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RESUMO

As hemoparasitoses consistem em um conjunto de enfermidades ocasionadas por
patdgenos que se propagam na corrente sanguinea (Erlichia canis, Babesia canis e
Anaplasma marginale), sendo capazes de lesionar ou alterar o desempenho das
células sanguineas, contribuindo para um crescente problema na rotina da clinica
médica de pequenos animais. Estas possuem grande importancia clinica e
epidemiolégica devido ao potencial zoondtico e ao quadro patolégico que geram.
Participaram deste estudo 43 animais que foram submetidos aos testes e que
testaram negativo e/ou positivo nos testes é realizada a comparacao com 0s exames
hemoparasitoldgicos. A andlise dos dados revelou a importancia dos testes rapidos
associados ao exame Hemoparasitoloégico no sentido de tornar mais fidedigno o
diagnéstico, pois evita tanto resultados falsos-positivos quanto falsos-negativos,
proporcionando ao clinico maior seguranca em relacéo ao diagnostico definitivo.

Palavras-chave: Hemoparasitoses, Testes, Diagnosticos.

ABSTRACT

Hemoparasitosis consists of a set of ilinesses caused by pathogens that spread in the
bloodstream (Erlichia canis, Babesia canis and Anaplasma marginale), being capable
of damaging or altering the performance of blood cells, contributing to a growing
problem in the routine of medical clinics. of small animals. These have great clinical
and epidemiological importance due to their zoonotic potential and the pathological
condition they generate. The objective of the work was to verify which of the tests used
to detect hemoparasitosis are most effective within the small animal clinic. 43 animals
participated in this study that were subjected to tests and that tested negative and/or
positive in the tests and comparison with hemoparasitological tests was carried out.
Data analysis revealed the importance of rapid tests associated with the
Hemoparasitological examination to make the diagnosis more reliable, as it avoids
both false-positive and false-negative results, providing the clinician with greater
security in relation to the definitive diagnosis.

Keywords: Hemoparasitoses, Tests, Diagnostics.
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1 INTRODUCAO

Ultimamente € evidente o crescente numero de animais de estimacdo que tém
sido adquiridos. Com essa constatacdo de proximidade vem a preocupacao com a
saude publica e a possivel transmissédo de doencas para o homem. Neste contexto,
observa-se na rotina clinica que boa parte das enfermidades presentes nesses
animais sao originadas por infec¢cdes hemoparasitarias (SILVEIRA, et al., 2019).

A presenca dos pets no cotidiano das pessoas aumenta consideravelmente a
cada dia demonstrando varios beneficios para ambos, como: melhorias nas relacdes
interpessoais, combatendo a ansiedade, depressao, estresse, sindromes entre outros
maleficios havendo assim, a necessidade de se monitorar a saude e o bem-estar
desses animais, 0s quais comumente sdo acometidos por ectoparasitos hematéfagos
como pulgas e carrapatos e outros vetores transmissores de microrganismos
patogénicos (BRUM; CARVALHO, 2022).

As hemoparasitoses consistem em um conjunto de enfermidades ocasionadas
por patdégenos que se propagam na corrente sanguinea (Ehrlichia canis, Babesia
canis e Anaplasma marginale), sendo capazes de lesionar ou alterar o desempenho
das células sanguineas, contribuindo para um crescente problema na rotina da clinica
meédica de pequenos animais, onde 0S mesmos expressam sinais clinicos
inespecificos que limitam o diagndstico preciso, tornando minima as possibilidades de
recuperacédo do paciente (HOLANDA et al., 2019).

A ocorréncia de tais parasitos se justifica devido a sua ampla distribuicédo
geografica, tanto em ambientes rurais quanto urbanos, principalmente em regifes de
clima tropical cujos vetores principais sédo carrapatos e mosquitos. Em se tratando de
cdes e gatos tais doencas assumem grande importancia clinica e epidemiolégica
devido ao potencial zoonético e o quadro patolégico que geram (SILVEIRA et al.,
2019).

O objetivo do presente trabalho é verificar quais dos testes utilizados para
deteccdo das hemoparasitoses se apresenta mais eficaz dentro da clinica de
pequenos - Imunocromatografia, Elisa e Citoldgico.

A escolha do tema é justificada pela alta prevaléncia de hemoparasitoses na
clinica de pequenos animais, evidenciado ao se utilizar os testes rapidos considerados
mais qualificados dentro do mercado pet, que em alguns casos 0s resultados

negativos apresentaram se falsos ap0s suas respectivas amostras serem submetidas



ao teste de esfregaco sanguineo, onde foi evidenciado a presenca da bactéria ou
protozoarios. As hemoparasitoses vém trazendo uma grande preocupacao dentro da
clinica, visto que, na maioria dos pacientes é observado a fase crénica da doenca
levando a suspeita de que os testes podem estar apresentando uma falha ao néo
detectar essa fase induzindo um resultado falso negativo.

Sendo assim, essa pesquisa se propOs a fazer a contraprova das amostras
utilizadas em testes rapidos submetendo-os ao esfregaco sanguineo, onde € possivel

visualizar a presenca da bactéria ou protozoario dentro da célula sanguinea.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo desta pesquisa foram analisadas amostras de pacientes
caninos submetidos a consulta veterinaria com a suspeita de algum tipo de
hemoparasitose utilizando os testes citados como exame diferencial para a deteccao
das diferentes hemoparasitoses. As amostras utilizadas foram de uma clinica de
pequenos animais situada na cidade de Patos de Minas. O trabalho foi submetido a
avaliacdo do CEUA (Comité de Etica de uso de Animais) 43 animais sendo aprovado
para dar inicio a pesquisa. A coleta dos dados ocorreu de janeiro de até o final de
agosto de 2023. Para inclusdo na pesquisa foram levados em consideracdo os
sintomas, sinais clinicos e também as alteracées em hemograma de cada paciente
suspeito de hemoparasitose.

ApoOs a realizacdo dos testes rapidos as mesmas amostras foram submetidas
a confeccao de laminas para uma contraprova a fim de evidenciar possiveis falsos
negativos como também avaliar a acuracia do exame citoldgico.

Um dos testes rapidos utilizados foi o Snap 4dx Plus Test (Tecnologia ELISA)
(Figura 1), diagndstico in vitro para a detec¢do do antigeno de Dirofilaria immitis e dos
anticorpos de Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis e
Ehrlichia ewingii em soro, plasma ou sangue total caninos. Para a realizagao do teste,
utilizou se 3 gotas de amostra sanguinea e 4 gotas do reagente especifico do
laboratorio, apés 10 minutos o teste pode ser interpretado tendo o resultado positivo
ou nao para as hemoparasitoses especificas, o teste dispée também de um aparelho
de leitura Snap pré onde é feito a leitura automaticamente sendo o0 impresso o

resultado ou disponibilizado em tela para visualizagao.



Figura 1: Teste e leitor IDEXX

Fonte: IDEXX (sd)

O segundo teste utilizado na pesquisa foi o teste rapido especifico apenas na
deteccédo de Ehrlichia Canis, Ehrlichia Ab ECOVet(Figura 2). Este teste conta com o
ensaio imunocromatografico para a deteccdo qualitativa de anticorpos IgG contra
Ehrlichia canis. Para a realizacdo do mesmo foi utilizado amostra sanguinea, sendo
10 | de sangue e duas gotas de reagente préprio, 0 exame deve ser interpretado apos

10 minutos de sua execucao.

Figura 2:Teste de Imunocromatografia
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Fonte: Ecovet (2021)
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O terceiro exame utilizado para a pesquisa foi a técnica de esfregaco
sanguineo, ou seja, a citologia, onde o mesmo utilizou-se a amostra sanguinea do
paciente para a confeccdo das laminas. Para a realizacao utilizamos o auxilio de um
tubo capilar para capturar uma quantidade de amostra contendo Edta ou a amostra
diretamente do paciente apés coleta, o sangue foi posto em uma lamina limpa e com
uma segunda lamina realizamos a técnica do esfregaco sanguineo percorrendo toda
a lamina, apds, deixarmos a mesma em repouso para secagem, e logo apos alguns

minutos comecamos a coloracéo.



Para corar as laminas foram utilizadas os corantes pandépticos(Figura 3), sendo
eles trés etapas na qual o esfregaco fica mergulhado em cada etapa por 40 segundos,
feito isso na Ultima etapa, enxaguamos a lamina em agua corrente e em seguida
deixamos descansar para secagem em posicao vertical para que ndo houvesse
acumulo ou presenca de agua no momento da interpretacdo. Apos a devida secagem,
levamos as laminas ja prontas para o microscopio e com o auxilio do éleo de imerséo
visualizamos na objetiva de 100 as células alvo.

O exame é utilizado devido a seu potencial em detectar as variadas alteracdes
a nivel celular, visto que o principal é a qualificacdo do veterinario patologista
responsavel por tal interpretacdo, sendo assim levando em consideracdo as
hemoparasitoses, é possivel detectar Ehrlichia canis, Anaplasma spp, Hepatozoon
spp, Babesia spp, Dirofilariose spp, entre outras.

Figura 3: Materiais utilizados na confeccéo de laminas

Fonte: Autoria propria (2023)

Ao desenvolver o trabalho obtivemos um N final de 43 amostras, onde as
mesmas foram submetidos tanto a realizacédo de testes rapidos quanto ao esfregaco
sanguineo para analise parasitaria, os resultados foram classificados de acordo com
a idade e raca, sendo os numeros separados em tabelas, as quais descrevem a

acuracia de cada teste positivo ou negativo na deteccdo de hemoparasitoses.



3. UMA BREVE REVISAO COMPARATIVA DA LITERATURA

Segundo a pesquisa de FERNANDES (2017), a anemia € uma doenca clinica
e alteracdo de laboratério com multiplas causas subjacentes. Por diversas razdes,
acredita-se que os hemoparasitas sejam a raiz da anemia. O autor fez a ousada
afirmacao de que Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e Hepatozoon spp.

foram encontrados em animais anémicos atendidos no Hospital Veterinario da
UFPB. Para fins de deteccao de Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e
Hepatozoon spp., FERNANDES (2017) utilizou 95 amostras de animais anémicos,
gue foram submetidas a extracdo de DNA e analise de reacdo em cadeia polimerase
(PCR), foram encontrados em 67,3% dos animais, E.canis esteve em 31,6%, A. platys
esteve em 10,5% dos animais e Babesia spp. Em 45,3%. Nas infec¢des, podem ser
observados dois hemoparasitas, sendo que 16,8% dos animais tiveram infeccoes
simultaneas por trés hemoparasitas.

A autora chegou a conclusdo de que a investigacao direta de hemoparasitas
apresentou resultados falso-negativos e falso - positivos em relacdo a PCR, que 0 uso
da PCR é fundamental porque auxilia no diagnéstico definitivo de casos de
hemoparasitoses em animais.

Ja na atual pesquisa, pudemos observar levando em consideracdo os testes
analisados que, o teste de Elisa e Imunocromatografia apresentaram falsos negativos
e falsos positivos devido a exposicdo ao agente patolégico, sendo assim fez-se muito
necessario realizar a contraprova utilizando o hemoparasitologico. Na lamina foi
possivel detectar a presenca do patdgeno intracelular e também a associacao de mais
de um parasito presente na mesma amostra, assim como a conclusdo da autora acima
citada.

Segundo Bittencourt (2022), as doencas hemoparasitarias possuem
significativa importancia na clinica de pequenos animais devido a sua alta prevaléncia
e ampla distribuicdo no territorio brasileiro. Os principais agentes responsaveis pelas
infeccdes caninas incluem Babesia sp., Ehrlichia canis e Hepatozoon canis. Os
animais infectados sdo assintomaticos ou apresentam sinais clinicos vagos, sendo
necessaria a utilizacdo de testes diagnésticos para identificar o agente etiologico e
fornecer um diagndéstico confiavel.

Segundo o autor, o objetivo do estudo foi identificar a presenca desses

microrganismos em cées naturalmente infectados residentes nos municipios de Vila



Velha e Anchieta, no Espirito Santo, por meio de diversos métodos de deteccdao,
incluindo reacdo em cadeia da polimerase por transcricéo reversa ( PCR ),sorologia
para deteccdo de anticorpos contra Ehrlichia canis e hematozoarios em esfregaco
sanguineo.

Bittencourt (2022) examinou 65 amostras de sangue obtidas por puncgao
venosa de veia cefalica. No teste PCR, 4,62% dos animais testaram positivo para
Babesia vogeli e 1,54% testaram positivo para Ehrlichia canis, sendo negativo para
Hepatozoon canis. Os animais testaram positivo para presenca de anticorpos, € no
estudo dos fatores de coagulacao sanguinea, 3% das amostras testaram positivo para
outros hemoparasitas.

Os resultados mostram que esses hemoparasitas estdo disseminados na
populacdo canina da regido de estudo, mas ainda h& concordancia. O teste PCR
mostrou- se 0 mais preciso, sendo Babesia vogeli o agente mais frequentemente
observado.

Os hemoparasitas mais frequentemente transmitidos via carrapatos, de acordo
com Alves (2020) encontrados durante procedimentos clinicos de rotina, embora haja
poucas descricbes de coinfeccdo simultdnea com esses agentes em hemogramas.
Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi descrever os casos de quatro caninos
atendidos no Hospital Veterinario Adalio Santos de Azevedo (HV -ASA) do Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Paraguai (IFPB), campus Sousa, que
foi diagnosticado com coinfecc¢éo por Ehrlichia spp. e Hepatozoon canis.

Foi relatado que os pacientes apresentavam carrapatos, hiporexia e oligodipsia
no momento da avaliacdo clinica. Posteriormente foram realizados, hemogramas e
todos os animais apresentaram anemia leve a moderada. Adicionalmente, notou-se
gue os animais 2 e 3 apresentaram neutrofilos, enquanto o animal 1 apresentava
trombocitopenia ALVES (2022). Infeccéo por H. canis e E. spp. foi visto na amostra
dos quatro animais.

Dessa forma, essa historia ilustrou a importancia de usar o hemograma e
investigar os agentes responsaveis pelas hemoparasitoses através de um esfregaco
sanguineo. Deve-se enfatizar que o teste em lamina, embora seja um método pouco
confiavel e de baixa sensibilidade, pode e deve ser usado rotineiramente porque é
uma técnica facil, rapida, acessivel, minimamente invasiva e de diagnostico
conclusivo. ALVES (2022).



Assim como Alves (2022), a atual pesquisa também foi capaz de observar a
importancia da realizacdo da lamina que apesar de apresentar baixa sensibilidade, é
capaz de descartar os resultados tanto falso negativo quanto positivo, essa baixa
sensibilidade deve-se ao fato de o exame nao identificar a presenca de anticorpos
mais sim, de fato a presenca do agente causador.

Em seu trabalho, Ferraz (2021) observa que por ser répido, facil e de preco
razoavel, o0 exame microscopico direto da esfluorescéncia sanguinea é
frequentemente utilizado no diagndstico hemoparasitolégico de rotina. O método tem
um alto grau de especificidade, mas um baixo grau de sensibilidade. Isso é porque o
hemoparasita tem sua visualizacdo mais provavel de ocorrer nos estagios finais,
guando a parasitemia € menor, tornando mais provavel a ocorréncia de resultados
falsos negativos. O autor também descreveu o caso de um céo infectado com
espécies de Babesia e Anaplasma platys, determinadas por técnicas microscopicas e
de biologia molecular, respectivamente.

Sendo assim, mais uma vez a atual pesquisa se encaixa com O
desenvolvimento de outros autores que, também puderam observar que o exame
microscopico pode ajudar o clinico a chegar a um diagndstico definitivo dando
continuidade ao tratamento do paciente, visto que, a clinica sendo soberana deve ser
conciliada com outros exames e sintomatologias apresentadas. A0 mesmo passo que
ao desenvolver a parte pratica da pesquisa observamos que quanto mais sintomas
estavam aparentes, mais resultados positivos foram visualizados, principalmente
guando se tratava da presenca de Anaplasma e Babesia, sendo assim faz-se
necessario investir e investigar a real acuracia do exame hemoparasitolégico, visto

gue pode ser que ele auxilia no estagio agudo das patologias aqui descritas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Hemoparasitoses Caninas: consideracfes gerais
As hemoparasitoses caninas constituem um grupo de doencas causadas por

parasitos sanguineos transmitidos por vetores invertebrados, sendo responséaveis por

manifestacdes clinicas que variam, desde imperceptiveis até quadros clinicos mais



graves, sem chance de recuperacdo do animal, vindo assim ao Obito. As
hemoparasitoses como anaplasmose, babesiose, erliquiose e hepatozoonose séo as
principais doencas que acometem os cédes de todo o mundo e os carrapatos do
complexo Rhipicephalus sanguineus séo os principais vetores (VALENTE, 2014).

O diagndstico das infecgBes hemoparasitarias € caracterizado como um grande
desafio, devido aos diferentes tipos de agentes que podem provocar sintomatologias
semelhantes. Os animais podem estar ou serem infectados por um ou mais agentes
ao mesmo tempo, principalmente em regides endémicas. Assim, a complexa interacéo
entre o agente infeccioso, o vetor e a resposta imunolégica gerada pelo individuo irdo
determinar os riscos de infeccao e a gravidade dos sinais clinicos gerados por essas
hemoparasitoses (ARAUJO et al., 2022).

As hemoparasitoses possuem capacidade de alterar ou lesionar a funcdo das
células sanguineas, onde apresentam um crescente problema na rotina clinica de
pequenos animais, por expressarem sinais clinicos inespecificos 0 que minimiza as
possibilidades de recuperacdo devido a limitacdo do diagnostico preciso e
consequentemente comprometendo a instituicdo de um tratamento eficaz e uma taxa
consideravel de cura (HOLANDA et al., 2019)

O esfregago sanguineo é frequentemente utilizado na rotina clinica para o
diagnostico das hemoparasitoses por se tratar de uma técnica de rapida execucao,
simples e de baixo custo. E considerado um método de alta especificidade, no entanto
com baixa sensibilidade. Além disso, existe maior probabilidade de visualizacdo dos
hemoparasitos durante a fase aguda, podendo haver falsos negativos na fase de baixa
parasitemia (FERRAZ et al., 2021).

O diagnéstico definitivo desses patdégenos geralmente é realizado pela
observacéo de alteracfes clinicas e hematologicas encontradas, em associagdo com
a pesquisa parasitologica direta, deteccao de anticorpos nos exames sorolégicos e
testes moleculares (PADILHA, 2020).

A utilizacdo do esfregago sanguineo, corado por azul de metileno e Giemsa é
0 método mais comum. Por esse método pode ser observado inclusées de células
basofilas nas plaquetas apresentando formatos variados (redondo, oval ou em forma
feijdo), envoltos por uma membrana dupla. Entretanto, a identificagdo dos parasitos
ao microscopio optico apresenta baixa sensibilidade, j4 que a parasitemia, além de
ciclica, pode se desenvolver com baixo numero de agentes, tornando dificil a

identificacdo das células parasitadas ((ARAUJO et al., 2022).



Os agentes etioldgicos das hemoparasitoses podem ser encontrados nas fases
subclinicas, hiperagudas, agudas, crbnicas ou atipicas, contudo, as que sao mais
relevantes sédo as fases agudas e crbnicas. Os animais infectados podem também
atuar como reservatorios dos patdégenos, que em alguns casos possuem potencial
zoonotico (BRUM; CARVALHO, 2022).

Diversos testes sorolégicos estdo disponiveis para o diagnéstico de
anaplasmose, como fixacdo do complemento, Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Ensaio Imunoenzimético (ELISA), e métodos moleculares, como a reacao em
cadeia da polimerase (PCR), possibilitando a deteccdo direta do DNA de
microrganismos do género Anaplasma em amostras de sangue e tecido, carrapatos
ou outros (ARAUJO et al., 2022).

Em caes, temos como destague a Trombocitopenia Ciclica e a Erliquiose
Monocitica, respectivamente causadas pelos agentes intracelulares obrigatorios
Ehrlichia canis e Anaplasma platys, representando duas das mais frequentes
hemoparasitoses em caes (HOLANDA et al., 2019)

A Erliguiose monocitica canina e a Trombocitopenia ciclica canina sdo doencas
causadas, principalmente, pelas bactérias Ehrlichia canis e Anaplasma platys. Esses
parasitos pertencem a familia Anaplasmataceae. Além disso, sédo consideradas
parasitas intracelulares obrigatorias de células sanguineas de mamiferos, sendo a
primeira de leucocitos e a segunda de plaquetas (AE et al., 2021).

As manifestacdes clinicas, além de incomuns, sdo também inespecificas, como
febre, apatia, anorexia, mucosas pdlidas, linfonodos aumentados, secre¢do nasal,
anemia e trombocitopenia. Os vetores no Brasil de ambos os parasitos séo carrapatos
Rhipicephalus sanguineus, o que pode colaborar para a coinfeccdo. Outra forma de
se transmitir a babesia além da picada do carrapato seria verticalmente, através da
via transplacentaria, mordeduras durante brigas e transfus@o sanguinea (FERRAZ et
al., 2021).

Os vetores nesse caso 0s carrapatos, ectoparasitas que pertencem ao Reino
Animalia, Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acarina, Superordem,
Parasitiformes, Ordem Acari, Subordem Ixodida, com duas principais Familias,
Ixodidae e Argasidae, onde a primeira apresenta varias espécies de interesse na
avaliacdo diagnostica das hemoparasitoses em cées, grande parte pertencente aos
géneros Amblyomma, Dermacentor, Ixodes, Haemaphysalis e Rhipicephalus. Esses

ectoparasitas invertebrados possuem diferentes hospedeiros vertebrados, e algumas



espécies, tém grande afinidade por seres humanos, onde de maneira geral
apresentam um extenso periodo de alimentacdo, em certas situa¢des sua picada ser
inicialmente indolor e n&o ser percebida por horas ou mesmo por dias.

Sao encontrados em diferentes locais, infestando os cées tanto no ambiente rural
como no urbano (FOURNIER,2018)

Figura 4: Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus sanguineus
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Fonte: Santos (2021)

Entre as espécies principais, a Rhipicephalus sanguineus (Figura 4) possui
maior importancia quando a infestacdo de cdes é em ambiente urbano. Tal espécie
possui um ciclo do tipo trioxeno, ou seja, necessita de trés hospedeiros para
desenvolver seu ciclo completo, que é compreendido em fases de ovo, larva, ninfa e
adultos com dimorfismo sexual ou seja € quando o macho, e a fémea de uma mesma
espécie sao diferentes externamente (SANTOS et al., 2022).

A babesiose em caes € uma enfermidade parasitaria que acomete as células
sanguineas, especificamente os eritrocitos, causada por protozoarios do género
Babesia. As espécies que podem infectar cdes domeésticos e silvestres existentes no
Brasil, sédo a B. gibsoni e B. canis. Possuem uma extensa distribuicdo geogréfica, e a
gravidade dos sinais clinicos esté relacionada a imunidade idade do animal, grau de
parasitismo e a espécie de protozoario, o cdo pode ndo apresentar sintomatologia,
mas caso apresente ele apresente 0s sintomas podem ser: apatia, febre, ictericia,
mucosas palidas e esplenomegalia, podendo haver uma evolugao para casos mais

graves, e até na morte do animal. Porém, a infeccdo subclinica se apresenta na



maioria dos casos, na presenca de coinfeccdo, o que pode levar a piora do quadro
(FERRAZ et al., 2021).

O diagnostico da Erliquiose Monocitica Canina (EMC), como das demais
hemoparasitoses citadas acima, tem seu diagnostico preciso por meio da anamnese,
manifestagcbes clinicas e resultados de exames laboratoriais como,
Imunofluorescéncia direta (RIFI), Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA),
esfregaco sanguineo e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sendo o PCR o mais
indicado na deteccéo de infeccdo sanguinea ativa no decorrer da fase clinica da
infeccdo (ARAUJO et al., 2022).

Os antibioticos utilizados no tratamento da Ehrlichia tém a doxiciclina da classe
das tetraciclinas. Devido a sua boa absor¢ao intestinal e alcangar alta concentragéo
celular esse medicamento é muito utilizado na rotina clinica, mostrando-se positivo,
pois a Ehrlichia é uma bactéria intracelular. Nao ha um tempo estimado que determine
a duracdo do tratamento, porém alguns autores indicam que a administracao seja
instituida na dose de 10 mg/kg por 21 - 28 dias, havendo intervalos de 12 ou 24 horas
(STIVAL 2021).

Segundo Stival (2021) ainda ndo se tem um protocolo vacinal disponivel para
prevencédo da E. canis, entdo recomenda-se o0 uso de antiparasitarios tanto no animal
guanto no ambiente em que o mesmo habita, em periodos criticos onde os animais
ficam mais expostos a esses ectoparasitas. Os antiparasitarios utilizados de forma
correta interrompe o ciclo evolutivo do carrapato, que tem seu estagio evolutivo no
cao seu hospedeiro definitivo, assim como a E. canis outros agentes patogénicos nao
completaram seu ciclo, nem infectaram outros céaes.

Para a prevencdo podem ser utilizados amitraz,fibronile piretrinas, ja no
controle de individuos acometidos pelo parasito recomenda-se 0 tratamento
terapéutico com tetraciclinas, pois ela possui resultados satisfatorios farmaco
profilatico tanto para infeccdo em primeiro contato quanto para casos de reinfec¢ao,

fazendo a administracéo via oral na dose de 6,6mg/kg/dia (STIVAL 2021).
3.1 AVALIACAO DOS METODOS DE DIAGNOSTICO DAS HEMOPARASITOSES
No geral, as formas de diagnosticos possuem semelhanca para todas as

hemoparasitoses, porém com suas particularidades e limitacdes também, podendo

ser falhos, com possiveis reagbes cruzadas, resultados falsos negativos ou falso



positivo. De acordo com métodos mais utilizados, podemos citar, exame microscépico
direto, testes sorolégicos como RIFI e ELISA, exames hematolégicos como o
hemograma e bioquimicos, além de técnicas moleculares como o PCR (ARAUJO et
al., 2022).

As pesquisas parasitologicas diretas e os testes soroldgicos sdo mais simples
e também mais utilizados. Porém, ha um elevado niumero de animais com resultados
gue dao falsos negativos pela baixa parasitemia, a presenca de reacdes cruzadas
com outros patdégenos, a dificuldade de diferenciar a exposi¢do prévia de infeccdo
presente, entre outras. Tornando assim, um método que ndo passa tanta confianca, o
que torna questionavel os resultados obtidos (VALENTE, 2014).

Na erliquiose, apesar de a deteccéo direta atualmente realizada por meio de
esfregacos sanguineos ser a técnica-padrdo mais utilizada, em virtude de sua rapidez,
ela se mantém como técnica de baixa sensibilidade, visto o pequeno numero de
células com o parasita, considerando quadros comumente caracterizados por
leucopenia e a dependéncia do microscopista, devido ao cansaco do observador,
decorrente do numero de esfregacos e células examinados (OLIVEIRA, 2015).

3.1.1 EXAMES HEMATOLOGICOS

Os critérios hematoldgicos de maneira isolada ndo permitem a execuc¢do do
diagnostico de hemoparasitoses, pois ndo possibilitam a identificacdo do agente. Pois,
individuos infectados podem apresentar ou ndo diferentes alteracdes em seus
resultados. Porém, quando manifestadas, as alteracdes observadas no hemograma
sdo: anemia em diferentes graus (normocitica normocrémica, normocitica
hipocrdmica, microcitica hipocrémica), policromasia, anisocitose, leucocitose ou
leucopenia, eosinopenia, trombocitopenia e desvio nuclear de neutrdéfilos para a
esquerda (WAGNER DE MATOS; BEATRIZ; ROCHA-LIMA, 2021)

As principais alteragbes hematologicas observadas em casos de erliquiose
monocitica canina (EMC), incluem trombocitopenia variavel, anemia e leucopenia
discretas durante a fase aguda, trombocitopenia discreta na fase subclinica, e
pancitopenia durante a fase crénica (GUIMARAES, 2022).

Nos exames bioquimicos, alteracdes como no nuamero de proteinas
plasméticas e elevacdo de ALT (alanina aminotransferase) e FA (fosfatase alcalina)

sdo as mais descritas. AlteragBes nas concentracdes séricas de albumina e globulina



sdo comuns nas hemoparasitoses, que explica o quadro de hipoalbuminemia, quando
h&d o extravasamento da proteina para o intersticio e a reducdo da ingestdo de
proteinas, apresentando também uma resposta autoimune secundaria aos
componentes das células lesadas dos hospedeiros (DORIA, 2016).

Vale ressaltar que a fase da doenca e a resposta imunolégica que o animal
apresenta influenciam de maneira direta nesses achados laboratoriais. Na maioria dos
casos, a alta ocorréncia dessas enfermidades em certas regides, o historico do animal
de ja ter sido parasitado por carrapatos, e a identificacdo, principalmente, de
trombocitopenia no hemograma (Figura 5), € o que leva comumente as suspeitas
clinicas para as hemoparasitoses. Por maior coincidéncia que haja entre essas
informacdes, elas ndo sdo suficientes para se determinar um diagnéstico final
(ARAUJO et al., 2022).

Os sinais clinicos vao variar. Principalmente de acordo com o grau da infeccéo,
sendo elas subclinica, superaguda, aguda, cronica e atipica. Os caes jovens sdo 0s
mais acometidos e apresentam a forma aguda da doenca. No geral as caracteristicas
clinicas incluem febre, perda de peso, anorexia, hematuria e ictericia (BRUM e
CARVALHO, 2022).

No entanto, a reducdo do numero de plaquetas em cades que vivem em areas
consideradas endémicas pode atuar como ferramenta indispensavel com intuito de
orientar novos métodos de diagnosticos (ARAUJO et al., 2022).

Figura 5: Hemograma indicando altera¢cdes competentes ao teste de

Imunocromatografia




Fonte: Autoria propria 2023

3.1.2 EXAME MICROSCOPICO DIRETO

Com o decorrer dos anos, a analise das sequéncias, tém representado métodos
precisos de identificacdo das espécies, utilizados para o diagndstico individual e para
estudos epidemiol6gicos das babesioses em caes. As abordagens recentes no campo
da biologia molecular tém aumentado a utilizacdo de técnicas moleculares, tornando
essas ferramentas apropriadas para estudos taxondmicos e caracterizacao
filogenética, o que tem resultado em novas descobertas e no surgimento de novos

grupos, com diversas sugestfes para alteractes taxondmicas (OLIVEIRA, 2015).

Os testes disponiveis para diagnosticar a doenca tém por base identificar
antigenos circulantes através de teste de ELISA e na identificacdo de microfilarias
circulantes por meio do exame direto de sangue a fresco ou por métodos de
concentracdo (PADILHA,2020).

O esfregaco sanguineo é o exame microscopico direto que é realizado para
verificar a presenga ou ndo dos agentes infecciosos no sangue, realizado de trés
maneiras: sangue de ponta de orelha o mais recomendavel, sangue proveniente de
vasos mais calibrosos (jugular, cefalica ou safena) ou também capa leucocitaria, que
€ extraido dos sangue dos vasos calibrosos, sendo essa forma a Ultima que apresenta
melhores resultados, 0 que sugere o crescente numero de Anaplasma platys obtidos
pelo esfregaco sanguineo, confeccionado a partir da capa leucocitaria (WEBSIX,
2020).



Figura 6: Varredura de lamina para pesquisa de hemoparasita.

Fonte: Autoria prépria 2023

3.1.3 TESTES SOROLOGICOS

O ELISA, é uma sorologia de carater qualitativa, que é muito utilizada na rotina
clinica devido a sua rapida e facil realizacao, como por exemplo, o teste rapido Canine
Snap 4Dx® Plus, diagnéstico rapido baseado na metodologia ELISA que detecta
anticorpos contra diferentes agentes (E. canis, Anaplasma spp., Dirofilaria immitis e
Borrelia burgdorferi). Apesar de serem bastante Uteis, o baixo nUmero de anticorpos
no inicio da infeccdo torna-se um fator desafiador, evidenciando que um resultado
negativo neste teste ndao descarta a possibilidade de um animal estar contaminado
(ARAUJO et al., 2022).

A avaliacdo sorolégica associada a métodos laboratoriais pode permitir a
caracterizacdo do estagio da infec¢do. Esta avaliacdo € essencial na caracterizagcéo
das hemoparasitoses em cées, agregando valor e permitindo uma efetiva
consolidacdo do diagnéstico relacionado a essas enfermidades. A disponibilidade de
testes soroldgicos rapidos permite ao veterinario a instituicdo da terapéutica mais
adequada em tempo habil (HOLANDA, et al., 2019).

Dentre os testes sorolégicos disponiveis, os mais utilizados para diagnostico
de hemoparasitoses sdo o ELISA e RIFI, ambos de grande importancia clinica,

principalmente durante as fases subclinica e cronica da doenca, j& que a baixa



parasitemia dificulta a deteccdo do agente no exame direto. Estes testes detectam
anticorpos precoces em até sete dias apés infeccdo, no entanto, a maioria dos animais

€ soropositiva apenas apos vinte e oito dias de infec¢cdo (ALVES,2022).

Figura 7: Materiais utilizados para realizacdo do teste de ELISA.

Fonte: Autoria propria 2023

3.1.4 TESTES MOLECULARES

Consiste em um método de diagndstico molecular de alta sensibilidade, a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), tem sua precisdo principalmente em
infecgbes agudas, sendo o mais indicado para a deteccdo do agente etiologico nas
fases crénicas da doenca, e possibilita a identificacdo de cada espécie e subespécie
do patégeno envolvido (BITTENCOURT., 2022).

Este diagnostico é um desafio a ser verificado pelo médico veterinario, pois ele
vai encontrar pela frente as diferentes fases de infecgdo e a variedade de
manifestacbes clinicas. O conhecimento do comportamento do agente e da
sensibilidade e especificidade de cada exame, bem como da fase de evolugao clinica
da doenca, € importante no momento de escolha do método diagnéstico. Utiliza-se os
exames de E.L.I.S.A. e RIFI ou ainda molecular, com o uso de PCR para um
diagnostico mais preciso (BRUM e CARVALHO, 2022).

Diferentes técnicas foram desenvolvidas com o intuito de aumentar a eficacia
deste teste molecular (PCR) como, por exemplo, a PCR em tempo real (QPCR), sendo
utiizados com maior frequéncia para diagnosticos clinicos e experimentos
laboratoriais devido sua alta capacidade em obter resultados quantitativos. Outro tipo
de protocolo que tem sido amplamente empregado na deteccao e discriminacéo de
hemoparasitoses em caes, sdo os protocolos de ensaios de PCR convencional,
nested-PCR e qPCR (ARAUJO et al., 2022).



Figura 8: Exame PCR (Reacao em Cadeia Polimerase)

doador antes de receber o moculo de E. canis: Linha 2
moculacdo. Linha 3: monocamada de células DHS2 infectadas com E. canis no 27° dia pos-
moculagdo. Linhas 4 ¢ 5: controles negativos: Linha 6: marcador de peso molecular (100

pb)

Figura 1 - Amplificagdo de um fragmento do gene dsb de Ehrlichia sp. correspondente a 409 pares de
bases (pb). em gel de eletroforese corado com brometo de etidio. Linha 1: sangue do cdo
sangue do cdo aos 14 dias pds-

Fonte: Aguiar 2007

3.1.5 Resultados Finais da Pesquisa

Tabela 1 - Numero de animais adultos e filhotes positivos no teste ELISA (4dx) e no
exame Hemoparasitologia.

HEMO
IDADE NUMERO DE ANIMAIS TESTE 4DX ELISA PARASITOLOGICO
POSITIVOS POSITIVOS
ADULTOS (2 A15a) 36 10 10
FILHOTES (0a12 m) 07 01 01
TOTAL 43 11 11

A Tabela 1 mostra que 25,6% dos animais foram positivos tanto no teste ELISA

(4dx), quanto no exame parasitolégico de sangue.

E possivel observar que 30,5% dos animais adultos se mostraram positivos

tanto no teste ELISA (4dx) quanto no exame parasitoldgico de sangue.



Nessa mesma tabela observa-se que no exame Hemoparasitoldgico existe
reacao cruzada no teste de ELISA (4dx) em relacdo aos hemoparasitos. Em alguns
casos o teste se mostrou positivo para ehrlichia e no exame citologico péde ser
encontrado tanto anaplasma quanto babesia ou a identificacdo de um ou mais
parasitos, ressalta-se que a Babesiose pode ser encontrada somente no exame
hemoparasitologia, pois ainda ndo ha um teste especifico para o agente patoldgico.

Tabela 2 -Numero de animais adultos e filhotes positivos no teste imunocromatografia

e no exame hemoparasitolégico.

NUMERO TESTE
IDADE DE IMUNOCROMATOGRAFIA | HEMOPARASITOLOGICO
ANIMAIS
POSITIVOS POSITIVOS
ADULTOS (2 A 15 a) 13 03 03
FILHOTES (0 a 12 m) 03 0 0
TOTAL 43 03 03

Na tabela 2, observa-se que dos 16 animais submetidos ao teste de
Imunocromatografia 13 deles sdo adultos, 3 deles se mostraram positivos tanto no
teste Imunocromatografico quanto no hemoparasitologico. Em relacdo aos filhotes
nenhum apresentou positivo em ambos os testes.

O teste imunocromatogréfico é utilizado para deteccao de apenas um tipo de
hemoparasitose (Erlichia Canis) o que refor¢ca a necessidade de associar mais de um
tipo de teste, onde o exame hemoparasitolégico € capaz de identificar inUmeras
hemoparasitoses que se encontram no interior das células, por se tratar de um teste
gualitativo o mesmo faz a ligacdo de antigeno e anticorpo detectando se o paciente
foi exposto ou ndo ao patégeno.

Ja no exame Hemoparasitoldgico, observa-se que além de identificar o parasito
pesquisado, também pode ser identificado outros tipos de agentes patoldgicos como:
Babesia, Anaplasma, Doenca de Lyme, Dirofilariose e Hepatozoon se mostrando mais

eficaz quando associado a outros metodos de diagnaostico.



Tabela 3-Numero de animais (adultos e filhotes) negativos no teste ELISA(4dx) e

positivos no exame hemoparasitolégico.

HEMO
IDADE NUMERO DE ANIMAIS TESTE 4DX ELISA PARASITOLOGICO
NEGATIVOS POSITIVOS
ADULTOS (2 A 15 a) 36 08 08
FILHOTES (0 a 12 m) 07 03 03
TOTAL 43 11 11

A tabela 3 mostra que 11 Animais foram negativos no teste ELISA (4dx)

somando adultos e filhotes, porém, foram positivos no exame hemoparasitolégico de

sangue indicando a importancia do mesmo como teste confirmatorio sugerindo que

muitas vezes ocorre reacdes falso negativas, portanto conclui-se que o exame

parasitolégico, nesta pesquisa mostrou-se superior ao teste ELISA (4dx).

Tabela 4 - Numero de animais (adultos e filhotes) negativos no teste
Imunocromatografia e positivos no exame hemoparasitologico.

IDADE NUMERO DE TESTE
ANIMAIS IMUNOCROMATOGRAFIA | HEMOPARASITOLOGICO
POSITIVO NEGATIVO
ADULTOS (2 A15 a) 16 13 10
FILHOTES (0 a 12 m) 03 01 01
TOTAL 43 14 11

A tabela 4 mostra que dos 16 animais

submetidos ao teste de

Imunocromatografia e hemoparasitolégico, 13 adultos se mostraram positivos para

imunocromatografia

enquanto 10

animais

foram

negativos no

exame



hemoparasitologico, e somente 3 animais adultos se mostraram positivos em ambos
0s testes, sugerindo um possivel resultado falso positivo do teste Imunocromatografia.

Observa-se ainda que 32,6% dos animais testados foram positivos no teste
Imunocromatografia, enquanto 25,6% dos animais se mostraram negativos no exame

hemoparasitologico.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Visto que os protozoarios Anaplasma e Babesia sdo patdbgenos comuns em
espécies Bovinas e Equinas, podemos levantar duas hipéteses a respeito de sua
presenca na clinica de pequenos animais. A primeira deve-se a expansao do meio
urbano para o meio rural facilitando o contato direto com o agente etiolégico. A
segunda hip6tese sugere que com o passar dos anos 0s pets tornam-se membros da
familia, sendo assim, estdo presentes em viagens, visitas a sitios, fazendas e até
mesmo em hotéis.

Para evitar este repasse do patégeno pelo hospedeiro intermediario faz-se
necessario os métodos profilaticos.

Em relacdo aos testes rapidos e o exame hemoparasitologico, ao desenvolver
a pesquisa tanto tedrica quanto pratica, observamos a importancia da associacédo do
teste rapido seja ELISA ou Imunocrématografia com o hemoparasitologico, para se
evitar tanto falsos-positivos quanto falsos-negativos, chegando a um diagndstico

definitivo mais claro e fidedigno.
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