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Resumo: Os hemoparasitas, parasitas intracelulares obrigatorios, sdo responsaveis por causar uma série de doengas em cées, a
nivel mundial. No Brasil, as que mais se destacam sao a babesiose, a erliquiose e a hemobartonelose. Um dos maiores problemas
no controle dessas doengas é o seu diagndstico pela identificagdo do agente etioldgico. A pesquisa de hemoparasitas no esfregaco
sanguineo € um método subjetivo e de baixa sensibilidade, ja que depende da experiéncia técnica de quem a faz, de uma alta
parasitemia, de um intervalo de tempo que pode ser longo, entre outros fatores. Entretanto, ja estdo disponiveis técnicas sorologicas
como a imunofluorescéncia indireta (IFI), ELISA, dot-blot-elisa, western immunoblotting e técnicas de biologia molecular como o
PCR que tém demonstrado uma melhor eficiéncia no diagnéstico das hemoparasitoses, permitindo um tratamento bem sucedido
pela precocidade no diagnéstico.

Unitermos: Diagndstico, babésia, erliquia, hemobartonela, cées.

Abstract: The haemoparasites, obligate intracelular parasites are responsable for a lot of diseases in dogs in the world. In Brazil, the
most important are babesiosis, erlichioses and haemobartonelosis. The biggest problem to control these diseases is the identification
of the etiologic agent. The detection of infected erythrocytes in blood smears is a subjetive method and have low sesitivity, because it
depends of the experience of the technician, high parasitemia, a long time of search, etc. However, there are sorologic technics
available, like the indirect fluorescent antibody test (IFA), ELISA, dot-blot-elisa, Western immunoblotting and PCR ( polymerase chain
reaction) that have been demonstrated a best efifciency at the diagnostic of haemoparasite diseases, for a successfull treatment by
a precocity diagnostic.
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As técnicas de identificacao
das hemoparasitoses vém
aumentando
significativamente nos
ultimos anos, devido ao
maior conhecimento sobre
as doencas causadas por
elas, a maior expansao
geogréfica de sua
ocorréncia e a melhoria das
técnicas de diagndstico.
Como na maioria dos casos
0S animais acometidos por
hemoparasitas apresentam
sintomas inespecificos, o
diagndstico  atravées  do
exame clinico torna-se
limitado. Desta forma,
testes diagndsticos de alta
sensibilidade e
especificidade, de facil e

rapido manuseio e de baixo

custo, tornam- se essenciais
para melhorar a eficiéncia

da identificacdo de animais

portadores, j& que a

pesquisa desses parasitas no
esfregaco  sanguineo é
demorada e de baixa

sensibilidade. No presente

artigo vamos abordar uma

revisdo das  principais

doencas causadas  por
hemoparasitas em cédes no
Brasil e as metodologias

mais adequadas para 0 seu
diagnostico.

BABESIOSE CANINA

A babesiose canina é uma
doenca de importancia

mundial. A babésia é um
parasita intraeritrocitario de

formato piriforme,
pertencente a classe
Sporozoa ordem
Piroplasmida e familia

Babesiidae esta distribuida
desde o sudeste europeu,
Africa, Asia até o
continente americano. Seus
vetores s&o o0 carrapato
Rhipicephalus  sanguineus
(encontrado no Bragijl
Dermacentur reticulatuse
Haemaphysalis leachi.Ha
73 espécies de babésias
identificadas, sendo que a
Babesia canisé conhecida
por infectar naturalmente o
cdo’.



Os sinais clinicos sdo em
geral inespecificos, com
presenca de  anorexia,
anemia, febre, letargia e até
anemia hemolitica, ictericia,
esplenomegalia e vomito na
fase aguda. No hemograma
observa-se anemia,
trobocitopenia, leucocitose,
com aumento da contagem
de linfécitos e eosinofilos.
Na bioquimica acha-se uma
hiperbilirrubinemia  como
reflexo da destruicdo dos
eritécitos e colestase
intrahepatica. Na urindlise
podem ser vistos
bilirrubindria,
hemoglobindria, proteinuria
e cilindros granulosos

A babesiose canina requer
um diagnostico precoce e
uma técnica diagndstica
com boa sensibilidade,
especificidade, acuracia e
valores preditivos positivos
e negativos.

O meétodo mais usual para
confirmar a suspeita de uma

babesiose aguda é a
deteccdo de eritrocitos
infectados em todo o

esfregaco sanguineo, mas a
percentagem de células
infectadas pode ser bastante
varidvel. A presenca de
organismos piriformes,
entre (2,4m x 5,Qum) de
largura, em pares, sé&o
indicativos de parasitemia
por Babesia canis. O
esfregaco sanguineo fixado
na coloragdo de May-
Grinwald-Giemsa €& um
método simples e barato e
tem alta especificidade, no

entanto, estudos de
infeccdes experimentais tém
mostrado que a parasitemia
ndo € constante e baixos
nameros de  eritrocitos

infectados podem requerer
uma avaliacdo microscopica
extensa. Esfregacos obtidos
do sangue capilar (ponta da
orelha e ponta da cauda)
tém uma maior percentagem
de células infectadas, mas
uma amostra recente e boas
técnicas de esfregaco nao
sao sempre possiveis em um
procedimento clinico.

Ocasionalmente se visualisa
no esfregaco sanguineo a
babésia dentro de

neutréfilos, o que é o

resultado da fagocitose
Qgeutrofilica do organismo

Em um estudo,
desenvolveu-se uma técnica
de separacdo de babésias,
onde eritrocitos infectados
foram concentrados em um
gradiente discontinuo de
Percoll para otimizar o
diagnodstico pelo exame
microscopico. Este estudo

demonstrou que 0
isolamento eritrocitario pelo
Percoll & uma técnica
precisa, com alta

especificidade, sensibilidade
(94%), acuracia (96%) e
valores preditivos negativos
(90%). Este método também
produz uma alta
percentagem de células
infectadas (> 132 e > 34 x
mais concentrado que a

visualizacdo central e
periférica do esfregaco
sanguineo,

respectivamente), tornando-

se extremamente util no
diagnostico da babesiose
canina, especialmente
naqueles casos onde a
parasitemia é baixa e o
exame do esfregaco
sanguineo é demorado. Ele
também & eficiente para
preservar uma suspensao
concentrada de parasitas
para futuras investigacoes,
usando-se outras técnicas,
como o PCR ( polymerase

chain reactionf.

Os métodos soroldgicos tém
se mostrado eficientes em
detectar parasitemias
ocultas e infeccOes crbnicas.
O teste de

imunofluorescéncia indireta
(IF1) é o] mais

frequentemente usado, mas
€ caro e deve ser
padronizado para a
interpretacdo dos resultados.

Alguns autores tém
demonstrado uma baixa
sensibilidade da
imunofluorescéncia em

filhotes ou em cées no
inicio do curso da doenca,
devido a uma insuficiente
resposta imunoldgica, se
positivando  apenas no
estado de convalescéncia.

Geralmente titulos acima ou

iguais a 1:80 séao
considerados positivos.
Titulos de 1:40 sao
sugestivos de infeccdo e

titulos menores que 1:40 sdo
considerados negativos. O
resultado positivo de uma
Gnica amostra parece ser
suficiente para o]
diagnésticd®.



O teste de ELISA (enzyme-
linked immunosorbent
assay) e a fixacdo de
complemento séao
disponiveis, mas ndo muito
utilizados. Técnicas
sorolégicas nao permitem
um diagnoéstico precoce,

porque a resposta de
producdo de anticorpos nao
é demonstravel até 8-10 dias
apos a infeccdo parasitafia

O teste de “dot-blot-
ELISA” tem  sido
desenvolvido para 0

diagnostico da babesiose

canina Ele €& simples,
rapido e objetivo, podendo
se tornar muito util como
um teste de “screening” a
campo de cées suspeifos

Agente Classificacao Célula parasitada
Babesia canis Protozoério Hemacia
Ehrlichia canis Riquétisia Leucocito
Haemobartonella canis Riquétisia Hemacia
Haemobartonella felis Riquétisia Hemacia

ERLIQUIOSE CANINA

A erliquiose canina é uma
importante doenca
infecciosa, cuja prevaléncia
tem aumentado
significativamente em
vérias regibes do Brasil. O
géneroEhrlichia é formado
por Ricketsias gram
negativas pertencentes a
familia Ehrlichiae e a ordem
Rickettsiales, constituindo-
se parasitos intracelulares
obrigatérios que parasitam
os leucécitos do hospedeiro,
causando trombocitopenia.
Varias espécies do género
Erlichia causam infeccoes
clinicas e subclinicas em
cées, entre elas &hrlichia
canis, Ehrlichia platys,
Ehrlichia equi e Ehrlichia
risticii. Destas, aEhrlichia
canis € a maior causadora

de severas infeccbes em
cies. AE. canise aE.
risticii invadem

primeiramente os leucocitos
mononucleares

(predominantemente
mondcitos)***°

A infeccdo por Ehrlichia
canis frequentemente causa
um dilema diagndstico,
porgue os sinais clinicos séo
inespecificos. Na fese
aguda observa-se febre,
secrecao oculonasal,
anorexia, depresséo, perda
de peso, cianose, estertores
pulmonares, petéquias, etc.
Os sinais clinicos
desaparecem na maioria dos
casos sem tratamento,
dentro de uma a quatro
semanas, porém o]
hospedeiro permanece com
a infeccdo subclinicad°
Na hematologia observa-se
uma anemia moderada,
trombocitopenia com
aumento do numero de
plaguetas imaturas
circulantes e variacbes na
contagem de leucdcitos. As
alteracbes bioquimicas na

fase aguda séo
caracterizadas por uma
hiperproteinemia (33%),

hiperglobulinemia  (39%),
hipoalbuminemia  (43%),
ALT (43%), ALP (31%) e
hiperbilirrubinemia.
Proteiniria e hematuria
podem ser detectadas em
cdes com ou sem azotemia
na fase cronici’*®

A identificacdo da morula
de Ehrlichia canis no
esfregaco sanguineo corado
pelo Giemsa € demorada e
nao tem resultado
satisfatério, j& que as
morulas s&o encontradas
transientemente e em
pequeno namero. A chance
de se identificar um
leucécito infectado pode ser
aumentada pelo exame feito
sobre a fina camada de papa
de leucécitos ou pelo
esfregaco feito do sangue
periférico da ponta da
orelha ou cauda. Esfregacos
de amostras de biopsia e de
tecidos aspirados
(especialmente de nddulos
linfaticos, pulmdes ou baco)



ttm sido usados na
visualizacdo de inclusdes
citoplasmaticas, e assim
confirmar o diagndstico de
E. canis mas estas também
séo técnicas diagnosticas de
pouca rentabilidad®®.

O técnica da reacdo de
imunofluorescéncia indireta
(IFl) vem sendo largamente
utilizada no diagnostico da
erliquiose desde 1972,
sendo aplicavel tanto para
estudos de infeccOes
experimentais, como para
estudos epidemiolégicos de
campo. Os  antigenos
utilizados geralmente s&o
procedentes do cultivo de
células infectadas cont.
canis havendo minima
reagdo cruzada entre as
espécies exceto entre a
Ehrlichia canis e a
Ehrlichia equi. Em céaes
infectados
experimentalmente, o}
periodo prévio para a
deteccdo de anticorpos se
inicia entre 8 a 24 dias,
embora alguns cées néo se
apresentem soro positivos
até 28 dias pos infeccéo,
devido a variagdo da
resposta individual de cada
animal. Os soros que
apresentam reacdo em
diluicdo igual ou maior a
1:10 podem ser
considerados positivos,
porém titulos de 20 a 80 s&o
considerados relativamente
baixos. O titulo do soro
pode variar de acordo com o
estagio da infeccdo, o
envolvimento imunolégico
com o agente patogénico e a
raga do cdo. Assim, titulos

de anticorpos de alta
magnitude (ex. 1:163,840
ou mais) geralmente
refletem uma infecgéo
cronica % A persisténcia
do titulo de anticorpos na
IFI por periodos maiores
qgue 6 meses apoés
tratamento adequadopode
indicar que o agente n&o foi
totalmente eliminado do
organismo animal, havendo
também a possibilidade do
céo se reinfectar apds cessar
o tratamento. Tem-se
observado  um rapido
decréscimo nos titulos da
IFI, um pouco antes do
oObito. Estes cées
frequentemente tém uma
severa depressdo medular e
sao
hipogamaglobulinémico¥’.

Resultados falso-negativos
podem ocorrer se o antigeno
nao for de boa qualidade ou
se 0 técnico for

inexperiente, e resultados
falso-positivos podem ser

observados se a amostra de
soro estiver contaminada
por bactérias’. Diferencas

no resultado do teste de IFI

podem ser achadas em
diferentes laboratorios e
dentro de um mesmo

laboratorio quando o teste &
feito com 0 mesmo soro em
dias diferentes . Um titulo
positivo pela IFl indica

somente que o animal foi
exposto, entretanto um
titulo positivo associado a

uma histéria clinica
compativel, a achados
fisicos e a testes
laboratoriais adicionais,

ajudam substantivamente no
diagnéstico clinich Para

que o sorodiagnoéstico seja
acurado para esta doenca é
necessario  haver uma
preparacdo adequada dos
reagentes, principalmente
da cultura de células dos
antigenos, aliada a
habilidade de se processar o
teste e interpretar o0s
resultados em conjuncéo
com a histdria clinica. Estas
sdo uma das razdes pelas
quais ha tanta discrepancia
nos resultados de testes de

uma mesma  amostra
sorolégica, entre
laboratérios®.

O Western Immunoblotting
€ uma técnica quase tao
sensivel quanto a IFl no
diagnostico daE. canis e
tem a grande vantagem da
objetividade da leitura (né&o
sofre influéncia da
subjetividade do operador,
como ocorre na IFl). Porém,
€ uma técnica cara,
consome tempo e necessita
de uma tecnologia mais
avancada que a IFl. Em um

estudo, 0 Western
immunoblotting foi capaz
de identificar anticorpos

anti-E. canis a partir do
quarto dia apoOs a infeccao,
apresentando uma reagao
maxima entre os dias 10 e
14 ap6s a infeccéo

O teste de dot-blot enzyme
linked-immunoassay (dot-
blot-elisa) é uma técnica
sensivel para a deteccdo de
anticorpos no soro e
dispensa o0 emprego de



equipamentos caros. A
técnica utliza antigenos
purificados de cultura de
células DH 82 infectadas
com E. canis aderidos a

tiras de papel de

nitrocelulose. Essas tiras sdo
incubadas com uma solucéo
de bloqueio (leite em po6 a
5%) para reduzir reacbes
inespecificas e podem ser
congeladas a —-20°C até o
momento do uso. Para a
execucao do teste, as tiras
sao incubadas com o soro
teste e depois com solucéo
de conjugado anti-lgG-

canino-peroxidase.  Soros
sabidamente positivos e
negativos sao empregados
como controles da técnica.
O dot-blot-elisa €& tao

sensivel e especifico quanto
a IFl. Uma vez feita a

sensibilizacdo da

nitrocelulose, ela é estavel

HEMOBARTONELOSE
CANINA

A Haemobartonella canig

0 agente causador da
hemobartonelose  canina.
Pertencente ao grupo das
riquétisias, ela € um parasita
eritrocitario obrigatorio, que

causa severas distor¢bes na
forma das hemacias. A

Haemobartonella canis

difere dos outros

organismos do seu género
por formar cadeias através
da superficie da hemécia
parasitada, podendo

também aparecer

individualmente na forma

de pequenos pontos, anéis
ou bastag®

por pelo menos um ano. Os
resultados s&o de facil
leitura por pessoal né&o
treinado e proporcionam um
registro permanente

Existem kits comerciais
para o diagnostico da
erliquiose canina que se
baseiam no principio do
dot-blot-elisa. Um desses

kits € o Immunocomib
BIOCAL, capaz de
determinar anticorpos do

tipo 1gG especificos para o
parasito. O teste pode ser
realizado com sangue total
ou soro, é de facil execucéo,
rapido e a leitura € direta
observando-se a coloracao
final da reacad.

A polymerase chain
reaction (PCR) € uma
técnica sensivel e especifica
para a deteccdo de pequenas
guantidades deE. canis,
podendo ser empregada no

A maioria dos cées
infectados ndo desenvolvem
a doenca clinica, por néo
possuirem um  numero
suficiente de parasitas no

sangue. Os animais que
apresentam um constante
nivel de parasitemia,
desenvolvem anemia
rapidamente e o0s que
apresentam episoédios

repetidos de parasitemia a
desenvolvem de forma
gradual. Na fase aguda da
parasitemia observa-se no
hemograma reticulocitose,
policromasia, anisocitose,
corpusculos de Howell-Jolly
e aumento do numero de
eritrocitos nucleados.

diagndstico a partir de

amostras de necrépsia e de
material de bidpsia. Com a
utilizacdo dessa técnica foi
possivel o isolamento de
DNA deE. canisde células

mononucleares de sangue e
tecidos (pulmdbes, baco,
linfonodos, rins, cérebro e
olhos) de animais

infectados. A  principal

vantagem da PCR é que
permite identificar a espécie
de erliquia causadora da
infeccdo, 0 que nem sempre
€ possivel com outras
técnicas. Porém ¢é uma
técnica cara e para ser
empregada no diagndstico
de animais suspeitos de
serem portadores, deve-se
aumentar a sensibilidade
dos “praimers” (sequéncia
alvo de DNA).

O método mais usado para a
demonstracéo dH. canisé

a coloragdo do tipo
Romanowsky (Giemsa,
Wright, Leishaman e May-
Grunwald-Giemsa)

Atencdo deve ser dada na
preparacdo do esfregaco
sanguineo e na coloracao,
porgue as vezes 0s parasitas
sao tdo poucos que se torna
dificil a sua detecc¢éo. Deve-
se ter o cuidado de saber
diferenciar a
Hemobartonela de
pontilhados basofilicos, de
outros  organismos, de
corpusculos de Howell-Jolly
e de artefatos de técnica. A
identificacdo do parasita
deve ser feita antes de se



iniciar a terapia, ja que
muitos sdo destruidos apos
ela ser instalada. N&o héa
testes soroldgicos para a
deteccdo de infeccdo pbi.
canis>®

HEMOBARTONELOSE
FELINA

A Haemobartonella felig¢ o

agente causador da
hemobartonelose felina O
método mais eficiente para
identificar o parasita é a
coloracdo do esfregaco
sanguineo  pelo May-
Grunwald-Giemsa, porque
revela mais parasitas por
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METODO DO GRADIENTE DE PERCOL

Em um estudo, desenvolveu-se uma técnica de sepd@m@agle babésias pelo gradiente de Percoll,
onde eritrocitos infectados foram concentrados comam gradiente discontinuo de Percoll para
otimizar o diagnodstico pelo exame microscopico. Aamostras foram coletadas em tubos
contendo &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), apos fazer o esfregaco e a coloragéo pelo
May-Grinwald-Giemsa, a aliquota de sangue foi cenfugada a 150xg por 10 mintuos. O
plasma e a papa de leucdcitos foram descartadas paremover a maior parte dos leucécitos e
entdo uma aliquota de eritrdcitos foi suspensa emgual volume de solugéo salina isotbnica. A
solucdo de Percoll (1.131 g/ml) foi diluida em duadensidades diferentes (1.085 g/ml, 1.102
g/ml) e a suspensao de eritrécitos foi colocada nantamada acima do gradiente descontinuo.
Apés centrifugacdo a 200xg, por 25 minutos, duasfdrentes camadas de eritrécitos foram
detectadas: 1l(camada acima) no topo da densidade moe de Percoll e a outra (camada
abaixo) na interface entre as duas densidades. Estduas camadas foram lavadas com 10 ml
de solucdo salina isotbnica e o tubo centrifugado 50 x por 10 minutos. Dai o fluido
sobrenadante é descartado. A papa de eritrocitosentdo fixada pelo May-Grinwald-Giemsa.
A percentagem de células infectadas € avaliada petsfregaco de sangue na periferia e parte
central da lamina, ap6s o isolamento do percofl

Ambos esfregacos sanguineos, como o isolamentoéiislas tém altos valores de especificidade e
valor preditivo positivo, mas a sensibilidade, acia e valores preditivos negativos foram maiores
na periferia do esfregagco sanguineo e muito maegés o isolamento de eritrocitos infectados. A
percentagem de células infectadas foram signifeetente maiores nas células isoladas pelo
Percoll do que nas células do centro e da periferiesfregaco sanguinéo



