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Deteccao molecular de Anaplasma platys, Ehrlichia canis
e Babesia spp. em caes atendidos em clinica da regiao
metropolitana do estado do Rio de Janeiro

Molecular detection of Anaplasma platys, Ehrlichia canis and
Babesia spp. in dogs served at a clinic in the metropolitan region
of the state of Rio de Janeiro
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo detectar por meio da Reagdo em cadeia da Polimerase (PCR) a frequéncia de Ehrlichia
canis, Babesia spp. e Anaplasma platys em cées, relacionando a prevaléncia dos achados hematolégicos aos resultados
positivos pela PCR. Foram avaliadas 209 amostras de sangue de cdes atendidos em clinica veterinaria particular do municipio
de Queimados, RJ, Brasil, no periodo de julho a outubro de 2014. Foram realizados hemograma completo e extragdo de DNA
para técnica de PCR. Do total de 209 animais, 19,1% (40/209) animais apresentaram resultado positivo para hemoparasitos pela
técnica de PCR. Destes, 52,5% (21/40) foram positivos para E. canis, 27,5% (11/40) positivos para Babesia spp. € 10% (4/40)
positivos para A. platys. Quatro animais (1,91%), dos 209 testados, foram positivos para pelo menos dois agentes, caracterizando
assim coinfeccé@o. Dos 40 caes positivos para algum dos agentes testados, 25 (62,5%) estavam trombocitopénicos. Ou seja, 15
caes (37,5%) reagiram positivos para hemoparasitos, mas ndo apresentavam trombocitopenia. A anemia foi um achado comum,
sobretudo nas infecgdes por Babesia spp., 100% (11/11) e E. canis, 90,5% (19/21). A técnica de PCR foi um importante método
diferencial na detecg¢ado das principais hemoparasitoses caninas, juntamente com os achados clinicos e hematoldgicos para o
diagnéstico preciso da infeccdo em questao.
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Abstract

The present study aimed to detect, by means of Polimerase chain reaction (PCR), the frequency of Ehrlichia canis, Babesia spp.
and Anaplasma platys in dogs, relating the prevalence of hematological findings to positive PCR results. A total of 209 blood
samples from dogs treated at a private veterinary clinic in the city of Queimados, RJ, Brazil, from July to October 2014 were
evaluated. Complete blood count and DNA extraction were performed for the PCR technique. Of the total of 209 animals, 19.1%
(40/209) animals were positive for hemoparasites by the PCR technique. Of these, 52.5% (21/40) were positive for E. canis, 27.5%
(11/40) were positive for Babesia spp. and 10% (4/40) positive for A. platys. Four animals (1.91%) of the 209 tested were positive
for at least two agents, thus characterizing coinfection. Of the 40 dogs positive for any of the agents tested, 25 (62.5%) were
thrombocytopenic. That is, 15 dogs (37.5%) were positive for hemoparasites, but did not have thrombocytopenia. Anemia was a
common finding, especially in infections by Babesia spp., 100% (11/11) and E. canis, 90.5% (19/21). The PCR technique was an
important differential method in the detection of the main canine hemoparasitoses, together with the clinical and hematological
findings for the accurate diagnosis of the infection in question.
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Introdugao

Os principais agentes transmitidos por carrapatos aos cées estéo
relacionados a microrganismos das familias Anaplasmataceae
e Babesiidae (ALMOSNY, 2002), sendo o carrapato ixodideo
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) o principal incriminado
pela transmissdo desses agentes nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (SILVA, 2015; AKTAS et al., 2015).

Ababesiose esta entre as protozooses de maior importancia que
acometem os caes. Essa enfermidade é causada por espécies
do género Babesia, destacando-se no Brasil a espécie Babesia
vogeli (CAMILO et al. 2021; DANTAS-TORRES; FIGUEREDO,
2006). A patogenia causada por esses agentes pode levar tanto a
hemdlise intravascular como extravascular, e ocasionar um amplo
espectro de sinais clinicos, tais como anemia, febre e inapeténcia,
que podem variar de acordo com a viruléncia da estirpe adquirida
e a suscetibilidade do hospedeiro (ZACHARY & MCGAVIN, 2013).

A familia Anaplasmataceae compreende espécies de bactérias
gram-negativas, parasitas intracelulares obrigatorias de células
sanguineas. Dentro do género Ehrlichia, a espécie Ehrlichia
canis é um agente etioldgico de grande importancia na medicina
veterinaria, causador da Ehrliquiose monocitica canina (EMC)
(DUMLER et al., 2001). Por outro lado, a espécie Anaplasma
platys, uma riquétsia que infecta, principalmente, plaquetas de
caes, causando a doenga conhecida como trombocitopenia
ciclica infecciosa canina (CARVALHO et al., 2017).

Na rotina clinica de pequenos animais, o diagndstico pode
ser realizado através do exame microscopico de esfregagos
sanguineos para visualizagdo dos agentes na fase aguda da
doencga. No entanto, devido a baixa sensibilidade desta técnica, a
reagcao em cadeia da polimerase (PCR) tem demonstrado maior
sensibilidade e especificidade comparadas as outras técnicas
de diagnéstico (BITTENCOURT et al., 2022).

O objetivo do presente estudo foi detectar por meio da PCR
a frequéncia de E. canis, Babesia spp. e A. platys em cées
atendidos em uma clinica veterinaria localizada na Regido
metropolitana do estado do Rio de Janeiro.

Material e métodos

Foram avaliadas 209 amostras de sangue de cées atendidos na
Clinica Veterinaria Queimados, municipio de Queimados, RJ,
Brasil. Fizeram parte do estudo os caes que foram atendidos
entre os meses de julho e outubro de 2014, independentemente
da suspeita clinica ou laboratorial de hemoparasitose. As
amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo o
anticoagulante EDTA por meio de venopuncao da veia cefalica
ou jugular para a realizagdo do hemograma completo durante
o atendimento clinico. O excedente do sangue foi mantido
congelado a -20 °C até a extracdo de DNA.

O hemograma foi realizado utilizando as técnicas manuais de
microhematdcrito pela centrifuga de tubo capilar (5 minutos
a 10.000 rpm), leucometria global através da contagem em
camara de Neubauer, plaguetometria indireta pela estimativa
em esfregago sanguineo e leucometria especifica através
do esfregago de sangue periférico corado com corante tipo
Pandptico (Intant-Prov®) (BUSH, 2004).

O DNA do sangue foi extraido utilizando o kit comercial Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega®) seguindo o protocolo
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indicado pelo fabricante. A deteccdo de DNA de E. canis foi
realizada utilizando iniciadores (ECC/ECB para primeira reagao
e ECANS5/HES para a segunda reacgdo) descritos por Murphy
et al. (1998), que amplificam uma sequéncia parcial de 389 pb
do gene 16S rRNA. Para Babesia spp. os iniciadores utilizados
PiroA1/PiroB amplificam um fragmento de aproximadamente
450 pb do gene 18S rRNA de agentes da Ordem Piroplasmida
(FOLDVARI et al., 2005). A pesquisa de DNA de A. platys foi feita
com os iniciadores PLATYS/ EHR16RS para uma amplificacéo
de um fragmento de 678 pb do DNA ribossomal 16s (BROWN
et al., 2001). Todas as reacdes foram realizadas nas mesmas
condigdes descritas pelos autores citados.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de
etideo e visualizados por meio de um transiluminador — UV.

Para analise de associagao entre os resultados encontrados
dos hemoparasitos e achados hematolégicos foi utilizado
o teste Exato de Fisher. Para comparagdo dos parémetros
hematolégicos foi realizado o teste de Kruskal-Wallis,
apo6s verificar que os dados n&o seguiram a normalidade
pelo teste Shapiro-Wilk. Todas as analises consideraram nivel
de significancia de 5% e foram realizadas no pacote
BioEstat 5.0.

Resultados e discussao

Do total de 209 animais, 40 (19,1%) caes foram considerados
positivos para pelo menos um dos hemoparasitos pela técnica
de PCR. Destes, 52,5% (21/40) foram positivos somente para E.
canis, 10% (4/40) foram positivos para A. platys e 27,5% (11/40)
dos cées avaliados no presente estudo foram positivos somente
para Babesia spp. Em relagdo a presenga de mais de um agente
em uma mesma amostra clinica, 2,5% (1/40) apresentaram
coinfecgdo para E. canis e A. platys, 5% (2/40) para E. canis e
Babesia spp. e 2,5% (1/40) dos animais testaram positivo para
A. platys e Babesia spp.. Comparando-se as infecgbes Unicas,
a prevaléncia de E. canis foi significativamente maior frente
A. platys e Babesia spp., corroborando os achados de alta
prevaléncia de E. canis em caes no Brasil (LINS et al., 2019;
FARIAet al., 2010; RAMOS et al., 2010; DAGNONE et al., 2009;
DINIZ et al., 2006).

Analisando-se todos os animais estudados, 62,7% (131/209)
apresentaram anemia, 34,9% (73/209) trombocitopenia, 33,5%
(70/209) com leucocitose, e 10% (21/209) com leucopenia.
Houve diferenca estatistica entre todas as frequéncias
encontradas (p<0.05), com excecdo entre trombocitopenia
e leucocitose. E, dentre os 40 animais com hemoparasitos,
87,5% (35/40) apresentaram anemia, 62,5% (25/40) estavam
com trombocitopenia, 32,5% (13/40) com leucocitose e 12,5%
(5/40) com leucopenia. Houve diferenga estatistica entre todas
as frequéncias encontradas (p<0.05).

Os achados mostram prevaléncias altas de anemia em caes,
independente de associagdo com hemoparasitos, além de
achados como trombocitopenia e leucocitose. Tesser et al.
(2016) analisando o perfil hematoldgico de cées, observaram
anemia em 24,9% (605/2425), trombocitopenia em 22,2%
(538/2425) e leucocitose em 30,5% (739/2425) dos cées, o
que demonstra serem achados comuns dentro da rotina clinica
veterinaria. Segundo Holanda et al. (2019) a trombocitopenia



foi a alteragdo hematoldgica mais frequente em cées positivos
para Ehrlichia spp., presente em 93,7% (15/16) (p=0,015)
dos animais, enquanto a anemia macrocitica e hipocrémica
prevaleceu em 66,7% (4/6) (p=0,010) dos animais infectados
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Na tabela 1 estdo apresentados os resultados hematoldgicos
gerais de acordo com cada hemoparasito encontrado. Destaca-
se que os parametros hematolégicos ndo apresentaram
diferenga estatistica em relagdo aos patégenos encontrados,

mostrando um mesmo padrdo independente do agente.

Tabela 1: Média, desvio padréo e amplitude dos parametros hematolégicos dos animais

Parametros
Hematolégicos

He (x10°%) céls/uL
Hb (g/dL)
Ht (%)
VCM (fL)
CHCM (g/dL)

Leucdcitos/ pL

Basdfilos (%)

Eosindfilos (%)

Segmentados (%)

Linfécitos (%)

Mondcitos (%)

Ehrlichia canis
3,59+ 1,30402
(0,9-6,12)

8,62 + 2,92
(2,2-14,4)

25,47 + 8,57
(7-42)

70,23 + 3,692
(65,2-77,7)
33,820,692
(31,4-34,8)

16952,38 + 10411,66
(3800-45200)

NE
2,52 +3,54°
(0-11)

70,38 + 14,722
(37-87)

13,76 + 8,892
(4-35)

69+6,112
(0-31)

175619,04 + 132260,902

Anaplasma platys

4,21 +241°
(1,15-7)

9,75 + 5,36°
(2,7-15,6)

29 + 15,872
(8-46)

67,92 2,622
(65,7-70,8)

33,85 + 0,1000
(33,7-33,9)

23875 + 17475¢
(9000-44000)

NE
4,57 £6,32°
(0-24)

58,75 + 28,86°
(16-78)

15,25+ 7,417
(9-25)

16 + 20,442
(3-46)

241500 + 139372

Babesia spp.
3,93 £ 0,962
(2,5-5,26)
8,9 +2,25°
(5,5-11,6)
26,64 + 6,582
(17-35)
67,75+ 2,62
(64,8-72,5)
33,3 £ 0,50°
(32,3-34,1)

14636,36+ 11987,85°2

(2000-48000)

NE
3,27+3,2°
(0-10)

57,72 +20,07°
(19-86)

28,09 £ 20,192
(4-73)

6,0 + 3,1°
(3-46)

15272,73 £ 77983,452

Referéncia*

5,50-8,5

12,0-18,0

37,0-55,0

60,0-77,0

31,0-35,0

6000-17000

Raros

2-10

60-77

13-30

3-10

200-700 x10°

Plaquetas/jlL (55000-480000) (67000-38000) (60000-315000)
Proteina total (g/dL) 7'1?;1%')31 ’ 7'(76 3_19'%’ ’ 5'5("? i 67)6 ) 5,3-7,7

Letras iguais na horizontal indicam que n&o ha diferenca estatistica (p<0.05).

*Referéncia: THRALL et al., 2014. NE: Nao encontrados

A tabela 2 apresenta os achados de anemia, trombocitopenia,
leucocitose e leucopenia. Destaca-se a alta frequéncia de
anemia em todos os grupos, chegando a 100% dos animais

com babesiose e 90,5% com erliquiose. Em seguida, a
trombocitopenia também teve altas frequéncias nos animais
estudados.

Tabela 2: Animais positivos para Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia spp. segundo o0s principais parametros encontrados
(anemia, trombocitopenia, leucocitose e leucopenia)

Ehrlichia canis Anaplasma platys Babesia spp.
(n=21) (n=4) (n=11)
Anemia 19 (90,5%)? 3 (75%) 11 (100%)
Trombocitopenia 13 (61,9%)2° 2 (50%) 8 (72,7%)?
Leucocitose 9 (42,9%)°¢ 2 (50%) 1(9,1%)°
Leucopenia 2 (9,5%)°° - 2 (18,2%)°

Letras diferentes na vertical indicam que ha diferenga estatistica (p<0.05). n=numero de diagndsticos
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A plaguetometria muitas vezes na rotina clinica é considerada o
paradmetro mais importante para o diagnéstico de hemoparasitoses
caninas, quando nao realizados testes mais especificos para o
estabelecimento do diagndstico, como a PCR. No entanto,
ressalta-se que os valores de volume globular (VG) tiveram maior
relevancia nos achados deste estudo em relagao a plaquetometria.

Segundo Almosny (2002), as alteragbes hematologicas mais
frequentes observadas em infec¢des naturais por E. canis séo
anemia, trombocitopenia e leucopenia, uma vez que E. canis
infecta medula 6ssea, local onde ha maturagéo destes trés tipos
celulares. A anemia esteve presente em 90,5% (19/21) dos
animais positivos na PCR para E. canis. Além disso, no presente
estudo, 52,4% (11/21) dos caes além da anemia também
apresentaram trombocitopenia e nenhum um céo apresentou a
triade classica da infecgao.

Ressalta-se que a leucopenia (9,5%) foi o achado menos
frequente em cées com infecgdo somente por E. canis, inclusive
inferior a leucocitose (42,9%). Estes achados sugerem que
estes animais poderiam estar em diferentes fases da doenga.
Hasegawa (2005) observou que a leucopenia se fez presente
no final da infecgdo e de raro aparecimento na fase aguda.
Em estudos feitos por Shipov et al. (2008), os animais que
apresentaram leucopenia grave, anemia ou pancitopenia
acentuada, alteragdes encontradas na fase cronica da doenga,
tinham um mau progndstico.

Os achados de aumento na contagem de bastonetes neutrdéfilos
(desvio a esquerda) e leucocitose neutrofilica com linfopenia
e eosinopenia no presente estudo também ja foram relatados
por outros autores (ALBERNAZ et al., 2007 BHADESIYA;
RAVAL, 2015). Apesar de Thongsahuan et al. (2020) relatarem
a alta frequéncia da monocitose como achado hematolégico
importante, o presente estudo revelou que 81% (17/21)
dos animais positivos para E. canis possuiam contagem de
mondcitos dentro da normalidade.

Em relagédo a infecgdo somente por Babesia spp., ressalta-
se que 100% dos animais apresentaram anemia e, destes, 5
(72,7%) apresentavam-se trombocitopénicos e 8 (45,5%) animais
apresentavam, concomitantemente, anemia, trombocitopenia e
leucopenia. Os resultados sugerem que a anemia € um achado
frequente nos animais parasitados por Babesia spp., uma vez que,
na babesiose, a hemdlise intra ou extravascular € comumente
observada. Outra observagao é que todo animal trombocitopénico
na babesiose apresentava anemia associada, sugerindo que o
mecanismo da destrui¢édo plaquetéria seja provavelmente do tipo
imunomediado desencadeado por um parasitismo eritrocitario
massivo que acarreta uma exacerbacédo do sistema imune do
hospedeiro. Zygner et al. (2007) e Vilela et al. (2013), tal como
no presente estudo, ndo observaram alteragdes significativas
no numero de eosindfilos em caes infectados por Babesia spp.

Agradecimentos

Quanto a infecgdo por A. platys, observou-se uma baixa
prevaléncia frente aos demais hemoparasitos (n=4), destacando-
se a anemia nestes animais (75%). Trombocitopenia e
leucocitose foram mais relevantes em comparagdo com
leucopenia. Em um estudo de infecgbes naturais realizado
por Antognoni et al. (2014), os autores sugerem que a anemia
ocorre devido a um mecanismo imunomediado, porém ainda nao
totalmente esclarecido. O presente estudo se mostrou diferente
de outros, em que cita a leucopenia em caes com infecgéo por
esse agente (ANJOS et al., 2012; BOUZOURAA et al., 2016).
Contudo, Krause et al., (2016) observaram leucocitose em 37,1%
(33/89) dos casos e leucopenia em 4,5% (4/89), o que corrobora
os achados apresentados.

Os casos de coinfecgdes provavelmente se deveram ao fato de
a vetoracdo das doengas ser feita possivelmente pelo mesmo
carrapato, R. sanguineus s.l., apesar da transmisséo de A.
platys ainda nao estar esclarecida (MILKEN et al., 2004; UNGAR
DE SA et al., 2007). Pinto (2009) alerta que a diversidade de
sinais clinicos observados nas diversas manifestagdes da
babesiose canina provavelmente é devido a infecgbes mistas,
por Babesia spp. e E. canis. O cao demonstra uma severa
anemia normocitica normocrémica, causada pela destruicao
de eritrocitos maduros e de um impedimento da eritropoiese,
desenvolvendo uma doenga mais grave, muitas vezes fatal,
principalmente em cdes jovens (SA, 2007).

As manifestagdes clinicas das hemoparasitoses em geral
sdo inespecificas, assim como os achados laboratoriais. No
entanto, conhecer as particularidades de cada hemoparasito
€ mandatoério para o sucesso da confirmagdo diagndstica,
da conduta terapéutica, estabelecimento do progndstico e
predominancia epidemiolégica na regido geografica em questao
(ARAUJO et al., 2022).

Os sinais clinicos das infecgbes por E. canis e A. platys séo
similares, e o diagnostico desses patégenos feito por esfregagos
sanguineos é dificil devido a sensibilidade. Por outro lado, os
diagnosticos moleculares séo altamente sensiveis e especificos,
€ a técnica de nested-PCR tem otimizado o diagndstico desses
patégenos em cées (RAMOS et al., 2009).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, confirma-se
aimportancia da PCR como um método diferencial na detecgéo
das principais hemoparasitoses canina juntamente com os
achados clinicos e hematoldgicos para o diagndstico preciso
da infecgdo em questdo. Pois, ao contrario do que a maioria
dos veterinarios pensam na rotina clinica, a trombocitopenia
nao foi um achado hematolégico patognomdnico para as
enfermidades avaliadas. Porém, durante a infecg¢éo por E. canis,
o hemoparasito mais frequente no presente estudo, a anemia e
trombocitopenia foram relatados.

Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a Fundagéo Carlos Chagas
Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), pelo apoio financeiro.
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