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RESUMO

Com o objetivo de determinar a soroprevaléncia da infeccido por Ehrlichia canis, bem
como identificar fatores de risco associados a infec¢do, foi realizado um inquérito sorolégico
em 109 cdes atendidos no Hospital Veterinario/Centro de Satde e Tecnologia Rural
(CSTR)/Universidade Federal de Campina Grande(UFCG), Campus de Patos, Estado da
Paraiba, Nordeste Brasileiro. Para o diagndstico sorolégico da erliquiose, foi utilizada a reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando-se a amostra Jaboticabal de E. canis como
antigeno. Soros que apresentaram titulos de anticorpos 2 40 foram considerados positivos. Das
109 amostras, 79 foram positivoas, resultando numa prevaléncia de 72,48% (IC 95% =
63,10% — 80,60%). Animais que tiveram contato com caes (odds ratio = 3,59; IC 95% = 1,41
—9,12), contato com acudes (odds ratio = 8,39; IC 95% = 1,01 — 69,87) e com algum acesso a

rua (odds ratio = 6,24; 1C 95% = 1,28 — 30,39) estiveram mais expostos ao risco de infec¢ao.

Palavras-chave: Erliquise, caes, Ehrlichia canis, soroprevaléncia, fatores de risco.
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ABSTRACT

Aiming to determine the seroprevalence of Ehrlichia canis infection, as well as to
identify risk factors associated to infection, a serological survey was conducted in 109 dogs
assisted at the Hospital Veterindrio/Centro de Satide e Tecnologia Rural (CSTR)/Universidade
Federal de Campina Grande(UFCG), Campus de Patos, Paraiba state, Northeastern Brazil. For
the serological diagnosis of ehrlichiosis, the indirect fluorescent antibody test (IFAT) using the
Jaboticabal strain of E. canis as antigen, was carried out. Sera presenting antibody titers = 40
were considered positive. Of the 109 samples, 79 were positive, resulting in a seroprevalence
of 72.48% (95% CI = 63.10% — 80.60%). Animals that had contact with dogs (odds ratio =
3.59; 95% CI = 1.41 — 9.12), contact with dams (odds ratio = 8.39; 95% CI = 1.01 - 69.87)
and with some access to the street (odds ratio = 6.24; 95% CI = 1.28 — 30.39) were more

exposed to risk of the infection.

Kay words: Ehrlichiosis, dogs, Ehrlichia canis, seroprevalence, risk factors.
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1 INTRODUCAO

z

A erliquiose € uma doenca infecciosa severa causada por bactérias do género
Ehrlichia, que possui ampla distribuicio mundial com prevaléncia elevada e de alta morbidade
e mortalidade em regides de clima quente (MCBRIDE et al.,, 2001; COHN et al., 2003;
IRWIN, 2006).

Desde 1932 foram identificadas, em diversas partes do mundo, vérias espécies de
organismos intracelulares obrigatdrios, pertencentes ao género Ehrlichia. Inclusdes celulares
eram, até entdo, as principais evidéncias da existéncia desses microorganismos, que mesmo
atualmente nio tém sua epidemiologia completamente elucidada (EGENVALL et al., 2000).

Rotineiramente, o diagnostico definitivo de erliquioses € baseado em achados
hematologicos, bioquimicos e sorolégicos (MCBRIDE et al., 2001). A infec¢do se caracteriza
por diferentes alteragdes clinicas, distribuindo-se nas fases aguda, subclinica e cronica. Os
sinais clinicos geralmente sdo oriundos de hiperplasia linforreticular disseminada e das
alteracdes hematoldgicas, muitas vezes com hipoplasia medular na fase cronica (MOREIRA et
al., 2003; MORAES et al., 2004).

Segundo Couto (1998) a transmissdo entre animais se faz pela inoculagdo de sangue
proveniente de um c@o contaminado para um cdo sadio, pelo intermédio do carrapato. No
entanto, a infeccdo também poderad ocorrer no momento de transfusdes sanguineas, através de
agulhas ou outros utensilios contaminados. A anemia no cdo pode ocorrer como resultado de
grandes infestacdes, uma vez que o carrapato se alimenta do sangue do animal. Porém néo ¢é
necessdrio uma grande quantidade de carrapatos para que esta doenca seja transmitida.

E uma doenca observada numa ampla variedade de ragas, porém, animais da raca
Pastor Alemdo desenvolvem uma apresentacdo mais severa, devido a sua maior
susceptibilidade a infec¢do em relagcdo a outras ragas, no entanto, o motivo pelo qual ocorre
essa maior susceptibilidade ainda ndo estd claro (HARRUS et al., 1997; ALMOSNY et. al.,
2002). Por outro lado, animais mesti¢os parecem ter uma resisténcia mais elevada as infec¢des
por erliquias (HARRUS et al., 1997).

A primeira cidade brasileira a relatar ocorréncia de casos de erliquiose canina foi Belo

Horizonte, MG, em 1973. Posteriormente casos foram descritos no Rio de Janeiro, RJ e Santa



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Maria, RS (1985) e Curitiba, PR (1988) (ALMOSNY et. al., 2002; MOREIRA et al., 2003).
Atualmente ha relatos de casos em todo territdrio brasileiro, entretanto existem diferencas no
desenvolvimento de sinais clinicos entre as regides (ALMOSNY et. al., 2002; AGUIRRE et
al., 2006).

Morais et al. (2004) mencionam que aproximadamente 20% dos cdes atendidos em
hospitais e clinicas veterindrias no Brasil apresentaram anticorpos contra Ehrlichia canis.

O aumento na populacdo canina associado a relac@o afetiva/emocional do homem com
0 cdo determina a importancia desse estudo, jd que o cdo pode ser responsdvel pela
transmissao de varias doengas, dentre elas a Erliquiose, refletindo assim implica¢des em satide
publica.

Com o presente trabalho, buscou-se esclarecer alguns aspectos desta importante
doenca, ja que o conhecimento da severidade da infec¢do, dos fatores de risco envolvidos e
das estirpes circulantes ¢ de extrema importancia para o estabelecimento da epidemiologia

regional desta doenca e o aprimoramento de medidas preventivas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

A erliquiose canina foi descrita pela primeira vez na Argélia em 1935, por Donatien e
Lestoquard, que observaram organismos nas células mononucleares circulantes de caes
infestados por carrapatos, o vetor dessa doenca. Estes organismos foram chamados
inicialmente de Rickettsia canis. Posteriormente, em 1945, foi renomeado como Ehrlichia
canis, em homenagem a Paul Ehrlich, por Moshkovski (HARRUS et al., 1997; ALMOSNY et.
al., 2002; COHN et al., 2003). Casos de erliquiose canina foram descritos posteriormente em
paises como Uganda e Nigéria (ALMOSNY et. al., 2002).

O primeiro caso de erliquiose relatado e descrito nas Américas ocorreu em 1957, na
regido das Antilhas Holandesas. Tratava-se de uma infeccdo associada a Babesia canis
(ALMOSNY et. al., 2002).

Em 1963, houve o primeiro relato de caso da doenca nos EUA, no Estado de
Oklahoma, identificada através de inclusdes celulares no esfregaco sangiiineo de um cédo
portador de babesiose (RIKIHISA, 1991; ALMOSNY et. al., 2002).

Entre os anos de 1968 e 1969, durante a guerra do Vietna, diversos cdes militares dos
EUA e Inglaterra foram acometidos por uma doenga caracterizada como sindrome
hemorragica de inicio subito e etiologia desconhecida. Denomina¢des diversas como sindrome
hemorragica idiopdtica, doenca do cdo rastejador e pancitopenia tropical canina foram
propostas (ALMOSNY et. al., 2002).

Em 1969 foi descrita uma doenca hemorrdgica em cdes nativos de Singapura e caes
militares na Tunisia (RIKIHISA, 1991; ALMOSNY et. al., 2002).

Apenas no final da década de 1960 estabeleceu-se que o agente etioldgico responséavel
era E. canis, classificada como Rickettsia. Anteriormente considerava-se que este organismo
estava envolvido apenas no desencadeamento de doencas brandas, exceto em filhotes, de
forma que novas investigagdes surgiram para definir o papel do agente (ALMOSNY et. al.,
2002).

Posteriormente infeccdes de cdes e eqiiinos foram atribuidas a E. canis e outras

espécies de Ehrlichia (COHN et al., 2003). Entretanto, somente na década de 1980, com o
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reconhecimento da erliquiose como possivel doenca zoondtica fatal, foram intensificadas as
pesquisas para caracteriza¢do do organismo e defini¢do da patofisiologia do agente (COHN et
al., 2003; PADDOCK e CHILDS, 2003).

Em Israel, E. canis teve sua ocorréncia relacionada a presenca do carrapato
Rhipicephalus sanguineus, vetor do agente causador da doenca (ALMOSNY et al., 2002;
LOFTIS et al., 2006).

A primeira cidade brasileira a relatar ocorréncia de casos de erliquiose canina foi Belo
Horizonte, MG, em 1973. Posteriormente casos foram descritos no Rio de Janeiro, RJ, Santa
Maria, RS (1985) e Curitiba, PR (1988) (ALMOSNY et. al., 2002; MOREIRA et al., 2003).

Atualmente ha relatos de casos em todo territério brasileiro, entretanto existem

diferencas no desenvolvimento de sinais clinicos entre as regides (ALMOSNY et. al., 2002;

AGUIRRE et al., 2006).

2.2 Etiologia

Essa doenca € causada por um grupo de microrganismos, gram negativos,
intracelulares obrigatorios e pleomorficos, os quais parasitam células brancas circulantes de
vérias espécies de animais domésticos e silvestres, inclusive o homem (RIKIHISA, 1991;
COHN, 2003).

As espécies do género Ehrlichia foram primeiramente agrupadas de acordo com suas
caracteristicas de tropismo celular. De acordo com esse sistema, eram divididas em formas
monociticas (E. canis e E. ristici), formas trombociticas (E. platys) e formas granulociticas (E.
ewingii e E. equi) (DUMLER et al., 2001; COHN et al., 2003; PADDOCK e CHILDS, 2003).
As limitagdes desse sistema logo se tornaram evidentes, pois as infec¢des ocorriam em mais
de um tipo celular, comprovando que o tropismo celular ndo é absoluto (COHN et al., 2003;
PADDOCK e CHILDS, 2003).

A reclassificacdo dos organismos se deu com o advento das técnicas de biologia
molecular, agrupando novamente as espécies através da comparacdo de homologia das

seqiiéncias ribossomais (DUMLER et al., 2001; INOKUMA et al., 2005).
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Suas similaridades permitiram o agrupamento dos patdgenos e sua reclassificagdo,
cujas maiores implicacOes resultaram na realocacao de algumas espécies do género Ehrlichia,
familia Rickettsiaceae, para a familia Anaplasmataceae. Portanto, os géneros que atualmente
constituem a familia Anaplasmataceae sao Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia e Wolbachia
(PADDOCK e CHILDS, 2003; INOKUMA et al., 2005; AGUIRRE et al., 2006).

O género Ehrlichia atualmente compreende cinco espécies validas: Ehrlichia canis, E.
chafeensis, E. ewingii, E. muris e E. Ruminatium (DUMLER et al., 2001). Uma possivel sexta
espécie foi identificada recentemente por Shibata et al. (2000) no Japao, onde foi isolada de
carrapatos Ixodes ovatus, sendo designada como Ehrlichia OIE.

Membros do mesmo género possuem marcada reacdo cruzada em testes sorolégicos,
enquanto essas reacoes entre cada género sao minimas (DUMLER et al., 2001; COHN et al.,
2003).

No Brasil a tnica espécie descrita até o momento € E. canis, responsavel pela
erliquiose monocitica canina, doenca considerada endémica principalmente nas areas urbanas,
onde abundam populacgdes do carrapato vetor R. sanguineus (LABRUNA & PEREIRA, 2001).
Esta espécie conhecida como carrapato marrom do cao ou carraca € de grande importancia por
ser cosmopolita, tendo como hospedeiros principais os caes (GROVES et al., 1975). Segundo
Labruna & Pereira (2001) esse artropode habita ambientes urbanos e tem hdbitos nidicolas,
vivendo em tocas, ninhos, € até mesmo em esconderijos nos canis. Preferem se fixar nas

regides do pescoco, orelhas, espacos interdigitais e dorso.

2.3 Hospedeiros

A E. canis foi a primeira Ehrlichia a ser descrita como patégeno de importancia
veterindria, sendo os cdes os principais hospedeiros. Canideos selvagens podem atuar como
reservatdrios do agente etioldgico em questdo, tendo sido demonstrada infec¢do natural em um
chacal (Lycaon pictus), e experimental em um coiote, com E. canis € B. canis (ALMOSNY et.
al., 2002). Segundo Dawson et al. (1991), a mérula da Rickettsia responsavel pela erliquiose

humana nos EUA, assemelha-se bastante aquelas vistas em células infectadas por E. canis.
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E. chaffensis foi o primeiro patégeno do género Ehrlichia a ser relatado como causador
de doengcas em humanos na América do Norte. O patdégeno cursa com sintomatologia
inespecifica, podendo provocar a morte se ndo for corretamente tratado (COHN et al., 2003;
PADDOCK e CHILDS, 2003). Trata-se de um agente endémico a espécie Odocoileus
virginianus (White-tailed deer), veado tipico dos EUA, causando a erliquiose monocitica em
humanos, enquanto agentes ainda ndo completamente caracterizados causam a erliquiose
granulocitica humana (PANCIERA et al., 2001; PADDOCK e CHILDS, 2003).

Considerado um patégeno emergente, E. chaffensis provoca infeccdes especialmente
importantes em pacientes imunodeprimidos. Diversos trabalhos ressaltam sua importancia em
relacdo a pacientes HIV positivos que desenvolvem quadros freqiientemente fatais
(PADDOCK e CHILDS, 2003). Animais jovens sdo naturalmente mais susceptiveis as
infeccOes por esses agentes, pois seu sistema imune ainda ndo estd completamente
desenvolvido (ALMOSNY et. al., 2002; PADDOCK e CHILDS, 2003).

Caes sdo susceptiveis a infec¢des experimentais por E. chaffensis e E. sennetsu como
descrito por Misao & Kobayashi em 1956 (ALMOSNY et. al., 2002), com demonstracdes de
infeccdo moderada a inaparente (COHN et al., 2003; PADDOCK e CHILDS, 2003).

E possivel que os carrapatos Amblyomma americanus e Dermacentor variabilis sejam
vetores de E. chaffensis nos EUA (ALMOSNY et. al., 2002).

Segundo Andereg e Passos (1999) foram identificados gatos na Africa do Sul que
possuiam anticorpos anti- E. canis, assim os gatos podem também atuar como reservatorio
desse agente. Andereg e Passos (1999) alegam que outros mamiferos, como os roedores,
também podem servir como reservatorios, justificando a caracteristica epizodtica da erliquiose

canina.

2.4 Patogenia

O desenvolvimento desta rickettsia inclui trés estdgios, incluindo corpusculo
elementar, corpusculo inicial e morula. Individualmente, o organismo ¢ chamado de
corpusculo elementar, apresentando aspecto geralmente de cocos ou elipses, entretanto, o

pleomorfismo € bastante freqiiente (MCBRIDE et al., 2001; ALMOSNY et. al., 2002).
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A infecg@o ocorre de forma semelhante aos demais membros do género Ehrlichia,
ocorrendo quando carrapatos infectados alimentam-se e sua secrecao salivar € inoculada no
local da picada. O vetor na transmissdo da erliquiose € o carrapato R. sanguineus, conhecido
também como carrapato marrom ou vermelho dos caes (HARRUS et al., 1997; ALMOSNY et.
al., 2002). Acredita-se que a transmissao se da durante a fase ninfal e por adultos do artrépode
(ALMOSNY et. al., 2002).

H4 comprovagdes de que nenhum carrapato fémea (teledgina) dessa espécie € capaz de
transmitir a E. canis para sua progénie, assim como nao ha evidéncias do microorganismo no
ovario de carrapatos infectados experimentalmente. Esses estudos evidenciam que o R.
sanguineus € o vetor da erliquiose canina, mas ndo o reservatorio do agente. Depois de
infectado, carrapatos transmitem a Rickettsia por 155 dias (ALMOSNY et. al., 2002).

O ciclo bioldgico da E. canis nos carrapatos inicia-se quando o mesmo alimenta-se do
sangue de cdes durante as primeiras semanas apds a infeccao do animal. O microorganismo se
multiplica nos hemdcitos e células da glandula salivar do carrapato, penetrando no trato
digestivo, promovendo sua infec¢do. Apesar de se saber que os estdgios de vida do agente no
carrapato sdo os mesmos descritos nos caes, o ciclo biolégico do agente ndo estd
completamente descrito (ALMOSNY et. al., 2002; COHN et al., 2003).

Os corpusculos elementares do parasita penetram nas células do hospedeiro (mondcitos
no caso da E. canis) através de fagocitose, entretanto, ndo ocorre fusdo fagolisossomal nas
células infectadas e os corpusculos elementares desenvolvem-se, entdo, no interior desses
fagossomos (ALMOSNY et. al., 2002).

A replicacdo do organismo se dd por fissdo bindria e apds trés a cinco dias um pequeno
nimero de estruturas compactas formadas pelos corptisculos elementares € observado como
inclusdes pleomorficas (corpisculos iniciais) (ALMOSNY et. al., 2002).

Ap6s um periodo de desenvolvimento no interior dos vacuolos (sete a doze dias) os
corpusculos iniciais se desenvolvem, adquirindo a forma de mérula, que € caracteristica desse
género. A visualizagdo da moérula no interior das células mononucleares ocorre, geralmente,
durante os periodos febris (ALMOSNY et. al., 2002; COHN et al., 2003).

Embora ocorram normalmente no interior de células mononucleares de caes, as
moérulas podem ser ocasionalmente encontradas no interior de linfécitos e até mesmo

neutréfilos (HUXSOLL et al., 1970). E comum que se encontre mais de uma mdérula no
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interior dos mononucleares infectados. A célula se rompe, liberando esses corpusculos
constituintes da moérula que infectam outra célula que acaba por se romper, iniciando-se,
assim, um novo ciclo infeccioso. Essa liberacdo ocorre por lise ou exocitose (ALMOSNY et.
al., 2002).

Acredita-se que as morulas aproximem-se das membranas citoplasmaticas das células
hospedeiras, alterando a sua morfologia, além de promoverem diminui¢des nos niveis de
calcio (ALMOSNY et. al., 2002).

O agente E. canis possui predilecdo por células encontradas na micro-circulacdo dos
pulmdes, rins e meninges de cdes, sendo a epistaxe causada por hemorragias caracteristicas
dos pulmdes ou mucosa nasal (ALMOSNY et. al., 2002).

Na fase cronica da erliquiose, elas disseminam-se pelo organismo, instalando-se nas
células reticuloendoteliais do figado, baco e linfonodos, onde se multiplicam em macréfagos e
linfécitos, resultando em hiperplasia linforeticular, ocasionando aumento de volume dos
6rgdos envolvidos (ALMOSNY et. al., 2002).

Células mononucleares infectadas disseminam-se para outros Orgdos, onde
aparentemente interagem com células endoteliais de vasos de pequeno calibre, induzindo
vasculite ou resposta inflamatdria perivascular apds a migracdo para o tecido subendotelial

(ALMOSNY et. al., 2002).

2.5 Sinais Clinicos

A Erliquiose ocorre tipicamente em trés fases: aguda, subclinica e cronica

(PANCIERA et al., 2001; MCBRIDE et al., 2001).

2.5.1 Fase aguda

A fase aguda ocorre apdés um periodo de incubacdo que varia entre 8 e 20 dias e
perdura por 2 a 4 semanas. E caracterizada principalmente por hipertermia (39,5 - 41,5 °C),
anorexia, perda de peso e astenia. Menos freqiientemente observam-se outros sinais

inespecificos como secrecdo nasal, anorexia, depressdo, petéquias hemorrigicas, epistaxe,
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hematdria, ou ainda edema de membros, vOmitos, sinais pulmonares e insuficiéncia hepato-
renal (DAVOUST, 1993).

E comum que a erliquiose ndo seja diagnosticada primariamente, pois sinais clinicos
inespecificos como febre, corrimento 6culo-nasal, letargia, anorexia, depressdo, polidria,
polidipsia, esplenomegalia e linfadenopatia generalizada sdo sinais clinicos inespecificos.
Além disso, muitos pacientes sobrevivem a fase aguda e permanecem na fase subclinica
(ALMOSNY et. al., 2002; COHN et al., 2003).

Caso o animal possua um sistema imune eficiente, ocorre uma forma cronica
assintomadtica, o que caracteriza o "portador sdo". Caso contrério, ocorre reagudizacdo com
amplificacdo do quadro sintomatolégico, podendo levar o animal a morte (DAVOUST, 1993).

Na hematologia observa-se freqiientemente uma trombocitopenia entre 10 a 20 dias
pos infeccdo, em conseqiiéncia da destrui¢do imunoldgica periférica das plaquetas. Em alguns
casos temos também uma leucopenia progredindo para leucocitose e, raramente, observa-se
uma anemia aplastica (GREGORY e FORRESTER, 1990).

Os exames bioquimicos mostram uma hiperbilirrubinemia principalmente por
betaglobulinemia, assim como um aumento das enzimas TGP, fosfatase alcalina e das

bilirrubinas, indicando comprometimento hepatico (ANDEREG e PASSOS., 1999).

2.5.2 Fase sub-clinica

A fase subclinica da erliquiose, durante a qual o animal permanece aparentemente
sauddvel, estd associada a persisténcia do organismo (mantido nas células mononucleares do
baco), concomitantemente a elevagdo dos titulos de anticorpos séricos (aparecimento de sete a
21 dias apds a infecg¢do). O titulo elevado de anticorpos reflete a ineficiente e exuberante
resposta imune, incapaz de eliminar o organismo. Associa-se as manifestacdes mais severas da
fase cronica da erliquiose, dentre elas a sindrome da hiperviscosidade e as glomerulonefrites
(ALMOSNY et. al., 2002; COHN et al., 2003).

Nesta fase podem ser encontradas algumas complicagdes como depressao,
hemorragias, edema de membros, perda de apetite, palidez de mucosas, ocasionalmente

observa-se hifema, hemorragia sub-retinal, uveite, descolamento de retina e cegueira
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(WOODY e HOSKINS, 1991). Devido a deposi¢do de imunocomplexos, alguns cdes poderdao
apresentar glomerulonefrite (CODNER e FARRUS-SMITH, 1986).

Achados hematoldgicos desse estdgio da doenga podem assemelhar-se aos encontrados
na fase aguda, incluindo trombocitopenia, anemia arregenerativa e resposta leucocitdria
varidvel e hipergamaglobulinemia (COHN et al., 2003).

A duracdo dessa fase depende da imunocompeténcia dos cdes. Aqueles
imunocompetentes sdo capazes de eliminar o microorganismo, caso contrario, pode ocorrer o

desencadeamento da fase cronica da doenca (ALMOSNY et. al., 2002).

2.5.3 Fase cronica

A fase cronica da doenga caracteriza-se pela apresentacdo de sinais clinicos
inespecificos: perda de peso, letargia, anorexia, além de tendéncias a sangramentos
espontaneos (petéquias, equimoses, epistaxe, hematiria, hematoquesia). Além disso, a
persistente estimulacdo antigénica promove hipergamaglobulinemia, podendo resultar em
doencas glomerulares imunomediadas (glomerulonefrite ou sindrome nefrética),
acompanhadas de pancitopenia. Pode ocorrer uveite e sintomatologia nervosa (ataxia, paresia,
defici€ncias proprioceptivas e nistagmo) (COHN et al., 2003).

A fase cronica da erliquiose assume as caracteristicas de uma doencga auto-imune.
Geralmente nesta fase o animal tem os mesmos sinais da fase aguda, porém atenuados;
encontrando-se apdtico, caquético e com susceptibilidade aumentada a infec¢des secunddrias,
em conseqiiéncia do comprometimento imunolégico (COUTO, 1998). Alguns animais podem
apresentar episodios subsequentes de sangramento por diversos meses, ocasionando a morte
(HUXSOL et al., 1970).

Co-infeccoes (babesiose, hepatozoonose ou infecgdes oportunistas) sdo bastante
comuns e dificultam a diferenciagdo de sinais clinicos e achados laboratoriais, muitas vezes
exacerbando a sintomatologia da doenca (ALMOSNY et al., 2002).

Os exames laboratoriais indicam anemia apldstica, concomitante a monocitose,
linfocitose e leucopenia (GREGORY e FORRESTER, 1990).

Em alguns estudos realizados com cdes esplenectomizados ficou evidenciado que esses

apresentavam sintomas mais brandos que os cdes ndo esplenectomizados, sugerindo que o
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baco tem importante papel na patogenia da erliquiose monocitica, produzindo mediadores e
outras substancias capazes de atuar na patogenia da doencga, envolvendo mecanismos imunes

(ALMOSNY et. al., 2002).

2.6 Alteracdes Hematologicas

As anormalidades hematoldgicas mais freqiientemente observadas em infec¢Oes
naturais s3o anemia nao regenerativa, trombocitopenia e leucopenia (ALMOSNY et al., 2002).
O nimero de leucdcitos comumente varia durante a fase aguda, podendo diminuir em
decorréncia da inducdo de seqiiestro destes por mecanismos imunologicos (MOREIRA et al.,
2003) e, nesse caso, a linfocitopenia e eosinopenia sdo conseqiiéncias diretas (WADDLE &
LITTMAN, 1987). O niimero de mondcitos pode variar consideravelmente, sendo um achado
freqliente e indicativo da possibilidade de erliquiose, mesmo antes da observacao de moérulas
(PAGANI et al., 2000).

Assim como nas infeccdes naturais (ALMOSNY et al., 2002), nas infecgdes
experimentais por E. canis os achados hematolégicos mais comuns s3o anemia arregenerativa,
leucopenia e trombocitopenia, sendo a anemia normocitica normocromica observada na
segunda semana pés-inoculacdo e agravada na terceira semana (CASTRO et al., 2004), e a
trombocitopenia encontrada em todas as fases da doenca (OLIVEIRA et al., 2000). Pode haver
leucopenia entre trés a quatro semanas pds-inoculagdo, com queda no nimero de neutréfilos
segmentados, eosindfilos e linfécitos, com discreto aumento de mondcitos (CASTRO et al.,

2004).

2.7 Lesoes

A necroscopia, cdes em fase aguda poderdo apresentar miocardite intersticial,
agregacdo subendotelial de células mononucleares nos vasos sangiiineos pulmonares,
hiperplasia reticuloendotelial multifocal no figado, proliferacio difusa de células

reticuloendoteliais na polpa vermelha do baco e células linforeticulares na polpa branca,



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

linfocitose e plasmocitose perivascular no rim, adenomegalia, hiperplasia linforeticular das
zonas paracorticais dos linfonodos, medula 6ssea normal ou com hiperplasia celular e aumento
dos megacaridcitos e da relagdo granuldcitos/eritrocitos (HILDERBRANDT et al., 1973).

J4 nos quadros cronicos, observa-se a presenca de hemorragia em diversos 6rgaos,
linfoadenopatia generalizada, edema de membros e hipoplasia medular (BUHLES et al.,

1975).

2.8 Transmissao

Almosny e Massard (2002) descrevem que a transmissdo da Ehrlichia canis pelo
carrapato Rhipicephalus sanguineus ocorre quando o mesmo estd sugando o sangue do
hospedeiro e a secrecdo de suas glandulas salivares contamina o local da picada. Segundo
Almosny e Massard (2002), o Rhipicephalus sanguineus € o vetor, mas nao o reservatorio da
erliquiose canina. Labruna e Pereira (2001) mencionam que essa espécie € o vetor natural da
Ehrlichia canis, agente etioldgico da Erliquiose canina.

O carrapato contamina-se ao ingerir leucdcitos infectados, dai entdo a E. canis
multiplica-se nos hemdcitos e nas células da glandula salivar, propiciando, portanto, a
transmissdo transestadial. Em contra partida, a transmiss@o transovariana provavelmente nao
ocorre (WOODY e HOSKINS, 1991; ANDEREG e PASSOS, 1999;)

O cao ¢ infectante apenas na fase aguda da doenca, quando existe uma quantidade
importante de hemoparasitas no sangue. O carrapato poderd permanecer infectante por um
periodo de aproximadamente um ano, visto que a infec¢do poderd ocorrer em qualquer estado
do ciclo. (WOODY e HOSKINS, 1991).

Segundo Corréa e Corréa (1992) os carrapatos passam por quatro estagios evolutivos
em seu ciclo de vida: ovo, larva, ninfa e adulto. O mesmo autor menciona que assim que a
larva nasce do ovo, ela se alimenta no hospedeiro por alguns dias, quando entdo faz a ecdise
ou troca de pele para o proximo estagio evolutivo, a ninfa; que apds se alimentar por alguns
dias no hospedeiro realiza uma nova ecdise, neste caso para o adulto, diferenciados entre

machos e fémeas, alimentam-se no hospedeiro por alguns dias, copulam e apds alimentacdo a



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

fémea realiza uma tnica postura de ovos, quando entdo morre. Os mesmos sdo infectantes
durante a fase ninfa e também adultos.

As principais dreas do corpo dos cdes que o Rhipicephalus sanguineus parasita sdo a
cabeca, 0 pescogo, o dorso, as orelhas e os espacos interdigitais (LABRUNA e PEREIRA,
2001)

Como ndo existem hospedeiros intermedidrios, transfusdes sanguineas de um doador
infectado para um cdo susceptivel também pode transmitir a doenca (ANDEREG e PASSOS,
1999). Almosny e Massard (2002) relatam que a transmissdo para o carrapato ocorre de
maneira mais efetiva, no periodo de dois 4 trés semanas apds a infec¢do do cdo devido ao
maior nimero de células parasitadas nesta fase.

Estudos demonstraram que nenhum carrapato fémea infectado transmitiu a Ehrlichia
canis para sua progénie, assim como nao foi possivel detectar o microorganismo no ovdrio de
carrapatos infectados experimentalmente. (ALMOSNY e MASSARD, 2002).

Andereg e Passos (1999) descrevem que os cdes que se recuperam da doenga
permanecem portadores, podendo manter a infec¢do por periodos superiores a 5 anos, apesar
do ndmero de parasitos circulantes no sangue de cdes com infec¢do cronica ser menor do que
naqueles com infec¢do aguda acredita-se que seja um nimero suficiente para infectar o
carrapato que entdo transmite a doenga.

Segundo Almosny (2002) infec¢des experimentais sdo possiveis através da inoculacao
subcutanea, intravenosa, intraperitoneal de sangue ou emulsdo de 6rgaos. Canideos selvagens
podem atuar como reservatérios do agente etioldgico em questdo, tendo sido demonstrada
infeccdo natural em um chacal (Lycaon pictus), e experimental em um coiote, com E. canis €

Babesia canis.

2.9 Diagndstico

Nao hd um teste unico para diagnosticar essas doengas. Ao contrario, o diagndstico €

alcancado através da combinacdo de indicadores clinicos e hematolégicos, evidéncias

soroldgicas e confirmacdo molecular.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Colonias de coloracao purpura, contendo granulos cocdides, presentes em mondcitos e
neutr6filos de cies foram primeiramente descritas por Neitz & Thomas em 1938 (ALMOSNY
et. al., 2002). A maior parte das inclusdes citoplasmdticas permanece visivel por apenas trés
dias, dificultando o diagnéstico (EGENVALL et al., 1997).

Infelizmente a deteccdo de membros da familia Anaplasmataceae € extremamente
dificil, pois sdo bactérias fastidiosas intracelulares e seu isolamento e caracterizagdo
necessitam de laboratérios equipados com sofisticados aparelhos (INOKUMA et al., 2005).

Antes do desenvolvimento da técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), o
diagndstico das doencas transmitidas pelos carrapatos era dependente de isolamento em
cultura celular, andlises sorolégicas utilizando ELISA, técnicas de imunofluorescéncia indireta

e western immunoblotting (RIKIHISA, 1991; MAGGI et al., 2006).

2.9.1 Achados Clinico-patolégicos

A infeccdo pode ser acompanhada de algum grau de trombocitopenia, anemia
arregenerativa (moderada a severa), contagem de leucdcitos totais varidvel (diminuida, normal
ou elevada) e hiperglobulimenia devido a, mais comumente, gamopatia policlonal, porém,
também € possivel que a gamopatia seja monoclonal, quando deve-se tomar cuidado para que
ndo seja diagnosticada erroneamente como mieloma multiplo (HARRUS et al., 1997).

Outras anormalidades bastante freqiientes dizem respeito a bioquimica sérica,
incluindo hipoalbuminemia, elevacdo da atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA), alanina
amino transferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), além de concentracdes elevadas de
creatinina e uréia.Animais com infec¢des cronicas, cursando ou ndo com glomerulonefrites,
podem manifestar proteindria (EGENVALL et al., 1998; COHN et al., 2003).

Aspirados de medula éssea revelam uma citologia alterada, com elevagdo no nimero
de células plasmaéticas associada a hiperplasia (sugestiva de infec¢des cronicas) ou hiperplasia
de outros elementos medulares (infec¢cdes agudas ou cronicas) (COHN et al., 2003).

Os infiltrados inflamatérios meningiais sdo geralmente caracterizados por células
monociticas, linfociticas e plasmocitarias, distribuidas focalmente ou disseminadamente pela
piaaracndide, entretanto as células presentes em maior quantidade sdo os mondcitos

(PANCIERA et al., 2001).
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2.9.2 Sorologia

As técnicas sorolégicas sdo as mais rotineiramente empregadas como testes
confirmatdrios de diagndstico para infecgdes por Rickettsias (EGENVALI et al., 1998; COHN
et al., 2003).

O principio dos testes € detectar ndo o organismo em si, € sim, 0S anticorpos reativos
(COHN et al., 2003; MAGGI et al., 2006).

Esses testes nao sao totalmente confidveis, pois a deteccao de titulos positivos em dreas
endémicas ndo é evidéncia suficiente para garantir que o animal estd doente. Outra questdo a
ser levada em consideracdo € que animais que sdo infectados podem eliminar o agente,
entretanto os titulos de anticorpos permanecem por bastante tempo, assim, pode-se chegar a
resultados falsos positivos. Da mesma forma, titulos negativos ndo eliminam a possibilidade
de infecgdo, pois o animal pode estar montando sua resposta a infec¢do ou ainda cessado de
produzir anticorpos, como ocorre com animais extremamente debilitados (COHN et al., 2003;
MAGG I et al., 2006).

Outra consideracdo € que anticorpos gerados por estimulo de uma espécie podem ou
ndo reagir com outras espécies (reacdo cruzada). Espécies classificadas dentro do mesmo
género possuem, por exemplo, reagdes cruzadas extremamente fortes, entretanto € esperado
que uma reacdo soroldgica mais intensa ocorra em resposta ao organismo que realmente esta
causando a infeccdo, todavia, as reagdes cruzadas nio estdo relacionadas a protecdo cruzada
(RIKIHISA, 1991; MAGGI et al., 2006).

Os testes mais comumente utilizados sdo a imunofluorescéncia indireta (IFI), na qual
os titulos sdo considerados positivos a partir de 1:40, e testes de ELISA. Técnicas de Western
blotting sdo uteis na diferenciacio sorolégica de espécies de Ehrlichia e podem ser realizadas
em associacdo com testes soroldgicos a fim de obter resultados mais precisos (EGENVALL et

al., 1998; COHN et al., 2003; EDDLESTONE et al., 2006).

2.9.3 Diagnéstico molecular

A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) utiliza primers, que por definicdo sdao

pequenos segmentos de nucleotideos capazes de se ligar a dreas conservadas de DNA do
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organismo testado, amplificando uma regido do mesmo e, dessa forma, permitindo sua
identificacdo (COHN et al., 2003).

O diagndéstico pode ser feito utilizando primers gerais, que selecionam regides comuns
a todos os organismos incluidos no mesmo género, ou especificos, que selecionam regides
especificas do DNA de um tnico organismo. A combinacdo desses primers, utilizando-se
primeiramente o geral, a fim de pré-selecionar as amostras positivas para quaisquer parasitas
pertencentes a0 mesmo género, € a seguir utilizar os especificos para a espécie que se procura,
¢ pratica bastante freqiiente no diagndstico de hemoparasitoses (MARTIN et al., 2005;
MAGG I et al., 2006). Estudos comprovam a maior eficiéncia dessa prética em relacdo a
utilizacdo unicamente do primer geral, pois além de detectar um maior nimero de amostras
positivas, a utilizacdo do primer especifico detecta a persisténcia da infec¢do por periodos
mais longos (maior sensibilidade e especificidade) (EGENVALL et al., 2000; MARTIN et al.,
2005).

Resultados de PCR podem ser negativos para amostras de sangue devido a retirada de
células contaminadas da circulagdo (clearance), sem, contudo, debelar a infeccdo
(EDDLESTONE et al., 2006).

Eddlestone et al. (2006) descreveram a realizacdo de PCR em fragmentos do bago e
aspirados de medula dssea, constatando infec¢io mesmo nos periodos em que os resultados de
PCR de amostras sangiiineas eram negativas.

O DNA de algumas espécies de Ehrlichia foi detectado por periodos superiores a seis
meses utilizando primers especificos, além disso, as amostras permaneceram positivas, mesmo
quando eram consideradas negativas pelo esfregaco sangiiineo ou pelas condi¢des dos
pacientes (EGENVALL et al., 2000).

A utilizacdo de PCR direto detecta o DNA de organismos no sangue e tecidos, porém
ndo fornecem dados quantitativos, razdo pela qual a realizacio de TagMan PCR (maior
sensibilidade e precisdo na quantificacio do DNA encontrado) € utilizada com bastante

freqiiéncia (EDDLESTONE et al., 2006; MAGGI et al., 2006).
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2.10 Tratamento

O objetivo do tratamento € prevenir a manutencdo da doenca pelos portadores sdos
(DAVOUST, 1993). Para tanto, diversos farmacos podem ser utilizados no tratamento da
erliquiose, entre eles estdo: a oxitetraciclina, o cloranfenicol, o imidocarb, a tetraciclina e a
doxiciclina.

Destas, a doxiciclina constitui a droga de elei¢do no tratamento da erliquiose em todas
as suas fases. A droga € bem absorvida com rapidez quando administrada por via oral. A
distribuicdo é ampla pelo coracdo, rins, pulmdes, musculo, fluido pleural, secrecodes
bronquicas, bile, saliva, fluido sinovial, liquido ascitico e humores vitreo e aquoso. A
doxiciclina € mais lipossolivel e penetra nos tecidos e fluidos corporais melhor que o
cloridrato de tetraciclina e a oxitetraciclina. A eliminacdo da droga se d4 primariamente
através das fezes por vias ndo biliares, na forma ativa. A sua vida média no soro em caes € de
10-12 horas e a "clearence" de cerca de 1,7 mL/kg/min. A droga ndo se acumula em pacientes
com disfun¢cdo renal e por isso pode ser usada nesses animais sem maiores restricoes
(BARTSCH e GREENE, 1996).

Na literatura, existem vérias indica¢des de dosagens e tempo de duracdo do tratamento
da erlichiose utilizando-se a doxiciclina. Os critérios para o tratamento variam de acordo com
a precocidade do diagnoéstico, da severidade dos sintomas clinicos e da fase da doenga que o
paciente se encontra quando do inicio da terapia. Bartsch e Greene (1996) recomendam nas
fases agudas, a dosagem de 5 mg/kg ao dia durante 7 a 10 dias e nos casos cronicos 10 mg/kg
ao dia durante 7 a 21 dias.

A eficécia da doxiciclina no tratamento da erliquiose na dose de 10 mg/Kg/dia em dose
unica foi demostrada por vérios autores (HOSKINS, 1991).

O tratamento pode durar de 3 a 4 semanas nos casos agudos e até 8 semanas nos casos
cronicos. A doxiciclina deverd ser fornecida 2 a 3 horas antes ou apds a alimentagdo para que
ndo ocorram alteracdes na absorcaio (WOODY e HOSKINS, 1991).

Alguns autores recomendam prolongar o tratamento por mais de 6 semanas nos casos
de erliquiose sub clinica (HARRUS et al., 1997), caso contrdrio existe a possibilidade da

permanéncia do agente no animal (IQBAL et al., 1994). Porém, segundo Beaufils et al. (2002),
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tratamentos curtos com doxiciclina sdo capazes de negativar PCR de amostras sangiiineas,
eliminando completamente os agentes causadores da infeccao.

Freqiientemente deverd ser fornecido um tratamento de suporte, principalmente nos
casos cronicos. Assim, deve-se corrigir a desidratacdo com fluidoterapia, as hemorragias
devem ser compensadas pela transfusdo sangiifnea. Terapia a base de glicocorticdides e
antibidticos pode também ser utilizada nos casos em que a trombocitopenia for importante e
nos casos de infec¢des bacterianas secundarias (ANDEREG e PASSOS, 1999).

O prognostico depende da fase em que a doenca for diagnosticada e do inicio da
terapia. Quanto antes se inicia o tratamento nas fases agudas, melhor o progndstico. Nos caes
no inicio da doenga observa-se melhora do quadro em 24 a 48 horas, apds o inicio da terapia

(WOODY e HOSKINS, 1991).

2.11 Prevencdo

A prevencdo da doenca tem um cardter de suma importancia nos canis € nos locais de
grande concentracdo de animais. Devido a inexisténcia de vacina contra esta doenga
(MACEDO et al. 2008), a prevencio é realizada através do controle do vetor da doenca: o
carrapato. Para tanto, produtos acaricidas ambientais e de uso tépico sdo eficazes desde que
seja realizado o manejo correto.

Todo animal que entre em uma propriedade ou canil, deve ser mantido em quarentena
e tratado para carrapatos. Caso seja positivo para Erliquia, deverd ser tratado antes de
ingressar na criacido, sendo que nas dreas endémicas, o fluxo de cdes deve ser minimo e
quando ocorrer, recomenda-se tratar o animal com doxiciclina por um periodo de 1 més
(DAVOUST, 1993).

Com efeito, Woody e Hoskins. (1991) propdem o tratamento de animais provenientes
de dreas endémicas de dificil controle de carrapatos, com doses terapéuticas de doxiciclina por
mais de uma geragdo do carrapato transmissor, fazendo com que haja uma diminui¢do dréstica

das infeccOes por Erliquia.
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Deve se instaurar um sistema de identificacdo soroldgica dos animais positivos, com o
intuito de tratd-los o mais réapido possivel, minimizando a amplitude das fontes de infec¢do,

que correspondem aos animais assintoméaticos (DAVOUST, 1993).

2.12 Importancia em Saude Publica

H4 evidéncias de erliquiose em quase todas as espécies, inclusive humana, ja sendo
considerada uma zoonoze, isto €, pode provocar a mesma doen¢ca no homem (INOKUMA et
al., 2005). No entanto, existe a necessidade de estudos mais aprofundados a fim de se
conhecer a real fisiopatologia da doenca, formas de transmissdo e vetores envolvidos no
processo.

A infeccdo no homem € conhecida como febre da carraga, e ocorre se o mesmo for
picado por uma carraga portadora, e ndo pelo simples contato com o cdo infectado
(INOKUMA et al., 2005).

No Brasil, as riquetsioses em humanos vém ocorrendo na Regido Sudeste, causadas
pelo agente Rickettsia rickettsii, a principal riquetisiose que acomete o homem no pais
(GALVAO et al., 2002). Com a utiliza¢do de técnicas moleculares, demonstrou-se que muitos
casos de erliquiose em humanos estavam associados a infec¢do por E. chaffeensis, agente da
erliquiose monocitotropica humana (EMH). E. canis e E. chaffeensis apresentam
caracteristicas morfologicas e moleculares semelhantes, distinguiveis apenas por testes
moleculares especificos (DAWSON et al., 1991). Mais recentemente, Unver et al. (2001)
demonstraram que as amostras de E. canis, isoladas de casos humanos de erliquiose da
Venezuela, foram detectadas em caes e carrapatos R. sanguineus naquele pais, sugerindo os
autores, o alto potencial de transmissdo de E. canis do cao para o homem.

Segundo Labruna e Pereira (2001) as espécies de erliquias associadas a doenga, no
homem, sdo transmitidas no pais pelo carrapato marrom do cdo, da espécie R. sanguineus.
Depois que o individuo € infectado, os sintomas da doenca surgem, em média, 10 dias depois,
podendo se manifestar sob duas formas:

- Erlichiose monocitica humana — Os sintomas principais sdo febre, dores

musculares, dor de cabeca, falta de apetite, vermelhiddo da pele, nduseas, vomitos, diarréia,
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faringite, tosse, diarréia, dor abdominal e confusdo mental. Em mais da metade dos casos,
apresenta uma erup¢do maculopapular ou petequial, podendo ser confundida com a febre
macular das Montanhas Rochosas. Estima-se que somente um terco dos infectados fiquem
doentes. A imunidade do individuo diminui, o que facilita o surgimento de infeccdes
oportunistas. Assim, o paciente pode ficar curado de uma pneumonia, por exemplo, mas logo
em seguida ele contrai outra doenca, porque as defesas do seu organismo estdo debilitadas
(MOREIRA et al., 2003)

- Erlichiose granulocitica humana — Os sintomas iniciais se assemelham ao de um
quadro gripal, com febre, calafrios, nduseas e vomitos, aumento dos ganglios e dor de cabeca.
A doenca € de grau moderado a grave se ndo for tratada. Exames laboratoriais podem levar o
médico a confundir a doenca com algum tumor (MOREIRA, 2003).

Além dos sinais clinicos, a realizacdo de exames laboratoriais ajuda na elucidacdo do
diagndstico da doenca. Os resultados mais contundentes evidenciam reducao do nimero de
globulos brancos (leucopenia), a reducdo do nimero de plaquetas (trombocitopenia); uma
coloracdo para granuldcitos evidencia grumos de bactérias no interior dos glébulos brancos, as

enzimas hepaticas evidenciam o aumento da transaminase (MOREIRA, 2003)
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Ehrlichia canis pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em caes atendidos no
Hospital Veterindrio do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal

de Campina Grande (UFCG), bem como identificar fatores de risco associados a infeccao.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados cédes atendidos na Clinica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario do Centro de Satude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Campus de Patos, PB, no periodo de julho de 2007 a junho de
2008.

4.2 Amostragem

Para o célculo do nimero de animais utilizados, foram considerados os seguintes
parametros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de confianga, de acordo
com a férmula para amostras aleatérias simples (NOORDHUIZEN et al., 1997;
THRUSFIELD, 1995):

szPsl—P!
n=

e
Onde:
n = ndmero de animais a serem utilizados
Z = valor da distribuicao normal para o nivel de confianga de 95%
P = prevaléncia esperada de 50% (maximiza¢do da amostra)
d = erro absoluto de 10%
De acordo com esses parametros, a amostra estipulada para o estudo € de 96 animais. Por

motivo de segurancga, foram utilizados 109 animais.
4.3 Colheita de sangue
A colheita de sangue foi efetuada por puncdo da veia cefdlica utilizando-se escalpes

descartdveis de tamanho 21 ou 23, dependendo do animal, e seringas descartaveis de 10 mL.

Foram excluidos apenas animais com menos de seis meses de idade.
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As amostras de sangue foram colocadas em tubos de vidro individuais, identificadas e
mantidas sob refrigeracdo até a chegada ao laboratério, aonde foram centrifugadas e estocadas

a -20°C para posterior realizagdo do diagnéstico sorolégico da infecgio por E. canis.

4.4 Questiondrio epidemioldgico

Os proprietdrios dos caes responderam a um questiondrio epidemiolégico, o qual
encontra-se em anexo ao trabalho. Este questiondrio foi elaborado de modo a fornecer dados
com o intuito de verificar a auséncia ou presenca de algumas praticas e condi¢cdes que atuem
como possiveis fatores de risco para a erliquiose canina. As informacdes obtidas com os
questiondrios foram inseridas em um formuldrio eletronico elaborado com o programa
Microsoft Access®. Antes da digitalizacdo, todos os questiondrios foram examinados para a

verificacdo de sua integridade.

4.5 Diagndstico soroldgico da Erliquiose

4.5.1 Técnica Utilizada

A técnica utilizada foi a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), a qual serd

descrita a seguir.

4.5.1.1 Confeccdo das laminas de Imunofluorescéncia Indireta

As laminas foram confeccionadas conforme descrito por Ristic (1972).
Monocamadas de células DH82, inoculadas com a cepa Jaboticabal de E. canis, apresentando
80-90% de infeccao, foram desprendidas da garrafa com auxilio de raspadores apropriados
(Corning®). A suspensio de células foi centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos. Desprezado o
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em Solu¢do Tampao Fosfatada (PBS; pH 7,2;
0,0084M Na,HPOy,, 0,0018M NaH,PO, e 0,147M NaCl), para obten¢do de uma concentracao

de 10.000 células por ml. Adicionou-se 10ul da solugdo em cada orificio de laminas
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apropriadas para a imunofluorescéncia, sendo secadas em temperatura ambiente. As laminas

foram fixadas em acetona por 10 minutos e depois estocadas a -20°C até o momento do uso.

4.5.1.2 Reacdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros dos caes foram diluidos a 1:40 (HARRUS et al., 1997; MCBRIDE et al,,
2001) em PBS pH 7,2 e aplicados as laminas com antigeno fixado, sendo incubados por 30
minutos a 37°C em cdmara dimida. Em seguida, foi feita lavagem de 10 minutos em PBS 7,2.
ApO6s a secagem em temperatura ambiente, foi adicionado o conjugado de coelho anti-IgG de
cdo (Sigma Diagnostics, St. Luis, Mo) na diluicdo de 1:1000. Novamente as laminas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos e lavadas. Apds a secagem, aplicou-se Glicerina pH 8,5 em
cada lamina e estas foram examinadas em microscépio de epifluorescéncia OLIMPUS®. As
amostras consideradas positivas foram sucessivamente diluidas na razdo dois, para obtengdo
do titulo final. Os soros controles positivo e negativo foram provenientes de um recente estudo

de infec¢do experimental com o isolado Jaboticabal (HASEGAWA, 2005).

4.6 Analise de fatores de risco associados a soropositividade para Erlichia canis

A andlise de possiveis fatores de risco associados a soropositividade para Erlichia
canis foi efetuada com os dados coletados com os questiondrios epidemioldgicos aplicados aos
proprietdrios. As varidveis independentes (possiveis fatores de risco) foram categorizadas e
codificadas, deixando-se a categoria de menor risco com o menor codigo (LATORRE, 2004).
Esta categoria de menor risco é considerada a referéncia para a comparacdo com as demais
categorias.

A andlise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: andlise univariada e andlise
multivariada. Na andlise univariada, cada varidvel independente foi cruzada com a varidvel
dependente (condi¢do do animal — soropositivo ou soronegativo), de modo que aquelas que
apresentaram um valor de p < 0,2 pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando
indicado (ZAR, 1999), foram selecionadas e oferecidas para a andlise multivariada, utilizando-
se a regressdo logistica multipla (HOSMER e LEMESHOW, 2000), para a definicio de um

modelo que melhor identificasse os fatores de risco. O nivel de significincia adotado na
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andlise multipla foi de 5%. O ajuste do modelo final foi verificado pelo teste de Hosmer e
Lemeshow, pelo qual um p = 0,05 indica que o modelo esta ajustado. Todas as andlises foram

realizadas com o programa SPSS 13.0 for Windows.
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S RESULTADOS

Foram examinadas, para anticorpos anti-E. canis, 109 amostras de cdes atendidos no
Hospital Veterindrio do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos, PB. A tabela 1 apresenta a distribui¢do da

populacdo canina amostrada segundo o sexo e a idade.

Tabela 1. Distribuicilo  da  populacio de  cdes  atendidos no  Hospital
Veterinario/CSTR/UFCG, Campus de Patos, PB, segundo sexo e faixa etdria, no
periodo de julho de 2007 a junho de 2008.

Idade Numero de cées (%)
(meses) Machos Fémeas Total
06a12 17 (58,6) 12 (41,4) 29 (26,6)
12a24 11 (45,8) 13 (54,2) 24 (22,0)
24 248 11 (64,7) 6 (35,3) 17 (15,6)
48 a72 11 (57,9) 8(42,1) 19 (17,4)
Acima de 72 13 (65,0) 7 (35,0) 20 (18,4)
Total 63 (57,8) 46 (42,2) 109 (100,0)

Das 109 amostras examinadas, 79 apresentaram anticorpos anti-E. canis, obtendo-se

uma prevaléncia de 72,48% (1C 95% = 63,10% — 80,60%) (Figura 1).

72,48%

27,52%

m N&o reagentes M Reagentes

Figura 1. Distribuicdo da populacdo de cdes reagentes e ndo reagentes contra antigenos de
Ehrlichia canis a Reagdao de imunofluorescéncia Indireta (titulo 240) atendidos no
Hospital Veterinario/CSTR/UFCG, Campus de Patos, PB, segundo a faixa etdria,
no periodo de julho de 2007 a junho de 2008.
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Em relacdo a faixa etdria, foi observado aumento da freqiiéncia de reacdes positivas,

conforme o aumento da idade (Tabela 2).

Tabela2.  Distribui¢do da populaciao de cdes reagentes e ndo reagentes para Ehrlichia canis
atendidos no Hospital Veterindrio/CSTR/UFCG, Campus de Patos, PB, segundo
a faixa etdria, no periodo de julho de 2007 a junho de 2008.

Faixa etdria (meses) Numero de caes (%)
Amostrados Nao reagentes (%) Reagentes (%)
06a12 29 10 (34,5) 19 (65,5)
12a24 24 8 (33,3) 16 (66,7)
24 a 48 17 4(23,5) 13 (76,5)
48 a 72 19 4 (21,1) 15 (78,9)
Acima de 72 20 4 (20,0) 16 (80,0)
Total 109 30 (27,52) 79 (72,48)

Os titulos de anticorpos variaram de 40 a 81.920. A figura 2 e a tabela 3 apresentam as

freqiiéncias obtidas segundo o titulo de anticorpos.

19%
16 - 16,5% (15)
(13)
14 -
Numerq; - 11,4% 11.4%
de cies (9) n
07 6% 7 6 (9)
070 7 6% o 7,6%
"1 O ® o ©)
6 , -~ 3,8% 3,8%
2 5% 2,5%
. 5% ; (3) 3)
(2) (2)
2 =
0
40 80 160 320 640 1.280 2.560 5.120 10.240 20.480 40.960 $1.920
Titulos de Anticorpos

Figura 2. Distribuicdo da populacdo de caes reagentes para E. canis atendidos no Hospital
Veterinario/CSTR/UFCG, Campus de Patos, PB, segundo o titulo de anticorpos, no
periodo de julho de 2007 a junho de 2008.
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Tabela 3. Distribuicdo da populacdo de cdes reagentes para E. canis atendidos no Hospital
Veterinario/CSTR/UFCG, Campus de Patos, PB, segundo o titulo de anticorpos, no
periodo de julho de 2007 a junho de 2008.

Titulos Caes

Reagentes %

40 06 7,6
80 06 7,6
160 02 2,5
320 13 16,5
640 02 2,5
1.280 09 11,4
2.560 05 6,3
5.120 03 3,8
10.240 15 19,0
20.480 09 11,4
40.960 06 7,6
81.920 03 3,8
Total 79 100

Os resultados da andlise de fatores de risco associados a soropositividade para E. canis
estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5. Na andlise univariada, as varidveis mais associadas a
ocorréncia de infec¢do foram: tipo de criacdo, contato com outros animais, contato com caes €
contato com agude.

Na andlise multivariada, as varidveis apontadas como fatores de risco pela regressao
logistica multipla foram contato com caes, contato com agudes e criacdo semi domiciliar/solta
2

(Tabela 5). O modelo final apresentou um bom ajuste (Teste de Hosmer e Lemeshow: *~ =

2,596; p = 0,458).
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Tabela 4. Andlise univariada com a distribuicdo de possiveis fatores de risco associados a
infeccdo por E. canis em cades atendidos no Hospital Veterindrio/CSTR/UFCG,
Campus de Patos, PB, no periodo de julho de 2007 a junho de 2008.

Sorologia para Erlichia canis

Varidveis Positiva Negativa P

N % N %

Tipo de criagdo

Domiciliar 59 67,8 28 32,2
0,057
Semi-domiciliar/Solto 20 90,9 2 9.1
Contato com outros
animais
Nio 21 60,0 14 40,0
0,076
Sim 58 78.4 16 21,6
Contato com caes
Nio 25 58,1 18 41,9
0,013
Sim 54 81,8 12 18,2
Contato com agudes
Nio 63 68,5 29 31,5
0,037
Sim 16 94,1 1 59

Tabela 5. Fatores de risco para a infec¢do por E. canis em cdes atendidos no Hospital
Veterinario/CSTR/UFCG, Campus de Patos, PB, no periodo de julho de 2007 a
junho de 2008, determinados por regressdo logistica multipla.

Fatores de risco Odds ratio IC 95% p
Contato com caes 3,59 1,41 -9,12 0,007
Contato com acudes 8,39 1,01 — 69,87 0,049
Criagao semi-domiciliar/solta 6,24 1,28 — 30,39 0,023

Teste de Hosmer e Lemeshow: * = 2,596; p=0,458
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6 DISCUSSAO

Virios estudos realizados em cées no Brasil referiram a ocorréncia de anticorpos anti-
E. canis. Aguiar (2006) verificou uma soropositividade de 31,2% em 314 cdes do municipio
de Monte Negro, RO. Albernaz et al., (2007) examinaram 1.576 cdes oriundos da cidade de
Campos dos Goytacazes, RJ, e encontraram prevaléncia de 13,89%. Bergmann et al., (2007)
encontraram 6,3% de positividade em 86 cades da cidade de Pelotas, RS. Macédo et al. (2001)
examinaram amostras sanguineas de 219 cdes da cidade de Natal, RN e encontraram
prevaléncia de 26,82%. Fernandes et al. (2008), no periodo de setembro de 2002 a maio de
2008, avaliaram 55 caes atendidos no Hospital Veterindrio Universidade Anhembi Morumbi
em Sado Paulo, SP e dentre esses animais 24 (44%) foram soropositivos. Oyafuso et al. (2002)
encontraram uma prevaléncia de 23 % em 71 cdes na regido Norte do Paran4.

Em outros paises, os valores de prevaléncia encontrados variaram de zero a 50% na
América do Norte (MURPHY et al., 1998), dois a 20% na Europa (PUSTERLA et al., 1998),
30% em Israel (BANETH et al., 1996) e 32 a 68% no continente africano (DAVOUST et al.,,
1993; MATHEWMAN et al., 1993; NDIP et al., 2005). Em trabalho realizado na Australia,
Mason et al. (2001) verificou ocorréncia de infeccdo em 2% dos caes testados. O resultado
encontrado no presente trabalho aponta um valor de prevaléncia muito alto (72,48%; IC 95%
=63,10% - 80,60%) quando comparados a valores obtidos em outros trabalhos conduzidos no
Brasil e no mundo, o que pode ser justificado pelo clima da regido. Keefe et al. (1982)
referiram que cdes situados em zonas tropicais e subtropicais apresentam maiores freqiiéncias
de infeccdo por E. canis. Além do fato de que as amostras avaliadas foram de animais da
rotina de atendimento do HV, o qual buscavam atendimento clinico por motivo de alguma
enfermidade, podendo assim ter alguma associa¢do com a alta prevaléncia.

No presente estudo foi observado aumento da freqii€éncia de anticorpos anti-E. canis
conforme o aumento da idade dos cdes, embora ndo tenha ocorrido diferenga uma significativa
(P > 0,05). Resultados diferentes foram evidenciados por Faierstein et al. (2008), que em
estudo da ocorréncia de erliquiose canina durante 12 meses no municipio de Aracaju, SE,
observaram uma maior prevaléncia em cdes jovens. De fato, em animais jovens,
principalmente com idade inferior a um ano, o sistema imunolégico ainda esta em formacao, o

que pode facilitar a infeccdo por E. canis. No entanto, animais mais velhos apresentam
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maiores chances de entrar em contato com o agente em fun¢do da idade. Some-se a isso o fato
de que animais jovens sdo mantidos pelos seus proprietdrios a maior parte do tempo sob
regime domiciliar e com cuidados especiais, dessa forma diminuindo a exposicdo ao vetor.
Essa maior prevaléncia em cdes mais velhos também foi observado por Conde et al. (2007) em
estudo conduzido em caes atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Paulista (UNIP),
em Campinas, SP.

A prevaléncia de anticorpos anti-E. canis, quando avaliada segundo o sexo, ndo
apresentou diferenca significativa (P > 0,05). O sexo parece ndo ter importincia
epidemioldgica na infec¢do por E. canis, conforme relatado por Baneth et al. (1996).

Na andlise multivariada, o contato com cdes foi apontado como fator de risco para a
infeccdo por E. canis (odds ratio = 3,59; IC 95% = 1,41 — 9,12). Esse dado é muito plausivel
uma vez que a transmissdao da doenga se da de forma indireta pelo contato de um cdo sadio
com um cdo infectado através do carrapato, que se contaminou ao realizar repasto sanguineo
no animal infectado. Com isso, o contato entre cdes predispde maiores chances de infecgdo,
principalmente quando ocorre contato com cdes de rua ou de vida livre, que sd@o os maiores
propagadores da doenca, ja que ndo sdo submetidos a nenhum tratamento ou medida de
prevencdo no combate ao vetor.

Outra condi¢do apontada como fator de risco pela regressao logistica multipla foi o
manejo do tipo solto ou semi-confinado (odds ratio = 6,24; 1C 95% = 1,28 — 30,39). Isso
evidencia que animais com algum acesso a rua estdo mais expostos ao risco de infeccdo em
decorréncia de maiores chance de contato com carrapatos infectados. O contato com agude
também foi apontado como fator de risco para a infec¢do por E. canis (odds ratio = 8,39; IC
95% = 1,01 — 69,87). Esse fato pode ser explicado pela predilecdo do carrapato transmissor
por ambientes imidos. Em estudo preliminar com caes, Aguiar (2004) discutiu a possibilidade
da movimentacdo dos cdes urbanos em ambientes rurais, principalmente porque muitos
produtores rurais residem na cidade, e freqiientemente levam os cdes as dreas rurais, e vice-
versa. E bem provével que a movimentacdo de cies entre os diferentes ambientes e a presenca
da infestagdo pelo carrapato R. sanguineus nestes cdes contribuiram para a ocorréncia da
infeccdo nos caes da zona rural, e que conseqiientemente tiveram contato com agudes.

O presente trabalho € o primeiro a descrever a ocorréncia de caes soropositivos para E.

canis com uma prevaléncia tdo elevada, o que levanta preocupacdes do ponto de vista de
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satide puiblica, uma vez que a doenca pode ser transmitida para os seres humanos. E necessario
a conscientizagdo dos proprietdrios de cdes acerca da ado¢do de medidas de prevencdo da
doenca, principalmente no tocante ao controle de carrapatos, bem como a realizacdo de testes
diagndsticos para a deteccao de animais com infeccao subclinica, com o objetivo de diminuir a
prevaléncia da infeccdo e, conseqiientemente, bloquear a transmissdo do agente aos seres

humanos.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que a Erliquiose canina estd presente na
casuistica do Hospital Veterindrio do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no municipio de Patos, PB. A prevaléncia
de anticorpos anti-E. canis foi muito elevada, o que reforca a necessidade de adog¢do, por parte
dos proprietdrios, de medidas de prevencdo da doenga com o objetivo de diminuir a
prevaléncia da infeccdo e, conseqiientemente, bloquear a transmissdo do agente aos seres
humanos.

Os fatores de risco associados a ocorréncia de erliquise canina identificados no
presente trabalho foram o contato com caes, contato com agudes e criacdo do tipo solta ou
semi-confinada, sendo importante a correcido desses fatores com o objetivo de se prevenir a

exposicao dos animais ao risco de infeccao.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE PATOS

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

1. DADOS DO PROPRIETARIO

Nome:

Endereco: N°:
Bairro: ‘ CEP:
Telefone:

Grau de () Analfabeto

escolaridade: ) 1° grau incompleto

(

() 1° grau completo
() 2° grau incompleto
() 2° grau completo
() 3° grau incompleto
() 3° grau completo

Porque motivo trouxe o animal?

2. DADOS DO ANIMAL

Nome:

Sexo: ) Macho ( ) Fémea

Idade : ) 6 — 12 meses

) 12 — 24 meses

)4 — 6 anos
)acima de 6 anos

(
(
(
()24 —48 meses
(
(
(

Raca: ) Sem raca definida ( ) Com racga definida

Qual?

O animal apresentou alguma vez orquite (MACHOS)? ( )SIM ( )NAO

Ja sofreu casos de abortamento? ( ) SIM ( )NAO

Nos partos aconteceram casos de natimortos? ( ) SIM ( )NAO

3. MANEJO

Tipo de () Domiciliar
criacdo: () Semi-domiciliar
() Solto

Alimentacdo: ( ) Racdocomercial
() Alimento preparado em casa
() Restos de comida

Tem contato com outros animais? ( ) SIM ( )NAO
Se tem, quais sdo? () Cées () Bovinos () Equideos ()
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Silvestres
() Gatos () Caprinos/ovinos () Suinos
Qual o ambiente onde o animal é ( )terra
criado? () cimento
() terra/cimento

E realizada limpeza ou desinfec¢io do local? ( )SIM ( )NAO
Com que freqiiéncia? () Didria

() Semanal

() Quinzenal

() Mensal
Qual o destino dos materiais ( ) Naofaznada
de abortamento? () Enterra/Queima

( )Jogano lixo

() Alimenta outros animais
O animal tomou alguma vacina? ( )SIM ( )NAO
Se sim, quais?
Costuma passear com o animal? ( )SIM ( )NAO
Quando viaja, leva-o junto? ( )SIM ( )NAO
Ha quanto tempo viajou?

Local:

4. OUTRAS INFORMACOES
Ocasionalmente, hd ratos em sua residéncia? ( )SIM ( )NAO
O animal tem contato com agudes? ( )SIM ( )NAO

OBRIGADO!




