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Clinically the dogs, to make an effective treatment for morbid condition diag-
nosis is crucial and this goal is achieved with the observation of the evolution
and laboratory findings which intercurrent infections have been observed fre-
quently. We report a case of clinical laboratory diagnosis in Babesia canis infec-
tion, Ehrlicha spp. associated with serological response to Neospora caninum in
dogs. Thus proving the value of clinical examination, visualization of parasitic
inclusions in leukocytes and erythrocytes in the serological diagnosis, thus de-
monstrating the need for greater attention to the diagnosis of multiple infections
by different parasites.
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RESUMO. Na rotina clinica de caes, para se efe-
tuar um tratamento eficaz da condigdo moérbida o
diagnostico ¢ fundamental e este objetivo ¢ alcan-

cado com a observagao da evolucao e em achados INTRODUCAO

laboratoriais onde as infec¢des intercorrentes tém
sido observadas com frequéncia. Relata-se um caso
de diagnostico clinico laboratorial na infec¢do por
Babesia canis, Erhlichia spp. associado a resposta
sorologica para Neospora caninum em caes. Com-
provando assim, o valor do exame clinico, da visu-
alizagao de inclusdes parasitarias em leucocitos e
hemacias, no diagnostico sorologico, demonstrando
desta maneira, a necessidade de maior atengdo para
o diagnostico de multiplas infec¢des por agentes
parasitarios distintos.

A Erlichiose canina tem como agente etiologi-
co uma bactéria do género Ehrlichia, que parasita
leucocitos e plaquetas, enquanto a Babesiose, tem
como agentes etiologicos protozodrios intracelula-
res do género Babesia (Almosny & Massard 2002).
Ambas as doencas sdo transmitidas de cdo a cdo
pela picada do carrapato marrom do cdo, Rhipi-
cephalus sanguineus (Ettinger & Feldman 1997,
Birchard 2003), o qual pode transmitir esses orga-
nismos por mais de cinco meses apos o ingurgita-
mento com sangue infectado (Ettinger & Feldman
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1997). Possuem caracteristicas clinicas variaveis e
inespecificas, podendo o hospedeiro apresentar in-
fecgdes de leves a severas e vir a obito (Miranda et
al. 2011) que, geralmente se caracteriza por redu-
cdo dos elementos figurados do sangue (Birchard
2003, Moraes et al. 2004, Oria et al. 2004, Miranda
etal. 2011). Achados de moérulas em leucdcitos con-
firmam o diagnostico de Erlichiose canina através
da visualizagdo destas estruturas citoplasmaticas,
sendo uma técnica importante de diagnostico, as-
sim como a visualizacao de B. canis em hemacias
(Harikrishnan et al. 2005, Miranda et al. 2011),
porém nas infeccdes cronicas ou de baixa parasi-
temia o diagnostico citoldgico de sangue periférico
nao ¢ em todo confiavel (Moreira et al. 2005), sen-
do indicado para esses casos aspirados de medula
ossea (Moreira et al. 2005), em ocorréncias da ndo
visualiza¢dao dos parasitos em estiracos de sangue,
o diagnostico soroldgico ndo deve ser descartado
(Tenorio et al. 2007, Nakaghi et al. 2008, Miranda
et al. 2011), assim como nas fases, subclinica e cro-
nica da doenga, utilizando-se como apoio o nPCR
para o diagnostico na fase aguda e, especialmente,
para a identificacdo da espécie envolvida (Nakaghi
et al. 2008).

Neospora caninum, tem como hospedeiro defini-
tivo canideos (McAllister et al. 1998, Dubey 2003),
porém a doenca causada por este agente etiologico
¢ assinalada como de importancia econdomica, com
distribui¢dao cosmopolita (Dubey et al 2007). Obser-
va-se principalmente em caes e bovinos, ocasional-
mente pode ser encontrados em coiotes, ovinos, ca-
prinos, equinos, gatos, cervideos e bubalinos, onde o
aborto e a encefalomielite, sio mais frequentes, po-
rém, pode ser encontrado em varios orgdos (Dubey
& Lindsay 1996, Dubey 2003, Furuta 2008). Anti-
corpos contra Neospora tém sido descritos em rapo-
sas, camelos e felinos. Nos caes ocorrem transtornos
neuromusculares como encefalomielite e miosite,
assim como hepatopatias (Dubey & Lindsay 1996),
ou ndo apresentar manifestagdes clinicas, porém
com lesdes significativas em varios 6rgaos (Furuta
2008), e se infectam pela ingestao de cistos nos ali-
mentos carneos ou pela ingestdo de oocistos esporu-
lados (McAllister et al. 1998, Buxton et al. 2002). O
cdo representa a unica fonte significativa de infec-
¢do no processo de disseminac¢ao da forma sexuada
de N. caninum, assumindo um importante papel na
cadeia natural do agente (McAllister et al. 1998). O
diagnostico desta parasitose se faz com base no his-
torico, sinais clinicos e encontro de oocistos nas fe-

zes dos caes (McAllister et al. 1998), pelas técnicas
de imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio imuno-
enzimatica (ELISA), teste de aglutinacao direta, de-
teccdo de DNA de N. caninum pelo Real-time PCR
e imunohistoquimica contribuem para o diagnostico
(Furuta 2008). Apesar de animais soropositivos nao
desenvolverem manifestagdo clinica, estes podem
ter lesdes nos pulmdes, bago, figado e linfonodos
(Furuta 2008), além disso, as doengas que produzem
imunossupressdo podem permitir a manifestagdo do
parasito (Greca et al. 2010).

Na rotina clinica o diagnodstico ¢ fundamen-
tado, com aten¢do para a evolucdo e em achados
laboratoriais, onde as infec¢des intercorrentes t€ém
sido observadas com frequéncia. O presente traba-
lho assinala a importancia do diagnoéstico clinico e
laboratorial nas infecgdes por espécies do género
Erhlichia associado a infec¢do por B. canis e N. ca-
ninum, comprovando assim, o valor da visualizagao
destes agentes etiologicos em hemaécias e leucécitos
(Miranda et al. 2011) e a sorologia no diagndstico
de N. caninum (Furuta 2008, Moraes et al. 2008,
Greca et al. 2010).

HISTORICO

Um cao, da raga Golden Retrivier, ndo castrado,
com sete anos de idade, com atendimento médico
veterinario de rotina, utilizando profilaxia de ecto-
parasitas® a cada 15 dias e coleira® propria para a
repeléncia do vetor da Leishmaniose, foi atendidos
no Centro de Terapia Intensiva e Emergéncia Ve-
terinaria, com historico de apatia e anorexia, sem
desidratacdo, palpacdo abdominal acusando dor
moderada e sugerindo aumento esplénico e hepati-
co, temperatura retal de 40,2°C, mucosas levemente
hipocoradas. A suspeita clinica, apesar dos bons tra-
tos e a utilizacdo de ectoparasiticidas, foi de hema-
tozoarios e neosporose, visto que havia histérico de
cao do mesmo habitat com historico da doenga.

Foi coletada amostra de sangue da veia jugular
direita, com uma seringa de 10 mL, com agulha 25
x 7 mm, onde 3 mL foram acondicionados em tubo
de ensaio pediatrico com anticoagulante (EDTA),
e 7 mL em tubo de ensaio pediatrico sem antico-
agulante. Com o material da propria seringa foram
realizados dois estiragos sanguineos em laminas de
vidro. As amostras foram processadas no proprio lo-
cal, com a utilizacao de aparelho automatico (Ms4-

“Frontline Plus® Merial Satide Animal.
Coleira Scalibor® Intervet/Schering-Plough Animal Health.
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-Vet-Melet Schloesing Laboratoires coulter),
Refratometro Portatil e Microcentrifuga (E3500108
MICROSPIN CDR), para hemograma completo
(leucograma, eritrograma, plaquetometria, proteina
total) e concentrado de leucécitos e plaquetas (capa
leucocitaria) em dois estiragos em laminas de vi-
dro. As amostras sem anticoagulante foram centri-
fugadas em centrifuga (Mod. 208N, Excelsa Baby,
marca Fanem Ltda.) a 350 G por 10 minutos, para
separacao do soro, e utilizando pipeta automatica de
32ul, para alaninaminotranferase (ALT), aspartato-
aminotranferase (AST), bilirrubina total (BT), fos-
fatase alcalina (FAL), uréia (UR), creatinina (CR)
e Gamaglutamil transferase (GGT) em aparelho de
fotometria de reflectancia in vitro Reflotron® Plus
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim-Baden-
-Wiirttemberg)

Os resultados encontrados nos exames hema-
tologicos foram: anemia (VG=31%) normocitica
normocromica arregenerativa, leucocitose com
monocitose e neutrofilia, desvio nuclear de neutro-
filos a esquerda discreto regenerativo, eosinopenia
e trombocitopenia, proteina plasmatica proximo ao
limite méximo (7,42g/dL), com albumina 2.8 g/dL
e globulinas 4.62 g/dL e parametros bioquimicos.
Posteriormente ap6s sete dias, em nova avaliagdo,
notaram-se decréscimos desses valores (4,7g/dL),
com albumina 2,90 g/dL e globulinas 1,80 g/dL e
também dos parametros bioquimicos (Tabela 1).

A contagem especifica dos leucocitos e observa-
¢oes pertinentes foi apds coloragdo do estirago san-
guineo utilizando coloragcdo hematologica estabele-
cida por Romanowsky (Panoético Répido LB). Na
citoscopia do estirago de concentrado de leucocitos
e plaquetas, foi visualizada a presenga de morulas de
Erhlichia spp. em mondcitos (Figura 1a); em quanto
no estiraco sanguineo, foi visualizado merozoitos de
B. canis parasitando hemacias com coloragao idénti-
ca ao do estirago sanguineo (Figuras 1b,c).

Tabela 1. Resultados laboratoriais de um céo adulto da raca
Golden Retrivier com infecgdo simultanea.

Parametros Valores em mg/dL
Avaliagbes Referéncia®
Antes do Apbs
tratamento tratamento
ALT (TGP) 956 606 C <89
AST (TGO) 380 54,1 C<43
Bilirrubina Total 1,9 0,67 C<0,5
Fosfatase Alcalina 2290 286 C<164
Uréia 26,6 247 C<54
Creatinina 0,74 0,58 C<1,8
Gama GT 195 153 C<20

@ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim-Baden-Wirttemberg, RFA.

Teste sorologico imunoenzimatico que permite
a deteccao de anticorpos especificos para N. cani-
num (Enzyme Linked Immunosorbent Assay/ELI-
SA) foi utilizado, com o resultado positivo (1/100).

O tratamento especifico para os parasitos foi com
base na utilizacao de antibidtico de acao intracelu-
lar, doxiciclina na dose de Smg/kg a cada 12 horas,
administracdo oral, durante 21 dias, associado ao
imidocarb na dose de Smg/kg em aplicagcdo sub-
cutanea, com repeticao da dose apos 15 dias (Neer

Figura 1. Mérula de Erhlichia spp. em leucocito () (a), mero-
zoitas de Babesia canis (») em hemacia, dois pares (b) e
um par (c). Panotic, obj. 100X.
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et al. 2002, Moraes et al. 2004, Sousa et al. 2004),
ap6s conclusdo do tratamento dos hemoparasitos,
se utilizou a associa¢do de Sulfametoxazol 50 mg/
kg, associado com trimetoprim 10 mg/ kg, SID,
VO, por 15 dias consecutivos (Moretti et al. 2006).

DISCUSSAO

A erliquiose, babesiose e neosporose, sdo de
manifestagdes clinicas diversas, com apresentacao
multissistémicas (Neer et al. 2002, Furuta 2008).
Possivelmente 3,44% dos caes portadores de er-
liquiose também estdo parasitados por outros he-
moparasitas (Moreira et al. 2003, Mendonga et al.
2005), sendo que a coinfecgdo ¢ capaz de agravar a
condigdo clinica, devido a agdo patogénica dos pa-
rasitos (Harikrishnan 2005). Erliquiose e babesiose
sdo doengas que assumem importancia clinica, com
positividade de 13,89% e 1,47% em esfregaco pe-
riférico, respectivamente (Albernaz et al. 2007, Mi-
randa et al. 2008), j4 a neosporose ¢ pouco comum
em caes oriundos de areas urbanas no Brasil (Gui-
maraes et al. 2009), porém ¢ cosmopolita. (Dubey
et al 2007) e sua manifestagao clinica ¢ tipicamente
neuroldgica, porém apresenta adenopatias, esple-
nomegalia, hepatomegalia e lesdes de vias aéreas
(Furuta 2008), que se assemelha a erliquiose e a ba-
besiose.

Existe aumento da probabilidade de ocorrén-
cia de hemorragias na co-infec¢do entre erliquiose
¢ babesiose (Tenoério et al. 2007), no entanto, esta
condi¢do nao foi observada, Uma diminuigdo sig-
nificativa de quadros hemorragicos em casos de
erliquiose vem sendo notada no Estado do Rio de
Janeiro, possivelmente em decorréncia da adapta-
¢do parasito-hospedeiro ou da cepa infectante (Al-
mosny & Massard 2002).

As principais alteragdes hematologicas encontra-
das foram trombocitopenia, anemia normocitica e/
ou normocromica e o desvio nuclear de neutréfilos
a esquerda leve e eosinopenia absoluta (Albernaz et
al. 2007, Fabisiak 2010), leucocitose (Nakaghi et al.
2008) ou por agdo de outra infecgdo concomitante,
linfopenia relativa e monocitose absoluta também
foi encontrado (Tenorio et al. 2007, Miranda et al
2011). O numero de leucdcitos comumente varia
durante a fase aguda, podendo diminuir em decor-
réncia da inducdo ao sequestro destes por meca-
nismos imunolédgicos (Moreira et al., 2003) ou por
resposta ao tratamento, como no caso observado. O
numero de mondcitos pode variar consideravelmen-
te, sendo a monocitose um achado frequente e indi-

cativo da possibilidade de erliquiose, mesmo antes
da observacao de morulas, como encontrado neste
caso (Harikrishnan et al. 2005).

Os aspectos bioquimicos da infec¢do causada
por Ehrlichia spp. € B. canis incluem inicialmen-
te hiperproteinemia com hipergamaglobulinemi e
posterior hipoalbuminemia (Santarém et al. 2008)
conforme os resultados encontrados neste caso. As
elevacdo das atividades de aspartatoaminotranfe-
rase (AST), fosfatase alcalina (FAL) e alaninami-
notranferase (ALT) (Almosny 1998), elevagdo dos
niveis séricos de bilirrubina sem ictericia (Almos-
ny 1998), sdo comuns entre os achados em animais
parasitados, este aumento nos valores das enzimas
ALT, FAL e GGT, provavelmente ocorreram por
esplenomegalia e hepatomegalia (Nakaghi et al.
2008) causada em decorréncia da ehrlichiose, babe-
siose e neosporose (Harikrishnan et al. 2005, Furuta
2008), devido a lesdes hepaticas (Almosny 2002;
Furuta 2008), por agdo patogénica de um ou mais
agentes envolvidos neste relato (Harikrishnan et
al., 2005; Furuta 2008). A atividade de FAL tam-
bém pode ter seu valor aumentado devido a estresse
sistémico causado por outras enfermidades (Almos-
ny1998). Portanto os achados laboratoriais, assim
como o histérico e o exame clinico apenas sugerem
o diagnostico, porém a visualizacdo dos parasitos,
ou a demonstragdo dos seus anticorpos, confirmam
o diagnostico.
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