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RESUMO

A erliquiose é uma enfermidade encontrada em todo o Brasil, sendo frequentemente
diagnosticada nas uveites infecciosas em cdes. O objetivo deste estudo foi relatar a ocorréncia
da infeccdo natural por agentes da familia Anaplasmataceae em cdes com alteracdes oculares,
a presenca de co-infeccdo, e documentar as alteraces oculares e hematoldgicas presentes.
Foram incluidos no estudo 33 cdes com queixa priméaria de alteracdo ocular, onde foram
realizados exame oftdlmico completo, hemograma e exames para erliquiose (teste rapido e
PCR). Como resultado, 5/33 (15,3%) cdes foram positivos no teste rapido e na PCR e 4/33
caes foram positivos apenas no teste rapido, totalizando nove amostras positivas (27,3%). Os
cinco cées positivos na PCR estavam infectados por E. canis, sendo que trés deles estavam
co-infectados por A. platys (9,1%). As uveites anteriores dos cdes com erliquiose foram mais
frequentes (66,7%) e os sinais mais comuns foram hiperemia e edema corneano (100%), flare
(77,8%), pressdo intraocular baixa (77,8%) e neurite Optica (44,4%). Ainda nos positivos, as
alteracdes oculares apresentaram-se bilateralmente em 88,9% (P< 0,047), com associacdo
positiva da infeccdo com trombocitopenia (P< 0,001), com anemia associada a
trombocitopenia (P<0,0001) e com a presenca de neurite dptica (P< 0,013). A uveite e a
neurite dptica, quando associadas a presenca de anemia e trombocitopenia sdo fortemente
indicativas de infeccdo por erliquiose (P<0,0001 e P<0,003, respectivamente). Conclui-se que
a erliquiose deve ser considerada suspeita diagndstica na presenga de neurite Optica e de
uveites associadas a anemia e trombocitopenia em cdes, mesmo na auséncia de outros sinais
clinicos comuns. A identificacdo do agente envolvido por meio da PCR permite maximizar o
conhecimento das caracteristicas da apresentacdo da infeccdo de acordo com a espécie

envolvida.

Palavras-chave: 1. Erliquiose. 2. C8es. 3. Uveite. 4. PCR. 5. Neurite dptica.



ABSTRACT

Ehrlichiosis, a disease caused by Ehrlichia canis, is widespread in Brazil and frequently
diagnosed in infectious uveitis in dogs. The objective of this study was to report the
occurrence of natural infection by agents of the Anaplasmataceae family in dogs with ocular
alterations, to investigate the presence of co-infection and to document the ocular and
hematological alterations present. The 33 dogs in this study were seen primarily for ocular
changes only with no other symptoms. After undergoing complete ophthalmic examination,
blood count and tested for ehrlichiosis (rapid in-clinic test and PCR), the results indicated that
5/33 (15.3%) dogs were positive in both serology and PCR while 4/33 (12.1%) dogs were
positive only in serology, totaling nine positive samples (27.4%). The five dogs positive in
PCR were infected with E. canis, 3 of which were also co-infected with A. platys (9.1%). Of
the dogs with ehrlichiosis, 66.7% also had anterior uveitis and the most frequent symptoms
were hyperemia and corneal edema (100%), flare (77.8%), low intraocular pressure (77.8%),
and neuritis optics (44.4%). In addition, ocular changes were bilateral in 88.9% (P <0.047),
and positively associated with thrombocytopenia infection (P <0.001), anemia associated with
thrombocytopenia (P <0.0001), and presence of optic neuritis (P <0.013). Uveitis and optic
neuritis, when associated with anemia and thrombocytopenia, are strongly indicative of
ehrlichiosis infection (P <0.0001 and P <0.003, respectively). It is concluded that ehrlichiosis
should be considered as a differential diagnosis in the presence of optic neuritis and uveitis
associated with anemia and thrombocytopenia in dogs, even in the absence of other common
clinical symptoms. The agent involved in the infection should be determined by PCR to

optimize the diagnosis of the infection according to the species involved.

Key-words: 1.Ehrlichiosis. 2.Dogs. 3.Uveitis. 4. PCR. 5. Optic neuritis.
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CAPITULO 1

1.INTRODUCAO

As doencas transmitidas por carrapatos possuem grande impacto na saude animal e tém
sido diagnosticadas em diferentes regides do Brasil, mostrando ampla distribuicdo das
hemoparasitoses no pais (Costa et al., 2015; Silveira et al. 2015; Gottlieb et al., 2016). O vetor
Riphicephalus sanguineus, conhecido como “carrapato vermelho do cdo”, é o principal
transmissor de patégenos como Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia vogeli, Babesia
spp, Rangelia vitalii e Rickettsia spp, que parasitam células sanguineas e causam
enfermidades em cdes de areas urbanas e rurais (Aguiar et al., 2007; Araes-Santos et al., 2015;
Guedes et al., 2015).

A Erliquiose e a Anaplasmose sdo doencas de alta ocorréncia em cdes no Distrito
Federal, também sendo diagnosticada em felideos selvagens (Silva et. al, 2015; Mazzotti et
al., 2018). Os estudos sugeriram grande incidéncia de manifestacdes oculares na Erliquiose
canina, sendo Ehrlichia canis o agente infeccioso mais diagnosticado na presenca de uveites
associadas a alteracdes hematoldgicas como a trombocitopenia e a anemia, muito comuns nas
doencas transmitidas por carrapatos (Leiva et al.; 2005; Komnenou et al., 2007; Oria et al.,
2008; Panciera et al., 2010; Pinto & Carvalho, 2015).

Existem varios testes sorolégicos simples e rapidos para utilizagdo na rotina, sendo que
0 teste sorologico mais comum é o RIFI que pode apresentar reacdo cruzada entre diferentes
especies erliquiais (Dagnone, 2006, Araes-Santos et al., 2015; Guedes et al., 2015). Os Kits
comerciais utilizados em clinicas veterindrias possuem boa sensibilidade e especificidade,
quando comparados ao RIFI, com deteccdo de anticorpos anti - E. canis na titulagdo < 1:320
(Harrus & Waner, 2011).



15

Os indices de positividade nas sorologias contrastam com baixos resultados positivos
nos exames de Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR), o que pode ser justificado pela
presenca de diferentes espécies de microrganismos, ja que os géneros Ehrlichia e Anaplasma
possuem varios antigenos em comum. A PCR é um teste molecular utilizado na identificacéo
das espécies de Rickettsias, com alta sensibilidade e especificidade para o diagndstico preciso
destes agentes, contribuindo para o conhecimento da ocorréncia e caracterizagdo da doenca
em diversas regifes (Waner et al. 2001; Oria, 2008; Costa et al, 2015; Guedes et al., 2015;
Gottlieb, 2016). A bactéria E. canis esta envolvida na maioria dos casos infecciosos de déficit
visual e cegueira total em cdes (Leiva et al.; 2005; Komnenou et al., 2007; Panciera et al.,
2010).

A ocorréncia de E. canis e de outros agentes infecciosos da familia Anaplasmataceae na
presenca de alteracGes oculares em cdes com ou sem alteracGes hematoldgicas sugestivas da
doenca ou a presenca de co-infeccdo, poderdo acrescentar conhecimento na forma como as
uveites se apresentam indicando um sinal adicional a suspeita clinica de doencas transmitidas
por carrapatos. A variedade dos sinais descritos em diferentes regides dificulta a suspeita e o
diagnédstico das hemoparasitoses, principalmente na auséncia da sintomatologia classica,
guando a Unica queixa € a alteracdo ocular, portanto, a identificacdo do agente e a precocidade

do tratamento poderdo definir o prognostico de visao do céo.

1.1 Objetivos Gerais

Investigar a ocorréncia da infeccdo natural por espécies da familia Anaplasmataceae em
cdes com uveite, glaucoma e neurite Optica, atendidos em uma clinica veterinaria do Distrito

Federal, Brasil.

1.2 Objetivos Especificos

Investigar a infeccdo por E. canis ou eventual co-infec¢do deste agente com outras
espécies da familia Anaplasmataceae em cdes que apresentem como Unico sinal de doenga a
alteracdo ocular; Associar as alteragdes oculares com as alteracdes hematolodgicas;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Anaplasmataceae

As Hemoparasitoses causadas por Rickettsias sdo comuns em regides tropicais e
subtropicais, devido a presenca generalizada de carrapatos, que sdo seus vetores naturais
(Pinto & Carvalho, 2013; Guedes et al., 2015). De acordo com a reclassificacao filogenética
descrita em 2001 por Dumler et.al., os géneros Ehrlichia e Anaplasma pertencem a familia
Anaplasmataceae e incluem espécies de organismos bacterianos Gram-negativos
intracelulares, como Ehrlichia. canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Anaplasma
platys e Anaplasma phagocytophilum que podem infectar cdes e seres humanos (Dumler
et.al., 2001; D’Dagnone, 2006).

Os géneros Anaplasma e Erliquia sdo compostos por bactérias Gram-negativas
intracelulares obrigatdrias que parasitam leucdcitos, eritrocitos ou plaquetas de mamiferos
(Gaff et al., 2014). A nomenclatura das doencgas causadas por esses agentes se relaciona com a
célula parasitada, a exemplo da E. canis e E. chaffeensis que parasitam mondcitos e sdo
chamadas de Erliquioses Monociticas e da A. phagocytophilum e E. ewingii que parasitam
granuldcitos e sdo chamadas de Erliquioses Granulociticas. Sdo doencas com potencial
zoonotico, transmitidas por carrapatos e mantidas por seus reservatorios na natureza
(McQuiston et al., 2003).

2.2 Vetor e reservatorio das hemoparasitoses no Brasil

O carrapato Rhiphicephalus sanguineus € o vetor primario da espécie E. canis e possui
grande importancia para salde publica pela sua capacidade de carregar e transmitir patégenos
tanto para 0s animais domésticos quanto para o ser humano (Dantas-Torres et al., 2008). Ele

também é vetor de outros microrganismos como Babesia vogeli, Rickettsia spp., Anaplasma
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platys, Bartonella vinsonii e Hepatozoon canis, que causam doencas em cdes em todo o
mundo (Santos et al., 2009; Eiras et al., 2012). No Brasil, devido a ampla distribuicdo da
espécie de carrapato Riphicephalus sanguineus tanto nas areas urbanas quanto rurais, as
doencas hemoparasitarias ocasionadas por estes agentes sdo bastante comuns (Soares et al.,
2006; Aguiar et al., 2007; Costa et al., 2015). As formas imaturas do carrapato (larvas e
ninfas) se alimentam do sangue de animais infectados na natureza e transmitem para as
formas sucessivas (ninfas e adultos) transestadialmente, e a transmissdo entre animais ocorre
durante o repasto sanguineo, disseminando a bactéria no novo hospedeiro. A espécie E. canis
tem como principal hospedeiro o cdo, tanto nas areas urbanas quanto rurais (Soares et al.,
2006; Dantas-Torres, 2008 e Labarthe et al., 2007). A ocorréncia de infeccOes erliquiais é
marcante na primavera e no verdo de acordo com o aumento da populacdo do vetor no

ambiente nestas épocas (McQuiston et al. 2003).

Na Europa, as espécies de Erliquia e Anaplasma sdo mantidas por hospedeiros de vida
selvagem como cervos e raposas e sdo transmitidas acidentalmente para seres humanos e
animais domésticos como o cdo, cavalos, ruminantes. O A. phagocytophilum é mantido por
cervos e por roedores (Peromyscus leucopus), sendo que a transmissdo para humanos ocorre
através da picada do carrapato (Ixodes scapularis), que também é o vetor da Borrelia
burgdorferi (agente da doenca de Lyme) e da Babesia microti (agente de babesiose)
(McQuiston et al., 2003). No Brasil, os estudos indicaram ocorréncia de agentes da Erliquiose
em cées, gatos selvagens e humanos (Vieira et al., 2011).

2.3 Erliquiose canina

O género Ehrlichia inclui as espécies E. canis, E. chaffeensis, E. muris, E. ruminatium e
E. ewingii, sendo E. canis o agente etioldgico causador da Erliquiose Monocitica Canina
(EMC), agente com a maior distribuicdo mundial e envolvimento nas doengas potencialmente
fatais nos cées (Little, 2010). A Erliquiose pode acometer cdes, gatos, animais selvagens e

humanos, e no Brasil, Vieira et al. (2011) relataram que E. canis é 0 agente mais expressivo.
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Estudos regionais no Brasil j& foram realizados para se determinar a prevaléncia da E.
canis e outros parasitas, mostrando que a infeccéo esta presente de forma difusa. No Brasil,
as regibes consideradas endémicas mostram uma prevaléncia de 14,6% a 30,9% para este
parasita. Estudos em Juiz de Fora — MG, Passo Fundo — RS, Petrolina — PE e Juazeiro — BA, e
em 3 cidades do Maranh&o — MA, revelaram 16%, 5,1%, 27,9%, 23% e 14% de E. canis nos
cées respectivamente. E. ruminatium, e E. muris, ainda ndo foram identificadas no pais; E.
chaffeensis foi identificada em um Cervo-do-Pantanal; e os casos de E. ewingii, passiveis de
infeccdo nos cdes e nos seres humanos, ainda ndo tem confirmacdo molecular, apenas
soroldgica, sendo transmitidas por Amblyomma americanum e Dermacentor variabilis. E.
canis é o agente mais frequente nas infecgdes transmitidas por carrapatos nos caes do Brasil
(Costa et al., 2015).

Em 2007, Labarthe et al. encontraram prevaléncia de 27,8% de E. canis no Distrito
Federal, portanto considerada uma regido endémica para este parasita, com 24 dos 101 cdes
sorologicamente testados positivos, sendo que a regido Nordeste teve a maior prevaléncia no
pais com 43% e a regido Sul a mais baixa, com 1,7%. Apesar da hipétese levantada por Souza
et al., 2010 de que E. ewingii ou E. chaffeensis pudessem ser encontrados nos cées, associados
a presenca generalizada de R. sanguineus no Brasil, dos 472 cées testados sorologicamente
para Erliquiose na regido de Salvador - BA, 168 cdes foram positivos, e através da biologia
molecular encontraram 58 cées infectados por E.canis e nenhum cdo ou carrapato estava
infectado por E. ewingii ou E. chaffeensis. Os mesmos resultados ja haviam sido encontrados
por Diniz et al. (2007), onde cées doentes foram utilizados como sentinelas de doencas
zoonoticas com nenhum animal positivo para E. ewingii, E. chaffeensis, e negativos para R.
rickettsii, A. phagocytophilum e B. burgdorferi. Outro estudo em Brasilia e Goias com
canideos e felideos selvagens mantidos em cativeiro, comprovou a alta incidéncia de E. canis
(30,76%) e A. platys (53,85%) nos animais, tornando importante mais estudos sobre a
ocorréncia e apresentacdo das hemoparasitoses nos cdes domésticos na regido, assim como a

sua relevancia para a saude publica (Silva, 2015; Mazzotti et al., 2018).



19

2.4 Anaplasmose Canina

A espécie Anaplasma platys, antes conhecida como Ehrlichia platys, infecta plaquetas e
é 0 agente da Trombocitopenia Ciclica Canina (TCC). O estudo de Almazan et al. (2015) com
100 cées em uma cidade do México, evidenciou a presenca de Anaplasma spp. associada a
presenca de R. sanguineus na regido pela primeira vez, mostrando 31% de positividade para
Anaplasma e de 10% para erliquia. No Brasil, em Ribeirdo Preto — SP, a pesquisa realizada
através de PCR e Nested PCR buscou determinar a incidéncia de E. canis, A. platys e Babesia
spp. em 221 cdes com ou sem trombocitopenia, e os valores encontrados sao mais altos. Do
nimero total, 38,9% dos animais eram positivos para E. canis, e outros 38% estavam
parasitados por A. platys ou Babesia spp., 14,9% e 8,1% respectivamente. Dentre 0s animais
trombocitopénicos, as infeccdes por A. platys e Babesia spp foram identificadas sozinhas ou
como co-infeccdo com E. canis, e considerando a co-infeccdo de E. canis com esses agentes,
hd um aumento de 26,1% de infectados, dado bastante expressivo. Este fato pode estar
associado a presenca do vetor comum das 3 espécies, R. Sanguineus, reforcando a idéia de
que o cdo também pode ser reservatorio de espécies perigosas para o ser humano, como E.
chaffeensis (Santos et al., 2007).

O agente A. phagocytophilum € responsavel pela Anaplasmose Granulocitica Humana
(AGH) e animal, e a co-infeccdo por mais de uma espécie de hemoparasitas é comum
(Dagnone et al., 2006). A espécie A. phagocytophilum parasita neutréfilos espalhando-se pelo
sistema circulatdrio, causando a AGH, e tem como reservatorios na Europa, os caes, ratos,
pequenos mamiferos, ovelhas e carneiros (Gaff et al., 2014). No Brasil, em Jaboticabal — SP e
Campo Grande - MT, o estudo de Dagone et al., 2009 testou através de Nested PCR 51 caes,
onde 90,2% eram positivos para a familia Anaplasmataceae. Foram utilizados
oligonucleotideos para identificacdo de E. canis, A. platys e A. phagocytophilum, onde 40% e
18,2% eram positivos para E. canis; e 3,9% e 21,5% positivos para A. Platys em Jaboticabal e
Campo Grande, respectivamente. Em nenhum animal foi identificado A. phagocytophilum,
mas em dois cdes de Jaboticabal foi detectado co-infeccdo por E. canis e A. platys, ndo
observadas nos esfregacos sanguineos, reforcando que a técnica de PCR para estes dois

parasitas confirma a presenca destes no Brasil, assim como a co-infecgéo.
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A co-infeccdo também foi relatada por Breitsshweirdt et al. por meio de biologia
molecular em 1998, na pesquisa feita em 12 cdes com sinais similares aqueles causados por
agentes do género, cinco eram positivos, e um destes estava parasitado por E.canis, E. ewingii
e E. equi simultaneamente, 3 apenas por E. canis e 1 por E. chaffeensis. Esta foi a primeira
evidéncia de sintomas em cées infectados por esta espécie, que também parasita seres
humanos. A co-infeccdo de trés espécies no cdo aumenta a necessidade de diagndsticos
baseados em tecnologia gendmica para que se possa melhorar a compreensdo das diferencas

clinicas e patoldgicas associadas a um ou mais espécies (Breitsshweirdt et al., 1998).

2.5 Fisiopatologia das Erliquioses

A Erliquiose Monocitica Canina e as demais hemoparasitoses estdo associadas a
deposicdo de imunocomplexos nas paredes dos vasos e formagdo de anticorpos, causando
vasculites e sinais inespecificos que tornam dificil a diferenciacdo das doencas. Os sinais
comuns incluem pirexia, depressdo, anorexia, linfadenomegalia, sinais oculares e
neuroldgicos (Breitsshweirdt et al., 1998; Leiva et al., 2005; Pinto & Carvalho, 2013), além
de alteragbes marcantes em exames laboratoriais como trombocitopenia e anemia, que estao
associadas a hemorragias em diversos sitios (Dagone et al., 2003; Soares et al. 2006; Cesar,
2008; Silveira et al., 2015; Gottlieb, 2016). A anemia pode estar relacionada a muitos
mecanismos, incluindo hemolise, hipoplasia ou aplasia medular ap6s supressao de citocinas
da hematopoiese na medula 6ssea (De Tommasi et al., 2014). A trombocitopenia contribui
para sangramentos nos cdes com doenca aguda ou cronica por queda na producdo de
plaquetas na medula déssea, associada ao sequestro das mesmas, aumento do consumo e ainda
a reducdo da migragdo plaquetaria por aumento da secrecdo inibitdria pelos linfocitos

expostos aos patdgenos (Woody e Hoskins, 1991; Waner et al., 1997; Little, 2010).

Os sinais clinicos sdo gerados por multiplos fatores, como a falta de entrega de oxigénio
e nutrientes a parede dos vasos, gerando vasculite, anormalidades de coagulacdo e funcgéo
plaquetaria pelo aumento da proteina, mas ainda nédo séo totalmente esclarecidos (Cullen &
Webb, 2013). Possui 3 fases: aguda, subclinica e crénica, com sinais clinicos inespecificos e

variaveis. A fase aguda inicia de 8 a 20 dias, e continua por 2 a 4 semanas, periodo em que 0
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patdégeno se espalha na corrente sanguinea, com alteragdes hematoldgicas como anemia e
trombocitopenia branda, e alteragcbes na contagem leucocitaria. Os sinais incluem anorexia,
emaciacao, febre, secrecdo oculonasal e linfadenomegalia. Esta fase aguda geralmente é
autolimitante e inicia-se a fase subclinica, com duracdo de 40 a 120 dias, ou podendo durar
anos (Woody e Hoskins, 1991; Aguiar et al., 2007; Oria et al., 2008; Little, 2010, Vieira et al.,
2011). O animal se apresenta clinicamente recuperado, mas ainda com trombocitopenia,
anemia ndo regenerativa, leucopenia (Waner et al., 1997; Woody e Hoskins, 1991; Aguiar et
al., 2007; Oria et al., 2008) e hiperglobulinemia, que sugere resposta imunologica exagerada

com eficiéncia inadequada (Waner et al., 1997; Woody e Hoskins, 1991).

A anemia e a trombocitopenia sdo as alteracfes hematoldgicas mais marcantes em todas
as fases e a leucopenia também pode ser encontrada (Woody & Hoskins, 1991; Waner &
Harrus, 1997, Dagone et al., 2003; Bulla et al., 2004; Aguiar et al., 2007; Oria et al., 2008;
Bouzouraa et al., 2016). Estas alteracdes ocorrem na fase aguda devido ao sequestro e
consumo por mecanismos imunoldgicos e na fase cronica devido a baixa producdo pela
medula 6ssea (Woody & Hoskins, 1991; Waner & Harrus et al., 1997). A hiperproteinemia e
a hiperglobulinemia estdo associadas a resposta imune exacerbada, com eficiéncia

inadequada, e hiperviscosidade sérica (Woody & Hoskins, 1991).

Se o cdo for imunocompetente podera eliminar a E. canis, ou entdo entrara na fase cronica,
onde os sinais reaparecem mais brandos ou mais severos a depender da cepa, da raga do céo,
da idade, da imunocompeténcia e co-infeccdo com outros patégenos. Queixas em todas as
fases incluem depressdo, anorexia, e perda de peso em mais de 50% dos casos, apresentam
tendéncias hemorragicas, linfadenomegalia, esplenomegalia, sinais oculares e neuroldgicos, o

que torna dificil a correlagdo de sinais com uma fase particular (Woody e Hoskins, 1991).
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2.6 Diagnodstico

O diagnostico da Erliquiose deve incluir a associacdo de sinais clinicos, interpretacéo do
perfil hematoldgico do cdo, sorologias e testes moleculares devido a complexidade e
variedade de sinais clinicos inespecificos da infeccdo por espécies da familia
Anaplasmataceae (Waner et al., 2001; Martin et al., 2005; Ori4 et al., 2008; Guedes et al.,
2015; Dziegiel, 2016).

Atualmente existem varios exames para o diagnostico para Erliquiose. Na rotina sao
utilizados com frequéncia os esfregacos sanguineos, para a visualizagdo das inclusdes ou
morulas; as sorologias por Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) e a Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR). O esfregaco sanguineo, apesar de ter
boa especificidade, tem menor sensibilidade, e as sorologias e PCR maior especificidade e
sensibilidade. (Guedes et al., 2015). A RIFI detecta anticorpos anti — E. canis e é considerada
padrdo ouro, revelando a exposicdo ao agente em casos agudos e cronicos, entretanto, ndo
diferencia E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis e E. ruminatium, levando a rea¢cfes cruzadas
entre essas especies e ha relato de reacdo cruzada com anticorpos de A. phagocytophilum. Na
fase aguda é recomendado repetir o exame dentro de um intervalo de 7 a 14 dias com aumento
de quatro vezes na titulagdo para confirmacéo da infecgéo.

Os testes rapidos dot- ELISA para deteccdo de anticorpos IgG usados comumente nas
clinicas veterinarias, foram comparados com a RIFI em estudo e concluiram que sdo
especificos e sensiveis para titulos superiores a 1:320, sendo recomendado repetir apds duas
semanas para se evitar esse corte da sensibilidade (Harrus & Waner, 2011). O teste 4Dx plus,
IDEXX Laboratories®, USA, foi utilizado em estudo para validacdo utilizando 1601 amostras
sanguineas, conferindo sensibilidade e especificidade acima de 89% para deteccdo de
anticorpos contra A. phagocythophilum, A. platys e E. canis, sendo para E. canis houve 97,8%
e 92,3% de sensibilidade e especificidade, respectivamente, sendo recomendado para
utilizacdo na rotina clinica para indicar exposi¢do a esses agentes (STLLES et al. 2014). O

teste Erliquiose Ac test kit Alere® faz a deteccdo qualitativa de anticorpos IGg e IGm por
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meio de Imunocromatografia e possui especificidade de 100% e 98,2% sensibilidade para
E.canis, de acordo com a informacéo do fabricante.

Os testes moleculares tém sido utilizados para diagnosticar Erliquia tanto em animais
infectados naturalmente quanto experimentalmente, em fase aguda ou cronica, e apesar de ser
mais sensivel quando comparado a outros métodos, os resultados falso-negativos também

podem ocorrer (Dagone et al., 2009).

No Rio Grande do Sul, Gottlieb et al. (2016) observaram que 0s animais soropositivos
para E. canis do estudo (5,1%) eram negativos na PCR, corroborando com a analise de Araes-
Santos et al. (2015), em que 23% dos cdes eram positivos pela sorologia enquanto por meio
da PCR apenas 8,3% eram positivos. Estes estudos sugerem a existéncia de reacdo cruzada,
pois varias espécies de hemoparasitas possuem antigenos em comum (género
Anaplasmataceae ou Babesia). E incomum a reacdo cruzada em testes moleculares como
acontece nas sorologias, e na fase aguda parece ser o teste mais adequado, enquanto as
sorologias estdo mais indicadas na deteccdo na fase crénica de infecgfes naturais (Nakaghi et
al.,, 2008). Em outra pesquisa na Poldnia, 400 cdes passaram por testes soroldgicos e
moleculares para deteccdo de doencas transmitidas por carrapato, onde a maior prevaléncia
foi Borrelia burgdorferi, depois de Anaplasma phagocytophilum e por ultimo E. canis, que
apresentou baixa soropositividade associada a totalidade de PCR negativos na regido,
sugerindo que a E. canis, assim como seu vetor, R. sanguineus, sdo parasitas escassos na
Polbnia (Dziegiel et al., 2016).

Testes gendmicos como a PCR estdo sendo cada vez mais utilizados em associagdo aos
testes soroldgicos como complemento no diagnostico de doencas hemoparasitarias em caes
(Murphy et al., 1998; Waner et al., 2001; Dagnone, 2006; Guedes et al., 2015). Estas
informacdes a respeito dos testes utilizados para diagnostico destas doencas sdo importantes,
visto que as sorologias tém sua utilidade na questdo epidemioldgica, pois conferem baixa
especificidade, podendo ndo estar associadas a infeccdo em regides endémicas, e que as
analises moleculares sdo altamente especificas e sensiveis, fornecendo diagndéstico definitivo,

uma vez que a clinica é muito parecida em todas as hemoparasitoses (Gottlieb et al., 2016).



24

2.7 As uveites nas hemoparasitoses

As doengas sistémicas que interferem no sistema vascular e nervoso sdo passiveis de
apresentar manifestacGes oculares devido a alta taxa de fluxo sanguineo na retina e na GUvea,
possibilitando disseminar organismos infecciosos (Cullen & Webb, 2013). A anemia é
comum na doenga e pode estar associada a mudancas na vascularizagdo da retina em
decorréncia de hipoxia das paredes vasculares, ja a trombocitopenia esta mais relacionada a
hemorragias retinianas, e essas alteracdes hematoldgicas podem levar a palidez dos vasos da

retina, com aparéncia de degeneracdo ou atrofia.

A sindrome da hiperviscosidade pode ser causada pela Erliquiose e causar sinais
clinicos oculares ainda nédo totalmente compreendidos, como baixo suprimento de oxigénio e
nutrientes a parede dos vasos, hipertensdo, coagulopatias pela alta taxa de proteina plasmatica,
pela trombocitopenia e pela alteracdo da funcéo plaquetéria (Cullen & Webb, 2013).

A infeccdo por E. canis possui trés fases, aguda, subclinica e cronica, com grande
variedade de sintomas inespecificos e manifestacdes oculares. As alteragdes oftalmicas podem
se apresentar em todas as fases da doenca, sendo que em cées infectados experimentalmente,
50% apresentaram alteracdo ocular na fase aguda, e 10 a 15% dos cdes apresentaram
alteracdes unicamente oftdlmicas (Oria et al., 2008). Opacidade de cdrnea, miose, flare,
hemorragias conjuntivais e iridicas e pressdo intraocular baixa sdo os sinais oftdlmicos mais
encontrados (Massa et al., 2002; Komnenou et al., 2007; Oria et al., 2008). Neiva, Naranjo e
Pefia (2005) identificaram manifestagcdes oculares da E. canis em 17 dos 46 cdes, sendo que
11 deles apresentavam exclusivamente sinais oculares, e Nakaghi et al. (2008) encontraram a
uveite em 33,3% dos cées do estudo como sinal da doenca, demonstrando a importéncia de se
considerar este sinal como suspeita diagnostica de hemoparasitoses na auséncia dos sinais

classicos.

Na infeccdo por A. platys, a inflamag&o ocular se mostrou menos frequente, com apenas

12,5% dos casos, sendo mais comuma presenca de sinais inespecificos associados a anemia e
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trombocitopenia, como distlrbios hemorragicos. Apenas um relato de sinais oculares foi
descrito nos Estados Unidos por infeccdo por A. platys, entretanto, ndo houve confirmagéo
por PCR (Bouzouraa et al., 2016).

A deposicdo de imunocomplexos pode causar lesbes na Uvea e no nervo Optico,
mostrando correlacdo da severidade das alteracdes oculares com a titulacdo encontrada (Leiva
et al., 2005), com o tipo de parasita, infeccBes concomitantes e a resposta imunitaria do
paciente (Komnenou et al., 2007). Um caso de vasculite retiniana e edema macular em
paciente humano com alta titulagéo para E. chaffeensis foi relatado por Raja et al. (2016), com
a informacdo de que manifestacdes oculares em decorréncia de erliquiose em humanos sédo
raras. Entretanto, em cées, as manifestacGes oculares sdo mais comuns, Panciera et al. (2001)
fez um estudo histopatoldgico sobre E. Ewingii, E. Platys e E. Chaffensis e E. Canis, sendo a
E. Canis o Unico agente que causou lesbes oculares e meningite em 14 dos 27 cdes. Foram
observadas inflamac6es de corpo ciliar, iris, cordide e retina, com acdo direta do agente no
olho, confirmada por infiltrados linfoplasmocitarios perivasculares, predominantemente por
linfocitos e alguns granuldcitos, que se estendiam até a esclera. Neste estudo, as uveites
anteriores eram mais marcantes, concordando com os estudos clinicos de Massa et al. (2002),
Komnenou et al. (2007), e Pinto & Carvalho (2013), que relataram também maior ocorréncia
bilateral. Casos de glaucoma secundario ao depdsito de células inflamatérias na malha
trabecular, catarata, ceratoconjuntivite seca, Ulceras profundas e esclerite necrotizante também

estdo relatadas (Oria et al., 2008; Komnenou et al., 2007).

Nas uveites anteriores, estdo descritos sinais como edema de cornea, pressao intraocular
baixa, miose, precipitados ceréaticos, sinéquias, hipopio e hifema. Para Massa et al. (2002) a
maior ocorréncia foi o flare, em 86% dos casos, valor bastante discrepante ao observado por
Orié et al. (2008), onde apenas 22,54% apresentavam este sinal. A observacdo do edema
corneano foi bem préxima nestes dois estudos, 65% e 62,7% respectivamente. No estudo de
Oria et al. (2008), 25,49% dos cédes apresentavam rubeosis iridis, 15,68% precipitados
ceraticos e 8,82% hifema. O hifema estd associado a trombocitopenia, assim como as
hemorragias conjuntivais e petéquias que aparecem em 29,4% dos casos segundo Leiva et al.
(2005).
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A maioria dos trabalhos concorda que a manifestacdo ocular mais comum na erliquiose
é a uveite anterior, mas para Leiva et al. (2005) a localizagdo mais comum foi no segmento
posterior, com descolamento de retina exudativo. Além do descolamento de retina (D.R.) e
panuveite que atingiram 64% dos animais, areas escurecidas na retina e neurite optica também
foram observadas. As alteragdes de segmento posterior sencundarias a erliquiose mais
relatadas sdo o descolamento de retina exudativo ou hemorrdgico, coriorretinite, neurite
Optica, tortuosidade e engurgitamento dos vasos retinianos e degeneracdo retiniana (Massa et
al., 2002; Leiva et al., 2005; Komnenou et al. 2007; Oria et al., 2008; Pinto & Carvalho,
2013). Komnenou et al. (2007) relataram uveite anterior em 64,5% dos cdes, uveite posterior
em 8,9% e panuveite em 26,6%, mostrando a grande variacdo na apresentacdo das lesdes

oftdlmicas observadas pelos pesquisadores.

Em relacdo a infecgdo por A. platys, o parasita se replica nas plaquetas, causando queda
na contagem em poucos dias, podendo causar uveite no cdo, mas geralmente é moderada e
melhora em poucos dias. Os demais agentes erliquiais incluindo E. chaffeensis, E.ewingii, E.
equi e A. phagocytophilum poderdo causar uveite em decorréncia da queda de plaquetas ou
vasculite, ou ambos (Cullen & Webb, 2013).

Devido a alta incidéncia de uveites em cdes com quadros hematolégicos sugestivos da
doenga, a erliquiose deve ser um diagndstico diferencial em potencial, principalmente em
areas endémicas. Os estudos sugeriram alta ocorréncia de déficit ou perda visual (43,4%)
relacionada a erliquiose canina, com resolugcdo completa (55%), parcial (24,5%) ou pobre
(20%) da alteracéo ocular ap0s o tratamento com Doxiciclina e Antinflamatorios esteroidais e
ndo esteroidais (Komnenou et al., 2007). Leiva et al. (2005) observaram resposta pobre ao
tratamento em 14,7% dos casos, sendo que 2 dos 46 cdes ainda apresentavam panuveite apés
3 meses de doxiciclina, com recorréncias da doenca ap6s 30 dias da interrupcdo do

tratamento.
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RESUMO

A erliquiose é uma enfermidade encontrada em todo o Brasil, sendo frequentemente
diagnosticada nas uveites infecciosas em cées. O objetivo deste estudo foi relatar a ocorréncia
da infeccdo natural por agentes da familia Anaplasmataceae em cdes com alteragdes oculares,
a presenca de co-infec¢do, e documentar as alteragdes oculares e hematoldgicas presentes.
Foram incluidos no estudo 33 cdes com queixa priméaria de alteracdo ocular, onde foram
realizados exame oftdlmico completo, hemograma e exames para erliquiose (teste rapido e
PCR). Como resultado, 5/33 (15,3%) cdes foram positivos no teste rapido e na PCR e 4/33
caes foram positivos apenas no teste rapido, totalizando nove amostras positivas (27,3%). Os
cinco cées positivos na PCR estavam infectados por E. canis, sendo que trés deles estavam
co-infectados por A. platys (9,1%). As uveites anteriores dos cdes com erliquiose foram mais
frequentes (66,7%) e os sinais mais comuns foram hiperemia e edema corneano (100%), flare
(77,8%), pressdo intraocular baixa (77,8%) e neurite Optica (44,4%). Ainda nos positivos, as
alteracdes oculares apresentaram-se bilateralmente em 88,9% (P< 0,047), com associagédo
positiva da infeccdo com trombocitopenia (P< 0,001), com anemia associada a
trombocitopenia (P<0,0001) e com a presenca de neurite optica (P< 0,013). A uveite e a
neurite dptica, quando associadas a presenca de anemia e trombocitopenia sdo fortemente
indicativas de infeccéo por erliquiose (P<0,0001 e P<0,003, respectivamente). Conclui-se que
a erliquiose deve ser considerada suspeita diagndstica na presenca de neurite dptica e de
uveites associadas a anemia e trombocitopenia em cédes, mesmo na auséncia de outros sinais
clinicos comuns. A identificacdo do agente envolvido por meio da PCR permite maximizar o
conhecimento das caracteristicas da apresentacdo da infeccdo de acordo com a espécie

envolvida.

Palavras-chave: 1. Erliquiose. 2. C8es. 3.Uveite. 4. PCR. 5. Neurite Optica.
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ABSTRACT

Ehrlichiosis, a disease caused by Ehrlichia canis, is widespread in Brazil and frequently
diagnosed in infectious uveitis in dogs. The objective of this study was to report the
occurrence of natural infection by agents of the Anaplasmataceae family in dogs with ocular
alterations, to investigate the presence of co-infection and to document the ocular and
hematological alterations present. The 33 dogs in this study were seen primarily for ocular
changes only with no other symptoms. After undergoing complete ophthalmic examination,
blood count and tested for ehrlichiosis (rapid in-clinic test and PCR), the results indicated that
5/33 (15.3%) dogs were positive in both rapid in-clinic test and PCR while 4/33 (12.1%) dogs
were positive only in rapid in-clinic test, totaling nine positive samples (27.4%). The five
dogs positive in PCR were infected with E. canis, 3 of which were also co-infected with A.
platys (9.1%). Of the dogs with ehrlichiosis, 66.7% also had anterior uveitis and the most
frequent symptoms were hyperemia and corneal edema (100%), flare (77.8%), low intraocular
pressure (77.8%), and neuritis optics (44.4%). In addition, ocular changes were bilateral in
88.9% (P <0.047), and positively associated with thrombocytopenia infection (P <0.001),
anemia associated with thrombocytopenia (P <0.0001), and presence of optic neuritis (P
<0.013). Uveitis and optic neuritis, when associated with anemia and thrombocytopenia, are
strongly indicative of ehrlichiosis infection (P <0.0001 and P <0.003, respectively). It is
concluded that ehrlichiosis should be considered as a differential diagnosis in the presence of
optic neuritis and uveitis associated with anemia and thrombocytopenia in dogs, even in the
absence of other common clinical symptoms. The agent involved in the infection should be
determined by PCR to optimize the diagnosis of the infection according to the species

involved.

Key-words: 1.Ehrlichiosis. 2.Dogs. 3.Uveitis. 4. PCR. 5. Optic neuritis.
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INTRODUCAO

A Erliquiose esta presente em todas as regides do Brasil devido a ampla distribuicéo de
seu vetor, o Riphicephalus sanguineus, sendo frequentemente diagnosticada na presenca de
uveites infecciosas em caes. Outros agentes da familia Anaplasmataceae possuem 0 mesmo
vetor, tornando a utilizacdo da biologia molecular necessaria para maximizar o conhecimento
do parasita envolvido e suas particularidades, além da importancia para a satde publica, ja

que podem acidentalmente acometer seres humanos.

Existem varios testes laboratoriais para diagnéstico da doenca, incluindo sorologias e
PCRs, onde se observa maiores indices de positividade nas sorologias em relacdo a PCR, o
que pode ser justificado pela presenca de diferentes espécies de microrganismos, ja que 0S
géneros Ehrlichia e Anaplasma possuem varios antigenos em comum. A PCR é um teste
molecular com alta sensibilidade e especificidade para o diagndstico preciso destes agentes e
contribui para o conhecimento da ocorréncia e caracterizacdo da doenga em diversas regides
(Waner et al. 2001; Oria, 2008; Costa et al, 2015; Guedes et al., 2015; Gottlieb, 2016).

A Ehrlichia canis estd envolvida na maioria dos casos infecciosos de déficit visual e
cegueira total em cées (Leiva et al.; 2005; Komnenou et al., 2007; Panciera et al., 2010), e os
estudos sugerem grande incidéncia de manifestacdes oculares na Erliquiose canina (Leiva et
al.; 2005; Komnenou et al., 2007; Oria et al., 2008; Panciera et al., 2010; Pinto & Carvalho,
2015) tornando necessaria a inclusdo dessa doenca no diagnostico diferencial de
Oftalmopatias, principalmente na presenca de descolamento de retina exudativo e uveite
anterior (Massa et al., 2005).
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O objetivo deste trabalho foi investigar, através da técnica de PCR, a ocorréncia da
infecgdo natural por espécies da familia Anaplasmataceae envolvidas em casos de uveite,
neurite dptica e glaucoma em cées atendidos em uma clinica particular no Distrito Federal,

Brasil.



3 MATERIAIS E METODOS

Os métodos experimentais desse projeto foram aprovados pelo Comité de Etica no uso
Animal - CEUA — UnB (Protocolo 40/2017).

Foram incluidos no estudo cées, machos ou fémeas, de qualquer idade, selecionados por
apresentarem uveite anterior, posterior, panuveite ou glaucoma como primeiro ou Unico
sintoma de infeccdo natural por Ehrlichia. Foram admitidos 501 cdes no setor de
oftalmologia de uma clinica veterinaria de Brasilia - DF, Brasil, entre fevereiro de 2017 a
agosto de 2018, por motivos diversos como Ulcera de cdrnea, perfuragdes, glaucoma,
anomalias de cilios, alteracdes palpebrais, traumas, neoplasias, ceratoconjuntivite seca,
alteracdes congeénitas, doencas enddcrinas, catarata e uveites, e somente 33animais possuiam
uveite ou glaucoma sem causa conhecida e preenchiam os critérios para o estudo. Os
seguintes critérios de inclusdo foram utilizados: (1) possuir como primeira ou Unica queixa do
tutor qualquer alteracdo oftalmica como déficit visual, hiperemia, opacidade,
neovascularizacdo, Ulceras, ceratoconjuntivite seca, déficit visual ou cegueira, associados a
uveite, neurite ou glaucoma; (2) Nenhum histérico de doenca neoplasica, metabolica,
autoimune ou trauma ocular; (3) nenhum tratamento anterior no periodo de 30 dias que

antecedeu a inclusao.

Os cées foram submetidos a exame oftdlmico completo, incluindo testes visuais, teste
de fluoresceina, teste de Schirmer®, teste de tempo de quebra do filme lacrimal (BUT),
oftalmoscopia indireta, Biomicroscopia com lampada de fenda (SL 17 Kowa®), afericdo da
pressdo intraocular (Tonovet Icare®, Icare Finland OV, Vanaa, FI ou Tonopen Aviavet®,
Reichert Technologies, NY, EUA), documentacdo das alteracbes oculares presentes e de
segmento posterior, quando possivel, por meio de retinografia (ClearView Optical Imaging

System®), realizada na prépria clinica.

A uveite anterior foi definida pela presenca de sinais como: miose, pressao intraocular

baixa, injecdo ciliar, edema corneano, flare, espessamento de iris ou Rubeosis Iridis, hifema,
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hipopio e precipitados ceraticos. A uveite posterior definida por meio de fundoscopia, com a
observacdo de &reas descoloridas ou escuras na regido tapetal e ndo tapetal, presenca de
hemorragias ou exudatos na retina, e alteraces vasculares. A presenca de neurite dptica pela
observagao de edema ou hiperemia da cabeca do nervo, e imagem “borrada” do disco optico,
ou quando ndo possivel a visualizacdo do fundo, a realizacdo de ultrassonografia ocular. O
glaucoma foi identificado por sinais frequentes como buftalmia, ingurgitamento e
tortuosidade de vasos episclerais, escavacdo de nervo optico ou atenuacdo de vasos retinianos

e aumento da pressdo intraocular.

As manifestacGes oculares foram documentadas como ausentes ou presentes no caso de
hiperemias, edema corneano, espessamento de iris, flare, miose, hifema, pressdo baixa,

neurite optica, hemorragia de retina e descolamento de retina.

Foi realizada a coleta de sangue dos 33 cdes do estudo, por meio de puncédo da jugular,
para realizacdo de hemograma, de teste rapido para Erliquiose (Ehrlichiosis Ac Test Kit
Alere®, EUA ou SNAP 4Dx Plus IDEXX Laboratories®, EUA) e analise molecular (PCR)
para Familia Anaplasmataceae (Laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia). As amostras de
sangue total foram coletadas durante o primeiro atendimento e armazenadas em tubos com
EDTA para realizagdo dos exames, e mantidas a 4°C até a realizacdo da PCR. O hemograma
buscou revelar a presenca de anemia, trombocitopenia ou leucopenia nos cdes com a doenga,
realizado pelo analisador hematologico Sysmex PocH Vet 100i Diff® (tecnologia de
impedancia e foco hidrodindmico empregada com reagente especificos para animais)
confirmadas por meio de esfregacos sanguineos e microhematdcrito, assim como relacionar

essas alteragdes a algum sinal oftalmico.

A Erliquiose foi tratada com Doxiciclina na dose de 5mg/kg a cada 12 horas, durante 28
dias. As uveites anteriores foram tratadas topicamente com acetato de Prednisolona 1% colirio
(Predfort®) 4 vezes ao dia até a remissdo, e cicloplégico quando indicado. Nos casos de
neurite Optica e uveite posterior/panuveite foi usado por via oral prednisona 2-4 mg/kg uma

vez ao dia, por 5 a 10 dias e 0,5 a 1mg/kg uma vez ao dia por 5 a 10 dias, respectivamente.
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Nos casos de glaucoma, foi prescrito Dorzolamida 2% colirio a cada 8 ou 12 horas e um
lubrificante quando necessario. Os animais que permaneceram visuais e sem recidiva da
inflamacéo ocular até a conclusdo deste estudo, apresentaram boa recuperacao; os animais que
permaneceram visuais, mas tiveram recidiva do quadro ocular foram classificados como
parcialmente recuperados e os que perderam a visdo ou o olho, foram descritos como perda

visual.

3.1 Testes rapidos utilizados

Os testes rdpidos sdo cada vez mais utilizados nas clinicas veterinarias pela sua
praticidade e rapidez de resultado. Os testes utilizados no experimento encontravam-se
armazenados entre 18 e 25 °C, como recomendado pelo fabricante, e para realizacdo do teste o

sangue do animal estava na temperatura ambiente.

3.1.1 Erliquiose Ac test kit Alere®

O Erliquiose Ac test kit Alere® faz a deteccdo qualitativa de anticorpos 1Gg e IGm por
meio de Imunocromatografia e possui especificidade de 100% e 98,2% sensibilidade para

E.canis, de acordo com a informacéo do fabricante.

3.1.2 SNAP 4Dx Plus IDEXX®

O teste SNAP 4Dx Plus IDEXX Laboratories® possui tecnologia de ELISA, com
sensibilidade de 97,1% e especificidade de 95,3%, para o género Ehrlichia (E. canis e E.
ewingii) e de 90,3% e 94,3% para o género Anaplasma (A. platys e A. phagocytophilum),
respectivamente, de acordo com a informacdo do fabricante. O agente E. canis é detectado
pela presenca de anticorpos contra peptideos derivados da principal proteina imunodominante

P 30 e P30-1 do parasita e pela reagédo cruzada com E. ewingii usando o peptideo derivado da
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proteina de membrana externa P28 da familia. O agente A. platys é detectado pela reacéo
cruzada com A. phagocithophilum, que encontra sua proteina de membrana dominante, a P44
(STILLES et al., 2014).

3.2 Anélise Molecular (PCR)

Os exames de PCR foram processados no Laboratério de Microbiologia e Patologia
Molecular da Universidade de Brasilia (UnB). O DNA foi extraido das amostras coletadas
(200uL) com a utilizagéo do kit comercial lllustra™ (Blood GenomicPrep Mini Spin Kit,

GE, UK), seguindo as instrugdes do fabricante.

A reacdo para PCR foi realizada primeiramente com oligonucleotideos para familia
Anaplasmataceae EHR16SD (5°- GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC-3’) e EHRI6SR (5°-
TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC-3”), para amplificacdo do fragmento 345 bp (Inokuma
et al., 2000). Posteriormente, as amostras positivas para familia Anaplasmataceae (Figura 2)
foram amplificadas com os oligonucleotideos especificos para E. canis (ECAN5 — 5° —
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA - 3, e HE3 - 5’ —
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT - 3°, fragmento 396bp) (Murphy et al., 1998);
para A. platys EHR16SR (5°-TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC-3)’e PLATYS (5’-GAT
TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG-3’, fragmento 678 bp) (Inokuma et al., 2000); e A.
phagocitophilum (MSP3F (5’CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG-3’ ¢ MSP3R 5’GCC
CAG TAA CAT CAT AAGC-3’) para amplificagdo do fragmento 334bp (LEVIN et al.,
2002).

Também foram pesquisados através de PCR Leishmania spp e Piroplasmida de todas as
amostras, para fins de exclusdo de co-infec¢cdo com outros parasitas e relagdo causal apenas
com espécies da familia Anaplasmataceae. Para piroplasmideos foram utilizados o0s
oligonucleotideos BTBABE BT1-F (5-GGTTGATCCTGCCAGTAGT-3") e BT1-R (5°-
GCCTGCTGCCTTCCTTA-3") para amplificagdo do fragmento 400bp (Gimenez et al.,
2009). Na reacédo para Leishmania, para amplificacdo do fragmento 500bp foram utilizados os
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oligonucleotideos R221 (5° GGTTCCTTTCCTGATTTACG- 3°) e R332 (%
GGCCGGTAAAGGCCGAATAG — 3°), descritos por Schonian et al.; 2003.

Todas as reacdes foram realizadas em duplicata para garantir maior confiabilidade dos
testes, utilizando como controle negativo &gua ultra pura miliQ autoclavada, e como controle
positivo, as amostras disponiveis no laboratorio ja sequenciadas e armazenadas para cada
agente. Para garantir a qualidade das extracdes, as amostras foram submetidas a PCR para
confirmacédo da presenca do gene que codifica a enzima gliceraldeido-3fosfato desidrogenase
(GAPDH) utilizando os oligonucleotideos GAPDH-F e GAPDH-R (Birkenheuer et al. 2003).

As amplificagOes, anelamentos e desnaturagOes foram feitas no Termociclador C1000
thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), e posteriormente separados através de
eletroforese com gel de agarose a 1,5 ou 2% (aproximadamente 40 minutos a 65V) e fixados
em brometo de etidio (0,2mg/uL), para visualizacdo em camara com Luz ultravioleta (UV
transilluminator® UVP LLC, Upland, CA).

3.3 Protocolos de amplificacio

3.3.1 GAPDH

A mistura da PCR foi composta de tampdo 1X, 10ng de DNA, 1,5mM de MgCI2,
0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1uL de cada
oligonucleotideo a 10pmol e 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo
Paulo, Brasil), para um volume final de 25uL. O protocolo de amplificagdo foi composto de
etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 5minutos, seguida de 40 ciclos de amplificagdo
(94°C por 30 segundos, 52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por

5 minutos.
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3.3.2 Familia Anaplasmataceae (EHR16SD e SR)

A mistura da PCR foi composta de tampdo 1X, 10ng de DNA, 25 mM de cada
deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 3uL de cada oligonucleotideo
a 10pmol, 2,4 mM MgCI2 e 1,25U de Tag DNA polimerase (Invitrogen® Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brasil), para um volume final de 25uL. O protocolo de amplificagdo foi composto de
uma etapa de desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos seguida de 40 ciclos de amplificacédo
(95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos) e extensdo final a
72°C por 5 minutos.

3.3.3 E.canis (ECAN5 e HE3)

A mistura da PCR foi composta de tampédo 1X, MgCI2 a 1,5mM (Invitrogen® Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 10ng de DNA, 25mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil
Ltda, Sdo Paulo, Brasil 1), 1uL de cada oligonucleotideo a 10pmol e 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen® Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), para um volume final de 25uL. O
protocolo de amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacado inicial de 94°C por 3
minutos seguida de 40 ciclos de amplificacdo (94°C por 1 minuto, 63°C por 2 minutos e 72°C

por 90 segundos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

3.3.4 A.platys (EHR16SR e PLATYS)

Mistura composta de tampéo 1X, MgClI2 a 3,2mM (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), 10ng de DNA, 25mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil 1), 5ul de cada oligonucleotideo a 10pmol e 1,25U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen® Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), para um volume final de 25uL. O protocolo de
amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 5 minutos
seguida de 40 ciclos de amplificacdo (95°C por 30 segundos, 51°C por 30 segundos e 72°C

por 90 segundos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.
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3.3.5 A. phagocytophilum (MSP3 — F e MSP3 - R)

Mistura composta de tampdo 1X ja acrescido de MgCI2 a 1,5mM (Promega
Corporation®, WI EUA), 10ng de DNA, 25 mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen®
Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), 2uL de cada oligonucleotideo a 10pmol ¢ 1,25U de Taq DNA
polimerase (Promega Corporation®, WI EUA), para um volume final de 25uL. O protocolo
de amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos
sequida de 40 ciclos de amplificacdo (94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

3.3.6 Piroplasmideos (BTBABE 18S BT1-F e BT1-R)

A composicdo da mistura foi formada com tampdo 1X da Tagq DNA polimerase
(Invitrogem® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 3 mM de Mgcl2, 10ng de DNA, 25mM de
deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1 U de taq DNA polimerase
(Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) para um volume final de 25uL. O protoloco de
amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos,
sequida de 40 ciclos de amplificacdo (94°C por 45 segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C
por 45 segundos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

3.3.7 Leishmania spp. (R221 e R332)

A composicdo da mistura foi formada com tampdo 1X da Tagq DNA polimerase
(Invitrogem® Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), 1,5mM de MgCL2 , 10ng de DNA, 25mM de
deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 1 U de taq DNA polimerase
(Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) para um volume final de 25pL. O protocolo de

amplificacdo foi composto de uma etapa de desnaturacdo inicial de 95°C por 5 minutos,
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sequida de 40 ciclos de amplificagdo (95°C por 1 minuto, 53°C por 1 minuto e 72°C por 2

minutos) e extensao final a 72°C por 5 minutos.
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4 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O
teste exato de Fisher foi utilizado para testar a associacdo entre as variaveis nominais e a
positividade (avaliada pela sorologia e PCR) para Erliquiose. O teste t de student para
amostras independentes foi conduzido para comparar as médias das variaveis quantitativas
entre os animais infectados e ndo-infectados. As varidveis nominais foram apresentadas na
forma de frequéncia absoluta e ou relativa, enquanto que as varidveis quantitativas foram
apresentadas na forma de meédia + desvio-padrdo. Todas as analises estatisticas acima
descritas foram realizadas utilizando-se o0 pacote estatistico Statistical Package for Social
Science (IBM SPSS, versao 17, IBM Corp., Armonk, NY, EUA) e o nivel de significancia foi

estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

Foram analisadas amostras de sangue total de cdes domiciliados em Brasilia-DF, sendo
14 machos e 19 fémeas, de racas variadas (Shih Tzu, Schnauzer, Pit Bull, Teckel, Fox
Paulistinha, Fila Brasileiro, Akita, Beagle, Bull Terrier, Buldog Campeiro, Chow Chow,
Australian Cattle Dog, Cocker Spaniel, Labrador e cdes sem raca definida), de 1 a 13 anos,

com idade média de 7,9 +3,6 anos.

Todos os cdes foram testados com teste rapido disponivel (Tabela 1; Figura 1) e
posteriormente através de PCR. Dos 33 cdes, cinco eram positivos tanto no teste rapido
guanto na PCR (15,2%, 3 fémeas e 2 machos), e quatro apenas no teste rapido, totalizando
nove amostras positivas (27,3%, seis fémeas e trés machos). Os quatro cdes positivos no teste
rapido, foram considerados doentes pela associacdo desse resultado com sinais oftalmicos
ativos e com as alteraces de hemograma. Os sinais oculares presentes nos cdes infectados e

nao-infectados estdo relacionados na Tabela 2.

A média de idade e desvio padrdo dos cées positivos foi de 4,9+3 anos (P< 0,038). Os
cinco caes positivos para familia Anaplasmataceae (Figura 2A) através da PCR estavam
infectados por E. canis (Figura 2B), sendo que trés deles estavam co-infectados por A. platys
(9,1%) (Figura 3). O teste SNAP 4Dx Plus® néo identificou nenhum agente alem da E.
canis, mesmo a PCR tendo mostrado 3 cées positivos para A. platys. Todas as amostras foram

negativas na PCR para A. phagocytophilum, Piroplasmideos ou Leishmaniose através de PCR.



Tabela 1 Testes rapidos realizados nos céaes do estudo e seus resultados

RG

C1
c2
c3
ca
C5
Ccé6
Cc7
Cc8
Cc9
C10
Ci1
C12
Ci3
Ci4
C15
Cie
C17
C18
C19
Cc20
c21
C22
Cc23
C24
C25
C26
c27
Cc28
C29
C30
C31
C32
C33

TESTE
UTILIZADO
SNAP 4Dx®

SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
ALERE®
SNAP 4Dx®
ALERE®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
ALERE®
ALERE®
ALERE®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
ALERE®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®
SNAP 4Dx®

RESULTADO

v 2222222222 %92 0D 222222 79 90V 222 90O 2990222
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Figura 1 Teste rapido para erliquiose SNAP 4Dx Plus® IDEXX Laboratories® do cdo C33. A
seta vermelha mostra o resultado positivo para E. canis.

Nos cdes positivos por teste rapido ou PCR, a apresentacdo bilateral das uveites foi
significativamente maior (8 animais) do que a unilateral (1 animal) com P=0,047. Ndo houve
associacao da Erliquiose com sexo (P=0,698), mas houve significancia na média de idade dos
caes positivos, 4,9 anos + 3, com P= 0,038 (Tabelal). A alteracdo mais frequente foi a uveite
anterior (6/9), seguida de neurite dptica (4/9) e panuveite (3/9), sem associac¢do significativa
da doenca com a localizacdo da inflamacédo ocular e da presenca de uveite com a positividade
dos testes. Um total de 10 animais com glaucoma foram incluidos no estudo e dois eram
positivos para Erliquiose por meio do teste rapido. A presséo intraocular baixa foi observada
em 7 dos 9 cées infectados (77,8%), sendo que dois deles apresentavam hipotonia em um olho
e glaucoma secundario no olho contralateral (Figura 3 - A e B). Todos os animais
apresentavam hiperemia conjuntival em um ou nos dois olhos e 7/9 (77,8%) apresentaram
edema corneano em um ou nos dois olhos (Figura 4). O flare ocorreu bilateralmente em 7/9
(77,8%), e apenas 2/9 apresentaram miose nos dois olhos (22,2%). A inje¢édo ciliar, 0
espessamento de iris e 0 hifema se manifestaram em 3 animais uni ou bilateralmente (33,3%).
Observou-se 3 casos de hemorragia retiniana e 3 casos de descolamento de retina nos 33
animais incluidos, sendo que 2 deles estavam relacionados a EMC (Figura 5). O resumo da

apresentacdo dos sinais oculares dos cées positivos para infecgdo esta descrito na Tabela 4.
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Tabela 2 Apresentacdo dos sinais oculares dos caes infectados e ndo- infectados

Sinais N Infectados N3ao-Infectados
Oculares
Unilateral 1 13
Bilateral 14 8 11
Uveite 19 6 16
anterior
Uveite 22 0 1
Posterior
Panuveite 1 3 2
5 Presente Ausente Presente Ausente

Neurite 5 4* 5 1 23
Descolamento 4 2 7 1 23
de retina
Hemorragia 4 3 6 1
de retina 23
Glaucoma 10 2 7 8

16

* 4 positivos por meio de teste rapido (80%) e 3 por meio de PCR (60%) com P= 0,013 e

0,017, respectivamente, no Teste de Fischer.

Figura 2 Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando 0s
resultados da PCR para familia Anaplasmataceae e para E. canis em cdes. A- Amplificacéo
para Familia Anaplasmataceae utilizando os oligonucleotideos EHR SD/SR. 1:Marcador de
peso Molecular; 2 e 3: controle positivo em duplicata; 4, 5, 6, 7: negativos; 8 e 9: positivos
em duplicata. B — Amplificacdo de E. canis utilizando os oligonucleotideos ECAN e HE3 1 e
2: Controle positivo; 3 e 7: negativos; 6, 8, 9 e 10: positivos.
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Figura 3 Eletroforese em gel agarose corado com brometo de etidio mostrando o resultado da PCR
para A. platys utilizando os oligonucleotideos EHRSR e PLATYS. 1,2,3 positivos, 4 e 5 controles
positivos.

Treze cées apresentavam anemia (HCT < 36.9%), dez apresentavam trombocitopenia
(Plaquetas < 199.000) e trés apresentavam leucopenia (leucdcitos < 5.9x10%/uL). Os nove
animais positivos no teste rapido para Erliquiose apresentavam anemia, representando 69,3%
do total de animais anémicos, 2 apresentavam leucopenia e 2 leucocitose, sendo a alteracédo
menos comum. Os valores de Hematdcrito e Plaquetas possuem média e desvio padrdo com

valor estatistico significativo (Tabela 3).

Dos dez caes que apresentavam trombocitopenia, sete tiveram a doenca confirmada. A
anemia associada a trombocitopenia representou 24,2% de todos 0s caes do estudo, entretanto,
dentre os nove cées positivos, 0 numero de animais com essa alteracdo foi significativamente
maior (P=0,0001), representando 77,8%. A anemia e a trombocitopenia estiveram associadas
a infeccdo erliquial nos cées. Os valores hematoldgicos dos caes positivos para a infeccéo e as
alteracbes hematolOgicas associadas a presenca de uveite ou neurite dptica estdo descritas nas

Tabelas 4 e 5 respectivamente.
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Tabela 3 Valores das medias e desvio padréo de idade e dos achados laboratoriais dos 33 cées
positivos e negativos para Erliquiose no teste rapido ou na PCR

Variavel MEDIA DESVIO P-valor
PADRAO

Idade(anos) Positivos 4,93 3 0,038*
Negativos 7,9 3,5

Leucécitos(/ul)  Positivos 10373,33 6323,11 0,618
Negativos 11703,7 6892,3

Hematdcrito(%) Positivos 27,25 5,08 <0,0001*
Negativos 42,7 5,8

Plaquetas(/ul)  Positivo 129.700 132667,1 <0,0001*
Negativos 402.904 225394,6

N= 32 cdes, 01 cdo sem dado de idade; * Test T-student.

Tabela 4 Valores hematoldgicos dos cdes naturalmente infectados, diagnosticados por meio do
teste rapido e por meio da PCR para familia Anaplasmataceae

ID HCT Plaquetas(/ul)  Leucdtcitos Teste PCR
(%) (/un rapido EHR
SD/SR

C4 34.6 410.000 9.000 + -
C5 27.8 174.000 20.100 + -
C7 23 47.000 21.800 + +
C8 21.2 84.000 9.400 + -
C12 28 108.000 3.700 + +
C13 26 249.000 9.880 + +
C20 34 130.000 5.380 + +
C22 30 29.000 6.900 + +
C33 207 119.000 7.200 + -
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Tabela 5 Alteracdes laboratoriais e associacOes das alteracdes laboratoriais com a presenca de
uveite e neurite nos animais infectados (9) e ndo-infectados (24)

Infectados Nao-Infectados
ALTERACAO Presente  Ausente  Presente  Ausente
Anemia 9 0 4 20
Trombocitopenia 7 2 3 21
Leucopenia 2 7 1 23
Leucocitose 2 7 2 22
Anemiae 7 2 1 23

Trombocitopenia

Uveite associada a

anemia e 8* 1 1 23
trombocitopenia

Neurite associada a

Anemia e 4* 5 0 24
trombocitopenia

*P< 0,01. Teste de Fischer.

Figura 4 Glaucoma secundario no olho esquerdo de cdo da raga Labrador, positivo para
Erliquiose no teste rapido (cdo C33). A - Observa-se hiperemia conjuntival, congestdo
conjuntival e buftalmia. B - foto da fundoscopia do olho contralateral (direito) do mesmo
cdo, observa-se neurite dptica e focos hemorragicos na retina (setas).
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Figura 5 Fotografia do olho direito de cdo da raca Akita com uveite anterior bilateral (Cao
C16). Observa-se a opacidade corneana por edema.

Os trés cdes co-infectados por E. canis e A. platys apresentavam anemia associada a
trombocitopenia, entretanto os sinais oculares eram diversos, um com uveite anterior, um com
uveite anterior e neurite, e um com panuveite e neurite. O cdo co-infectado que apresentava
panuveite e neurite Optica era adulto (4 anos) da raca Bull Terrier, e o tutor relatou cegueira
subita como Unica queixa. No exame oftalmico notou-se midriase (Figura 6), alteracdes no
teste de obstaculos, reflexos pupilares lentos bilateralmente e resposta negativa ao teste de
ameaca em ambos os olhos. Na fundoscopia foram observadas hemorragias retinianas, neurite
Optica e descolamento parcial da retina (Figura 7. A a F) e este cdo apresentou recuperacao
total da visdo apos o tratamento. Os outros dois cdes co-infectados que apresentavam uveite
anterior, e uveite anterior associada a neurite ptica bilateral, tiveram recuperacéo total apos o

tratamento da EMC e o tratamento ocular.

A neurite Optica foi identificada em 4 cdes com Erliquiose (3 tanto no teste rapido
qguanto na PCR, e apenas um por meio do teste rapido), representando uma frequéncia de
44,4% nos animais parasitados (P=0,013) e a doenca foi responsavel por 80% das causas de
neurite observadas. A Erliquiose esteve associada a neurite Optica diagnosticada tanto por
sorologia (P= 0,013) como por PCR (P= 0,017). Um animal apresentou uveite anterior
associada a neurite, e trés cdes apresentaram panuveite associada a neurite. Além disso, a
neurite e a uveite quando associadas a trombocitopenia e anemia, demonstram correlagdo com

0 teste positivo (PCR e Sorologia) para Erliquiose (P= 0,003 e P=0,0001, respectivamente.
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Figura 6 Fotografias das alteracGes do olho direito do cdo SRD C12, positivo para E. canis
através de PCR. A - Observa-se descolamento de retina total e presenca de hemorragia
(estrela azul). B: fotografia do fundo desse mesmo olho,observa-se a falta de foco devido ao
descolamento de retina e focos hemorragico na retina (seta azul).

Apbs o tratamento da doenca e das alteracfes oftalmicas, observou-se boa resposta em 5 cées
(dois deles eram co-infectados), 55,6%, que permaneceram visuais e sem recidivas. Um céo
(co-infectado) teve resolucdo parcial, pois apresentou recidiva da inflamagdo ocular apds o
tratamento e continua sob acompanhamento (11,1%). Houve perda visual em trés animais
(33,3%), sendo que dois perderam um globo ocular devido a glaucoma secundario, e um cao

permanece em acompanhamento das sequelas oculares, sem visdo dos dois olhos.

Figura 7 Fotografia do olho esquerdo do cdo C-20, da raca Bull Terrier, avisual no primeiro
atendimento, co-infectado por E.canis e A. platys na PCR. Observa-se midriase.
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Figura 8 Sequéncia de fotografias de fundo de olho do cdo C-20 (Bull Terrier) do primeiro
atendimento e apos o tratamento. A, B e C — Retinografia do olho direito do cdo. A: primeiro
atendimento, observa-se descolmaneto de retina focal, hemorragias retinianas e neurite dptica;
B: Apos 3 dias de tratamento, inicio da remissdo das alteragdes, ainda presenca de neurite
Optica e descolamento focal de retina; C: Retinografia apés 14 dias de tratamento; D, E e F:
Retinografia do olho esquerdo do mesmo cédo. D:Descolamento de retina fica com hemorragia
retiniana e neurite Optica; E: Apo6s 3 dias de tratamento, ainda com mesmo quadro; F:
Retinografia apds 14 dias de tratamento.
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6 DISCUSSAO

A manifestacdo ocular de doencas sistémicas representa um importante papel na
suspeita diagndstica de neoplasias, infeccdes e alteracdes imunoldgicas. Esse experimento
incluiu 33 cdes que foram levados para atendimento devido a alterag&o ocular, onde o exame
oftdlmico sugeria causa sistémica. Segundo estudos prévios, o Distrito Federal € considerado
endémico para Erliquiose com 27,8% de prevaléncia da doenca (Labarthe et.al., 2007), e alta
incidéncia de E. canis e A. platys em animais selvagens de cativeiro em Brasilia, (30,76%) e
(53,85%) respectivamente, o que demonstra a importancia de se pesquisar a ocorréncia destes
parasitas nos cdes domésticos desta regido (Silva et al., 2015). A média de idade dos cdes
infectados foi 4,9 anos, podendo estar relacionada a maior atividade dos cdes nessa idade, ou
passeios com seus tutores, portanto maior exposicao ao vetor, tendo em vista que a maioria
dos estudos ndo correlacionam a presenca da infeccdo com idade (McQuiston et al., 2003;
Silva et al., 2011; Harrus & Waner, 2011; Ribeiro et al. 2017). Entretanto, a média de idade
pode estar relacionada com a melhor resposta de recuperacdo desses pacientes. Nao houve

associacdo com o sexo.

A pesquisa da manifestacdo ocular na Erliquiose torna-se importante pela variedade de
apresentacdo da clinica geral, com sinais inespecificos, podendo ser desde assintomatica a
severa, com variacdo de resposta de individuos, diferentes quantidades de patdgenos e co-
infeccdo (Little et al., 2010), portanto esse estudo procurou selecionar apenas cdes com
sintomatologia ocular, condicéo relativamente comum (Leiva et al., 2005), com objetivo de se

estabelecer novos caminhos para a suspeita da doenga.

A uveite ndo esteve significativamente relacionada a Erliquiose, como descrito por Oria
et al. (2008) (P=0,545), entretanto a apresentacao bilateral foi significativamente mais comum
que a unilateral (P< 0,047) concordando com os demais estudos (Massa et al., 2002; Leiva et

al., 2005; e Komnenou et al., 2007), entretanto, apesar da frequéncia maior de uveites
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anteriores (6/9) nos trabalhos, essa localizacdo ndo apresentou significancia em relacdo a
presenca da doenca (P= 0,288), resultado também observado no estudo de Leiva et al. (2005),

onde a panuveite foi mais frequente do que a uveite anterior.

Os sinais mais frequentes foram hiperemia (100%), edema (100%), flare (77,8%) e
pressdo intraocular baixa (77,8%), o hifema, a hemorragia de retina, a injecdo ciliar e o
espessamento de iris apresentaram uma frequéncia de 33,3%. Os sinais menos comuns foram
miose e descolamento de retina (22,2%). Dados semelhantes sdo encontrados de forma
dividida, pois a diversidade de frequéncia e localizagdo dos sinais oculares varia nos estudos
(Massa et al., 2002; Leiva et al., 2005; Komnenou et al., 2007 e Oria et al. 2008). Esse fato
pode estar relacionado ao estagio da doenca, carga parasitaria e a resposta do hospedeiro
(Little et al., 2010), de toda forma, essa pesquisa corrobora com o relato de que a
manifestacdo € mais frequentemente anterior, com a presenca de flare aquoso e hipotonia

ocular, de apresentacao bilateral e fortemente associada a neurite dptica.

Como resultado importante, encontrou-se forte correlagcdo entre a positividade para
erliquiose, tanto no teste rapido quanto na PCR, e a presenca de neurite optica (P= 0,013), o
que sugere que a erliquiose deve ser incluida como diagnoéstico diferencial. A associacdo dos
sinais oculares com as alteracfes hematoldgicas mostrou-se uma ferramenta util quando néo é
possivel realizar os testes de anticorpos ou de DNA, pois a trombocitopenia e anemia,
classicas na erliquiose, quando associadas a presenca de uveite ou de neurite Optica apresenta
correlagéo significativa (P= 0,0001 e P=0,003, respectivamente). A resposta ao tratamento das
alteracdes oculares causadas por Erliquiose foram boas em 55,6% dos casos, parciais em
11,1%, e pobre em 33,3%, em acordo com o relato de Komnenou et al. em 2007 e Leiva et al.
em 2005, mostrando que a taxa de perda visual com possibilidade de perda do globo ocular
em 33,3% dos casos é bastante importante para consideracdo desta morbidade na suspeita

diagnostica frente a presenca de uveite.

A Erliquiose possui diagnostico complexo, baseado em historia, sinais inespecificos e
exames laboratoriais associados, pois a doenca possui diferentes estagios e diferentes
respostas do organismo (Waner et al., 2001; Martin, 2005; Oria, 2008; Guedes et al., 2015;
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Dziegiel, 2016). De acordo com esse consenso, 0s quatro cdes desse estudo que tiveram
resultado positivo para erliquiose apenas no teste rapido foram considerados doentes com
base na associacdo deste resultado com a presenca dos sinais oculares ativos compativeis com
a hemoparasitose e nas alteracbes hematolégicas associadas. E importante a associa¢ao desses
fatores para diagnostico visto que os sinais inespecificos das hemoparasitoses podem estar
presentes em todas as fases, mais brandos ou mais severos a depender da cepa, da
imunocompeténcia e da co-infeccdo com outros patdégenos (Woody & Hoskins, 1991), e na
crbnica a carga parasitaria € menor, contribuindo para maior taxa de negatividade no exame
de PCR.

O presente estudo corrobora com os resultados de Souza et al. (2010), Araes-Santos
(2015) e Gotlieb et. al (2016), visto que 27,3% (9/33) dos cées estudados foram positivos
para erliquiose por meio de teste rapido e apenas 15,2% (5/33) por meio de PCR. Os cées
positivos no teste rapido apresentavam sinais oftalmicos e alteragdes hematoldgicas
sugestivas de hemoparasitose, entretanto, somente 5 cdes puderam ter o agente da doenca
identificado. Este resultado pode ser explicado pela presenca de reacdo cruzada nos testes
rapidos, ja que os agentes do género compartilham antigenos idénticos, ou ainda, por ser um
teste que atua na deteccdo de anticorpos, podendo estar associado a exposicdo do agente ou
infeccdo crénica, mas sem relacdo causal com a doenca em curso (Waner et al., 2001; Guedes
et al., 2015). Esse achado corrobora com outros estudos que mostram a importancia da
complementacdo diagndstica com testes moleculares (Dagone et al., 2006; Araes-Santos e al.
2015; Guedes et al., 2015) e a utilizacdo dos testes rapidos para se conhecer a distribuicéo
geogréfica e possiveis ameacas a salde publica causadas por esses agentes (Little et al.,
2014).

A realizagéo do teste molecular no presente trabalho foi importante para a identificagdo
de E. canis em 5 cées, onde 3 deles também estavam infectados por A. platys, confirmando a
existéncia de co-infeccdo nos caes domésticos da regido. A existéncia de infeccao por E. canis
e A. platys no mesmo cdo também foi observada por Santos et al. (2007) em Ribeirdo Preto—
SP, Dagone et al. (2009), em Jaboticabal-SP e por Almazan et al. (2015), no México, fato
possibilitado pela presenca do vetor em comum, o R. sanguineus. Em contrapartida, a

positividade para E. canis em 4 cdes que tiveram a PCR negativa podem estar associada a
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baixa carga parasitaria, nas fases cronicas da doenca, ou pela eliminacdo do agente pelo
sistema imunoldgico (Guedes et al., 2015, Dziegiel et al., 2016). Recentemente, Ribeiro et al.
(2017) relataram a presenca de 32,9% de caes infectados por A. platys no Parana, auséncia de
infeccdo por E. canis, e a deteccdo inédita da co-infeccdo por A. platys e Babesia vogeli na
regido (3,8%), diferentemente do que foi encontrado nessa amostragem de Brasilia, o que

pode ser justificado pela populacéo diferente de patdgenos na nossa regido.

Neste estudo ndo foram detectadas discordancias dos resultados de sorologias negativas
com o exame de PCR, sugerindo que ndo houve resultado falsos-negativos nas sorologias ou
gue os animais positivos ndo estavam na fase aguda da doenca quando testados (Harrus &
Waner, 2011). O teste rapido SNAP 4Dx foi utilizado em dois animais co-infectados,
entretanto, apesar da reacdo cruzada entre A. phagocytophilum e A. platys estar descrita
experimentalmente, nenhum dos dois tiveram resultados positivos para Anaplasma, como
visto no estudo de Dziegill et al., 2016, que relacionou esse resultado com a utilizacéo do teste
SNAP 4Dx em fases iniciais da doenca, onde os anticorpos ainda ndo podem ser

identificados.

Os resultados das médias de hematdcrito e plaquetas dos cdes positivos para erliquiose
nesse estudo vao ao encontro ao descrito na literatura, onde a anemia e a trombocitopenia sao
alteracbes hematoldgicas comuns (Dagone et al., 2003; Soares et al. 2006; Cesar, 2008;
Silveira et al.,, 2015; Gottlieb, 2016). Os nove cées positivos (sorologia e/ou PCR)
apresentavam anemia (P<0,0001) e 7/9 apresentavam trombocitopenia (P<0,0001). Um
estudo anterior revelou que 66,3% dos cdes trombocitopénicos e 33.7% dos cdes ndo
trombocitopénicos estavam infectados E.canis, mostrando que a espécie € mais comum em
animais trombocitopénicos, assim como observado no presente trabalho, onde 77,8% dos cées
que apresentavam reducdo na quantidade de plaquetas, estavam infectados por E.canis, e
22,2% dos cdes com Erliquia ndo eram trombocitopénicos. Bulla et al. (2004) descreveram
sobre o grau da trombocitopenia e a infeccdo por E. canis, sugerindo que animais

trombocitopénicos sejam sempre testados para Erliquiose.
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Ainda sobre as alteragcGes hematoldgicas, a anemia esteve associada a trombocitopenia
em cédes com Erliquiose, com P < 0,0001 e com a co-infecgdo (P=0,015). Esses resultados
permitem inferir que cdes com anemia e trombocitopenia tem alta possibilidade de
diagnostico de E. canis, como ja descrito por Silva et al. (2012). Além dessa associacgéo,
também foi relatada a presenca de A. platys com a trombocitopenia, discordando da pesquisa
de Ribeiro et al. (2017) onde os cées infectados somente por A. platys apresentavam
trombocitopenia, mas sem associacdo significativa com a infeccdo desse agente. No presente

estudo, ndo foi encontrada mono — infecgdo por A. platys para avaliar essa associacao.

Nessa pesquisa ndo foi identificada a presenca de A. phagocytophilum, Babesia spp. e
Leishmania spp., ou algum cédo infectado somente por A. platys, 0 que sugere que as
alteracbes oculares encontradas nos animais estdo associadas a infeccdo por E.canis,
corroborando com relatos previamente descritos, onde a inflamagdo ocorre
predominantemente no corpo ciliar e na iris, podendo afetar também, em menor grau a
cordide e a retina (Panciera et al., 2001). A realizacdo de PCR para Babesia spp. investiga a
co-infeccdo de E. canis com Babesia spp, tendo em vista que as duas possuem 0 mesmo
vetor, 0 R. sanguineus, ectoparasita de interesse para a saude publica, uma vez que pode

transmitir doencas aos seres humanos (Dantas-Torres et al., 2008).
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CONCLUSAO

No presente trabalho, a infecgdo natural por agentes da familia Anaplasmataceae foi
identificada em cdes que apresentavam apenas alteracdes oculares. Os cinco caes positivos
para a familia Anaplasmataceae na PCR estavam infectados por E.canis e trés deles estavam
co-infectados por A. platys. A neurite dptica foi fortemente indicativa de Erliquiose, e a uveite
associada a alteracbes hematoldgicas como trombocitopenia e anemia também, sendo assim,
cdes aparentemente assintomaticos para EMC poderdo apresentar alteracGes visuais ou leses
exclusivamente oftalmicas e o tratamento precoce podera determinar o prognéstico de visao

do cdo.
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