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SILVA, Lucilene S.; PINHO, Flaviane A.; PIRES, Lidiany V.; BRAGA, Juliana F. V.
SOUSA, Antonio F.; CRUZ, Maria S. P.; COSTA, Francisco A. L.; ARAUJO JUNIOR, Jodo
P.; SILVA, Silvana M. M.S. Erliquiose e anaplasmose canina em Teresina, Piaui [Canine
ehrlichiose and anaplasmosis in Teresina, Piaui] Veterinary Parasitology.

Poucos sdo os estudos relacionados a epidemiologia da erliquiose e anaplasmose caninas no
nordeste do Brasil. No Piaui, particularmente em Teresina, ainda ndo se tem dados concretos
sobre a prevaléncia dessas afeccdes. Os agentes dessas doencas sdo Ehrlichia canis e
Anaplasma platys. A erliquiose destaca-se na clinica veterinaria por ser mais patogénica ao
animal e por ser uma zoonose. Os sinais clinicos variam com a severidade da infeccédo, a
resposta imune do hospedeiro e a presenca de co-infecgdo com outros patdgenos. Assim,
buscamos avaliar em 270 animais, atendidos no HVU-UFPI e clinicas particulares da cidade
de Teresina, Piaui, Brasil, a frequéncia de erliquiose e anaplasmose caninas independente dos
sinais clinicos, sexo, raca, idade e suspeita clinica. Em todos os animais foram realizados
exame clinico e colhidas amostras sanguineas para exames hematoldgico, bioquimico,
parasitologico e molecular. Dos 270 cdes avaliados, a E. canis teve o DNA amplificado em
29,63% (80/270) das amostras, e destas 30% (24/80) estavam mono-infectados com E. canis.
No caso de Anaplasma platys houve amplificacio de DNA em amostras sanguineas de
41,48% (112/270) dos cées, sendo que ocorreu mono-infecgdo por A. platys em 42,86%
(48/112) destes. Foram visualizadas morulas sugestivas de E. canis no exame parasitolégico
de 4,44% (12/270) dos animais, sendo cinco destes NnPCR negativos. Quanto as mérulas de A.
platys, foram observadas em 2,22% (6/270) dos animais, sendo todos eles nPCR positivos. A
concordancia entre o parasitolégico e a nPCR foi baixa em ambas as infec¢des. Nos cées
infectados por A. platys, a linfadenopatia foi o Unico achado associado significativamente a
positividade pela nPCR. A trombocitopenia foi a alteracdo hematoldgica associada a
positividade pela nPCR nos cées infectados por E. canis. Dos cdes estudados, 73,33%
(198/270) apresentaram mono ou co-infeccdo pelos microrganismos Ehrlichia canis,
Anaplasma platys ou Leishmania (Leishmania) chagasi, sendo o diagndstico de infec¢cdo por
E. canis e A. platys realizado por meio de nPCR e de infecgdo por Leishmania (L.) chagasi
através de exame parasitologico para observacdo de formas amastigotas. Concluimos que E.
canis e A. platys sdo agentes infecciosos importantes em cées na cidade de Teresina, Piaui. E,
que ainda existem dificuldades no diagndéstico diferencial com outras parasitoses endémicas
nessa regido. Portanto, destacamos aqui a relevancia dos estudos voltados a epidemiologia e
melhoria dos testes diagnosticos para prevencao e controle dessas doencas.

Palavras-chave: erliquiose, anaplasmose, cdo, Reacdo em Cadeia da Polimerase.



SILVA, Lucilene S.; PINHO, Flaviane A.; PIRES, Lidiany V.; BRAGA, Juliana F. V;
SOUSA, Antonio F.; CRUZ, Maria S. P.; COSTA, Francisco A. L.; ARAUJO JUNIOR, Jodo
P.; SILVA, Silvana M. M. S. Canine ehrlichiose and anaplasmosis in Teresina, Piaui
[Erliquiose e anaplasmose canina em Teresina, Piaui] Veterinary Parasitology.

There are few studies regarding the epidemiology of canine ehrlichiosis and anaplasmosis in
northeastern Brazil. In Piaui, particularly in Teresina, there is still no concrete data about the
prevalence of these diseases. These distemper are caused by Anaplasma platys and Ehrlichia
canis. The ehrlichiosis stands out in veterinary clinic to be more pathogenic to animals and
being a zoonosis. Clinical signs can change with severity of infection, host immune response
and presence of co-infection with other pathogens. Thus, we sought to evaluate in 270
animals, independent of clinical signs, attended at HVU-UFPI and private clinics in Teresina-
Piaui-Brazil, the frequency of canine ehrlichiosis and anaplasmosis, regardless of gender,
breed, age and clinical suspicion. From all animals, clinical exams and blood samples were
collected for hematological, biochemical, parasitology and molecular examination. From 270
dogs examined, E. canis DNA was amplified in 29.63% (80/270) of them, among which only
30% (24/80) were mono-infected by E. canis. Anaplasma platys was detected in blood
samples of 41.48% (112/270) of dogs, and mono-infection by A. platys occurred in 42.86%
(48/112) of these animals. Morulae suggestive of E. canis were seen on parasitologic
examination of 4.44% (12/270) of animals, five of which were negative by nPCR. Morulae of
A. platys were observed in 2.22% (6/270) of animals, all them positive by nPCR. The
agreement between parasitologicic and nPCR examinations was low in both infections. In
dogs infected by A. platys, lymphadenopathy was the single clinical sign significantly
associated with animals positive on nPCR. Thrombocytopenia was the only hematological
change associated with dogs infected by E. canis at nPCR. Among the dogs sampled, 73.33%
(198/270) of the animals presented mono or co-infection by Ehrlichia canis, Anaplasma
platys or Leishmania (Leishmania) chagasi. While the diagnosis of infection by E. canis and
A. platys was performed by nPCR, Leishmania (L.) chagasi infection was confirmed by
parasitological examination with observation of amastigotes. We conclude that E. canis and
A. platys are important infectious agents in dogs in the city of Teresina, Piaui and there are
still some difficulties on differential diagnosis with other parasitic diseases endemic in this
region. Therefore, we highlight the relevance of studies on the epidemiology and
improvement of diagnostic tests for more effective prevention and control of these diseases.

Keywords: erlichiosis, anaplasmosis, dog, Polimerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

O estudo das doencas infecciosas que acometem canideos envolve uma série de fatores
que por vezes podem dificultar o diagnostico definitivo. Entre esses, o principal € a escassez
de técnicas diagndsticas presente ainda em boa parte do Brasil, que forga os clinicos
veterinarios a se basearem em achados laboratoriais e nas manifestacfes clinicas para
determinacéo da terapéutica adequada a seus pacientes. No entanto, em muitas enfermidades,
os sinais clinicos manifestados pelo animal numa fase inicial sdo inespecificos, tais como
apatia, anorexia, emagrecimento e febre, como ocorre na erliquiose canina, na leishmaniose
visceral canina e em outras enfermidades.

Erliquiose e anaplasmose sdo doencas infecciosas causadas por bactérias Gram
negativas, pertencentes a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, géneros Erhlichia e
Anaplasma, que foram reclassificados em 2001 com base em descobertas de similaridades
entre diversos organismos ricketisiais e em informacdes referentes aos genes 16S rRNA e
groESL (DUMLER et al., 2001).

Infeccdes riquetsiais ja foram consideradas espécie-especificas, no entanto, hoje se
sabe que podem acometer mais de uma espécie. Além da Ehrlichia canis, a E. chaffeensis, E.
ewingii, Anaplasma phagocytophilum, A. platys e Neorickettsia risticii podem infectar
canideos (MACHADO, 2004), sendo a E. canis e A. platys as principais espécies apontadas
como causadores de erliquiose canina e as mais descritas no Brasil. Entretanto, E. canis € a
mais comum e causa quadro clinico mais grave (WANER et al., 1995).

Poucos sdo os estudos relacionados a prevaléncia da erliquiose e anaplasmose caninas
no Brasil. Embora sejam seus agentes os mais relatados em infec¢des caninas, ainda néo se
sabe ao certo a extensdo dessas doencas nos diferentes estados brasileiros e quais regides sao
endémicas para essas enfermidades. No Piaui, particularmente em Teresina, uma regiao
favorecida pelo clima para a reproducédo do vetor de E. canis e A. platys, ndo existem dados
concretos sobre a prevaléncia dessas afecces, 0 que torna importante nosso estudo em
analisar o foco e distribuicdo dessas doencas em nossa cidade, até porque a erliquiose pode
trazer graves conseqliéncias ao animal quando néo tratado, sobretudo quando h& co-infecgdo
com anaplasmose.

Vale ressaltar que as descobertas da erliquiose granulocitica humana, da Ehrlichia
sennetsu (“febre sennetsu”) e o isolamento da Ehrlichia chaffeensis em seres humanos,
mostraram que a erliquose ndo é apenas um problema médico veterinario (McDADE, 1990;
ANDERSON et al., 1991; RIKIHISA, 1991; ANDERSON et al., 1993; BAKKEN et al.,



17

1994; CHEN et al., 1994; FISHBEIN et al., 1994). De acordo com Nicholson et al (2010)
caes e humanos estdo expostos e sdo susceptiveis a infec¢do por muitos patdgenos bacterianos
da ordem Rickettsiales transmitidos por carrapatos, incluindo Anaplasma phagocytophilum,
Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingii, Rickettsia rickettsii e R. conorii.

Frente a grande importancia da erliquiose e anaplasmose, tanto na clinica veterinaria
como também, por serem consideradas zoonoses, faz-se necessario um estudo mais
aprofundado sobre os aspectos que envolvem a cadeia epidemioldgica desses parasitas com o
objetivo de buscar ferramentas para o controle da doenca e garantir a qualidade da saude
publica.

Outra problemética que da respaldo ao estudo dessas afecgdes e que torna mais
complexa a analise clinica dos animais suspeitos é quando a doenca ocorre em regides
endémicas para outras enfermidades com quadro clinico semelhante e que tem grande
relevancia tanto na salde animal como na humana, como por exemplo, a leishmaniose
visceral canina (LVC). Teresina é palco dessa zoonose, uma enfermidade grave e que
promove manifestacGes clinicas semelhantes, principalmente em cées infectados por E. canis.
Logo, conhecer a prevaléncia dessas afec¢fes e quais manifestacfes clinicas sdo importantes
para o diagnostico diferencial entre as mesmas, possibilita ao médico veterinario um
diagndstico seguro e precoce, portanto, levando a um progndstico satisfatorio.

Assim, buscamos avaliar em 270 cées atendidos no HVU-UFPI e clinicas particulares
da cidade de Teresina, Piaui, independente das suspeitas clinicas, a freqliéncia de erliquiose e

anaplasmose caninas e avaliar clinicamente os animais infectados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) causada pela espécie Ehrlichia canis foi
primeiramente descrita em 1935, na Argélia por Donatien e Lestoquard (1935) onde,
analisando esfregacos sanguineos de cdes febris e anémicos infestados por Riphicephalus
sanguineus, observaram a presenca de pequenos organismos semelhantes a rickettisias no
interior de mondcitos, denominando-os de Rickettsia canis. Em 1945, a espécie foi renomeada
por Moshkovsky para Ehrlichia canis em homenagem a Paul Ehrlich, um famoso
bacteriologista alemdo (McDADE, 1990). Durante a guerra do Vietna ocorreu um surto de
erliquiose em cédes da Armada Americana vitimando cerca de 300 cdes que desenvolveram
enfermidade hemorragica fatal entdo denominada de Pancitopenia Tropical Canina
(HUXSOLL et al., 1970), fato que tornou enfermidade reconhecida mundialmente como uma
doenca infecciosa importante de cées e outros membros da familia Canidae (HARVEY;
SIMPSON; GASKIN, 1978).

H& muito tempo, a EMC ja recebeu diversas denominacgdes, tais como: Pancitopenia
Tropical Canina (HUXSOLL et al., 1970; SMITH et al., 1976; KELCH, 1984), Riquetsiose
canina, Tifo do carrapato canino, Febre Hemorragica Canina, Afeccdo hemorragica de
Nairébi (WANER; HARRUS, 2000), Sindrome Hemorragica ldiopatica, Moléstia do céo
rastreador (GREENE; HARVEY, 1990).

A EMC é uma doenca descrita mundialmente, principalmente em areas de clima
tropical e subtropical (WANER et al., 2001; MYLONAKIS; KOUTINAS; BILINIS, 2003),
onde é comum a presenca do vetor, o Rhipicephalus sanguineus, conhecido como carrapato
vermelho do cdo (COHN, 2003).

No Brasil, a presenca de E. canis foi relatada pela primeira vez em Belo Horizonte
(COSTA et al., 1973), posteriormente, por Carrillo et al. (1978) em cdes militares do Rio de
Janeiro e em 1978 por Maregati, em Jaboticabal-SP (citado por KAVINSKI et al., 1988).
Desde entdo, a EMC vem sendo relatada em varios estados, acometendo aproximadamente 20
a 30% dos cées atendidos em hospitais e clinicas veterinarias (BULLA et al., 2004;
DAGNONE et al., 2003; LABARTHE et al., 2003). No Piaui, os estudos relacionados a
erliquiose canina sdo escassos. Acredita-se que a ocorréncia desta enfermidade no Estado seja
alta, visto que o clima é muito favoravel a proliferagdo dos carrapatos. No entanto, 0

diagnostico desta enfermidade ainda € apenas presuntivo, baseado somente nos sinais clinicos
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e alteracBes hematoldgicas. Pires et al. (2008), avaliando 65 cdes enfermos com
sintomatologia sugestiva de erliquiose em Teresina, observou a presenca de morulas
intracitoplasmaticas em mondcitos sugestivas de Ehrlichia sp. em 13,8% dos animais.

Os principais animais acometidos por E. canis sdo os membros da familia Canidae,
que inclui os cées, lobos e chacais (RIKIHISA, 2000) e a infeccdo pode ser fatal, tanto para os
caes domésticos, quanto para os outros canideos (WANER; HARRUS, 2000). De acordo com
Elias (1991), todas as racas e idades podem ser atingidas, entretanto, a raca Pastor Alemé&o é
considerada mais susceptivel.

A transmissdo de E. canis ocorre durante o parasitismo por ninfas e/ou adultos do
carrapato Rhipicephalus sanguineus, embora existam alguns relatos de transmisséo da E. canis
pelo Amblyomma americanum (ANZIANI et al., 1990), e transmissdo experimental bem
sucedida por Dermatocentor variabilis (JOHNSON et al., 1998). Além disso, esse organismo
esta entre os mais comuns na transmissdo por transfusdo sanguinea (REINE, 2004; NYSSA,
2004).

O carrapato infecta-se no momento do repasto sanguineo, ao se alimentar em um céo
contaminado (McDADE, 1990), e mantém a bactéria por transmissdo transestadial, ndo
ocorrendo transmisséo transovariana de E. canis em carrapatos, portanto, as larvas de R.
sanguineus ndo sdo importantes diretamente na transmissdo, porém podem se infectar pelo
agente, mantendo-o até o estagio adulto. Em estudo experimental, o referido autor, demonstrou
gue machos adultos de R. sanguineus, sem a presenca da fémea, podem se infectar e transmitir
(transmissdo intraestadial) a doenca a diferentes cdes de um mesmo local.

O ciclo da E. canis se inicia quando esse agente é inoculado por um carrapato
infectado durante o repasto sanguineo. A bactéria penetra nas células mononucleares sob a
forma de corpusculos elementares (SANTAREM, 2003) que sdo as formas individuais do
parasito. Uma vez inoculados na circulacdo, entram nos mondcitos. Ao contrario das riquétsias,
as Erhlichias se replicam dentro de fagossomos da célula hospedeira, a fusdo fagolisossomal
ndo ocorre em células infectadas, permitindo aos corpasculos elementares, crescerem e se
dividirem dentro dos limites do fagossomo nas células hospedeiras infectadas por divisdo
binaria. As inclusdes intracelulares formadas pelas Erhlichias no hospedeiro sdo denominadas
de morulas e sdo observadas nos leucocitos na fase aguda da infeccdo, em pequeno nimero e
por curto periodo de tempo. Cada mdrula contém varios corpos elementares, 0s quais Sao
liberados com o rompimento da célula e irdo infectar outras células iniciando um novo ciclo
(McDADE, 1990).



20

O desenvolvimento da EMC compd@e-se em trés fases: aguda, subclinica e crénica, no
entanto, numa infec¢do natural normalmente essas fases ndo sdo bem distinguiveis. A fase
aguda inicia-se 1 a 3 semanas apos a infeccdo e dura 2 a 4 semanas (NELSON; COUTO,
2001). Nesta fase as células mononucleares infectadas atingem outros 6rgaos, via corrente
sanguinea, principalmente pulmdes, rins e meninges e aderem-se ao endotélio vascular,
levando a vasculite e a infecgéo tecidual subendotelial (BREITSCHWERDT, 2004). Os sinais
clinicos, embora inespecificos (MORAES et al., 2004; ORIA; PEREIRA; LAUS, 2004), s&o
sugestivos e importantes, uma vez que em muitos locais esses sinais associados as alteracdes
hematoldgicas ainda sdo a Unica ferramenta para se chegar ao diagndstico. As alteragdes
clinicas mais observadas incluem febre, letargia, anorexia, depressdo, perda de peso,
linfadenomegalia (BREITSCHWERDT, 2004), descarga 6culo nasal, dispnéia e ataxia
(WANER; HARRUS, 2000), além edema de membros, diateses hemorragicas, poliuria e/ou
polidpsia e artrite (OLIVEIRA et al., 2000; NAKAGHI et al., 2004). Apods a fase aguda o
animal pode se curar ou entrar na fase subclinica, onde os sinais clinicos desaparecem, mas o
agente se mantém no organismo. Esta fase pode persistir por anos.

Os microorganismos podem ser eliminados nos cdes imunocompetentes
(BREITSCHWERDT, 2004), enquanto que os cdes com respostas imunoldgica insuficiente
entrardo na fase cronica da doenca. Esta pode variar de leve a severa. Quando severa, ocorre
comprometimento da medula éssea com pancitopenia (MYLONAKIS et al., 2004). O animal
pode apresentar depressao, apatia, perda de peso crénica, membranas mucosas palidas, febre,
e edema periférico, principalmente nas patas e bolsa escrotal, tendéncias a sangramentos,
pneumonia intersticial, insuficiéncia renal e poliartrite (WANER; HARRUS, 2000). Outros
sinais como linfadenopatia e esplenomegalia podem estar presentes (UENO et al., 2009). Os
sinais clinicos presentes na erliquiose geralmente sdo devido a hiperplasia linforreticular
disseminada e das alteracBes hematoldgicas, muitas vezes com hipoplasia medular na fase
cronica (MOREIRA et al., 2003; MORAES et al., 2004).

As alteracdes hematoldgicas mais observadas na erliquiose canina sdao anemia nao
regenerativa, trombocitopenia e leucopenia (ALMOSNY et al., 2000), sendo que a
trombocitopenia ocorre freqiientemente em qualquer uma das fases da erliquiose e é
considerada um bom indicador de infeccdo (BULLA et al., 2004), podendo ser decorrente de
mecanismos diversos, como vasculite e aumento do consumo de plaquetas, presenca de um
fator inibidor da migragdo plaquetaria, sequestro de  plaquetas pelo bago, além de
supressdo da medula dssea e trombocitopenia imunomediada (HARRUS et al., 1997b;

WANER et al., 2001). Segundo Lewis (2000) em consequéncia a trombocitopenia persistente,
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pode ocorrer didteses hemorragicas na erliquiose crénica grave. O numero de leucdcitos
comumente varia durante a fase aguda, podendo diminuir em decorréncia da indugdo ao
sequestro destes por mecanismos imunologicos (MOREIRA et al., 2003).

As alteracbes bioquimicas comumente encontradas sdo hiperproteinemia com
hipergamaglobulinemia e posterior hipoalbuminemia ( CASTRO et al., 2004; WATANABE
et al, 2005). Também podem estar presente elevacbes das atividades de
aspartatoaminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e alaninaminotransferase (ALT) e
discreta elevacdo dos niveis séricos de bilirrubina com suave ictericia (ALMOSNY, 2002),
além de um aumento nas concentragcdes séricas de uréia, creatinina e fosforo (TROY;
FORRESTER, 2006).

Alteracbes histologicas incluem infiltracdo perivascular generalizada de plasmdcitos,
mais pronunciada na fase cronica, além de meningoencefalite ndo supurativa e multifocal,
pneumonia intersticial e glomerulonefrite (FRY; McGAVIN, 2009).

O diagndstico da erliquiose canina é comumente realizado pela identificacdo direta de
estruturas morfologicamente compativeis com mérulas em amostras de sangue periférico,
aliada a exames hematologicos (NAKAGHI et al., 2008). A presenca de mérulas de E. canis é
também evidenciada em esfregacos corados de puncdo aspirativa da medula 6ssea em cées
naturalmente e experimentalmente infectados (SILVA, 2001; MOREIRA; MACHADO;
PASSOS, 2005). Entretanto, embora a pesquisa de morula seja uma técnica de baixo custo e
rapida, as morulas praticamente sé sdo encontradas na fase aguda (CASTRO et al., 2004), o
que limita bastante o diagndstico e pode acarretar um elevado numero de falso-negativos.

Diversos testes sorolégicos na deteccdo de anticorpos IgG anti-E. canis, tais como a
Imunofluorescéncia tém sido utilizados no diagnostico de E. canis (OLIVEIRA et al., 2000;
HARRUS et al., 2002; ORIA; PEREIRA; LAUS, 2004; NAKAGHI et al., 2004) e A. platys
(TAKAHIRA et al., 2003). No Brasil a Imunofluorescéncia Indireta (IFI) tem sido o método
mais utilizado (ORIA; PEREIRA; LAUS, 2004; TAKAHIRA et al., 2003; NAKAGHI et al.,
2004). Entretanto ha resultados falso-negativos durante a janela de soro conversao
(WEISIGER; RISTIC; HUXOLL, 1975) e falso-positivos, nos animais recém tratados, devido
aos titulos continuarem altos por muito tempo ap6s o tratamento (WEN et al., 1997). De
acordo com Oliveira et al. (2000), tanto a IFI quanto o ELISA (Ensaio imunoenzimatico) sao
qualitativamente eficientes na deteccdo de anticorpos anti-E. canis. Porém, diversos autores
afirmam que o problema em comum dos testes sorologicos é que eles ndo possibilitam

diferenciar a manutencdo da resposta imune de uma re-exposi¢do ao agente; alem disso, sdo
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observadas reacfes cruzadas com outras espécies de Ehrlichia (BARTSCH; GREENE, 1996;
WEN et al., 1997; MUTANI; KAMINJOLO, 2001).

O re-isolamento de E. canis de células mononucleares do sangue e de tecidos € o teste
mais sensivel, entretanto, a cultura é uma técnica demorada, de alto custo e exige
equipamento adequado para o cultivo celular (ANDEREG; PASSOS, 1999). Atualmente, a
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) tem sido utilizada na pesquisa de Ehrlichia em
sangue total. E uma técnica sensivel e especifica podendo ser empregada no diagnostico a
partir de amostras de sangue, necropsia ou material de biopsia (IQBAL,;
CHAICHANASIRIWITHAYA,; RIKIHISA, 1994). A PCR permite a deteccdo precoce da
infeccdo (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2001). Variagdes desta técnica com o uso de
uma reacdo de duas fases (nested-PCR) causam um aumento na sensibilidade e tém se
mostrado também bastante especificas. Um estudo comparando nested-PCR e IFlI,
demonstrou que a primeira € muito sensivel e especifica e que sua importancia é a
possibilidade de diagnostico para acompanhamento terapéutico, uma vez que o diagndstico
pode ser feito inclusive em animais recém-tratados (WEN et al., 1997). Além disso, 0
diagnostico molecular utilizando a nested-PCR é capaz de diferenciar as espécies de Ehrlichia
(DAGNONE et al., 2003).

Duas espécies da familia Anaplasmataceae tém sido descritas com causadoras de
erliquiose humana, a E. chaffeensis e A. phagocytophilum (DAWSON et al., 2001) e a
presenca de E. chaffeensis em cées ja foi demonstrada extensivamente por meio do
diagnostico pela técnica da PCR (KORDICK et al., 1999; BREITSCHWERDT; HEGARTY;
HANCOCK, 1998). Recentemente a espécie E. ewingii foi considerada um agente zoonético
emergente (THOMAS et al., 2007). Amostras de uma sub-espécie ou cepa de E. canis foram
isoladas de humanos na Venezuela, sendo sugerido pelos autores o alto potencial de
transmisséo desse agente do cdo para 0 homem (UNVER et al., 2001). Estudos afirmam que a
erliquiose humana também pode ser causada por E. canis e A. platys, além das espécies ja
citadas (TAMI; TAMI-MAURY, 2004). Alguns autores afirmam que quase todas as espécies
de Ehrlichia podem afetar os humanos e causar alguma sintomatologia (DAGNONE;
MORAIS; VIDOTTO, 2001).

Ainda ndo existe vacina contra a EMC (MACHADO, 2004) e o prognostico depende
da fase da doenca, sendo favoravel quando o animal é tratado adequadamente nas fases aguda
e subclinica, exceto nos casos em que ha hipoplasia da medula 6ssea (COUTO, 2003). Por
outro lado a enfermidade pode ser potencialmente fatal em cdes (WANER; HARRUS, 2000),

0 tratamento na fase cronica é dificil, em muitos casos necessita hospitalizacdo prolongada, e
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até transfusbes sangiineas (MYLONAKIS et al., 2004) e mesmo com todos esses cuidados o
resultado é pouco satisfatério (SHIPOV et al., 2008).

Desta forma a prevencdo da doenca tem um carater de suma importancia, sobretudo
nos canis e nos locais em grandes concentracdes de animais e € realizada por meio do
tratamento dos animais doentes e do controle do agente transmissor da doenca. A utilizacéo
de produtos acaricidas no ambiente e nos animais é eficaz, desde que seja realizado o manejo
correto (CORREA; CORREA, 1992). Além disso, os cdes doadores de sangue deverao passar

por triagem com testes soroldgicos ou moleculares (REINE, 2004).

2.2 ANAPLASMOSE CANINA (TROMBOCITOPENIA CICLICA CANINA)

A anaplasmose canina, também denominada Trombocitopenia Ciclica Canina (TCC),
é causada pelo Anaplasma platys, um microorganismo intracelular obrigatorio, que parasita
unicamente plaquetas de cédes, ndo sendo encontradas inclusdes em megacaridcitos ou
qualquer outra célula precursora na medula 6ssea durante a parasitemia (ALMOSNY;
MASSARD, 2002).

O primeiro relato da doenca foi descrito por Harvey em 1978, na Florida, ap6s
observar a presenca de estruturas basofilicas em plaquetas de animais trombocitopénicos.
Assim como a E. canis, a A. platys forma inclus6es semelhantes a morulas (HARRUS et al.,
1997b).

A. platys ja foi descrito nos EUA, na Grécia, Franca, Italia, Israel, China, Japao,
Tailandia e Venezuela (BROWN et al., 2001) e em varias regides do Brasil (MACHADO,
2004). No Piaui, este agente ainda ndo foi relatado, pela dificuldade no diagndstico, uma vez
que a ferramenta mais utilizada é a pesquisa no esfregaco sanguineo, e esta € pouco sensivel
para deteccdo desse parasita. No entanto, acreditamos que essa afeccdo possa ser prevalente
em nossa regido, baseados nas suspeitas constantes de infeccdo erliquial na rotina veterinaria
local, e em estudos que afirmam ser comum a co-infeccdo por A. platys e E. canis em regides
endémicas (BREITSCHWERDT, 2004), sendo inclusive o0 R. sanguineus apontado por
diversos autores como o transmissor também de A. platys (COHN, 2003; SUKSAWAT et al.,
2001; SPARAGANO et al., 2003). Alguns estudos ja detectaram o DNA de A. platys através
da PCR tanto em R. sanguineus (INOKUMA; RAOULT; BROUQUI, 2000) quanto em
carrapatos de outras espécies como Ixodes ovatus e Haemophysalis flava (INOKUMA et al.,
2003).
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A transmissdo natural da anaplasmose ocorre quando um carrapato infectado se
alimenta em um animal susceptivel transmitindo os microrganismos por meio das secrecfes
salivares durante 0 momento da picada (PREZIOSI; COHN, 2002).

Estudos afirmam que esses organismos podem aparecer isolados, em pares ou em
grupos, dentro de vacuolos. Através da realizacdo de fissGes binarias sucessivas formam
inclusbes caracterizando as morulas (HIBLER; HOSKINS; GREENE, 1986; TROY;
FORRESTER, 2006). Inokuma et al. (2002) observaram que nas plaquetas de caes infectados
podem ser observados diferentes estadios de desenvolvimento de A. platys. Os mesmos
autores, demonstraram através de microscopia eletrénica que o lisossomo se localizava
préximo ao vacuolo contendo mdrulas de A. platys, mas ndo tinha contato com as mesmas,
indicando que a infeccdo por A. platys também impede a fusdo dessas estruturas como ja foi
verificado na infeccao por outras espécies de Ehrlichia.

A TCC é considerada como uma doenga benigna sem graves sinais clinicos, embora
alguns autores tenham relatado casos com sinais clinicos mais graves, similares na severidade
aos associados com a infeccao por E. canis (CHANG; PAN, 1996; INOKUMA et al., 2002).
O periodo de incubacédo da doenca varia de oito a 15 dias (WOODY; HOSKINS, 1991).

Durante a fase aguda da infec¢do ha uma alta porcentagem de plaquetas infectadas no
sangue circulante. Em alguns dias ocorre um decréscimo do nimero de plaquetas circulantes e
a contagem pode chegar a valores até inferiores a 20.000 plaquetas/uL, neste momento,
tornam-se minimas as chances de visualizacdo do parasita. Apds o desaparecimento dos
microrganismos, a plaguetometria volta ao normal em trés ou quatro dias. Sete a quatorze dias
apos o primeiro episddio ocorre outra parasitemia na qual, novamente, o nimero de plaquetas
decresce. Esta natureza ciclica das trombocitopenias e das parasitemias tende a diminuir com
0 tempo e com a cronificacdo da doencga, 0 que resulta em esporadicas apari¢bes do parasito e
trombocitopenias moderadas (HIBLER; HOSKINS; GREENE, 1986; TROY; FORRESTER,
2006; SWANGO; BANKEMPER; KONG, 1989; WOODY; HOSKINS, 1991).

De acordo com Breitschwerdt (2004), em cées experimentalmente infectados foi
observado trombocitopenia ciclica em intervalos de aproximadamente 10 a 14 dias, discreta
anemia normocitica normocrémica arregenerativa, leucopenia, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia.

Os métodos de diagndstico laboratoriais mais utilizados para A. platys também séo a
pesquisa de morulas em esfregaco sangiineo, deteccdo de anticorpos por imunofluorescéncia

indireta e amplificacdo de DNA através da PCR. Técnicas essas que apresentam as mesmas
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vantagens e desvantagens observadas no diagnostico de E. canis (BREITSCHWERDT,
2004).

O prognostico da TCC normalmente € favoravel, visto que A. platys ndo é um
microrganismo considerado patogénico. No entanto, varios autores afirmam que a infeccédo se
agrava nos casos de co-infeccdo com outros organismos (por exemplo, E. canis e Babesia
canis vogeli), que sdo comuns no Brasil (DANTAS-TORRES; FAUSTINO; ALVES, 2004;
CASTRO et al., 2004; LABRUNA et al., 2007).

O carrapato R. sanguineus também ¢ transmissor de outros hemoparasitas, sendo
possivel encontrar infeccdes mistas, com Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis,
Bartonella vinsonii e Hepatozoon canis ou associada a outras espécies de Ehrlichia
(BREITSCHWERDT et al., 2002). A erliquiose e anaplasmose caninas podem ainda estar
associadas a enfermidades que ndo sejam sabidamente veiculadas por carrapatos. Dentre
estas, existe a possibilidade de co-infeccdo natural entre erliquiose e leishmaniose visceral
canina (CORTESE et al., 2006). Ambas podem provocar disturbios como epistaxe, hematUria
e diateses hemorragicas (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; BULLA et
al., 2004). Diversos sinais clinicos inespecificos, tais como anorexia, emagrecimento, e
linfadenopatia s&o observados tanto na erliquiose (HARRUS et al., 1997b), quanto na
leishmaniose (BARBIERI, 2006; IKEDA et al., 2007), o que pode dificultar o diagndstico em
areas endémicas para LVC, como ocorre em Teresina.

Assim, como a LVC, provavelmente a erliquiose e anaplasmose caninas sao
endémicas no Piaui. Entretanto, ainda ndo se tem estudos que fornecam subsidios sobre a
prevaléncia destas no Estado. Sendo, portanto, relevante para definir a situacdo destas
enfermidades em nosso estado. Assim, esse estudo objetivou avaliar a frequiéncia de Ehrlichia
canis e Anaplasma platys em cdes enfermos de Teresina, Piaui e avaliar clinicamente 0s
animais infectados.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: uma introducéo geral, revisao
de literatura e objetivos, capitulo | contendo abstract, artigo completo, intitulado
“Frequéncia, avaliacdo clinica e laboratorial de cdes infectados por Ehrlichia canis e
Anaplasma platys no Piaui, Brasil” a ser encaminhado para publicacdo na Veterinary

Parasitology estruturados de acordo com as normas da revista.
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3.1 Abstract

Studies related to epidemiology of canine ehrlichiosis and anaplasmosis do not exist in
Teresina, Piaui, despite the high frequency of clinical suspicion and weather conditions propitious to

vector tick. To evaluate the frequency of canine ehrlichiosis and anaplasmosis in this city,
clinical exams and blood samples were collected for hematological, biochemical,
parasitological and molecular examination from 270 animals, independent of clinical signs,
gender, breed, age and clinical suspicion, attended at Hospital Veterinario Universitario of
Universidade Federal do Piaui and private clinics in the city of Teresina-Piaui-Brasil. From
270 dogs studied, E. canis DNA was amplified in 29.63% (80/270) of blood samples, among which
only 30% (24/80) were monoinfected with E. canis. In 41.48% (112/270) of dogs, Anaplasma
platys DNA was detected and monoinfection by this agent occurred in 42.86% (48/112) of
animals. In dogs infected by A. platys, lymphadenopathy was the only sign significantly
associated to those animals positive at nPCR. Thrombocytopenia was the unique
hematological change with significant association in dogs infected by E. canis. In this study,
mono or co-infection by Ehrlichia canis, Anaplasma platys or Leishmania (Leishmania)
chagasi microorganisms was present in 73.33% (198/270) of animals. E. canis and A. platys
diagnosis was performed by nPCR, while Leishmania (L.) chagasi infection was
demonstrated by parasitological examination for observation of amastigotes. We conclude
that E. canis and A. platys are significant infectious agents in dogs in the city of Teresina,
Piaui and there are still some difficulties in differential diagnosis with other endemic parasitic
diseases in this region. Moreover, we highlight the necessity of studies on epidemiology and

improvement of diagnostic tests for more effective prevention and control of these diseases.

Keywords: erlichiosis, anaplasmosis, dog, co-infection, PCR
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3.2 Introducéo

A maioria dos cdes encaminhados para atendimento clinico veterinario apresenta-se
acometido por doencas infecciosas. Dentre essas, no Brasil, a erliquiose e anaplasmose
caninas vem merecendo atencdo pelo grande numero de animais suspeitos. A Ehrlichia canis,
agente da Erliquiose Monocitica Canina (EMC), € uma bactéria gram-negativa pertencente a
ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae (Torres et al., 2002). Outro agente pertencente
a esta familia que se destaca € Anaplasma platys, rickettsia intracelular obrigatéria, que
parasita unicamente plaquetas de caes (Almosny e Massard, 2002) e causa a Trombocitopenia
Ciclica Canina (Dumler et al., 2001), atualmente denominada Anaplasmose canina. Esses
agentes possuem um vetor comum, o carrapato Riphicephalus sanguineus (Dumler et al.,
2001; Dagnone et al., 2003), o qual apresenta prevaléncia e intensidade de infestacdo
crescentes em cdes do pais (Labruna, 2004), aumentando, assim, a possibilidade de co-
infeccdo por esses agentes (Suksawat et al., 2001).

A EMC caracteriza-se pelas manifestacfes clinicas inespecificas na fase aguda (Neer,
2002), incluindo febre, letargia, anorexia, depressdo, perda de peso, linfadenomegalia
(Breitschwerdt, 2004). As principais alteragdes hematoldgicas sdao anemia, trombocitopenia e
leucopenia (Nakaghi et al., 2008; Almosny e Massard, 2002). Na fase subclinica os sinais
clinicos desaparecem, mas a bactéria se mantém no organismo, esta fase pode persistir por
anos e os cdes imunocompetentes podem eliminar o microorganismo (Breitschwerdt, 2004).
Os titulos de anticorpos estdo elevados, entretanto, as alteracbes hematoldgicas sdo mais
discretas (Andereg e Passos, 1999; Nakaghi et al., 2004) e na fase crbnica, pode haver
desenvolvimento de sintomas de comprometimento sistémico e ocorréncia de pancitopenia

(Mylonakis et al., 2004).
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A Anaplasmose € considerada uma doenca benigna sem graves sinais clinicos, embora
haja relatos de maior gravidade quando associada com a infeccdo por E. canis (Chang e Pan,
1996; Inokuma et al., 2002a). Os sinais clinicos da doenca sao febre, depressdo e anorexia
(Rikihisa, 1991). Tanto na EMC como na Anaplasmose, o principal achado clinico é a
trombocitopenia (Harrus et al., 1997a,b).

As técnicas de diagnostico utilizadas sdo as mesmas para todas as especies conhecidas
até o momento (Dagnone et al., 2001) e baseiam-se na pesquisa de morulas em esfregacos
sanguineos (Moreira et al., 2005), além de testes soroldgicos (Oria et al., 2004; Machado,
2004) e diagnostico molecular, utilizando-se principalmente o nested-PCR (Dagnone et al.,
2003).

Co-infeccdo entre esses dois agentes tem sido relatadas e esse fato intensifica o curso
clinico da erliquiose causada por E. canis (Breitschwerdt, 2004). E comum a co-infecgo
entre essas espécies e outros patdgenos veiculados por carrapatos, tais como Babesia canis
(Hua et al., 2000; Suksawat et al., 2001), além de Hepatozoon canis, e Mycoplasma
haemocanis (Moreira et al., 2003). Por outro lado, s&o raros os estudos sobre co-infec¢do
entre esses microrganismos e Leishmania (Leishmania) chagasi, protozoéario responsavel pela
Leishmaniose Visceral nas Américas, embora essa co-infeccdo seja uma suspeita freqliente
entre veterinarios em areas de clima favoravel para infeccdo por esses patdégenos, como é o
caso de Teresina, Pl e de praticamente todo o nordeste do Brasil.

Sabe-se que a cidade apresenta clima tropical e estagdes meteoroldgicas bem definidas
(Medeiros, 2004), condicGes estas favoraveis ao desenvolvimento de Riphicephalus
sanguineus. Apesar disso, ndo ha relatos de estudos que revelam a atual situacédo de infeccao
por E. canis e Anaplasma platys em cées desta cidade, embora seja comum a observacgéo de

cdes infestados pelo carrapato vetor.
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O aparecimento freqliente de animais no HVU e em clinicas veterinarias de Teresina
com um quadro clinico sugestivo de erliquiose, a freqiiente ocorréncia de cdes infestados por
R. sanguineus, aliado a auséncia de pesquisas sobre o comportamento biologico destas
enfermidade no Piaui, motivaram o desenvolvimento deste estudo, o qual objetivou confirmar
a infeccdo natural por E. canis e A. platys em cées de Teresina, Piau e realizar avaliacdo

clinica e laboratorial dos cées infectados por esses agentes.

3.3 Material e métodos

3.3.1 Amostras

Foram utilizados 270 cdes atendidos no Hospital Veterinario Universitario da
Universidade Federal do Piaui (HVU-UFPI) e clinicas particulares da cidade de Teresina, Pl,
no periodo de marco de 2008 a novembro de 2009, independente de sexo, raca, idade e
suspeita clinica, excetuando os cdes que vinham apenas para vacinagdo, mediante protocolo

aprovado pelo Comité de Etica por n® 004/09 da Universidade Federal do Piaui.

3.3.2 Coleta de sangue e preservacéo das amostras

De cada animal foram colhidas trés amostras sanguineas, por venopuncao jugular, duas
em tubos a vacuo de polipropileno com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), uma para
analise hematoldgica e outra armazenada em freezer a — 20° C para posterior extragdo de DNA
e realizacdo da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). A terceira amostra era colhida em
tubos a vacuo sem anticoagulante, para realizacdo das analises bioquimicas.

A coleta das amostras biologicas foi realizada mediante a autorizagdo dos proprietarios
por intermédio de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) devidamente

assinado (apéndice 2).
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3.3.3 Preparo de esfregaco para pesquisa de Ehrlichia sp, Anaplasma platys, e outros
parasitos de identificagdo por método direto

Dos cdes inclusos neste estudo, foram confeccionados trés esfregacos de sangue
periférico obtidos pela perfuracdo de capilares da orelha dois esfregacos de medula Gssea
esternal e dois de aspirados de linfonodo popliteo, os quais foram fixados em alcool metilico,
corados com Giemsa e secados em temperatura ambiente para a pesquisa de mdrulas de

Erhlichia sp em leucdcitos, Anaplasma platys em plaquetas e de outros possiveis parasitos.

3.3.4 Avaliacéo clinica
Os cdes eram submetidos a exame clinico detalhado e os dados referentes a
procedéncia, raca, sexo, idade e sinais clinicos observados foram descritos em uma ficha

clinica (apéndice 1).

3.3.5 Anélises hematoldgicas e bioguimicas

As analises hematoldgicas e as bioquimicas foram realizadas no Laboratério de
Patologia Clinica do HVU-UFPI. Para o hemograma utilizou-se a técnica automatizada em
equipamento Vet ABC, e a contagem diferencial de leucdcitos realizada a partir da observacéao
de esfregaco sanguineo corado com método de May-Grunwald-Giemsa. As dosagens
bioquimicas para determinacdo das concentracfes séricas de TGP/ALT, uréia, creatinina,
proteina total, albumina e globulina foram realizadas utilizando kits comerciais (Labtest

Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil), conforme recomendagdes do fabricante.

3.3.6 Analises dos esfregacos
As laminas de esfregaco de sangue periférico, aspirados de linfonodo popliteo e de

medula Ossea esternal foram analisadas no Setor de Patologia Animal/UFPI, através de
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microscopia de luz, utilizando objetiva com aumento 100x para avaliagdo da presenca de

morulas em leucdcitos e plaguetas, e de outros parasitos detectados por pesquisa direta.

3.3.7 Extracédo de DNA
Para extracdo de DNA das amostras de sangue, utilizou-se o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante, etapa essa

realizada no Setor de Patologia Animal CCA/UFPI.

3.3.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Nested-PCR (nPCR)

3.3.8.1 Oligonucleotideos iniciadores

Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos iniciadores para a realizacdo do
“nested” PCR. As seqiiéncias estavam de acordo com Wen et al. (1997). Para deteccao de E.
canis, as sequéncias utilizadas na primeira fase da reacdo (PCR) foram “ECI1 sense” 5’
AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 3’ e 0 “EC1 antisense” 5’
CGTATTACCGCGGCTGCTGGC 3’ e para a segunda fase da reagcdo (nPCR), o “EC2 sense”
5> CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA 3> e o “EC2 antisense” 5’
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 3’. A reagdo de PCR para obtencdo do DNA de
Anaplasma platys foi processada também em duas fases, a primeira seguindo as mesmas
condicBes descritas para E. canis (Wen et al., 1997). Na segunda fase os oligonucleotideos
iniciadores utilizados foram: Al sense 5° TTTTTGTCGGAGCTTGCTATGATA 3’ ¢ o A2

antisense 5° TGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCA 3’ (INOKUMA et al., 2002).

3.3.8.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Nested-PCR (nPCR) para amplificacdo de

E. canis
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Foram utilizadas para uma reacdo com volume total de 25uL, uma mistura de 0,625U
de enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen®, EUA), 1,5mM MgCL, 1x Taq buffer, 0,2mM
de dNTP (Invitrogen®, EUA), 400 nM de primers e 15,05 de agua Milli Q autoclavada por
reacdo. A amplificacdo foi realizada em termociclador automatico (Bioer Gene pro®)
utilizando as seguintes etapas: 94°C por cinco minutos, posteriormente uma seqiéncia de 40
ciclos: 94°C por um minuto, de 60°C por um minuto e de 72°C por um minuto e, um ciclo final
de cinco minutos a 72°C. Os ciclos das reacBes foram semelhantes para as duas fases, com
diferen¢a apenas pelos pares de oligonucleotideos iniciadores que foram “ECI1 sense” e “EC1

antisense” para a primeira fase e “EC2 sense” e “EC2 antisense” para o “nested” PCR (Wen et

al., 1997).

3.3.8.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Nested-PCR (nPCR) para amplificacéo de
A. platys
Para amplificacdo do DNA de A. platys, foram utilizadas para um volume final de 25uL, uma
mistura de 400nM de primers, 0,6U de enzima Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen®,
EUA), 2mM MgCL,, 1x Taq buffer, 0,1mM de dNTP (Invitrogen®, EUA), e 15,05 de agua
Milli Q autoclavada por reacdo. A amplificagdo foi realizada em termociclador automaético
(Bioer Gene pro®), sob as mesmas condicOes realizadas para amplificacdo da E. canis nas duas
etapas. Os ciclos das reagdes foram semelhantes para as duas fases, sendo na primeira
utilizados os mesmos primers “ECI sense” e “ECI1 antisesnse” e na segunda, os primers
especificos Al sense e A2 antisense (Inokuma et al., 2002b).

Os produtos obtidos da amplificacdo tanto de E. canis como de A. platys foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (0,5pug/mL)
e examinados comparativamente com marcadores de DNA de 100 pares de bases (bp). Foram

considerados positivos para E. canis os de tamanho aproximado de 390 pares de bases (pb) e
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para A. platys os de 384 pb. As leituras foram vizualizadas em transluminador UV
(BioAgency) e fotografadas em fotodocumentador (Bio- Imaging Systems) no Laboratorio de

Biologia Molecular do Setor de Patologia Animal CCA/UFPI.

3.3.9 Analise estatistica

A avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada com base na associacdo entre o0s
achados clinicos, exames laboratoriais e PCR. Calculou-se como medida de associacdo o teste
do Qui-quadrado (x?) pelo software GraphPad Prism 5 (GraphPad software, Inc., San Diego,
CA, USA) com intervalo de confianca de 95%. O teste Kappa foi realizado para avaliar a
concordancia entre o diagnostico por meio da deteccdo de morulas em esfregacos sanguineos

e a PCR.

3.4 Resultados

Dos 270 cdes avaliados, 73,33% (198/270) apresentaram mono ou co-infeccdo,
principalmente pelos microrganismos Ehrlichia canis, Anaplasma platys ou Leishmania
(Leishmania) chagasi, sendo o diagnostico da infeccdo por E. canis e A. platys realizado por
meio de nPCR e infec¢do por Leishmania (L.) chagasi confirmada por meio do exame
parasitologico pela observacdo de formas amastigotas deste protozoario nas laminas
confeccionadas.

A E. canis teve o DNA amplificado em 29,63% (80/270) das amostras (Figura 1), e
destas, 30% (24/80) estavam mono-infectados por E. canis. No caso de Anaplasma platys
houve amplificacdo de DNA em amostras sanguineas de 41,48% (112/270) dos cées (Figura

2), sendo que ocorreu mono-infecgédo por A. platys em 42,86% (48/112) dos casos.
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390 pb >

Figura 1. Analise dos produtos de nPCR utilizando primers especificos para a regido 16S rRNA de E.
canis visualizados em gel de agarose a 1,5%. Tamanho do produto de amplificacdo 390 pb. Amostras
1E-2E; 4E-6E; 8E; 10E; 12E-13E animais positivos.

384 ob >

Figura 2. Andlise dos produtos de nPCR utilizando primers especificos para a regido 16S rRNA de A.
platys visualizados em gel de agarose a 1,5%. Tamanho do produto de amplificacdo 384 pb. Amostras
1A-2A; 4A-6A,; 8A; 10A; 12A-13A animais positivos.

Na anélise dos esfregacos de sangue periférico e de medula 6ssea, foram visualizadas
inclusdes intraleucocitarias sugestivas de morulas de E. canis em 4,44% (12/270) dos cdes,
sendo que 58,33% (7/12) destas morulas foram observadas em esfregacos de sangue
periférico (Figura 3) e 41,67% (5/12) em aspirado de medula 6ssea. No entanto, dos 80
animais positivos na nPCR para E. canis, apenas em 8,75% (7/80) foi observado morulas no
exame parasitologico. O teste Kappa demonstrou baixa concordancia entre a pesquisa de

morulas e o resultado da nPCR (k= 0,08).
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Figura 3. Morula de Ehrlichia sp (=) em mondcito observada em esfregaco de
sangue periférico de cdo naturalmente infectado. Aumento: 100x

Inclusbes sugestivas de moérulas de A. platys, foram visualizadas em esfregacos de
sangue periférico de 2,22% (6/270) dos animais avaliados (Figura 4), sendo todos também
positivos na nPCR. Assim, o teste Kappa, revelou baixa concordancia entre a pesquisa de

morulas e o resultado da nPCR (k= 0,06).
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Figura 4. Mérulas de A. platys (=) em plaquetas observadas em esfregaco de
sangue periférico de cdo naturalmente infectado. Aumento: 100x

Entre os animais mono-infectados por E. canis, 66,67% (16/24) eram machos e
33,33% (8/24) fémeas, ndo havendo associacdo significativa (P>0,05) entre 0 sexo e a
positividade para E. canis ha nPCR. No momento da avaliacdo clinica, 83,33% (20/24) dos
caes encontrava-se na faixa etaria entre 25 e 48 meses ou acima de 48 meses (Tabela 1),
ocorrendo nessas faixas, uma associacdo com a positividade por nPCR para E. canis (°= 4,47
e P = 0,03). Quanto a raca, destacaram-se cdes SRD, 54,17% (13/24), e da raca Pastor
Alemao, 20,83% (5/24) (Tabela 2).

Dos 48 cdes mono-infectados por A. platys, a distribuicdo por sexo, idade e raca foram
mais préximas, onde 52,08% (25/48) dos cdes eram machos e 47,92% (23/48) fémeas. A
maioria dos animais acometidos tinha de 12 a 24 meses e acima de 48 meses, com 29,17%
(14/48) dos cdes em cada uma dessas faixas etarias (Tabela 1). Além disso, predominaram

animais SRD, 45,83% (22/48), seguidos das ragas Poodle, 14,58% (7/48), Pit Bull, 10,42%



38

(5/48) e Pastor Alemédo, 8,33% (4/48) (Tabela 2). Entretanto, entre 0s animais mono-
infectados por A. platys, ndo houve associacdo significativa (P>0,05) entre nenhuma dessas
variaveis e a positividade pela nPCR.

Tabela 1. Faixa etaria de cdes naturalmente infectados por Ehrlichia canis e Anaplasma platys em Teresina,
Piaui no periodo de margo de 2008 a novembro de 2009

E. canis A. platys
n=24 N =48
N° % No %
Menores que 12 meses 1 4,17 12 25,00
Entre 12 e 24 meses 3 12,50 14 29,17
Entre 25 e 48 meses 10 41,67 8 16,66
Acima de 48 meses 10 41,67 14 29,17

Tabela 2. Ragas de cdes naturalmente infectados por Ehrlichia canis e Anaplasma platys em Teresina, Piaui
no periodo de marco de 2008 & novembro de 2009

E. canis A. platys
RACA n=24 n=48
N° % N° %
SRD 13 54,17 22 45,83
Pastor Alemé&o 5 20,83 4 8,33
Poodle 2 8,33 7 14,58
Pit bull 1 4,17 5 10,42
Rottweiler 1 4,17 3 6,25
Cocker Spaniel 1 4,17 1 2,08
Fila Brasileiro - - 2 4,17
Dalmata - - 1 2,08
Sharpei - - 1 2,08
Weimaraner - - 1 2,08
Lhasa-apso - - 1 2,08
Dachsund 1 4,17 1 2,08

Avaliando os sinais clinicos dos 24 animais mono-infectados com E. canis (Figura 5),
0s principais achados foram: linfadenopatia, 50% (12/24) (Figura 6); algum tipo de alteragéo
dermatologica, 45,83% (11/24); apatia, 37,5% (9/24) (Figura 7); presenca ou historico
anterior de infestacdo por carrapatos, 37,5% (9/24); mucosas hipocoradas, 33,33% (8/24);
anorexia/hiporexia, 25,00% (6/24); emagrecimento e onicogrifose, 20,83% (5/24);

hipertermia, 16,67% (4/24); vomito e secrecdo ocular, 12,50% (3/24). No entanto, sem haver
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associacdo significativa (P>0,05) entre essas manifestacdes clinicas e a positividade pela

nPCR.
Queda do trem posterior 4,17%
Aumento abdominal 4,17%
Desidrataciio 4,17%
Epistaxe _= 4,17%
Claudicacio | 4,17%
Secrecio genital 4,17%
Dispnéia 4,17%

Esplenomegalia  |jessd 4.17%

Secre¢ionasal ﬂ%
Edema demembros/escroto §.33%

Secrecio ocular | r— 12.50%

Voémito 12.50%

Hipertermia 16.67%

Onicogrifose 20.83%

Emagrecimento | d 20.83%
Anorexia/hiporexia | 25.00%
Mucosas hipocoradas : 33.33%
Infestagio por carrapatos | d 37.50%

Apatia |

Lestes depele 45.83%
50,00%

Linfadenopatia

Figura 5. Freqliéncia dos sinais clinicos em cées naturalmente infectados apenas por E. canis.

Figura 6. Linfonodo popliteo. Linfadenopatia em cdo da raga Pastor Alemao
naturalmente infectado por Ehrlichia canis.
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Figura 7. Apatia e epistaxe em cdo da raga Pastor Alemé&o naturalmente infectado por
Ehrlichia canis.

Nos 48 cdes mono-infectados por A. platys, os principais sinais clinicos observados
(Figura 8) foram: linfadenopatia, 72,92% (35/48); infestacdo por carrapatos, 54,17% (26/48)
(Figura 9); lesbes de pele 43,75% (21/48); anorexia/hiporexia, 29,17% (14/48); secrecdo
ocular, 22,92% (11/48); hipertermia e mucosas hipocoradas, 16,67% (8/48) (Figura 10);
apatia e emagrecimento, 14,58% (7/48). Sendo que, foi observado associacdo significativa

apenas entre linfadenopatia e a positivadade pelanPCR (y’= 7,13, P= 0,007).
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14.58%
14.58%
16.67%
16.67%

Secrecio ocular — 22.92%
Anorexia/hiporexia — 20.17%
Lesdes depele _ 43.75%
Infestagio por carrapatos — 54,17%
Linfadenopatia — 72.92%

Figura 8. Freqliéncia dos sinais clinicos em cdes naturalmente infectados apenas por A. platys.

Figura 9. Cdo da raca Fila naturalmente infectado por Anaplasma platys
apresentando infestacdo por Riphicephalus sanguineus.
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Figura 10. Céo da raca Fila naturalmente infectado por Anaplasma platys com
mucosa oral hipocorada.

Nos cdes mono-infectados por E. canis, os principais achados hematoldgicos foram:
trombocitopenia, 75% (18/24), e anemia, 62,50% (15/24), sendo esta distribuida
principalmente entre os tipos normocitica normocrémica e microcitica normocrémica, com
29,17% (7/24) de cada tipo. Ocorreu neutrofilia em 33,33% (8/24) dos cées e leucocitose em
20,83% (5/24) (Tabela 3). No entanto, houve associacdo significativa apenas entre
trombocitopenia e a positivdade pela nPCR (y’= 7,31; P= 0,0259) (Tabela 4). As principais
alteracbes bioguimicas nestes cdes mono-infectados por E. canis foram hiperproteinemia,
91,67% (22/24), hiperglobulinemia, 87,50% (21/24), aumento de uréia e hipoalbuminemia,
25,00% (6/24) em cada uma (Tabela 5).

Nos animais nPCR positivos mono-infectados por A. platys, as alteracGes
hematoldgicas foram mais variadas, ocorrendo trombocitopenia em 41,67% (20/48) dos céaes,

anemia em 37,50% (18/48), predominando o tipo microcitica normocrémica em 18,75%
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(9/48) e normocitica normocrémica em 16,67% (8/48). Observou-se leucocitose com
neutrofilia em 27,08% (13/48) dos animais (Tabela 3). Entretanto, ndo houve associacéo
significativa (P>0,05) entre nenhuma varidvel hematologica e a positividade pela nPCR
(Tabela 4). Quanto aos parametros bioguimicos analisados, as alteracbes mais comumente
encontradas nos positivos mono-infectados por A. platys foram hiperproteinemia 81,25%
(39/48), hiperglobulinemia, 70,83% (34/48), hiperalbuminemia, 43,75% (21/48), aumento nas
concentracdes séricas de uréia e creatinina, 31,25% (15/48) e hipoalbuminemia, 18,75%

(9/48) (Tabela 5).

Tabela 3. Alterages hematoldgicas em cdes naturalmente infectados por Ehrlichia canis e Anaplasma platys
em Teresina, Piaui no periodo de margo de 2008 a novembro de 2009

E. canis A. platys
ALTERACOES HAMATOLOGICAS n=24 n=48

N° % N° %
Anemia normocitica normocrémica 7 29,17 8 16,67
Anemia normocitica hipocrémica - - 1 2,08
Anemia macrocitica normocrdémica 1 4,17 - -
Anemia microcitica normocrémica 7 29,17 9 18,75
Leucopenia 2 8,33 2 4,17
Leucocitose 5 20,83 13 27,08
Neutropenia 1 4,17 2 4,17
Neutrofilia 8 33,33 13 27,08
Eosinopenia 1 4,17 4 8,33
Eosinofilia 2 8,33 6 12,5
Linfopenia 3 12,5 2 4,17
Linfocitose 3 12,5 4 8,33
Monocitose 1 4,17 2 4,17
Trombocitopenia 18 75 20 41,67
Trombocitose 2 8,33 2 4,17
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Tabela 4. Associacdo entre alteragdes hematoldgicas e a positividade pela PCR para Ehrlichia canis e
Anaplasma platys em cées de Teresina, Piaui no periodo de marco de 2008 a novembro de 2009

Parametros

PCR Positivos Ehrlichia canis

PCR Positivos Anaplasma platys

Hematologicos Total ) )
+(n=24) % X P +(n=48) % X P

Hemaécias
<5.500 139 15 10,79 0.5447,1 0,4605 |18 12,95
5.500-8.500 112 9 8,03 30 26,78  7.677,1 0,0056
HT
<37 164 16 97,76 0.02067,1 0,8857 |25 15,24
37-55 87 8 9,19 23 26,43  4.605,1 0,0319
Hemoglobina
<12 139 15 10,79 0.6200,2 0,7334 |20 14,38
12-18 111 9 8,12 28 25,22  4.923.2 0,0853
>18 1 1 100,00 0 0,00
Plaquetas
<200 111 18 16,22 12.52,2 0,0019* |20 18,02  1.312,2 0,5188
200-500 128 4 3,12 27 21,10
> 500 12 2 16,66 1 8,33
Leucdcitos
< 6.000 23 2 8,69 0.5465,2 0,7609 2 8,69 1.817,2 0,4032
6000-17000 161 17 10,55 33 20,49
> 17.000 67 5 7,46 13 19,40
Neutrofilos
< 3000 12 1 8,33 0.3377,2 0,8446 1 8,33  1.069,2 0,5861
3000-11000 168 15 8,93 34 20,23
> 11000 71 8 11,27 13 18,31
Linfocitos
< 1000 6 0 0,00 0.6505,2 0,7224 0 0,00 2.480,2 0,2894
1000-5000 214 21 9,81 44 20,56
> 5000 31 3 9,67 4 12,90
Mondcitos
<100 6 0 0,00 0.7198,2 10,6977 1 16,66  1.818,2 0,403
100-1300 237 23 9,70 44 18,56
> 1300 8 1 12,50 3 37,40
Eosindfilos
<100 29 3 10,34 0.9860,2 0,6108 4 13,79
100-1200 203 18 8,87 37 18,23  4.495,2 0,1057
> 1200 16 3 18,75 7 43,75
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Tabela 5. Alteracdes bioquimicas em cdes naturalmente infectados por Ehrlichia canis e Anaplasma platys

em Teresina, Piaui no periodo de marco de 2008 a novembro de 2009

E. canis A. platys
ALTERACOES BIOQUIMICAS n=24 n=48
N° % Ne %

Aumento de uréia 25 15 31,25
Diminuicéo de uréia 1 4,17 4 8,33
Aumento de creatinina 12,5 15 31,25
Aumento de ALT 1 4,17 1 2,08
Hiperproteinemia 22 91,67 39 81,25
Hipoproteinemia 1 4,17 1 2,09
Hiperalbuminemia 16,67 21 43,75
Hipoalbuminemia 6 25 9 18,75
Hiperglobulinemia 21 87,5 34 70,83
Hipoglobulinemia 1 4,17 1 2,08

Houve um percentual relevante de cdes co-infectados (Tabela 6), com dois ou trés

agentes distribuidos conforme o tipo de infeccdo em: 8,89% (24/270) dos animais co-

infectados com E. canis e A. platys; 6,30% (17/270) dos cées co-infectados com E. canis e

Leishmania (L.) chagasi; 5,18% (14/270) dos animais co-infectados com E. canis, A. platys e

Leishmania (L.) chagasi e 9,26% (25/270) co-infectados por A. platys e Leishmania (L.)

chagasi.

Tabela 6. Distribuicdo segundo o tipo de infeccdo de cdes de populacdo hospitalar em Teresina, Piaui no

periodo de marco de 2008 a novembro de 2009

TIPO DE INFECCAO N %
E. canis 24 8,89
A. platys 48 17,78
Leishmania (L) chagasi 45 16,67
E. canise A.platys 24 8,89
E. canis e Leishmania (L) chagasi 17 6,30
E. canis, A. platys e Leishmania (L) chagasi 14 5,18
A. platys e Leishmania (L) chagasi 25 10,41
E. canis, A.platys e Toxoplasma gondii 1 0,37
Outras patologias ndo estudadas 72 26,67
Total 270 100,00
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No presente trabalho observou-se formas amastigotas de Leishmania (L.) chagasi em
esfregacos de sangue periférico, medula 6ssea esternal (Figura 11) e/ou linfonodos de 37,40%
(101/270) dos animais avaliados. Em 44,55% (45/101), destes foi observada apenas mono-
infeccdo por Leishmania (L.) chagasi. Ocorreu ainda, um cdo co-infectado com E. canis, A.
platys e Toxoplasma gondii, protozoario este identificado pela visualizacdo de taquizoitos em

esfregaco de medula 6ssea (Figura 12).

Figura 11. Co-infec¢do por Leishmania sp e Ehrlichia canis em cdo naturalmente
infectado. Formas amastigotas de Leishmania sp (=) observadas em aspirado de
medula dssea esternal. Aumento: 100x
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Figura 12. Co-infeccdo por Toxoplasma gondii e Ehrlichia canis em céo
naturalmente infectado. Formas taquizoitas de Toxoplasma gondii (=) observadas
em aspirado de medula 6ssea esternal. Aumento: 100x

3.5 Discusséo

Erliquiose e anaplasmose caninas sdo enfermidades que vém sendo alvo de diversos
estudos em regibes de clima favoravel ao desenvolvimento de carrapatos, onde é comum a
ocorréncia de cées infestados por esses artrépodes e com sintomatologia sugestiva de infeccao
por esses microrganismos. Entretanto, em muitos locais a escassez de diagndéstico ainda se
torna um problema para confirmacao dessas infeccGes, este € o caso de Teresina, localizada
no norte do Piaui, nordeste do Brasil. Uma cidade com clima tropical, com temperaturas
variando de 19-36°C e a umidade relativa do ar de 40-80% (Medeiros, 2004), sendo, portanto,
uma regido propicia a reproducao de carrapatos.

Diversos autores vém destacando a suscetibilidade de humanos e caninos expostos a
carrapatos serem acometidos por patdgenos da ordem Rickettsiales (Nicholson et al., 2010;
Dagnone et al., 2001). Tami e Tami-Maury (2004) observaram na Venezuela, uma freqiiéncia

de 13,8% de Ehrlichia em pacientes humanos portadores do Virus da Imunodeficiéncia
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Humana (HIV), detectado por meio de visualizacdo de organismos semelhantes a moérulas em
plaquetas. Também na Venezuela ja foi isolado amostra de uma cepa de E. canis em humanos
(Unver et al., 2001). Desta forma, a confirmacdo do potencial zoonotico desses
microorganismos € preocupante numa regido onde € comum a ocorréncia do vetor R.
sanguineus.

Em nossa regido, é frequente a suspeita de cdes infectados por E. canis e A. platys, no
entanto, s6 ha confirmagdo nos poucos casos em que se observa inclusGes sugestivas de
morulas em esfregacos sanguineos, mesmo assim, ndo se pode afirmar a espécie. Esse fato
nos incentivou a realizar este estudo no intuito de confirmar a presenca e estudar a freqliéncia
desses agentes em nossa regido através da técnica de nPCR e descrever as manifestacfes
clinicas e laboratoriais dos cées infectados.

No presente trabalho, a técnica de nPCR constatou por amplificacdo de DNA de
caninos, a presenca de E. canis e A. platys em grande parte dos cdes avaliados. Estes
resultados revelam que possivelmente estamos diante de duas enfermidades endémicas no
Estado do Piaui. Estudos recentes realizados no Brasil utilizando a mesma técnica apontaram
percentuais de positividade variados na infeccdo por E. canis, tais como: 21,7% de
positividade encontrados por Dagnone et al. (2003) em Londrina no Parana. No estado de S&o
Paulo, estudos demonstraram percentuais de 30,9% (Bulla et al., 2004) a 40% em Botucatu
(Ueno et al., 2009); 38,9% em Ribeirdo Preto (Santos et al., 2009) e 53,3% em Jaboticabal
(Nakaghi et al., 2008), em Pernambuco, estudo conduzido por Ramos et al. (2009) revelou
um percentual de 57%, ja na Bahia, foi observado 7,8% (Carvalho et al., 2008). No tocante a
infeccdo por A. platys, Santos et al. (2009) encontraram em Ribeirdo Preto-SP, 14,93%; no
Rio de Janeiro-RJ, o percentual observado foi de 15,84% (Ferreira et al., 2007) e em Recife-

PE, houve 55% de positividade para esse agente (Ramos et al., 2009). Podemos observar que
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nas diferentes regides do pais ha uma variacdo na prevaléncia dessas afec¢es, mas em media,
0S nossos resultados sdo semelhantes.

Embora ndo existam dados sobre freqiiéncia desses agentes em nossa regido, 0S
resultados encontrados eram esperados uma vez que € comum a suspeita clinica dessas
infeccBes em nossos cées.

A introducdo de técnicas como a PCR tem aumentado a habilidade para diagnosticar
doencas infecciosas, principalmente no que se refere a identificacdo de espécie de um
determinado agente etiologico (Chang e Pan, 1996). Tanto na erliquiose como na
anaplasmose, as semelhancas dos sinais clinicos com outras enfermidades (Rikihisa, 2000), a
baixa bacteremia (Harrus et al., 1997a,b) e reacdes sorologicas cruzadas entre espécies
relacionadas (Rikihisa et al., 1994), tém dificultado o diagnéstico. Assim, ferramentas
moleculares como a nPCR, tém sido otimizadas para o diagnostico eficiente dessas bactérias
em cdes (Wen et al., 1997; Martin et al., 2005).

Os resultados da pesquisa direta de E. canis e A. platys nas laminas demonstraram
baixa sensibilidade. A literatura descreve percentuais mais elevados, variando entre 7,1%
(Ueno et. Al. 2009) a 9% para E. canis (Ramos et al.2009) e del14,85% (Ferreira et al., 2007)
a 21% (Ramos et al. 2009) para A. platys. Essa diferenca possivelmente deva-se ao fato de
que os referidos trabalhos utilizaram cdes com suspeita clinica da infeccdo por E. canis e A.
platys, enquanto na pesquisa aqui desenvolvida, os cdes foram testados independente da
suspeita clinica. Sabe-se que o diagnostico direto, embora facil e rapido, apresenta baixa
sensibilidade (Mylonakis et al., 2003), e as mérulas praticamente s6 sdo encontradas na fase
aguda da infeccgdo (Castro et al., 2004). De acordo com Elias (1991), a baixa sensibilidade e
especificidade desta técnica, provavelmente devem-se a flutuacdo parasitémica do
microrganismo e a possibilidade de encontrar outras inclus@es intracitoplasmaticas nao

relacionadas a E. canis.
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Tanto na infecgdo por E. canis, quanto por A. platys, observou-se baixa concordancia
ao compararmos 0s resultados entre a pesquisa direta e 0 NPCR em virtude do reduzido
numero de amostras em que foi observado morulas, esse fato sugere que muitos dos animais
positivos encontrava-se na fase subclinica ou cronica, onde € rara a deteccdo de morulas.
Além disso, Mylonakis et al. (2003) estudando a pesquisa de morula de E. canis em diferentes
materiais, como sangue periférico , capa leucocitaria , aspirados de medula éssea e linfonodo

observaram uma menor sensibilidade no sangue periférico quando comparado com os demais.

Houve cinco animais que foram positivos na pesquisa direta e negativos na nPCR para
E. canis, sugerindo que podem ser falsos positivos pelo exame direto. Isto pode ocorrer uma
vez que inclus@es intracitoplasmaticas podem ser encontradas em infeccbes por outros agentes
da familia Anaplasmataceae que infectam cdes, como Anaplasma phagocytophilum, E.
chaffeensis e E. ewingii (Rikihisa, 2000; Ferreira et al., 2007), ou mesmo podem estar
presentes corpusculos de inclusdo em células sanguineas decorrentes da ativacdo celular
ocasionada por processos inflamatorios que podem ser confundidos com morulas de E. canis
e A. platys (Mylonakis et al., 2003; Ferreira et al., 2007). Por outro lado, a PCR negativa
nesses cdes pode ser em decorréncia da fase clinica em que 0s mesmos possivelmente se
encontrariam, haja visto que o DNA foi extraido de sangue total, que néo é tdo adequado para
avaliar animais na fase subclinica, onde de acordo com Meneses et al. (2008), ocorre baixa
bacteremia. Segundo Harrus et al. (1998) amostras esplénicas aumentam a sensibilidade da
PCR comparadas a amostras de sangue e medula dssea por ser o0 bago o 6rgdo que alberga o
parasito antes da eliminacao do organismo.

N&o foi observada diferenca significativa quanto a sexo, seja avaliando o total de
animais positivos na nPCR para E. canis e A. platys, ou apenas 0s mono-infectados.
Entretanto, ao avaliarmos os dois grupos de animais com mono-infecgdo por esses agentes,

observamos resultados que diferem de Moreira et al. (2003) e Borin et al. (2009) que
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encontraram maior percentual de fémeas infectadas. Em nosso estudo, embora sem diferenca
significativa, observou-se maior percentual de machos infectados por E. canis e A. platys, o
que se justifica por serem machos a maioria dos cées deste estudo.

Quanto a faixa etaria, em ambas as infeccbes predominaram animais adultos, nos
mono-infectados por E. canis, houve associacdo significativa com a positividade pela nPCR e
as faixas etérias entre 25 e 48 meses ou acima de 48 meses, concordando com Baneth et al.,
(1996), que afirma que essa faixa etaria apresenta maior tempo de exposi¢do aos vetores.

Quanto as racas, entres os mono-infectados com E. canis e A. platys predominaram
cdes SRD, provavelmente também por serem SRD a maioria dos animais avaliados. Um dado
interessante foi que os cdes da raca Pastor Alemao tiveram um alto percentual de positividade
para E. canis quando comparado as outras racas, concordando com Elias (1991) e Harrus et
al. (1997b). Segundo Waner et al. (2001), esta raca é mais suscetivel a infeccéo.

Ao avaliarmos o perfil clinico dos animais infectados por E. canis e A. platys
observamos uma variacao na severidade e no tipo de sinal clinico. Isto ndo diferiu dos relatos
da literatura (Harrus et al., 1997 a,b). No entanto, autores citam as caracteristicas da erliquiose
em cada fase na infeccdo experimental de cdes e afirmam que ndo é facil distingui-las nos
cées naturalmente infectados (Harrus et al., 1997Db).

Nos cdes mono-infectados por E. canis, embora alguns sinais tenham sido frequentes,
néo foi observado associacdo entre nenhum deles e a positividade pela nPCR, o que concorda
com a literatura consultada que afirma que os sinais manifestados nesta infeccdo sdo
inespecificos (Moraes et al., 2004; Oria et al., 2004), Isso também pode esté relacionado ao
fato dos animais avaliados serem oriundos de populacao hospitalar, podendo serem portadores
de diversas patologias e manifestar os mais variados sinais. Diferindo da nossa pesquisa, um
estudo realizado por Ueno et al. (2009) em Botucatu-SP, apontou a diarréia como a unica

manifestacdo clinica associada significativamente a infecgéo por E. canis.
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A anaplasmose € considerada como uma doenca benigna sem graves sinais clinicos,
embora haja relatos de maior gravidade quando associada com a infeccdo por E. canis Os
sinais clinicos da doenca sdo febre, depressdo e anorexia (Rikihisa, 1991). Entretanto, existem
relatos de anaplasmose em cdes manifestando sintomatologia mais severa, como anorexia,
letargia, perda de peso, linfadenopatia, febre, palidez de mucosas e descarga nasal (Harrus et
al., 1997a). Nos animais aqui estudados a linfadenopatia demonstrou associacao significativa
com a positividade na nPCR para A. platys. O alto percentual de cées infectados com A. platys
manifestando linfadenopatia pode estd relacionado patologias concomitantes, sejam as
observadas neste estudo, ou outras, haja visto que os animais avaliados eram oriundos de
populacdo hospitalar.

Como mencionado anteriormente, os sinais clinicos dos animais eram inespecificos e,
em alguns casos, sem maior gravidade. No entanto, os cdes que estavam infectados apenas por
E. canis e naqueles do grupo de co-infeccdo entre E. canis e Leishmania, apresentaram sinais
clinicos mais severos, levando trés casos (21,43%) a 6bito.

Anemia e trombocitopenia foram as principais alteracbes hematoldgicas presentes
tanto nos animais infectados por E. canis e A. platys. Entretanto, nos cdes mono-infectados
por E. canis, apenas trombocitopenia foi associada com a positividade pela nPCR. Diversos
estudos confirmam que a trombocitopenia esta entre as principais alteracdes presentes na
infeccdo por E. canis (Dagnone et al., 2003; Bulla et al., 2004; Castro et al., 2004; Brandéo,
2005; Hasewaga, 2005; Macieira et al., 2005; Sousa, 2006; Albernaz et al., 2007; Nakaghi et
al., 2008; Meneses, 2008; Ueno et al., 2009).

Estudos afirmam que na infeccéo por E. canis ocorre aderéncia das células infectadas
aos capilares e sua migracdo pelo endotélio vascular (Hibler et al., 1986) e de acordo com
Hasewaga (2005), isso pode ter envolvimento na génese da trombocitopenia observada

simultaneamente ao aparecimento dos sintomas gerais.
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Para Bulla et al. (2004) a trombocitopenia na erliquiose canina pode esta relacionada
além da destruicdo imune, ao consumo aumentado de plaqueta ou a sua meia vida diminuida,
ao sequestro pelo sistema mononuclear fagocitario ou pode ser secundario as concentracdes
aumentadas do fator circulante inibidor da migracdo plaquetaria. Por outro lado, Sousa (2006)
descreve que a hipoplasia megacariocitica e decréscimo na meia vida plaquetaria resultante de
processos imunoldgicos e consuntivos também contribuem para a trombocitopenia na
infeccdo por E. canis e cita que 0 mecanismo de trombocitopenia associado a infeccédo por A.
platys, embora ainda ndo esteja bem compreendido, também deve ter envolvimento
imunoldgico. Ja Russel e Grindem (2000) afirmam que o decréscimo na producdo de
plaquetas ndo esta comprovado, ja que A. platys ndo foi encontrado em megacaridcitos, e
estas células estdo em numero elevado nos cées infectados. A vasculite pode ser outro fator
responsavel pela trombocitopenia observada na infeccdo por E. canis por provocar o aumento
do consumo de plaguetas no endotélio vascular. Essa vasculite, de acordo com Breitschwerdt
(2004), deve-se ao fato de, na fase aguda da infeccdo por E. canis as células mononucleares
infectadas atingirem outros 6érgdos , via corrente sanguinea, principalmente pulmdes, rins e
meninges, e aderirem-se ao endotélio vascular.

Na infeccdo por A. platys, ndo houve associagdo significativa entre nenhuma variavel
hematoldgica e a positividade pela nPCR, observou-se entre os mono-infectados, que a
maioria apresentou valores dentro da faixa de normalidade, sugerindo tratar-se realmente de
uma infeccdo mais branda.

Em cées infectados com A. platys a trombocitopenia pode esta ausente em decorréncia
da fase da infeccdo em que o animal se encontra. Breitschwerdt (2004) observou
trombocitopenia ciclica em intervalos de aproximadamente 10 a 14 dias na infecgdo por A.
platys. Também Troy e Forrester (2006) e Woody e Hoskins (1991) afirmam que esta

natureza ciclica das trombocitopenias e das parasitemias tende a diminuir com o tempo e com
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a cronificacdo da doenca, o que resulta em esporadicas aparicbes do parasito e
trombocitopenias moderadas.

Muito embora a trombocitopenia seja uma caracteristica importante na infeccéo por E.
canis e/ou A. platys, alguns estudos tem demonstrado que existem outras patologias que
podem levar a esse quadro como neoplasias, doencas imunomediadas, drogas,
pseutrombocitopenia (Kelly e Lucas, 2009). Mas, quando se trata de uma regido endémica,
Bulla et al. (2004) afirmam que erliquiose deve ser a principal suspeita como causa dessa
alteracdo.

O ndmero de leucocitos comumente varia durante a fase aguda da infeccdo, podendo
diminuir em decorréncia da inducdo ao seqlestro destes por mecanismos imunologicos
(Moreira et al., 2003). Nos cdes avaliados neste estudo, os resultados do leucograma variaram
desde valores normais a leucopenia e leucocitose. Fato esperado quando se trata de uma
populacdo de animais enfermos. Essa variacdo ocorreu também nos animais nPCR positivos
para E. canis e A. platys e nos grupos de co-infectados, entretanto, houve predominancia de
animais com leucograma dentro da normalidade, concordando com os valores encontrados
por Davoust et al. (1993), Kanayama et al. (2002), Hasewaga (2005), Mendonga et al. (2005)
e Borin et al. (2009) na infeccdo erliquial e diferindo dos observados por Stiles (2000),
Oliveira et al. (2000), Moreira et al. (2003) e Meneses (2008) que observaram principalmente
leucopenia.

Observou-se ainda um percentual relevante de animais positivos para E. canis e A.
platys mono ou co-infectados com esses agentes e Leishmania (L) chagasi apresentando
leucocitose com neutrofilia. Essas variagfes no leucograma podem esta relacionadas a fatores
como raga, idade, variacdes nas fases da doenca. Enquanto a leucocitose, como foi proposto
por Latimer et al. (2003) e Swanson et al. (2004) pode esté relacionada tanto a infeccbes

secundarias, quanto a co-infeccdes com outros agentes ndo estudados.
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Sabe-se que os sinais clinicos da erliquiose e anaplasmose sao inespecificos e, para
chegar a alguma conclusdo é necessario que o veterinario associe os achados clinico-
hematoldgicos, a epidemiologia e 0 método diagnostico. Mas, outras alteragdes, como as
bioquimicas, sdo pouco utilizadas como parametros no diagnostico dessas parasitoses, pois
s80 escassos 0s relatos que abordam esses fenémenos (Santarém et al., 2008).

Dentre as principais alteracdes bioquimicas descritas em cées infectados por E. canis
incluem inicialmente hiperproteinemia (Harrus et al. 1998) com hipergamaglobulinemia
(Harrus et al., 1996; Harrus et al., 1998; Harrus et al., 1999; Castro et al., 2004) e posterior
hipoalbuminemia (Harrus et al., 1996; Harrus et al., 1998; Harrus et al., 1999; Castro et al.,
2004; Watanabe et al., 2005), além de aumento nas concentragdes séricas de uréia, creatinina
e fosforo (Troy e Forrester, 2006). Em casos de infeccdo por A. platys é descrita ocorréncia de
hipergamaglobulinemia e reducdo dos niveis de ferro sérico (Baker et al., 1988).

Ao avaliarmos o perfil bioquimico observamos que em ambas as infeccbes a
hiperproteinemia, hiperglobulinemia e aumento de uréia foram frequentes. Nesse caso, 0s
animais infectados por E. canis poderiam estar ou na fase aguda ou subclinica, pois na fase
cronica, de acordo com Almosny (1998), o achado mais freqliente é a hipoalbuminemia que é
compensada pela hiperglobulinemia, levando a niveis normais de proteinas totais A mesma
literatura acrescenta que o aumento nos valores de uréia, sem aumento nos niveis séricos de
creatinina, apontam para uma possivel causa pré-renal, como desidratagdo em funcéo de febre
ou por um estresse sisttmico determinado pela doenca, podendo levar ao aumento do
catabolismo protéico e ndo por causa renal ou pds-renal. Na infeccdo por A. platys
hiperalbuminemia e aumento de creatinina também foram achados frequentes.

Existem diversos relatos de co-infeccdo entre patogenos que infectam caninos, a
maioria destaca 0s agentes transmitidos por carrapatos (Hua et al., 2000; Meinkoth et al.,

1998; Suksawat et al., 2001). No Brasil, ha relatos de co-infeccdo principalmente por
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hemoparasitos, sobretudo aqueles transmitidos pelo R. sanguineus, o qual € responsavel pela
transmissdo de microrganismos dos géneros Ehrlichia, Anaplasma e Babesia, entre outros
(Santos et al., 2009). Por outro lado, sdo poucos os relatos de co-infecdo entre hemoparasitos
e Leishmania (L.) chagasi. Nosso estudo apontou um percentual consideravel de co-infecédo
entre os patogenos E. canis, A. platys e Leishmania (L) chagasi, onde 29,62% dos cées
(80/270) apresentaram co-infeccdo por esses agentes. Esse achado confirma uma suspeita
frequente entre veterinarios de nossa regido, por tratar-se de uma area com clima propicio a
proliferacdo dos carrapatos e onde a Leishmaniose Visceral Canina é uma doenca endémica.

Em nosso estudo foi observado ainda em um cdo Huscky Siberiano positivo na nPCR
para E. canis e A. platys, co-infeccdo com Toxoplasma gondii confirmada pela visualizacao
de taquizoitos deste protozoario em esfregaco de medula Gssea. Esse microrganismo €
considerado um agente oportunista na infeccdo em cées (Da Silva et al., 2005). Segundo
Moretti et al. (2002) co-infec¢des envolvendo Toxoplasma gondii sdo mais relatadas em caes
imunossuprimidos pelo virus da cinomose. No entanto, existe relato de co-infec¢do no Brasil,
por esse protozodrio, o virus da cinomose e E. canis (Moretti et al., 2006). Sabe-se que a
infeccdo erliquial pode provocar imunossupressdo, e com isso levar o animal a infecgdes
secundarias ou mesmo a infec¢bes por multiplos patdégenos, o que gera um agravamento do
quadro clinico, muitas vezes levando o animal a dbito, como observado nesse caso.

O presente estudo demonstra que E. canis e A. platys sdo agentes infecciosos
frequentes em cdes na cidade de Teresina-Piaui, e que existem dificuldades no diagnostico
diferencial com outras parasitoses endémicas nessa regido, principalmente com a
Leishmaniose Visceral Canina. Destacamos aqui a relevancia da utilizacdo do hemograma
para confirmagdo de trombocitopenia, bem como estudos voltados a epidemiologia e
melhoria dos testes diagnosticos para uma prevencdo e controle mais eficazes destas

enfermidades.
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4 CONCLUSOES

> Erliquiose e anaplasmose caninas sdo enfermidades frequentes em Teresina-Pl

> 4 A mono-infeccdo mais frequente em cées de Teresina-Pl é a anaplasmose

> A nPCR demonstrou ser uma técnica mais eficiente no diagnostico de Ehrlichia canis

e Anaplasma platys quando comparada a pesquisa direta.

> 4 Trombocitopenia tem associa¢do com a infeccdo por Ehrlichia canis

> 4 Linfadenopatia tem associa¢do com a infec¢do por Anaplasma platys

> 4 A co-infeccdo entre Ehrlichia canis, Anaplasma platys e/ou Leishmania (L) chagasi

apresenta uma freqiiéncia relevante para a rotina clinica veterinaria em Teresina-Pl
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Valores de referéncia para hemograma

Valores | Hem/mm® Hb(g/%) VG(Ht) VGM(fl) CHGM% Plg/mm3 Leuc/mm3 neutr6f/mm3 linféc/mm3  eosin/mm3 mon6c/mm3
Normais 55-85 12-18 37-55 60-77 31-36 200-500 6000-17000 3000-11001  1000-5000 100-1200 100-1300
Segundo Garcia-Navarro, 1994.
Valores normais para bioquimico
Valores |UREIA(MG/dL) CREAT(mg/dL) ALT(UI/L) PT(g/dL)  ALB(g/dL) GLOB(d/dL)
Normais 20-60 <1,5 <50 5,8-7,1 2,6 -3,3 2,7-44

Segundo: Kaneko (1997), adaptado pelo Laboratério de Patologia Clinica- HVU/UFPI
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Identificacéo

Animal n° Proprietario:
Sexo: Macho () Fémea ( ); Cor: Raca
Peso: Kg; ldade:

Procedéncia:
Suspeita clinica
Resultado Parasitolégico: PCR:

Data : / /

Exame clinico

Sem alterac@es clinicas: Sim () N&o ()
Anorexia/Hiporexia: Sim ( ) Néo ( )
Linfadenopatia: Sim ( ) N&o ( )
Esplenomegalia: Sim () Néo ( )

Perda de peso: Sim () Nao ( )
Claudicacdo(poliartrite): Sim () Nao ( )
Edema: Sim ( ) Néo ( ) local:

Apatia: Sim ( ) Néo ( )

Febre: Sim( )Nao( ) T °C
Onicogrifose: Sim () Néo ()

Mucosas palidas: Sim ( ) Nédo ()
Poliuria Sim () Ndo ( )
Polidipsdia: Sim ( ) Néo ( )
Epistaxe: Sim ( ) Nao ()
Petéquia: Sim ( ) N&o ( ), local:
Conjuntivite: Sim () N&o ( )
Alteragdes nervosas:

Altraces oftdlmicas:

AlteracGes digestivas:

Alteragdes respiratorias:

Alteragdes urinarias:

AlteracBes reprodutivas:

Alteragdes dermatoldgicas:

-Alopecia: Sim () N&o ( ), local:

-Lesdes: Sim () N&o (), local:

-Ulceras: Sim () N&o ( ), local:

-Descamagcdo furfuracea na pele (seborréia): Sim ( ) Nao ( )
-Hipercetarose: Sim ( ) Nao ( )

-Infestagdo por carrapatos: () Sim () N&o; atual ( ) anterior ( )




83

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Erliquiose e Anaplasmose Caninas em Tereina, Piaui

Pesquisador responsavel: Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva (orientadora) e Lucilene

dos Santos Silva (mestranda)
Telefone para contato: (86) 32155760 / (86) 3212 1060 / (86) 88073567

Instituicdo/Departamento: Coordenacdo do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia

Animal/Universidade Federal do Piaui
Local da coleta de dados: ( ) Hospital Veterinario Universitario/UFPI

() Clinica Veterinaria

Prezado(a) Senhor(a):

* Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa de forma totalmente voluntaria.

* Antes de concordar em participar desta pesquisa, € muito importante que vocé compreenda

as informacdes e instrucdes que Ihe foram repassadas

* Os pesquisadores deverdo responder todas as suas duvidas antes que vocé€ se decidir a

participar.

* Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma

penalidade e sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

Objetivo do estudo: Confirmar a presenca e freqiiéncia de erliquiose e anaplasmose caninas

em Teresina, Piauf

Procedimentos: Sua participacdo nesta pesquisa consistira apenas em autorizar a coleta de
amostras de sangue para realizacdo de hemograma, exames bioquimicos e extracdo de DNA,
além de amostras de linfonodo popliteo e de medula dssea esternal de seu céo, e de responder

aos questionamentos sobre historico e sinais que o seu animal estd manifestando.

Beneficios: Esta pesquisa trard conhecimento sobre a situacdo dessas enfermidades em nosso

estado, haja visto que ainda ndo se tem informacdes oficiais que confirmem a presenca das
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mesmas aqui, de modo que a partir dessa confirmacdo possa ser instituida uma terapéutica

apropriada para essas infec¢fes. A pesquisa ndo trard beneficio direto para vocé.

Riscos: A participacdo nesta pesquisa ndo representard qualquer risco de ordem fisica ou
psicoldgica para vocé. Nem riscos para seu animal, exceto um desconforto durante a

realizacéo da coleta caso o animal fique agitado.

Custos/ Reembolso para os participantes: Os participantes da pesquisa ndo arcardo com
nenhum gasto decorrente da sua participacdo (questionario, exames laboratoriais e acesso ao
resultado de seu animal). Assim como ndo receberdo qualquer espécie de reembolso ou

gratificacdo devido a participacdo na pesquisa.

Sigilo: As informac@es fornecidas por vocé serdo confidenciais e de conhecimento apenas dos
pesquisadores responsaveis. Os dados dos cdes da pesquisa serdo divulgados apenas em

grupos, e no que se refere a sexo, raca e idade dos mesmos no final de pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG
/CPF , declaro que li as informacdes contidas nesse

documento, fui devidamente informado(a) pela mestranda Lucilene dos Santos Silva dos
procedimentos que serdo utilizados, riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos
participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando ainda em participar da pesquisa e,
portanto, autorizando a coleta das amostras de meu cao
NOME: IDADE: SEXO: e RACA

. Foi-me garantido que posso retirar 0 consentimento a

qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro ainda que recebi uma

copia desse Termo de Consentimento.

Teresina, de de

Assinatura do responsavel
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GRUPOS E. canis A.platys Leishmania Gl G2 G3 G4 G5 outras patologias TOTAL
SEXO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO
MACHOS 16 133 25 124 25 124 15 134 10 139 6 143 16 133 1 148 35 114 149
FEMEAS 8 113 23 98 20 101 9 112 7 114 8 113 9 112 0 121 37 84 121
TOTAL 24 48 45 24 17 14 25 1 100 72 270
Distribui¢do dos grupos por idade
GRUPOS E. canis A. platys Leishmania G1 G2 G3 G4 G5 outras patologias TOTAL
IDADE SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO
< que 12 meses 1 45 12 34 7 39 43 4 42 3 43 5 41 0 45 11 35 46
12 e 24 meses 3 64 14 53 7 60 6 61 7 60 7 60 5 62 0 67 18 49 67
25 e 48 meses 10 48 8 50 16 42 54 3 55 1 57 4 54 0 58 12 54 58
> 48 meses 10 83 14 79 12 81 11 82 3 90 3 90 11 82 1 92 28 65 93
Néo identificados 0 6 0 6 3 3 0 6 0 6 0 6 0 6 0 6 3 3 6
TOTAL 24 48 45 24 17 14 25 1 72 270

G1: E. Canis e A. platys

G2: E. Canis e Leishmania

G3: E. Canis, A. platys e Leishmania

G4: A. Platys e Leishmania

G5: E. Canis, A. platys e Toxoplasma



Distribuicdo dos grupos por sinais

SINAIS CLINICOS _ _ _ GRUPOS

E. canis A.platys Leishmania Gl G2 G3 G4 G5  Outras patolologias Total
Linfadenopatia 12 35 21 16 11 9 17 0 29 150
Infestagdo por carrapatos 9 26 22 13 12 9 16 1 18 126
AlteracOes dermatoldgicas 11 21 22 8 11 9 11 0 26 119
anorexia/hiporexia 6 14 11 5 6 3 6 1 24 76
mucosas hipocoradas 8 8 6 5 6 2 5 0 12 67
apatia 9 7 7 4 6 4 10 1 19 67
hipertermia 4 8 7 3 5 0 4 0 16 47
emagrecimento 5 7 6 3 3 1 9 0 14 48
edema 2 3 1 2 0 0 1 0 3 12
secr ecao ocular 3 11 6 3 1 0 7 0 9 40
vomito 3 3 2 2 1 1 4 1 5 29
diarréia 0 1 3 2 3 0 2 0 4 15
esplenomegalia 1 1 0 2 1 0 0 0 0 5
claudicagéo 1 2 1 2 0 0 2 0 2 10
dispneia 1 0 1 1 0 0 0 0 2 5
hemorragias 1 2 6 1 0 1 1 0 3 15
quedado TP 1 2 0 1 0 0 0 0 0 4
onicogrifose 5 0 4 0 1 1 2 0 4 17
tosse 0 1 1 0 0 0 1 0 4 7
espirro 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
secrecdo nasal 1 1 0 0 0 0 1 0 1 4
uveite 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2
aumento abdominal 1 1 1 0 1 0 1 0 1 6
icitericia 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
melena 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
secrecdo genital 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
desidratacéo 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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Parametros hematol6gicos dos animais mono-infectados com A. platys

Animais Hem/mm® Hb(g/%) VG(Ht)% VGM(Wm3) CHGM% Plag/mm3 Leuc/mm3 Neutréf  bast/mma3 linféc eosin monaoc
1 6,32 12,4 37,4 59 33,3 538 25500 22.185 0 3060 0 255
2 6,54 13,7 445 68 30,8 199 20000 13200 0 3600 2800 0
3 4,44 9,6 24,9 56 38,7 301 15200 10944 0 3344 608 304
4 4,46 9,1 24,7 55 37 263 15.400 11242 0 3080 616 462
5 4 10 26,3 66 37,9 47 18800 10904 0 4136 2632 1128
6 5,66 11 30,1 53 36,7 91 15600 10296 0 3744 936 624
7 5,83 13,4 35,5 61 37,7 110 15300 9486 0 4590 612 612
8 6,14 13,9 37,3 61 37,3 362 13300 9044 0 3192 665 459
9 6,08 13,1 34,5 57 38 316 16800 11592 0 3360 1512 336
10 6,14 13,7 36,6 60 37,4 501 12400 8928 0 2976 248 248
11 6,23 14,2 37,6 60 37,7 184 24300 17010 0 4860 1944 486
12 3,44 7.8 20 58 38,9 50 3200 1664 0 1344 0 192
13 5,72 12,3 33,2 58 37,1 182 13500 8910 0 3510 540 540
14 4,83 10,6 29,1 60 36,3 229 13100 8908 0 3144 786 262
15 4,2 8,8 24 57 36,4 47 8000 5600 0 1760 320 320
16 7,5 18,5 49,8 66 37,1 178 11400 6156 0 4104 798 342
17 7,15 15 41,1 57 36,5 170 16000 10720 0 4000 640 640
18 4,64 10,6 29,5 64 36 100 8000 5680 0 1920 160 240
19 1,87 3,6 12,1 64 30,1 64 5700 3648 0 1710 0 342
20 1,38 2,7 8,4 60 31,7 128 27400 21646 0 3288 822 548
21 6,43 15,5 423 66 36,7 261 9900 5742 0 3366 198 594
22 6,65 13,7 36,9 56 37 212 30300 21210 0 6666 909 909
23 5,97 15,6 40,5 68 38,5 289 12800 7808 0 2048 768 384
24 7,05 16,7 449 64 37,2 81 9900 4257 0 3366 1386 297
25 4,77 11,5 30,6 64 37,4 33 7400 4588 0 1628 444 296
26 3,84 8,2 22,1 57 37,2 89 9800 4214 0 2156 1078 294
27 6,04 14,4 38,9 64 36,9 345 12100 6171 0 3388 1694 484
28 7,82 18,7 49,5 63 37,8 283 11600 8816 0 1276 348 464
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48

4,78
6,53
8,05
53
5,82
6,4
4,36
5,41
6,08
5,04
7,04
6,21
5,54
7,94
7,72
4,86
6,01
4,3
5,55
6,88

10,8
14,1
13,9
10,4
13,9
14,1
6,8
11,9
13,8
11
15
13,9
13,3
17,6
17,7
10
14,2
9,6
10,9
13,9

29,5
38,3
39,4
29,4
37,8
38,1
18,5
32,1
37,7
30,3
40,9
37,9
35,8
47,3
47,6
27,7
38,2
24,8
34,8
44,4

62
59
49
56
65
60
42
59
62
60
58
61
65
60
62
57
64
66
63
65

36,6
36,7
35,3
35,5
36,9
36,9
36,6
37
36,6
36,5
36,6
36,6
37,3
37,2
22,9
36,3
37
38,6
31,3
31,4

114
230
337
129
265
211
293
193
426
127
254
129
451
227
236
308
448
286
264
241

13000
17200
14100
18600
10900
33400
5000

11300
23900
20800
17400
7300

11400
15400
7800

13900
12000
15000
18700
11700

8060
11180
9588
12090
7848
22044
3350

6893
14340
14144
13050
4672

7980

10780
4914

8896

8280

10500
11968
7956

O O O OO OO0 O0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0ODO0OO0OO0OOoOOoOOo

3900
4816
3243
5394
2180
8016
1400
3729
3585
5408
3480
2190
2736
3696
2418
4448
2880
3000
3553
2808

780
860
846
744
545
2004
0
226
3107
416
696
292
228
616
156
278
600
450
2431
702

260
344
423
372
327
1336
250
452
717
832
174
146
456
308
312
278
240
300
8228
234
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Parametros hematolégicos dos animais mono-infectados com E. canis

Animais Hem/mm® Hb(g/%) VG(Ht)% VGM(Wm3) CHGM% Plag/mm3 Leuc/mm3  neutréf  bastmm3 linfc eosin mondc
1 6,54 13,3 39,5 60 33,6 48 8400 5880 0 1176 672 672
2 3,67 9,5 24,3 66 39,3 35 8100 5589 0 2106 243 162
3 5,98 11,6 37,3 62 31,1 95 13100 6419 0 6157 262 262
4 2,27 4,3 13,2 58 32,8 34 3600 2520 0 1008 0 126
5 8,21 17,4 53,1 65 32,8 52 18700 15895 0 2057 374 374
6 8,42 16,7 454 54 36,8 563 20500 14350 0 4510 1230 410
7 3,49 7,2 194 55 37,2 328 6000 4440 0 1200 0 240
8 3,14 7,2 19,4 62 37,3 845 9400 6768 0 1880 564 188
9 3,57 1,7 21,3 60 35,9 257 15600 13884 0 1092 0 624
10 5,95 13,1 36,2 61 36,2 146 11800 8732 0 2124 708 236
11 4,4 10,2 21,7 63 36,9 100 14300 10296 0 3146 286 572
12 4,54 11,8 26,7 59 44,3 158 11000 6380 0 3520 660 440
13 4,71 10,8 28,9 62 37,2 73 18400 12880 0 4416 368 736
14 4,85 10,6 27,9 58 37,8 271 25400 18796 0 5334 762 508
15 2,71 7,8 21,3 79 36,8 137 34100 21142 0 8866 682 2046
16 7,47 17,5 48,2 64 36,4 188 7600 5624 0 1520 304 152
17 4,83 9,9 26,3 54 37,6 59 10300 8137 0 1545 206 412
18 4,09 9,9 26,6 65 37,1 122 43100 33618 0 7758 862 862
19 7,05 16,8 44,4 63 37,9 89 12200 8662 0 1708 1342 488
20 38 7,9 214 56 37,6 145 13800 8280 0 1656 3174 690
21 3,93 6,7 20,9 53 32,2 77 7700 6160 0 1155 154 231
22 7,01 15,4 40,9 58 37,6 118 7900 4554 0 2212 316 158
23 59 14,8 384 65 38,4 262 16900 12337 0 3549 676 338
24 5,08 12 31,3 62 38,4 72 5500 4125 0 1045 220 110
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Parametros bioquimicos de cdes mono-infectados com E. canis

ANIMAIS UREIA CREATININA  ALT PT ALBUMINA GLOBULINA
1 58,8 0,8 9,6 10,71 3,37 7,34
2 21,6 0,7 65,5 10,26 2,03 8,23
3 115,8 1,4 8,7 7,74 2,74 5
4 54,5 1,6 46,8 8,42 3,64 4,78
5 21,3 2,4 29,9 8,66 3,01 5,65
6 30,1 1 6,7 7,91 2,59 5,32
7 48,8 1,3 1,4 8,62 1,15 7,47
8 29,6 0,1 4,9 7,82 1,28 6,54
9 249,9 38 1,4 5,62 1,4 4,22
10 13,6 1,1 6,7 7,99 2,84 5,15
11 80,6 0,3 31,8 11,74 1,31 10,43
12 28 1,5 2,4 7,46 2,61 4,85
13 30,1 0,5 8,7 9,83 2,99 6,84
14 122,5 0,5 2,4 9,96 2,86 7.1
15 139,4 3 34,7 10,64 2,23 8,41
16 38,3 1,4 16,9 8,02 3,53 4,49
17 40,9 0,8 12 7,97 2,64 5,33
18 34,3 1,3 72,3 8,15 1,71 6,44
19 40,5 1,4 9,6 7,87 2,84 5,03
20 31,1 0,6 12 10,19 2,53 7,66
21 23,8 1,4 8,7 6,16 5,04 1,12
22 69 0,8 6,7 9,86 2,34 7,52
23 23,8 1 12 9,73 2,79 6,94
24 32,4 0,5 18,3 9,75 3,65 6,1

ALT= ALANINO AMINOTRANSFERASE; PT= PROTEINAS TOTAIS
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Animais  UREIA CREATININA  ALT PT ALBUMINA GLOBULINA
1 64,8 1,2 13,5 9,37 3,68 5,69
2 25,3 15 34 9,26 2,9 6,36
3 25,9 08 9,6 9,13 23 6,83
4 82,5 0,9 1,4 9,61 1,46 8,15
5 34,9 07 4,8 7,43 3,55 3,88
6 23,5 08 6,7 11,83 2,9 8,93
7 55,4 2.1 2,4 8,59 4,53 4,06
8 249,9 2.2 12 4,92 1,75 3,17
9 15,4 0,6 15,4 8,72 2,22 6,5
10 21,5 15 4,8 ; ) )
11 54,4 07 23,6 8,25 2,72 5,53
12 92,5 16 72,3 7.1 231 4,79
13 64 17 8,7 9,42 5,17 4,25
14 57,5 0,9 1,4 9,5 3,92 5,58
15 102,5 13 3,9 10,76 1,65 9,11
16 34 - 4,8 - - -
17 21 1,4 13,5 9,97 7.74 2,23
18 17,4 15 1,4 9,88 1,84 8,04
19 18,1 1 18,3 6,94 2,81 4,13
20 85,2 27 8,7 6,6 1,43 5,17
21 60,4 13 6,7 75 4,58 2,92
22 28,8 0,9 1,9 8,16 1,94 6,22
23 83,4 3,3 16,9 9,96 3,92 6,04
24 44 12 4,8 9,58 3,45 6,13
25 73,1 23 27,5 12,38 3,76 8,62
26 69,4 05 12 11,26 2,93 8,33
27 36,3 11 6,7 7,02 4,24 278
28 76,1 25 16,9 10,46 5,01 4,55
29 45,1 2.2 87 10,3 3,9 6,4
30 35,4 12 1,4 10,87 3,22 7,65
31 78,1 2.4 16,9 8,31 4,35 3,96
32 38,3 1,4 6,7 11,28 2,64 8,64
33 51,3 2,3 2.4 11,62 3,22 7,65
34 95 23 13,5 8,55 4,48 4,07
35 21,1 12 21,6 7,79 274 5,05
36 34,8 08 4,8 8,06 2,46 5,6
37 67,5 13 27,5 9,4 4,26 5,14
38 26,6 0,9 34 5,94 2,36 3,58
39 8,1 0,4 12 9,19 2.44 6,75
40 16,8 15 2.4 8,3 2,95 5,35
4 78,5 0,4 31,8 8,57 3,49 5,08
42 33,6 1,1 15,4 9,76 38 5,96
43 35,4 1,9 25 9,64 243 7,21
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30
59,6
58,4
51,4
76,4

0,5

3.8
2,3
0,9

1,4
8,7
18,3
6,9
3,4

12,3
6,71
14,2
9,65
10,14

1,8
3,56
4,17
2,75
3,71

10,33
3,15
10,03
6,9
6,43
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