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RESUMO

A ehrlichiose monocitica canina € uma doencga transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus e provocada pela Ehrlichia canis, bactéria intracelular
obrigatdria. A enfermidade é descrita mundialmente, mas 0s casos se concentram
nas regides tropicais e subtropicais devido a distribuicdo geogréfica de seu vetor. Os
sinais clinicos observados sdo consequéncia da resposta imunolégica face a
infeccdo. De acordo com estes sinais clinicos e patoldgicos, a doenca pode ser
dividida em trés fases: aguda, sub-clinica e crbénica. O diagnostico laboratorial pode
ser realizado diretamente, através da pesquisa de inclusGes intracitoplasmaticas,
isolamento por cultivo celular e a detec¢cdo molecular do agente; e de forma indireta
pela sorologia. O presente estudo verificou a prevaléncia de anticorpos anti-E. canis
em 254 cées de quatro regiées administrativas de Cuiaba, Estado de Mato Grosso,
pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. Observou-se a prevaléncia de 42,5 %
(108/254) sem diferencga significativa entre as regides. As variaveis idade, raga,
sexo, habitat, acesso a zona rural e presenca de carrapatos foram analisadas. Os
titulos de anticorpos variaram de 1:40 a 1:2560. Somente 32 (29,63%) caes
soropositivos estavam infestados por carrapatos, todos R. sanguineus. O resultado
encontrado corrobora que nao ha predisposicdo racial, sexual ou etaria, enquanto a
menor ocorréncia de caes reagentes no intradomicilio provavelmente esta
relacionada a baixa infestacdo por carrapato, apesar de nao ter sido observado

diferenca significativa entre os cdes com ou sem o vetor.

Palavras chave: Ehrlichia canis; Imunofluorescéncia Indireta, Cuiaba, inquérito

epidemiolégico.



ABSTRACT

Canine ehrlichiosis is a disease transmitted by ticks Rhipicephalus sanguineus and
caused by Ehrlichia canis, obligatory intracellular bacteria.The disease is reported
throughout the world, but the cases are concentrated in tropical and subtropical area,
due to the geographical distribution of its vectors. Clinical signs observed are a
consequence of the immune response against infection. According to these clinical
and pathological signs the infection can be divided into three phases: acute,
subclinical and chronic. Laboratory diagnosis can be made directly through the
search of intracytoplasmic inclusions, isolation by cell culture and molecular detection
of the agent, and indirectly by serology. The present study examined the prevalence
of anti-E. canis in 254 dogs from four administrative regions of Cuiaba, Mato Grosso
by indirect immunofluorescence. Test the prevalence was 42.5% (108/254) without
significant difference between the regions. The variables age, breed, sex, habitat,
access to rural and ticks were analyzed. The antibody titers ranged from 1:40 to
1:2560. Only 32 (29.63%) seropositive dogs were infested with ticks, all R.
sanguineus. The results confirm that there I's not breed, sex or age predisposition,
while the occurrence of reactive dogs indoor is probably related to low tick
infestation, although there were not significant difference between dogs with or
without the vector.

KEY WORDS: Ehrlichia canis; Indirect immunofluorescence, Cuiabd, epidemiological

survey.



INTRODUCAO

A Ehrlichia canis, agente etiolégico da ehrlichiose monocitica canina (EMC), &
uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatéria com tropismo por células
hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente do sistema fagocitario
mononuclear (DUMLER et al., 2001). E. canis é transmitida pelo Rhipicephalus
sanguineus, carrapato vermelho do cao de distribuicdo cosmopolita, particularmente
encontrado em regides de climas tropicais e subtropicais (AGUIRRE et al., 2004).

A primeira descricdo da espécie, denominada como Rickettsia canis foi
infectando um cao Pastor Aleméao, na Argélia, por Donatien e Lestoquard, em 1935.
Porém, sua relevancia surgiu em decorréncia de uma epizootia de febre
hemorragica em cées do Exército Americano, na Guerra do Vietnd. De acordo com
Rosez et al. (2001) a ehrlichiose canina é uma importante doenca infecciosa cuja
prevaléncia tem aumentado significativamente em varias regiées do Brasil.

A patogénese da ehrlichiose monocitica canina envolve trés fases
consecutivas: aguda, subclinica com infeccdo assintomatica persistente e a fase
cronica. A apresentacdo dos sinais clinicopatolégicos pode variar, incluindo
depressdo, letargia, anorexia, febre, linfoadenomegalia, esplenomegalia,
trombocitopenia, distirbios hemorragicos e hipergamaglobulinemia (HARRUS et al.,
2002). Mais raramente, o hospedeiro apresenta ataxia e artrite (OLIVEIRA et al.,
2000; FARIA et al., 2003; MUNHOZ et al., 2003; NAKAGHI, 2004).

A ehrlichiose canina é uma enfermidade comum em cées de paises tropicais
e subtropicais. Relatos da infeccédo por E. canis tem sido feitos em varios paises,
como na Venezuela (PEREZ et al., 2006) e Estados Unidos (HARKESS et al., 1989).
No Brasil, diversos estudos demonstrando a presenca de moérulas ou de anticorpos
anti-E. canis tem sido realizados em hospitais e clinicas veterinarias (ALMEIDA e
SOUSA, 2006; CARLOS et al., 2007), além de inquéritos epidemiologicos (AGUIAR
et al., 2007a).

O diagndstico da ehrlichiose é baseado na combinacdo dos sinais clinicos,
anormalidades hematolégicas, achados citolégicos e soroldgicos. Além de métodos
moleculares como a da reacdo em cadeia de polimerase (PCR), que esta sendo
incorporada ao plano de diagnostico (NEER e HARRUS, 2006).
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Todos os agentes do género Ehrlichia induzem uma resposta humoral
especifica, base para o diagnéstico sorolégico (RIKIHISA, 1991), ocorrendo
soroconversdo nos animais com a infecgdo prévia ou corrente (OTRANTO et al.,
2009). Dentre os testes soroldgicos, a imunofluorescéncia indireta € largamente
utilizada no diagndéstico da ehrlichiose, sendo aplicavel tanto para estudos de
infeccbes experimentais, quanto epidemiolégicos. Os antigenos utilizados
geralmente sédo procedentes do cultivo de células infectadas com E. canis, havendo
deteccdo de anticorpos precoces em até sete dias pos-infeccdo, embora alguns
cées se tornam soropositivos somente apés 28 dias (HARRUS et al., 1997). Séo
descritas reagdes cruzadas entre E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii ( STICH et al.,
2008; OTRANTO et al., 2009).

Estudos prévios tém registrado soroprevaléncia para E. canis de 32% a 76%,
em cées provenientes de clinicas e hospitais veterinarios da Africa e Estados Unidos
( WEN et al., 1997; NDIP et al., 2005). No Brasil em estudo recente com objetivo de
comparar técnica de diagnéstico, em Hospital Veterinario, UNESP — Jaboticabal, SP,
com amostras de 30 caes, através da nested PCR, testes soroldgicos (Dot-ELISA e
Reacgé&o de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI), observou-se que 63,3% positivas na
RIFI, 70% no Dot-ELISA e 53,3% na nPCR (NAKAGHI et al., 2008). Estudo
realizado em caes urbanos de Monte Negro, Rondbnia, foi observado ocorréncia de
37% de caes com anticorpos anti-E. canis (AGUIAR et al., 2007a). Nos municipios
de Itabuna e lIhéus, regido sudoeste da Bahia, apesar dos animais utilizados terem
sido provenientes de atendimento clinico, a prevaléncia de infeccdo foi de 36%
(CARLOS et al., 2007).

A ehrlichiose tem sido motivo de grande interesse tanto para pesquisas em
medicina veterinaria quanto para saude publica em decorréncia das recentes
descobertas de infeccdo em humanos (STICH et al., 2008). Portanto, este trabalho
teve o proposito de verificar a soroprevaléncia da infeccédo por Ehrlichia canis, bem
como identificar fatores de risco associados a soropositividade em cées domiciliados

em Cuiaba, Mato Grosso, através da imunofluorescéncia indireta.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

A primeira descricdo da espécie anteriormente denominada como Rickettsia
canis, foi infectando um céo Pastor Alemao, na Argélia, por Donatien e Lestoquard,
em 1935, porém reclassificada como Ehrlichia canis, em 1945, por Mashkovsky.
Uma importante epizootia da ehrlichiose canina ocorreu em cdes do Exército
Americano, em acao na guerra do Vietna, onde aproximadamente 200 a 300 caes
militares desenvolveram enfermidade hemorragica fatal, chamada pancitopenia
tropical canina, caracterizada por debilidade, epistaxe, anemia e leucopenia
(HUXSOLL et al., 1970).

O primeiro relato de ehrlichiose canina no Brasil ocorreu em Belo Horizonte —
MG, por Costa et al., (1973), e o segundo relato em Jaboticabal- SP, por Maregati,
em 1978 (KAVINSKI, 1988). Atualmente existem duas espécies descritas em cées
no Brasil a E. canis e Ehrlichia ewingii, porém hé& relatos da doenca em varios
estados brasileiros, acometendo aproximadamente 20 a 38% dos caes atendidos em
hospitais, clinicas veterinarias e domiciliados (TRAPP et al., 2002; DAGNONE et al.,
2003; LABARTHE et al., 2003; MUNHOZ et al., 2003; AGUIAR et al., 2007a;
CARLOS et al., 2007 NAKAGHI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

2.2 Agente Etiolégico e Classificacao

Ehrlichia canis é uma bactéria gram-negativa, imével, cocoide e elipsoidal,
pertencente a Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae, do género Ehrlichia.
Parasito intracelular obrigatério de células hematopoiéticas maduras ou imaturas,
especialmente do sistema fagocitario mononuclear (DUMLER et al., 2001).

A classificacdo taxonOmica da Ehrlichia baseava-se apenas nas

caracteristicas morfologicas, ecoepidemiologicas e clinicas. Incorporando
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informacdes de biologia molecular dos genes 16S rRNA e groESL, principalmente
em semelhancas genotipicas e em analises filogenéticas, foi realizada uma nova
classificacdo das espécies pertencente a familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia
gue contempla as seguintes espécies: E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e
E. ruminantium (DUMLER et al., 2001).

2.3 Vetor

O principal vetor biologico de Ehrlichia canis € o carrapato vermelho do céo,
R. sanguineus, que por exercer hematofagismo, é o responsavel pela transmissao
dos organismos por pelo menos cinco meses apods ingurgitamento
(BREITSCHWERDT, 1997; COUTO, 2003).

E um artropode da classe Arachnida, Ordem Acarina e familia Ixodidae, que
apresenta trés formas parasitarias dentro do seu ciclo de vida: larva, ninfa e adulto,
este Ultimo é o unico estadio com dimorfismo sexual (FORTES, 2004; LABRUNA,
2004). Tem habito nidicola, vivendo em ninhos, tocas ou abrigos dos hospedeiros;
guando ndo estdo parasitando o hospedeiro, estdo sob as formas de vida livre,
escondidos nas frestas e buracos das tocas (LABRUNA, 2004). Exige para sua
completa evolucédo, trés hospedeiros e todas as mudas ocorrem fora do corpo do
hospedeiro. As fémeas podem colocar no ambiente de 1000 a 4000 ovos, que
depois de incubados por algumas semanas, ddo origem as larvas (LABRUNA e
PEREIRA, 2001; FORTES, 2004).

A forma adulta infectada com E. canis pode continuar transmitindo o patégeno
por até 155 dias apds se destacar do hospedeiro (RIKIHISA, 1991). R. sanguineus,
além de seu hospedeiro principal, o céo, pode fazer hematofagia no homem e em
outros mamiferos, além de aves e répteis (FERNANDES et al., 2001).

A presenca desse vetor no animal caracteriza importante fator de risco para
ocorréncia da doenca ( HARRUS et al., 1997; DAGNONE et al., 2003).
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2.4. Patogenia e Caracteristicas clinicas

Apdés um periodo de incubacdo de oito a vinte dias, a doenca pode-se
manifestar através de trés fases: aguda, subclinica e cronica. Os sinais clinicos da
fase aguda variam em gravidade, mas geralmente resolvem espontaneamente,
embora alguns cées possam ficar com infeccao subclinica. Nesta fase pode ocorrer
recuperagdo espontanea, mas outros animais podem ser portadores por meses ou
anos. Alguns caes podem permanecer infectados, posteriormente desenvolvendo a
fase cronica da doenca(WANER e HARRUS, 2000). Nem todos os cées irdo
desenvolver a fase crénica da EMC, e as condi¢cfes que levam ao desenvolvimento
podem estar relacionadas com a racga, estado imunolégico, estresse, co-infeccao e
cepa do agente (HARRUS et al., 1998). O pastor aleméo tende a desenvolver a fase
cronica com muito mais frequéncia do que outras racas, possivelmente devido a
menor resposta de imunidade celular nesses caes. Morte na EMC pode acontecer
como resultado de hemorragia e / ou infeccdes secundarias (WANER e HARRUS,
2000).

Nos cées, o ciclo de desenvolvimento tem inicio no momento do repasto
sanguineo pelo R. sanguineus, quando inocula secrecdo da glandula salivar com E.
canis (RIKIHISA, 1991). O parasito é fagocitado pelas células mononucleares sob
forma de anico corpusculo elementar, dentro do mondcito se multiplica formando
inclusBes citoplasmaticas imaturas e em trés a cinco dias apos a infeccdo é
observado um pequeno namero de estruturas compactas, medindo de 1,0 a 2,5 um
de didametro, chamados de corpusculos iniciais. Nos proximos nove a doze dias
ocorrem crescimento e replicacdo, originando as morulas. As células infectadas
geralmente contém muitas moérulas, que se rompem liberando os corpusculos
elementares que irdo infectar novas células, recomecando novo ciclo da infecgcédo
(MCDADE, 1990; RIKIHISA, 1991).

Outra forma de transmissdo conhecida decorre de transfusdo de sangue

obtido de doadores cronicamente infectados por E. canis (DUMLER et al., 2001).
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2.4.1 Fase Aguda

Na fase aguda os proprietérios podem relatar infeccdo atual ou anterior por
carrapatos ou mesmo visita recente a uma area endémica. Nesta fase os sinais
clinicos podem ser leves e inespecificos, embora em alguns casos possa ser grave
e ameacar a vida. Apds o periodo de incubacao de oito a vinte dias, cées infectados
entram na fase aguda da doenga que pode durar de uma a duas semanas. Os sinais
podem incluir. depressdo, letargia, anorexia, febre, linfoadenomegalia,
esplenomegalia e moderada perda de peso. Caes podem apresentar tendéncia a
sangramento, com equimose, petéquias na pele e membranas mucosas e,
ocasionalmente epistaxe (WANER e HARRUS, 2000).

Esta fase compreende o momento em que ocorre a bacteremia e tem como
principais alteracbes hematolégicas a anemia, trombocitopenia e leucopenia
(ANDEREG e PASSOS, 1999; NAKAGHI et al., 2008). A trombocitopenia pode
ocorrer devido aumento no consumo de plaquetas pelo endotélio vascular inflamado,
aumento no sequestro esplénico e destruicdo imunomediada ou por diminuigdo da
meia vida das plaguetas. Ocorre também alteracdo na funcédo das plaquetas, com
muitos animais apresentando sangramento superficial, mesmo com o ndamero de
plaquetas e perfil de coagulacdo normal (BREITSCHWERDT, 1997; HARRUS et al.,
1999).

Breitschwerdt (1997) relata que durante a fase aguda da infeccdo, o
microorganismo multiplica-se dentro das células mononucleares do figado, baco e
linfonodos, induzindo a linfadenopatia e hiperplasia linforreticular do figado e baco.

Andereg e Passos (1999) relatam que os sinais clinicos variam desde a
depressdo, anorexia e febre, até a perda grave de energia, perda de peso,
corrimentos oculares e nasais. Os sinais clinicos sdo temporarios e geralmente
resolvem-se em uma a duas semanas sem tratamento, ocasionalmente percebida
pelo proprietario. Apos a fase aguda o animal pode se curar, ou entrar na fase
subclinica, onde os sinais clinicos desaparecem, mas a Ehrlichia se mantém no
organismo (NYINDO et al., 1980; WANER et al., 1997).
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2.4.2. Fase Subclinica

A fase subclinica da ehrlichiose € associada com a persisténcia da infeccao e
aumento do titulo de anticorpos séricos (HARRUS et al.,, 1998a; HARRUS et al.,
1998c; ANDEREG e PASSOS, 1999) que pode ocorrer seis a nove semanas apos a
inoculacdo, caracterizando-se pela persisténcia da trombocitopenia, leucopenia
variavel, e anemia na auséncia de sinais clinicos (BREITSCHWERDT, 1997).

Esta fase pode perdurar por varios anos, podendo ser identificadas alteracdes
hematolégicas e bioquimicas suaves, sem sintomatologia clinica evidente (
DAVOUST, 1993; COUTO, 1998). Apesar de alguns cdaes eliminarem o
microrganismo durante a fase subclinica, pode persistir de forma intracelular na
maioria das vezes, resultando na fase cronica da infecgdo (LAPPIN, 2001).

Harrus et al. (1998a) relataram que os titulos de anticorpos mensurados em
cdes pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), aumentaram
progressivamente durante os primeiros cinco meses pos-infeccdo, permanecendo
elevados por um periodo adicional de mais de 11 meses, e declinaram depois disso,

sugerindo que os cées estavam se recuperando da doenca.

2.4.3. Fase crbnica

A fase crbnica da ehrlichiose assume as caracteristicas de uma doenca
autoimune, devido a ineficiéncia do sistema imune em eliminar o microrganismo.
Geralmente, nesta fase o animal tem os mesmos sinais da fase aguda, encontrando-
se apatico, caquético e com susceptibilidade aumentada a infecgbes secundarias,
em consequéncia do comprometimento imunoldgico (COUTO, 1998).

Os principais sinais clinicos da doenca crbnica sdo fraqueza, depressao,
anorexia, perda cronica de peso, membranas mucosas palidas, febre e edema
periférico, especialmente dos membros e do escroto. Tendéncias a sangramento,
como petéquias e equimoses na pele e nas membranas mucosas e epistaxe sédo
achados comuns (MCDADE, 1990; WANER e HARRUS, 2000). Em 35% dos casos
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ocorre epistaxe, e este fato € de mau progndstico para o enfermo. A epistaxe pode
ser devido ao sangramento dos cornetos nasais ou pulmdes. Podem ser
encontradas hemorragias no abddmen, nas mucosas genitais, conjuntival e oral
(CORREA e CORREA, 1992). Pneumonia intersticial, insuficiéncia renal, artrite e
polimiosite podem ocorrer durante a doenca cronica grave. Algumas desordens
reprodutivas foram associadas também com a ehrlichiose crénica incluindo,
sangramento prolongado durante o estro, infertilidade, aborto e morte neonatal.
Sinais neurologicos podem ocorrer durante as fases aguda e cronica e serem
atribuidos a hemorragia, plasmocitose e infiltrados perivasculares nas meninges.
Sédo sinais de meningoencefalite, ou seja, os cdes apresentam dores severas no
pescoco, paraparesia ou tetraparesia, ataxia, déficits dos nervos cranianos e
convulsdes (MCDADE, 1990; WANER e HARRUS, 2000).

Glomerulonefrite foi também descrita nesta fase (CODNER et al., 1992).
Hipoalbuminemia podem estar associadas a perda renal das proteinas devido a
nefropatia, hemorragias, doenca hepéatica, perda periférica devido ao edema
causado pela vasculite e também por compensacao para manter a pressao oncotica,
pelo aumento das globulinas (BREITSCHWERDT, 2004).

As alteragcbes hematologicas incluem pancitopenia, anemia aplasica,
neutropenia e trombocitopenia em reposta a medula 6ssea hipocelular, com variados
graus de supressao da série eritroide, mieldide e megacariocitica (GREGORY e
FORRESTER, 1990; WANER e HARRUS, 2000; BREITSCHWERDT, 2004).

2.4.4. Achados patoldgicos

Hildebrandt et al. (1973) relataram que cées na fase aguda da doenca
poderdo apresentar miocardite intersticial, agregacdo subendotelial de células
mononucleares nos vasos sanguineos pulmonares, hiperplasia reticuloendotelial
multifocal no figado, proliferacdo difusa de células reticuloendoteliais na polpa
vermelha do baco e células linforreticulares na polpa branca, linfocitose e

plasmacitose perivascular no rim, adenomegalia, hiperplasia linforreticular das zonas
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paracorticais dos linfonodos, medula 6ssea normal ou com hiperplasia celular e
aumento dos megacariocitos e da relacéo granuldcitos/eritrocitos.

Na necropsia podem ser observados palidez de mucosas e também ascite e
congestdo leve dos pulmdes e na histopatologia foi observado glomerulonefrite e
vasculite crénica caracterizada por infiltrado de células mononucleares (CASTRO et
al., 2004).

Na avaliacdo macroscépica pode ser observada hemorragia em diversos
orgaos, linfoadenopatia generalizada, edema de membros e hipoplasia medular nos
quadros crénicos (BUHLES et al., 1974). Hemorragias petequiais e equimoses nas
superficies serosas e mucosas de varios 6rgdos e tecidos subcutaneos, areas
hemorragicas focais nos pulmdes e coracdo podem ocorrer. E a lesdo mais
frequente ocorre na cavidade torécica e consiste de hemorragia cardiaca e pulmonar
(HILDEBRANDT et al., 1973).

2.5. Métodos Diagndsticos

O diagnéstico do EMC é baseado na anamnese, apresentacdo clinica,
achados patolégicos e confirmado por testes laboratoriais (WANER e HARRUS,
2000).

2.5.1. Diagndstico citologico

A técnica de esfregaco sanguineo é considerada bastante especifica e pouco
sensivel, sendo a deteccdo de morula, juntamente com o tipo de célula encontrada
em esfregaco de sangue capilar (p. ex: ponta de orelha) tem maior concentragéo de
hemacias contendo o agente quando comparada com o0 sangue circulante. A capa
leucocitaria é preparada centrifugando-se sangue com EDTA em um tubo capilar,
forma-se uma camada esbranquicada rica em leucocitos. Moérula, no entanto, pode

ser dificil distinguir entre estruturas intracelulares normais, manchas e outras
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particulas, patologia celular e, portanto, pessoal treinado € necessario para esta
técnica (LORENTZEN, 2007).

O tempo de ocorréncia de morula circulante também € curto, normalmente
presente na fase aguda da doenca (ALMOSNY, 1998). Os numeros de morula
podem variar e também para melhorar a sensibilidade diagnéstica do método, uma
cuidadosa analise de todo o esfregaco sanguineo é necessaria (LORENTZEN,
2007).

Durante a fase aguda da doenca, aproximadamente 4% dos casos de morula
intracitoplasmatica de E. canis em mondcitos, pode comprovar microscopicamente o
diagndstico da doenca (RIKIHISA, 1991).

2.5.2. Isolamento em cultivo celular

Ehrlichia canis pode ser cultivada in vitro em células DH82 (dog histiocytosis),
linhagem originaria de mondcitos caninos, que foi adaptada em cultivo celular a
partir de células obtidas de um caso de histiocitoma (WELLMAN et al., 1988). Até o
momento, sdo varios os isolados de E. canis cultivados in vitro e geneticamente
caracterizados na América do Norte e no Velho Mundo. Apesar da ampla
distribuicAo de E. canis no Brasil, poucos isolados foram propagados em
laborat6rio, um na cidade do Rio de Janeiro por TORRES et al. (2002), um em
Jaboticabal, Sdo Paulo (AGUIAR et al.; 2007b) e outro isolado do municipio de S&o
Paulo-SP por AGUIAR et al.( 2008).

Unver et al. (2001) relataram o primeiro isolamento da cultura de E. canis a
partir de um cdo na Venezuela e a caracterizacdo antigénica e molecular deste
isolado, especialmente em comparagdo com amostra isolada de um humano na
Venezuela de E. canis.

Embora muitos isolados de E. canis atualmente descritos tém diferentes
origens geogréficas, a maioria esta estreitamente relacionado com a base da
sequéncia genética 16S rRNA (UILENBERG et al., 2004).

No estudo realizado por Igbal et al. (1994), verificou-se que o isolamento da

cultura celular é o diagnostico mais sensivel e confiavel para ehrlichiose canina, uma
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vez que detecta a presenca do desenvolvimento da E. canis. No entanto, o
diagnéstico é trabalhoso e impraticavel na rotina diagnostica, pois, necessita de
longo periodo para apresentar resultados, em torno de 14 a 34 dias, além de
condic¢Oes laboratoriais adequadas e do seu alto custo.

2.5.3. Métodos Moleculares

A PCR é uma técnica de amplificacdo extremamente sensivel e especifica
capaz de detectar um unico fragmento de DNA em uma amostra, ja a nPCR € uma
variacdo da PCR onde ocorrem duas reacdes de amplificagdo simples consecutivas.
O produto de amplificacdo gerado na primeira PCR serve de molde para a segunda
reacao (ABATH et al., 2002; MELO. 2006)

Estudos recentes tém demonstrado que a reacdo em cadeia de polimerase e
suas variantes (PCR) é um teste altamente sensivel e especifico para diagnosticar
infeccdo por E.canis em cées (IQBAL et al., 1994; MCBRIDE et al., 1996).

A amplificacdo do DNA de Ehrlichia a partir de amostras clinicas é importante
para a deteccdo e diferenciacdo das espécies, porgue esses organismos crescem
lentamente e em limitadas linhagens celulares e, ainda, ha varios niveis de reacao
cruzada limitando a diferenciacdo sorologica de varias espécies. No momento, a
PCR estd sendo usada para deteccdo de gene RNA ribossomal 16S e p28
(SUMMER et al., 1997; AGUIAR et al., 2008). Muitos autores descreveram que a
PCR apresenta maior sensibilidade e especificidade em diagnosticar ehrlichiose
canina, quando comparado com a sorologia, pois a sorologia ndo pode distinguir
entre exposicdo ao agente sem o estabelecimento de infeccdo ou infeccao prévia
(IQBAL et al., 1994; WEN et al., 1997).

Recomenda-se a nPCR para o diagnostico na fase aguda e, especialmente,
para a identificacdo da espécie de Erlichia spp envolvida (NAKAGHI, 2008).

A nested PCR é muito sensivel e especifica para a detec¢cdo de E. canis,
sendo util para o diagnostico laboratorial e para comprovacdo da eficacia do
tratamento (IQBAL et al., 1994; WEN et al., 1997). Resultados negativos sem nPCR

também podem ser explicados pela capacidade deste parasito de abrigar nos
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macrofagos esplénicos. A sorologia tem um importante papel nas fases subclinica e
crdnica da doencga, por isso recomenda-se a NPCR para o diagnéstico na fase aguda
e, especialmente, para a identificacdo da espécie de Ehrlichia envolvida (HARRUS
et al., 1998c).

2.5.4. Diagndstico sorologico

Todos os agentes ehrlichiais tem a capacidade de induzir uma reacdo
imunologica mediada por células nos hospedeiros através de infeccdo natural ou
experimental, independentemente da presenca de sinais clinicos. A presenca de
anticorpos, nem sempre se correlaciona com presenca de Ehrlichia spp. ou
imunidade. Infeccdo persistente ou reinfeccéo e recorréncia apos a recuperacao da
doenca clinica sédo relatadas com varias espécies de Ehrlichia (BUHLES et al.,
1974).

2.5.4.1. Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

O desenvolvimento de métodos de cultivo celular in vitro de E. canis
possibilitou a utilizacdo da imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste sorologico para
deteccao e titulacdo de anticorpos anti-E. canis. A RIFI foi descrita por RISTIC et al.
(1972), e desde entdo, tem sido o teste sorologico "padrdo ouro", indicando
exposi¢cdo a E. canis. Sendo uma das técnicas mais utilizadas tanto para inquéritos
epidemioldgicos quanto para estudos clinicos individuais (WANER e HARRUS,
2000).

Variagbes na deteccdo de anticorpos especificos E. canis foram relatados na
literatura. O aparecimento inicial de anticorpos IgG parece ser dependente da dose
infectante a que o céo é exposto (RIKIHISA et al., 1992). No estudo experimental em
cées realizado por RISTIC et al. (1972) durante o periodo de 3 a 18 meses, a

titulagdo de anticorpos variou entre 1:10 a 1:640 ap0s a exposi¢cao. As primeiras
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reacoes foram demonstradas 11 a 28 dias apoés a inoculacdo. Além disso, atraves da
RIFI, pbéde-se demonstrar que os titulos de anticorpos decrescem acentuadamente
em cdes pancitopénicos durante a fase crbnica terminal (RISTIC et al., 1972). J& no
estudo realizado por AGUIAR et al. (2007b), dos 23 caes atendidos, com sinais
clinicos variaveis, 68% apresentaram titulos > 1:40 de anticorpos anti-E. canis.
Quatro caes foram inoculados com E. canis e depois do periodo de 10 a 14 dias
de incubacdo, os cées desenvolveram pirexia até 41 C por 6-8 dias, e
apresentaram titulos de anticorpos anti- E. canis aos 30 dias pés-infeccdo(CASTRO
et al., 2004). Estudo realizado no Hospital Veterinario, UNESP — Jaboticabal, SP,
com amostra de 30 cées, observou-se 63,3% positividade na RIFI (NAKAGHI et al.,
2008). Com este resultado ha indicacdo do teste sorolégico como auxiliar no
diagnéstico da ehrlichiose canina, desde que aliado ao histérico e ao exame clinico
do céo.

Atualmente, a RIFI, utilizando antigenos de E. canis é o teste mais aceitavel.
A presenca de anticorpos contra a E. canis em uma diluicdo superior a 1:40 €
considerado prova de exposicdo. Na fase aguda da doenca, quando os caes sao
clinicamente doentes, os titulos de anticorpos aumentam rapidamente (WANER e
HARRUS, 2000).

Baneth et al. (1996) afirmaram que a soroprevaléncia da ehrlichiose depende
da localizacao geografica, da amostragem e do titulo considerado positivo. Titulos
de anticorpos comumente considerados positivos dependendo da referéncia do
laboratorio, podem ser adotados como reagentes nas diluicdes de 1:10, 1:20 e 1:40.

Reatividade soroldgica cruzada entre espécies de E. canis, E. chaffensis e E.
ewingii podem representar um problema na interpretacdo dos resultados da RIFI
(NEER, 1998). Assim, esta técnica ndo permite a diferenciacdo da espécie de
Ehrlichia particularmente entre os organismos do mesmo genogrupo devido a sua
similaridade existentes (RIKIHISA et al., 1992).
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2.5.4.2. Dot- ELISA

O Dot-ELISA, imunoensaio enzimatico, € um procedimento sensivel que
detecta anticorpos séricos que nao precisa de equipamentos caros e 0 antigeno
fixado em nitrocelulose permanece estavel por mais de um ano (CADMAN et al.,
1994; OLIVEIRA et al., 2000; HARRUS et al., 2002).

No estudo realizado por Nakaghi et al. (2008), comparando técnicas
diagnosticas (deteccdo de mérulas em esfregaco sanguineo e nested PCR), testes
sorolégicos (Dot-ELISA e RIFI) em diferentes fases da infeccdo por E.canis no
Hospital Veterinario, UNESP — Jaboticabal, SP, nenhuma diferenca estatistica foi
observada quando confrontado os resultados de RIFI e Dot-ELISA. Embora muitos
autores demonstrem uma maior sensibilidade do Dot-ELISA, quando comparada a
RIFI, ambos os teste sdo qualitativamente eficientes na detec¢do de anticorpo anti-
E. canis (CADMAN et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2000; HARRUS et al., 2002).

Varios testes soroldgicos comerciais para E. canis, para utilizacdo em clinica,
tém sido desenvolvidos e liberados para o mercado. Estes incluem o Dot-ELISA: o
Immunocomb (Biogal, Israel), que usa toda a cultura como antigeno (WANER et al.,
2000), e o Snap 3Dx (IDEXX Laboratories Inc., E.U.A.), que utiliza duas proteinas
recombinantes especificas E. canis (p30 e p30-1) como fonte de antigeno (OHASHI
et al., 1998).

2.5.4.3. Western immunoblotting

Western immunoblotting tem sido utilizado no diagnostico e apresenta
sensibilidade comparavel a RIFI, e tem vantagem na objetividade da leitura (IQBAL
et al., 1994; RIKIHISA et al., 1994), e na determinacdo da diversidade antigénica
entre amostras de E. canis (HEGARTY et al., 1997). A leitura resulta em achados
mais precisos, pois o leitor ndo é influenciado pela sensibilidade visual, como no
caso da interpretacdo da RIFI (IQBAL et al., 1994). Ele parece ser menos eficaz do
que a PCR na deteccdo precoce do agente, pode ser utilizado para confirmar



23

resultados da imunofluorescéncia. Por causa dos custos adicionais envolvidos, a
técnica de PCR, atualmente, parece ser economicamente mais viavel (SUKASAWAT
et al., 2000; LORENTZEN, 2007).

Western immunoblotting € considerado uma técnica alternativa padréo para a
confirmacédo de outros resultados de ensaio. A confirmacéo € necessaria devido a
reatividade cruzada de anticorpos inespecificos (LORENTZEN, 2007; SUKASAWAT
et al., 2000).

2.6. Tratamento

Dentro das Ultimas décadas, o namero de Ehrlichia spp. reconhecida a
infectar gatos, cdes e seres humanos tem aumentado substancialmente. A recente
aplicacdo de técnicas avancadas de biologia molecular mudou o diagnéstico da
ehrlichiose e providenciou novas ferramentas para a avaliagéo do tratamento (NEER
et al., 2002).

Wen et al. (1997) sugerem a combinacgéo do nPCR com a RIFI para avaliagao
da eficicia da terapia antibidtica contra infeccéo por E. canis. Quando o resultado da
RIFI é positivo, mas os resultados a PCR negativos, sem sinais clinicos,
recomendam a retirada do tratamento e reandlise pela RIFI e nPCR dois meses mais
tarde. Recomendam tratamento, mesmo sem sinais clinicos da infeccéo, até que a
PCR torna-se negativa.

A resposta da doxiciclina, precedida ou ndo de dipropionato de imidocarb, em
casos de ehrlichiose canina, podem resultar em melhora clinica (PRICE e DOLAN,
1980; SOUZA et al.,, 2004). No entanto, Harrus et al. (1998b) sugerem que seis
semanas de tratamento com doxiciclina (10 mg/kg) a cada 24 horas pode nao ser
suficiente para eliminar E. canis e que um aumento na contagem de plaquetas pode
ser um indicador importante para a recuperacdo de cdes na fase subclinica da
ehrlichiose.

Tetraciclina foi o tratamento de escolha para tratamento de infecgOes
ehrlichial por anos (HUXSOLL et al., 1970). Embora ndo exista uma resposta clara

com relacédo ao tempo suficiente para o tratamento, ha recente consenso do grupo
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ACVIM-American College of Veterinary Internal Medicine, em usar doxiciclina na
dose de 10 mg/kg por via oral a cada 24 horas por 28 dias em cdes e gatos
infectados (NEER et al., 2002).

Pode ser utilizada a prednisona na dose 1,1mg/Kg, via oral, duas vezes ao
dia, por trés a quatro dia. Nesta dose a droga pode ser benéfica (NELSON e
COUTO, 1998; ALMOSNY, 2002). Porém, o uso de doses imunossupressoras de
glicocorticéides no tratamento da fase aguda da EMC deve ser considerado. No
entanto, como ndo houve estudos clinicos comprovando a eficacia de
corticosteréides no tratamento, este deve ser usado com cautela (WANER e
HARRUS, 2000).

2.7. Prevencéo

A prevencédo desta doenca gira em torno da minimizagao da exposi¢cdo. Para
prevencao eficaz da infec¢do por Ehrlichia, o controle do carrapato é fundamental.
Véarios produtos disponiveis no mercado sédo altamente eficazes para aplicacao
direta no cdo, e para pulverizacdo das instalacbes com intuito de diminuir a
populacao de carrapato no ambiente do cao (COHN, 2003).

Observou-se que formulagbes de deltametrina desenvolvidas para combate
de artrépodes parasitos de bovinos e equinos, tém sido utilizadas para combater
carrapatos em cées, sem critério cientifico em relacdo as dosagens e formas de
aplicagcédo, nos canis e ambientes onde vivem (FERNANDES et al., 2001). No
estudo realizado por Fernandes et al., (2001) contraindica-se o uso da deltametrina
nas dosagens testadas de 0,5ml, 1ml, 2ml, 3ml para controle de R. sanguineus.

Outras estratégias preventivas foram consideradas, como 0s cdes serem
monitorados sorologicamente e 0s animais positivos tratados, independentemente

da presenca ou auséncia de sinais clinicos (NEER, 1998).
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Periodo do Estudo

O presente estudo foi realizado em Cuiaba, capital do Estado de Mato
Grosso, no periodo de setembro de 2007 a abril de 2009. O municipio de Cuiabéa
possui area de 3.538,17km? correspondendo a 254,57km? de &rea urbana e
3.283,60km? de area rural. Localizado na mesorregido Centro-Sul Matogrossense,
possui as coordenadas geograficas de 15° 35' 56" latitude sul (S) e 56° 06" 01"
longitude Oeste (W) (SILVA et al., 2008).

A regido é cercada por trés biomas: a amazénia, o cerrado e o pantanal, onde

o clima é tropical quente e umido.

3.2 Caes amostrados

Os calculos para obtencdo da amostragem dos caes foram definidos pelo
programa Epi info 3.3.2 (CDC, EUA), considerando a proporcao de caes em relagao
ao homem de 7:1, prevaléncia de 20%, (LABARTHE et al., 2003), intervalo de
confianca de 95% e erro aceitavel de 5%.

Foram incluidos no estudo cées das regides leste (Bairro Jardim Universitario,
61 amostras); regiao norte (Bairro Morada do Ouro, 68 amostras); regiao sul, (Bairro
Coophema, 54 amostras; e regido oeste, (Bairro Cidade Alta, 71 amostras),
totalizando 254 amostras.

Os cées avaliados foram provenientes de ambientes urbanos domiciliados, de
idade e ragas variadas e ambos os sexos. Foram obtidas informagdes através de
questionario, contendo identificacdo, sinais clinicos apresentados no momento da
avaliacdo clinica nas residéncias e de presenca de carrapatos. As amostras de

sangue foram colhidas de forma asséptica por venopuncao cefalica ou jugular, onde
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26

foram obtidos os soros apés retragcdo do coagulo e conservados a -20°C até o
momento da prova soroldgica.

Os carrapatos presentes nos cdes no momento do inquérito foram colhidos e
identificados segundo Aragéo e Fonseca (1961).

3.3 Reacgédo Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Reacado Imunofluorescéncia Indireta foi realizada a partir das células DH82
infectadas com o isolado S&o Paulo de E. canis, fixadas em laminas de
imunofluorescéncia, como descrito por RISTIC et al. (1972). As laminas fixadas para
o teste foram gentilmente cedida por Dr. Daniel Moura Aguiar, mantidas sob
refrigeracéo -20° C até o uso. Os soros dos cées foram testados a partir da diluicdo
de 1:40 até 1:2560 (HARRUS et al., 1997; MCBRIDE et al., 2001) em solucéo salina
tamponada (PBS) pH 7,2, e 1% de soro albumina bovina. As amostras foram
colocadas sobre a lamina, posteriormente incubadas a 37°C por 30 minutos. Apoés
lavagem de 5 minutos com soluc¢do PBS, foi adicionado o conjugado de coelho anti-
IgG de céo (SIGMA®) na diluicdo 1:400 para marcacao do anticorpo e as laminas
foram novamente incubadas por 30 minutos a 37°C. Apds lavagem como citado
anteriormente, as laminas foram preparadas com glicerina tamponada e cobertas
com laminula. As laminas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia
(LEICA ®). Em cada lamina foram incluidos controles negativos e positivos
(inoculado experimentalmente) testados através da PCR e RIFI; sendo considerada

a amostra reagente com fluorescéncia na diluicdo igual ou maior a 1:40.

3.4 Analise Estatistica

Os calculos para obtencdo da amostragem dos caes foram definidos pelo

programa Epi info 3.3.2 (CDC, EUA), considerando a proporcao de caes em relacao
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ao homem de 7:1, prevaléncia de 20%, (LABARTHE et al., 2003), intervalo de
confianca de 95% e erro aceitavel de 5%.

Para avaliar as associagfes entre diferentes variaveis, utilizou-se Teste do
Quiquadrado(x?) corrigido por Yates, ou Exato de Fisher quando algum valor
esperado foi igual ou inferior a 5. Considerou-se o valor de p < 0.05 estatisticamente

significativo.
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4.0 RESULTADOS

A prevaléncia de cédes soropositivos para E. canis nos bairros das regifes
administrativa de Cuiaba, Mato Grosso, foi de 42,5% (108/254). A frequéncia de
titulos observados nos animais soropositivos foram 40(4,6%), 80 (5,6%), 160 (8,3%),
320(13,9%), 640(14,8%), 1280(20,4%) e 2560(32,4%).

Este resultado quando comparado pelas regides, ndo apresentou diferenca
significativa (p > 0,05; Tabela 1).

Tabela 1 — Prevaléncia de anticorpos anti-Ehrlichia canis em cdes do municipio de

Cuiaba, MT, segundo os bairros.

Bairros N° caes Positivos Prevaléncia* IC —95%
(n)
Jardim Universitario 61 23 37, 7% (26,20 — 50,31)
Cidade Alta 71 37 52,1% (40,50 — 63,50)
Coophema 54 25 46,29% (33,36 — 59,60)
Morada do Ouro 68 23 33,82% (23,30 — 45,60)
Total 254 108 42 5% (36,50 — 48,60)
* p>0,05

N&o foi observada associacdo significativa (p > 0,05), entre o resultado
sorolégico e as variaveis estudadas: sexo, faixa etaria (Tabela 2), acesso a rua ou a
zona rural e racas (Tabela 3). Os caes sem raca definida representaram 46 (42,6%)
dos estudados e os de racas puras 62 (57,4%), dentre eles, poodle (16), pitbull (11),
pinscher (10), dachshund (6), boxer (4), rotweiller (4), dogue aleméo (3), doberman

(2) e labrador, pastor aleméo, pointer, pequinés, akita e shitzu um cada.
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Tabela 2 — Prevaléncia de anticorpos anti-Ehrlichia canis em cdes do municipio em

Cuiaba-MT, segundo sexo e faixa etaria.

Sexo(+/n)

Faixa etaria (meses) Macho Fémea Total(%)
<12 25,00%(4/16) 42,85%(6/14) 10/30(33,33)
>12-36 36,95%(17/46) 34,48%(10/29) 27/75(36,00)
>36-72 63,33%(19/30) 35,71%(15/42) 34/72(47,22)
> 72 59,25%(16/27) 43,75%(21/48) 37/75(49,33)
Indeterminado 0 100%/2 100%/2
TOTAL 119 135 254

Com relacdo ao ambiente de maior permanéncia do cédo, foi observado menor
frequéncia de anticorpos nos animais com acesso ao intradomicilio (x?= 9,428; p <
0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia (%) e valor de Qui-quadrado (x?) dos cédes amostrados e
reagentes a Imunofluorescéncia Indireta (titulo = 40) contra antigenos de Ehrlichia

canis, domiciliados em Cuiaba-MT.

Variaveis Caes (%)
Amostrados Reagentes** X2 p

Sem Raca Definida (SRD) 101 46(45,54)2

Caes de racas puras 153 62(40,52)2 0,44 0,50
Sem acesso a rua 135 59 (43,7)®

Acesso livre a rua 119 49 (41,2* 0,08 0,777
Intradomicilio 13 1(7,7)%

Peridomicilio 35 11(31,4)®

Intra e Peridomicilio 206 96(46,6) © 9,428 0,002
Acesso zona rural 19 9(47,36)2

Sem acesso a zona rural 235 99(42,12)* 0,04 0,838

* Letras diferentes na coluna indicam p < 0,5
**Letras iguais na coluna indicam p > 0,5
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Dos 254 animais avaliados, apenas (32/2,6%) apresentaram infestacéo pelo
carrapato, R. sanguineus, (x? = 5,87, p = 0,118). Quinze (15/46,87%) dos caes
parasitados sororreagiram a imunofluorescéncia indireta.

Diversas alteracdes clinicas foram observadas em 31/108 (28,70%) dos caes
sororreagentes, incluindo linfadenopatia (2/6,45%), emagrecimento (2/6,45%),
petéquias (2/6,45%), apatia (1/3,22%), hepatomegalia (1/3,22%), esplenomegalia
(1/3,22%), além dos sinais oftalmicos (9/29,03%), nervosos (1/3,22%) e
dermatolégicos (20/64,51%).

5.0 DISCUSSAO

A prevaléncia encontrada neste estudo (42%) em cdes domiciliados em
Cuiaba foi semelhante a relatada por Aguiar et al. (2007b) em municipio localizado
no Estado de Rondénia (37,9%), estando acima dos relatados por outros autores no
Brasil: 23% no Parana (TRAPP et al., 2006), 36% na Bahia (CARLOS et al., 2007).
Entretanto, foi inferior ao resultado de Almeida e Sousa (2006) que observou pelo
teste SNAP 3DX, a prevaléncia de 60% em caes atendidos em hospital do mesmo
municipio. Na cidade de Jaboticabal, SP, com amostra de 30 cées, observou-se que
63,3% positivas na RIFI

A prevaléncia de E. canis esta largamente associada a distribuicdo do vetor,
encontrado principalmente em regides tropicais e subtropicais (RODRIGUEZ-VIVAS
et al., 2005). No Brasil, diferentes prevaléncias sao perceptiveis nos Estados do
Nordeste e do Sul, se relacionando a uma melhor adaptacdo e, consequentemente
ao maior numero de carrapatos em clima quente e Umido, do que em clima
temperado. No municipio estudado a alta prevaléncia é similar a outras areas da
regido Centro-oeste e Nordeste (LABARTHE et al, 2003). Outros fatores
epidemioldgicos que interferem na percentagem de animais sororreagentes sao, tipo
de amostragem, tamanho das amostras utilizadas nos estudos e sensibilidade dos
testes (CARLOS et al., 2007), além do comportamento do animal e faixa etaria
média da populagdo estudada (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005)
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N&o foi observada associacdo entre a taxa de infeccdo e a faixa etaria,
corroborando com Aguiar et al. (2007b) no Brasil e Rodriguez-Vivas et al. (2005) no
México. No entanto, neste estudo cdes com idade entre 3 a 6 anos tiveram maior
soroprevaléncia, justificado pelo estado imunolégico do hospedeiro ou exposi¢do ao
carrapato por longo periodo (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005).

N&o foi verificada predisposicao racial e sexual quanto a infec¢éo por E. canis
na cidade de Cuiabd, igualmente visto por Sousa (2006). No entanto, maior
severidade clinica da ehrlichiose é descrita em cdes da raca Pastor Alemao, nédo
havendo predisposicédo dessa raca a infeccdo (HARRUS et al., 1997). As alteracdes
clinicas observadas nos cédes com infeccdo por E. canis sdo condizentes com estudo
realizado por Ueno et al. (2009) em caes atendidos em hospital veterinario, contudo,
neste estudo se observou a maioria dos animais assintomaticos por se tratar de
inquérito epidemiologico.

Quanto ao ambiente de maior permanéncia dos cades, demonstrou-se menor
frequéncia (p < 0,05) da infec¢do por E. canis nos cdes com acesso apenas ao
intradomicilio, o que provavelmente é justificado pela menor ocorréncia de
parasitismo por R. sanguineus, possivelmente pela convivéncia muita proxima com
seus proprietarios levando-os a zelar pelo controle de ectoparasitos (LABRUNA e
PEREIRA, 2001).

N&o foi observada diferenga significativa entre os caes com livre acesso a rua
e ou com acesso a zona rural. De acordo com Carlos et al. (2007) no ambiente rural,
cuja situacdo socio-econdbmica dificulta o controle do vetor, os cades facilmente
infestados por carrapatos, apresentam maior risco de infeccdo (DAGNONE et al.,
2002). Este aspecto nao foi observado nesta pesquisa ja que os caes amostrados
frequentavam esporadicamente essas areas.

Segundo Trapp et al. (2006) o parasitismo por R. sanguineus tem sido
apontado como principal fator de risco para a ehrlichiose monocitica canina. Das
amostras de carrapatos coletadas nos caes pesquisados, todas foram identificadas
como desta espécie. De acordo com Labruna e Pereira (2001) esse carrapato
encontra-se preferencialmente em regiées urbanas do pais, porém também em
menores densidades nas areas rurais e provavelmente, em todo o territério nacional,
corroborando este estudo. Este mesmo autor descreve reduzida infestacdo canina

por carrapatos em determinadas estacfes do ano onde apenas 5% da populagéo é
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encontrada no hospedeiro, enquanto 95% estariam no ambiente nas fases de vida

livre, o que justificaria 0 encontro de poucos caes parasitados na coleta.

6.0 CONCLUSAO

Neste inquérito se observou elevada prevaléncia de anticorpos anti-E. canis
em caes domiciliados em Cuiaba, Estado de Mato Grosso, apesar da baixa
infestacdo por carrapatos encontrada no momento da pesquisa e elevado numero de

cées assintomaticos, evidenciando ampla distribuicdo do agente no municipio.
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Soroprevaléncia de anticorpos anti-Ehrlichia canis em cées de Cuiaba, Mato

Grosso

Seroprevalence anti-E. canis antibodies in dogs of Cuiaba, Mato Grosso

José N. Silva®, Arleana B. P. F. Almeida, Eveline C. Boa Sorte?, Agradia G.

Freitas?, Luana G. F. Santos?, Daniel M. Aguiar3, Valéria R. F. Sousa®*
ABSTRACT

Canine ehrlichiosis is a disease transmitted by ticks Rhipicephalus. sanguineus and
caused by Ehrlichia canis, obligatory intracellular bacteria. The present study
examined the prevalence of anti-E. canis in 254 dogs from four administrative
regions of Cuiab4a, Mato Grosso, by indirect immunofluorescence. There was a
prevalence of 42.5% (108/254) without significant difference between the regions.
The variables age, breed, sex, habitat, access to rural and ticks were analyzed. The
antibody titers ranged from 1:40 to 1:2560. Only 32 (29.63%) seropositive dogs were
infested with ticks, all R. sanguineus. The results confirm that there isn’t breed, sex
or age predisposition, while the low occurrence of reactive dogs indoors is probably
related to low tick infestation, although it there was not significant difference between
dogs with or without the vector.

KEY WORDS: Ehrlichia canis; Indirect immunofluorescence, Cuiaba, epidemiological

survey

RESUMO

7z

A ehrlichose canina é uma doenca transmitida pelo carrapato R. sanguineus e

provocada pela E. canis, bactéria intracelular obrigatoria. O presente estudo verificou
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a prevaléncia de anticorpos anti-E. canis em 254 caes de quatro regides
administrativas de Cuiaba, Estado de Mato Grosso, por Imunofluorescéncia Indireta.
Observou-se a prevaléncia de 42,5 % (108/254) sem diferenca significativa entre as
regibes. As variaveis idade, raca, sexo, habitat, acesso a zona rural e presenca de
carrapatos foram analisadas. Os titulos de anticorpos variaram de 1:40 a 1:2560.
Somente 32 (29,63%) caes soropositivos estavam infestados por carrapatos, todos
R. sanguineus. O resultado encontrado corrobora que ndo ha predisposicéo racial,
sexual ou etaria, enquanto a menor ocorréncia de cées reagentes no intradomicilio
provavelmente esta relacionada a baixa infestacéo por carrapato, apesar de nao ter
sido observado diferenca significativa entre os cdes com ou sem o vetor.

Palavras chave: Ehrlichia canis; Imunofluorescéncia Indireta, Cuiaba, inquérito

epidemiologico.

INTRODUCAO

A ehrlichiose é uma doenca de distribuicdo cosmopolita transmitida pelo
carrapato, Rhipicephalus sanguineus, causada por bactérias do género Ehrlichia. A
Ehrlichia canis € o agente etiolégico da ehrlichiose monocitica canina, sendo um
parasito intracelular obrigatério de células hematopoiéticas maduras ou imaturas,
especialmente do sistema fagocitario mononuclear (DUMLER et al., 2001).

A primeira descricdo da E. canis foi infectando um cdo Pastor Aleméo, na
Argélia, por Donatien e Lestoquard, em 1935. O primeiro relato da presenca de E.
canis no Brasil ocorreu em Belo Horizonte, Minas Gerais, por Costa et al. (1973), e 0
segundo em Jaboticabal, Sdo Paulo, por Maregati, em 1978 (KAVINSKI, 1988).

A patogénese da ehrlichiose monocitica canina envolve trés fases
consecutivas: aguda, uma infeccdo assintomatica persistente, também denominada
fase subclinica e fase cronica. A apresentacdo dos sinais clinicos pode variar, de
acordo com as fases, sendo com frequéncia observada, letargia, anorexia, febre,
linfoadenomegalia, esplenomegalia, trombocitopenia, distirbios hemorragicos e

hipergamaglobulinemia (HARRUS et al., 2002).
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O diagnostico da ehrlichiose é baseado na combinacdo dos sinais clinicos,
anormalidades hematoldgicas, achados em esfregacos sanguineos da ponta de
orelha e papas de leucdcitos € bom indicador diagnostico e sorolégicos. A reacao
em cadeia de polimerase vem sendo incorporada ao plano diagnostico (NEER e
HARRUS, 2006). A observacdo microscopica de esfregacos sanguineos submetidos
a coloracdo do tipo Romanowsky, € simples, barata e fornece um registro
permanente (FRITZ, 2009), no entanto a sua sensibilidade é baixa, em torno de 4 a
5% dos casos na fase aguda (HARRUS et al., 1997; MENESES et al., 2008).

As bactérias do género Ehrlichia sp. induzem resposta humoral especifica,
base para o diagnostico sorologico (RIKIHISA, 1991), ocorrendo soroconversao nos
animais logo apos a infeccdo (OTRANTO et al., 2009). Dentre os testes soroldgicos,
a Imunofluorescéncia Indireta é utilizada no diagndstico da ehrlichiose, sendo
aplicavel tanto para estudos de infec¢gbes experimentais, quanto epidemiol6gicos. Os
antigenos utilizados sé@o procedentes do cultivo de células infectadas com E. canis,
havendo deteccéo de anticorpos precoces em até sete dias pds-infeccdo, embora a
maioria dos caes se tornam soropositivos apos 28 dias da infeccdo (HARRUS et al.,
1997).

A ehrlichiose tem sido motivo de grande interesse tanto para pesquisas em
medicina veterindria quanto para saude publica em decorréncia das recentes
descobertas de infeccdo em humanos (STICH et al., 2008), portanto, este trabalho
teve o proposito de verificar a soroprevaléncia da infeccdo por Ehrlichia canis em

caes domiciliados em Cuiabd, Mato Grosso, através da imunofluorescéncia indireta.

MATERIAL E METODOS

Local e Periodo do Estudo

O presente estudo foi realizado em Cuiaba, capital do Estado de Mato
Grosso, no periodo de setembro de 2007 a abril de 2009. O municipio de Cuiaba
possui area de 3.538,17km? correspondendo 254,57km? de &rea Urbana e
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3.283,60km? Area Rural. Localizado na mesorregido Centro-Sul Matogrossense,
possui as coordenadas geograficas de 15° 35' 56" latitude sul (S) e 56° 06" 01"
longitude Oeste (W) (SILVA et al., 2008).

A regido é cercada por trés biomas: a amaz6nia, o cerrado e o pantanal, onde

o clima é tropical quente e umido.

Caes amostrados

Os célculos para obtencdo da amostragem dos cées foram definidos pelo
programa Epi info 3.3.2 (CDC, EUA), considerando a proporcao de caes em relagao
ao homem de 7:1, prevaléncia de 20%, (LABARTHE et al., 2003), intervalo de
confianca de 95% e erro aceitavel de 5%.

Foram incluidos no estudo caes das regides leste (Bairro Jardim Universitario,
61 amostras); regido norte, (Bairro Morada do Ouro, 68 amostras); na regiao sul,
(Bairro Coophema, 54 amostras), e na regiao oeste, (Bairro Cidade Alta, 71
amostras), totalizando 254 amostras.

Os caes avaliados eram provenientes de ambientes urbanos domiciliados, de
idade e ragas variadas e ambos os sexos. Foram obtidas, informac¢des contendo
identificacdo, sinais clinicos apresentados no momento da avaliacdo clinica nas
residéncias, e de presenca de carrapatos. As amostras de sangue foram colhidas de
forma asséptica por venopuncéo cefalica ou jugular, onde foram obtidos os soros
apos retracdo do coagulo e conservados a -20°C até o momento da prova
sorologica.

Os carrapatos presentes nos cdes no momento do inquérito foram colhidos e

identificados conforme a espécie, segundo Aragdo e Fonseca (1961).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Amaz%C3%B4nia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cerrado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pantanal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tropical
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Imunofluorescéncia Indireta

A Imunofluorescéncia Indireta foi realizada a partir das células DH82
infectadas com o isolado S&o Paulo de E. canis, fixadas em laminas de
imunofluorescéncia, como descrito por RISTIC et al. (1972). Os soros dos cées
foram testados a partir da diluicdo de 1:40 até 1:2560 (HARRUS et al.,, 1997;
McBRIDE et al., 2001) em solucdo salina tamponada (PBS) pH 7,2, a 1% de soro
albumina bovina. Para marcacdo do anticorpo, utilizou-se conjugado de coelho anti-
IgG de cdo (SIGMA®) na diluicdo 1:400. As laminas foram examinadas em
microscopio de epifluorescéncia (LEICA ®). Em cada lamina foram incluidos
controles negativos e positivos; sendo considerada a amostra reagente com
fluorescéncia na diluigao igual ou maior a 1:40.

Anélise Estatistica

Para avaliar as associacdes entre diferentes variaveis, utilizou-se Teste do
Quiquadrado®) corrigido por Yates, ou Exato de Fisher quando algum valor
esperado foi igual ou inferior a 5. Considerou-se o valor de p < 0.05 estatisticamente

significativo.

RESULTADOS

A prevaléncia de cédes soropositivos para E. canis nos bairros das regides
administrativa de Cuiaba, Mato Grosso, foi de 42,5% (108/254). Este resultado
guando comparado pelas regifes, ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05;
Tabela 1).

N&o foi observada associacdo significativa (p > 0,05), entre o resultado

sorologico e as variaveis estudadas: sexo, faixa etaria, acesso a rua ou a zona rural
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e racas (Tabela 2). Os cédes sem raca definida representaram 46 (42,6%) dos
estudados e os de racas puras 62 (57,4%), dentre eles, poodle (16), pitbull (11),
pinscher (10), dachshund (6), boxer (4), rotweiller (4), dogue aleméo (3), doberman
(2) e labrador, pastor alemé&o, pointer, pequinés, akita e shitzu um cada.

Com relacdo ao ambiente de maior permanéncia do céo, foi observado menor
frequéncia de anticorpos, nos animais com acesso ao intradomicilio (x?= 9,428; p <
0,05) . Dos 254 animais avaliados, apenas 32(12,6%) apresentaram infestacdo por
carrapatos, R. sanguineus, (x2 = 5,87, p = 0,118). Quinze (46,87%) caes parasitados
sororreagiram a imunofluorescéncia indireta (Tabela 2)

Diversas alteracbes clinicas foram observadas em 31 dos cées
sororreagentes, incluindo linfadenopatia (2), emagrecimento (2), petéquias (2),
apatia (1), hepatomegalia (1), esplenomegalia (1), além dos sinais oftalmicos (9),
nervosos (1) e dermatolégicos (20).

A frequéncia de titulos observados nos animais soropositivos foram 40(4,6%),
80 (5,6%), 160 (8,3%), 320(13,9%), 640(14,8%), 1280(20,4%) e 2560(32,4%).

DISCUSSAO

A prevaléncia encontrada neste estudo (42%) com caes domiciliados em
Cuiabé foi semelhante a relatada por Aguiar et al. (2007) em municipio localizado no
Estado de Rondénia (37,9%), estando acima dos relatados por outros autores no
Brasil: 23% no Paran&a (TRAPP et al., 2006), 36% na Bahia (CARLOS et al., 2007).
Entretanto, foi inferior ao resultado de Almeida e Sousa (2006) que observou pelo
teste SNAP 3DX, a prevaléncia de 60% em cées atendidos em hospital do mesmo
municipio.

A prevaléncia de E. canis esté largamente associada a distribuicdo do vetor,
encontrado principalmente em regides tropicais e subtropicais (RODRIGUEZ-VIVAS
et al., 2005). No Brasil, diferentes prevaléncias sao perceptiveis nos Estados do
Nordeste e do Sul, se relacionando a uma melhor adaptacdo e, consequentemente
ao maior numero de carrapatos em clima quente e Umido, do que em clima

temperado. No municipio estudado a alta prevaléncia é similar a outras areas da
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regido Centro-oeste e Nordeste (LABARTHE et al., 2003). Outros fatores
epidemioldgicos que interferem na percentagem de animais sororreagentes sao, tipo
de amostragem, tamanho das amostras utilizadas nos estudos e sensibilidade dos
testes (CARLOS et al., 2007), além do comportamento do animal e faixa etaria
meédia da populacéo estudada (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005)

N&o foi observada associacdo entre a taxa de infeccdo e a faixa etaria,
corroborando com Aguiar et al. (2007) no Brasil e Rodriguez-Vivas et al. (2005) no
México. No entanto, neste estudo cdes com idade entre 3 a 6 anos tiveram maior
soroprevaléncia, justificado pelo estado imunolégico do hospedeiro ou exposicédo ao
carrapato por longo periodo (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005).

Nao foi observada predisposi¢do racial e sexual quanto a infeccdo por E.
canis na cidade de Cuiaba, igualmente visto por Sousa (2006). No entanto, maior
severidade clinica da ehrlichiose é descrita em cdes da raca Pastor Alemao, nédo
havendo predisposicdo dessa raca a infeccdo (HARRUS et al., 1997). As alteracbes
clinicas observadas nos cédes com infeccdo por E. canis sdo condizentes com estudo
realizado por Ueno et al. (2009) em cées atendidos em hospital veterinario, contudo,
neste estudo se observou a maioria dos animais assintomaticos por se tratar de
inquérito epidemioldgico.

Quanto ao ambiente de maior permanéncia dos cdes, demonstrou-se menor
frequéncia (p < 0,05) da infeccdo por E. canis nos com acesso apenas ao
intradomicilio, o que provavelmente ¢é justificado pela menor ocorréncia de
parasitismo por R. sanguineus, possivelmente pela convivéncia muita préxima com
seus proprietarios levando-os a zelar pelo controle de ectoparasitos (LABRUNA e
PEREIRA, 2001).

N&o foi observada diferenga significativa entre os caes com livre acesso a rua
€ ou com acesso a zona rural. De acordo com Carlos et al (2007) ambiente rural,
cuja situagéo socio-econémica dificulta o controle do vetor, sendo os cées facilmente
infestados por carrapatos, apresentando maior risco de infeccdo (DAGNONE et al.,
2002), aspecto ndo observado nesta pesquisa ja que 0s caes amostrados
frequentavam esporadicamente essas areas.

Segundo Trapp et al. (2006) o parasitismo por R. sanguineus tem sido
apontado como principal fator de risco para a ehrlichiose monocitica canina. Das

amostras de carrapatos coletadas nos céaes pesquisados, todas foram identificadas
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como desta espécie. De acordo com Labruna e Pereira (2001) esse carrapato
encontra-se preferencialmente em regiées urbanas do pais, porém também em
menores densidades nas &reas rurais e provavelmente, em todo o territério nacional,
corroborando este estudo. Este mesmo autor descreve reduzida infestagao canina
por carrapatos em determinadas estacfes do ano onde apenas 5% da populagéo é
encontrada no hospedeiro, enquanto 95% estariam no ambiente nas fases de vida
livre, o que justificaria 0 encontro de poucos caes parasitados na coleta.

Neste inquérito se observou elevada prevaléncia de anticorpos anti-E. canis
em caes domiciliados em Cuiaba, Estado de Mato Grosso, apesar da baixa
infestacdo por carrapatos encontrada no momento da pesquisa e elevado numero de
cées assintomaticos, evidenciando o aspecto subclinico desta infeccdo e a ampla

distribuicdo do agente no municipio.
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Tabela 1 — Prevaléncia de anticorpos anti-Ehrlichia canis em caes do municipio de

Cuiaba, MT, segundo os Bairros estudados.

Bairro estudado

N° caes avaliados

positivos Prevaléncia*

IC —95%

Jardim Universitario 61 23 37, 7% (26,20 — 50,31)

Cidade Alta 71 37 52,1% (40,50 — 63,50)

Coophema 54 25 46,29% (33,36 — 59,60)

Morada do Ouro 68 23 33,82% (23,30 — 45,60)

Total 254 108 42,5% (36,50 — 48,60)
* p>0,05

Tabela 2 — Frequéncia (%) e valor de Qui-quadrado (x2) dos cdes amostrados e

reagentes a Imunofluorescéncia Indireta (titulo 2 40) contra antigenos de Ehrlichia

canis, domiciliados em Cuiaba-MT.

Variaveis Cées (%)
Amostrados Reagentes** X2 p

Macho 119 56(47,1)2
Femea 135 52(38,5) @ 155 0,212
Faixa etaria
<1 29 12(41,4) @
21-3 78 28(35,9) @
23-6 71 33(46,5) @
26 72 32(44,5) @ 0,775 0,378
Indeterminado 4 3(75)
Sem Ragcas Defenidas (SRD) 101 46(45,54)3
Caes de racas puras 153 62(40,52)2 0,44 0,50
Sem acesso a rua 135 59 (43,7)%
Acesso livre a rua 119 49 (41,2)% 0,08 0,777
Intradomicilio 13 1(7,7)2
Peridomicilio 35 11(31,4)*
Intra e Peridomicilio 206 96(46,6) b 9,428 0,002
Acesso zona rural 19 94
Sem acesso a zona rural 235 99% 0,04 0,838

* Letras diferentes na coluna indicam p < 0,5
**Letras iguais na coluna indicam p > 0,5



Estudo: Soroprevaléncia de anticorpos Anti-Ehrlichia canis em cdes de Cuiaba

Ne. ficha:
Data: / /

Identificagdo do Proprietario:

Proprietario:

Endereco:

Bairro: Telefone:

Identificagdo do Animal:

Nome:

Raga: | sexo: | Idade:

Local/Cidade de Origem:

e Local de permanéncia na casa: ( ) dentro de casa ( ) quintal ( ) dentro de casa/quintal
e Temacessoarua: ( )Sim ( ) Nao
e Infestacdo por carrapatos: ( ) Sim ( ) Nao

Aspectos Demograficos:
e Local da Residéncia: ( ) Zona Rural ( ) Zona Urbana
e Tem acesso esporadico a zona rural: ( )Sim ( ) Nao

Sinais Clinicos:
e Evolugdo da doenga: ( )Apatia ( )Caquexia ( )Hepatomegalia ( )Onicogrifose
( JEmagrecimento progressivo ( )Esplenomegalia ( )Linfadenopatia
Muscular

e AlteracGes dermatoldgicas: ( )Alopecia ( JNodulos Cutaneos ( )Descamacgdo
( )Ulcera de ponta de orelha ( )Ulceras cutaneas ( )Alopecia periocular

( )Hiperqueratose Outros:
e Alteracles oculares: ( )Uveite ( )Conjuntivite Outros:

AlteracGes neuroldgicas:

AlteragGes ortopédicas:

AlteracGes digestivas:

AlteracGes renais:

AlteracGes hemorragicas:

Observagoes:

Sorologia:
RIFI:
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( )Atrofia
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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