestivos de hemoparasitoses (ALMOSNY, 2002; SILVA et al.,
2016). Nao foi possivel comparar este grupo de animais com outro sem sinais de doenca, para
verificar doenca subclinica, aguda e/ou cronica. Além desta limitacdo, também néo foi possivel
autorizacdo por parte dos tutores dos animais, a realizacdo de diagndstico utilizando

metodologias moleculares, para deteccao de doencas na fase aguda.

2.3. Procedimentos de diagnostico

Neste estudo foi usado o teste rapido SNAP 4Dx Plus (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, EUA) que foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante. Os testes
foram realizados pelo médico veterinario no momento da consulta, que apds o resultado, o tutor
era comunicado do resultado e convidado a participar do estudo. Para realizacdo do teste, foi
adicionado ao microtubo estéril, trés gotas de soro canino que foram misturadas com quatro
gotas do conjugado que posterior mente foi adicionado ao po¢o de amostra do dispositivo
SNAP. Assim que 0 mistura de amostra-conjugado atinge o circulo de ativagéo, o dispositivo
era ativado. Era feita a leitura visualmente, 8 min apos ativar o dispositivo. O desenvolvimento
de cor na amostra foi indicativo de reacdo positiva. A sensibilidade e a especificidade do teste
SNAP 4Dx Plus para caes € 99% e 99,3% para dirofilariose, 90,3 a 94,3% para anaplasmose,
94,1 e 96,2 % para a doenca de Lyme, e 97,1 e 95,3 % para erliquiose (IDEXX Laboratories,
Inc.).

O ensaio rapido baseado é uma tecnologia de imunocromatografia em dupla lavagem
altamente especifico e sensivel (SNAP 4Dx Plus), e usado para triagem de soros caninos para
antigeno ou anticorpos para seis patdgenos transmitidos por artropodes. Este ensaio detecta o
antigeno de D. immtis e anticorpos para especifico E. ewing, E. canis, A. phagocitophilum, A.

platys,B.burgdorferi
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2.4. Andlise estatistica

O teste de diferenca entre proporgdes o Prop Test (AGREST]I, 2012 ) foi utilizado para
verificar se houve diferenca estatistica entre as soropositividades para cada hemoparasitose

entre as areas de estudo, utilizando o programa R versdo 3.6 (R CORE TEAM, 2019).

Controle positivo

|

Anaplasma phagocytophilum,
A. platys

Ehrlichia canis,
E. ewingii

Dirofilaria immitis

Borrelia burgdorferi

Figura 2. Resultados que podem ser obtidos no teste rapido Snap 4Dx® Plus (IDEXX
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, EUA) (Adaptado: https://www.idexx.com.br/pt-
br/veterinary/snap-tests/snap-4dx-plus-test).

2.5. Aprovacao do Comité de Bioética

Este estudo foi conduzido de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), Brasil. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob
protocolo n°. 7113280818 (Anexo 1).

3 RESULTADOS

No total de 1.132 amostras analisadas, 684 foram positivas, sendo 501 com pelo menos 1
agente infeccioso e 183 para pelo menos dois agentes infecciosos causando coinfecgdo. As
amostras que foram soronegativas representaram um total de 448 amostras. A soroprevaléncia

de hemoparasitos na populacdo em estudo foi de 44,3% para pelo menos uma espécie de
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hemoparasitos, sendo Ehrlichia spp. 33,3 % 0 género com maior soroprevaléncia, seguida por
D. immitis 7,1%; Anaplasma spp. 3,7% e B. burgdorferi 0,3%. Em relacdo as localidades,
houve uma diferenca entre a soroprevaléncia total dos hemoparasitos, sendo que a UPSA-A
obteve maior prevaléncia, seguido das UPSAs D, C, E e B. Dentro das UPSAs, houve diferenca
entre as prevaléncias dos hemoparasitos, sendo Ehrlichia spp. com maior prevaléncia na UPSA
A (48,1%), D. immitis na UPSA C (21,6%) Anaplasma spp. na UPSA D (8,0%) e B.
burgdorferi ndo apresentou diferenca entre as UPSAs estudadas. No total de hemoparasitos, a
UPSA-A obteve a maior soroprevaléncia (54,1%) em relacdo as UPSAs B e E (Tabela 1).

No estudo da soroprevaléncia entre as UPSAs, quando analisamos o perfil de Ehrlichia
spp.houve diferenca significativa entre as UPSAs (A e B), (AeC), (AeE),(BeD),(BeE), (C
e D) e (C e E). Entretanto, no perfil de Anaplasma spp. foi diferente significativamente apenas
entre as UPSAs (B e D) e (C e D). Ja para D. immitis apresentou diferencas significativas entre
algumas UPSAs, sendo estas: (Ae C), (BeC), (CeD) e (CeE). Apds as analises do perfil de
B.burgdorferi, ndo houve diferenca entre as UPSAs analisadas (Tabela 2 ).

Em relagdo aos casos de coinfeccdo, a soroprevaléncia na populacdo estudada foi de
16,2% para pelo menos dois agentes etioldgicos analisados. As coinfecgdes foram maiores para
Ehrlichia spp. + Anaplasma spp; seguido por Ehrlichia spp. + D. immitis e por Ehrlichia spp.
+ Anaplasma spp. + D. immitis. Ao observarmos essas infeccdes entre as UPSAs, verificou- se
que este perfil foi maior para a soroprevaléncia de Ehrlichia spp. + D. immitis (17,9 %) na UPSA
C, seguidos por Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. (11,6 %) na UPSA D e Ehrlichia spp.

+ Anaplasma spp. + D. immitis (3,4 %) na UPSA C.

Houve diferenca entre as soroprevaléncias também nas coinfecc¢des, sendo que a UPSA-
C apresentou a maior soroprevaléncia para a presenca de dois (17,9 %) e trés agentes (3,4%). As
primeiras coinfec¢bes foram representadas por (Ehrlichia spp. + Anaplasma spp.), (Ehrlichia
spp.+ Dirofilaria immitis) e (Anaplasma spp. + Dirofilaria immitis) totalizando (14,7%) e a
segunda representada por (Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. + Dirofilaria immitis) com um
menor percentual (1,4 %). No caso do total de coinfec¢bes analisadas, a UPSA-C obteve a maior
soroprevaléncia entre todas as coinfeccdes encontradas (29,8 %) (Tabela 3).

Na figura 2, encontram-se as imagens de amostras positivas de caes utilizando o kit do
teste rapido SNAP4Dx Plus, evidenciando positividade para antigeno de D.immitis, e anticorpos

para A. phagocytophilum / A. platys, B. burgdorferi, E. canis / E. ewingii.
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Tabela 1. Soroprevaléncia das principais hemoparasitoses que acometem 0s cées provenientes de
cinco UPSAs Veterinarias de diferentes bairros da zona oeste do Rio de Janeiro, através do “’kit” de
diagndstico Snap 4Dx® Plus (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, EUA).

UPSA-A UPSA-B UPSA-C UPSA-D UPSA-E Total

Hemoparasitos n/N* n/N n/N n/N n/N n/N
P (%)** P(%) P (%) P (%) P (%) P(%)
. 105/218 60/254 67/268 56/138 89/254 377/1132
Ehrlichia spp.
(48,1)a (23,6)b (25,0)b (40,6)a (35,0)c (33,3)
71218 7/254 8/268 11/13 9/25 42/113
Anaplasma spp. 3 5y, (2,8) a (3,0)a (8,0)ab (3,5)a (3,7)
.. .. 5218 5/254 58/268 1/138 11/254 80/1132
Dirofilaria immitis — , 4 2,0)a 216  (O07ac  (43)ad (7.1)
_ - 1/218 1/254 0/268 1/138 0/25 3/1132
Borrelia burgdorferi (0,5)a 0.4) a (0,0)a (0.7)a (0,0)a (0,3)
Total 118/218 72/254 133/268 69/138  109/254 501/1132
(54,1) (28,4) (49,6) (50,0) (42,9) (44,3)

*Razdo entre animais soropositivos (n) e populacao de cdes (N) nas UPAS A,B,C,D eE respectivamente.
**Soroprevaléncia dos hemoparasitos encontrados em cada UPSA. Letras iguais na mesma linha (p>0,05)

Tabela 2. Soroprevaléncia das principais coinfecgdes de hemoparasitos que acometem 0s cées em
cinco UPSAs Veterinarias de diferentes bairros da zona oeste do Rio de Janeiro, através do “kit” de
diagnostico Snap 4Dx® Plus (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, EUA).

UPSA-A UPSA-B  UPSA-C UPSA-D UPSA-E Total

Coinfeccbes n/N*P n/NP n/NP n/NP n/N n/N
Q) (%) (%) (%) P(%) P(%)
Ehrlichia spp.+ 19/218 23/254 21/268 16/138 10/254 89/1132
Anaplasma spp. (8,8)a (9,0)a (7,8)a (11,6)a (4,0)b (7,9)
Ehrlichia spp. + 1/218 71254 48/268 3/138 14/254 73/1132
Dirofilaria immitis (0,5)a (2,8)a (17,9)b (2,2)a (5,5)c (6,4)
Anaplasma spp. + 1/218 0/254 2/268 2/138 0/254 5/1132
Dirofilaria immitis (0,5)a (0,0)a (0,7)a (14)a (0,0)a (0,4)
Ehrlichia spp.+
Anaplasma spp. + 1/218 21254 9/268 0/138 4/254 16/1132
(05 a (0,8)a (3.4)a (0,0)a (1,6)a (14)

Dirofilaria immitis

22/218 32/254 80/268 21/138 28/254  183/1132
(10.1) (12,6) (29.8) (15,2) (11,0) (16,2)

Total

* Razdo entre animais (n) e populagdo de cées (N) ; Letras iguais na mesma linha (p>0,05)
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Figura 3. Amostras de cées utilizando o kit do teste rapido SNAP 4Dx Plus. 1-Amostra
negativa; 2 - Amostra positiva para Ehrlichia spp.; 3 - Amostra positiva para Anaplasma
spp.; 4 - Amostra positivo D. immitis; 5 - Amostra positiva para B. burgdorferi; 6 -
Amostra positiva para Ehrlichia spp. + Anaplasma spp.; 7- Amostra positivo para
Ehrlichia spp. + D. immitis; 8 — Amostra positiva para Anaplasma spp + D. immitis; 9 -
Amostra positivo para Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. + D. immitis.

No estudo da soroprevaléncia das coinfec¢des entre as UPSAs, ao analisamos 0
perfil de Ehrlichia spp. + Anaplasma spp., houve diferenca significativa entre as UPSAs
(B e E) e (D e E). Quando analisamos o perfil das coinfec¢des por Ehrlichia +
D. immitis podemos observar diferenca significativa a nivel de 5% entre as UPSAs (A e
C),(AeE),(BeC),(CeD)e(CeE). Ascoinfecgdes representadas por Anaplasma spp.
+ D. immitis e Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. + D. immitis ndo apresentaram diferenca

entre  soroprevaléncias das UPSAs avaliadas (Tabela 4).
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4 DISCUSSAO

Estudos de soroprevaléncia sdo de suma importancia para avaliar o perfil de diferentes
agentes infecciosos, principalmente estudos epidemioldgicos de hemoparasitos que acometem
cdes no ambiente urbano. Atualmente vem crescendo a necessidade tanto pela comunidade
cientifica, pelos profissionais de saude e assim como pelos responséaveis dos animais na busca
pelo teste de diagndstico confiavel para qualquer enfermidade que acomete seus animais aliado
ao custo-beneficio.

Nesse contexto, 0 nosso trabalho apresentou animais sororeagentes para Ehrlichia spp.
(33,3%) com valores semelhantes aos trabalhos realizados em diversos estados brasileiros
(CARLOS et al,, 2011; VIEIRA et al., 2013; GUEDES et al., 2015 e ROTONDANO et al.,
2015). Sendo considerada endémica em ambiente urbano e regides tropicais e subtropicais
(FONSECA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017) esta hemoparasitose apresentou diferenca
significativa entre as UPSAs, provavelmente pelas particularidades de cada area geografica e
dos cées atendido em cada UPSA. Mesmo em ambiente urbano e o cdo sendo exposto a0 mesmo
vetor, o carrapato R. sanguineuss (s.l.), as diferencas existentes entre as prevaléncias podem ser
explicadas pelas particularidades inerentes aos hospedeiros e ao ambiente como: periodo de
incubacdo da doenca, idade dos animais, status sorolédgico, recidiva da enfermidade, fase
clinica, subclinica ou cronica da doenca além de area rural ou urbana além das medidas de
prevencdo e controle (COSTA-JUNIOR et al., 2007; LABARTHE et al., 2014).

E valido lembrar que apesar de diferencas entre as UPSAs devido o perfil do hospedeiro
Anticorpos (Ac) anti- Ehrlichia foram mais prevalentes entre todos os demais hemoparasitos
estudados dentro de cada UPSA, corroborando os estudos de Ehrlichia spp. sendo considerada
endémica em ambiente urbano (FONSECA et al., 2017) fato este que ndo deve ser
negligenciado. Ao considerarmos o diagnéstico de Ehrlichia spp. sem considerar as
coinfeccdes, e se adicionarmos os dados (Tabela 1 e 2) os resultados sdo maiores. A prevaléncia
aumentaria em 9,7 %, passando de 48,1 % para 58,1% no Bairro de Bangu. Esses dados
mostram uma doenca endémica com prevaléncia expressiva de mais de 50 % da populacéo de
cées em estudo.

A soroprevaléncia de Anaplasma spp. foi baixa em todas as UPSAs analisadas
apresentando diferenca somente entre as UPSAs (B e D; C e D) (Tabela 2). Apesar de ser
incriminado 0 mesmo vetor, R. sanguineus (s.l.) para ambas as bactérias ( E. canis e A. platys.)

este resultado, requer novas investigacbes sobre o possivel vetor competente
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envolvido, devido sua baixa prevaléncia nas regides urbanas estudadas, em comparagdo com
areas rurais que tem sua prevaléncia maior (COSTA-JUNIOR et al., 2007) levantando a
hip6tese de um novo hospedeiro em ambiente urbano participando na biologia da transmissao.
Ainda ndo foi comprovada a transmissdo desta bactéria por R.sanguineus (s.l.) (SIMPSON et
al., 1991) sendo verificado na literatura que piolhos no periodo do inverno onde a prevaléncia
de deteccdo de A. platys é maior e a infestagcdo por piolhos em filhotes de cdes sobressai em
relacdo ao R. sanguineus (s.I.) (BROWN et al.,2005 ) e além disso as pulgas (PEREZ-OSORIO
et al., 2008) assim como outros carrapatos ixodideos como Ixodes nepponensis, Haemaphysalis
longicornis (CHAE et al., 2008), podem ser considerados potenciais vetores incriminados nessa
transmissdo. Um estudo de epidemiologia molecular (RIBEIRO et al. 2017), verificou
prevaléncia maior de A. platys em cées ndo domiciliados em ambiente rural no inverno,
enfatizando que cada vez mais surgem evidéncias da participacdo de um vetor diferente de R.
sanguineus sensu lato, necessitando de que esta hipotese seja comprovada. Em estudo recente
0s autores verificaram prevaléncia maior de A. platys (18,28 %) em relacdo a

E. canis (0 %), B. vogeli (3,42 %) e Mycoplasma spp. (7,41 %) detectados pela PCR no estado
do Parana (BAHIENSE et al., 2020).

Diante deste fato métodos moleculares séo aliados para deteccdo dos diversos
hemoparasitos em cées para estudos epidemioldgicos. Sabe-se que estudos epidemiologicos
utilizam em sua maioria 0s métodos sorologicos para deteccdo do agente pesquisado como
objetivo de triagem, entretanto no meio académico e na comunidade cientifica , 0 uso dos Kits
tipo ELISA modificado, comercializados no Brasil e utilizados neste estudo (“kit” Snap 4Dx
Plus® IDEXX), apresenta uma caracteristica que compromete a eficiéncia no diagnostico
sugerindo que podem ocorrer reacdes cruzadas entre A. platys e A. phagocytophilum ou E. canis
e E. ewingi, informacéo fornecida pelo fabricante do kit, como também na lliteratura cientifica
(RIKIHISA et al., 1994; BREITSCHWERDT, 2013). Entretanto, como 0s outros agentes, que
seriam possiveis causadores de reacdo cruzada ndo sdo endémicos no Brasil, poucas chances de
estarmos dainte de soroprevaléncia de E. ewingi e E. chaffensis, somente com excec¢do de A.
phagocytophilum que ja foi detectado DNA em carrapatos e sangue de cdes em Seropédica/ RJ
(SANTOS et al., 2013).

Analisando o papel desse kit de diagnostico ELISA Snap 4Dx Plus® IDEXX, no primeiro
momento em que o animal chega a UPSA com sinais sugestivos de hemoparasitoses e o teste é
oferecido e temos como resultado positivo para Ehrlichia spp. por exemplo, a rapidez e
agilidade em obter o diagnostico e oferecer este servico para o animal e o responsavel é

essencial para conduzir o tratamento adequado, deixando claro que exames
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complementares serdo necessarios para acompanhar a evolugdo da doenca e que uma vez
utilizado esse teste no segundo momento de recidiva ou presenga de novos sinais de infecgéo,
exames de biologia molecular serdo necessarios para diferenciar doenca aguda ou cronica, visto
que esse teste pode manter resultado falso positivo por até 5 anos (HOSKINS, 1991) em virtude
de cicatriz soroldgica, devido aos anticorpos circulantes, ou ineficicia do organismo
imunocompetente em debelar a infec¢do, permitindo desta forma deteccdo de altos titulos de
anticorpos (ALMOSNY, 2002). Existe também a possibilidade de reinfeccdo em cédes que tem
acesso a rua, que podem sofrer nova infestacdo ou picada de um carrapato infectado, nao
perceptivel ao tutor, sendo responsavel por manter a meia vida de anticorpos nos referidos caes
mantendo a sorologia positiva.

Dirofilaria immitis, € um hemoparasito nematoide filarial presente em ambiente urbano
e tem os mosquitos Ochlerotatus taeniorhynchus, Culex quinquefasciatus e Ochlerotatus
scapularis da familia Culicidae como principais vetores em regido costeira (MCCALL et al.,
2008; BENDAS et al.,2019) e na zona oeste do Rio de Janeiro (BENDAS et al.,2019). Em nosso
estudo o bairro representado por esta regido foi Pedra de Guaratiba, considerada regido
endémica para este nematoide, apresentou diferenca significativa e superior as outras UPSAS
(21,6%) estudadas na zona oeste (Tabela 1), sendo esta prevaléncia bem préxima do valor do
estudo realizado em Cabo Frio regido dos lagos do estado do Rio de Janeiro (27,5%)
(LABARTHE et al., 2014). Ao analisarmos as prevaléncias de D. immitis sem considerar as
coinfeccles, e se adicionarmos os dados (Tabela 1 e 2), os resultados sdo mais alarmantes. A
prevaléncia aumentaria em 22%, passando de 21,6% para 43% de soroprevaléncia em Pedra de
Guaratiba. O mesmo acontece nos casos de ehrlichiose, nesta regido, desconsiderando as
coinfeccOes, a prevaléncia aumentaria em 29,1%, passando de 25% para 54,1%. Uma das
explicacdes para as diferencas entre as areas e a as ocorréncias das doencas analisadas, sao 0s
fatores geograficos do meio, como umidade, niveis de precipitacdes, relevo e a cobertura vegetal
de cada area, o que colabora com a proliferacéo das principais doencas de ambiente urbano (JOJIMA
etal., 2008, LUCENA, 2010, SZABO et al., 2013, ARAUJO et al., 2015) tornando propicia sua difusio,
ou simplesmente, sendo condi¢fes necessérias para a sobrevivéncia de seus hospedeiros urbanos e
silvestres (BRANDAO, 1994).

Ao analisarmos a soroprevaléncia entre as UPSAs em relacdo a positividade por D.
immitis tanto a auséncia como a presenca de coinfeccdes, foram influenciadas pela UPSA C,
localizada na regido costeira, sendo uma das principais areas endémicas da zona oeste
influenciando desta forma o resultado de todas as UPSAs com a prevaléncia de D. immitis sem
coinfeccOes de 21,6 % e com coinfeccOes de 17,9% (Tabela 1 e 2).
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O mapeamento descrito no trabalho de Lucena (2010) feito pela Secretaria Municipal do
Meio Ambiente mostra que a Zona Oeste detém o maior espaco preservado da cidade do Rio
de Janeiro. Sendo que o bairro mais verde da cidade € Guaratiba, com 6.967 hectares cobertos
por vegetacdo.Sendo todos esses bairros pertencentes 8 mesma area administrativa (Zona Oeste)
e as UPSAs ja contam com esse fator geografico em comum, a presenca de matas e florestas.

Porém, presenca se faz maior em algumas areas como as UPSAs E e C, nas quais as
areas verdes estdo mais preservadas, pois a ocupacdo urbana é menos intensa, se comparadas
com as outras, como as UPSAs A, B e D. Porém, um dos fatores mais determinantes, é o fato
desse bairro ser um bairro costeiro, 0 que aumenta muito a umidade local, ja que as massas de
ar chegam pelo litoral e aumentam a ocorréncia de pluviosidade nesta area o que €
extremamente importante para a proliferacdo de mosquitos da familia Culicidae principal vetor
deste filarideo (LABARTHE et al., 2014; TRANCOSO et al.,, 2020) sem contar com
saneamento basico precério e alguns locais inexistente, valas negras, manguezais, restingas e
esgoto a céu aberto nas proximidades das residéncias, havendo desta forma o confronto entre
grande beleza natural da paisagem alternando-se com processos de favelizacdo e loteamentos
de alto luxo, como reflexo de urbanizacdes descontroladas (BRANDAO, 1994; COSTA;
MOURA, 2003; LUCENA, 2010).

Para as UPSAs A, B e D, outros fatores geograficos podem ser levantados como
hipdteses para a diferenca nas prevaléncias das hemoparasitoses, como a umidade relativa do
ar e a temperatura média. No caso da UPSA A, localizada em uma regido de vale, situado entre
0s macicos da Pedra Branca e do Gericind, este fator geografico conta com barreiras orogréaficas
que acabam bloqueando a passagem de ar e colaborando para as altas temperaturas marcadas
constantemente neste bairro (BRANDAO, 1994; LUCENA, 2010). As UPSAs A e D estio
muito préximas geograficamente, mas no caso da UPSA A, o calor nesta area € mais intenso do
que da UPSA D, em partes por que a UPSA A passou por um processo acelerado de expansédo
da malha urbana, o que diminui as areas verdes, se comparado a UPSA D, onde em algumas
partes, elas se encontram mais preservadas (ABREU, 1992, LUCENA, 2010).

A UPSA-B, localizada em um lugar muito extenso, intensamente urbanizado, mas
também conta com inlmeras areas verdes, esta localizada inclusive perto de uma area comercial
0 com o Shopping Center. Comparativamente com outras areas, esta UPSA situa-se na transicao
desses fatores geograficos. Nesta regido as areas verdes ndo sdo tdo presentes quanto as UPSAS

C e E, mas sdo mais presentes do que UPSAs A e D. A UPSA-B, ndo tem a
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mesma umidade que UPSA-C e E, mas tem uma umidade relativa maior do que UPSAs Ae D,
onde as temperaturas sdo mais elevadas, em especial na UPSA-A (BRANDAO,1994;
LUCENA,2010).

No estado do Rio de Janeiro, antes da primeira quimioprofilaxia ser utilizada no Brasil,
uma pesquisa mostrou prevaléncia da dirofilariose f0i16,85% ou seja, 8,61% dos cées em
Municipio do Rio de Janeiro e 21,76% no municipio de Niter6i (LABARTHE et al., 1997).
Anos mais tarde, apds o lancamento da quimioprofilaxia no Brasil, as infec¢6es por dirofilariose
canina tornaram-se raras (2%), mesmo quando os testes de antigeno eram usados em antigas
areas hiperendémicas (LABARTHE et al., 2003). A partir de 2010, a prevaléncia voltou a
aumentar e um levantamento de atualizacdo realizado na regido dos lagos do estado do Rio de
Janeiro, que inclui os municipios de Araruama, Cabo Frio, Iguaba, Sdo Pedro da Aldeia e
Arraial do Cabo, mostraram que frequéncias antigénicas de 27,5% e 62,2% foram observadas
em CaboFrio e Armacdes dos Buzios, respectivamente (LABARTHE et al., 2014).Esse estudo
corrobora com os resultados de nosso trabalho com prevaléncia semelhante de D.immitis com
21,6% sem coinfeccdes (Tabela 1e 2).

A quimioprofilaxia relatada por Labarthe et al.(2003) foi responsavel pela queda brusca
da prevaléncia da dirofilariose na cidade do Rio de Janeiro por umtempo determinado, mas nao
se manteve principalmente pela falha no tratamento ou abandono por partes dos proprietarios
dos animais, que até hoje é comum relatos do tipo no momento da consulta: “N&do consegui
manter o tratamento com aquele comprimido ou esqueci de comprar aquele comprimido ...”
além da associacdo das pipetas repelentes para 0 mosquito vetor (GENCHI et al., 2019) que
grande parte dos proprietarios dos cées assistidos em todas as UPSAs analisadas, relatam em
nosso estudo, que ndo fazem uso no seu animal devido ao custo elevado em manter esta
terapéutica topica. Este fato torna uma barreira para a eficacia no tratamento e prevencao desses
animais. Recentemente foram realizados trabalhos que mostraram resultados promissores de
formulacédo a base de moxidectina injetavel (ProHeart® SR-12) que antigamente era utilizada
apenas como preventivo associada ao uso de doxiciclina oral e hoje ja sabemos que tem agédo
curativa (ALBERIGI et al. 2019 e 2020).

A prevaléncia baixa de D. immitis nas UPSAs A, B e D estdo relacionadas com casos
ndo autdctones de animais que por algum momento em sua fase de vida jovem ou adulta se
infectou em area endémica e quando retorna para sua area ndo endémica, recebe o diagndstico
positivo para dirofilariose. Na UPSA-A todos os animais positivos para D. immitis no SNAP
4DxPlus® eram de area nao endémica que por algum momento foi exposto na area costeira,

possivelmente ficaram varios anos na forma subclinica e de repente em exames de rotina ou
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até mesmo com surgimento de sinais clinicos, mas que aparecem e quando buscam a UPSA
para uma consulta (SILVA et al., 2016), recebem diagndstico inesperado de dirofilariose. Os
casos com diagndstico de coinfeccdes, que em nosso estudo foi maior na UPSA C (p-valor
<0.05) e os casos de coinfeccdes triplas (Ehrlichia spp.+Anaplasma spp.+Dirofilaria immitis)
formas mais prevalentes também na UPSA-C com 9 casos, mas sem diferenga significativa em
comparagdo com as demais areas (Tabela 4).

Esses dados nos deixam um alerta a respeito de medidas preventivas eficazes, além de
um trabalho de conscientizacdo muito maior do que ja existe no ambiente das UPSA, visto que
sem essas acOes, 0s animais ficam cada vez mais expostos a esses agentes infectocontagiosos.
O grande entrave das medidas de profilaxia e controle sdo o custo elevado dos produtos
comprovadamente eficazes, como exemplo temos recentemente uma formulacdo a base de
moxidectina injetavel (ProHeart® SR-12) que foi aprovada para uso tanto como profilatico
como curativo para a dirofilariose, (ALBERIGI et al. 2019 e 2020) aumentando a esperanca de
erradicacdo desta hemoparasitose. Entretanto, essa droga ainda nédo esta acessivel, para todos
0s proprietarios de caes devido ao seu alto custo, principalmente em areas endémicas e carentes,
por exemplo onde esté localizada a UPSA C.

Do total de animais no estudo, somente trés casos de soroprevaléncia de B.burgdorferi
foram registrados: Foi encontrado um caso em cada UPSAs A, B e D. Diante deste resultado
esperavamos casos clinicos e/ou soroldgicos na UPSA-C devidos a um conjunto de fatores
ambientais bem propicios para doencas transmitidas por vetores, além de altas prevaléncias das
demais hemoparasitoses, entretanto este fato ndo foi observado. A respeito desta bactéria muitas
consideracfes precisam ser levadas em pauta. Desde 0s seus primeiros relatos no Brasil em
humanos (YOSHINARI et al. 2003; CORRADI et al., 2006), em cédes (SOARES et al. 1999,
JOPPERT et al., 2001; O’'DWYER et al., 2004; CORDEIRO et al.,2012) em equinos (SALLES
et al., 2002; MADUREIRA, 2004) e bovinos (FONSECA et al., 1996), muitas lacunas ainda
existem para que possamos afirmar que B. burgdorferi estd em circulacdo no territério brasileiro
causando doenga.

No Brasil os primeiros estudos datam no final da década de 80, quando grandes
especialistas em Borreliose de Lyme no mundo (YOSHINARI et al., 1989) observaram que
pacientes brasileiros com os primeiros casos de manifestacdes sistémicas (YOSHINARI et al.,
1992) como doengas infecciosas e autoimunes ao realizarem sorologia para B. burgdorferi
obtinham resultado positivo, evidenciando entédo cruzada (GOUVEIA et al., 2010). Desta forma

viram a necessidade da criagdo de postulados, para que de forma prudente, pudessem
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direcionar o diagnostico e afirmar se o Brasil tinha ou ndo a doenca de Lyme (YOSHINARI et
al., 1992).

Entretanto foi observado que, muitos trabalhos foram publicados e algumas
particularidades nos resultados séo alvo de questionamentos, como: o relato de pacientes com
resultados obtidos de Western blott com bandas positivas de 1gG sem identificar quais eram as
bandas especificas segundo recomendagdes do Center for Diseases Control (CDC)
(YOSHINARI et al., 199); resultados de 1gG na fase latente negativos além de diagnéstico de
bilogia molecular negativos com auséncia de isolamentos do agente em casos publicados como
positivos (YOSHINARI et al., 1997).

No diagndstico de borreliose de Lyme, alguns artigos indicam casos positivos por
diagnostico de biologia molecular com amostra de sangue, soro ou plasma que nao é
recomendado pelo CDC, devido a baixa sensibilidade e alta prvaléncia de falsos positivos
(MANTOVANI et al., 2012; GONCALVES et al., 2015; LOPES et al., 2017). Foi observado
também isolamento de microorganismo imével (B. burgdorferi € movel) e com periodo de
incubacdo superior ao preconizado chegando a 3 meses, faltando caracterizacdo molecular do
agente isolado (ABEL et al., 2000).

Em outro trabalho para investigar ocorréncia de B. burgdorferi, foi realizado isolamento
de espiroquetas ndo cultivaveis com resultado de PCR para primers especificos para B.
burgdorferi e outras Borrelias com resultados negativos em carrapatos e amostras biologicas
(YOSHINARI et al., 2010). Outro estudo com amostras de animais da espécie Leontopithecus
chrysimelas (mico ledo dourado), o resultado de biologia mlecular apresentou 100% de
homologia para B. burgdorferi ndo sendo relatado o controle positivo utilizado e qual a
sequéncia foi depositada no GenBank (SANTOS et al, 2018).

Em 2020, um trabalho realizado com a coleta de 1873 carrapatos no Bioma Cerrado
utilizou como gene alvo a flagelina E (flgE 262pb) ndo relatando controle positivo, sendo
isolado Borrelia spp. apenas de um carrapato Amblyomma sculptum com sequéncia GenBank
MK231014, similar as sequeéncias depositadas pela USP e similares as sequéncias dos
controles positivos espalhados pelo Brasil, havendo grande probabilidade e especulacbes a
respeito da contaminacdo de controle positivos que sao responsaveis pelo diagnostico de Lyme
no Brasil (HIGA et al., 2020) .

Ainda no ano de 2020, um estudo que avaliaou competeficia vetorial entre carrapatos
ixodideos e B. burgdorferi e foram encontrados como resultados que os géneros Amblyomma,
Dermacentor, Haemaphysalis ndo s&o bons vetores para doenga de Lyme, porque possuem

peptideos antimicrobianos que causam lise na B. burgdorferi, impedindo sua multiplicacdo e
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transmissé@o nesses carrapatos (EISEN, 2020).

No hemisfério Sul, apenas o isolamento da cultura de Borrelia do Grupo da febre
maculosa Borrelia currentis (MUNOZ-LEAL et al., 2018), e o isolado de Borrelia theileri de
Rhipicephalus microplus (CORDEIRO et al., 2018) foram os Gnicos encontrados em carrapatos
de animais domésticos podendo sugerir reacdo cruzada com dados sorologicos de animais
domésticos (CORDEIRO et al., 2012) e humanos (YOSHINARI et al., 2003).

Diante dos trabalhos publicados, os postulados preconizados e as diretrizes atuais para
orientacOes futuras para o diagnéstico laboratorial para a borreliose de Lyme no mundo existem
algumas limitagdes (MARQUES, 2015, MOORE et al., 2016, LOHR et al., 2018).

Entretanto, diante de todos relatos e evidéncias cientificas encontradas nos trabalhos
supracitados, sO nos resta considerar esses trés casos de soroprevaléncia de B. burgdorferi no
SNAP 4Dx Plus como provaveis casos de reacéo cruzada com outros agentes transmitidos por
artropodes (CORDEIRO et al,, 2012; CORDEIRO et al., 2018) e ou outras doencas
infectocontagiosas como leptospirose (GOUVEIA et al.,2010), visto também que, em UPSAs
de ambiente urbano € comum esses cdes serem vacinados com cepas multiplas para diversas
enfermidades virais e bacterianas inclusive sorovares para Leptospiras pertencente a familia
Espiroquetaceae (SUEPAUL et al. 2010; RODRIGUES et al., 2013; BOUVET et al., 2016).

As diversas metodologias diagnosticas utilizadas na UPSA podem indicar infec¢Ges ou
ndo, portanto a conduta clinica do médico veterinario é extremamente importante, sendo que
uma unica metodologia diagnéstica ndo € suficiente para obtermos um diagndstico preciso,
desta forma, exames complementares associados a biologia molecular e sorologia para

fundamentar um diagndstico definitivo torna-se imperativo (MEDEIROS et al., 2020).

5 CONCLUSAO

O teste rapido SNAP 4Dx PLUS ¢ eficiente para a triagem dos principais hemoparasitos
presentes na rotina das clinicas veterinarias da zona oeste do Rio de Janeiro, revelando que
Ehrlichia spp, Anaplasma spp e Dirofilaria immitis apresentam caracter endémico com
prevaléncias significativamente expressivas;

O teste rapido SNAP 4Dx PLUS € considerado um exame de rotina na clinica veterinaria
para o diagndstico de erlichiose, anaplasmose e dirofilariose e somente valido nos casos em que
precisamos da tomada de decisdo para diagnostico de hemoparasitoses em casos graves, desta
forma permite que o tratamento seja instituindo com rapidez diante dos sinais clinicos evidentes

e prognosticos;
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Os casos de B. burgdorferi encontrados necessitam de confirmagdo com novos estudos
de acordo com o concenso internacional, visto que esta bacteria ainda ndo foi isolada nem
cultivada no Brasil;

Os casos de D. immitis encontrados nesse estudo corroboram com os estudos na regido

dos lagos com prevaléncia semelhante aos estudos de Labarthe et al. (2014).
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CAPITULO 1lI

PERFIL CLINICO-LABORATORIAL E ASSOCIAC}ANO ENTRE SOROLOGIA E
BIOLOGIA MOLECULAR PARA INTERPRETACAO DIAGNOSTICA DAS
HEMOPARASITOSES TRANSMITIDAS POR CARRAPATOS EM CAES
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RESUMO

A clinica médica de pequenos animais desempenha um papel importante no diagndstico,
tratamento, controle e profilaxia das principais doencas que afetam os cées. Nesse contexto, as
hemoparasitoses representam um complexo de doencas parasitarias mais comuns em caes,
sendo considerada endémica no meio urbano. Apesar dos esforgos para combater essas doencas,
muitos animais ainda sofrem, uma vez que muitos dos métodos de controle de seus vetores ndo
tém sido eficazes, permitindo que os cdes se infectem varias vezes por ano. Os métodos de
diagnostico das hemoparasitoses mais utilizados na clinica sdo: o exame direto de esfregaco
sanguineo (ES) e os testes soroldgicos (ELISA modificado) e com menor frequéncia os testes
de biologia molecular (PCR). O objetivo do estudo foi avaliar o perfil dos cées atendidos na
rotina da clinica de pequenos animais e analisar os diferentes testes de diagnostico para as
seguintes hemoparasitoses: erliquiose, anaplasmose e babesiose. Para o diagnostico, as
amostras de 70 cdes domiciliados foram coletadas por conveniéncia de acordo com a ordem de
chegada para consulta. Foram realizadas comparacdes tanto entre animais positivos e negativos
nos diferentes testes diante dos principais sinais clinicos apresentados no momento da consulta.
Todos os animais incluidos apresentavam pelo menos 3 sinais clinicos e 3 alteracGes
laboratoriais sugestivas de hemoparasitose. As amostras de sangue foram analisadas por
esfregaco, sorologia e 0 PCR. A prevaléncia de Ehrlichia spp foi 34,3% e 37,1%, Anaplasma
spp. foi 11,4 % e 11,4 % e Babesia spp. foi 0,0 e 8,6 % no teste ELISA e PCR
respectivamente. O parasitismo geral dos 3 agentes para as 3 técnicas variou entre 1,4

% a 67,1%. Animais com epistaxe foram 100% positivos para Ehrlichia spp. no ELISA e 80%
na PCR. A associacdo entre sorologia, PCR, sinais clinicos e hematoldgicos foi decisivo para
identificar e selecionar o perfil dos cdes com percentual de animais expostos e doentes 6 vezes
maior que o de animais ndo expostos e sadios permitindo a tomada de decisdo para inicio de

tratamento.

Palavras-chave: cdo, hemoparasito, esfregaco de sangue, ELISA, PCR. Associacdo de métodos
diagndsticos
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ABSTRACT

The small animal medical clinic plays no importante role in the diagnosis, treatment, control
and prophylaxis of the main diseases that affect dogs. In this context, hemoparasitos is
represents a complex of parasitic diseases more common in dogs, being considered endemic in
the urban environment. Despite efforts to comba t these diseases, many animals still suffer,
since many of the methods of controlling their vectors have not been effective, allowing dogs
to become infected several times a year.The diagnostic methods of hemoparasitosis mostusedin
the clinic are direct blood smear examination (ES) and serological tests (ELISA) to the
detriment of molecular biology tests (PCR). The objective of the study was to analyze the profile
of dogs seenin ther out ine of the small animal clinic and to evaluate the accuracy of diferente
diagnostic techniques for ehrlichiosis, anaplasmosis and babesiosis. For diagnosis, samples
were collected for convenience from 70 dogs domiciled according to the order of arrival for
consultation. Comparisons were made between positive and negative animals in the diferentes
tsin view of the main signs and symptoms presented at the time of the consultation. All animals
included had at least 3 clinical signs and symptoms and 3 laboratory changes suggestive of
hemoparasitosis. Bloods amples were analyzed by blood smear, ELISA and PCR.The precision
analysis was performed determining the sensitivity, specificity, positive and negative predictive
value and kappa index.The prevalence of Ehrlichia spp was 40%and 37.1%, Anaplasma spp.
was 34.3% and 14.3% and Babesia spp. was 8.6% and 14.3% in the ELISA and PCR test
respectively. The general parasitismo of the 3agents for the 3 techniques ranged from 1.43 %
to 67,6%. For the diagnosis of Ehrlichia spp. Animals with epistaxis were 100% positive for
Ehrlichia spp. in ELISA and 80% in PCR. The association of clinical, hematological, serological
and molecular signs was able to detect and select false positive and negative animals for
hemoparasitosis. Our results were only possible with the association of clinical and laboratory
data and the use of different methods for the definitive diagnosis of Ehrlichia spp. Anaplasma
spp. and Babesia spp. Real- time PCR was considered the complementary technique for the
diagnosis of Ehrlichia spp. Anaplasma spp. and Babesia spp.

Keywords: dog, hemoparasite, bloodsmear, ELISA, PCR.
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1 INTRODUCAO

O diagnostico de doencas transmitidas por carrapatos desde a primeira visualizacdo de
formas infectantes no sangue por Babés em1888, Starcovicci em 1893, Piana & Galli-Valerio
em 1895 e Donaten & Lestoquard em 1935 era baseado no exame direto de esfregaco sanguineo
para visualizacdo de formas infectantes (THOMAS & NEITZ, 1933; BRION, 1943;
ALMOSNY, 2002). Com o passar dos anos, os métodos de diagnostico evoluiram e a
necessidade de um diagndstico preciso e confidvel permitiu o surgimento de novas técnicas no
meio académico-cientifico que chegaram na rotina das clinicas veterinarias de pequenos
animais. (RAMOS et al., 2009; LABARTHE et al., 2014; TRANCOSO et al., 2020)

Na rotina clinica, as principais hemoparasitoses comumente diagnosticadas em cées s&o:
erliquiose, anaplasmose, babesiose, hepatozoonose e dirofilariose. O seu diagnostico é baseado
nos sinais clinicos, exames direto de esfregaco sanguineo e sorologicos séo os mais utilizados,
visto 0 custo beneficio e também a rapidez para o resultado. No entanto em virtude das
semelhancgas com os sinais clinicos apresentados em outras enfermidades (RIKIHISA et al.,
2000) ou os mesmos para o complexo chamado “doenga do carrapato” pelos responsaveis dos
animais e as reac0es soroldgicas cruzadas entre as diferentes espécies relacionadas (RIKIHISA
et al., 1997), fizeram com que esses meétodos tenham suas sensibilidades e especificidades
comprometidas (RAMOS et al., 2009; FONSECA et al., 2017; TRANCOSO et al., 2020).

Com advento da biologia molecular e a reorganizagdo das bactérias da tribo
Rickettsilales dentro da familia Anaplasmataceae, foi verificado a importancia do diagndstico
especifico das principais bactérias desta familia que acometem o0s animais domésticos,
silvestres e seres humanos. (DUMLER et al., 2001), sendo a biologia molecular uma ferramenta
de diagndstico direto complementar em associacdo com teste soroldgico para chegar a um
diagnostico definitivo (DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al., 2009).

Apesar da evolucdo no diagnostico das hemoparasitoses com a utilizacdo das
ferramentas moleculares, muitas clinicas veterinarias ainda ndo as utilizam, sendo que os testes
sorolégicos rapidos com dupla lavagem ou imunocromatogréaficos, oferecem um diagndstico
rapido, permitindo seu uso na rotina clinica devido ao custo-beneficio, além de identificar
doenca subclinicas (MYLONAKIS et al., 2003; FONSECA et al., 2017).

Considerando as diferencas demonstradas anteriormente entre os isolados recentes de
E. canis de diversas regides (AGUIAR et al., 2016), é fundamental para analisar novos testes

de diagnédstico em cdes naturalmente ou experimentalmente infectados o estudo por exemplo

da proteina recombinante TRP36 principalmente. Experimentos para desenvolver um teste
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dot-ELISA usando esta proteina como o antigeno é a proxima etapa para produzir um
diagnostico rapido, confidvel, acessivel e util ferramenta para erliquiose no Brasil.
(MEDEIROS et al., 2020)

O objetivo do estudo neste capitulo, foi analisar o perfil clinico-laboratorial dos cées
expostos as principais hemoparasitoses transmitidas por carrapatos no ambiente urbano,
através da associacdo de dois testes de diagndstico: sorologia e biologia molecular além de
verificar o perfil de cada animal diante das alteragdes clinicas, laboratoriais e os resultados
dos testes de diagnostico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area do estudo

Foram utilizadas amostras provenientes de duas clinicas veterinarias particulares
localizadas em &rea surbanas da Regido Metropolitana do Rio de Janeiro; a descricédo das areas
se encontra na Tabela 1.

Tabelal. Descricdo demografica e coordenadas geograficas dos locais do estudo.

DESCRICAO CLINICA A CLINICA B
Localidade Bangu Séo Jodo de Meriti
Areatotal 45,7 km? 34,8 km?

Populacéo total 243.125 habitantes (hab) 472.906 habitantes (hab)
Densidade 5.320hab / km? 13.574 hab / km?2
IDH 0,794 0,719
Altitude minima 12 m 19m
Altitude maxima 1.014 m 162 m
22° 52’ 31"Latitude S 22° 48' 14"Latitude S

Coordenadasgeograficas N . " .
43° 27' 55"Longitude O 43° 22’ 20"Longitude O

Fonte: IBGE — Censo Demografico, 2010.

2.2 Amostragem

Para o tamanho da amostra foi definida uma prevaléncia esperada de 4% baseado no
trabalho realizado em clinica veterinaria de pequenos animais, como mesmo perfil das clinicas
veterinarias do nosso estudo no Rio de Janeiro (VILELA et al., 2013). Admitiu-se um intervalo
de confianga de 95 % e margem de erro de 5%. O célculo amostral foi realizado conforme a

formula descrita por Sampaio (2002): n = (1,96) 2 x Pesp (1- Pesp) /d?, onde: n =
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tamanho da amostra; Pesp = prevaléncia esperada; d? = precisdo absoluta desejada. Apds
utilizacdo da formula e célculo da amostra, foi estabelecido o nimero minimo de 70 amostras.
As amostras foram selecionadas por conveniéncia de acordo com a rotina de
atendimentos das clinicas veterindrias. Foi aplicado o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) aos responsaveis técnicos (RT) das clinicas veterinarias e dos
responsaveis legais pelos animais assim que os mesmos eram detectados tendo perfil para
participar do estudo. Logo em seguida os animais selecionados foram submetidos aos exames
clinicos, laboratoriais e amostras de sangue foram coletadas. O nimero total de amostras
coletadas foi de 70 amostras, 29 amostras da Clinica A e 41 da Clinica B no periodo de
janeiro de 2018 a janeiro de 2019.

2.3 Coleta dos dados clinicos e laboratoriais nos prontuarios

Para a coleta e tabulacdo dos dados, utilizamos planilha de Excel Microsoft Windows 8,
em que somente os dados clinicos e laboratoriais dos animais foram coletados mediante
liberacdo e indicacdo do médico veterinario responsavel pelo animal selecionado para o estudo.
Os dados clinicos e laboratoriais foram coletados somente quando o0 nimero do prontuério era
disponibilizado para acesso do pesquisador, mantendo-se desta forma a confidencialidade. Para
a investigacdo foram coletados dados como: género do animal (macho ou fémea), faixa etaria
(<1 ano e >1ano), distirbios gastrointestinais (vOmito, hematémese, hematoquezia, diarreia),
disturbios hematoldgicos (anemia, trombocitopenia, linfopenia, leucopenia, neutropenia,
mucosas hipocoradas, epistaxe, petéquias, equimoses e sulfusdes), distdrbios ortopédicos
(artralgia, mialgia, claudicacdo e derrame articular), distarbios neuroldgicos (convulséo,
sindrome vestibular e nistagmo), distarbios viscerais (esplenomegalia, hepatomegalia,
linfonodomegalia visceral e / ou apendicular, ictericia, ascite e insuficiéncia renal), distdrbios
oftdlmicos (hifema, episclerite, blefarite, Ulcera de cornea, opacidade de cristalino e/ ou
catarata), distarbios respiratorios (tosse improdutiva ou seca, pneumonia intersticial e rinite
purulenta ou serosa), coinfec¢bes e outros achados clinicos, laboratoriais e de imagem
(anorexia, febre, caquexia, piometra, cinomose, pancreatite, leptospirose, parvovirose, tumor
veneéreo transmissivel (T.V.T.), presenca ou historico de carrapatos e uso de endectocida de uso
oral).Como critérios de inclusdo/ exclusdes para o estudo foram selecionados segundo critérios

na Tabela 2 :
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Tabela 2. Critérios de inclusdo / excluséo para os cées suspeitos de hemoparasitoses

Critérios Incluséo Excluséo
Idade > 1 ano <1 ano e > 10 anos
Tratamento Remoto > 2 anos Recente < 1 ano
Diagnostico positivo 1 ano < x <10 anos < 6 meses
Exames minimos Hemograma, Sorologia e PCR Auséncia de um deles
Uso de Corticoide Remoto > 1 ano Recente <1 ano
Uso de quimioterapico Néo Sim
Uso de Carrapaticida Sim Né&o
Sinais clinicos Minimo de 3 sinais Auséncia de sinais
Assinatura de TCLE Sim Né&o

Infestacéo / Historico

Sim Né&o
de carrapatos

Doencas e coinfeccoes Nao Sim

2.4 Coleta das amostras sanguineas

Uma amostra de no minimo 3 ml de sangue periférico foi coletada de cada animal uma
Unica vez, através de puncdo da veia cefalica, ou quando acesso era dificil, devido ao estado
grave inerente a clinica do animal, era feito acesso via jugular externa. A coleta de amostra dos
animais foi feita somente pelo médico veterinario para evitar alteracbes como: aumento no
tempo de coleta, hemolise extravascular e formacdo de micro codgulos que prejudicariam
andlises futuras principalmente como: hematologia clinica, sorologia e biologia molecular.
Ap0s coleta, as amostras foram colocadas em tubo estéril com anticoagulante EDTA, sendo
devidamente identificadas com c6digo composto por letra e nimero na sequéncia (S1 — S70)
acondicionadas em recipiente térmico e posteriormente encaminhadas para diferentes
laboratdrios.

Para distribuir a amostra para destinos diferentes, em tubo sem anticoagulante
devidamente identificado com a mesma sequéncia, foi transferida uma aliquota de 1 ml e
acondicionada em recipiente térmico e foi imediatamente encaminhada para o Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica para o laboratério de Sanidade Avicola (LASAVE) para
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realizagdo das metodologias moleculares. Outra aliquota com volume de 1 ml foi retirada da
primeira amostra e acondicionada em tubo sem anticoagulante para a execugéo do kit de teste
comercial (Snap 4Dx Plus ®, IDEXX Laboratories, Maine, EUA). A Gltima aliquota de 1ml
permaneceu no tubo de origem e foi encaminhada para o laboratério particular de referéncia
em Patologia Clinica Veterinaria na regido da Zona Oeste do Rio de Janeiro para a execu¢do do
hemograma completo, hematoscopia e pesquisa de hemoparasitos em esfregaco sanguineo (ES),
com capa leucocitaria somente quando solicitado pelo veterinario. Os resultados de referéncia
foram com base em Kaneko et al. (2008).

Na rotina da clinica veterinaria foram realizados os testes de diagndstico soroldgicos
para associagdo, utilizando o kit de teste comercial (Snap 4Dx Plus ®, IDEXX Laboratories,
Maine, EUA; ref. 9926193; lote DP844; validade 02/2019) e para fechar e complementar o
diagnéstico de hemoparasitoses.

As técnicas de diagnostico utilizadas nesse estudo foram: Exame direto de esfregaco
sanguineo (ES), para deteccdo de moérulas de agentes da familia Anaplasmataceae que na rotina
de clinicas veterinarias sdo mais frequentes E. canis e A. platys que sdo riqueétsias intracelulares
obrigatorias, tendo a primeiro tropismo por mondcitos e neutrofilos e, a segunda, por plaquetas
(RIKIHISA, 2000).

O (ES) também é utilizado para detec¢do de trofozoitos piriformes ou ameboides de
agentes da familia Babesiidae que reunem protozoarios com tropismo por eritrocitos,
representados com maior frequéncia por Babesia spp. (RIBEIRO et al., 2017). Ndo foram
realizados (ES) de ponta deorelha ou plexo ungueal para diagndstico direto na clinica, devido
na rotina de clinica médica a demanda no atendimento ndo permitir a execucao desta técnica,
além da habilida em realiza-la ndo ser realidade entre os médicos veterinarios clinicos. Para o
teste de soroldgico foi realizado o dot ELISA para o diagnéstico de IgM de Babesia spp. e 0

Snap 4Dx Plus® para o diagnostico soroldgico de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

2.5. Procedimentos Laboratoriais

2.5.1 Esfregaco Sanguineo (ES)

Os exames foram obtidos através de resultados disponibilizados através do hemograma
completo com pesquisa de hemoparasitos sem capa leucocitaria, devido a demanda pelo baixo
custo, esta técnica ndo foi muito solicitada. Desta forma vamos considerar pesquisa de
hemoparasitos sem capa leucocitaria que foi a maior frequéncia de resultados encontrados nos
hemogramas analisados. Para cada amostra foi feita um esfregaco sanguineo e fixado com

alcool metilico puro. Em seguida foram corados pelo método de Giemsa (1:10) por 45 minutos
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em temperatura ambiente. Os esfregacos foram examinados em microscopio éptico em objetiva
de imersdo feita para andalise por médico veterinario Patologista com especializacdo em
patologia clinica, para leitura de todas laminas, com énfase na franja onde encontramos a mioria

das formas parasitarias de membros Anaplasmataceae e Babesiidae.
2.5.2 Kit SNAP 4Dx Plus ® e Dot ELISA IgM Babesia spp

Os testes foram realizados com a aliquota de 1ml que permaneceu na clinica veterinaria,
antes do envio das amostras para confeccdo dos hemogramas. Algumas amostras, devido ao néo
consentimento dos responsaveis pelos animais, ficaram sem a realizacdo dos demais testes, logo
estas amostras foram descartadas. O diagndstico soroldgico foi feito por meio do Kit de teste
comercial ELISA (Snap 4Dx Plus ®, IDEXX Laboratories, Maine, EUA; ref. 9926193; lote
DP844; validade 02/2019), seguindo as recomendac6es do fabricante.

2.5.3 PCR em tempo real (QPCR)

2.5.3.1 Extracdo do DNA total das amostras sanguineas

Para extracdo do DNA total foi utilizado 300 pL de cada amostra de sangue, utilizando o
kit comercial DNeasy Tissue (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) seguindo as recomendacdes do
fabricante que foram diluidas em 100 pL da solugdo de reidratagdo que acompanha o kit. Apos
a obtencdo do DNA, as amostras foram preservadas sem freezer -80 °C até 0 momento das

analises.

2.5.3.2 PCR em tempo real (qPCR) para Anaplasma platys

A metodologia seguiu o que foi preconizado por Silva et al. (2016), onde nas reacdes
foram realizadas utilizando os oligonucleotideos iniciadores, gltA 84F (5°-
GACCTACGATCCGGGATTCA-3) e gltA 84R (5-TGGCGCAGTATACCCTTTTCTC-
3’), e a sonda PLATYsp (5’-FAM-TCTACCGCGGCATGCAGCTCTG-TAMRA-3").

As reacoes foram realizadas em duplicata no aparelho Step One Plus TMReal-TimePCR
System (Applied Biosystems) em volume final de 20 pL, contendo: 1X de Universal PCR
Master Mix 18 (Applied Biosystems), 600 nM de cada oligoiniciador, 250 nM da Sonda e 3uL
do DNA (300 ng).
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2.5.3.3 PCR em tempo real (QPCR) para Babesia vogeli

As amostras foram testadas por gPCR com base no gene hsp70 utilizando os
oligonucleotideos iniciadores, BvgF (5-GCTGGTGACACCCACCTT-3) e BvgR (5-
CAACAAGCGTGCCCTCC-3) e a sonda de  hidrolise Bvgq  (5-NED-

CCTCCTCGTTGAGCACT- MGB-3') como descrito por Paulino et al. (2018a).

As reagdes foram realizadas em um volume final de 12 pulL no equipamento Step One
Plus (Applied Biosystems ®, ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, EUA), contendo: 1X
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x), 800 nM de cada iniciador, 250 nM de Sonda e 300
ng de DNA total. As condi¢Oes de termociclagem foram: 50 °C durante 2 minutos, 95 °C
durante 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 1 minuto. Todas as
reacOes foram realizadas em duplicata. As amostras com amplificacéo inferior a 40 valores de

ciclos de quantificacdo (Cq) foram consideradas positivas.

2.5.3.4 PCR em tempo real (QPCR) para Ehrlichia canis

Foram utilizados os primers: (5TATAGCCTCTGGCTATAGGAAATTGTTA’3;
R5’ACCATTTCTAATGGCTATTCCGTACTA’3) que amplificou um fragmento de 93 pb do
gene de E. canis 16S rRNA de copia Unica, que foi ainda verificado usando a sonda 5’6 FAM-
TGGCAGACGGGTGAGTAATGCGTAGG-TAMRA-3’, como descrito por Paulino et al.
(2018b).

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume total de 20u 1, utilizando-se a mistura
disponivel comercialmente (Biogen.com, Kimbolton Cambs, Reino Unido) com as condicdes
de reacdo universais determinado pelo fabricante. Premier e sondas foram utilizadas nas
concentracdes foram de 500 e 250 nM, respectivamente. O perfil de amplificacao foi o seguinte:
2 min a 50,8 °C, 10 min a 95,8° C, seguido por 45 ciclos a 95,8° C e 1 min a 60° C.

2.6 Andlise estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva dos valores de prevaléncia das hemoparasitoses dos
caes pelos diferentes hemoparasitos mais comuns na clinica veterinaria pelos diferentes
métodos de diagndstico (Sorologia) e (QPCR) sendo excluido para analise o (ES) devido baixa
prevaléncia e consequentemente a ndo observancia de associa¢do. Posteriormente foi realizada
associacdo entre as técnicas de sorologia e gPCR diante dos diferentes sinais clinicos comuns
na clinica veterinaria manifestados através de disturbios em varios sistemas fisioldgicos que

representam aspectos clinicos relevantes para o diagnostico presuntivo em casos de auséncia ou
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falha nas metodologias de diagndsticos empregadas na clinica.Foi feita uma avaliacdo da
ocorréncia de hemoparasitoses e da prevaléncia de positivida de para cada hemoparasito e
para cada técnica. Para avaliagdo dos testes diagnésticos, foi utilizado o teste de diferenca
entre propor¢des (AGREST], 2012) sendo utilizado para verificar se houve diferenca estatistica
entre a combinacdo dos testes diagndsticos. Todas as analises foram realizadas no pacote
estatistico R versdo 3.6 (R CORE TEAM, 2019).

2.7 Aprovacdo do Comité de Bioética

Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
sob o processo de nUmero CEUA / 711328081 — 8 (Anexo 1).

3 RESULTADOS

A prevaléncia de hemoparasitos de cées utilizando o exame direto de esfregago sanguineo
(ES) para pesquisa de mdrulas de agentes da familia Anaplasmataceae, foi de 0% (0/70) tanto
para Ehrichia spp. como Anaplasma spp., enquanto para os trofozoitos ameboides ou piriformes
de Babesia spp. foi 1,43% (1/70). Em relacdo a analise dos testes soroldgicos para os principais
hemoparasitos mais estudados nas clinicas veterinarias, a pesquisa de IgM/IgG de Ehrlichia
spp. foi de 34,3% (24/70), para a pesquisa de IgM/IgG de Anaplasma spp.obtemos a
soroprevaléncia de 11,4% (8/70), a pesquisa de IgM (dot-ELISA) de Babesia spp. apresentou
uma soroprevaléncia de 8,6% (6/70) a confirmar. Entretanto, com o uso da biologia molecular,
utilizando a qPCR Multiplex, a prevaléncia de Ehrlichia spp. foi de 37,10% (26/70), A. platys.
11,4 % (8/70) e Babesia spp foi de 8,6 % (6/70). (Tabela 3).
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Tabela 3. Prevaléncia das principais hemoparasitoses e coinfec¢des estudadas nas clinicas
veterinarias e seus respectivos testes de diagnodstico ES, Snap 4Dx Plus® e gPCR
Multiplex utilizando amostras de sangue de 70 cées.

S ES Snap 4Dx Plus gPCR Multiplex
Agente Etiologico % (n/N) % (n/N) % (n/N)
Ehrlichia spp. 0,0 34,3 37,1
(0/70) (24/70) (26/70)
Anaplasma platys 0,0 11,4 114
(0/70) (8/70) (8/70)
Babesia spp. 1,4 * 8,6
(1/70) (6/70)
Coinfeccdes
Ehrlichia spp. + 0,0 15,7 2,9
Anaplasma platys (0/70) (11/70) (2/70)
Ehrlichia spp. + 0.0 0.0 43
B H . ) ) )
abesia spp (0/70) (0/70) (3/70)
Anaplasm_a platys + 0.0 0.0 14
Babesia spp. (0/70) (0/70) (1/70)
Total 1,4 61,4 65,7
% (n/N) (1/70) (43/70) (46/70)

(%) — percentual de positivos; (n) —amostras positivas; (N) —Total de amostras.

As amostras foram submetidas a dois métodos de diagnostico sugeridos e a associacdo
das razGes de proporc¢édo entre os métodos foram analisados. O método de diagnostico (ES) foi
demonstrado apenas como descritivo para evidenciar sua baixa sensibilidade e o porqué foi uma
das razdes de sua exclusdo para utilizacdo na rotina da clinica e da pesquisa (RAMOS et al.,
2009).

Para o diagndstico de Ehrlichia spp. a associacdo entre as técnicas de diagnostico que
ndo apresentou uma diferenca acentuada foi entre sorologia e g°PCR. Na associa¢do das técnicas
para o diagnodstico de Anaplasma spp. também ndo houve variabilidade entre as prevaléncias.
Entretanto para Babesia spp. a variabilidade da prevaléncia foi mais sutil. De forma geral a
diferenca de prevaléncia mais expressiva se encontra na técnica ES em relacdo as demais,
ELISA e PCR.

Dentre os sinais clinicos supracitados na Tabela 4, distribuidos em diferentes disturbios
sistémicos, algumas consideracdes se fazem necessarias. Nos distlrbios gastrointestinais,

apenas aqueles que ndo estdo comumente relacionados com a suspeita de
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hemoparasitoses apresentaram uma grande diferenca no teste de ELISA, enquanto no teste de
PCR, nenhum destes sintomas apresentaram diferengas relevantes. Nos distdrbios
hematoldgicos a ocorréncia foi o inverso, com exce¢do de duas alteragdes dentro do hemograma
como: linfopenia e neutropenia além de alteragdes de origem cutdnea como petéquias,
equimoses e sufusbes, todas no teste ELISA. Entretanto no método de PCR, somente um
disturbio dentro do hemograma, a leucopenia, e um de origem cuténea apresentaram diferenca
importante nesta técnica de diagnostico. No decorrer da tabela os distdrbios ortopédicos,
neurolégicos, viscerais, oftdlmicos e respiratérios, ndo apresentaram grandes diferencas em
ambos os testes. Em relacdo aos resultados de coinfecgdes e outros achados, somente 3
apresentaram uma certa diferenca; presenca de carrapato no teste sorolégico e na PCR, a

anorexia somente na PCR e a febre somente no sorolégico.
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Tabela 4. Comparacéo entre os resultados de teste de diagndsticos soroldgico e molecular diante dos
sinais clinicos e algumas comorbidades entre os 70 cdes com suspeitas e diagndstico de positivo para
Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Babesia spp.

*ELISA(+)  ELISA(-) *PCR(+)  PCR(-)

SINAIS CLINICOS N n (%) n (%) (p-valor) n(%) n (%) (p-valor)
Distarbios gastrointestinais
Vomitos sem sangue 19 13 (68,4) 6 (31,6) (<0,05)* 9 (47,4) 10 (52,6) (1,00)
Hematoquezia 16 11 (68,7) 5(31,2) (0,08) 9 (56,3) 7(43,7) (0,74)
Hematémese 5 3(60,0) 2 (40,0 (1,00) 4 (80,0) 1 (20,0 (0,22)
Diarreia sem sangue 4 4 (100,0) 0 (0,0) (<0,05)* 2 (50,0) 2 (50,0) (1,00)
Disturbios hematoldgicos
Trombocitopenia 42 35 (83,3) 7 (16,7) (<0,05)* 25 (59,5) 17 (40,5) (0,13)
Anemia 31 21 (67,7) 10 (32,3) (<0,05)* 19 (61,3) 12 (38,7) (0,13)
Linfopenia 22 14 (63,6) 8 (36,4) (0,13) 13 (59,1) 9 (40,9) (0,37)
Leucopenia 15 11 (73,3) 4(26,7) (<0,05)* 13 (86,7) 2 (13,3) (<0,05)*
Mucosas hipocoradas 13 10 (76,9) 3(23) (<0,05)* 7 (53,8) 6 (46,2) (1,00)
Epistaxe 10 10 (100,0) 0 (0,0) (<0,05)* 8 (80,0) 2(20,0) (<0,05)*
Neutropenia 5 3(60,0) 2 (40,0 (1,00) 4 (80,0) 1 (20,0 (0,22)
Equimoses 3 2 (66,7) 1(33,3) (1,00) 3 (100,0) 0 (0,0) (1,00)
SufusBes 2 1(50,0) 1(50,0) (1,00) 2 (100,0) 0 (0,0) (0,32)
Petequias 2 1(50,0) 1(50,0) (1,00) 2 (100,0) 0 (0,0) (0,32)
Disturbios ortopédicos
Artralgia 9 6 (66,7) 3(33,3) (0,35) 4 (44,4) 5 (55,6) (1,00)
Mialgia 8 5 (62,5) 3(37,5) (0,62) 4 (50,0) 4 (50,0) (1,00)
Claudicacgio 8 6 (75,0) 2 (25,0) (0,13) 5 (62,5) 3(37,5) (0.62)
Edemaarticular 3 2 (66,7) 1(333) (1,00) 2 (66,7) 1(33,3) (1,00)
Disturbios neuroldgicos
Convulsdo 9 7(77,8) 2(22,2) (0,06) 5 (55,6) 4 (44,4) (1,00)
Sindrome vestibular 1 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00) 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00)
Nistagmo 1 1(100,0) 0 (0,0) (1,00) 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00)
Distarbios viscerais
Esplenomegalia 11 7 (63,3) 4 (36,4) (0,39) 6 (54,5) 5 (45,5) (1,00)
Insuficiéncia renal 11 6 (54,5) 5 (45,5) (1,00) 5 (45,5) 6 (54,5) (1,00)
Hepatomegalia 6 3 (50,0) 3 (50,0) (1,00) 4 (66,7) 2 (33,3) (0.56)
Linfonodomegalia 6 2 (333 4 (66,7) (0.56) 4 (66,7) 2 (33,3) (0.56)
Ictericia 3 2 (66,7) 1(33,3) (1,00) 2 (66,7) 1(33,3) (1,00)
Ascite 1 0 (0,0) 1 (100,0) (1,00) 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00)
Distarbios oftalmicos
Hifema 2 2 (100,0) 0 (0,0) (0.32) 1 (50,0) 1 (50,0) (1,00)
Ulcera de cornea 1 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00) 1 (100,0) 0(0,0) (1,00)
Catarata 1 1(100,0) 0 (0,0) (1,00) 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00)
Disturbios respiratorios
Tosse seca 3 1(333) 2 (66,7) (1,00) 1(33,3) 2 (66,7) (1,00)
Pneumonia intersticial 2 1 (50,0) 1 (50,0) (1,00) 1 (50,0) 1 (50,0) (1,00)
Rinite purulenta 1 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00) 1 (100,0) 0(0,0) (1,00)
Coinfecgdes e outras
Carrapatos 17 12 (70,6) 5(29,4) (<0,05)* 13 (76,5) 4 (23,5) (<0,05)*
Anorexia 17 11 (64,7) 6 (35,3) (0.17) 14 (82,3) 3 (17,6) (<0,05)*
Febre 16 12 (75,0) 4 (25,0) (<0,05)* 9 (56,2) 7 (43,7) (0.72)
Uso de endectocida 12 7 (58,3) 5(41,7) (0.68) 8 (66,7) 4 (33,3) (0.22)
Caquexia 12 8 (66,7) 4 (333) 0,22) 8 (66,7) 4 (33,3) (0.22)
Piometra 7 5(71,4) 2 (28,6) (0,28) 3(42)9) 4 (33,3) (1,00)
Cinomose 3 2 (66,7) 1(33,3) (1,00) 3 (100,0) 0 (0,0) (0.10)
Pancreatite 2 1(50,0) 1(50,0) (1,00) 1 (50,0) 1 (50,0) (1,00)
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T.V.T. 1 1 (100,0) 0(0,0) (1,00) 1 (100,0) 0(0,0 (1,00)
Leptospirose 1 0(0,0) 1 (100,0) (1,00) 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00)
Parvovirose 1 0(0,0) 1 (100,0) (1,00) 1 (100,0) 0 (0,0) (1,00)

*Os resultados (+) sdo para hemoparasitose no geral e ndo para uma hemoparasitose especifica.

A Tabela 5, apresenta 4 grupos de animais que representam o perfil dos cées suspeitos
para pelo menos um hemoparasito com um ente encontrado na rotina das clinicas veterinarias
do Rio de Janeiro. Os grupos foram formados a partir dos resultados de sorologia e PCR. O
primeiro grupo “A”, apresenta animais que receberam resultado do teste sorolégico negativo e
foi considerado livre de patdgenos antes do resultado da PCR, sendo denominado de Falso
Negativo (FN). O grupo “B”, compreende animais que receberam o mesmo resultado sorolégico
no grupo “A”, mas com resultado de PCR negativo, sendo denominado Verdadeiro Negativo
(VN). No grupo “C” os animais receberam resultado soroldogico e PCR positivos, sendo
chamado de Verdadeiro Positivo (VP). O tltimo grupo “D”, os animais receberam o diagnostico
sorologico positivo, porém foi considerado infectado com patogeno, antes do resultado da PCR
que foi negativo, sendo denominado Falso Positivo (FP).

Na Tabela 6, encontramos a comparagéo entre os percentuais dos 4 grupos de animais que
representam o perfil dos animais em estudo e a representacao do (p-valor) para cada associacao.
Foram realizadas seis associacdes e a (S) razdo (des) de proporcOes para verificar diferenca
significativa entre os grupos. As associacdes que apresentaram diferenca foram aquelas entre
os grupos “B” e “C” e os grupos “B” e “D”, ou seja, a razao entre os animais (VN) x (VP) e
(VN) x (FP) respectivamente. As outras associagdes entre 0s grupos nao apresentaram diferenca
significativa porque, além de apresentarem um ndmero de animais bem préximo ao grupo
comparado, outras caracteristicas inerentes aos cdes que serdo discutidas a seguir, foram

responsaveis por nos apresentar este resultado.

Tabela 5. Perfil dos cées que realizaramos métodos de diagndstico Sorologia ePCR.

Os cdes que apresentaram resultado (-) na Sorologia e (+) na PCR ainda ndo possuem
anticorpos circulantes com titulagdo suficiente para sensibilizar o teste diagndstico, sendo
considerado = Resultado Falso Negativo realizando somente a Sorologia.

Sorologia (-)e PCR (+)
n/N (%) A = 18/70 (25,7)

Os cdes que apresentaram resultado (-) na Sorologia e (-) na PCR n&o possuem anticorpos
circulantes nem DNA do agente infeccioso capaz de sensibilizarem o teste de diagndstico,
sendo considerado = Resultado Verdadeiro Negativo. (Precisa realizar PCR de medula)

Sorologia (-)e PCR (-)
n/N (%)B = 9/70 (12,9)

Sorologia (+) e PCR (+) Os cées que gprelsentaram resulteado (+) na S_o;ologla e(+) nadPCR S|gt;1_||f|ca presenca ded
N (%) C = 22/ 70 (31.4) anticorpos circulantes e DNA do agente infeccioso capaz de sensibilizar os testes de
‘ diagndstico, sendo considerado = Resultado Verdadeiro Positivo.

Os cdes que apresentaram resultado (+) na Sorologia e (-) na PCR significa presenga de
anticorpos circulantes e auséncia de DNA do agente infeccioso capaz de sensibilizarem os
testes diagndstico, sendo = Resultado Falso Positivo. (Precisa realizar PCR de medula)

Sorologia (+)e PCR (-)
n/N (%) D =21/70 (30,0)

(n) —animaispositivos;(N) —Totaldeamostras;(%)—percentualdepositivos.
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Tabela 6. Comparacdo entre os 4 grupos de animais (A, B, C e D) que
realizaram os métodos de diagnostico ELISA e PCR. NUmero de animais
positivos (n) e seus respectivos percentuais (%).

Sorologia (-)e PCR (+)

Sorologia (-)e PCR(-)

A =n (%) B =n (%) (p-valor)
18 (25,7) 9(12,9) (0.0866)
Sorologia (-)e PCR (+) Sorologia (+)e PCR (+)
A=n (%) C=n(%)
18 (25,7) 22 (31,4) (0.5746)
Sorologia (-)e PCR (+) Sorologia (+)e PCR (-)
A=n (%) D =n (%)
18 (25,7) 21 (30,0) (0,7061)
Sorologia (-)e PCR(-) Sorologia (+)e PCR (+)
B =n (%) C=n(%)
9 (12,9) 22 (31,4) (<0,05)*
Sorologia (-)e PCR(-) Sorologia (+)e PCR (-)
B =n (%) D =n (%)
9 (12,9) 21 (30,0) (<0,05)*
Sorologia (+)e PCR (+) Sorologia (+)e PCR (-)
C=n(%) D =n (%)
22 (31,4) 21 (30,0) (1,0000)

(*) Diferenga significativa ao nivel de 5% de significAncia ( p-valor <0,05).

Na figura 1, encontra-se animais com um quadro clinico de intensa anemia, epistaxe,
apatia, anorexia, pirexia com indicativo de transfusdo sanguinea que foram diagnosticados
positivos para Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. utilizando o kit de teste comercial tipo ELISA
(SNAP 4Dx PLUS®), seguindo as recomendac@es do fabricante.
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Figura 1 — Animais com diagndstico sorologico (SNAP 4DxPlus) de Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp.:A) Animal com quadro clinico de intensa anemia, epistaxe, apatia, anorexia,
pirexia com indicativo de transfusdo sanguinea; B) Animal apds uma semana em tratamento
com doxiciclina; C) Animal com anemia, epistaxe e hematemese intensas, apatia, anorexia e
prostracdo; D)ApoOs a contencdo da epistaxe com terapéutica anti-hemorrégica, compressa de
gelo, além de tranquilizacdo para baixar fluxo sanguineo.
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4 DISCUSSAO

A prevaléncia de hemoparasitos encontrada apresentou diferengas de acordo com o
metodo utilizado, assim como o agente estudado. Ao analisarmos a técnica de ES para o género
Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., foi encontrada a mesma prevaléncia 0,0% (0/70), visto que
por ser um exame pouco sensivel (MYLONAKIS et al., 2003), limitado no diagndstico
especifico (RAMOS et a., 2009, DAGNONE et al., 2009), havendo muitos casos de falso
positivo devido artefatos que confundem o observador (ALMOSNY, 1998; CORREA et al.
2011). Quando positivo, esse diagndstico é possivel somente a nivel de familia
Anaplasmataceae. Este método de diagndstico ndo € mais utilizado na préatica e tem sido
desencorajado pelos pesquisadores (MYLONAKIS et al., 2003) visto que além de baixa
sensibilidade de deteccdo devido a baixa parasitemia, o resultado negativo sugere fase
subclinica ou cronica da doenga (BASSI et al. 2011).

No passado, erliquiose e anaplasmose eram prevalentes em diversas regides do Brasil,
tendo seu diagndstico baseado em sinais clinicos, alteracbes hematoldgicas e no exame
microscopico do sangue periférico atraves do ES com prevaléncias que variavam de 3,3 % a
16% (SOARES et al. 2006; ALBERNAZ et al. 2007; MENESES et al. 2008; NAKAGHI et al
.2008; CARLOS et al. 2011; LEAL et al. 2015; ROTONDANO et al. 2015). Nossos
resultados foram abaixo do que encontramos na literatura, possivelmente por algumas
mudancas na rotina de exames nas clinicas veterinarias. Atualmente muitos laboratorios ndo
executam o método do esfregaco com capa leucocitaria (CL) somente um niimero reduzido de
profissionais solicitam este método, que apesar de pouco sensivel em comparagdo aos outros,
ja foi encontrado prevaléncia significativa de 66% em comparacdo com esfregaco de sangue
periférico 8%. (MYLONAKIS et al., 2003).

A rotina da clinica veterinaria mudou e com o passar dos anos houve mudanca no padréao
de diagndstico, visto que, em decorréncia do animal ser conduzida a clinica veterinaria para
consulta somente com enfoque curativo e ndao preventivo (SILVA et al., 2016) e associado a
este fato o exame soroldgico é mais utilizado e sobressai em relagdo aos outros métodos de
diagndstico, com pequena (CARLOS et al., 2011) ou com muita diferenca em relagdo ao método
de biologia molecular (RONTODANO et. al., 2015; BAHIENSE et al., 2020). Uma outra
justificativa para a baixa sensibilidade que encontramos do método de ES reside no fato de que
animais infectados e que passaram pela fase aguda, apresentam cura espontanea, entram na fase
subclinica e quando apresentam sinais clinicos ja se encontram na fase crénica (ALMOSNY et
al., 2002; FONSECA et al., 2017).
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Ao chegar a fase cronica, alguns animais com muita frequéncia ja estdo com idade
avancada sem melhora clinica e neste momento vdo a clinica veterindria e recebem o
diagndstico soroldgico de erlichiose, sendo este 0 mais comum e com maior frequéncia 34,3
% (Tabela3). Além disso, outros diagndsticos sao feitos apos a este, agravando o caso clinico
dos animais devido inumeras coinfecgdes que precisam ser tratadas concomitante ao
diagnostico de erlichiose principalmente. Devido inimeras alteracGes sistémicas, seja qual for
a fase da erlichiose que animal se encontra, havera desenvolvimento de doencas glomerulares
que vdo culminar em insuficiéncia renal terminal tanto em humanos (VIERA-NETO et al.,
2006) quanto em animais (HEIENE et al., 2007). Diante deste fato, um diagndstico rapido,
precoce e especifico se faz necessario além da prevencdo e controle das enfermidades
transmitidas por vetores.

Para o diagnostico de piroplasmideos, conhecidos como protozoarios do género Babesia
vogeli mais comum em nossa regido (VILELA et al, 2013; FONSECA et al.,, 2017)
encontramos o mesmo perfil de diagnostico utilizando o ES apresentando baixos valores de
prevaléncia devido a baixa sensibilidade desse teste. Nosso estudo a prevaléncia de Babesia
spp. foi de 1,43 % (1/70) semelhante e abaixo como em alguns estudos no Brasil (O’ DWYER
et al., 2009; ROTONDANO et al., 2015; SILVA et al., 2014; LEMOS et al., 2012).
Atualmente poucos laboratorios de referéncia no Rio de Janeiro emitem laudos pelo método de
ES com diagnostico de trofozoito de Babesia spp. Um dos motivos é porque o protozoario
Rangelia vitalii € morfologicamente idéntica ao piroplasma Babesia vogeli, que também causa
infeccbes em cdes. Portanto, fazendo um diagndstico morfologico para diferenciacdo de
espécies ndo € viavel sem o uso da biologia molecular (LEMOS et al., 2017).

O primeiro diagndstico sugestivo neste caso, devido sua maior prevaléncia em uma clinica
veterinaria € o de ehrlichiose. Caso a terapéutica instituida, baseada em um diagnostico
presuntivo para Ehrlichia spp. que foi negativo em ES e na sorologia e ndo apresente melhora
clinica, continuando com sinais clinicos sugestivos de doenca parasitaria, o diagndstico
sorolégico é sugerido com o dot-ELISA para pesquisa de IgM de Babesia spp, justificando desta
forma nossos achados de 8,60% (6/70). Esse valor foi inferior aos trabalhos realizados em
MinasGerais que variou entre 51-73,3% (OLIVEIRA et al., 2008; GUIMARAES et al., 2009;
SANTOS et al., 2012) em Sao Paulo de 50-72% (OLIVEIRA et al., 2008; FURUTA et al.,
2009; PAULAN et al., 2013) e no Parand de 32,90-60,30% (VIEIRA et al., 2013).
Entretanto essas variacdes encontradas nos diversos estudos, também podem ser explicadas em
razdo das condicOes epidemioldgicas da regido e distribuicdo geografica do vetor além de

exposicdo do animal ao vetor bioldgico (ARAUJO et al. 2015). Outro fato que é muito
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comum na clinica seria o animal j& vir sendo monitorado com exames de hemograma seriado
para acompanhar resposta ao tratamento instituido sem melhora clinica nem laboratorial, e outro
resultado soroldgico pode ocorrer acabando por superestimar este resultado visto que
concentrou o nimero de animais negativos para ehrlichiose e sugestivos que sdo direcionados
para o teste de diagndstico para infeccdo por Babesia spp.

A soroprevaléncia para erlichiose foi de 34,3 % similar a diversos estudos em varias
regides brasileiras (CARLOS et al.,, 2011; VIEIRA et al.,, 2013; GUEDES et al., 2015;
ROTONDANO et al., 2015) e inferior a outros estudos (OLIVEIRA et al., 2008; FUTURA et
al., 2009; ARAUJO et al., 2015). E valido lembrar que assim como esses estudos, Nossos
resultados contemplam animais que sdo acompanhados com exames hematoldgicos seriados
ndo sendo realizado sorologia como unico método de diagnostico. JA € de consenso na
comunidade cientifica que o exame sorologico sozinho ndo diferencia animal na fase aguda,
crénica ou subclinica, entretanto nossos resultados sdo de exames complementares ao ELISA,
acompanhado de exame fisico com sinais e sintomas quando presentes indicando desta forma
animais doentes aptos a receberem o diagnéstico de erlichiose ou anaplasmose assim como
tratamento adequado.

O diagnostico de anaplasmose apresentou prevaléncia baixa no método de ES (0,0%) e
com prevaléncia menor a Ehrlichia spp. no ELISA (11,4%) e maior a Babesia spp. no PCR
(11,4%) em comparacao aos outros agentes parasitarios estudados. Fato este encontrado foi com
diferenca significativa em outras regibes como Parana com prevaléncia no inverno de 60%
(BAHIENSE et al., 2020; VIEIRA et al. 2013, RIBEIRO et al., 2017). Acredita-se que este
hemoparasito seja transmitido por outros artropodes potencialmente carreadores e transmissores
de patdgenos entre animais e seres humanos. Na regido Sul esta prevaléncia € maior do que em
outros estados (BROWN et al., 2005; RIBEIRO et al., 2017; BAHIENSE et al., 2020). Apesar
de Rhipicephalus sanguineus sensu lato ser incriminado na sua transmissao, ainda ndo foi
possivel comprovacdo devido as tentativas sem sucesso (SIMPSON et al.,, 1991). Alguns
estudos ndo indicam testes sorologicos para enfermidades de baixa prevaléncia devido alta taxas
de falsos positivos pela baixa especificidade do teste (MEDRONHO et al., 2009). O uso da
PCR, apesar de ser considerado como padrdo-ouro para o diagnéstico de hemoparasitoses,
atualmente ainda ndo é uma realidade na clinica veterinaria de pequenos animais na zona oeste
do Rio de Janeiro, devido ao custo-beneficio, sem contar com a possibilidade dos falsos-
negativos em casos de agentes com baixa frequéncia e a metodologia necessitar de profissionais
capacitados e com padrdes pré-estabelecidos (MYLONAKIS et al., 2003).
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Devido ao quantitativos de coinfecgdes encontradas com frequéncia torna-se inviavel o
diagndstico preciso de varias hemoparasitoses em um mesmo momento para a diversidade de
hemoparasitos (Ehrlichia canis, Anaplasma platys, A. phagocytophilum, Babesia vogeli,
Rangelia vitalli, Hepatozoon canis, D. immitis, Leishimania spp., Rickettisia spp., Mycoplasma
haemocanis e Borrelia spp.) presentes em nossa rotina clinica. Além disso em casos de
resultados falso-negativos varias PCRs se fazem necessario para aumentar a sensibilidade e
especificidade do teste, sendo possivel esta conduta e metodologia somente em pesquisa
cientifica devido ao custo alto (TRANCOSO et al., 2020).

Adicionalmente, temos uma realidade na clinica veterinaria que ja se popularizou com o

uso da doxiciclina para doencas transmitidas por carrapato que abrange varias hemoparasitoses
que respondem, em sua grande maioria, a0 mesmo principio ativo. Observamos em nossos
dados prevaléncias menores com o uso da PCR em relacéo a alguns estudos no Brasil, enquanto
em algumas regides as prevaléncias variam também chegando a 65% (MOYA-ARAUJO et al.,
2012; ROTONDANO et al., 2015; GOTTLIEB et al., 2016;
BAHIENSE et al., 2020). Raz0es diversas que ja foram mencionadas como epidemiologia,
biologia e ecologia de vetores (COSTA-JUNIOR et al., 2007; SZABO et al., 2013) s&o
responsaveis pelos valores diversos e discrepantes, sem contar que ndao podemos deixar
deconsiderar ao numero reduzido de solicitacGes desses exames na rotina de uma clinica
veterinaria que tem forte influéncia em nossos resultados de biologia molecular, prejudicando
na compilacdo de resultados para estudos epidemiologicos principalmente em estudos de
andlise espaco-temporal (MEDRONHO et al., 2009).

Os resultados da PCR para Babesia spp. (8,6%) sdo compativeis com alguns estudos de
nossa regido (VILELA et al., 2013; PAULINO et al., 2018a) e maiores que alguns estudos em
outras regides do Brasil (SOUSA et al., 2013; MORAES et al., 2014; CASTRO et al, 2020). A
investigacdo de vetores potenciais para Babesia spp precisa ser feita para verificar o que afirmou
O’Dwyer et al. (2001) e O’Dwyer et al. (2009) de prevaléncias maiores na zona rural.
Entretanto, nossos resultados sdo de animais provenientes de ambiente urbano, além de que a
presenca de cdes adentrando em areas preservada de Mata atlantica e sendo infestados por
carrapatos do género Amblyomma spp. principalmente A. aureolatum que apresenta uma
ecologia e biologia parasitaria diferente de R. sanguineus (SZABO et al. 2013), estudos recentes
avaliam o potencial de cdes domésticos na transmissdo de Rangellia vitalli um agente da familia
Babesiidae (SOARES et al., 2018; FOURNIER et al., 2020).
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Algumas variaveis inerentes ao hospedeiro sdo analisadas para verificar se influenciam
no parasitismo de um artrépode, (carrapato / ixodideo) ou de hemoparasitos como agentes
piroplasmideos (Babesia spp.) ou bactérias intracitoplasmaticas obrigatdrias (Ehrlichia spp.ou
Anaplasma spp.). Nesse contexto a prevaléncia das hemoparasitoses em nosso estudo nédo
apresentou diferenca significativa quando analisada entre macho/ fémea (48,6%) / (51,4%) e
entre cdes com raca definida (CRD) e sem raca definida (SRD) (57,14%)/ (42,86%). Entretanto,
quando comparado o parasitismo entre a faixa etaria, 0s animais (>1ano) apresentaram maior
prevaléncia com diferenca significativa (62,86%)/ (37,14%). Esses dados s&o corroborados por
Ribeiro et al., (2017) sendo um dos motivos dessa diferenga o contato com ambiente maior e
mais frequente depois que completa 1 ano de idade, ficando com maior exposicao a infestacéo
e patdgenos transmitidos por carrapatos.

A associacao de técnicas de diagnosticos de hemoparasitoses na clinica veterinaria se faz
necessario devido a varios fatores, dentre eles: a dificuldade na determinagéo da prevaléncia
desses patdgenos devido escolha de métodos com baixa sensibilidade (MYLONAKIS et al.,
2003), de chegar a um diagnostico definitivo e preciso sem o uso da biologia molecular
(DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al., 2009), devido a confirmacdo do diagndstico de
hemoparasitos ndo ser comum na préatica da rotina veterinaria sendo a infeccdo de Babesia
vogeli confundida com outros hemoparasitos além de subnotificada (VILELA et al., 2013;
PAULINO et al., 2018), e o uso indiscriminado da doxiciclina utilizando critérios inespecificos
como trombocitopenias para diagnostico presuntivo de Ehrlichia canis (MACIEIRA et al.,
2005).

Os resultados obtidos foram claros quando mostraram que para o diagndstico de qualquer
hemoparasito devemos ter critérios previamente estabelecidos e ter em mente que para um
diagndstico definitivo ndo podemos utilizar apenas um teste de diagnostico (TRANCOSO et
al., 2020; MEDEIROS et al., 2020).

Foi observado também que a auséncia de diferenca estatistica nos resultados aqui
apresentados ndo significa a superioridade ou inferioridade de um determinado teste
diagnostico, visto que a sorologia (anticorpos) e a biologia molecular (acidos nucleicos:
DNA/RNA) identificam marcadores bioldgicos diferentes respectivamente e consequentemente
diferentes estagios da infeccéo.

Ao analisar a prevaléncia de animais positivos para hemoparasitoses no geral, sem
especificidade parasitaria, foi possivel observar um perfil epidemiolégico bem caracteristico,
com prevaléncia de grupos expostos com resultados positivos que sobrepbe aos grupos de

animais ndo expostos com resultados negativos caracterizando alta endemicidade.
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Diante dos resultados deste trabalho, foi decidido reuinr todos os dados e avaliar as
semelhancas no perfil dos animais para a formagdo de grupos que apresentavam resultados
iguais qualitativamente, sendo possivel formar 4 grupos com o perfil dos animais baseados em
resultados de sorologia e PCR.

O perfil encontrado de animais com suspeita de hemoparasitose nesse estudo foi: grupo
verdadeiro negativo a menor porcentagem (12,9%) dos animais ndo expostos, negativos na
sorologia e negativos na biologia molecular. Em contrapartida obtivemos um maior percentual
(87,1%) dos animais expostos, sendo (25%) com diagndstico sorologico (-) e molecular (+);
(31,4%) com diagnostico sorologico (+) e molecular (+) e (30%) com diagndstico sorologico
(+) e molecular (-). Esse achado apresenta um padrao epidemiologico com elevado grau de
positiidade para hemoparasitos com elevada discordancia entre os metodos de diagnostico,
sugerindo elevada exposicdo aos hemoparasitos e seus vetores, indicando alta endemicidade
nesta regido (FONSECA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2018).

Como toda avaliacdo de resultado de um ou mais testes de diagndstico, € de extrema
importancia analisar cada caso em particular ou um grupo dos animais com o mesmo perfil de
resultados de exames: clinicos, fisicos, anamnese, histdrico, queixa clinica, exames de
hemograma e bioquimica como exames complementares. Entretanto todos os achados séo
inespecificos e passiveis de erro se ndo forem avaliados exames soroldgicos em conjunto com
exames moleculares e no minimo 2 métodos de diagndstico (TRANCOSO et al., 2020).

Apos analise dos resultados, foi possivel observar: alta frequéncia de animais expostos ou
infectados; baixa prevaléncia de animais totalmente negativos; elevada frequéncia de
discordancia diagnostica visto que mais da metade (55,7%) de animais apresentaram perfil falso
negativo (25,7%) com PCR (+) e sorologia (-) e perfil falso positivo (30%) com PCR (-) e
sorologia (+). O achado desta elevada discordancia diagnostica entre sorologia e biologia
molecular é importante em varios aspectos e € passivel de varias discussoes.

No aspecto epidemiol6gico, alerta a importanica ndo somente de encotrar diagnostico
positivo e identificar agente causal, porém revela dados sobre a ciruclacdo do agente e gera
informacGes para inqueritos que acompanham incidéncia, prevaléncia, taxas de mortalidade,
estudos de sobrevida e além de circulacdo do agente etiol6gico em determinada regido, como
acontece na regido Sul com Ehrlichia / Anaplasma (BAHIENSE et al., 2020).

No aspecto clinico-laboratorial leva ao conhecimento da importancia em agrupar perfil de
animais com mesma carcterisitca como, por exemplo, resultados falsos positivos que

indicam cicatriz sorologica, fase crbénica da doenga sendo observada em exames
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complementares que vao corroborar esse achado, baixa carga parasitaria que sera responsavel
pelo resultado de bilogia molecular negativo. Como conduta clinica vai orientar ao médico
veterinario indicar puncdo de medula 6ssea ou de llinfonodos para pesqusia de DNA do agente
etiolégico para desvendar fase da doenca aguda, subclinica ou crénica (OLIVEIRA, 2016).

No aspecto de profilaxia e controle, vai avaliar os responsaveis pelos cuidados com 0s
caes em relacdo ao controle carrapaticida, uso de coleiras e pipetas repelentes, além de
comprimidos carrapaticidas de uso oral (isoxazolinas), banhos carrapaticidas, frequéncia de
passeios na rua ou em locais de grama onde aumenta o risco de infestacdo por carrapatos. Esse
monitoramento semestral ou anual sera importante para revelar falha na profilaxia e controle o
que vai acusar novo diagndstico positivo ou negativo na sorologia / PCR. Sendo necesséria a
associagdo dos testes soroldgicos e PCR. (McCALL et al., 1994).

Diante desta associa¢do para tracar o perfil do animal diante das hemoparasitoses, revela
uma visdo até entdo, ndo orientada para os profissionais de clinica médica, visto que revela as
limitagbes entre os métodos de diagndstico e ndo identificam necessariamente 0s mesmos
animais positivos, ou seja, um animal positivo na sorologia ndo necessariamente é positivo
como diagnostico molecular e vice-versa (SILVEIRA et al., 2018; LARA et al., 2020)

Os sinais clinicos especificos e preditivos sdo fortemente compativeis com
hemoparasitoses, porém os sinais clinicos ndo substituem a confirmacao laboratorial devido a
exsiténcia de varias patologias que cursam com alguns sinais caracterisiticos das
hemoparsitoses. Os sinais encontrados nesse estudo, (Tabela 4) sdo fortemente compativeis
com hemoparasitoses, porém ndo podem ser utilizados de forma isolada para fechar diagndstico
e direcionar tratamento, porque sdo sinais comuns a varias enfermidades encontradas como
comorbidads com erliquiose e anaplasmose (Tabela 4) (SIPOV et al., 2008).

Os sinais clinicos sujestivos de hemoparasitoses ndo podem ser utilizados para definir
diagnodstico porque ndo definem isoladamente infeccdo ativa, ndo distinguem fase aguda de
crénica, ndo discrimina exposicao previa; ndo diferenciam coninfeccdes além de nédo identificar
agente etioldgico.

A diferenca entre 0 ES e PCR esté relacionado com o perfil da populacédo de cées que sdo
atendidos na clinica veterinaria, a maioria dos animais apresentam sinais sugestivos de
hemoparasitos por isso a prevaléncia da infeccdo ativa e doenca aguda esta mais presente e o
exame mais sensivel foi 0 que apresentou a maior prevaléncia. Isso foi encontrado em estudos

de Ramos et al. (2009) em hospital veterinario com prevaléncia de 9% para E. canis e 21% A.

183



platys. J& o estudo de Bahiense et al. (2020) o resultado foi de 0% para Ehrlichia canis, e para
A. platys a prevaléncia na PCR foi de 18,30%, que foi semelhante ao nosso resultado de
Anaplasma spp. (11,4%) e inferior ao de Ehrlichia spp (37,10%). Esses dados diferentes entre
os dois agentes mostram a importancia do diagnéstico molecular em diferenciar as espécies
além de mostrar a importancia epidemiolégica em diferentes regides geogréficas, sendo claro
A. platys com maior prevaléncia na regido sul e nordeste, enquanto que E. canis apresentou
prevaléncia zero no Parana. Esta discrepancia pode ser explicado pela classificacdo das areas
de estudo de acordo com o clima, o que sugere que ha diferentes espécies do vetor R.sanguineus
sensu lato (uma temperada e outra tropical), conforme descrito por (MORAES et al., 2011),
visto que a area em estudo pertence a uma banda de transicdo entre diferentes populacdes de R.
sanguineus sensu lato que podem ser competentes ou ndo para atuar como vetores de E.canis,
caracterizando desta forma, uma populagdo com baixa competéncia vetorial (MORAES et al.,
2015).

Quando avaliamos as técnicas de ES e ELISA para ambos os agentes da familia
Anaplasmataceae, observamos que as prevaléncias sdo distintas. O perfil desses animais sao
aqueles com diagndstico soroldgico positivo na maioria das vezes ja foi exposto a doencas
transmitidas por carrapatos, logo apresentam comumente cicatriz soroldgica que € caracterizada
por anticorpos circulantes que se mantem presentes por meses e pode chegar até anos ou
ineficdcia do organismo imunocompetente em debelar a infecgdo, permitindo desta forma
deteccdo de altos titulos de anticorpos (HOSKINS, 1991; ALMOSNY, 2002). Logo quando sao
confrontados o exame ELISA desses animais com ES, que possui sensibilidade inferior,
encontramos esse resultado, influenciado principalmente pelo diagnostico de ES que muitas
vezes, tende a zero, como observado em nosso estudo.

Em relacdo a comparacdo dos métodos de ELISA e PCR ndo apresentou uma grande
diferenca para Ehrlichia spp. visto que 0 nimero de animais positivos para os dois métodos foi
proximo, 28 e 26 respectivamente. Como o teste rapido tipo ELISA é capaz de detectar animais
na fase inicial da doenca, com sinais e sintomas ajudam e reforcam o diagnostico, logo este
resultado foi confirmado com da PCR positiva. Com uso de PCR foi possivel identificar animais
verdadeiros positivos, corroborando com técnica mais sensivel em relacdo as demais técnicas
em estudo.

Entretanto para o diagnostico de Anaplasma spp. devido a sua baixa prevaléncia nas
regides urbanas estudadas, em comparagéo com areas rurais (COSTA-JUNIOR et al., 2007) que
tem sua prevaléncia maior, nosso resultado foi diferente e na comparagédo das técnicas ELISA

e PCR o diagndstico sorologico foi igual a PCR relacionado a fase aguda da doenga.
184



Logo temos animais com diagnostico positivo visto que foi realizado a PCR para confirmar a
presenca de DNA do agente infeccioso, confirmando o diagndstico de anaplasmose.

Quando analisamos os resultados para Babesia spp. houve diferenca relevante na
avaliacdo de apenas uma associacao entre ES e PCR. A associagéo entre ES e ELISA néo foi
possivel assim como entre ELISA e PCR devido falha em ndo possuir amostra suficiente de
testes realizados de dot ELISA ndo sendo possivel analise.

Como ja foi relatado anteriormente que animais sem melhora clinica nem laboratorial,
que estdo constantemente expostos a antigenos através de infecgdes recidivantes permite que
animal seja soro reagente porum periodo longo. O que é comum na rotina de clinicas, sdo
animais que testam negativos para Ehrlichia spp. por muito tempo e continuam doentes, logo
séo direcionados a realizar dot- ELISA IgM para Babesia spp. e testam positivos com frequéncia
alta de resultados que pode chegar a 93,31% (SILVA, 2022 - Dados ndo publicados)
caracterizando um viés de selecdo com valores superestimados. Nossos resultados para
avaliacdo deste método foram realizados com amostragem por conveniéncia, onde todos 0s
hemoparasitos apresentaram mesma razdo de chances para ocorréncia, e Babesia spp.
apresentou prevaléncia de 8,6% na sorologia, corroborando com os dados na literatura
(O’DWYER et al., 2009; LEAL et al., 2015; GOTTLIEB et al., 2016).

Em contrapartida, com a relacéo entre o método ELISA e PCR, os dois métodos foram
sensiveis para deteccdo de patdgenos na fase aguda e cronica, desde que haja presenca de
anticorpos para sensibilizar o primeiro método e DNA do patdbgeno no segundo
respectivamente, para que haja concordancia entre os dois métodos e nesse caso em especial foi
0 que aconteceu. Entretanto quando analisamos a avaliagdo do ES e PCR as duas metodologias
avaliam o agente infeccioso no estado de infeccdo ativa com presenca do parasito, houve
diferenca devido a baixa sensibilidade do primeiro em relacdo a maior sensibilidade do segundo,
como foi relatado também na Paraiba e no Rio de Janeiro (ROTONDANO et al., 2015;
PAULINO et al., 2018; BAHIENSE et al., 2020).

Os sinais clinicos sugestivos de hemoparasitoses se apresentaram comum a grande
variedade de frequéncia em diversos sistemas fisioldgicos. Nos disturbios gastrointestinais, 0s
sinais ndo relacionados com a suspeita de hemoparasitoses foram os que apresentaram diferenca
significativa, ou seja, animais na sorologia podem apresentar sinais clinicos distintos, onde
podem estar com a mesma fase da doenca em curso, seja ela aguda ou cronica (SIPOV et al.,
2008; ROJAS et al., 2014), por isso ndo apresentaram diferenca nos sinais hemorrégicos,

podendo nesta fase, estar com anticorpos circulantes que sensibilizam o teste
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para um grupo de animais positivos no ELISA e ndo seja detectado no grupo negativo. Vale
lembrar que a sorologia utilizada no estudo é um teste rapido qualitativo e ndo quantitativo.

Ao comparar os resultados da PCR positivo e negativo, ndo houve diferenca
significativa em nenhum sinal clinico gastrointestinal nem de origem hemorrégica e nem de
origem ndo hemorragica. Uma explicacdo para este caso reside no fato de que podemos
encontrar 4 grupos de animais como na Tabela 5. O primeiro grupo de animais com resultado
positivo na PCR, mas ndo apresenta sinais clinicos, sendo considerado positivo assintomatico,
mas animal ainda ndo esta doente, porém foi detectado DNA do agente infeccioso. O segundo
grupo foi positivo na PCR, mas apresenta sinais clinicos, sendo considerado positivo
sintomatico, animal esta doente e necessita de conduta terapéutica. O terceiro grupo foi negativo
na PCR, porém com sinais clinicos sugestivos de hemoparasitose, sendo considerado negativo
sintomatico e precisa de acompanhamento ambulatorial. O quarto grupo, negativo na PCR e
sem sinais clinicos, sendo considerado negativo verdadeiro, ndo necessitando de abordagem
terapéutica, somente profilatica como todos os animais em estudo.

Diante desta realidade, foi importante a associacdo de métodos de diagndstico com 0s
sinais clinicos por varios motivos: identificar em qual grupo os animais se encontram e o
proximo passo, decidir o protocolo adequado e individualizado para cada animal (BULLA et
al., 2004) e qual deles iniciariam protocolo terapéutico ou ndo, decisdo esta, exclusiva do
médico veterinario clinico de pequenos animais.

Os disturbios hematoldgicos também foram expressivos e mostraram um mesmo perfil
de animais como foi supracitado e detalhado na Tabela 4. Animais com diagndstico positivo no
ELISA apresentaram diferenca significativa para a maioria dos distarbios hematoldgicos
encontrados no hemograma completo e apenas a linfopenia e neutropenia ndo apresentaram
diferenca significativa. Entretanto, trombocitopenia, anemia, leucopenia e epistaxe foram o0s
disturbios hematoldgicos de maior ocorréncia, encontrados também na literatura (BULLA et
al., 2004; RODRIGUES-VIVAS et al., 2005; ROCHA et al., 2016). Animais com este perfil
hematoldgico, sdo caracterizados com maior frequéncia na fase aguda ou cronica da doenca
(BREITSCHWENDT, 1997; BULLA et al., 2004; RODRIGUES-

VIVAS et al., 2005; LEMOS

et. al., 2017) sendo necessario para diagndstico preciso e definitivo associacdo entre achados
clinicos, laboratoriais e diferentes métodos diagnosticos (BULLA et al., 2004; YABSLEY et
al., 2008; TRANCOSO et al., 2020) para identificar o principal agente causador dentre as

inimeras hemoparasitose encontradas na clinica veterinaria.
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A linfopenia e neutropenia foram alteragcdes hematoldgicas que chamaram a atencéo, visto
ndo apresentarem grande variabilidade entre 0s grupos positivos e negativos tanto no ELISA
como na PCR. Esse tipo de alteracdo esta relacionado com processo imunitério principalmente,
que de acordo com o perfil do animal frente a infeccdo, € uma alteracdo preocupante porque
estd relacionada com supressdao medular (OLIVEIRA et al. 2000; CASTRO et al. 2004,
CASTRO et al., 2020) e presente em animais que estdo em cursode fase cronica, sendo em
alguns casos, necessario uso de estimulantes de col6nia de granuldcitos (rhG-CSF) para
combater neutropenia febril, linfopenia e leucopenia (LUCIDI; TAKAHIRA, 2007).

AlteracOes de origem hematoldgica sdo importantes, visto que se trata de pelo menos trés
hemoparasitose com tropismo para o sistema hematopoiético e com prevaléncia endémica nas
clinicas veterinarias no Rio de Janeiro. Um dos disturbios que merece destaque de sua
frequéncia associada aos diferentes métodos de diagndstico € a epistaxe. Esse disturbio foi o
unico associado a leucopenia que se apresentou com diferenca significativa nos diferentes
grupos com resultados de ELISA e PCR positivos, visto que 100% dos animais com epistaxe
foram positivos no ELISA e 80% positivos na PCR, caracterizando principalmente doenca na
fase aguda. A epistaxe relacionada as plaquetas € um achado comum na fase aguda da doenca
aumentando a suspeita de infeccdo por Ehrlichia spp. (BULLA et al., 2004; RODRIGUES-
VIVAS et al., 2005).

Os disturbios ortopédicos, neurologicos, viscerais, oftalmicos e respiratorios, apesar de
ndo se apresentarem com prevaléncia significativa entre os testes soroldgicos e moleculares,
sdo importantes nesta analise (CODNER et al., 1985; LEIVA et al., 2005; TOOM et al., 2016;
ROCHA et al., 2016), visto que se fizeram presentes com muitos animais positivos e negativos
na PCR. Apesar de alguns sinais serem inespecificos e muitos animais ndo terem recebido o
diagnodstico da PCR em tempo habil para tratamento, esses sinais apresentaram correlacdo com
a infeccdo visto que desapareceram apds tratamento empirico baseado apenas no diagndstico
sorolégico positivo. Logo a grande maioria desses animais apresentaram cura clinica e
laboratorial apds uso de doxiciclina 5 mg/kg/bid por 28 dias (MYLONAKIS et al., 2019).

Os animais que apresentaram coinfeccdes como piometra, cinomose, pancreatite,
leptospirose e parvovirose, possivelmente estavam cursando com a fase cronica da doenga, visto
que os sinais clinicos isoladamente ndo devem ser usados como um parametro definitivo da
infeccdo por hemoparasitose, pois sdo inespecificos, podendo estar presentes em outras

doencas, infecciosas ou ndo. Além disso, a variacdo na fase da doenca na qual os animais se
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encontram, interfere diretamente no aparecimento desses sinais (ROCHAet al., 2016), além do
diagndstico diferencial ser importante para a deteccdo de enfermidades concomitantes e
comorbidades. Desta forma o tratamento eficaz de todas as enfermidades que acomentem 0s
animais naquele momento tdo delicado e desafiante, é crucial para o prognostico do paciente.

Na comparacdo entre os métodos de diagnosticos com maior detalhe na Tabela 6, foi
possivel encontrar grupos de animais possivelmente com perfil de doenca crdnica ou aguda com
alguns exemplos de resultados falso positivos e falso negativos no diagnéstico de ELISA. Ao
comparar esses grupos de animais foi possivel encontrar diferenca entre dois grupos: animais
positivos / negativos (B x C) e animais negativos / falso positivos (B x D). Esses resultados sé
foram possiveis com aassociacdo de dados clinicos, laboratoriais e utilizacdo de diferentes
métodos para o diagnostico definitivo, corroborando com os dados de Rocha et al. (2016).

Estudos que avaliam a comparacao entre testes diagndsticos (NAKAGHI et al., 2008;
MENESES et al., 2008; RAMOS et al., 2009; CARLOS et al., 2011; FONSECA et al., 2017;
TRANCOSO et al., 2020; BAHIENSE et al., 2020) mostraram a importancia de cada método
sendo capaz de diferenciar o perfil epidemiolégico de cada hemoparasito em determinada
regido, que no caso do A.platys, E.canis foi bem evidente sua prevaléncia em diferentes regides
do Brasil. (CARLOS et al., 2011; TRANCOSO et al. ,2020; BAHIENSE et al., 2020). A PCR
é 0 método mais confidvel e superior ao ES no diagnostico das infeccdes por agentes da Familia
Anaplasmataceae. (DAGNONE et al., 2009; RAMOS et al., 2009) e para outros hemoparsitos
também (TRANCOSO et al., 2020) estando de acordo com estudos recentes realizados no Rio
de Janeiro (PAULINO et al., 2018a; PAULINO et al., 2018b). Entretanto, amostras negativas
na PCR e positivas no ELISA podem indicar infeccdo ou ndo, portanto o Médico Veterinario
deve ter em mente que 0s exames clinicos sdo extremamente importantes e que a penas um teste
de diagnostico ndo é suficiente para determinar se um cdo tem hemoparasitose ou nao, e a
complementacdo de um teste molecular e um teste soroldgico sera extremamente til para fechar
um diagnostico (ROCHA et al., 2016; MEDEIROS et al. 2020).
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5 CONCLUSAO

Os sinais clinicos e hematoldgicos foram fortementes prognosticos para a suspeita de
animais infectados por hemoparasitos, principalemnte por Ehrlichia canis visto haver maior
concordancia diagndstica entre sorologia e biologia molecular com diferenca estatisticamente
significativa;

A gPCR foi considerada a técnica complementar e sensivel em corcondanica com a
sorologia para o diagndstico de Ehrlichia spp. Anaplasmaspp. e Babesia spp.

A associacdo de sinais clinicos, hematoldgicos, soroldgicos e moleculares foi capaz de
selecionar o perfil de animais falsos positivos e negativos para hemoparasitoses além de
identificar animais doentes e sadios.

O Teste Dot-ELISA IgM apresentou a sensibilidade para o diagnostico de Babesia com

alta concordancia com a bilogia molecular;

O presente estudo revela uma area endémica com o percentual de animais expostos e

doentes maior 6,7 vezes que 0s animais ndo expostos e sadios para hemoparasitoses

O diagndstico dos caes positivos para Borreliose de Lyme necessita de novos estudos

para corroborar este achado , visto que serd o proximo passo em nosso grupo de pesquisa
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente o cenario epidemioldgico de doengas transmitidas por vetores, com énfase
em carrapatos, pulgas e mosquitos, tem sido um grande desafio, visto que a cada dia temos o
diagnostico de doencas infecto-parasitarias de forma oculta e tardia levando o médico
veterinario a ter um olhar investigativo acurado e de ndo se contentar de imediato com o
resultado negativo do primeiro teste diagnostico.

A rotina de uma clinica veterinaria de pequenos animais, exige do profissional de clinica
médica, um olhar Unico para cada caso clinico, devido as particularidades em que o animal no
contexto epidemiolégico podera estar inserido, devendo levar em consideragdo quais os fatores
de risco 0 mesmo pode estar submetido e qual estratégia devera tracar para um diagndstico
rapido, preciso e assertivo.

No que concerne o estudo de hemoparasitoses, o perfil dos animais observados em
ambiente urbano revela um percentual de animais exposto e doentes maior que o de animais
ndo expostos e saudaveis. Além de animais crénicos subclinicos que sé vao para emergéncia
quando agudizam e logo recebem diagndstico positivo de ehrlichiose, anaplasmose e
dirofilariose principalmente e muitas vezes ja € tarde para o sucesso do tratamento e cura.

A evolucdo da medicina veterinaria no contexto dos cuidados paliativos, levou ao
profissional a usar de todas as suas ferrmentas do conhecimento e disponibilizar de um arsenal
de exames imunoldgicos, moleculares, imaginolégicos, minimamente invasivos como puncao
de medula 6ssea, aspirado de bago, puncao aspirativas com agulha fina entre outros, onerosos
e complexos até entdo ndo explorado ha décadas devido a demanda pelo desejo de cura do seu
animal oferecendo qualidade de vida até o fim.

O presente trabalho veio com a inovacdo de apresentar uma pesquisa descritivas e
analitica que relata um pouco da rotina de um médico veterinario de clinica médica no ambiente
urbano em uma das principais capitais do Brasil e seus desafios para atender o perfil dos caes
expostos a diversas enfermidades, o seu diagnéstico, controle, tratamento e profilaxia das

principais hemoparasitoses que acometem os caes na cidade do Rio de Janeiro.
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ANEXO 1: Comissdo de Etica / UFRRJ

UFRRJ Comisséao de Etica no Cﬁ‘E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria [ /M A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo retrospectivo das principais hemoparasitoses em caes e avaliacdo dos métodos de
diagnéstico utilizados em Unidades Privadas de Sadde Animal", protocolada sob o CEUA n2 7113280818 qp o01111), Sob a
responsabilidade de Teresa Cristina Bergamo do Bomfim - que envolve a produgdo, manutencéo efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
o0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Ftica no Uso
de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR)) na reunido de 09/11/2018.

We certify that the proposal "A retrospective study of the main hemoparasitoses in dogs and evaluation of diagnostic methods
used in Animal Health Private Units", utilizing 2000 Dogs (males and females), protocol number CEUA 7113280818 (ip co1111), under
the responsibility of Teresa Cristina Bergamo do Bomfim - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR)) in the meeting of 11/09/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {(Académica)
Vigéncia da Proposta: de 12/2018a 12/2020 Area: Parasitologia Animal
Origem: Animais de proprietarios

Espécie: Caes sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 240 meses N: 2000
Linhagem: varias racas Peso: 150a50000g

Local do experimento: Unidades Privadas de Satde Animal.

Seropédica, 09 de novembro de 2018
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Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
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