UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO

ANDERSON BARROS TEIXEIRA PINTO

ANAPLASMATACEAE EM FELINOS (Felis catus) NO MUNICIPIO DE CAMPOS
DOS GOYTACAZES (RJ): DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO

CAMPOS DOS GOYTACAZES
2016



ANDERSON BARROS TEIXEIRA PINTO

ANAPLASMATACEAE EM FELINOS (Felis catus) NO MUNICIPIO DE CAMPOS
DOS GOYTACAZES (RJ): DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO

Tese apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como requisito
parcial para a obtencdo do grau
de Doutor em Ciéncia Animal,
na Area de Concentracdo de
Sanidade Animal.

Orientador Professor Antonio Peixoto Albernaz

Campos dos Goytacazes

2016



ANDERSON BARROS TEIXEIRA PINTO

ANAPLASMATACEAE EM FELINOS (Felis catus) NO MUNICIPIO DE CAMPOS
DOS GOYTACAZES (RJ): DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO

Tese apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como requisito
parcial para a obtencéo do grau
de Doutor em Ciéncia Animal,
na Area de Concentracdo de
Sanidade Animal.

Aprovada em 24 de maio de 2016

BANCA EXAMINADORA

Prof. Leonardo Serafim da Silveira (D.Sc., Produgéo Animal) - UENF

Prof2 Adriana Jardim de Almeida (D.Sc., Ciéncia Animal) - UENF

Prof. Shaytner Campos Duarte (D.Sc., Ciéncia Animal) — FMC

Prof. Clovis de Paula Santos (D.Sc., Medicina Veterinaria-Parasitologia Veterinaria) - UENF

Prof. Antonio Peixoto Albernaz (D.Sc., Produgédo Animal) - UENF

(Orientador)



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do CCT / UENF 138/2016

Finto, Anderson Barros Teixeira

Anaplasmataceae em felinos (Felis catus) no municipio de Campos
dos Goytacazes (RJ) : diagndstico e caracterizaggo / Anderson Barros
Teixeira Pinto. — Campos dos Goytacazes, 2016.

131 :l.

Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) -- Universidade Estadual do
Morte Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias. Laboratdrio de Clinica e Cirurgia Animal. Campos dos
Goytacazes, 2016.

Orientador: Antonio Peixoto Albemaz.

Area de concentracio: Sanidade animal.

Bibliografia: f. 101-111.

1. ANAPLASMATACEAE 2. ERLIQUIOSE 3. ANAPLASMOSE 4.
FELINOS 5. ALTERAGOES CLINICAS E LABORATORIAIS 6. PCR 7,
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA I, Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeira. Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecudrias. Laboratdrio de Clinica e Cirurgia Animal Il. Titulo

CCT 636.8089







DEDICATORIA

Dedico essa tese aos meus amados pais Anilton Teixeira Pinto e Ana de Cassia
Barros Teixeira Pinto, que me ensinaram, e me ensinam, a caminhar com minhas
préprias pernas, sempre com amor, confianca e muito trabalho;

Dedico também essa tese aos meus irméos Anilton Barros Teixeira Pinto e Monica
Barros Teixeira Pinto e aos meus sobrinhos Karina, Igor, Rafael e Gustavo;

Dedico & minha companheira de caminhada Mariana Palha de Brito Jardim que
sempre me apoiou em minhas decisbes, dando-me carinho, compreensao e amor.
A0S meus incontaveis animais que sempre estiveram comigo em todos 0s momentos

de minha vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus que me auxiliou na compreensdo do conhecimento
necessario para realizar as pesquisas, a escrita e acima de tudo me permitiu reduzir

para demonstrar meus limites quando eram necessarios para a minha caminhada;

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e ao programa de
Pos-Graduacao em Ciéncia Animal pelo aprendizado tedrico e pratico para a formacgéao

em doutor;

Ao meu orientador Antonio Peixoto Albernaz, professor de Clinica Médica de
Pequenos Animais pela UENF, pelos 13 anos de convivio, pela amizade e confianca
nos meus trabalhos e experimentos realizados no setor de Patologia Clinica. Obrigado
por todos 0s ensinamentos necessarios para a minha formacao, pelas instrucdes de

vida e pelos exemplos profissionais!

Agradeco a professora Giane Regina Paludo, professora das disciplinas de
Fisiologia Veterinaria e Patologia Clinica Veterinaria da Faculdade de Agronomia e
Veterinaria da UnB, pelo carinho na minha recep¢ao em Brasilia, por ter cedido tempo
e espaco para a pesquisa em seu laboratério e ter me confiado os conhecimentos
necessarios para a realizacdo dos protocolos laboratoriais do experimento, assim

como o fornecimento de materiais para processamento;

Para estes conhecimentos obtidos com a professora Giane, o auxilio da médica
veterinaria e técnica do setor Marcela Corréa Scalon do laboratério de Microbiologia e

Patologia Molecular foi de extrema importédncia para o exercicio da pesquisa, sendo

responsavel por meu treinamento prético e tedrico para realiza¢cdo dos procedimentos;

Agradeco ao professor Gilberto Salles Gazéta, chefe do laboratério de Referéncia
Nacional em Vetores das Riquetsioses, que forneceu o espaco e tempo para realizagdo da
minha pesquisa neste setor para elaboracdo das técnicas sorolégicas para 0 meu
experimento. Da mesma forma agradeco a Arannadia Barbosa Silva, doutoranda do setor,

gue me auxiliou em todos os procedimentos necessarios;

Agradeco a equipe de trabalho para a realizagdo das coletas e auxilio na
realizagdo dos experimentos, composta pelas bolsistas de iniciagéo cientifica Mariana

Palha de Brito Jardim e Natasha Nogueira Ferreira, que correram comigo “para cima



e para baixo” por varios locais da cidade para realizacdo dos atendimentos e coletas.
A pesquisa também pertence a esta maravilhosa equipe a que me reporto amiga e
talentosa. Esta tese é dedicada a Mariana, por toda dedicacdo, esforco ao
aprendizado e evolucdo como profissional. Dedico a Natasha esta tese, amiga
dedicada e talentosa, que esta pesquisa tenha sido uma pequena parcela para seu

crescimento profissional,

Agradeco de coracdo aos que fizeram e fazem parte da minha vida Eulogio
Carlos Queiroz de Carvalho, Claudio Baptista de Carvalho, Leonardo Serafim da
Silveira e Adriana Jardim de Almeida, professores que sempre me forneciam palavras

de apoio e exemplos profissionais;

Ao técnico do Laboratorio Orlando Augusto Melo Junior que me forneceu apoio
na pesquisa, mas acima de tudo, todo conhecimento que adquiri no setor de Patologia
Clinica, o que me configura no profissional atualmente, além de sua amizade.
Agradeco ao técnico de enfermagem Evaldo por ter me auxiliado em algumas coletas

para 0 meu experimento;

Agradeco aos proprietarios pela colaboracao e por ter cedido os animais para
as coletas e realizacdes dos procedimentos laboratoriais. Principalmente a Dona

Sonia que me forneceu varios felinos de seu recinto;

Além de todos que me auxilaram na tese diretamente, existem aqueles que de
alguma forma me ajudaram na tese com palavras de apoio e base para a sua
concluséo. Em especial Saulo Tinoco de Lannes, Bethania do Amaral Falcao, Jonhny

Maia Junior e Ana Carolina Queiroz Lima;

Agradeco aos meus amigos e companheiros de trabalho da FIPERJ que me
auxiliaram com apoio, palavras amigas e cumplicidade para a conclusdo do meu

trabalho. Agradeco aos amigos Oswaldo, Maira, Shaytner e Carlos Eduardo;

Para o meu aprendizado pratico em aulas, eu agradeco aos alunos pelo
amadurecimento, aprendizado e até mesmo sabedoria para a minha formacéao;
Dificuldades e confianca me permitiram o ensino para estes do conteddo em algumas

aulas do curso de Medicina Veterinaria.



EPIGRAFE

“Ser como o rio que deflui silencioso dentro da noite.

N&o temer as trevas da noite.

Se ha estrelas no céu, refleti-las
E se os céus se pejam de nuvens,
Como o rio as nuvens sao agua,
Refleti-las também sem magoa

Nas profundidades tranquilas”

Manuel Bandeira

“De que vale a um homem ganhar o mundo inteiro e perder sua alma? ”

(Marcos 8, 36)



RESUMO

Pinto, Anderson Barros Teixeira: Anaplasmataceae em gatos (Felis catus) no
municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.
Orientador: Antonio Peixoto Albernaz.

O Brasil ocupa o segundo lugar em populacdo de pequenos animais no mundo. A
populacdo de gatos no Brasil em 2013 foi de aproximadamente 22 milhdes. A
tendéncia é que este numero continue crescendo, ja que o gato é o animal doméstico
gue mais se ajusta ao estilo de vida do homem atual. Os objetivos do presente trabalho
foram a caracterizacdo dos agentes da familia Anaplasmataceae que acometem o0s
felinos domésticos e esclarecer a importancia dos felinos na cadeia epidemioldgica
das doencas riquetsiais. Foram obtidas 60 amostras sanguineas de felinos
domésticos, independentes de sanidade, provenientes de atendimentos clinicos.
Destas amostras foram realizados exames de hemograma e bioquimica sérica, e 0s
dados foram utilizados para preenchimento da ficha laboratorial. As amostras foram
processadas para obtencdo de concentracdo de células e soro, para realizacdo da
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e reacédo por imunofluorescéncia indireta
(RIFI), respectivamente, para identificacdo de agentes da familia Anaplasmataceae.
Os dados foram utilizados para analise descritiva para formacdo de frequéncias
epidemioldgicas e para realizacdo de testes ndo-paramétricos pelo Qui-quadrado de
Pearson (p<5%) associando as alteracdes laboratoriais as infec¢des por Ehrlichia
canis, Anaplasma platys e Anaplasma phagocytophilum. Os resultados obtidos
revelaram a presenca de 33,33% de agentes Anaplamastaceae na amostra
populacional, sendo 8,33% para E. canis, 20% para A. platys e 10% para A.
phagocytophilum. Foram realizadas as sorologias das amostras, pela
imunofluorescéncia indireta, para verificacgdo de amostras reagentes para A.
phagocytophilum, sendo 8,33% amostras reagentes na amostra populacional. As
alteracdes clinicas e laboratoriais mais frequentes em pacientes positivos por agentes
Anaplasmataceae foram letargia, linfadenomegalia, mucosas palidas, desidratacao,
trombocitopenia, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. Destes dados foram
realizadas as correlagdes ndo paramétricas e ndo foram verificadas dependéncias das

alteracbes laboratoriais com a presenca de animais positivos para agentes



Anaplasmataceae. A identificacdo dos agentes E. canis e A. platys visa esclarecer a
doenca naregido, sendo instrumento de orientacdo da doenca pelo médico veterinario
ao proprietario para que tenha medidas adequadas de tratamento e prevencao. A
presenca de agentes A. phagocytophilum é considerada, sem duvidas, uma
notificagdo importante devido ao potencial zoonaético. Tal risco tem que ser estudado
intensamente devido aos fatores bioldgicos existentes como vetores responsaveis

pela transmissao, capacidade de inoculacdo e capacidade de infeccao.

Palavras-chave: Anaplasmataceae, erliquiose, anaplasmose, felinos, alteracdes

clinicas e laboratoriais, PCR, Imunofluorescéncia Indireta.



ABSTRACT

Pinto, Anderson Barros Teixeira: Anaplasmataceae in cats (Felis catus) in the city of
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.
Superviser: Antonio Peixoto Albernaz

The Brazil ranks second in population of small animals in the world. The population of
cats in Brazil in 2013 was approximately 22 million. The trend is that this number will
continue to grow as the cat is the pet that best fits the lifestyle of the modern man. The
objectives of this study were to characterize the agents belonging to Anaplasmataceae
family that affect domestic cats and clarify the importance of cats in the epidemiology
of riquetsiais diseases. 60 blood samples were obtained from domestic cats, sanity
independent from clinical care. From these samples, blood count and Serum
biochemical tests were performed, and the data were used to fill the laboratory form.
The samples were processed to obtain cell concentration and serum for performing
the polymerase chain reaction (PCR) and indirect immunofluorescence assay (IFA),
respectively, for identifying agents belonging to Anaplasmataceae family. The data
was used for descriptive analysis for the formation of frequencies and to perform non-
parametric tests using the chi-square test (p<5%) associating the laboratory findings
to infection by Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum and Anaplasma platys.
The results revealed the presence of 33.33% for agents belonging to
Anaplasmataceae family in the population sample, and 8.33% for E. canis, 20% for A.
platys and 10% for A. phagocytophilum. Serology samples were performed by indirect
immunofluorescence to check reagents samples to A. phagocytophilum, and 8.33%
samples reagents in the sample population. The most frequent clinical and laboratory
findings in patients positive for Anaplasmataceae agents were lethargy, enlargement
of lymph nodes, pale mucous membranes, dehydration, thrombocytopenia,
hyperglobulinemia and hypoalbuminemia. These data were performed nonparametric
correlations and it was observed that laboratory changes and the presence of positive
animals were not dependent. Identification of E. canis and A. platys agents aims to
clarify the disease in the region, such as disease education tool that takes the
appropriate measures of treatment and prevention. The presence of A.

phagocytophilum agents is considered, without doubt, an important notice due to the



zoonotic potential. This risk has to be studied intensely due to the existing biological
factors as vectors responsible for the transmission, inoculation capacity and ability to

infection.

Keywords: Anaplasmataceae, ehrlichiosis, anaplasmosis, cats, clinical and laboratory

findings, PCR, Immunofluorescence Indirect Assay.
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1-  INTRODUCAO

O Brasil ocupa o segundo lugar em populacéo de pequenos animais no mundo,
sendo o primeiro lugar ocupado pelos Estados Unidos da América. A populacao atual
de gatos no Brasil em 2013 era de aproximadamente 22 milhdes (IBGE, 2015). A
tendéncia é que este numero continue crescendo, ja que o gato é o animal doméstico
gue mais se ajusta ao estilo de vida do homem atualmente (OLIVEIRA, 2008).

Desde que a erliquiose canina foi descrita pela primeira vez em 1935 e
reconhecida pela primeira vez nos Estados Unidos em 1962, houve muitos avancos
importantes para a compreensdo da diversidade dos organismos riquetsiais
responsaveis pela erliquiose e anaplasmose em cdes e ocasionalmente em gatos,
bem como para o entendimento dos vetores capazes de transmitir esses
hemoparasitas que desempenham importantes papéis como patégenos veterinarios,
sendo considerados agentes de doencas zoonéticas. Apesar do consideravel
progresso no campo, ainda ha muito a ser compreendido sobre os mecanismos que
contribuem para a patogénese, sobre as eficazes formas terapéuticas e estratégias
de prevencao para a protecao da saude animal (LITTLE, 2010).

O conhecimento das doencas transmitidas por carrapatos aos felinos é
substancialmente menor comparado ao conhecimento das doencas transmitidas a
pacientes caninos e humanos (STUBBS et al., 2000; BREITSCHWERDT et al., 2002).
Evidéncias moleculares indicam que o0s gatos podem ser infectados por
microrganismos Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys e Ehrlichia canis. Os
poucos relatos sobre a prevaléncia da erliquiose e anaplasmose felina em varias
regides do mundo podem ser devido a falta ou negligéncia de diagnosticos fidedignos
para suas confirmacgdes (BREITSCHWERDT et al., 2002; LAPPIN et al., 2004; ZOBBA
et al., 2015).

No Brasil, com excecdo dos hemoplasmas, at¢é o ano de 2000 os
hemoparasitas em felinos domésticos eram pouco conhecidos, existindo somente
relatos esporadicos de Ehrlichia sp. (ALMOSNY; MASSARD, 2002). A partir desta
década e apos a reclassificacdo promovida por Dumler e colaboradores (2001), houve
aumento de relatos de inUmeras espécies da familia Anaplasmataceae.

A natureza inespecifica dos sinais clinicos das doencas em felinos associada

a baixa sensibilidade e especificidade da técnica do esfrega¢co sanguineo pode ter



18

resultado no subdiagnéstico e escassa notificacdo desses parasitas no Brasil,
denotando a importancia do uso de técnicas mais sensiveis como as soroldgicas e
moleculares. Apesar disso, sao poucos os relatos envolvendo a biologia molecular no
diagndstico das hemoparasitoses de felinos no mundo (SANTAREM et al., 2005; LIMA
et al., 2010). Este raro diagndéstico da erliquiose e anaplasmose felina pode estar
relacionado a varios fatores, incluindo: a escassez de conhecimento de doencas
transmitidas por carrapatos nesta espécie; a patogenicidade reduzida dos agentes
transmitidos comparados a outros animais ou ainda a remocao rapida dos carrapatos
pelos felinos, resultando na diminuicdo da oportunidade de transmissdo da doenca
(STUBBS et al., 2000).

O gato néo é considerado um hospedeiro reservatorio para os agentes Ehrlichia
spp. e Anaplasma spp. Os patdgenos sdo mantidos em ciclos naturais e
aparentemente os gatos sdo infectados por estes microrganismos quando 0s
carrapatos através da picada se alimentam de seu sangue (DRYDEN et al., 2004).
Contudo, os gatos que residem em casas da zona urbana, locais que possuem grande
quantidade de carrapatos Rhiphicephalus sanguineus, podem ter alto risco de
infeccdo. E importante relatar que grande parte dos estudos envolvendo transmissées
do agente A. phagocytophilum é baseada em pesquisas abrangendo as espécies dos
carrapatos Ixodes spp (BJOERSDORFF et al., 1999; LAPPIN et al., 2004).

Nos dltimos anos houve um avanco no entendimento das infeccdes
transmitidas por carrapatos devido a aplicacéo de técnicas moleculares, em particular
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizada no diagndéstico e identificacdo de
agentes riquetsiais. As recentes pesquisas envolvendo biologia molecular destes
parasitas confirmam a ideia de que estes agentes estdo presentes em felinos e por
este motivo demonstram a necessidade de estudos mais detalhados no Brasil (LIMA
et al., 2010).

A distribuicdo geografica destes vetores que transmitem agentes causadores
da erliquiose e anaplasmose tem uma influéncia direta sobre a prevaléncia da doenca
em uma determinada area (HINRICHSEN et al., 2001). As transmissodes e infec¢cdes
por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., tanto em animais quanto em humanos, ocorrem
pela picada do carrapato através da inoculacdo do agente pela saliva deste vetor
(MADIGAN, 2000).

Entretanto, é necessario lembrar que apesar da escassez de conhecimento

sobre hemoparasitas, da auséncia de relatos e da realizacdo de diagndstico, a
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infeccdo em gatos por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. existe no Brasil e estes
agentes estao presentes como potenciais parasitas, que devem receber mais atencao
por parte dos médicos veterinarios e pelos pesquisadores (SANTAREM et al., 2005;
LIMA et al., 2010).

O presente trabalho ser4d de suma importancia para caracterizacdo das
espécies que causam anaplasmose e erliquiose felina e para demonstrar a
participacdo dos felinos domésticos na cadeia epidemiolégica destas doencas,
determinando as frequéncias de agentes riquetsiais na populacdo de felinos e as
caracteristicas clinico-patoldgicas das infeccdes que acometem estes animais, por
métodos moleculares e sorolégicos associando a presenca destas infeccbes aos

parametros clinicos e laboratoriais.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo dos agentes da familia Anaplasmataceae que acometem 0s
felinos domésticos e esclarecer a importancia destes animais na cadeia
epidemiologica das doencas riquetsiais por métodos moleculares e sorolégicos
associando a presenca das doencas aos parametros clinicos e laboratoriais,
esclarecendo a relevancia destes agentes como hemoparasitos com alto potencial

zoonotico, visando a sanidade animal e a do homem.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1- Quanto aos aspectos Imunomoleculares

- Detectar sorologicamente a presenca de anticocorpos IgG anti-Anaplasma
phagocitophilum em sangues de felinos no Municipio de Campos dos Goytacazes pelo
método de Reacao por Imunofluorescéncia Indireta (RIFI);

- Identificar os agentes E. canis, A. platys e A. phagocytophilum em felinos domésticos
no Municipio de Campos dos Goytacazes pelo método de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

2.2.2- Quanto aos aspectos Epidemiolégicos

- Estabelecer as frequéncias apo0s a identificagdo dos agentes da familia
Anaplasmataceae em gatos domésticos, por meio da pesquisa de

hemoparasitas, investigacao soroldgica e molecular;



21

- Confrontar através de propor¢des a especificidade e sensibilidade entre os
testes utilizados para o diagnostico de agentes da familia Anaplasmataceae.

2.2.3 - Quanto aos aspectos clinico-laboratoriais

Estabelecer a associacdo entre as infec¢cdes promovidas pelas doencas
Erliquiose e Anaplasmose aos diferentes parametros clinicos-laboratoriais através de

correlacdes estatisticas experimentais.
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3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- RELACAO TAXONOMICA ENTRE AS ESPECIES DA FAMILIA
ANAPLASMATACEAE

As espécies do género Ehrlichia, antigamente eram agrupadas seguindo as
caracteristicas de tropismo celular, deste modo as espécies eram divididas em formas
monociticas, enquadrando-se Ehrlichia canis e Ehrlichia risticii (atualmente
Neorickettsia risticii), formas trombociticas, como Ehrlichia platys (atualmente
Anaplasma platys) e formas granulociticas como Ehrlichia ewingii, Ehrlichia
phagocytophila e Ehrlichia equi, vale ressaltar que estas duas Ultimas espécies foram
recentemente renomeadas em uma Unica espécie, Anaplasma phagocytophilum
(EVENVALL et al., 1997; BEAUFILS et al., 2002). Posteriormente foi verificado que
este sistema era ineficiente, pois as infec¢cdes ocorriam em mais de um tipo celular,
comprovando que o diagndstico pelo tropismo celular ndo é fidedigno (COHN, 2003).

A nova classificacdo dos organismos se deu com o advento das técnicas de
biologia molecular, agrupando as espécies através da comparacdo de homologia
pelas sequéncias ribossomais (EGENVALL et al., 1997; COHN, 2003; INOKUMA et
al.,, 2005). As similaridades permitiram o0 agrupamento dos patégenos e a
reclassificacdo, cujas maiores implicagcdes resultaram na realocacdo de grande parte
das espécies do género Ehrlichia pertencente a familia Ehrlichiaceae para a familia
Anaplasmataceae (DUMLER et al.,, 2001). Portanto, os géneros que atualmente
constituem a familia Anaplasmataceae sé@o Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia e
Wolbachia (BEAUFILS et al., 2002; COHN, 2003; AGUIRRE et al., 2004; INOKUMA
et al., 2005).

A mudanca mais expressiva foi o reajuste entre os microrganimos Ehrlichia
equi, Ehrlichia phagocytophila e o agente da Erliquiose Granulocitica Humana (HGE).
Foi verificado através do estudo das sequéncias genéticas, ou seja, 0 estudo
filogenético, que estas espécies eram muito semelhantes entre si, sendo assim
deveriam ser consideradas uma mesma espécie. Os agentes conhecidos como E.
equi, E. phagocytophila e HGE compartilham pelo menos 99,1% de similaridade das

sequéncias de nucleotideos em seus genes ribossomais (rrs) e possuem idénticas
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sequéncias de aminoacidos no gene GroEl (DUMLER et al., 2001). Estas espécies se
diferem no méximo em trés nucleotideos e por isso passaram a ser consideradas uma
mesma espécie, conhecida como Anaplasma phagocytophilum, alocada no género
Anaplasma por possuir caracteristicas genéticas semelhantes as espécies deste
género. As espécies Anaplasma platys e Anaplasma bovis foram criadas em
substituicéo as espécies Ehrlichia platys e Ehrlichia bovis, respectivamente (DUMLER
et al., 2001; COHN, 2003; INOKUMA et al., 2005). A tabela 1 resume as mudancas
taxondmicas de 2001 referente aos géneros Ehrlichia e Anaplasma segundo

Rymaszewska e Grenda (2008).

Taxonomia dos géneros dentro da Ordem Rickettsiales
Taxonomia antes de 2001 Taxonomia depois de 2001

Ordem Rickettsiales

Familia I- Rickettsiaceae
Genero | Rickettsia
Genero |l Orientia
Genero Il Wolbachia — A
Familia Il Ehrlichiaceae

Genero | Ehrlichia— B

Espécies
E. canis — B2
E. chaffeensis — B3
E. equi — B4
E. phagocytophila — B4
HGE - B4
E. platys — B5
E. risticii — B6
E. sennetsu — B7
E. bovis — B8

Genero Il Anaplasma

Espécies
A. marginale
A. centrale
Genero IV Cowdria
Espécie

C. ruminantium — C
Genero V Neorickettsia
Espécie

N. helminthoeca

Ordem Rickettsiales

Familia I- Rickettsiaceae
Genero | Rickettsia
Genero |l Orientia

Famila Il. Anaplasmataceae
Genero | Anaplasma
Espécies
A. marginale
A. centrale

A. phagocytophilum — B4

A. platys — B5
A. bovis — B8

Genero IV Ehrlichia — B
Espécies

E. canis — B2

E. chaffeensis — B3

E. ruminantium — C
Genero V Neorickettsia
Espécies

N. helminthoeca

N. risticii — B6

N. sennetsu — B7
Genero VI Wolbachia — A

Tabela 1: Resumo das mudancas taxondmicas entre 0s géneros Ehrlichia e Anaplasma,
segundo Rymaszewska e Grenda (2008). Letras A, B, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8 e C, indicam
uma mudanca na posicao sistematica.

Logicamente que as mudancas taxonémicas se deram ap0s a diferenciacédo e
semelhanca das espécies, demonstradas no estudo filogonético, sendo
representadas pela arvore filogenética da familia Anaplasmataceae. Um exemplo
disso foi utilizar as comparacgdes variaveis da sequéncia genética, como o gene gltA

ou groESL, para alguns agentes. Os agentes A. marginale e A. centrale se encontram
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Nno mesmo ramo, mas o agente A. phagocytophilum e o agente A. platys sdo de ramos
diferentes, pois s&o microrganismos que exibem mais do que 10 mol % de diferencas
no contetdo Guanina e Citosina do DNA, desta forma sédo consideradas espécies
diferentes, pertencendo a ramos distintos e assim acontece para varios géneros e
espécies. Estas similaridades e distingbes sdo demonstradas pela filogenia baseada
na associacdo das sequéncias dos genes (3504-3566 pb) utilizando os genes

especificos rrs, gItA e groEL. A figura 1 mostra a arvore filogenética das principais

espécies da familia Anaplasmataceae (PAROLLA; RAOULT, 2007).
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Figura 1. Arvore filogenética da familia Anaplasmataceae com base em sequéncias
associadas aos genes rrs, gltA e groEL (3504-3566bp), utilizando o método de Neighbor-

Joining. Fonte: Arquivo pessoal, adaptado de Parolla e Raoult (2007).
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3.2- GENERO Ehrlichia

No género Ehrlichia estdo incluidas varias espécies patogénicas tanto para
humanos quanto para animais: Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii,
e Ehrlichia muris (DUMLER et al., 2001).

O agente E. canis parasita mondcitos e € transmitido para cées, gatos, coiotes,
raposas e lobos pelo carrapato R. sanguineus, causando a Erliquiose Monocitica
Canina ou "Pancitopenia Tropical Canina"”, sendo considerado um agente que causa
uma severa infeccdo e esta distribuido em todo mundo. Basicamente a erliquiose
canina é causada por esta bactéria sendo até hoje um importante patégeno nesta
espécie animal por ser o agente causador das infec¢des primarias e promover severas
alteracbes clinicas. As infecgBes assintomética e sintomética promovidas pelo
microrganismo E. canis tém sido relatadas em humanos (DUMLER, 2005; LITTLE,
2010).

O cao é considerado um hospedeiro reservatorio para este agente e também é
o principal hospedeiro para R. sanguineus, carrapato amplamente encontrado no
mundo, considerado o principal vetor do agente E. canis. Nos estagios imaturos, este
carrapato € infectado no ato do repasto sanguineo de um cao riquetsémico e até o
estagio maduro, este possui a capacidade de transmissao. A manutencao deste ciclo
biolégico é particularmente perigosa porque a populacdo de R. sanguineus pode se
estabelecer e sobreviver dentro de casa ou em canis, propiciando criar um ambiente
de constante risco de infec¢do aos animais pela infestagéo do carrapato (BREMER et
al., 2005).

A espécie E. chaffensis infecta principalmente monécitos em humanos, sendo
responsavel pela Erliquiose Monocitica Humana. A infeccao pode ser persistente em
cervideos, caprinos e caninos, no entanto os cervideos séo considerados os principais
hospedeiros amplificadores do agente. Na América do Norte a transmissao ocorre
principalmente pela picada do carrapato estrela Amblyoma americanum, embora as
informacgdes limitadas sugiram que o carrapato americano do cao, Dermatocentor
variabilis, também possa desempenhar um papel na transmissdo. As principais
alteracdes no homem sao febre, pancitopenia e ocasionalmente outras manifestacoes
como meningites. A distribuicdo aparenta compreender apenas a Ameérica do Norte,

como consequéncia da distribuicdo do carrapato estrela (PAROLA; RAOULT, 2007).
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A espécie E. ewingii tem sido considerada apenas um patdégeno canino, mas
existem relatos da doenca em humanos (BULLER et al., 1999). Este parasita é
responsavel pela erliquiose granulocitica infectando neutrdfilos circulantes no sangue
de cdes e humanos, podendo causar febre e pancitopenia. A doenca aparenta estar
restringida aos Estados Unidos como consequéncia da distribuicdo de seu vetor, o
carrapato estrela (DUMLER et al., 2001).

A espécie E. ruminantium recentemente foi renomeada porque compartilha
muitas caracteristicas bioldgicas comuns aos membros do género Ehrlichia (DUMLER
et al., 2001). Esta espécie € considerada o agente causador da pericardite exsudativa,
uma infeccao severa ocorrente em ruminantes apos a picada de carrapatos do género
Amblyomma, particularmente o A. variegatum e A. haebreum. A doenca esté limitada
a Africa Subsaariana e ao Caribe, onde se encontra a distribuicdo dos carrapatos
vetores (PAROLA et al., 1998). O agente infecta primariamente as células endoteliais
de hospedeiros mamiferos e quando as células dos capilares cerebrais se tornam
infectadas ocorre a encefalite. Recentemente, o DNA do agente tem sido detectado
em pacientes jovens com encefalites na Africa do Sul (ALLSOPP et al., 2005).

As principais alteracBes clinicas provocadas pela espécie E. muris séo
linfadenomegalia e esplenomegalia em camundongos selvagens (PAROLA; RAOULT,
2007).

3.2.1- Morfologia

A morfologia das células do género Ehrlichia € muito similar as do género
Anaplasma. As espécies do género Ehrlichia estdo presentes em vacuolos
endossomais formando morulas em células de origem hematopoiética e para algumas
espécies em células endoteliais. Por microscopia eletrdnica, o envelope celular se
revela de forma simples e interna, ja os outros folhetos sdo semelhantes aos das
bactérias Gram-negativas. As espécies se dividem por fissdo binaria e apresentam
uma coloracdo densa e corpusculos reticulares. Os agentes podem também produzir
uma membrana abundante que se autoenvolvem ou se invaginam para dentro da

célula, podendo demonstrar formas tubulares e perfis vesiculares no espago vacuolar.
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Assim como o0 género Anaplasma, o género Ehrlichia possui uma matriz fibrilar no
espaco vacuolar (POPQV et al., 1998).

3.2.2- Interacdo Parasita-Hospedeiro das espécies do género Ehrlichia

As células consideradas alvo sdo dependentes das espécies de Ehrlichia que
as acometem. As espécies E. canis e E. chaffeensis infectam mondcitos de cées e
humanos, respectivamente, enquanto que E. ewingii infecta neutrofilos de cées e
humanos. A espécie Ehrlichia ruminantium infecta células endoteliais e neutrofilos,
principalmente no bovino. As espécies de Ehrlichia entram em contato com células
hospedeiras por aderéncia a superficie de proteinas que normalmente estao
glicosiladas. As bactérias sdo desta forma internalizadas por endossomas. Para E.
chaffeensis, os endossomas acumulam-se de forma seletiva através de receptores de
transferrina, que impedem a fuséo lisossdmica. A espécie Ehrlichia muris infecta
monadcitos principalmente de camundongos, contudo ha relatos da infecgdo em
humanos (BARNEWALL et al., 1999).

Apesar dos dados moleculares serem necessarios para a identificacdo das
espécies de Ehrlichia, o tropismo celular é importante para retratar o tipo de doenca
gue o agente promove no homem e no animal (PAROLA; RAOULT, 2007). A tabela 2
apresenta os principais agentes do género Ehrlichia, com seus potenciais vetores, 0

tropismo celular na espécie hospedeira e as alteracdes clinicas.
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Tabela 2: Espécies pertencentes ao género Ehrlichia e suas especificidades e interacdes
biolégicas segundo Parola e Raoult, 2007.

Agente Vetores Células Espécie hospedeira e clinica

Ehrlichia Hospedeiras

E. Canis R.sanguineus Mondciitos e Canideos e felinos: Erliquiose monocitica ou

plaquetas Pancitopenia tropical canina

E. chaffensis A. americanum; D. Mondcitos Humano, cervideos, caninos, pequenos
variabilis ruminantes: Erliqguiose monaocitica humana

E. ewingii A. americanum Neutrofilos Caninos e humanos: Erliquiose granulocitica

(febre leve a moderada e pancitopenia)

E. ruminantium  A. Variegatum; A.  Endotelidcito Ruminantes: Pericardite exsudativa
haebreum

E. muris Haemaphysalis Mondcito Camudongos selvagens: Linfadenopatia e
flava esplenomegalia

3.3- GENERO Anaplasma

O género Anaplasma € constituido por trés espécies que infectam os eritrécitos,
uma espécie que infecta as plaquetas e duas espécies que infectam as células
brancas (PAROLA; RAOULT, 2007).

Dentre as espécies que infectam as hemacias, a espécie Anaplasma marginale
€ responsavel pela anaplasmose bovina, doencga conhecida por provocar uma severa
anemia hemolitica que ocorre em bovinos apdés a transmissdo do agente pelo
carrapato Dermacentor andersoni na América do Norte, pelo Rhipicephalus boophilus
microplus na Africa e pelo vetor Rhipicephalus sanguineus na América do Sul, sendo
considerada uma infeccao ocorrente em todo o mundo. A espécie Anaplasma centrale
causa alteracdes similares, porém é considerada uma doenca moderada ocorrente
também no bovino. Ja a espécie Anaplasma ovis atua apenas em ovinos e caprinos
(RIOCHE, 1966).

A espécie A. platys é considerada o agente causador da trombocitopenia
infecciosa ciclica em cées e gatos, uma doenca caracterizada por oscilacbes de febre
e também trombocitopenia. O agente é transmitido ao animal através da picada dos
carrapatos R. sanguineus ou Amblyoma sp. (ALMOSNY; MASSARD, 1999).

O agente A. bovis infecta os mondcitos de bovinos, sendo a espécie causadora
da erliquiose bovina na Africa, no Oriente Médio, india e Sri Lanka. A doenca é

caracterizada clinicamente pela linfadenopatia, apatia, anorexia, diarreia, nao
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frequentemente envolvimento do sistema nervoso central e ocasionalmente o 6Obito.
Também podem ocorrer a leucopenia e trombocitopenia. O agente A. bovis é
transmitido por carrapatos incluindo Rhipicephalus appendiculatus e Amblyoma
variegatum na Africa e possivelmente por Amblyoma cajennense em Guadalupe e no
Brasil. O agente A. bovis também tem sido detectado nas Américas e a sequéncia
genética rrs referente a bactéria A. bovis tem sido detectada em coelhos da Ilha de
Natucket nos Estados Unidos, determinando que este animal possa ser considerado
um hospedeiro para o agente (PAROLA; RAOULT, 2007).

A Anaplasmose Granulocitica Humana € causada pelo agente A.
phagocytophilum, que por sua vez infecta ruminantes tais como bovinos, ovinos e
caprinos causando a “febre dos pastos” ou "febre dos carrapatos” (PAROLA,
RAQOULT, 2007). A infeccdo em cavalos se refere a anaplasmose granulocitica equina
e em humanos se refere a anaplasmose granulocitica humana. Os roedores séo
comumente infectados e nestes a doenca é transmitida por carrapatos do género
Ixodes como Ixodes dammini e Ixodes pacificus nos Estados Unidos e Ixodes ricinus
e Ixodes trianguliceps na Europa. As células alvo desta espécie sdo os granuldcitos
e as principais alteracbes sdo febre, leucopenia e trombocitopenia. Os danos
hepaticos tém sido relatados em humanos (PAROLA, 2004).

3.3.1- Morfologia

As bactérias que compdem o género Anaplasma sao pequenas, pleomorficas
ou cocoides medindo de 0,3 a 0,4 um de diametro e sdo encontradas em mamiferos
como formas de corpusculos de inclusdao (mérulas) em células hematopoiéticas
imaturas e maturas (RIKIHISA et al., 1991).

Os microrganismos aparecem como inclusbes circulares intracelulares nas
células coradas em roxo-azulado pelos métodos de Romanowsky. As espécies do
género Anaplasma sdo bactérias Gram-negativas e iméveis. Por microscopia
eletrbnica a espécie A. phagocytophilum é verificada com vacuolos de membrana, que

representam formas endossomais iniciais (POPQV et al., 1998).
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3.3.2- Interacdo Parasita-Hospedeiro das espécies do género Anaplasma

Até o momento carrapatos do género Ixodes (Ixodes ricinus) sado 0s principais
vetores das espécies do género Anaplasma. As espécies D. andersoni, Rhipicephalus
boophilus microplus, I. dammini, I. pacificus e I. ricinus, dentre outras, sdo importantes
vetores biologicos. As moscas também podem atuar como vetores mecanicos e
contribuir na transmisséo do agente A. marginale. As bactérias do género Anaplasma
podem ser mantidas no mesmo vetor pela persisténcia em larvas até a fase adulta, no
entanto, ndo ha transmissdo ovariana (transmissdo para ovos). Desta forma, os
carrapatos sao considerados apenas vetores e nao reservatorios (LITTLE, 2010).

Os ruminantes, especialmente cervideos, sdo considerados 0s principais
hospedeiros amplificadores das bactérias do género Anaplasma, mas, ja houve
relatos de pequenos mamiferos como camudongos e outros roedores serem
reservatorios para a espécie A. phagocytophilum (PAROLA; RAOULT, 2007).

Ghafar e colaboradores (2012) relataram a primeira caracterizacdo molecular
de A. phagocytophilum em R. sanguineus no Egito, sugerindo que esta espécie de
carrapato pode atuar como um importante vetor para uma determinada cepa do
agente causador da Anaplasmose Granulocitica Humana.

Anaplasma platys foi primeiramente descrito em caes nos Estados Unidos em
1978 e desde entdo comecou a ser descoberto em todo mundo. A transmissao ocorre
pelo carrapato R. sanguineus, o mesmo vetor do agente E. canis. A espécie A. platys
promove uma doenca branda, mas associada a outra bactéria como E. canis na forma
de coinfeccdo pode resultar em uma severa patologia clinica (LITTLE, 2010).

De acordo com Parola e Raoult (2007), as espécies A. marginale e A. centrale
sdo causadoras de anemias hemoliticas em bovinos por parasitarem hemacias, ja a
especie A. ovis parasita eritrocitos de ovinos. As bactérias A. platys parasitam
plaguetas, o que resulta em trombocitopenia principalmente em caes. Em bovinos, A.
bovis infecta os mondcitos, sendo o agente causador da anaplasmose monocitica. A
espécie A. phagocytophilum é responsavel pela Anaplasmose granulocitica por
parasitar neutréfilos tanto de animais quanto de humanos. A tabela 3 representa 0s
principais agentes do género Anaplasma, com seus potenciais vetores, o tropismo

celular na espécie hospedeira e as alteracdes clinicas.
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Tabela 3: Espécies pertencentes ao género Anaplasma e suas especificidades e interacdes
biolégicas segundo Parola e Raoult, 2007.

Agente Vetores Células Espécie hospedeira e

Anaplasma Hospedeiras  clinica

A. marginale Hemacias Bovino: Anemia hemolitica
Dermatocentor severa

A. centrale aners.om, Rlphc'ephalus Hemdcias Bovino:Anemia hemolitica

(?ophtlus mlcrc?plus, moderada

Riphcephalus sanguineus

A. ovis Hemacias Ovino: Anemia hemolitica

A. platys Riphcephalus sanguineus  Plaquetas Cdes e gatos: Trombocitopenia
e Amblyoma sp infecciosa ciclica (febres

intermitentes)

A. bovis Riphcephalus sp e Mondcitos Bovino: febre, anorexia, diarréia,
Amblyoma sp comprometimento SNC;

A. phagocytophilum  Ixodes spp; atualmente Neutrdfilo Humano, Equino, Felino, alguns
Rhipicephalus ruminantes

sanguineus

3.4- ERLIQUIOSE E ANAPLASMOSE NA ESPECIE FELINA

Os membros da familia Anaplasmataceae podem causar doencas em muitas
espécies animais, como caes, cavalos, ruminantes, roedores e humanos (NEER;
HARRUS, 2006). As doencas promovidas pelos agentes Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp. nos felinos domésticos ndo sdo bem compreendidas e raramente se manifestam
como em caes (STUBBS et al., 2000). Aparentemente o felino € menos predisposto a
doencas transmitidas por carrapatos do que os cdes, incluindo a erliquiose e a
anaplasmose, embora em muitos casos estes animais compartilhem o mesmo habitat,
desta forma espera-se que as infec¢cdes que acometam 0s gatos sejam causadas
pelos mesmos agentes do céo (TABAR et al., 2008; SANTIAGO, 2010).

A erliqguiose e anaplasmose sdo enfermidades diagnosticadas com pouca
frequéncia em comparacéo a outras doencas do gato, possivelmente devido ao pouco
conhecimento das doencas transmitidas por carrapatos aos felinos, também devido a
menor patogenicidade destas infecgdes nestes animais, a resisténcia imunologica
inata ou adaptacéo a infeccdo (SHAW et al., 2005; OTRANTO; DANTAS-TORRES,
2010). Outra causa possivel é o comportamento dos gatos de retirar os carrapatos
atraves da lambedura, ndo oferecendo oportunidade para a ocorréncia da infeccao
(BREITSCHWERDT, 2003) ou ainda uma reduzida interacdo do animal com o vetor

(EBERHARDT, 2006). Apesar de todos estes mecanismos, existem relatos na
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literatura de doencgas riquetsiais (erliquiose e anaplasmose) em felinos (AGUIRRE et
al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2006; BILLETER et al., 2007; TABAR et al.,
2008; LIMA et al., 2010; SANTIAGO, 2010).

A primeira evidéncia da ocorréncia natural da erliquiose felina foi descrita por
Charpertier e Groulade (1986) na Franca. A erliquiose felina foi posteriormente
relatada em 1989, por Buoro e colaboradores, na qual descreveram inclusdes
intracitoplasmaticas em monacitos e linfocitos em gatos do Quénia. Anos apos foram
relatadas moérulas em esfregacos sanguineos de felinos nos Estados Unidos, Franca,
Brasil e Suécia (BOULOY et al., 1994; BEAUFILS et al., 1995; ALMOSNY; MASSARD;
1999; BJOERSDORFF et al., 1999).

Sabe-se que os felinos sdo susceptiveis as infec¢cdes experimentais por A.
phagocytophilum, no entanto as tentativas de infecgdes experimentais por E. canis
nao tém sido relatadas. Ocorréncias naturais destas infec¢cdes ou doencas tém sido
documentadas nos felinos e as principais alteracdes clinicas sédo febre, letargia e
anorexia (BJOERSDOFF et al.,1999; BREITSCHEWERDT et al., 2002; TARELLO,
2005). A identificacdo especifica de uma alguma espécie € dificil pelos métodos
convencionais, mas os agentes tém sido identificados através de técnicas moleculares
(LITTLE, 2010).

As pesquisas realizadas nas amostras sanguineas de felinos tém demonstrado
que 4,3% dos felinos nos Estados Unidos e 30% dos felinos em regiées endémicas
possuem reacdes por anticorpos contra A. phagocytophilum pela imunofluorescéncia
indireta. N&o ha evidéncias sorolbgicas para E. canis na América do Norte, mas ha
realatos na Europa (AGUIRRE et al., 2004; MAGNARELLI et al., 2005; BILLETER et
al., 2007). Dados soroldgicos oriundos de pesquisas tém sugerido possiveis infeccbes
em felinos, porém os mesmos nao corroboram aos dados da PCR, o que sugere que
a utilizacdo dos ensaios soroldgicos possa ser limitada (BREITSCHEWERDT et al.,
2002). Contudo, as pesquisas tém demonstrado que a identificacdo de animais
infectados por Ehrlichia spp. e Anplasma spp. pelo PCR ocorre em animais doentes,
devido as infec¢Bes provocadas por estes agentes, o mesmo nado € verificado em
animais saudaveis (AGUIRRE et al., 2004; LAPPIN et al., 2004; SOLAN-GALLEGO et
al., 2006).
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3.5- ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

Ha poucas evidéncias de que a infeccao pelo género Ehrlichia e Anaplasma
possa causar doencgas tanto na forma monocitica quanto granulocitica nos felinos, no
entanto as formas granulociticas sdo as menos documentadas. Contudo, a espécie A.
phagocytophilum pode infectar o gato experimentalmente (LEWIS et al., 1975; FOLEY
et al., 2003). Além disso, demonstrou-se a existéncia de infec¢cdes naturais por A.
phagocytophilum em felinos através de técnicas moleculares (BJOERSDORFF et al.,
1999, LAPPIN et al., 2004; SHAW et al., 2005; BILLETER et al., 2007; SANTIAGO,
2010). Também foram detectados corpusculos de inclusdo compativeis com A.
phagocytophilum em neutréfilos (TARELLO, 2005), assim como reagfes sorolégicas
contra esse agente (BJOERSDORFF et al., 1999, LAPPIN et al., 2004; MAGNARELLI
et al., 2005, SOLANO-GALLEGO et al., 2006; BILLETER et al., 2007; SANTIAGO,
2010). Este agente é responsavel pela chamada Anaplasmose Granulocitica Felina
(TARELLO, 2005; SANTIAGO, 2010).

As taxas de soroprevaléncia encontradas em diferentes paises variam muito,
sendo encontrados valores entre 1% e 82,4% para E. Canis (BOULQOY et al., 1994;
STUBBS et al., 2000; AGUIRRE et al., 2004, SOLANO-GALLEGO et al., 2006), e
entre 1,8% e 38% para A. Phagocytophilum (AGUIRRE et al., 2004; MAGNARELLI et
al., 2005, SOLANO-GALLEGO et al., 2006; BILLETER et al., 2007).

Billeter e colaboradores (2007) analisaram 460 amostras sanguineas de felinos
domésticos em varias regides dos Estados Unidos e detectaram 4,3% de amostras
sororeagentes para A. phagocitophilum através da reacdo por imunofluorescéncia
indireta (RIFI), porém com resultados negativos para as analises das reacfes em
cadeia da polimerase (PCR). Aguirre e colaboradores (2004), ao pesquisarem
amostras de 122 felinos na Espanha, verificaram 6 amostras reagentes na sorologia,
porém negativas na PCR.

Na cidade de Campos dos Goytacazes, Brasil, Correa e colaboradores (2011)
demostraram algumas informacdes de prevaléncia destes hemoparasitas. No referido
estudo 9,89% dos gatos apresentaram formas compativeis com corpusculos de
inclusdo. No mesmo trabalho foram verificados 13,18% de gatos com Anaplasma
platys pela PCR e nenhuma evidéncia de felinos com Ehrlichia sp. Outro trabalho,
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realizado por Zobba e colaboradores (2015), identificou que 31,11% dos felinos eram

positivos para A. platys através avaliacdo da PCR.

3.6- PATOGENIA

A patogénese da doenca em gatos é desconhecida. Baseada em sinais e
sintomas clinicos e achados laboratoriais encontrados na espécie felina, a patogenia
da doenca poderia ser semelhante as infecgcbes em cées. Assim como no céo, a
imunossupresdo pode favorecer o desenvolvimento da erliguiose em gatos
(BEAUFILS et al., 1995). De fato, alguns autores consideram que estas sao infeccdes
oportunistas e uma vez diagnosticadas deve-se investigar alguma outra doenca
concomitante, especialmente nos casos em que ndo ha melhora apés a introducédo do

tratamento adequado para a erliquiose (BEAUFILS et al., 1999).

3.7- DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

O diagnoéstico da erliquiose e anaplasmose se da pela associacdo de varios
fatores como a deteccdo de mérulas em esfregacos sanguineos ou em amostras
teciduais, como baco, medula 6ssea ou linfonodos, a presenca de sinais e sintomas
clinicos compativeis com as referidas doencas, elevados titulos de anticorpos e
respostas eficazes ao tratamento. Mais recentemente, técnicas moleculares e a
sorologia estdo sendo utilizadas para o diagndstico dessas doencas nos felinos
domésticos (BOULOY et al.,, 1994, PEAVY et al.,, 1997; BEAUFILS et al., 1999;
BJERSDORFF et al., 1999; TARELLO, 2005; LITTLE, 2010).
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3.7.1- Sinais, sintomas clinicos e altera¢cdes laboratoriais

Os sinais e sintomas predominantes relatados em felinos domésticos com
erliquiose incluem febre, anorexia, letargia, mialgia, dispneia e linfadenomegalia
(LAPPIN et al., 2004). Em geral as anormalidades em felinos séo inespecificas e
semelhantes as da erliquiose canina (NEER, 1998). A presenca de poliartrite também
tem sido relatada, da mesma forma que as alteracdes laboratoriais como anemia,
trombocitopenia e pancitopenia (STUBBS et al., 2000; BREITSCHEWERDT et al.,
2002). Sinais similares também sao descritos na infeccao destes animais pelo agente
A. phagoytophilum e incluem febre, dor nas articulagdes, linfadenomegalia, perda de
peso, doencas periodontais, conjutivites e sinais neurolégicos (LAPPIN et al., 2004;
TARELLO, 2005).

3.7.2- Diagndstico laboratorial

3.7.2.1- Avaliacao direta dos esfregacos sanguineos ou imprints

A verificagdo de moérulas em células infectadas através da microscopia dos
esfregacos sanguineos € suficiente para a confirmacéo do diagnéstico da erliquiose
ou anaplasmose. Infelizmente, as morulas ndo séo visualizadas facilmente em
amostras de animais infectados, particularmente em felinos infectados pelo agente E.
canis que geralmente causa uma grave doenca clinica (DAWSON et al., 2005;
TARELLO, 2005).

A deteccdo de moérulas € mais comum na fase aguda das doengas, mas o
diagnéstico por esta técnica nao € facil. Também é possivel detectar as moérulas a
partir de esfregacos de aspirados ou imprints de linfonodos ou outros tecidos
(BOULOQY et al., 1994). Uma forma de visualizacdo é através de preparacdes de
aspirados de medula éssea, que podem aumentar a probabilidade de identificar estas

morulas em células hematopoiéticas, principalmente na forma cronica da doenca em
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7

que a identificacdo de morulas é rara através da visualizacdo dos esfregacos
sanguineos pela microscopia (LITTLE, 2010).

Tanto em caes quanto em humanos com erliquiose, a citopatologia da medula
O0ssea pode variar intensamente, em particular a respeito da duracdo da infeccao
antes da amostragem (ABOTT et al., 1991). Os mecanismos pelos quais as espécies
do género Ehrlichia induzem as alteracbes na medula 6ssea, particularmente
hipoplasia ou mielofibrose, continuam a ser mal compreendidos (BREITSCHWERDT
et al., 2002).

Em contraste, o agente A. phagocytophilum pode ser encontrado em
granulécitos, principalmente nos neutréfilos de individuos com infeccdo aguda
(GOODMAN, 2005). As moérulas de A. platys podem ser encontradas em plaquetas,
mas em alguns casos, podem ser dificeis de ser distinguidas de granulos plaquetarios
(BAKER et al., 1987; LITTLE, 2010).

3.7.2.2- Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As técnicas moleculares como a PCR podem ajudar a definir o estado de
infeccdo e foram recentemente utilizadas no diagndstico de doencas transmitidas por
vetores em gatos e em particular no diagnéstico da erliquiose felina (BJOERSDORFF
et al., 1999).

Para verificar se o paciente se encontra riquetsémico deve-se utilizar a amostra
sanguinea, que possivelmente contém o agente Anaplasmataceae e posteriormente
proceder a identificacdo da infeccao através da PCR em laboratérios de referéncia. A
confirmagéo da positividade na PCR resulta no diagndstico e € considerada uma
evidéncia de infeccdo, apesar de varias técnicas serem utilizadas entre diferentes
laboratorios de diagnéstico (LITTLE, 2010).

As interpretacbes de resultados negativos nos ensaios de PCR sao mais
dificeis e ndo devem ser utilizadas como regra para justificar a auséncia de infecgao.
Os resultados negativos podem acontecer quando estes microrganismos na amostra
sanguinea estdo abaixo do limite de deteccdo, como pode acontecer quando o
progresso da infecgéo € interrompido pelo tratamento por antibioticos, ou na falha da

extracdo do DNA do agente na amostra sanguinea, na primeira etapa do processo de
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PCR, ndo gerando produto de DNA extraido. Para o clinico, estas observacdes
enfatizam a importancia de se obter amostras de sangue para teste de PCR antes do
inicio do tratamento com antibiético (BREITSCHWERDT et al., 2003). Outra questao
importante ocorre durante a fase crénica da doenca, onde a taxa de riquetsemia esta
baixa devido a evasdo de microrganismos para outros tecidos, principalmente
mielolinfoides (LAPPIN et al., 2004).

Lappin e colaboradores (2004) relataram a infec¢ao por A. phagocytophilum
pela PCR e sequenciamento do DNA em quatro gatos jovens (menos de 3 anos de
idade) no nordeste dos Estados Unidos. Os resultados moleculares sugerem que a
doenca clinica aparece frequentemente em felinos jovens, no entanto, estes
resultados ndo impedem a infeccdo em felinos senis. A dificuldade da amplificacao do
DNA em felinos idosos pode ser devido a baixa sensibilidade do diagnostico pelas
baixas quantidades de DNA para amplificagéo pela PCR.

Bjoersdorff e colaboradores (1999) amplificaram e sequenciaram o gene 16S
rDNA de uma amostra sanguinea obtida de um gato de 14 anos de idade da Suécia
que foi 100% semelhante as cepas de A. phagocytophilum de caes e cavalos da
mesma regido. Alguns trabalhos descreveram a infeccdo por E. canis em felinos
jovens do sudeste dos Estados Unidos, leste do Canadd e na Franca
(BREITSCHWERDT et al., 2002, BEAUFILS et al., 2002).

Baseado na amplificacdo e sequenciamento do DNA, o DNA amplificado do
género Ehrlichia no sangue de felinos da Suécia foi semelhante ao comparado com
as sequéncias de DNA obtidas de E. canis em caes, sugerindo que se tratavam de
mesma cepa (BJOERSDORFF et al., 1999).

3.7.2.3- Sorologia

Por muito tempo os ensaios sorolégicos tém sido utilizados no diagnéstico da
erliquiose e anaplasmose, para evidenciacdo de pacientes que possuam 0s agentes
infecciosos causadores destas doencas. Os ensaios de imunofluorescéncia indireta
para E. canis e A. phagocytophilum sdo amplamente utilizados nos laboratérios de
diagnéstico. Estes testes sdo considerados de baixa especificidade, embora

altamente sensiveis, pois reacdes cruzadas entre espécies de mesmo género sao



38

comuns de acontecer (WANER et al., 2001). Testes rapidos imunoenzimaticos
desenvolvidos para deteccédo de anticorpos contra antigenos especificos de E. canis
e A. phagocytophilum tém sido utilizados frequentemente, como por exemplo 3Dx/4Dx
SNAP, IDEXX Laboratories®. A reacao para E.canis pelo 4Dx SNAP tem reagido com
anticorpos gerados contra E. chaffencis, em reacéo cruzada, da mesma forma que a
reacao para A. phagocytophilum ocorre em pacientes com A. platys (O'CONNOR et
al., 2006).

A reacdo por imunofluorescéncia indireta (RIFI) (BOULOY et al., 1994;
BJOERSDORFF et al., 1999), o Western blot (MATTHEWMAN et al., 1996; PEAVY et
al., 1997) e o ELISA (ensaio imunoenzimatico) sdo métodos amplamente utilizados,
mas devem ser combinados com outras técnicas de diagnostico, ja que um resultado
negativo ndo exclui a infeccédo e também nem todos os animais reagentes apresentam
sinais clinicos da doencga, portanto como acontece com o céo, a sorologia deve ser
interpretada em conjunto com outros dados (BOULQY et al., 1994; MADIGAN et al.,
1995).

Independente do ensaio sorologico usado, a doenca clinica pode se
desenvolver antes de uma soroconversao, por esta razdo, as rea¢des negativas nao
devem descartar o diagnostico da presenca da erliquiose ou anaplasmose em
pacientes na forma aguda da doenca (NICHOLSON et al., 2010). Céaes saudaveis
podem demonstrar reacdes positivas sem qualquer presenca de sinais da doenca,
pois 0s niveis de anticorpos podem se manter elevados mesmo apdés a eliminacao do
agente pelo sistema imune ou tratamento. Os animais que toleram a infeccdo sem
desenvolvimento da doenca clinica podem apresentar persisténcia dos niveis de
anticorpos por meses ou até anos depois do tratamento (LITTLE, 2010). A persisténcia
de altos niveis de anticorpos € particularmente comum em animais infectados com E.
canis, possivelmente devido a persisténcia do agente ou devido a reinfeccdo. Pelo
motivo de muitos animais apresentarem altos titulos de anticorpos para Ehrlichia spp.
e Anaplsma spp., mesmo em animais clinicamente normais, estes resultados ndo sao

claros e fidedignos para confirmacao da infecgcao (HEGARTY et al., 2015).
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3.8- TRATAMENTO DAS DOENCAS RIQUETSIAIS

A doxiciclina é considerada o tratamento de escolha para as infeccbes
riquetsiais. E recomendado pelo Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria a
dosagem de 10 mg/kg via oral a cada 24 horas durante 28 dias para as doengas
erliquiose e anaplasmose. A recuperacao do paciente doente pelo tratamento com a
doxiciclina é dificil, da mesma forma que o atraso no tratamento pode ocasionar o
Obito. A melhora clinica € observada na maioria das vezes até 2 dias apds o inicio da
antibioticoterapia, sendo que a falta de resposta ao tratamento possa sugerir uma
outra etiologia para as alteracfes encontradas. Embora o estado clinico do paciente
melhore na primeira etapa do tratamento, ou seja nos primeiros 14 dias, a terapia nao
pode ser interrompida e o tratamento deve ser mantido até os 28 dias preconizados.
Outras opg¢Bes de tratamento com antibioticos, como segunda escolha para as
infecgdes por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. incluem o imidocarb e rifamicina. Em
pacientes gravemente afetados, as terapias de suporte simultaneas, tais como
transfusdo de sangue, administragdo de fluidos e o uso de prednisona parenteral
podem ser benéficas, embora corticosteroides possam induzir recaidas e

recrudescéncia em pacientes com infec¢des subclinicas (ALLISON; LITTLE, 2013).

3.9- POTENCIAL ZOONOTICO

Com excecéo do agente A. platys, os agentes Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.
que causam doencas em animais também sdo conhecidos por serem agentes
zoondticos (NICHOLSON et al, 2010). Os agentes E. Chaffeensis e A.
phagocytophilum sdo bem conhecidos como patégenos humanos, responsaveis pela
Erliquiose  Monocitica Humana e Anaplasmose Granulocitica Humana,
respectivamente (BAKKEN; DUMLER, 2008) . Da mesma forma, ocasionalmente os
agentes E. Canis e E. Ewingii podem infectar o homem (PEREZ et al., 2006).

As doencas no homem se apresentam com alguns sinais clinicos
predominantes, como febre, mialgia, dor de cabeca e desorientagédo. Da mesma forma

gue nos animais domeésticos, a infeccéo é transmitida ao homem através do carrapato
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e nao se imagina que 0s animais possam ser responsaveis pelo aumento do risco de
infeccdo nos humanos por serem os principais hospedeiros para 0s agentes e vetores.
Portanto, as recomendacdes para a prevencdo da infeccbes em humanos séo
similares as realizadas em pets, obviamente com o foco principal no controle do
carrapato (LITTLE, 2010; NICHOLSON et al., 2010).

O gato pode ser um reservatorio desses agentes que podem também infectar
0s seres humanos, sem apresentar sinais compativeis com a doenca. De fato, em
alguns casos, o agente do género Ehrlichia detectado em gatos é idéntico ao
encontrado no homem que convive com o animal (BJOERSDORFF et al., 1999). E.
Chaffeensis, que causa doenca em humanos, pode possuir reacao cruzada com a E.
Canis, no teste sorolégico para E. canis. E possivel que os casos de humanos
soropositivos para a E. Canis sejam devidos a E. Chaffeensis, constituindo um risco
potencial para o homem (STUBBS et al., 2000).

Relatos em humanos relacionados a presenca de Rickettsia sp e Anaplasma
sp. também tém sido descritos em diferentes partes do mundo. Na Venezuela foi
descrito a presenca de Ehrlichia sp em plaguetas de doze pacientes HIV-positivos
(TAMI; TAMI-MAURY, 2004). No Brasil, foram identificados nove casos de erliquiose
por E. chaffeensis em Juiz de Fora — MG, foram 771 pacientes febris investigados em
trés centros de saude entre 2001 e 2005 (COSTA, 2006). Desde 2007, na China, 713
casos de Anaplasmose Granulocitica Humana (causada por A. phagocytophilum)
foram relatados, sendo 26 mortos s6 em 2010 (Portal G1). O agente A.
phagocytophilum promove a doenca em animais, como caes, felinos, cavalos e
inclusive humanos. Sendo de extrema relevancia por ser considerada uma doenca
antropozoonoética (DUMLER et al., 2007; BAKKEN; DUMLER, 2008; LITTLE, 2010).

Entretanto, até agora ndo ha nenhum estudo demostrando que a convivéncia
com gatos € um fator de risco para a infeccdo no homem por estes hemoparasitas. O
mais importante € que uma vez que 0s gatos sao suscetiveis e sao infectados pelos
mesmaos organismos que afetam os seres humanos, eles potencialmente podem atuar
como reservatorios destes agentes e 0s vetores podem transmiti-los ao homem
(NEER; HARRUS, 2006).
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- AMOSTRAGEM

O projeto foi aceito pela Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro sob o protocolo de n° 215.
Foram obtidas amostras sanguineas de 60 felinos domésticos ao acaso independente
da sanidade, sendo estes provenientes de atendimentos no Hospital Veterinario da
UENF, atendimentos particulares e gatis do municipio de Campos dos Goytacazes
(Norte do estado do Rio de Janeiro), RJ.

Os animais atendidos passaram por exames clinicos para o preenchimento de
fichas clinicas, devidamente padronizadas para todos os animais, e laboratoriais com
a intencdo de se encontrar principalmente alteracbes clinicas e laboratoriais

compativeis com a anaplasmose e erliquiose.

4.2- REQUISITOS DE INCLUSAO DAS ALTERACOES CLINICAS NA FICHA
CLINICA

Todos os animais foram atendidos independente da sanidade e foi realizado o
preenchimento dos dados na ficha clinica para definir as alteracdes clinicas
compativeis com as doencas riquetsiais. A ficha clinica esta contida no anexo 1. O
preenchimento visou determinar as alteracdes clinicas que sdo compativeis com as
promovidas pelas infecgbes por Anaplasma spp. ou Ehrlichia spp. Desta forma,
posteriormente estes dados foram necessarios para a realizacdo das andlises
estatisticas descritivas e ndo paramétricas, para assim determinar as principais
alteracdes clinicas e laboratorias nos animais que possuem as infeccbes causadas
por agentes Ehrlichia spp. e Anaplasma spp e verificar a associagao da presenca de
alteracOes laboratoriais com a presenca das doencgas.

As alteracdes clinicas que foram adicionadas a ficha clinica s&o as mesmas

relatadas por varios autores e justificam a suspeita de infeccdo pelos agentes
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riquetsiais. As principais alteracdes citadas séo: anorexia, perda de peso fisico
(emagrecimento ou caquexia), febre intermitente, letargia, edema, émese, poliartrite
e dificuldade de locomocéao, afeccdes oculares, esplenomegalia, linfadenomegalia,
mucosas palidas, presenca de vetores e desidratacdo (STUBBS et al., 2000;
ALMOSNY; MASSARD, 2002; ETTINGER; FELDMAN; 2004).

4.3- LOCAIS DE REALIZACAO DAS PESQUISAS

Para a realizacdo do experimento e aprendizado de todas as técnicas , 0s
treinamentos no laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV) da Universidade de Brasilia — UnB, Brasilia
(DF) e no Laboratorio de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses-SVS/MS
e de Referéncia Estadual em Acari-SES/RJ do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz, no
ano de 2010 e 2013, respectivamente, foram essenciais para adquirir conhecimento
tedrico e pratico, aprendendo as técnicas convencionais em Biologia Molecular e de
Imunofluorescéncia Indireta. Da mesma forma, foram realizados os treinamentos de
biosseguranca, gestédo da qualidade e ambiente para realizacdo da pesquisa em tais
laboratorios, importantes para a realizacado dos devidos procedimentos das analises
laboratoriais.

Apés estes treinamentos, parte do experimento foi realizado na Clinica Médica
e Cirargica de Pequenos Animais e no setor de Patologia Clinica do Laboratério de
Clinica e Cirurgia Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF.

Primeiramente, as técnicas de Reacao por Imunofluorescéncia Indireta foram
realizadas no Laboratorio de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses-
SVS/MS e de Referéncia Estadual em Acari-SES/RJ do Instituto Oswaldo Cruz /
Fiocruz em 2013. Posteriormente, as técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e eletroforese foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia e Patologia
Molecular da FAV/ UnB no ano de 2015.
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4.4- COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL

4.4.1- Aquisicdo das amostras sanguineas

As amostras sanguineas coletadas dos animais no ato do atendimento foram
acondicionadas e transportadas para o setor de Patologia Clinica para avaliacao
hematoldgica e bioquimica sérica. Foi realizada a contencéo fisica do felino e a coleta
realizada por flebocentese cefalica utilizando-se seringas de 5 mL e scalp 21’,
obtendo-se a amostra sanguinea (2,0 — 4.0 ml), onde parte desta foi armazenada em
frascos (Vacuette®) contendo Etileno Diaminotetracético Tripotassico (EDTA K3), ja
para a realizacdo dos exames bioquimicos séricos, 2 ml da amostra sanguinea foram
acondicionados em tubos sem anticoagulante visando & obtencdo de soro. As
amostras sanguineas foram transportadas e armazenadas a 4°C, sendo enviadas no
tempo maximo de 20 minutos para o laboratério para avaliacdo hematoldgica e
bioquimica.

Em seguida foi procedida a coleta das amostras sanguineas para a avaliacao
laboratorial de rotina incluindo a pesquisa de hemoparasitas, hemograma e analises
bioguimicas. As amostras dos felinos suspeitos devidamente processadas e
acondicionadas foram utilizadas para os procedimentos dos testes de triagem para
investigacdo dos agentes, como a Reacao por Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a

Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR).

4.4.2- Avaliacdo de hemoparasitas em microscopia Optica

Foram confeccionados esfregagcos sanguineos a partir de sangue periférico
obtido da borda de orelha de cada animal, coletado por puncdo auricular interna
utilizando-se agulha fina, aproveitando apenas a primeira gota de sangue. Estes foram
corados com o kit Instant Prov (pandtico rapido) da marca Newprov®, sendo
considerada uma das técnicas de Romanowsky e posteriormente visualizados a
microscopia Optica com objetiva de imersdo em aumento de 100X em microscépio

Nikon®, a procura de corpusculos elementares (iniciais ou morulas) em leucocitos e
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plaguetas, com o propoésito de identificar agentes da familia Anaplasmataceae na

amostra, caracterizando uma possivel positividade.

4.4.3- Realizacdo de hemograma e testes bioquimicos

O hemograma foi realizado utilizando-se o0 equipamento automatizado da
marca Labtest®, SDH-3, a partir das amostras sanguineas contidas em tubos com
anticoagulante. Para realizagdo da bioquimica sérica utilizaram-se 0s soros
sanguineos, obtidos apds a coagulacdo e centrifugacdo a 1,26x10* G por cinco
minutos em centrifuga da marca RCE®. Posteriormente os soros foram armazenados
em microtubos de 500ul, parte destes soros foi pipetada e acondicionada em
microtubos a temperatura de — 20 °C, para a posterior realizacdo da sorologia. Os
testes bioquimicos foram realizados utilizando-se kits da marca Labtest®,
mensurando-se proteinas totais séricas, albumina sérica, fosfatase alcalina sérica,
gama glutamiltransferase sérica, alanina aminotransferase sérica, aspartato
aminotransferase sérica, uréia e creatinina séricas em espectrofotbmetro
semiautomatizado da marca BTS 310 Biosystems®.

As principais alteracbes hematoldgicas e bioquimicas compativeis com as
infeccbes foram avaliadas e compiladas para andlises dos dados estatisticos. As
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas, frequentemente verificadas e relatadas por
autores, foram preenchidas na ficha laboratorial (Anexo 2) e correspondem a: Anemia
arregenerativa  (normocitica  normocrémica), trombocitopenia, leucopenia,
hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, elevacbes das enzimas
Alanina aminotransferase e Aspartato aminotransferase, elevacdes dos marcadores
renais Uréia e creatinina séricas, e inclusbes citoplasmaticas de corpusculos ou
morulas dos agentes em mondcitos, granuldcitos e plaquetas (ALMOSNY;
MASSARD, 2002). De fato, a verificacdo pela microscopia oOptica de corpusculos de
inclusdo (formas reprodutivas dos agentes) em células das amostras sanguineas foi
um critério para adicionar a amostra como suspeita, independente do paciente felino

possuir alguma alteragéo clinica.
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4.5- REACAO POR IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

4.5.1- Realizacdo dos ensaios imunoldgicos

Considerado um dos testes de alta sensibilidade para identificacdo de
anticorpos contra agente riquetsial pesquisado na amostra sanguinea, foi realizada
esta segunda etapa do trabalho, que consiste na Reacdo por imunofluorescéncia
indireta (RIFI) ap0s as analises laboratorias de rotina. A presenca de amostras
reagentes para A. phagocytophilum foi de suma importéancia para determinagao deste
agente e posteriormente este teste foi confrontado com as andlises moleculares para
validacdo de sua acuracia. No entanto, a possibilidade de rea¢éo cruzada nao pode
ser descartada, pois a presenca deste agente pode ocasionar na reagao cruzada
principalmente com A. platys e com E. canis, apesar de alguns autores descreverem
gue a imunofluorescéncia indireta seja considerada um ensaio especifico (WANER et
al., 2001; LAPPIN et al., 2004; BILLETER et al., 2007). Como critério de avaliacédo, as
amostras de todos os animais, inclusive as que foram reagentes para A.
phagocytophilum, foram também selecionadas para investigacdo molecular dos
agentes A. phagocytophilum, E. canis e A. platys, a fim de descartar a possibilidade
de reacédo cruzada (INOKUMA et al., 2002).

Foram utilizados os soros pipetados e acondicionados em microtubos a
temperatura de — 20 °C das amostras coletadas para a realizagcdo dos testes
sorolégicos, tendo em vista a pesquisa por anticorpos IgG anti-Anaplasma
phagocytophilum.

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Referéncia Nacional em
Vetores das Riquetsioses-SVS/MS e de Referéncia Estadual em Acari-SES/RJ do
Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz.

O teste de Imunofluorescéncia indireta baseou-se na detec¢éo indireta de
anticorpos IgG, sendo considerada uma analise semiquantitativa dos anticorpos da
classe IgG felina para A. phagocytophilum, realizado sob varios graus de diluigbes
para obtencdo de titulacbes de reacbes. Foi utilizado Kit de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para Anaplasma phagocytophilum / Anticorpos IgG conjugado felino da

marca Fuller Laboratories® como verificado na figura 2. As laminas contém células
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cultivadas com uma quantidade de agentes da espécie A. phagocytophilum capazes

de promover reagdo com 0s anticorpos dos soros amostrais.

fuller laboratories
- -t

Figura 2. Kit de Reacdo por Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Anaplasma
phagocytophilum / Anticorpos IgG conjugado felino da marca Fuller Laboratories® utilizado
na identificacdo de amostras de felinos reagentes: A) Controle positivo; B) Controle negativo;
C) Conjugado; D) Lamina impregnada com substrato. Fonte: Arquivo pessoal.

As analises foram realizadas em todas as 60 amostras animais, seguindo as
recomendacdes de uso pelo fabricante para o procedimento. A metodologia da
sorologia esta descrita abaixo:

a) Primeiramente o kit foi retirado do acondicionamento de 2 a 8°C para que todos
0S reagentes e soro amostral atinjam a temperatura ambiente antes de iniciar
0 procedimento da amostra;

b) Posteriormente foi preparada uma diluicdo 1:100 em tampao salino fosfato
(PBS) a 0,9% para os soros dos espécimes em cada poco, iniciando a mesma
diluicdo para os controles positivo e negativo. Para o soro positivo encontrado
em uma analise prévia, foram preparadas diluicbes seriais duplas em PBS,
iniciando em mesma diluigcéo;

c) Para cada soro diluido, foi adicionado 10ul em um poco da lamina e marcado
a localizagéo para sua referéncia. Para cada amostra diluida executada foi
colocado o controle positivo nas respectivas diluicbes, sendo que um poco foi

destinado apenas para controle negativo;
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d) As Laminas foram incubadas em uma camara Umida por 30 minutos a 37°+
0,5°C;

e) Posteriormente, as laminas foram removidas da camara umida de incubacéo.
As laminas foram lavadas sob fluxo suave de PBS por 3 vezes. Foi realizado o
gotejamento de PBS em cada poco, sendo conservado por 5 minutos nos
pocos em temperatura ambiente;

f) A mistura foi homogeneizada e retirado levemente o excesso de PBS das
laminas a fim de se retirar todo contetdo de PBS dos pocos da lamina;

g) Em cada poco da lamina foi adicionada uma gota do conjugado de fluresceina
com anti-IgG felino, a qual contém a albumina bovina e contraste de Evans e
posteriormente a mistura as laminas retornaram para camara Uumida por 30
minutos de incubacao a 37°+ 0,5°C. As laminas foram colocadas em placa petri
devidamente seladas com papel aluminio para criar um ambiente escuro para
proteger o conjugado considerado fotossensivel;

h) As laminas foram novamente lavadas suavemente com PBS por trés vezes e
retirado o excesso, como descrito acima nos itens e e f;

i) Para finalizar estas preparacdes foram adicionadas 3 gotas de selador para
montagem das laminulas sobre as laminas, sendo removidas as bolhas de ar
abaixo das laminulas cuidadosamente;

j) Posteriormente em camara escura e utilizando microscopia de fluorescéncia as
laminas foram lidas sob aumento em objetiva de 40X, verificando em cada poco
a presenca de inclusdes fluorescentes para A. phagocytophilum para confirmar
a reacao de anticorpos da amostra sendo comparada as reacdes dos pogos
controle positivos e a ndo reacao no controle negativo;

k) Todas as amostras que foram reagentes na diluicdo 1:100, foram utilizadas
para realizacao de diluicbes 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600, a fim de se obter os
titulos de anticorpos IgG anti- A. phagocytophilum. Da mesma forma, tais
diluicdes foram realizadas no controle para que seja comparada com as
reacdes das amostras nas mesmas e respectivas dilui¢oes;

Para formacéo de dados epidemioldgicos, as amostras reagentes pela RIFI para
A. phagocytophilum foram distribuidas descritivamente para confeccdo das
proporcdes deste agente. As amostras de soro foram consideradas reagentes a partir
da titulacdo 400 (diluicdo 1:400), considerado o “ponto de corte” (“cut off’) neste

presente estudo, pois € considerado o nivel limitrofe exigido pela reacdo da amostra
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do paciente para que esta seja considerada reagente positiva, como de acordo com a
orientacdo do fabricante. Com este titulo reduz-se a sensibilidade do teste, entretanto
possibilita aumentar a especificidade para encontrar o determinado agente. Para a
padronizacao foi necessario que a escolha quanto ao “cut-off” fosse obtida de acordo
com cada regido, visto que se trata de uma parasitose emergente. Tal escolha na
presente pesquisa foi baseada em varios trabalhos (WALLS et al., 1999), apesar de
trabalhos recentes terem utilizados “cut off” menores que a titulagdo 400 para
soropositividade, possivelmente pelas areas de abrangéncia ndo serem consideradas
endémicas, esta reducdo do ponto de corte nestes trabalhos possibilitou o aumento
da sensibilidade do teste auxiliando encontrar reacdes positivas dentro da amostra
populacional (HAMEL et al., 2012).

4.6- EXTRACAO DO DNA

4.6.1- Sangue total

Apoés a realizacdo do hemograma, as amostras de sangue total com EDTA
foram centrifugadas a 1,26x10* G por cinco minutos em centrifuga RCE®. O plasma
foi armazenado para outros fins e a finalidade do procedimento foi a obtencdo de um
concentrado de células (heméacias, leucécitos e plaquetas). Do sedimentado foram
retirados 200 pL do concentrado de células sanguineas de onde o DNA foi extraido.
Este concentrado de células, referente a cada amostra, foi armazenado em microtubo
de 500uL e congelado a -20°C.

Antes de iniciar as analises de Reacdo em Cadeia da Polimerase, foi realizado
o processo de extracdo do DNA do concentrado de células sanguineas utilizando o kit
comercial de extracdo da marca llustra blood genomicPrep Mini Spin Kit — GE

Healthcare®. A ilustracédo do procedimento pode ser visualizada na figura 3.
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Figura 3: A) Utilizacdo dos diluentes de lise, lavagem, secagem e de eluicdo para purificacao
do DNA da amostra sanguinea; B) Durante os procedimentos a centrifuga foi utilizada para
eliminacdo das impurezas e com a eluicdo gerar o produto final, o DNA. Fonte: Arquivo
pessoal.

O protocolo realizado para extracdo do DNA das amostras sanguineas esta
detalhado abaixo:
Primeiramente para preparacéo do elution deve-se multiplicar o nimero de amostras
gue pretende extrair no momento por 200 ul, adicionando no final mais 100 pl. Entdo
abaixo se refere a um exemplo.
a) O Elution (reagente de eluicédo) foi colocado para aquecer (70-C) em banho-
maria, no volume necessario a cada extracao (200 pl);
b) Lise das células sanguineas

— Preparar a amostra sanguinea: Sedimentar o sangue em centrifuga;

— Retirar o plasma sobrenadante e descarté-lo;

— Retirar 200 pl do concentrado de células incluindo principalmente a capa
leucocitaria e adicionar em um microtubo, tomando-se cuidado em n&o
retirar o restante de plasma no tubo;

— Obs.: No presente trabalho as amostras estavam sedimentadas e
congeladas, ndo havendo necessidade de se submeter a etapa de
sedimentacao descrita anteriormente. Portanto foram retirados diretamente
200 pL de cada amostra e colocados em cada microtubo e entdo se seguiu

para as proximas etapas.
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— Foram adicionados 20 pl de proteinase K em cada amostra de 200 pl no
microtubo;

— Foram adicionados 400 pl de tampéao de lise Buffer em cada amostra,

— Foi aplicado o vortex nesta amostra e esperar apos esta homogeneizacao
10 minutos de descanso em temperatura ambiente;

— Enquanto isso, realizar a preparacdo dos filtros: inserir cada filtro no
microtubo para se iniciar o processo de purificacao;

— Separar microtubos de 500 pl e marca-los como fracéo A e fracéo B;

Transferéncia do contetudo para o filtro

— ApOs o pulse foi retirado o conteddo com a pipeta no volume de 700 uL e
colocado no microtubo montado com filtro;

— Posteriormente, colocou-se o microtubo e filtro na microcentrifuga por
13000 RPM durante 1 minuto;

— Dispensou-se o contetudo sedimentado no fundo do microtubo, retirando
primeiramente o filtro e desprezando o sedimento no compartimento de
descarte. Apas, repor o filtro no microtubo novamente;

Lavagem

— Foram adicionados 500 pl de lise Buffer (tampé&o de lise) em cada filtro;

— Novamente o conteudo foi colocado por mais 1 minuto na microcentrifuga
por 13000 RPM;

— Dispensou-se o contetdo sedimentado no fundo do microtubo;

Lavagem e secagem

— Primeiramente para preparar o reagente foram adicionados 24 mL de &lcool
no recipiente de tampa amarela (WashBuffer) e logo ap6s marcada a tampa
do recepiente;

— Neste momento foram adicionados 500 ul de Wash Buffer no filtro montado;

— O conteudo foi centrifugado novamente durante 3 minutos em 13000 RPM;

— Durante o processo anterior, foi preparado um novo microtubo;

— ApoOs a centrifugacéo, descartou-se o residuo juntamente com o microtubo,

pois o filtro ira para o0 novo microtubo;
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f) Eluigao

— O Elution mantido em banho-maria foi retirado, este promoveu a dessor¢cao
do DNA do filtro para o microtubo, gerando a primeira fracdo do DNA;

— Foram adicionados 100 pl do Elution em cada filtro e esperar 1 minuto em
temperatura ambiente;

— ApoOs foi centrifugado o contetdo preparado durante 1 minuto;

— Apo6s foi retirado todo conteddo com a pipeta em 120 pl e transferir ao
microtubo marcado como fracao A,

— Recolocou-se o filtro no microtubo e logo foi aplicado mais uma vez o Elution
(100 pl) no filtro e esperado 1 minuto em temperatura ambiente;

— O material foi colocado na microcentrifuga por 1 minuto e formado o
conteudo para a fragéo B;

— Apos foi retirado todo contetdo com a pipeta na posicdo de 120 pl e
transferido ao microtubo marcado como fracdo B. Esta fracdo foi

considerada a mais pura e, portanto, foi utilizada para realizagéo da PCR;

4.7- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Todas as reacdes foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia e Patologia
Molecular da FAV/UnB. Em todas elas foram utilizados controles negativos e positivos
para avaliar a ocorréncia de contaminacgao de reagentes e a sensibilidade da reacéo,
respectivamente. Como controle negativo, foi utilizada agua destilada e como controle
positivo foi utilizado DNA de um animal infectado com o agente em questdo (A.
phagocytophilum, E.canis ou A. platys). No inicio da padronizacdo de cada reacéo foi
utilizada além da agua a amostra de DNA de um felino higido como controle negativo
para avaliar a especificidade da mesma. A fim de evitar a contaminagcdo com produtos
amplificados da PCR (amplicons), a extracdo, a amplificagcdo e a eletroforese dos

produtos amplificados foram realizadas em diferentes setores do laboratério.
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4.7.1- PCR do GAPDH: Avaliacao da qualidade da extragcdo do DNA

Antes da realizacdo da PCR para identificacdo dos agentes da familia
Anaplasmataceae as extracdes foram submetidas a PCR para testar a qualidade da
extracdo do DNA, com o intuito de reduzir a quantidade de falsos negativos devido a
presenca de inibidores da PCR. Para isto foram utilizados os oligonucleotideos
GAPDH-F (5’-CCT TCA TTG ACC TCA ACT ACA T-3’) e GAPDH-R (5-CCA AAG
TTG TCA TGG ATGACC-3’), sequéncias encontradas em todos os mamiferos, que
anelam em uma sequéncia especifica do gene da enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase e resultam em um produto amplificado de 400 pares de base (pb)
(BIRKENHEUER et al., 2003).

Para preparacdo da PCR inicialmente foram realizadas as misturas (Mix) dos
componentes necessarios para amplificacdo da sequéncia desejada. Portanto, para
cada amostra foram adicionados os seguintes componentes no mix da PCR: 17 ul de
agua ultrapura (MilliQ®); 1 uL (10 pmol) de cada oligonucleotideo, 2,5 pl de tampéao
da Taq polimerase (Invitrogen®), 0,75 puL (2,5mM) de MgCl2 (Invitrogen®), 0,2 pL
(0,4mM) de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP — Invitrogen®), 0,25 pL (0,8U) de Taq
DNA polimerase (Invitrogen®), posteriormente foi adicionado a cada aliquota de cada
amostra 23 pL deste MIX e 2,0uL do DNA da amostra em um volume final de 25pL.
Os ciclos de amplificacdo sdo: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos
(40X) de amplificagéo (desnaturacéo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por
45 segundos, extensdo a 72°C por 45 segundos) e extenséao final a 72°C por 2

minutos.

4.7.2- PCR dos agentes da familia Anaplasmataceae

Para a identificacdo de diferentes espécies pertencentes a familia
Anaplasmataceae foram utilizados oligonucleotideos especificos para amplificacéo
dos agentes E. canis, A. platys e A. phagocytophilum e as condi¢cbes das reacdes

foram determinadas experimentalmente.
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Os oligonucleotideos ou primers utilizados na realizagdo da PCR convencional
para identificacdo do agente Ehrlichia canis foram propostos por Murphy e
colaboradores (1998). Os primers sao pertencentes ao gene 16S rRNA, sendo o
ECAN-5 o primer Foward (5’-CAA TTATTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A-3')e o
HES3 o primer Reverse (5'-TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT-3’). O produto
final amplificado ficou em torno de 398 pares de base (pb).

Os oligonucleotideos utilizados para identificagdo do agente Anaplasma platys
foram propostos por Martin e colaboradores (2005). Foram utilizados 4 tipos de
primers, pois foram realizadas duas etapas da PCR, considerada Nested PCR. Na
primeira etapa foram usados oligonucleotideos que amplificam grande parte do gene
16S rRNA, sendo os primers 8 Foward ( 5" AGT TTG ATC ATG GCT CAG 3’) e 1448
Reverse (5° CCA TGG CGT GAC GGG CAG TGT G 3’). Na segunda etapa da PCR
foram utilizados o oligonucleotideo PLATYS Foward (5 GAT TTT TGT CGT AGC TTG
CTA TG 3’) e outro oligonuclotideo especifico para o género Ehrlichia sp. EHR16S
Reverse (5 TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC 3’) que produz um produto de
amplificacdo de 678 pares de base (pb).

Para a realizacdo dos protocolos de preparo e mistura dos componentes
necessarios na realizacdo da PCR para identificacdo dos agentes E. canis e A. platys
foi utilizado o kit Recombinant Tag DNA Polymerase da GE Healthcare Life
Sciences®. Os componentes contidos no kit foram Cloreto de Magnésio (MgCl2) e Taq
DNA polimerase. Os nucleotideos dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) foram obtidos
do kit GoTaq G2 DNA Polymerase Promega®.

Para identificacdo do agente Anaplasma phagpcytophilum pela PCR
convencional, foram utilizados os primers MSP3 Foward e MSP3 Reverse, que sédo
considerados fragmentos menores da sequéncia MSP2 pertencentes ao gene p44.
Estes primers utilizados que foram propostos por Zeidner e colaboradores (2000) séo
mais especificos e formam produtos de amplificacdo de 334 pares de base (pb). O
proposto par de primers € universal e muito eficiente independente do tipo de amostra
(por exemplo, sangue animal ou carrapatos), sendo utilizado para amplificacdo do
DNA das amostras de qualquer regido geografica (ZEIDNER et al, 2000). O
oligonucleotideo MSP3 Foward possui a sequéncia 5-
CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG-3’ e o oligonucleotideo MSP3 Reverse possui a
sequéncia 5’- GCCCAGTAACATCATAAGC-3'.
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Para realizacdo do protocolo de preparo e mistura dos componentes
necessarios na realizacao da PCR para identificacdo do agente A. phagocytophilum
foi utilizado o kit GoTaq G2 DNA Polymerase Promega®. Os componentes contidos
no kit foram Cloreto de Magnésio (MgClz), nucleotideos dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) e Tag DNA polimerase.

ApOs prontas as misturas, os preparos foram colocados no termociclador
C1000 Thermocycler Biorad® para formacao da PCR, seguindo os ciclos necessarios
de desnaturacdo, anelamento e sequenciamento para amplificacdo de possiveis

materiais genéticos dos agentes estudados.

4.8- PREPARO DO GEL DE AGAROSE E CORRIDA EM ELETROFORESE

Esta etapa foi realizada apés a PCR, tendo como objetivo analisar através da
visualizacdo macroscoépica direta a presenca de bandas, ou seja, as possiveis
formacdes dos produtos amplificados estudados.

Para averiguacdo primeiramente foi preparado o Gel de Agarose e a corrida
em eletroforese, seguindo o seguinte protocolo:

— Foram utilizadas placas de contensao para o gel de agarose envolvidas com fitas
crepe;

— Foi utilizado um gel de agarose na concentracdo 2% (a concentracdo obtida
depende da quantidade de pares de base - tamanho do amplicon do agente em
questao);

— Foram pesados 600 mg (0,6 g) de agarose (Vivantis®) + 30 mL de TEB (Tris, &cido
borico e EDTA) e colocados no molde;

— O material foi diluido completamente na solucdo e foi evitada a presenca de
resquicios de cristais;

— Foi adicionada a solucao na placa montada,;

— Foram necessarios aproximadamente 20 minutos para a formacgéo do gel na placa
para verificar sua consisténcia;

— A fita da placa foi removida e foi cortado papel de parafilm;
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— Foram adicionados com pipeta 2 uL (dependendo do teste analisado) do corante
azul de bromofenol (0,25%) no parafilm de forma a corresponder a quantidade dos
produtos amplificados de cada amostra avaliada;

— Foram aspirados 10 puL de cada produto amplificado e foram adicionados nos
corantes referentes, da mesma forma homogeneizados com a ponteira e 0s
contetdos retirados aspirando a mesma quantidade. Os conteltdos foram
aplicados nos pocos e seguindo a ordem a que cada poco representa no gel de
agarose;

— Com a pipeta foram adicionados a cada poc¢o 10 pL da solugéo anterior, lembrando
que o primeiro poc¢o é correspondente ao Ladder;

— Foi colocada a placa com o gel preparado na cuba de eletroforese e acrescentado
(completando a cuba) o TEB preparado. Os pdlos foram ligados e foram esperados
30 minutos para corrida de eletroforese;

— Posteriormente foi colocado o gel no recipiente de brometo de etideo (1,5%) em
repouso por aproximadamente 20 minutos. A figura 4 representa a aplicacéo das
solucbes dos produtos corados com azul de bromofenol nos pocos do gel de
agarose e remocao do gel do corante brometo de etideo, posicionando-o na
lampada de ultravioleta (UV);

— ApoOs o gel foi colocado sobre a lampada de UV para visualizagdo das bandas em

camara escura com objetivo de realizar os registros dos resultados.

Figura 4: A) Inserindo as solu¢des dos produtos amplificados devidamente corados em cada
poco do gel de agarose; B) Posicionamento do gel sobre a lampada Ultravioleta para a
realizacdo dos registros dos resultados. Fonte: Arquivo pessoal.
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4.9- ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a andlise descritiva dos dados através da obtencdo de
percentagens para determinar a proporcdo de amostras de animais positivos para 0os
agentes estudados, seja nas avaliacbes dos esfregacos sanguineos, nas amostras
reagentes para A. phagocytiphilum pela Imunufluorescéncia Indireta e nas amostras
positivas para as espécies de Ehrlichia spp e Anaplasma spp nas reacdes da PCR. A
descricdo dos resultados permitiu a realizacdo do estudo epidemiologico e obtencéo
das proporcdes clinico-patologicas para verificacdo das frequéncias dos agentes da
familia Anaplasmataceae estudados e suas respectivas alteragdes clinico-
laboratoriais nos felinos domésticos do municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de

Janeiro. As analises descritivas realizadas estao descritas abaixo.

4.9.1 Dados epidemioldgicos

Foi utilizada a estatistica descritiva pela analise quantitativa proporcional para
a formacdo dos dados. Os calculos de probabilidade foram baseados no espaco
amostral (Q) de 60 amostras de felinos domésticos da regido de Campos dos
Goytacazes, RJ.
- Proporcéao total de amostras com corpusculos de incluséao (n e %);
- Proporcao de amostras com corpusculos de inclusédo para cada célula (n e %);

- Mondcito (n e %);

- Plaqueta (n e %);

- Neutrdfilo (n e %);
- Proporcao de amostras positivas ha PCR para agentes Anaplasmataceae,;
- Proporcao de amostras positivas na PCR para E. canis (n e %);

- Proporcao de amostras positivas na PCR para A. platys (n e %);
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- Proporcao de amostras positivas ha PCR para A. phagocytophilum (n e %);
- Proporcao de amostras reagentes pela RIFI para A. phagocytophilum (n e %);
- Confrontar as amostras positivas na PCR para agentes Anaplasmataceae com 0s
dados de corpusculos de inclusao;
- Confrontar as amostras positivas na PCR para Anaplasma phagocytophilum com os
dados de corpusculos de inclusdo em neutréfilos;
- Confrontar as amostras positivas na PCR para Anaplasma platys com os dados de
corpusculos de inclusdo em plaquetas;
- Confrontar as amostras positivas na PCR para Ehrlichia canis com os dados de
corpusculos de inclusdo em monacitos;
- Confrontar as amostras positivas na PCR para Ehrlichia canis com os dados de
corpusculos de inclusdo em plaquetas;
- Confrontar as amostras reagentes pela RIFI para Anaplasma phagocytophilum com
os dados de corpusculos de incluséo;
- Confrontar as amostras reagentes pela RIFI para Anaplasma phagocytophilum com
amostras positivas na PCR para A. phagocytophilum;
- Confrontar as amostras reagentes pela RIFI para Anaplasma phagocytophilum com
amostras positivas na PCR para A.platys.
- Taxa (n e %) de coinfeccéo:

- E. canis com A. platys;

- E. canis com A. phagocytophilum;

- A. platys com A. phagocytophilum;

4.9.2- Dados Clinico-patolégicos

Foram utilizados apenas os dados dos animais postivos para algum agente
Anaplasmataceae na PCR, sendo realizada estatistica descritiva por analise
quantitativa proporcional para obtencdo das proporcdes de alteracdes clinicas e
laboratoriais em animais com alguma determinada infecgéo para agentes da familia
Anaplasmataceae.

- Verificar a proporcdo de alteracdes clinicas mais frequentes (n e %) em animais

positivos para Anaplasmataceae;
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- Verificar a proporgéo de alteragfes clinicas mais frequentes (n e %) em animais
positivos para E. canis;

- Verificar a proporcéo de alteracfes clinicas mais frequentes (n e %) em animais
positivos para A. platys;

- Verificar a proporgéo de alterag8es clinicas mais frequentes (n e %) em animais
positivos para A. phagocytophilum;

- Verificar a proporcgao de alteracdes laboratoriais mais frequentes (n e %) em animais
positivos para Anaplasmataceae:

- Verificar a proporgao de alteragdes laboratoriais mais frequentes (n e %) em animais
positivos para E. canis;

- Verificar a proporc¢éo de alteracfes laboratoriais mais frequentes (n e %) em animais
positivos para A. platys;

- Verificar a proporcgao de alteragdes laboratoriais mais frequentes (n e %) em animais

positivos para A. phagocytophilum.

4.9.3- CorrelagOes entre as alteragdes laboratoriais e animais infectados com
agentes Anaplasmataceae

Com a finalidade de encontrar associacdes entre as alteracdes laboratoriais e
a presenca de infec¢ao (amostras positivas na PCR para agentes Anaplasmataceae)
foi realizado o teste ndo-paramétrico Qui-quadrado de Pearson por independéncia
para demonstrar se 0s graus dos parametros (variavel yi) normal, grau de leséo inicial
e grau de lesdo avancado ocorrem de forma independente ou dependente dos animais
negativos assintomaticos (controle), suspeitos negativos e suspeitos positivos para
agentes Anaplasmataceae (variavel xi). A analise estatistica foi realizada utilizando o
programa Minitab applicative (versao 15.1.1.0.2007). As tabelas 3, 4 e 5, no topico de
resultados e discussdo demonstram os testes para estas duas variaveis, sendo que
0s parametros da variavel yi de cada tabela sédo referentes aos dados globulinas,
albumina e trombocitopenia, respectivamente. Os testes Qui-quadrado para avaliacao

destes dados laboratoriais foram realizados para formacdo dos Qui-quadrados
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calculados (x?c) e assim comparados com o Qui-quadrado tabelado (y%) na
probabilidade de 5%. Segue abaixo a férmula para Qui-quadrado por independéncia:
y’c = YN=1) M= (foi -fei)? / fej

Sendo: Fo= frequéncia observada;

Fe= frequéncia esperada.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos Uultimos anos as doencas transmitidas por carrapatos em felinos
domeésticos tém surgido de forma inesperada, ou seja, emergente. Isso tem
proporcionado aumento da distribuigcéo destas doencgas e da mesma forma em suas
prevaléncias globais. As caracteristicas ambientais, os fatores comportamentais
humanos e demograficos (como viagem com animais domésticos, mudancas nas
atividades sociais e de lazer) juntamente com os impactos diretos das mudancas
climaticas, da ampla distribuicdo geogréfica e capacidade vetorial dos artrépodes tém
contribuido nas variagcbes epidemioldgicas destas doencas transmitidas por
artropodes (BEUGNET; MARIE, 2009; BANETH et al., 2012; MAIA et al., 2014).

As proporcdes das frequéncias para formacdo dos dados epidemiologicos a
partir da avaliacdo de corplusculos de inclusdo, do teste de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta e da Reacdo de Cadeia da Polimerase (PCR) foram
distribuidas através de graficos para evidenciar as taxas na amostra populacional,
desta forma formando estes dados. Vale ressaltar que os animais comprovadamente
positivos em PCR serdo descritos como animais com a infec¢ao instalada, pois é
considerado um teste de alta especificidade e sensibilidade (BREITSCHWERDT et
al., 2002; AGUIRRE et al., 2004; LAPPIN et al., 2004). Desta forma, para confrontar
os testes de diagndstico foi utilizada como base a proporcdo de amostras positivas
pela PCR e quando verificadas as propor¢cfes dos outros tipos de diagnéstico como
avaliacdo hematoscopica de corpusculos de inclusao e o teste de Imunofluorescéncia
Indireta, foram definidas a especificidade e sensibilidade destes métodos de

diagnéstico.

5.1- PROPORCAO DE AMOSTRAS COM CORPUSCULOS DE INCLUSAO

Inicialmente os dados epidemiolégicos foram distribuidos através das
avaliacdes laboratoriais de rotina como a avaliacdo hematoscopica de corpusculos de
inclusdo. Os corpusculos de inclusdo sdo formas reprodutivas dos agentes

Anaplasmataceae em células sanguineas ou em plaquetas (DUMLER et al., 2001,
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TARELLO, 2005; ZOBBA et al., 2015). Considerado por muitos um teste de baixa
sensibilidade, por ser de dificil identificacio em microscopia O6ptica, também é
considerado um teste de baixa especificidade devido a outras formas que poderiam
ocasionar uma falsa positividade pois muitas das vezes sao confundidos com artefatos
na hematoscopia (LITTLE, 2010). Primeiramente, foi analisada descritivamente a
proporcdo de amostras positivas por corpusculos de inclusdo na avaliacdo
hematoscopica do esfregaco sanguineo. Foi encontrado um total de 18 amostras de
animais (30%), de 60 animais, com a presenca de corpusculo de inclusdo, como pode
ser verificado na figura 5 abaixo. Dados semelhantes podem ser visualizados em
outros trabalhos como no nordeste dos Estados Unidos, na qual encontraram uma
frequéncia de 19% de animais positivos pela visualizagdo de moérulas de

Anaplasmataceae pela hematoscopia (SAVIDGE et al., 2015).

Proporgao de corpusculos de Inclusdo compativeis com
Anaplasmataceae

Amostras com
corpusculo de
Inclusdo
30% (n=18)

Amostras que
nao
apresentaram
corpusculo de
inclusdo
70% (n=42)

Figura 5: Proporcdo de corpusculos de inclusao dentro de uma amostra populacional (n=60)
no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Foram verificados que, das 60 amostras dos felinos, 17 amostras (28,3%)
possuiram corpusculos de inclusdo visualizados apenas em plaquetas, 2 amostras
(3,33%%) possuiram corpusculos de incluséo visualizados apenas em neutrofilos, 1
(1,67%) amostra apresentou corpusculos de incluséo visualizados tanto em plaqueta
guanto neutréfilo e nenhuma amostra possuiu corpusculos de inclusdo em mondcitos.
Na figura 6 podem ser visualizadas as fotografias obtidas de corpusculos de incluséo

durante a pesquisa de hemoparasitas pela microscopia optica.



62

34
g Gﬂ’a

088 <

Figura 6: A- Corpusculo de incluséo encontrado em neutréfilo segmentado (seta) durante a
pesquisa de hemoparasitas pela microscopia Optica em objetiva de aumento 100X; B-
Corpusculo de inclusao encontrado em plaqueta (seta) durante a pesquisa de hemoparasitas
pela microscopia 6ptica em objetiva de aumento 100X. Fonte: Arquivo pessoal.

A presenca de corpusculos de inclusdo em células especificas pode ser de
grande relevancia quando ha suspeita de determinada doenca riquetsial. Dependendo
do agente em questdo, este pode possuir um tropismo maior para um determinado
tipo celular (DUMLER et al., 2001; ZOBBA et al.,, 2015). No entanto, este tipo de
diagndstico é relativo pois 0 agente pode parasitar diferentes tipos celulares. Por esta
razdo foram verificadas a propor¢cdes de corpusculo de inclusdo para cada célula,
como verificado na figura 7.

Em relacdo aos corpusculos de inclusdo em neutrofilos, um trabalho
semelhante realizado na Italia por Tarello (2005) relata a presenca de corpusculos de
inclusdo em neutréfilos em 6% dos animais. Uma frequéncia mais ampla pode ser
verificada no trabalho realizado por Savidge e colaboradores que encontraram 19%
dos felinos com corpusculos de inclusdo em neutrofilos no nordeste dos Estados
Unidos. Em trabalho prévio em Campos dos Goytacazes, Correa e colaboradores
(2011) revelaram que 9,89% das amostras apresentaram morulas em plaguetas,
diferentemente do atual trabalho. Infelizmente, muitos trabalhos relatam a dificuldade
de encontrar corpusculos de inclusdo nos animais infectados principalmente com
E.canis, mesmo na forma grave da doenca (HARRUS; WANER, 2011). Entretanto,
em outros relatos, as morulas tém sido detectadas em mondcitos e linfécitos em gatos
naturalmente infectados nos Estados Unidos, Quénia, Franga, Brasil e na Tailandia
(LAPPIN; BREITSCHWERDT, 2012).
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PROPORCAO DE AMOSTRAS COM CORPUSUCLOS DE INCLUSAO PARA
CADA CELULA

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Porporgdes em percentagens

Plaqueta e

Plaquetas Neutrdfilos . Mondcitos
neutrofilo
= Amostras com corpusculo de
-om corp 28,30% 3% 1,67% 0%
inclusao
= Amostras que ndo apresentaram
g P 71,70% 97% 98,33% 100%

corpusculo de inclusdo

Figura 7: Proporcao de amostras com corpusculos de inclusédo em cada célula dentro de uma
amostra populacional (n=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

5.2- PROPORCAO DE AMOSTRAS POSITIVAS A PCR PARA AGENTES
ANAPLASMATACEAE

De fato, os dados epidemiologicos sao realizados com testes com alta
especificidade e sensibilidade como a Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), pois
gquando amplificado o DNA (acido desoxirribonucleico) do agente estudado se
confirma a presenca do agente na amostra animal, portanto determinando a infeccao
no individuo e assim a doenc¢a na amostra populacional (AGUIRRE et al., 2004). Esta
importancia se iniciou a partir da reorganizacdo dos géneros e formacéo da familia
Anaplasmataceae através da andlise da sequéncia do gene 16S RNA ribossomal
promovida por Dumler e colaboradores (2001), desde entdo varias contrucdes de
oligonucleotideos ou primers estdo sendo utilizadas para amplificacdo do DNA dos
agentes Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

No presente estudo os dados foram distribuidos para determinagcdo da
proporcdo de amostras positivas para agentes da familia Anaplasmataceae
confirmadas pela PCR, ou seja, ambas Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. Foi verificado

que 20 (33,3%) das amostras de animais possuiam positividade para pelo menos
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algum agente da familia (figura 8). Amplas frequéncias também foram verificadas em
por Spada e colaboradores (2014) no norte da Italia, na qual encontraram uma alta
frequéncia de 48,9%de animais positivos para algum agente da familia. Foi
encontrada uma alta frequéncia no trabalho elaborado por Aguirre e colaboradores
(2004) na regiao central da Espanha, sendo uma proporc¢éo de 17,9% de animais com
a presenca de agentes. No trabalho realizado por Sasaki e colaboradores (2012) no
Japao foi encontrada uma proporcédo de 11,1% de amostras de felinos positivos para
Anaplasmataceae.

Frequéncias menores em amostras positivas para Anaplasmataceae podem
ser verificadas em outros trabalhos. O trabalho realizado por Maia e colaboradores
(2014) no Sul de Portugal verificou uma frequéncia de 5,4%, bem similar ao trabalho
realizado por Hegarty e colaboradores (2015), que foi de 3,2%, trabalho este realizado
no laboratério de diagndsticos de doencas transmitidas por vetores da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade da Carolina do Norte, na qual as amostras
submetidas neste laboratério foram oriundas de varios locais dos Estados Unidos. No
sul da Alemanha, Bergmann e colaboradores (2015) encontraram uma frequéncia de
apenas 0,4%, também sendo baixa quando comparada ao atual trabalho. André e
colaboradores (2015) na regidao Centro-oeste do Brasil, na cidade de Campo Grande
do estado de Mato Grosso do Sul, encontraram uma frequéncia de 8,5%.

Proporcdo de amostras positivas para agentes da familia
Anaplasmataceae pela PCR

Amostras
positivas
33,30% (n=20)

Amostras
negativas
66,70% (n=40)

Figura 8: Proporcao de amostras positivas na PCR para agentes da familia Anaplasmataceae
dentro de uma amostra populacional (n=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.
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5.3- PROPORCAO DE AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA E. canis

A proporgdo de amostras positivas para E. canis foi de 5 (8,33%) em 60
amostras de animais (figura 9). Resultado muito similar foi verificado por Braga e
colaboradores (2014) em Cuiaba, Mato Grosso, no Brasil, no qual 9,4% de amostras
positivas foram observadas. Frequéncias menores podem ser verificadas em alguns
outros trabalhos. Em Sao Luis, no Maranhao, foi verificada uma proporcéo de 0,5%
de amostras infectadas por este agente (BRAGA et al., 2012) e em Campo Grande,
estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, a proporcéo foi de 0,66% (ANDRE et al., 2015).

Sao encontradas também frequéncias maiores na populacdo de felinos,
identificadas atraves da realizacdo da PCR para identificagdo do E. canis por Oliveira
e colaboradores (2009) em Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil, nos quais
encontraram uma proporcao de 20% de animais positivos para este agente. Aguirre e
colaboradores (2004) na regido central da Espanha encontraram uma proporcao de
17,9% de amostras positivas.

E interessante relatar que a baixa percentagem de animais positivos para este
agente verificada no presente estudo, da mesma forma como em outros trabalhos,
possivelmente é explicada pelo fato de que os felinos domésticos sdo mais resistentes
as infec¢des promovidas pelo agente E. canis quando comparados aos caes, pois a
interacdo entre estes animais e 0 mesmo vetor, no caso o carrapato, é diferente.
Obviamente que isso se refere ao comportamento do gato em remover 0s carrapatos,
e isso possibilita a reducdo da taxa de inoculacdo do agente pelo vetor (KIDD,
BREITSCHWERDT, 2003). Por esta razao muitos trabalhos revelam que é incomum

a infeccao por E. canis nos felinos (BRAGA et al., 2012).
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Proporcdo de amostras positivas para o agente Ehrlichia canis pela PCR
Amostras

positivas
8,33% (n=5)

Amostras
negativas
91,67% (n=55)

Figura 9: Propor¢cdo de amostras positivas para o agente Ehrlichia canis dentro de uma
amostra populacional (n=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

5.4- PROPORCAO DE AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA A. platys

A proporcdo de amostras positivas para o agente A. platys foi de 12 animais
(20%), das 60 amostras de animais (figura 10). Zobba e colaboradores (2015) em
Sassari, Italia, identificaram 31,11% de felinos positivos para A. platys. Correa e
colaboradores (2011) em Campos dos Goytacazes encontraram uma frequéncia de
13,19%. Muitos outros trabalhos encontrados em outras espécies, principalmente em
cées, relatam que a parasitemia € muito maior quando comparados aos gatos
(INOKUMA et al. 2000; ALVES et al., 2005; DOYLE et al. 2005). Outro trabalho
realizado no Brasil, foi a identificagéo deste agente em um paciente felino, do estado
do Pernambuco, na qual demonstram que a identificacdo deste agente acontece

raramente (LIMA et al., 2010), em contraste com o atual estudo.
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Proporcdo de amostras positivas para o agente Anaplasma platys pela PCR

Amostras
positivas
20,00% (n=12)

Amostras
negativas
80,00% (n=48)

Figura 10: Proporcao de amostras positivas para o agente Anaplasma platys dentro
de uma amostra populacional (n=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

5.5- PROPORQAO DE AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA A.
phagocytophilum

Estes dados foram considerados inéditos para a espécie felina no municipio de
Campos dos Goytacazes. Foi verificada a presenca de animais infectados com
Anaplasma phagocytophilum, agente este conhecido por causar a Anaplasmose
granulocitica em animais, inclusive felinos e humanos, sendo de extrema relevancia
por ser considerada uma doenca antropozoondética (DUMLER et al., 2007; BAKKEN;
DUMLER, 2008; LITTLE, 2010). Por conseguinte, a proporcdo de amostras positivas
para A. phagocytophilum foi de 6 animais (10%) dentro das 60 amostras de animais,
(figura 11).

Spada e colaboradores (2014), no norte da Italia, encontraram uma ampla
frequéncia de 17,7% de felinos positivos para A. phagocytophilum. Entretanto, como
relatado na maioria dos trabalhos, a frequéncia encontrada para A. phagocytophilum
€ geralmente baixa em amostras populacionais de felinos. Savidge e colaboradores
(2015) encontraram 0,92% de amostras positivas para este agente em felinos
domésticos no nordeste dos Estados Unidos. No sul da Alemanha, Bergmann e
colaboradores (2015) encontraram uma proporcéo de 0,42% de felinos positivos na

PCR para este agente. Hegarty e colaboradores (2015) encontraram 2,45% de
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amostras positivas, na qual foram submetidas a analise no laboratorio de diagnésticos
de doencas transmitidas por vetores da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade da Carolina do Norte, amostras positivas para este agente procedentes

de varios locais dos Estados Unidos.

Proporgdo de amostras positivas para o agente Anaplasma phagocytophilum
pela PCR
Amostras
positivas
10,00% (n=6)

Amostras
negativas
90,00% (n=54)

Figura 11: Proporcdo de amostras positivas para o agente Anaplasma phagocytophilum
dentro de uma amostra populacional (n=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

5.6- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA AGENTES
ANAPLASMATACEAE COM OS DADOS DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO

Certamente que o diagnéstico de corpusculos de inclusédo pela investigacéo
hematoscopica € impreciso, pela necessidade de ter um técnico laboratorial altamente
treinado para a evidenciacdo destas formas na microscopia. Muitas vezes, a
notificacéo de algum agente Anaplasmataceae por este tipo de diagnostico ndo ocorre
de forma coerente no laboratério de rotina, sendo considerado um diagndstico de
baixa sensibilidade. Da mesma forma, pode-se pensar que muitos artefatos
verificados na microscopia durante o exame do esfregaco sanguineo podem confundir
e sado capazes de promover um diagndéstico inadequado, sendo em algumas vezes
confundidos com as formas compativeis com corpusculos de inclusdo, e por esta
razdo também é considerado um teste com baixa especificidade (DAWSON et al.,
2005; LITTLE, 2010). Por este motivo foi necessario confrontar os dados dos animais

comprovadamente infectados, ou seja, positivos para PCR, com os dados de
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corpusculos de inclusédo, assim como confrontar com a presenca de corpusculos de
inclusdo nas células especificas. Desta forma, verificou-se a sensibilidade e
especificidade do diagndstico hemotoscopico de corpusculos de inclusdo compativeis
com formas de agentes Anaplasmataceae.

Para tal investigagéo, inicialmente foram confrontados os dados das amostras
positivas dos felinos para agentes Anaplasmataceae através da PCR com os dados
das amostras em que foram encontrados corpusculos de incluséo. A principal hipétese
foi verificar quantas amostras positivas na PCR tiveram a presenca de corpusculos de
inclusdo. Estes dados sdo demonstrados na figura 12, na qual é demonstrado dentre
os 20 animais positivos para Anaplasmataceae na PCR, concomitantemente 3
animais (15%) apresentaram corpusculos de inclusdo. Tais dados demonstram,
dentre as amostras comprovadamente infectadas na PCR, que em poucas amostras
foram evidenciados corpusculos de inclusdo na hematoscopia, presumindo que o
diagnéstico para avaliacdo dos corpusculos de inclusédo € de baixa sensibilidade,
assim como corroborado por Little (2010), que explica que a maioria das morulas nao

se apresenta em amostras de animais realmente infectados.

Confrontando amostras PCR positivas com amostras com

corpusculos de inclusdo
Proporgao de
animais positivos na
PCR com corpusculos
de inclusdo
15% (n=3)

Proporgao de
animais positivos na
PCR que ndo S
apresentaram
corpusculos de
inclusdo
85% (n=17)

Figura 12: Propor¢cdo de amostras positivas na PCR que apresentaram corpusculos de
inclusdo na hematoscopia.
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5.7- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA Anaplasma
phagocytophilum COM OS DADOS DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO EM
NEUTROFILOS

Seguindo a mesma argumentacao, foram avaliadas também as propor¢des de
amostras positivas na PCR para cada agente especifico com a presenca de
corpusculos de inclusdo em suas respectivas células em que estes agentes parasitam
e se reproduzem. Inicialmente foi avaliada a proporcdo de amostras positivas para A.
phagocytophilum que possuiram corpusculos de inclusdo em neutrdéfilos, e foi
verificada uma proporcéao de 16,67%, pois de 6 amostras de animais positivos na PCR
para este agente apenas 1 apresentou corpusculo de inclusdo em neutrofilo. Este
resultado pode ser verificado na figura 13.

Savidge e colaboradores (2015) explanam em sua pesquisa que apenas a
presenca de corpusculos de inclusdo em neutrofilos corrobora com a positividade do
agente. Entretanto, no atual trabalho, quando os resultados verificados na PCR para
este agente sdo confrontados com esta avaliacdo hematoscopica, verifica-se que
houve uma pequena propor¢do, confirmando que o teste hematoscopico é de baixa
sensibilidade. No entanto, um trabalho realizado por Heikkila e colaboradores (2010),
em um relato de caso de um atendimento de um felino no Hospital Veterinario da
Universidade de Helsinki na Finlandia, o diagnéstico se deu através da visualizacao
da morula intracitoplasméatica em neutréfilos. Em mesma pesquisa, posteriormente,
foi realizada a PCR da amostra sanguinea para confirmacdo do agente A.
phagocytophilum, e foi comprovado que a amostra, realmente, era positiva para este
agente. Portanto, entende-se que apesar de ser um teste de baixa sensibilidade,
quando encontradas formas compativeis com corpusculos de inclusdo em neutréfilos
possivelmente estas amostras sdo consideradas positivas para este agente, mas para
confirmar isso é necessario realizar a PCR.

Deve-se lembrar que o agente A. phagocytophilum se reproduz em neutrofilos
formando corpusculos de inclusdo, possuindo um maior tropismo por estas células,
sendo assim a presenca de corpusculos de inclusdo em neutréfilos pode ser
considerada um diagnéstico para este agente (TARELLO, 2005). Posteriormente foi
verificada a especificidade entre a avaliagcdo de corpusculos de inclusdo em neutrofilos

na hematoscopia e o teste da PCR para A. phagocytophilum. Para isso, foram
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verificadas quantas amostras positivas para corpusculo de inclusdo em neutrofilos
também foram positivas na PCR para A.phagocytophilum. Muitos autores defendem
a ideia de que a presenca de corpusculos ou morulas em neutréfilos configura a
infeccdo por este agente no paciente felino e ainda incluem que a identificacdo de
morulas em neutrofilos seja considerada um achado plausivel da infec¢cédo pelo agente
A. phagocytophilum, pois estes mesmos autores confirmaram na PCR a presenca
deste agente (TARELLO, 2005; SAVIDGE et al., 2015). No presente estudo foram
encontradas 3 amostras com corpusculos de inclusdo em neutréfilos, no entanto
guando estas mesmas amostras foram colocadas a prova na PCR para confirmagé&o
do agente, apenas 1 amostra foi positiva, concluindo-se que 2 animais realmente nao
foram diagnosticados precisamente e que a avaliacdo hematoscopica nao seja
especifica comparada ao diagnostico pela PCR. Isso pode ser justificado, pois a
presenca de corpusculo de Dohle ou a presenca de cromatina sexual em neutrofilos
podem ser confundidos e devem ser cuidadosamente diferenciados de inclusdes

intracitoplasmaticas como morulas ou corpusculos do agente (SAVIDGE et al., 2015).

Confrontando amostras PCR positivas para A. phagocytophilum
com amostras com corpusculos de inclusdo em neutréfilos

Proporgao de
animais positivos na
PCR com corpusculos

de inclusdo em
neutrofilos

16,67% (n=1)

Proporgdo de
animais positivos na

PCR que nao — 1
apresentaram
corpusculos de

inclusdo em

neutrofilos
83,33% (n=5)

Figura 13: Propor¢cdo de amostras positivas na PCR para A. phagocytophilum que
apresentaram corpusculos de inclusdo em neutréfilos na hematoscopia.
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5.8- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA Anaplasma
platys COM OS DADOS DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO EM
PLAQUETAS

Ao verificar a propor¢cdo de amostras positivas na PCR para A. platys que
possuiram corpusculos de inclusdo em plaquetas, foi constatada uma proporcao de
8,33%, na qual das 12 amostras positivas na PCR para este agente apenas 1
apresentou corpusculo de inclusdo em plaguetas. Estes dados podem ser verificados
na figura 14. De fato, muitas amostras positivas para este agente relatam a presenca
de corpusculos de inclusdes em plaguetas semelhantes a A. platys (HARVEY, 2012).
Como apenas 1 amostra foi identificada a inclusdo em plaquetas, isso sugere que a
visualizacdo da inclusao é dificil. Little (2010) explica que as morulas de A. platys
podem ser encontradas em plaguetas, mas em alguns casos a visualizacao pode ser
dificultada pela indistincdo com granulos plaquetarios. E possivelmente, por esta
dificuldade a confirmacédo deste agente torna-se prejudicada, confirmando que a
sensibilidade no diagndstico pela presenca de mérulas € baixa. E interessante relatar
também que devido a natureza ciclica da doenca, encontrar a inclusdo no interior das
plaguetas de animais doentes ndo € uma tarefa facil, e na maioria das vezes é um
achado acidental. Isso também pode ser justificado quando o paciente avaliado possui
uma trombocitopenia (diminuicdo da contagem de plaquetas) durante a infeccéo e,
consequentemente, ha a reducdo no numero de microrganismos presentes nas
plaguetas. A baixa frequéncia de parasitas no esfregaco de sangue faz com que o
método ndo seja tdo preciso, especialmente durante a fase trombocitopénica
(CORREA et al., 2011).

O agente A. platys se reproduz em plaguetas formando corpusculos de
inclusédo, possuindo um maior tropismo por estes fragmentos celulares, sendo assim
a presenca de corpusculos de inclusdo pode ser considerada um diagndstico para
este agente (SANTAREM et al., 2005). Logo ap6s foi verificada a especificidade entre
a avaliacdo de corpusculos de inclusdo em plaquetas na hematoscopia e o teste da
PCR para A. platys. Para isso, foi verificado que o nimero de amostras que foram
positivas para corpusculo de inclusdo em plaguetas também foram positivas ha PCR
para A.platys. No presente trabalho foram encontradas 17 amostras positivas na

visualizacéo de corpusculos de inclusédo e apenas 1 amostra foi confirmada na PCR
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para este agente, configurando também que o diagndstico pela avaliacdo
hematoscopica seja de baixa especificidade. H& uma grande dificuldade no
diagndstico de corpusculos ou morulas em plaquetas, pois estes fragmentos celulares
geralmente possuem granulacdes semelhantes a estas formas, granulacdes formadas

no citoplasma de megacariocitos antes da formagéo das plaquetas (LITTLE, 2010).

Confrontando amostras PCR positivas para A. platys com
amostras com corpusculos de inclusdo em plaquetas

Proporgdo de
animais positivos na
PCR com corpusculos

de inclusdo em
plaguetas

8,33% (n=1)

Proporgdo de
animais positivos na
PCR que ndo
apresentaram
corpusculos de
inclusdo em
plaquetas
91,67% (n=11)

Figura 14: Proporcdo de amostras positivas na PCR para A. platys que apresentaram
corpusculos de inclusdo em plaquetas na hematoscopia.

5.9- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA Ehrlichia
canis COM OS DADOS DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO EM
MONOCITOS

Quando foi verificado que dentre as amostras tinham aquelas positivas para E.
canis na PCR pensava-se também encontrar corpusculos de inclusdo na avaliagéo
hematoscopica em mondcitos nestas mesmas amostras sanguineas. O agente E.
canis geralmente parasita os mondcitos devido ao seu tropismo celular (LAPPIN;
BREITSCWERDT, 2012). Contudo, no presente estudo nao foi evidenciado dentre as
amostras positivas na PCR para E. canis a presenca de corpusculos de inclusdo

nestas células em microscopia.
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5.10- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA Ehrlichia
canis COM OS DADOS DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO EM PLAQUETAS

Sabendo que as plaquetas séo capazes de albergar as formas reprodutivas
deste agente (ZOBBA et al., 2015), foi verificado que dentre as amostras positivas na
PCR para E. canis 20% (1 amostra de 5 positivos na PCR para este agente)
apresentavam corpusculos de inclusdo em plaquetas. Como relatado por Mylonakis e
colaboradores (2003), as plaquetas podem ser parasitadas tanto por E. canis quanto
por A. platys, e isso justifica a presenca de corpusculo de inclusdo em plaguetas na
amostra comprovadamente infectada por E. canis, como no presente estudo. Almosny
(1998) ainda faz esta mesma afirmacdo, que morulas de E. canis podem ser
observadas em plaquetas, podendo ser confundida com A. platys baseando-se na
identificacdo morfoldgica do agente na célula parasitada. D’Agnone (2006) observou
a presenca de E. canis em plaquetas em duas amostras caninas por meio da PCR,
assim como Sousa (2006) que também observou mérulas de E. canis em plaquetas
de dois cdes. Semelhantemente, Ramos e colaboradores (2009) através da PCR
observaram que de quatro cdes com moérulas em plaquetas, trés eram E. canis e
apenas uma amostra era A. platys.

O agente E. canis se reproduz tanto em mondcitos quanto em plaquetas
formando corpusculos de inclusédo, possuindo um maior tropismo para ambos os tipos
celulares, no entanto, o diagnostico deste agente pela avaliacdo de corpusculos de
inclusdo em plaquetas é imprecisa, jA que o A. platys também pode parasita-las
(RAMOS et al., 2009). Desta forma, também foi verificada a especificidade entre a
avaliacdo de corpusculos de inclusdo em plaquetas na hematoscopia e o teste da
PCR para E. canis. Para isso, foi verificado quantas amostras positivas para
corpusculo de inclusdo em plaquetas também foram positivas na PCR para E. canis.
Das 17 amostras em gque foram encontrados corpusculos de inclusdo em plaquetas,
1 amostra foi positiva na PCR para E. canis. Isso demonstra que € um teste de baixa
especificidade para confirmacdo que as presencas de corpusculos em plaguetas
sejam de E. canis, ja que A. platys pode parasita-las, como relatado por Almosny
(1998) e em alguns trabalhos (D’AGNONE; 2006; RAMOS et al., 2009).
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5.11- PROPORCAO DE AMOSTRAS REAGENTES NA RIFI PARA A.
phagocytophilum

Além da evidéncia epidemioldgica realizada através da exposi¢cao de amostras
infectadas, ou seja, amostras positivas em PCR, para formacdo dos dados, também
foi realizado o estudo soroldgico epidemioldgico pela investigacdo de anticorpos IgG
para A. phagocytophilum. Para este fim foi realizada a reag¢ao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI). Este teste soroldgico foi considerado por muito tempo um dos pilares
no diagndstico para agentes Anaplasmataceae por ser altamente sensivel. Todavia,
o0 teste possui uma baixa especificidade, ndo sendo considerado um teste
confirmatdrio para alguma infecgcédo, pois a presenca de altos titulos de anticorpos
pode ocorrer mesmo em individuos que nao estdo com a presenca do agente, como
em individuos que eliminaram o agente através da atividade imunoldgica ou pelo
tratamento especifico (LITTLE, 2010). Contudo, a presenca de anticorpos indica que
o individuo apresenta ou apresentou a infeccdo em algum momento, pois os titulos
podem permanecer por meses (BARTSCH; GREENE, 1996), sendo essencial apenas
para o estudo epidemiolégico populacional, verificando se ha a presenca e o contato
do agente na populacao de animais.

Como citado anteriormente, o teste de imunofluorescéncia indireta é
considerado um teste de alta sensibilidade, entretanto com baixa especificidade por
duas razdes, um por ndo evidenciar corretamente se o individuo possui a infec¢cao no
momento do teste, pois evidencia apenas a presenca de anticorpos contra o agente,
e 0 outro motivo é pela formacdo de reacdo cruzada para varios outros agentes
Anaplasmataceae. Tal problema ocorre principalmente com o teste de
Imunofluorescéncia indireta para A. phagocytophilum, na qual amostras positivas para
A. platys e E. canis podem formar reacdo para este agente especificamente (WANER
et al.,, 2001; ALISSON; LITTLE, 2013). Por este motivo foi realizado a RIFI para A.
phagocytophilum em todas as amostras, e verificada a propor¢ao epidemioldgica para
este agente. Posteriormente, os dados de amostras reagentes para A.
phagocytophilum na RIFI foram confrontados com a presenca de amostras positivas
em PCR para cada agente, para verificacdo da especificidade dos testes em questao.

Para formacédo de dados epidemioldgicos, as amostras reagentes pela RIFI

para A. phagocytophilum foram distribuidas descritivamente para confeccdo da
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proporcao deste agente. As amostras de soro foram consideradas reagentes a partir
da titulagdo 400 (diluicdo 1:400), considerado o “cut off” neste presente estudo. Foi
encontrada proporcado de 8,33% de amostras reagentes (cinco amostras), sendo
considerado o grupo amostral que possuiu contato com o0 agente em questdo. Na
figura 15 pode-se verificar tal proporcéo.

Um trabalho realizado por Billeter e colaboradores (2007) nos Estados unidos
relata a presenca da proporcao de 4,3% de amostras reativas em felinos, semelhante
ao presente trabalho, contudo estes relatam que em areas endémicas a proporcao de
amostras reagentes para este agente chegue a aproximadamente 30%. Esta mesma
proporcao é verificada no trabalho realizado por Magnarelli e colaboradores (2005),
que verificaram também uma frequéncia de 30% de felinos reagentes para A.
phagocytophilum no nordeste dos Estados Unidos. A figura 15 demonstra a proporgao
de amostras reagentes para A. phagocytophilum. O resultado do presente trabalho foi
muito semelhante ao trabalho realizado por Aguirre e colaboradores (2004) na regiao
central da Espanha que demonstra uma proporcéo de 4,9% das amostras dos felinos
reagentes para este agente. No entanto, um trabalho mais recente realizado por Ayllon
e colaboradores (2009) na mesma regido na Espanha, demonstrou uma frequéncia
de 7,7% de amostras de felinos que apresentam reacao para A. phagocytophilum,
sendo um valor muito proximo ao atual estudo. Ebani e Bertelloni (2014), na regiao
central da Italia, também verificaram uma propor¢cdo muito semelhante, com 4,5% de
amostras reagentes.

No Brasil apenas um trabalho realizado por Yamanaka e colaboradores (2014)
em Cuiaba, Mato Grosso, demonstrou uma proporcao de 7,77% de felinos reagentes

para este agente, sendo um valor proximo ao atual estudo.
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Proporgao de amostras reagentes para o agente Anaplasma phagocytophilum
pela RIFI

Amostras
reagentes
8,33% (n=5)

/

Amostras nao
reagentes
91,67% (n=55)

Figura 15: Proporcdo de amostras reagentes para o agente Anaplasma phagocytophilum
dentro de uma amostra populacional (h=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

5.12- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS REAGENTES NA RIFI PARA Anaplasma
phagocytophilum COM OS DADOS DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO

No intuito de verificar a especificidade do teste para o estudo epidemioldgico,
os dados de amostras reagentes para A. phagocytophilum foram confrontados com
amostras em que foram encontrados corpusculos de inclusdo e amostras que foram
positivas na PCR para cada agente estudado. Foi encontrado que, em cinco amostras
reagentes, duas amostras apresentaram corpusculos de inclusdo, ou seja, 40% das
amostras reagentes para RIFI, como verificado na figura 16. Relatos na literatura tém
correlacionado a presencga de reagentes para Ehrlihcia e Anaplasma em pacientes
com a doenca clinica, juntamente com a presenca de morulas em mondcitos,
neutrofilos e plaquetas (SOLANO-GALLEGO et al., 2006; TARELLO, 2005).
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Confrontando amostras reagentes para A. phagocytophilum com
amostras com corpusculos de inclusdo

Proporg¢do de
amostras reagentes
na RIFI com
corpusculos de
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corpusculos de
inclusdo em
neutréfilos
60,00% (n=3)

Figura 16: Proporcdo de amostras reagentes na RIFI para A. phagocytophilum que
apresentaram corpusculos de inclusao hematoscopia.

5.13- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS REAGENTES NA RIFI PARA Anaplasma
phagocytophilum COM AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA A.
phagocytophilum

Seguindo o mesmo critério, as amostras reagentes pela RIFI para A.
phagocytophilum também foram confrontadas com amostras positivas para PCR para
cada agente Anaplasmataceae estudado, a fim de verificar se a presenca de infec¢ao
para outros agentes € capaz de formar amostras reagentes na RIFI, confirmando
assim a reacéao cruzada, avaliando assim a especificidade do teste. Primeiramente foi
investigado se as amostras que foram reagentes tiveram a presenca do proprio
agente, A. phagocytophilum, através da amplificacdo do DNA do agente pela PCR, ou
seja, amostras realmente infectadas. Foi verificado que em cinco amostras reagentes,
apenas uma amostra foi positiva na PCR para A. phagocytophilum, uma proporc¢éo de
20% das amostras reagentes, sendo demonstrada na figura 17. Coincidentemente,
nesta mesma amostra que também foi positiva na PCR, foi encontrada morula em
neutréfilo, confirmando que esta morula realmente era composta por A.
phagocytophilum. Entretanto, na maioria das amostras reagentes para este agente,

nao se pbde comprovar a riquetsemia.
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Os felinos possuem uma capacidade de formar anticorpos na fase aguda da
doenca promovida por este agente, desta forma podem-se identificar morulas em
neutrofilos pela hematoscopia, da mesma forma se pode amplificar o DNA do agente
na PCR (BJOERSDORFF, 1999), e isso pode explicar a presenca desta amostra
reagente na RIFI que foi positiva em PCR no presente estudo. No entanto, iSso nao
acontece normalmente, pois geralmente o tempo de soroconversao acontece na
forma crbnica da doenca, como é relatado também em cdo (EBANI; BERTELLONI,
2014). Nesta fase a riguetsemia ndo pode estar presente e ndo pode ser identificada
tanto em nivel microscopico quanto molecular (LITTLE, 2010). No presente estudo
verificou-se que na maioria das amostras reagentes para este agente ndo houve a
presenca de riquetsemia, como verificado por estes autores (LITTLE, 2010; EBANI;
BERTELLONI, 2014).

Billeter e colaboradores (2007) no trabalho realizado em felinos em varias
regides dos Estados Unidos, verificaram que em todas as amostras de felinos que
foram positivas na RIFI para A. phagocytophilum n&o houve amplicagédo na PCR, ou
seja, estas mesmas amostras foram negativas. Aguirre e colaboradores (2004), no
trabalho realizado na Espanha, verificaram também que todas as amostras reagentes
para este agente nao foram positivas na PCR. Lappin e colaboradores (2004)
elucidam que estes microrganismos evadem para outros tecidos, principalmente
linfoides, e nesta condicdo estes agentes ndo estdo presentes nas amostras
sanguineas. Estes mesmos autores relatam que héa persisténcia de altos titulos de
anticorpos mesmo em felinos doentes apds a terapia especifica, e que por esta
circunstancia eliminaram o agente, confirmados pela negatividade em analise pela
PCR. Uma vez que este diagndstico da RIFI na identificacdo do agente € impreciso,
entdo este teste é considerado de baixa especificidade quando comparado com

diagndstico pela PCR.
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Confrontando amostras reagentes para A. phagocytophilum com
amostras positivas na PCR para A. phagocytophilum

Proporgdo de
amostras reagentes
e PCR Positivos para
A. phagocytophilum

20,00% (n=1)

Proporg¢ao de
amostras reagentes
na RIFl que nao
foram positivas na
PCR para A.
phagocytophilum
60,00% (n=4)

-

Figura 17: Proporcdo de amostras reagentes na RIFI para A. phagocytophilum que
apresentaram amostras positivas na PCR para A. phagocytophilum.

5.14- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS REAGENTES NA RIFI PARA Anaplasma
phagocytophilum COM AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA E. canis

Foi verificado, a fim de comprovar a presenca de reagao cruzada, se dentre as
amostras reagentes pela RIFI houve a presenca de infeccbes por outros agentes.
Assim, foi verificado que em cinco amostras reagentes, uma amostra foi positiva na
PCR para E. canis, ou seja 20% das amostras reagentes, como demonstrado na figura
18. Alguns autores relatam a reag&o cruzada entre os dois agentes no ensaio de RIFI,
embora a infec¢do a um agente distinto ao que o teste preconiza possa gerar um titulo
de anticorpo mais baixo do que o titulo sobre o agente primario avaliado (WANER et
al., 2001; LITTLE, 2010). Por este motivo, pode-se entender a presenca da reagao
cruzada para o agente E. canis na amostra de um felino, no presente estudo.
Entretanto, tal reagc&o enfatiza ainda mais a questao da baixa especificidade do teste,
nao sendo fidedigno para identificacdo do agente A. phagocytophilum, apesar da
utilizacdo de um “cut off” na titulagdo de 400 como nivel limitrofe exigido para
considerar a reacao positiva, como citado nas instru¢cdes de uso do kit sorologico de
RIFI.

Em contraste, muitos trabalhos relatam a inexisténcia de reacdo cruzada nos

testes soroldgicos entre A. phagocytophilum e E. canis, como o trabalho realizado por
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Solano-Gallego e colaboradores (2006) na Espanha, na qual relatam que em todas
as amostras reagentes para A. phagocytophilum, os mesmos nao tiveram a
amplificagéo do DNA na PCR para o agente E. canis. O mesmo pode ser relatado no
estudo realizado por Billeter e colaboradores (2007), nos Estados Unidos, que
sugeriram que as 18 amostras reagentes para A. phagocytophilum poderiam ser
consequéncia da reacado cruzada para E. canis, mas ndo houve a confirmacao deste

agente na PCR.

Confrontando amostras reagentes para A. phagocytophilum com
amostras positivas na PCR para E. canis

Proporgao de
amostras reagentes
e PCR Positivos para

E. canis

20,00% (n=1)

Proporg¢do de
amostras reagentes
na RIFl que ndao
foram positivas na
PCR para E. canis
60,00% (n=4)

Figura 18: Proporcdo de amostras reagentes na RIFI para A. phagocytophilum que
apresentaram amostras positivas na PCR para E. canis.

5.15- CONFRONTANDO AS AMOSTRAS REAGENTES NA RIFI PARA Anaplasma
phagocytophilum COM AMOSTRAS POSITIVAS NA PCR PARA A.platys

Como muitos autores relatam, geralmente, a presenca do agente A. platys na
amostra promove a reacdo cruzada na imunofluorescéncia indireta para A.
phagocytophilum, pois os anticorpos IgG contra o agente A. platys podem se ligar aos
antigenos de A. phagocytophilum na lamina de imunofluorescéncia, gerando reacao
de fluorescéncia (HARVEY, 2012). De acordo com Heikkila e colaboradores (2010),
estas reacdes cruzadas estdo mais relacionadas com a presenca do agente A. platys.
No entanto, apos a reclassificagdo dos géneros por Dumler e colaboradores (2001),

estas evidéncias ficaram um pouco confusas. Contraposto a isso, no presente estudo
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nao foi verificada a presenca de amostras positivas na PCR para A. platys dentre as
amostras reagentes na RIFI para o agente A. phagocytophilum. O estudo realizado
por Ferreira e colaboradores (2008), realizado no Brasil, se assemelha ao atual
estudo, em cujo trabalho ndo foi observada reacao cruzada no teste imunoenzimatico
na deteccao de anticorpos contra A. phagocytophilum em amostras positivas na PCR

para A. platys.

5.16- TAXAS DE COINFECCAO

Os dados obtidos para coinfeccdo na epidemiologia da regido sdo mais
apurados e fidedignos quando utilizados os dados moleculares, por serem
considerados testes altamente sensiveis e especificos, pois comprovam a presenga
do agente estudado no individuo (AGUIRRE et al.,2004). Por esta razao, estes dados
sdo os que melhor representam a epidemiologia no presente estudo. Portanto, estes
dados moleculares sdo importantes para determinar e comprovar as taxas de
coinfeccdo entre os agentes estudados. Logicamente que este estudo foi realizado
formando as proporc¢des retiradas da amostra populacional de 60 amostras dos felinos
domésticos, gerando as taxas de coinfec¢cdo na amostra populacional, por sua vez
sendo consideradas também um estudo epidemiolégico.

A taxa de coinfeccdo encontrada para E. canis e A. phagocytophilm na amostra
populacional foi de 1,67%, ou seja, apenas 1 felino de 60 possuiu a infec¢éo por estes
dois agentes. Nao foram encontrados relatos de coinfeccdo entre estes dois agentes
em felinos, e alguns autores justificam que o relato de coinfeccdes entre estes agentes
ndo ocorre devido a dificuldade de se suspeitar da doenca e de se diagnosticar a
infeccéo por A. phagocytophilum (CARRADE et al., 2009), por esta razdo sao geradas
poucas informacdes para este agente em particular. Mas, foi muito importante este
relato no presente estudo, sendo considerado inédito na regido. A primeira evidéncia
da coinfeccéo entre os dois agentes foi relatada por Silveira e colaboradores (2015),
entretanto, sendo encontrado 1 paciente canino positivo para ambos os agentes.
Muitos trabalhos relatam reacdo cruzada ou presenca de coinfec¢bes através da
andalise soroldgica, mas sem confirmacfes por testes mais especificos (EBANI;
BERTELLONI, 2014).
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A taxa de coinfeccdo encontrada de A. platys e A. phagocytophilum foi de
3,33%, sendo 2 animais da amostra populacional. Nao foram encontrados relatos em
literatura sobre tais coinfeccfes, necessitando de mais estudos sobre estes casos no
presente trabalho. Sabe-se que muitas pesquisas correlacionadas sédo de reacdes
cruzadas e coinfec¢des verificadas através de testes soroldgicos relatados em varios
trabalhos (HEIKKILA et al., 2010; HARVEY, 2012), mas nao sobre coinfeccio entre
estes dois agentes pela PCR.

N&o foi encontrada taxa de coinfeccdo entre E. canis e A. platys no presente
trabalho. Varios trabalhos tém demonstrado coinfec¢gBes entre estes dois agentes
(LITTLE, 2010). A infeccdo causada apenas por A. platys é relativamente baixa, por
outro lado a coinfeccao com E. canis tem demonstrado elevadas alteracdes clinicas e
laboratoriais em pacientes veterinarios, principalmente no cao (HARVEY, 2006;
GAUNT et al., 2010). A figura 19 demonstra os graficos representando estas taxas de
coinfeccéo.

Taxas de coinfecgdo entre os agentes Anaplasmataceae

Amostras que apresentam Amostras que ndo apresentam
98,33% 96,67% 100%
1,67% 3,33% 0%
Coinfecgdo E. canis e A. Coinfeccdo de A. platys e A. Coinfecgdo E. canis e A. platys
phagocytophilum phagocytophilum

Figura 19: Taxas de coinfeccdo entre agentes Anaplasmataceae na amostra populacional
(n=60) no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.
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5.17- ALTERACOES CLINICAS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA AGENTES
ANAPLASMATACEAE

Os dados discutidos até o momento foram epidemiolégicos, no entanto o
presente trabalho também contém alguns pontos principais que sao as alteracdes
clinicas e laboratoriais promovidas pelas infec¢cdes por estes agentes nos felinos.
Estes dados foram adquiridos através das fichas clinicas e dos dados laboratoriais
hematoldgicos e bioquimicos séricos, lembrando que os animais passaram por
atendimentos clinicos, independente de suas condi¢des de sanidade, na qual foram
realizados o preenchimento da ficha clinica no ato do atendimento e a coleta de
amostras sanguineas para a realizacdo dos hemogramas e das bioquimicas séricas
para a avaliacdo das funcdes hepatica e renal. A ficha clinica pode ser visualizada no
anexo 1 do trabalho. Estes dados foram considerados clinico-patologicos. Os dados
foram distribuidos para a formacéo descritiva das proporcdes das alteracdes clinicas
e laboratoriais, sendo escolhidas as alteracdes dos animais que foram positivos na
PCR para os agentes, que por sua vez continham a infeccéo.

Apesar da descricdo de alteracbes compativeis com as doencas Erliquiose e
Anaplasmose, estas mesmas ndo sdo bem entendidas em felinos, devido a
inespecificidade destas alteracfes, além do surgimento de algum sinal ou sintoma ser
raro quando comparados aos caes (STUBBS et al., 2000). Sabe-se que os felinos
domésticos sao susceptiveis a infeccdes experimentais por A. phagocytophilum, nas
quais ha alguns relatos, mas tentativas de infec¢cdes experimentais com E. canis ndo
tém sido relatadas, sendo escassas as informacdes sobre alteracdes compativeis com
as doencas em tais infec¢des (LITTLE, 2010). No entanto, pouco se sabe sobre as
infec¢des naturais nos felinos domésticos e suas implicacdes clinicas e laboratoriais.

Primeiramente, foram verificadas as frequéncias das alteracdes clinicas nos
felinos positivos na PCR para qualguer agente Anaplasmataceae, ou seja, dentre os
20 animais que foram positivos para os agentes desta familia. As alteracdes clinicas
gue mais se destacam nestes felinos foram a linfadenomegalia (25%), presenca de
vetores (25%), neste caso as pulgas, letargia (15%), mucosas palidas (15%). Ja outras
alteracdes que foram encontradas foram perda de peso (5%), edema (5%), dificuldade
de locomocdo (5%), émese (5%), afeccdo ocular (5%) e desidratacdo (5%). A

ocorréncia de infecgbes naturais por Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. (principais
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representantes da familia Anaplasmataceae em felinos) tem sido documentada nos
gatos e as apresentacfes clinicas mais comuns foram febre, letargia e anorexia
(BOULOY et al, 1994; BREITSCHWERDT et al., 2002; LAPPIN et al., 2004).

Os sinais predominantes reportados em gatos com erliquiose incluem a febre,
letargia, mialgia, dispneia e linfadenomegalia (STUBBS et al., 2000). Alteragdes na
locomocéo e poliartrites também tém sido reportadas (BREITSCHWERDT et al., 2002;
STUBBS et al., 2000). Sintomas e sinais similares tém aparecido em felinos com
infecgdes por A. phagocytophilum, incluindo dor nas articulagbes e dificuldade de
locomocéo, linfadenomegalia, perda de peso, assim como outras alteragbes como
doencas periodontais, conjuntivites e sinais neurologicos (BOULOY et al, 1994;
STUBBS et al., 2000; BREITSCHWERDT et al., 2002; LAPPIN et al., 2004; TARELLO,
2005; LITTLE, 2010). Como verificado, os sinais e sintomas que mais representam as
alteracdes promovidas em ambos os géneros sdo dificuldade de locomogéo e
linfadenomegalia, sendo também encontrado no atual estudo. Entretanto, foram
encontradas varias outras alteracfes e estas serdo detalhadas e explicadas nas
infeccbes por cada agente especificamente. As frequéncias destas alteracdes em
animais infectados por agentes Anaplasmataceae do presente estudo podem ser

verificadas na figura 20, logo abaixo.
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Figura 20: Alteracdes clinicas frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
agentes da familia Anaplasmataceae (n=20) em Campos dos Goytacazes, RJ.
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5.18- ALTERACOES CLINICAS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA E. canis

As mesmas alteracfes clinicas foram verificadas em pacientes que foram
positivos na PCR para cada agente. Desta forma, foram distribuidas as frequéncias
das alteracdes clinicas em felinos domésticos positivos para E. canis, entre 5 animais
positivos na PCR, e foram verificadas poucas altera¢g@es clinicas na erliquiose felina.
As alteracfes consistiram em presenca de vetores (40%), linfadenomegalia (20%) e
desidratacdo (20%). Ja as demais alteracBes clinicas ndo foram verificadas nos
animais com a presenca da infeccdo por este agente. Tais frequéncias estao
demonstradas na figura 21.

Vale ressaltar que os vetores encontrados no atual trabalho foram apenas
pulgas, ndo houve evidéncia da presenca de carrapatos, em histérico, anamnese e
exame fisico. Muitos trabalhos relatam a ndo presenca de carrapatos, potenciais
vetores dos agentes riquetsiais, devido ao comportamento do felino em remover estes
ectoparasitas (KIDD, BREITSCHWERDT, 2003). Braga e colaboradores (2014), no
trabalho realizado em Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, também n&o encontraram
carrapatos nos pacientes positivos para E. canis.

De acordo com Allinson e Little (2013) a linfadenomegalia € mais comum em
caes, ndo sendo comum esta evidenciacdo em felinos na infeccdo por este agente.
Contrastando com eles, apenas um animal identificado na PCR com E. canis possuiu
linfadenomegalia. No entanto este achado é evidenciado nos estudos relacionados as
infeccgdes riquetsiais (STUBBS et al., 2000), principalmente na erliquiose felina. Outro
achado, apesar de inespecifico, foi a desidratacdo em um paciente, mas esta
informacédo ndo aparenta ser relevante para corroborar com a doenca causada por
este agente, da mesma forma que n&o ha evidéncias na literatura deste achado.
Apesar disso Almosny e Massard (2002) relatam a desidratacdo em pacientes apos 5
dias de inoculacdo. A perda de peso também pode ser verificada e € descrita pelos
mesmos autores.

Braga e colaboradores (2012) descrevem que a infecgao por E. canis em felinos
nao € comum, como pode ser verificado também na distribuicdo da frequéncia
encontrada em felinos no presente estudo. Logo, as informacgdes relacionadas as

alteracdes clinicas sédo escassas.
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Figura 21: Alteracdes clinicas frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
Ehrlichia canis (n=5) em Campos dos Goytacazes, RJ.

5.19- ALTERACOES CLINICAS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA A. platys

As alteracfes clinicas em animais positivos ha PCR para A. platys foram
encontradas em maior frequéncia, contrastando com as frequéncias dos animais
positivos para os outros agentes estudados. Foram encontradas nos 12 animais
infectados para este agente a perda de peso (8,33%), a letargia (25%), dificuldade de
locomocéo (8,33%), émese (8,33%), afeccao ocular (8,33%), linfadenomegalia (25%),
mucosas palidas (25%), presenca de vetores (16,67%) e desidratacdo (16,67%).
Estas frequéncias estdo demonstradas na figura 22.

Embora os felinos acometidos pela A. platys sejam na sua maioria
assintomaticos, as manifestacdes clinicas de caes infectados variam, sendo mais
frequentemente  observadas depressédo, anorexia, letargia, emaciacéo,
linfadenomegalia, palidez de mucosas e febre (HARRUS et al., 1997; SANTAREM et
al., 2005). Muitas destas alteracdes foram semelhantes ao atual trabalho. Allison e
Little (2013) descrevem em seu trabalho que a presenca de sinais clinicos no gato
com a infeccdo € questionavel. Alguns trabalhos, entretanto, inclusive o de Correa e
colaboradores (2011), ndo evidenciaram a presenca de alteracdes clinicas em felinos

com infecgOes por A. platys. Harrus e colaboradores (1997) relatam ainda que as
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infeccbes concomitantes por A. platys e E. canis sdo muito comuns, podendo

contribuir para a patogénese de A. platys e a presenca de sinais clinicos.
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Figura 22: Alteracdes clinicas frequentes em felinos domeésticos positivos em PCR para
Anaplasma platys (n=12) em Campos dos Goytacazes, RJ.

5.20- ALTERACOES CLINICAS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA A,
phagocytophilum

Varios autores tém relatado as alteracdes clinicas em felinos com infecgfes por
A. phagocytophilum (LITTLE, 2010). Dentre as principais alteracdes incluem febre, dor
nas articulacoes e dificuldade de locomocao, linfadenomegalia, perda de peso, assim
como outras alteracbes como doencas periodontais, conjuntivites e sinais
neurolégicos (BOULOY et al, 1994; STUBBS et al., 2000; BREITSCHWERDT et al.,
2002; LAPPIN et al., 2004; TARELLO, 2005). Os sinais e sintomas descritos na
anaplasmose granulocitica felina sdo muito semelhantes aos descritos na doenca em
cdes. Em ambas as espécies as manifestacdes clinicas séo febre, letargia e anorexia
(BJOERSDORFF et al., 1999; LAPPIN et al., 2004). Tais alteracGes sdo consideradas
inespecificas (TARELLO, 2005) e acredita-se que a doenga promove
imunossupressao no paciente e a consequéncia é a infeccado secundaria que promove

muitas das alteracdes clinicas relatadas (FOLEY et al., 2003).
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Os felinos que estavam infectados pelo agente A. phagocytophilum foram os
que menos apresentaram alteracdes clinicas. Ao todo foram 6 animais positivos na
PCR para este agente. As principais alteracdes clinicas foram apenas a
linfadenomegalia (33,33%) e a presenca de vetores (33,33%). Estas frequéncias
podem ser verificadas na figura 23. A alteragcdo que mais se assemelha a outros
autores é a linfadenomegalia. Diferentemente, muitos outros trabalhos relatam varias
outras alteragbes como taquipneia, dor nas articulacdes, pescoco rigido,
linfadenomegalia, gengivite, periodontite, conjuntivite, perda de peso, vomitos,
faringite, polidipsia, hematdria e problemas neurolégicos como tremores e
incoordenacdo motora (TARELLO, 2005). E em humanos ainda ha relatos de outras
alteracbes como erupcdo de pele, dor de cabeca, esplenomegalia e disturbios
gastrintestinais (CHOCHLAKIS et al., 2008). Heikkila e colaboradores (2010) ainda
relatam a presencga de dor abdominal, corrimento lacrimal em ambos os olhos e,

diferentemente do atual trabalho, a presenca de carrapatos nos pacientes.
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Figura 23: Alteracdes clinicas frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
Anaplasma phagocytophilum (n=6) em Campos dos Goytacazes, RJ.
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5.21- ALTERACOES LABORATORIAIS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA AGENTES
ANAPLASMATACEAE

Da mesma maneira, foram verificadas as frequéncias das alteracoes
laboratoriais em felinos positvos na PCR para os agentes da familia
Anaplasmataceae do presente estudo. Os achados mais comuns em felinos com a
presenca de agentes Anaplasmataceae sdo anemia, leucocitose, leucopenia,
linfocitose, neutrofilia, desvio nuclear neutrofilico a esquerda (DNNE), monocitose,
linfocitopenia, trombocitopenia, hiperproteinemia, hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia, alteracdes renais (pelos niveis de uréia e creatinina sérica) e
alteracdo hepdtica (aumento de alanina aminotransferase) (AGUIRRE et al., 2004;
ORTUNO et al., 2005; LITTLE, 2010; BERGMANN et al., 2015; HEGARTY et al.,
2015).

Inicialmente, foram verificadas as alteracfes laboratoriais mais frequentes
dentro dos 20 animais positivos para algum agente da referida familia. Notadamente
estas alteragfes foram muito semelhantes as descritas pela literatura. As principais
alteracOes foram trombocitopenia (35%), hiperproteinemia (35%), hiperglobulinemia
(55%) e hipoalbuminemia (35%). As demais altera¢des foram neutrofilia (15%), desvio
nuclear de neutréfilos a esquerda leve — DNNE leve - (15%), linfocitopenia (10%),
linfocitose (15%), monocitose (10%), aumento de alanina aminotransferase sérica —
ALT - (10%), aumento de uréia sérica (5%) e aumento de creatinina sérica (5%). Estas
alteracbes podem ser verificadas na figura 24. Estas alteragcbes foram

adequadamente descritas em cada agente da familia.
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ALT — Alanina aminatransferase.

Figura 24: Alteracdes laboratoriais frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
agentes da familia Anaplasmataceae (n=20) em Campos dos Goytacazes, RJ.

5.22- ALTERACOES LABORATORIAIS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA E. canis

Do mesmo modo, foram verificadas as alteracBes laboratoriais dos felinos
positivos na PCR para E. canis, ou seja, nos felinos com a infeccéo para este agente.
Lembrando que foram apenas 5 animais positivos na PCR para E. canis. As principais
alteracdes laboratoriais foram hiperglobulinemia (100%) e hiperproteinemia (60%). As
demais alteracdes laboratoriais foram trombocitopenia (20%), neutrofilia (20%), DNNE
leve (20%), linfocitose (20%) e hipoalbuminemia (20%). A figura 25 demonstra as
estas alteracdes laboratoriais.

As alteracdes mais frequentes nos animais foram a hiperglobulinemia e
hiperproteinemia. A hiperproteinemia tem sido descrtia em varios estudos. A
hiperproteinemia € originada por uma hiperglobulinemia, que por sua vez é
consequéncia de uma hipergamaglobulinemia (aumento de imunoglobulinas séricas),
devido ao aumento da resposta humoral frente aos agentes riquetsiais (ALMOSNY,
1998; STUBBS et al, 2000; AGUIRRE et al., 2004). A hipoalbuminemia nos felinos
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gue possuem as doencas riquetsiais pode ser justificada pela anorexia e prostracao
ocorrentes uma semana apos a infecgcdo (ALMOSNY; MASSARD, 2002).

A linfocitose tem sido o achado mais encontrado em caes (LITTLE, 2010), ndo
ha informacdes relativas a este achado na erliquiose felina. A neutrofilia e o DNNE
ndo tém sido também um achado muito comum na erliquiose felina nos estudos de
outros autores (SOLANO-GALLEGO et al., 2006; BRAGA et al., 2013; HEGARTY et
al. 2015), entretanto Almosny e Massard (2002) relatam que a neutrofilia com DNNE
pode ser encontrada, principalmente na fase aguda da infecgéo.

A trombocitopenia ndo foi uma marcante alteracao no atual trabalho. A reducéao
das plaquetas é justificada pela reducdo da meia-vida das plaquetas, resultante de
sua destruicdo, decorrente da estimulacdo do sistema imunoldgico, da intensa
ativacao da cascata de coagulacdo e também por parte da inflamacédo imunomediada

dos vasos sanguineos (MENDONCA et al., 2005).
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DNNE- Desvio nuclear neutrofilico & esquerda.

ALT — Alanina aminatransferase.

Figura 25: Alteracdes laboratoriais frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
Ehrlichia canis (n=5) em Campos dos Goytacazes, RJ.

5.23- ALTERACOES LABORATORIAIS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA A. platys

Assim como descrito anteriormente nas alteracdes clinicas, as alteracfes

laboratoriais em pacientes positivos para A. platys foram as mais frequentes e em
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maior numero, diferentemente das alteragbes encontradas nos pacientes infectados
por outros agentes. As propor¢des das alteracdes laboratoriais descritas foram dos 12
animais positivos para este agente. As alteracbes mais frequentes foram
hiperglobulinemia (66,67%), hiperproteinemia (33,33%), hipoalbuminemia (41,67%) e
trombocitopenia (33,33%). As demais alteragcdes foram neutrofilia (16,67%),
linfocitopenia (16,67%), linfocitose (8,33%), monocitose (8,33%) e aumento de ALT
sérica (8,33%). O grafico destas alteracdes pode ser verificado na figura 26.

Os achados de hiperglobulinemia e hiperproteinemia foram semelhantes aos
encontrados por Correa e colaboradores (2011). Estas mesmas alteracbes sao
relatadas por Hegarty e colaboradores (2015) para este agente. Nao ha trabalhos
justificando a presenca de hipoalbuminemia em felinos com infeccéo por A. platys
(CORREA et al., 2011; SOUSA, 2006).

Nao hé relatos fidedignos sobre a linfocitose, linfocitopenia e neutrofilia na
infeccdo por A. platys. Em um trabalho realizado por Santarém e colaboradores (2005)
foi relatado linfocitopenia e neutropenia em pacientes infectados, mas apenas
positivos pela presenca de mérulas em plaquetas na hematoscopia. A monocitose
encontrada em apenas um paciente ndo condiz com a infec¢do por este agente, no
entanto isto tem sido relatado em infec¢des por A. phagocytophilum (LAPPIN et al.,
2004). Alguns animais apresentaram também trombocitopenia, como relatam Zobba
e colaboradores (2015) que demonstraram, em seu trabalho. No entanto, um trabalho
realizado por Allison e Little (2013) questiona a presenca de trombocitopenia em
felinos com A. platys. Embora possa aparecer estes relatos nos felinos, a
trombocitopenia € marcante nos pacientes caninos que possuem a infec¢céo por este
agente (LITTLE, 2010).
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Figura 26: Alteracdes laboratoriais frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
Anaplasma platys (n=12) em Campos dos Goytacazes, RJ.

5.24- ALTERAC;@ES LABORATORIAIS EM ANIMAIS POSITIVOS PARA A.
phagocytophilum

Apenas 6 animais apresentaram infecgdes para o agente A. phagocytophilum.
As alteracGes laboratoriais foram trombocitopenia (66,67%), DNNE leve (50%),
linfocitose  (33,33%), monocitose (16,67%), hiperglobulinemia (16,67%),
hipoalbuminemia (16,67%), aumento de ALT (33,33%), aumento de uréia (16,67%) e
aumento de creatinina (16,67%). As frequéncias destas alteracdes estdo ilustradas no
gréafico na figura 27.

Muitos trabalhos relatam a presenca de trombocitopenia em felinos com a
infec¢do (LAPPIN et al., 2004; MAGNARELLI et al., 2005; BERGMANN et al., 2015).
Bergmann e colaboradores (2015) relatam ainda a presengca de DNNE nos animais,
possivelmente fundamentada pelas infecgbes agudas do A. phagocytophilum. A
linfocitose e monocitose também séo relatadas em alguns trabalhos com esta infec¢ao
(LAPPIN et al, 2004, BERGMANN et al, 2015). A hiperglobulinemia e
hiperproteinemia nao sao relatadas na infeccéo por este agente (HERGARTY et al.,

2015). Da mesma forma, a hipoalbuminemia ndo representa uma marcante alteracao
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por este agente nos felinos, pois ndo h4 esta alteracdo associada a doenca como
demonstrado no trabalho por Savidge e colaboradores (2015). Diferentemente, no
atual trabalho, a hiperglobulinemia e como consequéncia a hiperproteinemia sao
algumas alteracdes presentes, justificadas possivelmente pela atuacdo humoral em
resposta a infeccdo (ALMOSNY, 1998; AGUIRRE et al., 2004).

Outra alteracdo encontrada foi o aumento da enzima hepética Alanina
aminotransferase (ALT). Little (2010), em sua reviséo, relata a associacdo desta
alteracdo com a doenca. Apenas 1 animal com a infec¢éo possuiu aumento dos niveis
dos marcadores renais uréia e creatinina séricas, justificando uma injuria renal neste
paciente. No trabalho realizado por Bergmann e colaboradores (2015) também
demonstrou um paciente com falha renal e estes autores afirmam que a presenca de
A. phagocytophilum pode agravar uma falha renal preexistente, ndo sendo o causador

primario da leséo, justificando o aumento destes niveis.
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Figura 27: Alteracdes laboratoriais frequentes em felinos domésticos positivos em PCR para
Anaplasma phagocytophilum (n=6) em Campos dos Goytacazes, RJ.
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5.25- CORRELACOES ENTRE AS ALTERACOES LABORATORIAIS E ANIMAIS
INFECTADOS COM AGENTES ANAPLASMATACEAE

Como verificadas anteriormente as principais alteracées laboratoriais
encontradas nos felinos domésticos positivos para os agentes da Anaplasmataceae
foram trombocitopenia, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. Todas estas alteracbes
estdo presentes com grande frequéncia em pacientes que possuem as doencas
promovidas por estes agentes, assim como relatadas e devidamente justificadas em
outros estudos (STUBBS et al, 2000; AGUIRRE et al., 2004; SOUSA, 2006; CORREA
et al., 2011; HEGARTY et al., 2015). Devido a estas evidéncias foi pertinente utilizar
os dados clinicos-patologicos para verificacdo da correlacdo ndo paramétrica dos
dados de animais com estas alteracOes laboratoriais e a presenca da infecgdo por
algum agente desta familia. Desta forma, sendo importante verificar se estas
determinadas alteracGes laboratoriais sdo independentes ou dependentes destas
infeccbes (animais positivos na PCR para agentes da familia Anaplasmataceae).

Logo abaixo se encontra a tabela 4 que demonstra o teste Qui-quadrado
utilizando os dados de globulinas. No calculo do Qui-quadrado foi verificado que néao
se rejeita a hipétese de que as variaveis ocorrem de forma independente. Desta forma,
nao se pdde confirmar se a alteracdo como hiperglobulinemia é dependente da
presenca de infeccdes em animais positivos na PCR para quaisquer agentes da

familia Anaplasmataceae. A tabela demonstra o planejamento do Qui-quadrado e,

como consideragdes, pode-se observar que o calculado (y2c) possui o valor menor

que o tabelado (?t), no nivel de significancia de 5%.

Tabela 4: Nameros de animais relacionados entre as variaveis graus dos parametros para 0s
niveis de globulina (y;) e grupos de animais, e os calculos de qui-quadrado.

NUmero de animais Graus dos parametros (yi)
~ e . ~ Zt
Grupos de animais (x) Normal Leséo inicial Lesédo avancada 20 X
(3,17-4,69 g/dI) (4,72-5,38 g/dI) (25,44 g/dI) (P<5%)
Controle 6 4 6 3,25 9,48
Suspeitos negativos 10 6 7

Suspeitos positivos 4 8 9
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A tabela 5 representa o teste Qui-quadrado utilizando os dados de albumina.
No célculo do Qui-quadrado foi verificado que ndo se rejeita a hipotese de que as
variaveis ocorrem de forma independente. Desta forma, ndo se pode confirmar se a
alteracdo como hipoalbuminemia é dependente da presenca de infec¢coes em animais
positivos na PCR para quaisquer agentes da familia Anaplasmataceae. Da mesma
forma que a anterior, a tabela demonstra o planejamento do Qui-quadrado e observa-

se que o calculado (y?c) possui o valor menor que o tabelado (y2t), no nivel de
significancia de 5%.

Tabela 5: Numeros de animais relacionados entre as variaveis graus dos parametros para 0s
niveis de albumina (yi) e grupos de animais, e os calculos de qui-quadrado.

NUmero de animais Graus dos parametros (yi)
Grupos de animais (¢) MO Lesioinal - Lesdoauancada (p;;o)
Controle 7 9 2 6,28 9,48
Suspeitos negativos 8 6 8
Suspeitos positivos 6 5 9

Ja atabela 6 representa o teste Qui-quadrado utilizando os dados de contagem
de plaguetas. No célculo do Qui-quadrado foi verificado que néo se rejeita a hipétese
de que as variaveis ocorrem de forma independente. Desta forma, ndo se pbde
confirmar se a alteracdo como trombocitopenia é dependente da presenca de infec¢éo
em animais positivos na PCR para quaisquer agentes da familia Anaplasmataceae.

Da mesma forma, a tabela demonstra o planejamento do Qui-quadrado e verifica-se
que o calculado (y?c) possui o valor menor que o tabelado (¥°t), no nivel de

significancia de 5%.



98

Tabela 6: Niameros de animais relacionados entre as variaveis graus dos parametros para 0s
niveis de plaquetas (yi) e grupos de animais, e os célculos de qui-quadrado.

Numero de animais Graus dos parametros (vi)
Grupos de animais (x) Normal Les&o inicial Lesdo avancada 2 1t
(2271 X 10%l)  (195-268 X 10%/yl) (64-185 X 10%/l) (p<5%)
Controle 4 5 7 PAVAS) 9,48
Suspeitos negativos 9 6 8
Suspeitos positivos 5 9 7

Como se pbdde perceber, a andlise destes dados revela que a
hiperglobulinemia, a hipoalbuminemia e a trombocitopenia sdo independentes da
presenca de animais positivos para algum agente da familia Anaplasmataceae. Isso
possivelmente pode ser consequéncia de que animais comprovadamente negativos
também possuiram estas mesmas alteracdes laboratoriais. Portanto, apesar de
entender que estas alteracbes aparecam em grandes propor¢cdes em animais
positivos, estas mesmas ndo podem ser consideradas afirmativas de que os animais
com tais alteragcbes sejam considerados suspeitos diretamente para agentes
Anaplasmataceae. Entretanto, percebe-se que estes dados tém caréater
complementar, necessitando associar os dados clinicos no ato do atendimento e
outras alteracdes laboratoriais para se considerar que estes animais sejam suspeitos
para alguma doenca Anaplasmataceae, até que se chegue a confirmacdo pelo
diagndstico por hematoscopia ou testes mais apurados como sorologia ou PCR.

Alguns trabalhos procuraram realizar associacfes semelhantes para estas
variaveis (BRAGA et al., 2013; CORREA et al., 2011) e também verificaram que as
variaveis ndo dependem da positividade do agente Anaplasmatacae. Portanto,
entende-se que as alteragbes laboratoriais em felinos sdo consideradas achados
inespecificos. Little (2010) defende esta assertiva, explicando que o diagndstico da
erliqguiose e anaplasmose se faz através da combinacdo dos dados do histérico,
anamnese, exame fisico e, por fim, das alteracdes laboratoriais para se suspeitar
destas doencas, e desta forma realizar as analises necessarias e confirmatdrias como
presenca de corpusculos de incluséo, sorologia e PCR para a concluséo da suspeita
clinica. Portanto, as alteragfes laboratoriais, exclusivamente, ndo sao consideradas
achados que comprovam a presenca de algum agente, devendo ser consideradas

somente achados parciais.
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6- CONCLUSOES

- O método mais eficaz para averiguagcéo da epidemiologia de uma determinada
populacao de felinos é através da obtencédo de dados moleculares, ou seja, através
da PCR;

- O teste sorologico para identificacdo de A. phagocytophilum é importante para
determinacao da epidemiologia da populagéo, no entanto para avaliagcado da presenca
do agente, de forma individual, ndo € considerado fidedigno;

- A visualizacdo de corpusculo de inclusdo pela hematoscopia é considerada
de grande relevancia no diagndstico para Anaplasmataceae, apesar da baixa
sensibilidade no diagnostico;

- A identificacédo dos agentes E. canis e A. platys visa esclarecer a doenga na
regido, da mesma forma sendo substancial para que seja instrumento de orientacdo
da doenca pelo médico veterinario ao proprietario para que tenha medidas adequadas
de tratamento e prevencao;

- A presenca de agentes A. phagocytophilum é considerada, sem davidas, uma
notificacdo importante devido ao potencial zoonatico. Tal risco tem que ser estudado
intensamente devido aos fatores biolégicos existentes como vetores responsaveis
pela transmissao, capacidade de inoculacéo e capacidade de infeccao;

- Neste contexto, a investigacdo do possivel papel dos felinos domésticos na
epidemiologia das doencas riquetsiais, € fundamental para a saude publica, destarte,
acOes que visem a identificacdo de agentes causadores de enfermidades com
potencial zoondtico, devem ser valorizadas;

- Os dados clinico-laboratoriais sdo de suma importancia para formacao de
animais suspeitos para a infeccdo, no entanto estes dados parcialmente ndo tém
grande expressdo para determinar a suspeita de doencas para agentes
Anaplasmataceae;

- E consideravel que os dados laboratoriais sejam dados complementares para
o diagnostico para alguma doenca promovida por estes agentes em felinos
domeésticos;

- As principais alteragdes clinicas encontradas nos felinos com as doencgas

Erliquiose ou Anaplasmose foram letargia, linfadenomegalia, esplenomegalia,
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desidratacéo, perda de peso, edema, dificuldade de locomocao, émese e afeccéo

ocular.
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ANEXO 1

FICHA CLINICA DO PACIENTE FELINO

112

Nome: Idade: Sexo: | Data:
Proprietario: Raca:
Registro:

Casa [] Apartamento[]

Observacbes de Historico e anamnese:

Animal apresentou as seguintes doencas (Sim ou N&o):

FIV e/lou FELV:

Hemobartonelose (Micoplasmose felina):

Babesiose:

PERFIL CLINICO:

Alteracdes clinicas especificas:

Alteracdes

Sim Nao | Anotacdes

Febre

N

Perda de Peso

Letargia

Edema (local)

Hemorragia (local e classificacéo)

Dor articular e dif. de locomocé&o

Emese

Afeccdo Ocular (classificacdo)

Esplenomegalia (dor e aumento de tamanho)

Linfadenopatia (local e aspecto)

Sensibilidade a palpacéo (local)

Desidratacao (Turgor cutaneo)

Mucosas palidas (TPC)

Presenca de Vetores(carrapatos,pulgas,piolhos)

| N N N N N N N N ~| ~| ~| ~| —~

SN | N | N | N N N N N N N N N N

| N N N N N N N N ~| ~| ~| ~| —~

S | N | N | N N N N N | N | N N N N | N

Incluido?:
Suspeita Clinica:




ANEXO 2

FICHA LABORATORIAL DO PACIENTE

113

PERFIL HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO:

Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas:

Alteracdes

Sim Nao

Anotacoes

Anemia Normocitica Normocromica

N—r

Trombocitopenia

Leucopenia

Neutrofilia absoluta

DNNE

Linfocitopenia absoluta

Monocitose absoluta

Pancitopenia

Presenca de Inclusdes citoplasmaticas (local)

Hiperproteinemia

Hiperglobulinemia

Hipoalbuminemia

| | ~N| ~N| ~N| ~N| ~| ~N| ~| ~| ~| ~

SN | N | SN N N N N N | N N N

AN AN AN AN AN AN AN N N NN

SN | N | SN [N N N | N N | N N N N




