UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

AZITROMICINA NO TRATAMENTO DA ERLICHIOSE
MONOCITICA EM CAES NATURALMENTE INFECTADOS

Daniela Torres Cantadori

CAMPO GRANDE
MATO GROSSO DO SUL — BRASIL
JULHO - 2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

AZITROMICINA NO TRATAMENTO DA ERLICHIOSE
MONOCITICA EM CAES NATURALMENTE INFECTADOS

Daniela Torres Cantadori

Orientadora Profa. Dra. Veronica Jorge Babo-Terra
Co-orientadora Profa Dra. Ana Luiza A. R. Osério

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, como parte dos
requisitos do Programa de Pods-Graduacdo em
Ciéncia Animal para obtencdo do titulo de

Mestre.

CAMPO GRANDE
MATO GROSSO DO SUL — BRASIL
JULHO - 2008



Daniela Torres Cantadori

“Azitromicina no tratamento da erlichiose monocitica em caes
naturalmente infectados”

"Azithromycin in the treatment of monocytic ehrlichiosis in naturally
infected dogs”

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, como parte dos requisitos
do Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia Animal
para obtengio do titulo de Mestre.
Area de concentragao:Satde Animal

APROVADA: 28/07/2008

Dra. Verdnica Jorge Babo Terra

Dra.Karine Bonucielli Brum




Dedico este trabalho a minha familia e aos meus amigos, por estarem sempre presentes nos
grandes momentos de minha vida.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Odécio e Marisa, pelo amor, paciéncia e zelo.

A minhas amigas Claudia e Larissa pela ajuda, amizade e apoio nos momentos mais dificeis
desta jornada.

As minhas irmés, cunhados e sobrinhos pelo amor.

A minha orientadora Profa. Dra Veronica Jorge Babo-Terra, pela oportunidade, confianga e
amizade.

A minha co-orientadora Profa. Dra Ana Luiza A. R. Osério, pela atengdo, dedicagdo e por
mais uma vez ter contribuido para a concretizagcdo de mais um sonho.

As médicas veterinarias Thatianna Camillo Pedroso e Perla Noé pela amizade e apoio ao
projeto.

Ao médico veterinario Thalles Ovando pela amizade e apoio a coleta dos materiais.

Ao médico veterinario Paulo Felipe e toda sua equipe da Solvet, pelo apoio técnico e amizade.
Ao Prof. Jair Soares Madureira pelo incentivo e amizade.

Ao Centro de Controle de Zoonoses e seus funcionarios, em especial ao Roberval, pela
atencdo dedicada e disponibilidade dos animais.

Aos funcionarios da UCDB, em especial ao Juvenil e Daniel, pelo auxilio com os animais.

A UCDB pela cedéncia das instalagdes e apoio técnico.

A médica veterinaria Pamela pela ajuda na execugdo do projeto, pela responsabilidade e
amizade.

A médica veterinaria Leizinara Lopes pelo apoio e amizade.

A Marilete Otafio Peixoto Ferencz, pela simpatia, paciéncia e prontiddo.

Aos amigos, nem sempre tangiveis, mas sempre presentes, pela compreensao e motivacao.

A Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia e a Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, pela formagao e disponibilizagdo de oportunidades.

Aos animais Sofia, Jack, Dumba, Benji, Preto, Rebeca, Chiquinho, Pitico, Brava e

Branquinha, por se manterem carinhosos e amaveis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Pungdo de baco guiada por ultra-Som ..........ccceeevveeeriieeriieeniee e
Figura 2 - Mérula de E. canis em mondcito apresentando vacuoliza¢des citoplasmaticas

(MONOCILO ALIVAO)....veiiiiieieiieieiieeeiee ettt e et e et eeeereeeetaeeetaeeeaseesaseeenseeesaseeesaseeas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Animais que apresentaram sinais clinicos no dia zero (0), antes do

tratamento; no dia 14, pds-tratamento, nos dois grupos experimentais. n=5 em cada

Tabela 2 - Alteragdoes hematoldgicas observadas no dia zero (0), antes do tratamento; no
dia 14, pds-tratamento, nos dois grupos experimentais. n=5 em cada grupo ....................
Tabela 3 - Resultados da pesquisa de morula e da PCR pré e pos-tratamento ...................
Tabela 4 - Médias ordenadas (£ erro padrao) de moérulas e positividade na PCR pré e

POS-LLALAINENTO ....veeeeiiieeiiieeiieeeitee ettt e ettt e ettt e et eesteeesstaeessbeeessaeeensseeenseeesseesnsseesnseessneenns

34

35
36



LISTA DE ABREVIATURAS

AAG — Alfa-1-4cido-glicoproteina

ALT — Alanina aminotransferase

CCZ — Centro de Controle de Zoonozes
CRP- Proteina C-reativas

DNA — Acido desoxirribonucléico

E. canis — Ehrlichia canis

E. chaffeensis — Ehrlichia chaffeensis
EDTA — Acido etilenodiaminotetracético
ELISA — Imunoensaio de ligagdo enzimatica
FAS — Fosfatase alcalina

Grupo C — Grupo controle, sem tratamento
Grupo T — Grupo tratado com azitromicina
IFI — Imunofluorescéncia indireta

IM — Via intramuscular

PCR — Reagdo em cadeia de polimerase

R. sanguineus — Rhipicephalus sanguineus
RNA — Acido ribonucléico

SC- Via sub-cutanea

UCDB — Universidade Catélica Dom Bosco
UNESP — Universidade Estadual Paulista
UV — Ultravioleta

VO — Via oral

WI — Western Immunoblotting



RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficacia do tratamento com azitromicina
em cdes naturalmente infectados por E. canis e acompanhar a evolugio clinico-hematoldgica
dos animais. Dez cdes, com diagnostico positivo para E. canis por meio do teste de Elisa Snap
4Dx, foram distribuidos em dois grupos, sem tratamento e tratamento com azitromicina, 20
mg/kg, via oral uma vez ao dia durante sete dias. Além do exame fisico diario foram
realizados exames hematoldgicos, esfregacos de ponta de orelha para a pesquisa de morulas e
nested PCR antes do tratamento e pds-tratamento. Verificou-se que o tratamento ndo foi
eficiente, uma vez que ndo desapareceram os sinais clinicos, assim como ndo houve

recuperacdo hematoldgica dos cdes e nem eliminagao de E. canis

Palavras-chave: Azitromicina - Ehrlichia canis — PCR - Caes



ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the efficacy of treatment with azithromycin in
dogs naturally infected with E. canis and also to follow the clinical and hematological
changes of the animals during both treatment protocols. Ten dogs suspected of E. canis
infection were diagnosed through Elisa test kit Snap 4Dx. They were distributed in two
groups: without treatment and treated with azithromycin, 20mg/kg orally once a day for seven
days. The dogs were submitted to daily physical examination. Hematologic and direct
visualization of morulae in blood smears made from ear margin, and nested PCR to detect E.
canis were performed before and after treatment. We could assume that treatment with
azithromycin in the protocol used was not effective, did not promote the resolution of clinical

signs, nor the hematological recovery of the animals, and was not able to eliminate E. canis.

Key-words: azithromycin - Ehrlichia canis — PCR - Dogs.
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1 INTRODUCAO

Ehrlichia canis é uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria, pertencente a
familia Anaplasmataceae e a ordem Rickettsiales, responsavel pela erlichiose monocitica
canina (DUMLER et al., 2001). Sua primeira denominagao foi Rickettsia canis, descrita em
um cdo Pastor Alemao, na Argélia (DONATIEN e LESTOQUARD, 1935).

As pesquisas se intensificaram entre 1968 ¢ 1970 quando uma importante epizootia da
erlichiose canina ocorreu em cdes da Armada Americana, em ac¢ao na guerra do Vietna, onde
cerca de 300 caes desenvolveram uma enfermidade hemorragica fatal, chamada pancitopenia
tropical canina, caracterizada por debilidade, epistaxe, anemia e leucopenia (HUXSOLL et
al., 1970).

Historicamente, a erlichiose canina ja recebeu varios nomes, tais como: pancitopenia
tropical canina (HUXSOLL et al., 1970), riquetsiose canina, tifo canino, sindrome
hemorragica idiopatica, febre hemorrdgica canina, moléstia do cdo rastreador (GREENE e
HARVEY, 1990) e atualmente ¢ denominada erlichiose monocitica canina (HARRUS et al.,
1998a; HARRUS et al., 1998D).

No Brasil, a doenca foi diagnosticada pela primeira vez em 1973 (COSTA et al.,
1973) e atualmente estd presente em praticamente todo o territorio nacional (LABARTHE et
al., 2003). E uma doenc¢a mundialmente descrita, cuja distribui¢do geografica est4 relacionada
a distribuicdo de seu vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus, considerado também seu

reservatorio primario (BREITSCHWERDT, 1997; ANDEREG e PASSOS, 1999).

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Erlichiose monocitica canina tem sido comunicada em todo o mundo, causando alta
morbidade e mortalidade (RIKIHISA, 1991). Os casos concentram-se nas areas tropicais e
subtropicais devido a distribuicdo geografica de seu vetor (HARRUS et al., 1997; COHN,
2003).

No Brasil, o primeiro relato de erlichiose canina ocorreu em Belo Horizonte - MG, por
Costa et al., em 1973, sendo este também o primeiro caso diagnosticado na América do Sul, e
o segundo relato em Jaboticabal-SP, por Maregati, em 1978 (KAVINSKI et al., 1988). Hoje
em dia, sdo relatados casos por todo o territério nacional. Em Mato Grosso do Sul, a

soroprevaléncia  foi  estimada em  35,7% (LABARTHE et al, 2003).
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Diferentes espécies de carrapatos sdo capazes de realizar a transmissao horizontal da
infecgdo erlichial do vetor aos hospedeiros vertebrados. A E. canis é usualmente disseminada
durante o ectoparasitismo do carrapato vermelho do cdo, Rhipicephalus sanguineus (COHN,
2003). Infec¢do concomitante com outros patdégenos transmitidos por carrapatos tem sido
documentada por varios pesquisadores (ANDEREG e PASSOS, 1999; BREITSCHWERDT
et al., 1998). R. sanguineus ¢ capaz de transmitir E. canis, E. ewingii e também Babesia canis,
B. gibsoni e Anaplasma platys (COHN, 2003).

Além do vetor, R. sanguineus ¢ considerado reservatorio primario de E. canis
(EWING, 1969; GROVES et al., 1975) por ser capaz de transmitir a bactéria por cerca de 155
dias em qualquer estagio de desenvolvimento (GREENE e HARVEY, 1990). O contagio
ocorre com a ingestao de leucocitos infectados principalmente durante a fase aguda da doenga
no cdo. Entre os carrapatos ocorre a transmissao transestadial, porém nao ocorre a transmissao
transovariana (GROVES et al., 1975). Do carrapato para o cdo, a infeccdo ocorre durante o
repasto sanguineo; no entanto, os caes também podem se infectar por meio de transfusao
sanguinea (EWING, 1969; REINE, 2004).

A erlichiose recebeu uma atencdo especial em 1987 quando algumas observagdes
sugeriram infeccdo também em humanos. No entanto, hoje se sabe que as infecgdes em
humanos s3o causadas por E. chaffeensis, que também tem tropismo por células
mononucleares ¢ sdo geneticamente muito semelhantes a E. canis, por isso apresentam
morulas semelhantes e reagdo cruzada de anticorpos (DAWSON et al., 1991). Os principais
animais acometidos por E. canis sdo os membros da familia Canidae, que inclui caes, lobos e

chacais (RIKIHISA, 2006).

1.2 PATOGENIA

Com infecgdes experimentais foi possivel observar que o periodo de incubagdo da
erlichiose varia de oito a vinte dias, observando-se sinais clinicos como febre, linfadenopatia,
anorexia, petéquias, equimoses em pele e mucosas e prostracao. Podem ser distintas trés fases
da doenga: aguda, subclinica e cronica (GREENE e HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997;
CASTRO et al., 2004).

A fase aguda da infeccdo por E. canis ocorre aproximadamente de oito a vinte dias
apos a infecgdo, e dura de duas a quatro semanas. Durante esse periodo, a bactéria invade as

células mononucleares teciduais, multiplica-se e produz hiperplasia linforreticular no bago,
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figado e linfonodos acarretando um aumento de volume desses o6rgaos. As células infectadas
sdo transportadas pela corrente sanguinea para pulmdes, rins e meninges, aderindo ao
endotélio vascular e produzindo vasculite e infeccdo do tecido subendotelial (GREENE e
HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997). Também invade células mononucleares circulantes
formando corpusculos iniciais, corpos elementares e entdo morulas (EWING, 1969; KUEHN
e GAUNT, 1985; ELIAS, 1991).

A fase subclinica instala-se quando o cdo sobreviveu a fase aguda. Geralmente surge
hiperglobulinemia, relacionada a persisténcia de E. canis no hospedeiro, demonstrada através
da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (GREENE e HARVEY, 1990). Testes de
imunizagdo em caes utilizando soro antilinfocitos conseguiram desencadear uma alta
producdo de anticorpos, mas ndo houve mudancas no curso da enfermidade. Os resultados dos
testes indicaram que a resposta humoral parece eficiente apenas na eliminagdo de espécies
extracelulares de Ehrlichia, enquanto a destruicdo das erlichias intracelulares depende da
resposta imune celular (NYINDO et al., 1980).

Assim, cdes imunocompetentes podem eliminar a bactéria e ndo entrar na fase cronica,
enquanto aqueles sem resposta imune efetiva permanecem doentes € podem apresentar
processos imunomediados (GREENE e HARVEY, 1990). Alguns caes, em areas enzooticas
podem se manter infectados por longos periodos, inclusive durante anos (HARRUS et al.,
1998a).

A fase cronica instala-se devido a deficiéncia imunolégica do hospedeiro. E
caracterizada pela pancitopenia decorrente do comprometimento de medula dssea, que pode
ser causada por mecanismos imunomediados, infec¢do no interior da medula dssea ou
exaustdo devido a destrui¢do continua de plaquetas (GREENE e HARVEY, 1990).

A recente caracterizagdo molecular de E. canis identificou uma deficiéncia de
componentes estruturais, tais como peptideoglicanos e lipopolissacarideos. A falta desses
componentes resultou no desenvolvimento de uma complexa estrutura de proteinas de
membrana. Essas proteinas tém papel fundamental entre o patdogeno e a célula hospedeira. Foi
identificado um set de proteinas imunorreativas que inclui glicoproteinas importantes para a
resposta imune e uma familia de proteinas de membrana. Em outras espécies de Ehrlichia,
essa familia de proteinas possui 22 genes paralogos que podem se expressar diferentemente
no carrapato e nos hospedeiros mamiferos, facilitando a diversidade antigénica e a
imunoprotecdo, contribuindo para as infecgdes persistentes (MAVROMATIS et al., 2006).

Anteriormente, ja havia sido cogitada a possibilidade de que o bago hospedasse E. canis e que
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ela se escondesse em macrofagos esplénicos escapando da resposta imune (HARRUS et al.,

1998a).

1.3 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos que estdo associados a erlichiose monocitica canina sdo
influenciados pela cepa infectante, imunidade individual, idade e raga do cdo, re-exposicdo ao
agente, presenga de co-infec¢do e provavelmente também por fatores ainda desconhecidos
(KUEHN e GAUNT, 1985; GREENE ¢ HARVEY, 1990; BREITSCHWERDT et al., 1998;
COHN, 2003). Caes da raca Pastor Alemao sdo considerados mais suscetiveis (NYINDO et
al., 1980; ELIAS, 1991).

Na fase aguda, os sinais clinicos sdo mais aparentes, porém geralmente sao
insuficientes ou pouco especificos para o diagndstico, passando desapercebida pelo
proprietario. Os sinais clinicos nesta fase incluem febre, depressdo, anorexia, perda de peso,
mucosas palidas, secre¢do oculonasal, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (GREENE e
HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997; COHN, 2003; CASTRO et al., 2004).

Na fase subclinica, que se inicia entre seis € nove semanas pods-infeccdo, os sinais
clinicos geralmente desaparecem ainda que sem tratamento € o0s animais permanecem
aparentemente saudaveis. Por isso, essa fase também ¢ chamada assintomatica (HARRUS et
al., 1997, HARRUS et al., 1998a; COHN, 2003).

Na fase cronica, os sinais podem estar ausentes ou ainda exacerbados. Sinais de apatia,
caquexia, tendéncia a hemorragias (sufusdes, petéquias, epistaxe), palidez de mucosas,
sensibilidade abdominal, uveite anterior, hemorragia retiniana ou sinais de meningoencefalite
sdo sugestivos da infeccdo. A glomerulonefrite ¢ um achado comum nesta fase da doenca
devido a intensificagdo da resposta imune nao protetora (HARRUS et al., 1997). Além disso,
pode haver infec¢oes secundarias (COHN, 2003).

O prognostico na fase aguda ¢ geralmente favoravel. A antibioticoterapia promove
melhora clinica em cerca de um a dois dias. Na fase subclinica, o progndstico varia de
favoravel a reservado de acordo com a sintomatologia apresentada pelo animal e sua
predisposicao individual para evoluir para a fase cronica. Nesta ultima, o prognostico ¢
desfavoravel, principalmente se tiver se instalado um quadro de hipoplasia arregenerativa na

medula 6ssea (GREENE e HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997).
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1.4 ASPECTOS LABORATORIAIS

Durante a fase aguda da erlichiose canina, as alteracdes laboratoriais frequentemente
observadas sdo trombocitopenia associada ao aumento do numero de macroplaquetas
circulantes, que persiste por todo o periodo da doenca na maioria dos animais (SMITH et al.,
1975); observa-se anemia, regenerativa ou arregenerativa e contagens leucocitarias diversas.
Leucocitose, monocitose e presenga de moérulas sdo consideradas caracteristicas desta fase da
doenca (GREENE e HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997), apesar de a leucopenia ser
também descrita (CASTRO et al.,, 2004). As morulas sdo comumente observadas em
monocitos e linfocitos (EWING, 1969; KUEHN ¢ GAUNT, 1985; ELIAS, 1991), mas
também podem ser vistas no interior de neutrofilos (EWING, 1969; HUXSOLL et al., 1970).

Na fase subclinica, os achados laboratoriais incluem trombocitopenia, anemia,
leucopenia variavel, hiperglobulinemia progressiva e proteintiria (HARRUS et al., 1998a). A
pancitopenia ¢ o achado mais caracteristico da fase cronica (GREENE e HARVEY, 1990;
HARRUS et al., 1997). Hiperglobulinemia com gamopatia mono ou policlonal também sdo
caracteristicas desta fase (GREENE e HARVEY, 1990; COHN, 2003).

A trombocitopenia ¢ um achado freqiiente em qualquer uma das fases da erlichiose e ¢
considerado um bom indicador de infeccdo (BULLA et al.,, 2004). As causas da
trombocitopenia envolvem mecanismos diversos, tais como vasculite, aumento do consumo
de plaquetas, presenca de um fator inibidor da migragdo plaquetaria, seqiiestro de plaquetas
pelo bago, supressao da medula dssea e trombocitopenia imunomediada (HARRUS et al.,
1997; WANER et al., 2000). Na erlichiose também ocorre trombocitopatia, que compromete a
adesdo e agregacao plaquetarias (HARRUS et al., 1997).

Outras alteragdes laboratoriais que podem ser observadas nas trés fases sdo
hipoalbuminemia; azotemia, elevacdo da atividade das enzimas séricas alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina sérica (FAS), proteinas C-reativas (PCR) e alfa-1-
acido-glicoproteinas (AAG); aumento da bilirrubina total devido a hemdlise intensa e em

alguns casos, também ictericia (GREENE e HARVEY, 1990; COHN, 2003).
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1.5 DIAGNOSTICO

Nao ha um método simples de diagnostico para a erlichiose, que pode ser realizado
com uma combinagdo de sinais clinicos, alteracdes hematoldgicas, sorologia e confirmagdo
molecular (COHN, 2003).

A observacdo das morulas ¢ o Unico achado laboratorial de rotina que confirma a
presenca de E. canis. No entanto, isso ocorre apenas nas duas primeiras semanas pos-infec¢ao
e em menos de 1% das células infectadas; por isso, a auséncia das moérulas nao exclui a
possibilidade de infec¢do (ELIAS, 1991; MUTANI e KAMINJOLO, 2001). Nos esfregagos
realizados com sangue da ponta de orelha pode ser mais facil visualizar a moérula, que em
esfregaco sanguineo convencional (EWING, 1969; ELIAS, 1991).

Além da observagao da morula em esfregaco sanguineo, ¢ possivel diagnosticar a
erlichiose por outros métodos. Dentre os métodos indiretos inclui-se a Imunofluorescéncia
Indireta (IFI), um método sorolégico que utiliza anticorpos fluorescentes. A IFI ¢ bastante
sensivel e especifica, mas tem a desvantagem de apresentar resultados falso-negativos ou
falso-positivos e ndo identifica a fase da doenca. Na verdade, a presenca de titulos de
anticorpos apenas significa contato prévio com o agente (IQBAL e RIKIHISA, 1994b).

Outros testes sorologicos incluem o Western Immunoblotting (WI) e o teste de ELISA.
O WI mostrou-se mais sensivel que a IFI e seus resultados sdo objetivos, isto €, ndo sofrem
interferéncia da sensibilidade visual do leitor, porém ¢é mais demorado, dispendioso e
necessita de tecnologia mais avancada (IQBAL et al., 1994). O teste de ELISA ¢ tao sensivel
e especifico quanto a IFI e dispensa equipamentos caros. No entanto, apesar da fécil leitura,
seus resultados indicam apenas positivo ou negativo (LABARTHE et al., 2003).

Os testes soroldgicos ndo possibilitam diferenciar a resposta imune de uma re-
exposi¢ao ao agente; além disso, ocorrem reagdes cruzadas com outras espécies de Ehrlichia
(BARTSCH e GREENE, 1996; WEN et al., 1997; MUTANI e KAMINJOLO, 2001).

Entre os métodos de diagndstico direto, incluem-se o cultivo do agente in vitro e a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR). No cultivo tradicional, os leucocitos do animal
suspeito sdao isolados e mantidos em meio proprio com linhagem celular especifica, onde
Ehrlichia se prolifera (IQBAL e RIKIHISA, 1994a). As técnicas recentes de cultivo celular
utilizam apenas soro estéril e dispensam as linhagens celulares especificas para o crescimento.

Em ambas técnicas ¢ possivel localizar as mérulas com maior facilidade, devido a sua maior
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quantidade, em comparagdo ao esfregaco sanguineo convencional (MUTANI e
KAMINJOLO, 2001).

O cultivo celular in vitro é considerado o método mais sensivel para o diagnostico da
erlichiose, pois detecta a bactéria a partir do segundo dia de infeccdo (IQBAL et al., 1994;
MUTANI e KAMINJOLO, 2001). Contudo, ainda se trata de um método relativamente
demorado, caro, exigente ¢ quando usado isoladamente ndo revela a espécie de Ehrlichia
(WEN et al., 1997; MUTANI e KAMINJOLO, 2001).

Devido a essas desvantagens fez-se necessario a busca de um método diagnostico
sensivel, especifico, mais simples e que também detectasse a bactéria de forma direta. Com
isso surgiram as primeiras PCR para detec¢do de E. canis (IQBAL et al., 1994; IQBAL e
RIKIHISA, 1994a).

Na PCR, realiza-se o isolamento gendmico e a amplificagdo de por¢do do DNA do
patégeno que permite seu reconhecimento especifico; para isso sdo utilizados fragmentos
seqiienciais de DNA, chamados primers. Na nested PCR ou PCR de dois ciclos, um par de
primers reconhece o género Ehrlichia a partir da amplificagdo de uma por¢ao da seqiiéncia
génica do 16S RNA ribossomal e outro par diferencia a espécie, amplificando um segmento
especifico localizado dentro da primeira por¢do amplificada anteriormente. Por isso, também
¢ considerado um método muito sensivel e especifico (IQBAL e RIKIHISA, 1994a; WEN et
al., 1997). A PCR pode ser aplicada tanto em amostras de sangue como de tecidos (IQBAL e
RIKIHISA, 1994a; HARRUS et al., 1998a).

1.6 TRATAMENTO

Existem varios medicamentos eficientes no combate a erlichiose canina, sendo que o
tratamento deve se estender por pelo menos trés a quatro semanas ou por periodos maiores do
que oito semanas nos animais na fase cronica da doenca (HUXSOLL et al., 1970).

Os derivados da tetraciclina, ha muitos anos, sdo considerados de eleicdo para o
tratamento da erlichiose (HUXSOLL et al., 1970). Atualmente, o consenso sugere o uso da
doxiciclina na dosagem de 10 mg/kg via oral (VO) uma vez ao dia durante 28 dias (NEER et
al., 2002). A doxiciclina ¢ uma tetraciclina lipossolivel muito eficiente, pois os animais
geralmente apresentam melhora clinica depois de trés dias de medicados (SAINZ, 1996). E
também o medicamento de elei¢do para tratamento de filhotes, cadelas em gestacdo ou

animais portadores de nefropatias (COHN, 2003).
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O tratamento com dipropionato de imidocarb também se mostrou efetivo na
eliminagdo de E. canis (PRICE ¢ DOLAN, 1980; MATTHEWMAN et al., 1994). No entanto,
estudos mais recentes ndo observaram diferencas na resposta clinica quando comparado a
doxiciclina, associado a esta droga (SAINZ, 1996; SOUSA et al., 2004; PEDROSO, 2006) ou
utilizado isoladamente (SAINZ, 1996; SOUSA et al., 2004; EDDLESTONE et al., 2006;
PEDROSO, 2006). A dose recomendada do dipropionato de imidocarb ¢ de 5 mg/kg SC ou
IM com intervalo de 14 dias. O pré-tratamento com atropina 0,04 mg/kg, ¢ recomendado a
fim de minimizar os efeitos adversos da droga (MATTHEWMAN et al., 1994; NEER et al.,
2002).

Outros antibioticos ja foram utilizados, como enrofloxacina, cloranfenicol, penicilinas
e sulfonamidas. Eles melhoraram o quadro clinico, mas ndo foram capazes de eliminar
Ehrlichia (BREITSCHWERDT et al., 1998; COHN, 2003). A Azitromicina foi sugerida pelo
laboratorio veterinario Labyes para tratamento contra E. canis, com indica¢do na bula do
medicamento', mas a sua eficdcia ainda ndo foi comprovada. Estudos in vitro e in vivo,
mostraram que a azitromicina estd concentrada em células fagociticas (GLAUDUE et al.,
1989) e que o acimulo do medicamento em fagocitos esta associado com sua atividade contra
microorganismos intracelulares (WILDFEWER et al., 1989). Em alguns casos, pode ser
necessario instituir terapia de apoio com fluidos, transfusao sanguinea, vitaminas, corticoides
ou esterdides anabolicos (COHN, 2003).

A atividade da azitromicina tem sido amplamente avaliada na medicina humana em
casos de infec¢do por riquétsias como Orientia tsutsugamushi (WATT et al., 1999; PHIMDA
et al., 2007), e até mesmo no tratamento da infec¢ao por Leishmania major (KROLEWIECKI
et al., 2002) e da leishmaniose cutinea (TEIXEIRA et al., 2006), além de ser largamente
comparada a doxiciclina no tratamento de diversas infec¢des sexualmente transmissiveis, com

bons resultados (LAU e QURESHI, 2002; RUSTOMIEE et al., 2002).

1.7 AVALIACAO DO TRATAMENTO

Devido a falta de imunidade protetora e a laténcia da E. canis, em muitos animais,
torna-se necessaria e recomendavel a avaliagdo da eliminagdo terapéutica do agente para

evitar agravamentos ou o estado de portador cronico (IQBAL e RIKIHISA, 1994a). Existem

' Aziplus® (Azitromicina), Laboratério Labyes.
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relatos de isolamento do DNA de E. canis 34 meses apds a inoculagido experimental e os cées
encontravam-se aparentemente sadios (HARRUS et al., 1998a).

A contagem de plaquetas ¢ considerada um indicador seguro da recuperacdo do
animal, pois a plaquetometria geralmente se normaliza dentro de duas a quatro semanas de
tratamento (IQBAL e RIKIHISA, 1994b; BREITSCHWERDT et al., 1998; HARRUS et al.,
1998b). Porém, deve-se considerar a fase da doenca e a interferéncia da droga utilizada.
Animais na fase aguda geralmente se recuperam mais rapidamente que aqueles na fase
cronica (COHN, 2003), e animais tratados com dipropionato de imidocarb parecem
normalizar o numero de plaquetas mais lentamente do que os tratados apenas com doxiciclina
(SAINZ, 1996; NEER et al., 2002).

Os testes sorologicos ndo sdo considerados bons indicadores, pois ndo diferenciam
falha no tratamento, persisténcia da resposta imune ou re-infec¢do (BARTSCH e GREENE,
1996). Na IFI, os anticorpos sdo detectaveis por seis a nove meses apds o tratamento (WEN et
al., 1997; HARRUS et al., 1998a; HARRUS et al., 1998b). O teste de ELISA ¢ ainda mais
limitado por apenas indicar resultados positivos e negativos, visto que muitos caes apresentam
resultado positivo apo6s terem sido tratados (COHN, 2003; LABARTHE et al., 2003). E
inclusive ensaios de WI que detectam antigenos tém seu uso limitado devido a variabilidade
antigénica de E. canis durante as etapas da enfermidade e podem apresentar reagdo cruzada
com proteinas de E. chafeensis (RIKIHISA et al., 1994).

O cultivo celular também ¢ considerado sensivel para avaliacdo da eficiéncia de
protocolos de tratamento (PRICE ¢ DOLAN, 1980; WEN et al., 1997, HARRUS et al.,
1998b). O cultivo e a PCR sdo os métodos mais confiaveis para avaliagdo da eliminagdo
terapéutica de E. canis. Contudo, a ultima apresenta vantagens, pois ¢ mais rapida, apresenta
custo menor (IQBAL e RIKIHISA, 1994a; NEER et al., 2002) ¢ também ¢ bastante sensivel ¢
especifica (BREITSCHWERDT et al., 1998; NEER et al., 2002).

A PCR pode determinar se um antibidtico ¢ eficiente na eliminagdo de E. canis ao
demonstrar a presenga de seu DNA antes e a auséncia depois do tratamento. Os resultados
obtidos com a PCR podem ser complementados com resultados de outros testes e também
com o perfil hematolégico do animal, especialmente a plaquetometria (WEN et al., 1997;
BREITSCHWERDT et al., 1998; HARRUS et al., 1998b; NEER et al., 2002).

A sensibilidade e a especificidade da PCR dependem dos primers utilizados. A nested
PCR para E. canis, que amplifica um fragmento do gene 16S rRNA, utiliza dois pares de
primers e ¢é capaz de detectar 0,2 pg de DNA purificado de E. canis a partir do quarto dia pos-

inoculagdo (WEN et al., 1997). Isto significa que esta técnica ¢ até cem vezes mais sensivel
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que os primeiros primers delineados para PCR de E. canis e por isso tem sido amplamente
empregada em experimentos que desejam avaliar a eficiéncia da antibioticoterapia (WEN et
al., 1997; HARRUS et al., 1998b).

Apesar de a validade da PCR ser questionada por ela detectar o DNA de E. canis e ndo
diferenciar os organismos vivos dos mortos (COHN, 2003), seus resultados, quando
comparados aos de cultivo celular a partir de amostras de sangue e tecidos pds-tratamento
com doxiciclina foram concordantes, o que demonstrou a efetividade e sensibilidade do

método para avaliacdo da eliminagdo terapéutica (IQBAL e RIKIHISA, 1994a).

1.8 PREVENCAO

A prevengdo deve ser feita principalmente através do controle de carrapatos. Quando
animais de areas endémicas forem transportados para areas livres, estes devem ser testados e
se necessario tratados preventivamente (HUXSOLL et al., 1970). Caes doadores de sangue
deverdo passar por triagem com testes sorologicos ou moleculares (REINE, 2004).

Também pode ser feita a quimioprevencao com tetraciclina, na dose de 6,6 mg/kg uma
vez ao dia, durante o periodo de uma geracdo de carrapatos ou até dois anos em dareas
endémicas (GREENE ¢ HARVEY, 1990), ou ainda 100 mg de doxiciclina uma vez ao dia
(DAVOUST et al., 2005).
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Azitromicina no tratamento da erlichiose monocitica em cées naturalmente infectados

Azithromycin in the treatment of monocytic ehrlichiosis in naturally infected dogs

Daniela Torres CANTADORIY, Ana Luiza A. R. OSORIO?, Veronica Jorge BABO-

TERRA?

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficacia do tratamento com azitromicina
em caes naturalmente infectados por E. canis e acompanhar a evolugdo clinico-hematoldgica
dos animais. Dez cdes, com diagndstico positivo para E. canis por meio do teste de Elisa Snap
4Dx, foram distribuidos em dois grupos, sem tratamento e tratamento com azitromicina, 20
mg/kg, via oral uma vez ao dia durante sete dias. Além do exame fisico didrio foram
realizados exames hematologicos, esfregagos de ponta de orelha para a pesquisa de morulas e
nested PCR antes do tratamento e pds-tratamento. Verificou-se que o tratamento ndo foi
eficiente, uma vez que ndo desapareceram os sinais clinicos, assim como ndo houve

recuperacdo hematoldgica dos cdes e nem eliminagdo de E. canis
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ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the efficacy of treatment with azithromycin in
dogs naturally infected with E. canis and also to follow the clinical and hematological
changes of the animals during both treatment protocols. Ten dogs suspected of E. canis
infection were diagnosed through Elisa test kit Snap 4Dx. They were distributed in two
groups: without treatment and treated with azithromycin, 20mg/kg orally once a day for seven
days. The dogs were submitted to daily physical examination. Hematologic and direct
visualization of morulae in blood smears made from ear margin, and nested PCR to detect E.
canis were performed before and after treatment. We could assume that treatment with
azithromycin in the protocol used was not effective, did not promote the resolution of clinical

signs, nor the hematological recovery of the animals, and was not able to eliminate E. canis.

Key-words: azithromycin - Ehrlichia canis — PCR - Dogs.

INTRODUCAO

A Ehrlichia canis ¢ uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria, responsavel
pela erlichiose canina. Doenga esta que, ao longo de sua historia ja recebeu varios nomes
(HUXOLL et al., 1970, BREITSCHWERDT, 1997; HARRUS et al., 1998a; HARRUS et al.,
1998b). E uma doenga descrita mundialmente, cuja distribuigdo geografica estd relacionada a
presenca de seu vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus, considerado também o seu
reservatorio primario (BREITSCHWERDT, 1997; ANDEREG e PASSOS, 1999). No Brasil,
sabe-se que a E. canis esta presente em praticamente todos os Estados do territorio nacional,
sendo que o maior nimero de animais positivos encontra-se nas regioes mais quentes do pais,
incluindo o Estado de Mato Grosso do Sul (LABARTHE et al., 2003).

Experimentalmente, a doenca apresenta trés fases distintas: a aguda, a subclinica e a
cronica (GREENE e HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997a). Na fase aguda, geralmente os
sinais clinicos sdo mais evidentes; podendo ocorrer febre, anorexia, perda de peso e secre¢ao
oculonasal. Na fase subclinica, o animal torna-se assintomatico ou com sinais brandos ainda
que sem tratamento (BREITSCHWERDT, 1997; ANDEREG e PASSOS, 1999). Nesta fase,

alguns cdes podem eliminar a bactéria enquanto outros evoluem para a fase cronica como
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portadores assintomaticos ou gravemente doentes (BREITSCHWERDT, 1997, HARRUS et
al., 1998a; ANDEREG e PASSOS, 1999).

O prognostico para a erlichiose canina depende da fase da doenga em que o animal se
encontra, da precocidade do diagnostico e da terapéutica (BREITSCHWERDT, 1997). A
profilaxia deve se concentrar no controle efetivo dos carrapatos, mas também pode ser feita
com o uso prolongado da tetraciclina, pois ndo existe vacina e os animais nao desenvolvem
imunidade protetora (NYINDO et al., 1980; BREITSCHWERDT, 1997; BREITSCHWERDT
et al., 1998; ANDEREG e PASSOS, 1999).

Em muitos animais € necessaria e recomendavel a eliminagdo terapéutica do agente
para evitar agravamentos e o estado de portador cronico (HARRUS et al., 1998b; MUNHOZ
e BABO, 1998; ANDEREG ¢ PASSOS, 1999).

Para o tratamento, vérias drogas sdo indicadas: doxiciclina, dipropionato de
imidocarb, tetraciclina, oxitetraciclina, minociclina, enrofloxacina, cloranfenicol. Podem ser
administradas algumas associagdes (SAINZ, 1996) e ainda terapia de apoio quando necessario
(BREITSCHWERDT, 1997; ANDEREG ¢ PASSOS, 1999).

A azitromicina ¢ o primeiro antibidtico macrolideo que estruturalmente difere da
eritromicina pela presenga de um metil-nitrogénio substituido no anel lactose. Essa
modificagdo tem produzido um comportamento farmacocinético distinto, o qual ¢
caracterizado por alto nivel tecidual e uma longa eliminac¢do, aproximadamente 90 horas em
doses multiplas acima de cinco administragcdes (GIRARD et al., 1987).

E essencial que um agente antimicrobiano com atividade contra organismos
intracelulares tenha habilidade de penetrar nas células (SCHWAB e MANDELL, 1989).
Glaudue et al. (1989) mostraram em experimentos in Vitro e in vivo que a azitromicina esta
concentrada em células fagociticas. Wildfewer et al. (1989) sugerem que o actmulo da
azitromicina em fagocitos estd associado com sua atividade contra microrganismos
intracelulares.

A atividade da azitromicina tem sido amplamente avaliada na medicina humana em
casos de infeccdo por riquétsias como Orientia tsutsugamushi (WATT et al., 1999; PHIMDA
et al., 2007), e até mesmo no tratamento da infec¢@o por Leishmania major (KROLEWIECKI
et al., 2002) e da leishmaniose cutanea (TEIXEIRA et al., 2006), além de ser largamente
comparada a doxiciclina no tratamento de diversas infec¢cdes sexualmente transmissiveis, com
bons resultados (LAU e QURESHI, 2002; RUSTOMIEE et al., 2002).

Na medicina veterinaria, entretanto, devido a escassez de referéncias, clinicos de

pequenos animais vém utilizando o medicamento como opg¢ao terapéutica em casos de
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reinfecg¢ao por E. canis, ou em situagdes como animais gestantes e filhotes, devido a melhor
aceitacao da azitromicina por causar menos efeitos colaterais.

A fécil administragdo da azitromicina (uma dose diaria) e o curto periodo de
tratamento em comparacdo com a doxiciclina, favorecem sua prescrigdo por parte dos
médicos veterinarios, por ter melhor aceitacdo do proprietario em relagdo ao periodo de 21 a
28 dias necessario para o tratamento com doxiciclina. Ainda, o custo final do tratamento com
azitromicina, de forma geral, ¢ menor do que a terapia com doxiciclina.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficicia da azitromicina no tratamento da
erlichiose monocitica canina, em caes naturalmente infectados e acompanhar a evolugao

clinico-hematologica dos animais tratados em relagdao ao grupo controle.

MATERIAIS E METODOS

Foram pesquisados 44 caes provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ),
municipio de Campo Grande-MS, os quais foram entregues pelos proprietarios ao CCZ ou
recolhidos das ruas.

O critério de inclusdo adotado foi a escolha dos animais baseada na presenga de
carrapatos e sorologia positiva para E. canis. O critério de exclusdo foi a sorologia positiva
para Leishmania sp ou infeccdo concomitante por hemoparasitos como Babesia canis,
Hepatozoon canis e Anaplasma platys.

De inicio, foram coletadas amostras de sangue, através da pun¢do venosa para
obtencdo do soro sanguineo, em frascos siliconizados sem anticoagulante. Em seguida os
soros foram pesquisados quanto a presenga de anticorpos anti-E. canis, pelo teste de Elisa, por
meio do kit comercial’, seguindo as instru¢des do fabricante. Dez animais sorologicamente
positivos para E. canis foram mantidos no Hospital Veterinario da Universidade Catolica
Dom Bosco-UCDB de Campo Grande-MS, durante o periodo experimental.

Todos os animais selecionados receberam dgua e ragdo comercial seca a vontade e
foram submetidos a controle de ectoparasitos com pulverizagdo com talco a base da
associacio de isopropoxifenil e metilcarbamato® que permaneceu em cada animal durante 24

horas. Apds serem banhados foi aplicado outro principio ativo, o fipronil’, para melhor

3 Snap 4Dx®, laboratério Idexx
* talco Bolfo® (1% de 2-isopropoxifenil-N-metilcarbamato), laboratério Bayer
> Frontline Top Spot® (fipronil), laboratério Merial Satide Animal
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eliminacdo dos carrapatos e prevencao de reinfestagdo. Para o controle de endoparasitas foi
utilizada a associagcdo dos principios ativos pamoato de pirantel, sulféxido de albendazole e
praziquantel’.

Os animais sorologicamente positivos para E. canis foram distribuidos em dois
grupos: controle (C, n=5), ndo tratados e tratamento (T, n=5). O tratamento instituido foi a
suspensdo de azitromicina’ na dose de 20 mg /kg VO a cada 24 horas durante 7 dias
consecutivos. Nenhum outro antibidtico ou tratamento de suporte foi administrado no grupo
T.

Os caes foram acompanhados diariamente durante o periodo de tratamento e pos-
tratamento e os dados foram registrados em fichas clinicas. Registraram-se os sinais vitais,
consumo de alimento e qualquer sinal clinico. Foi considerado dia zero (0), o dia do inicio do
tratamento, e dias dez (10) e quatorze (14) os dias para coleta de amostras de sangue para
hemograma, pun¢do de baco para a PCR e esfregaco sanguineo de ponta de orelha para
pesquisa de morula. Estes intervalos foram determinados com o objetivo de diminuir a
interferéncia do efeito residual da azitromicina que ¢ de aproximadamente 90 horas
(PECHERE, 1991).

Foram colhidas amostras de sangue de 3 ml cada, por pun¢do da veia jugular e/ou
cefalica com auxilio de seringa de 5 ml e agulha 25x7 descartaveis, de cada animal para a
realizacdo do hemograma. Esse sangue foi acondicionado em frascos siliconizados contendo
0,1 ml de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), em solu¢do a 10%. No hemograma foram
avaliados volume globular, hematimetria, hemoglobinometria, leucometria global e
especifica, hematoscopia e leucocitoscopia realizados de acordo com Kaneko et al. (1997). A
contagem de plaquetas foi realizada em camera de Newbauer utilizando-se como diluente
oxalato de amonio a 5% (KANEKO et al., 1997). As laminas foram analisadas através de
microscopia optica, utilizando objetiva com aumento de 100 X (Olympus®).

A pesquisa de morulas foi feita em esfregacos de sangue confeccionado a partir de
puncdo com agulha fina na ponta de orelha, corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa.
As laminas foram analisadas através de microscopia Optica, utilizando objetiva com aumento
de 100 X (Olympus®).

Para a PCR no pré-tratamento (dia zero) utilizou-se das amostras de sangue
previamente colhidas para o hemograma. Para a PCR no pos-tratamento foram colhidas

amostras de sangue de pung¢do de bago, guiada por ultra-som e acondicionadas em frascos

% Rico composto® (pamoato de pirantel, sulfoxido de albendazole e praziquantel), laboratério Ouro Fino
7 Azitromed® (azitromicina diidratada- 200mg/5ml), laboratério Medquimica
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siliconizados com EDTA. Para esta coleta, os cides foram anestesiados com tiletamina e

zolazepan®, na dose de 0,12 mg/kg.

11 !

ela Cantadori_

Figura 1. Puncéo de bago guiada por ultra-som.

A nested PCR foi realizada no Instituto de Biociéncias do Departamento de
Microbiologia e Imunologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu-SP. Foram utilizados 350 pl de sangue para extracdo de DNA por meio do kit
comercial’, seguindo as orientagdes do fabricante. Na ultima etapa da extragdo, o DNA foi
ressuspendido em 100 pl de H,O ultrapura. A concentragdo do DNA foi avaliada por
eletroforese em gel agarose 0,8% com marcador 1ambda (1) 50 pb'’. Para amplificacdo de um
fragmento do gene 16S rRNA de E. canis foi seguida a metodologia de Went et al. (1997)
com as seguintes adequagodes: foram utilizados 2 pl de DNA em reacdes de 25 pl, contendo
2,5 ul de tampao 10x, 0,8 pl de 1,5 mM de MgCL,, 0,5 ul 0,25 mM de trifosfato
deoxinucleotideos, 2,5 U de taq polimerase, 100 ng do primer EHO (5°-
AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3’), 100 ng do primer EHO (5°-
CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3) e 17,7 pl de H,O ultrapura. A PCR foi realizada a
94°C por 1 minuto, 67,5°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto em termociclador MJ PTC-200.

Para a segunda PCR, foram alteradas apenas as quantidades de DNA (1 pl), H,O
ultrapura (18,7 ul) ¢ os primers utilizados, que foram 100 ng do primer ECA (5’-
CCATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA-3’) e 100 ng do primer ECA (5°-
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’). Um controle positivo com DNA de E. canis
e um controle negativo sem DNA foram inclusos em cada PCR. Os produtos da nested PCR

foram avaliados em gel da agarose 0,8%, apds eletroforese (BULLA et al.;2004). Os géis

8 Zoletil® (tiletamina e zolazepan), laboratério Virbac
° Easy-DNAT™ | laboratério Invitrogen Corporation
'% Laboratério Invitrogen Corporation
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foram corados em brometo de etideo e a massa molecular aparente das bandas protéicas foi
determinada conforme mobilidade relativa, com a utilizacdo de software proprio’ .
A presenca de morula e positividade na PCR foram avaliadas antes e apds o

tratamento por meio do teste de Duncan, com nivel de significancia de 5% (p=0,05).

RESULTADOS

Os resultados de exames clinicos realizados no dia 0 e 14 estdo sumarizados na
Tabela 1. Os animais do grupo de tratamento (grupo T) se mantiveram ativos ¢ comendo, com
excecao de um animal que apresentava muita apatia e escore corporal ruim. Somente um cao,
que inicialmente tinha febre, manteve o quadro febril até o dia sete, uGltimo dia de
administragdo da azitromicina. Todos os animais deste grupo apresentaram uma significativa
melhora no quadro de tosse e secrecdao nasal e ocular. Somente um animal ndo apresentava

mucosas hipocoradas.

Tabela 1 — Cées com erlichiose pertencentes ao grupo controle (sem
tratamento) e tratados com azitromicina, que
apresentaram sinais clinicos no dia zero (antes do
tratamento) e no dia 14 (pds-tratamento). n=5 em cada

grupo
Sinal clinico Grupo Tratamento Grupo Controle
Antes  Depois  Antes Depois
Febre (T° > 39,5) 1 0 2 2
Emagrecimento 2 1 3 3
Anoexia 0 1 0 1
Apatia 1 1 1 2
Mucosas hipocoradas 1 4 2 3
Linfadenopatia 0 0 2 2
Secrecdo ocular 4 2 4 3
Tosse 4 2 4 4

As alteragdes hematologicas observadas nos exames realizados nos dias 0 e 14 estdo
sumarizados na Tabela 2. Os achados mais freqiientes nos dois grupos foram diminui¢ao da
hematimetria e trombocitopenia. No grupo T, todos os animais apresentavam valores de
hematimetria no limite inferior de referéncia (5,5 a 8,5 x 10° hemacias/mm?®) no momento do
diagnéstico; no final do experimento, 3 animais apresentavam valores de hematimetria abaixo

do limite minimo (Tabela 2). No grupo C, apenas um animal apresentou reducdo da

& AlphaDigiDoc™ - Molecular Weigth Calculation - Alpha Innotech Corporation
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hematimetria no inicio e todos terminaram o experimento anémicos, sendo que um deles

apresentou anemia microcitica hipocromica.

Tabela 2 - Alteragcdes hematoldgicas em cdes observadas no dia zero (0), antes
do tratamento; no dia 14, pos-tratamento, nos dois grupos
experimentais. n=5 em cada grupo

Sinal clinico Grupo Tratamento Grupo Controle
Antes  Depois  Antes Depois

Anemia (<5,5x106/mm3)
Trombocitopenia (<2x10*/mm?)
Leucocitose(>17x10¥/mm?)
Leucopenia (>6x10*/mm?®)
Neutrofilia (> 11.500)
Monocitose (> 1.350)
Linfopenia (< 1.000)

Presenca de Moérula
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Os resultados da pesquisa de morula (Figura 2) em esfregacos sanguineos e da nested

PCR pré-tratamento e pds-tratamento estdo apresentados na Tabela 3.

Figura 2. Mérula de E. canis em mondcito apresentando vacuolizagdes citoplasmaticas (mondcito
ativado). Aumento de 100 X (Olympus®).
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Tabela 3 - Resultados da pesquisa de moérula e da PCR pré e pds-tratamento

Tratamento
. Dia0 Dia 10 Dia 14
Animal morula PCR morula PCR morula PCR
T1 + + - + - +
T2 + + - + - -
T3 + - - + - +
T4 + + + + - +
T5 + + + + + +
Controle
. Dia0 Dia 10 Dia 14
Animal morula PCR morula PCR morula PCR
Cl + + - + - +
C2 - - - + - +
C3 - - + - + +
C4 + + + + + +
C5 + + - + - +

Positivo (+) Negativo (-)

Tanto os resultados da nested PCR como presenga de moérulas no grupo tratado com
azitromicina mostraram que nao houve eliminacao terapéutica, quando comparados ao grupo

controle, ja4 que os dois grupos ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan (p>0,05) (Tabela

4).

Tabela 4 - Médias ordenadas (+ erro padréo) de morulas e positividade na PCR pré e pos-tratamento

Grupo Dia=0 Dia=10 Dia=14
Morula PCR Mobrula PCR Morula PCR

Tratamento 4,5+1,22° 5,0+1,22% 5,0+£1,22% 5,0£1,0° 6,0+=1,22° 6,0+0,0°

Controle 6,5+0,0° 6,0+1,0° 5,5£1,22% 6,0+0,0° 5,0+1,0° 5,0£1,0°

 valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra, (a ) ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan (p>0,05)

DISCUSSAO

Os sinais clinicos (Tabela 1) apresentados pelos cdes dos dois grupos foram
semelhantes aos descritos na literatura para erlichiose monocitica canina (KUEHN e GAUNT,
1985; HARRUS et al., 1997b; MOREIRA et al., 2003). A presenca de carrapatos observada
no dia 0 (critério de inclusao de todos os animais) (HARRUS et al., 1997a), a observagao de
morulas (tabela 3) (ELIAS, 1991) e os sinais clinicos observados sugerem que os animais T1,
T2, T3, T4, T5, C1, C4 e C5 estavam na fase aguda da erlichiose. Entretanto, os animais

estudados nao apresentavam historico, por serem animais sem proprietarios. Além disso, o
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teste soroldgico utilizado detecta apenas contato prévio com o agente etiologico, nao sendo,
deste forma, possivel determinar em que fase da doenca os animais se encontravam.

Considerando que esses animais encontravam-se na fase aguda, a resposta ao
tratamento ndo ocorreu conforme esperado (BUHLES et al., 1974; GREENE ¢ HARVEY,
1990), isto €, no periodo de dez dias, intervalo existente entre a primeira e segunda avaliagdo.
O tempo de resposta clinica a terapia sofre interferéncia da fase da doenca (BUHLES et al.,
1974; HARRUS et al., 1998b), sendo mais rdpido na fase aguda e mais demorado na fase
cronica.

Na hematologia, a observagdo de anemia e trombocitopenia como ocorreu neste
estudo sao amplamente citadas na erlichiose (SMITH et al., 1975; KUEHN e GAUNT, 1985;
HARRUS et al., 1997a; HARRUS et al., 1997b). Nos animais sem tratamento a progressao
dessas alteracdes ocorreu conforme o citado (GREENE e HARVEY, 1990; HARRUS et al.,
1997a), mas nos animais tratados ndo houve recuperagdo (SAINZ, 1996; NEER et al., 2002).
Em estudos que utilizam cdes em condi¢des naturais de infec¢do, como este, torna-se dificil
determinar em que fase da doenga o animal se encontra (MOREIRA et al., 2003) e se ele esta
completamente livre de outras infecgoes.

A trombocitopenia demonstrada na primeira avaliagdo hematologica esta de acordo
com varios autores. Ela ¢ a alteracdo hematologica mais consistente que ocorre na erlichiose
monocitica canina (GREENE e HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997a), geralmente em
estagios iniciais da doenca (WANER et al., 2000) e pode ser usada como triagem (BULLA et
al., 2004; MACIEIRA et al., 2005).

Em nosso estudo, 02 animais do grupo de tratamento chegaram ao final do
experimento sem normalizar a contagem de plaquetas. Esses resultados indicam falha no
tratamento, pois conforme relatos de Harrus et al. (1998a) e Neer et al. (2002), a
plaquetometria pode ser considerada um bom indicador da eficiéncia da terapia contra E.
canis, uma vez que a normalizagdo geralmente ocorre dentro de quatorze dias apos o
tratamento.

A leucocitose ¢ considerada caracteristica na fase aguda da erlichiose (GREENE e
HARVEY, 1990). No entanto, ela foi observada em apenas um animal do grupo de tratamento
(Tabela 2). A leucopenia geralmente esta associada a fase cronica (GREENE e HARVEY,
1990; HARRUS et al., 1997a), mas também ja foi descrita na fase aguda (CASTRO et al.
2004) e foi observada em cinco animais, sendo dois do grupo tratado e trés do grupo controle.
Apoés o tratamento (grupo T), somente um animal terminou o experimento com contagem

normal de leucocitos e todos os outros estavam com leucopenia, sendo que um animal
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apresentava pancitopenia, que ¢ uma alteragdao relatada na fase cronica por varios autores
(KUEHN e GAUNT, 1985; GREENE e¢ HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997a). Este
animal apresentou moérula em esfregacos sanguineos durante todo o experimento, sugerindo
que se encontrava na fase aguda da doenca (ELIAS, 1991), demonstrando que as alteragdes
hematologicas nao sdo capazes de determinar em que fase da doenca os animais se encontram,
em casos de infec¢do natural como os do presente estudo.

Entre os animais tratados somente um animal iniciou o experimento com
monocitose, e dois terminaram o tratamento com monocitopenia. Nos animais sem
tratamento, todos apresentaram valores normais na contagem de mondcitos no final da
avaliacdo. Monocitose ¢ frequentemente descrita na erlichiose (KUEHN e GAUNT, 1985;
HARRUS et al., 1997b), geralmente relacionada a fase aguda (GREENE e HARVEY, 1990).
O tempo estimado para normalizacdo dos valores de cada tipo de leucocito durante o
tratamento ndo ¢ abordado de forma especifica na literatura, apenas cita-se que ha uma
melhora ao longo do tratamento (SAINZ, 1996; SOUSA et al., 2004).

De acordo com os resultados da PCR pré-tratamento (Tabela 3), um animal
apresentou resultado negativo, embora com morula em esfregaco sanguineo. Este mesmo
animal apresentou PCR de amostra de bago positiva nos dias 10 e 14. Isto sugere que a
amostra de sangue total ndo é a melhor escolha para a pesquisa de E. canis por PCR,
conforme relatos de Harrus et al. (2004), que sugerem que a melhor op¢do de amostra para
PCR pos-tratamento, a fim de avaliar a elimina¢do da bactéria, seria do bago porque este
orgdo alberga Ehrlichia por mais tempo. Em nosso estudo, optamos por empregar a nested
PCR em amostras de sangue obtidas antes do tratamento devido a aplicabilidade deste método
de coleta e sua praticidade na rotina da clinica veterinaria de pequenos animais. No pos-
tratamento, optou-se pela pun¢do de bago. Contudo, os proprios autores afirmam que a alta
sensibilidade da PCR torna as duas formas de amostragem semelhantes (HARRUS et al.,
2004).

O animal T2 apresentou resultado negativo na PCR de amostra de baco no dia 14. Este
resultado pode ter ocorrido devido a eliminacdo da bactéria pelo tratamento ou por ser um
animal imunocompetente, que eliminou o microorganismo sem interferéncia do tratamento
(GREENE e HARVEY, 1990). Estudos revelaram que a PCR de puncao de bago tornou-se
negativa no décimo sexto dia apods o inicio do tratamento com doxiciclina (HARRUS et al.,
2004). O resultado negativo no dia 14, embora em apenas um animal, nos remete a

possibilidade da eficacia do tratamento com azitromicina.
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O fato do animal C3 ter sido negativo na PCR no dia 10, embora tenha sido positivo
na pesquisa de morula neste mesmo dia (Tabela 3), pode ser devido a presenga de coagulo na
amostra, pois a rede de fibrina seqiiestra leucocitos, podendo levar a um resultado falso

negativo.

CONCLUSAO

e A climinacdo da E. canis em caes naturalmente infectados pelo tratamento com
azitromicina nao foi alcangada, com o protocolo utilizado;
e A terapia com azitromicina nao levou a recuperagdo clinica e hematologica dos animais

infectados.
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