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RESUMO

Os principais hemoparasitos de importancia na clinica de caes estéo,
frequentemente, relacionados com a manifestagcao de trombocitopenia, a qual é
caracterizada por uma diminui¢ao no numero de plaquetas. Objetivou-se com este
trabalho verificar o envolvimento de hemoparasitos nos achados de
trombocitopenia em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Goias. Para o estudo foram selecionados 300 animais, divididos em
dois grupos de 150, sendo um grupo de animais trombocitopénicos (<200.000
plaquetas/mm3) e outro grupo representado por animais nao-trombocitopénicos
(>200.000 plaquetas/mm?®). Foram coletadas amostras de sangue com EDTA dos
dois grupos para a extracdo de DNA total. Os eluatos de DNA foram, todos,
submetidos a testes de PCR para a deteccao especifica de Ehrlichia canis,
Anaplasma canis, Hepatozoon canis, Mycoplasma haemocanis, Babesia canis
vogeli, Babesia gibsoni e Theileria equi. A frequéncia de amostras positivas entre
o grupo de animais trombocitopénicos foi de 71,3% (107/150) para E. canis, 8,7%
(13/150) para A. platys, 9,3% para B. c. vogeli (14/150), 2,0% (3/150) para H.
canis e 3,3% (5/150) para M. haemocanis. No grupo de nao-trombocitopénicos a
frequéncia de positivos foram de 14% (21/150) para E. canis, 3,3% (5/150) para
A. platys, 0,7% (1/150) para B. c. vogeli, 4,0% (6/150) para H. canis e 1,3%
(2/150) para M. haemocanis. Babesia gibsoni e Theileria equi nado foram
detectadas usando ensaios de PCR. Associac¢des estatisticamente significativas
entre casos de trombocitopenia e infecgbes por hemoparasitos foram observadas
apenas para E. canis (P<0,05) e B. c. vogeli (P<0,05). A hemoparasitose de maior
frequéncia foi a Erliquiose Monocitica Canina, ocorrendo em 71,33% (107/150) no
grupo de céaes trombocitopénicos e em 14% (21/150) do grupo de caes né&o
trombocitopénicos. Verificou-se uma relagdo entre o grau de trombocitopenia e a
infeccao por E. canis. Valores de trombocitopenia severa (<50.000 plaquetas/mm3
de sangue) demonstrou ser um indicador de infecgao por E. canis.

Palavras chaves: Alteragcbes hematoldgicas, A. platys, B. c. vogeli, E. canis, H.
canis e M. haemocanis.



ABSTRACT

The most important hemoparasites in dogs clinic are often associated with the
manifestation of thrombocytopenia, being characterized by a lowering in platelet
numbers. The aim of the current study was to verify the involvement of
hemoparasites in finding thrombocytopenia in dogs from the city of Goiania treated
at the Veterinary Hospital of Federal University of Goias (HV/EV/UFG). For this
study, 300 animals were selected and divided into two groups: one group with 150
animals with thrombocytopenia (< 200.000 platelets/mm?®) and another one with
150 non-thrombocytopenic animals (> 200.000 platelets/mm?). Blood samples with
EDTA were collected in the two groups for total DNA extraction. All DNA eluates
were tested by PCR for specific detection of Ehrlichia canis, Anaplasma canis,
Hepatozoon canis, Mycoplasma haemocanis, Babesia canis vogeli, Babesia
gibsoni and Theileria equi. The frequency of positive samples within the group of
thrombocytopenic animals was 71.3% (107/150) to E. canis, 8.7% (13/150) for A.
platys, 9.3% for B. c. vogeli (14/150), 2.0% (3 /150) for H. canis and 3.3% (5 / 150)
for M. haemocanis. In the group of non-thrombocytopenic animals the frequency of
positives was 14% (21/150) for E. canis, 3.3% (5 / 150) for A. platys, 0.7% (1 /
150) for B. c¢. Vogeli, 4.0% (6 / 150) for H. canis and 1.3% (2 / 150) for M.
haemocanis. Babesia gibsoni and Theileria equi were not detected using PCR
assays. Statistically significant associations between thrombocytopenia and
infections by hemoparasites were only observed for E. canis (P <0.05) and B. c.
vogeli (P <0.05).The most frequently hemoparasitosis was Canine Monocitic
Erliquiosis, which occurred in 71,33% (107/150) within thrombocytopenic dogs
group and in 14% (21/150) within non-thrombocytopenic dogs group. There was a
relationship between the thrombocytopenia degree observed and the infection by
E. canis. Values of severe thrombocytopenia (<50.000 platelets/mm?® blood) can
be considered an indicator for infection of E. canis.

Keywords: Hematological changes, A. platys, B. c. vogeli, E. canis, H. canis and
M. haemocanis.



1.INTRODUGCAO

As hemoparasitoses caninas sdo doengas causadas por patdégenos
transmitidos por vetores hematéfagos. Sdo diagnosticadas com grande frequéncia
na rotina médico-veterinaria, sendo responsaveis por manifestacbes clinicas
variaveis, desde imperceptiveis até quadros clinicos mais graves culminando em
obito (LABARTHE et al., 2003).

No Brasil, os principais hemoparasitos de caes sao a Ehrlichia canis
(DONATIEN & LESTOQUARD, 1935), Anaplasma platys (HARVEY, SIMPSON &
GASKIN, 1978), Babesia canis (PIANA & GALLI-VALERIO, 1895), Hepatozoon
canis (JAMES, 1905) e Mycoplasma haemocanis (KIKUTH, 1928).

A cidade de Goiania apresenta condigdes de temperatura e umidade
que favorecem a transmissdo das principais hemoparasitoses caninas, pois
possui um clima propicio ao desenvolvimento de varias espécies de carrapatos,
0s quais sao vetores de varias hemoparasitoses caninas. De acordo com LOULY
et al. (2007), o numero médio de carrapatos Rhipicephalus sanguineus
encontrados na estacdo seca e chuvosa nao diferem estatisticamente,
verificando-se uma alta prevaléncia deste carrapato durante o ano inteiro. A alta e
constante ocorréncia deste vetor na cidade de Goiania contribui para a
manutencao dos hemoparasitos caninos nesta regiao.

A E. canis causa a Erliquiose Monocitica Canina (EMC), uma
enfermidade infecciosa que geralmente caracteriza-se por redu¢do dos elementos
sanguineos celulares. A distribuicdo da erliquiose esta relacionada a distribuicdo
do carrapato vetor R. sanguineus (DA SILVA et al., 2010). Em Belo Horizonte,
COSTA et al. (1973) relataram pela primeira vez a doenga no Brasil.
Posteriormente CARRILLO et al. (1976), relataram a Ehrlichia canis acometendo
aproximadamente 20% a 42,5% dos caes atendidos em hospitais e clinicas
veterinarias de Estados das regides Nordeste (RAMOS et al., 2010), Sudeste
(BULLA et al., 2004; MOREIRA et al., 2003), Sul (DAGNONE et al., 2003; TRAPP
et al., 2006a) e Centro-Oeste (DA SILVA et al., 2010; CESAR, 2008).

Trombocitopenia Ciclica Canina é causada pelo Anaplasma platys

e tem sido reconhecida de forma esporadica no Brasil. Ha diferentes cepas de



A. platys circulantes em cées no Brasil, como revelada pela analise de sequéncias
parciais do gene 16S rRNA (CARDOZO et al., 2007).

Trombocitopenia Ciclica Canina foi encontrada em todas as regides do
Brasil, embora somente alguns casos tenham sido formalmente publicados na
literatura (DAGNONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2007; MOREIRA et al., 2003;
FERREIRA et al., 2007). A prevaléncia de infec¢ao por A. platys no Brasil varia de
10,3% (SALES et al., 2007) a 18,8% (FERREIRA et al., 2007).

A Babesiose canina € uma enfermidade de importancia mundial, sendo
causada por parasitos hematozoarios pertencentes ao género Babesia. Foi
reconhecida no Brasil desde o inicio do século 20. Esta doenca € causada
principalmente pela B. c. vogeli. Casos de infecgdo por B. gibsoni em caes no
Brasil também tém sido relatada (BRACCINI et al., 1992; TRAPP et al., 2006b).
Babesiose canina ocorre em praticamente todos os estados brasileiros. A
prevaléncia da infecgdo varia de 35,7% a 66,9%, em inquéritos soroldgicos e de
1,9% a 42%, através do exame parasitolégico direto (DANTAS-TORRES, 2008).

Hepatozoonose canina foi inicialmente diagnosticada no Brasil durante
a década de 1970 (MASSARD, 1979). Os caes portadores de H. canis podem ser
assintomaticos, ndo desenvolvendo a forma clinica por tempo indeterminado.
Quando ocorre em co-infeccdo com outras doengas infecciosas, como a
erliquiose (MYLONAKIS et al., 2004) e babesiose, pode-se desenvolver um
quadro clinico mais severo e de progndstico variavel, com uma sintomatologia
exacerbada e inespecifica, e possivelmente anemia grave (O'DWYER &
MASSARD, 2001), além de trombocitopenia (JUNIOR et al., 2008).

Hepatozoonose canina é prevalente no Centro-Oeste, Nordeste, Sul,
Sudeste, e muito provavelmente na regido Norte. A prevaléncia da infecgcéo pode
ser alta como 39% em algumas areas rurais (O'DWYER et al., 2001).

Micoplasmose canina causada por Mycoplasma haemocanis
(anteriormente Haemobartonella canis) tem sido esporadicamente reconhecida no
Brasil, pouco se sabe sobre esta doengca no nosso pais devido a escassez de
relatos sobre a ocorréncia da doenga no Brasil (RAMOS et al., 2010).

A infeccdo por M. haemocanis ja foi descrita no Nordeste, Sul e
Sudeste do Brasil. Manifestacbes clinicas da doenga em imunocompetentes é

rara. Por outro lado, cdes imunossuprimidos (por exemplo, 0s céaes



esplenectomizados) s&o particularmente suscetiveis a infeccdo (DANTAS-
TORRES, 2008). Alguns casos clinicamente evidentes tém sido descrito em caes
com infecgbes concomitantes com outros hemoparasitos (GREENE, 2006).

A trombocitopenia é muito comum em caes infectados com E. canis
(82%), ocorrendo em todas as fases da doenca. Na infecgdo por A. platys,
parasitemias e posterior episédios de trombocitopenia se repetem em intervalos
de 1 a 2 semanas. Dentro de poucos dias apdés o aparecimento de plaquetas
parasitadas, a contagem de plaquetas diminui drasticamente, e os organismos
geralmente ndo sao mais vistos (GREENE, 2006).

A trombocitopenia em caes com babesiose é mais frequente que em
caes com erliquiose. A trombocitopenia em infec¢gdes por Hepatozoon canis esta
presente em aproximadamente um terco dos cdes com hepatozoonose. A maioria
dos caes nao esplenectomizados com infecgdo por M. haemocanis nao
desenvolvem sinais clinicos da doenca (GREENE, 2006).

Em virtude da alta prevaléncia de trombocitopenia encontrada em caes
infectados com hemoparasitos, o uso da contagem de plaquetas como teste de
triagem para as hemoparasitoses tem sido propostos (BULLA et al., 2004;
GREENE, 2006). A contagem de plaquetas pode ser um método barato e
confiavel para exame de triagem de caes suspeitos de hemoparasitoses em uma
area endémica (GREENE, 2006).

Estudos mais esclarecedores, principalmente os moleculares, sao
necessarios para a determinagao das espécies existentes nas diferentes regides
do pais e de sua relagdo com a trombocitopenia observada nos exames
laboratoriais, permitindo melhor compreensao sobre as enfermidades.

Objetivou-se com este trabalho identificar os principais hemoparasitos
encontrados nos caes atendidos no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Goias, e relacionar a ocorréncia de hemoparasitos

com o0s casos clinicos de trombocitopenia.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erliquiose canina

A Erliquiose canina é uma doencga causada por bactérias estritamente
intracelulares, gram-negativas, pertencentes a Ordem Rickettsiales, Familia
Anaplasmataceae e género Ehrlichia (DUMLER et al., 2001). E considerada uma
das mais importantes doencas que acometem os caes, podendo ser fatal, tanto
para os caes domésticos, quanto para os demais membros da familia Canidae
(BORIN et al., 2009).

As espécies do género Ehrlichia sdo pequenos organismos cocoides
ou elipsoidais, frequentemente pleomorficos, gram-negativos, parasitas
intracelulares obrigatérios de leucdcitos, especialmente macréfagos e linfocitos
(DUMLER et al., 2001).

No Brasil, a unica espécie do género Ehrlichia acometendo canideos
descrita até o momento € a E. canis, responsavel pela erliquiose monocitica
canina (EMC) (LABRUNA & PEREIRA, 2001). Existem trés cepas de E. canis,
isoladas e caracterizadas geneticamente como: “Florida” (M73226), “Oklahoma”
(M73221) e “Israeli” (U26740). Apesar das cepas terem origens geograficas
distintas, existe uma grande similaridade genética entre elas, de acordo com a
sequéncia do RNA ribossomal 16S (DAGNONE et al., 2001).

A EMC foi descrita inicialmente por DONATIEN & LESTOQUARD em
um cao Pastor Alemao no Instituto Pasteur na Algéria em 1935. Foi observada no
esfregaco sanguineo de cées infestados por R. sanguineus a presenca de
pequenos organismos semelhantes a rickettsia no interior de mondcitos, que
foram nomeadas Rickettsia canis (DONATIEN & LESTOQUARD, 1935).

Posteriormente, no ano de 1945, MOSHKOVSHI renomeou a Rickettsia
canis para Ehrlichia canis, em homenagem ao famoso bacteriologista aleméao,
Paul Ehrlich (McDADE, 1990). No Brasil, a primeira descricdo da doenga causada
por E. canis foi feita em Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais por COSTA et al.
(1973). Posteriormente CARRILLO et al. (1976), relataram a Ehrlichia canis

acometendo aproximadamente 20% a 42,5% dos caes atendidos em hospitais e



clinicas veterinarias de Estados das regides Nordeste (RAMOS et al., 2010),
Sudeste (BULLA et al., 2004; MOREIRA et al., 2003), Sul (DAGNONE et al.,
2003; TRAPP et al., 2006a) e Centro-Oeste (DA SILVA et al.,, 2010; CESAR,
2008).

A prevaléncia da infeccdo pode ser tdo elevada quanto 46,7% em
pacientes assintomaticos e 78% em caes sintomaticos. O risco de infecgéo por E.
canis é maior para 0s caes que vivem em casas em relacido aos caes que vivem
em apartamentos. Isto é esperado porque 0s caes que vivem em casas com
quintais sao teoricamente mais expostos aos carrapatos do que aqueles que
vivem em apartamentos (DANTAS-TORRES, 2008).

A transmissao de E. canis ocorre durante o parasitismo por ninfas e/ ou
adultos do carrapato R. sanguineus, o qual mantém a bactéria por transmissao
transestadial. Como n&o ocorre transmissdo transovariana de E. canis em
carrapatos, as larvas de R. sanguineus nao sao importantes na transmissao,
porém podem se infectar pelo agente, mantendo a infecgdo até o estagio adulto
(UENO et al., 2009).

No carrapato, as erliquias se disseminam a partir do intestino para os
hemocitos e para a glandula salivar. Durante a alimentagdo, os carrapatos
inoculam a secregédo salivar contaminada com erliquias no interior do sitio de
alimentacdao no hospedeiro. Os carrapatos sobrevivem como adultos sem se
alimentar, por 155 a 568 dias, e podem transmitir a infeccéo por até 155 dias apos
se tornarem infectados (DAGNONE et al., 2001). A transmissdo pode ocorrer
também por meio de transfusées sanguineas de um cé&o infectado para outro
suscetivel (BORIN et al., 2009).

A E. canis localiza-se nas células do sistema fagocitario mononuclear
(SFM) do figado, sangue, bacgo e linfonodos, onde se replicam por divisdo binaria.
Geralmente, a mérula é observada nos leucécitos na fase aguda da infecgéo, mas
em pequeno numero e por um periodo curto de tempo. A moérula é formada por
um conjunto de microrganismos firmemente envoltos por uma membrana
(MENDONCA et al., 2005).

Os hospedeiros vertebrados mais comuns sao os da familia Canidae
(caes, coiotes, raposa e chacal). Porém, ja foram relatados ocorréncia na

Venezuela de pelo menos seis casos clinicos descritos de erliquiose humana



causada por E. canis, indicando que este agente pode causar infecgdes no
homem (PEREZ et al., 2006).

No Brasil os primeiros casos de ehrlichiose humana foram registrados
por CALIC et al.,, (2004) e COSTA et al., (2007) com diagndstico sorolégico
positivo para E. chaffensis em individuos com sintomas sugestivos de erhlichiose
no estado de Minas Gerais.

O periodo de incubagao da EMC é de 8 a 20 dias. A fase aguda dura
de duas a quatro semanas. Durante esse periodo, 0 microrganismo replica-se nas
células da circulagédo, e o parasita dissemina-se para 6rgaos como baco, figado e
linfonodos, infectando as células mononucleares. Nesta fase ocorre
trombocitopenia entre 10 e 20 dias pds infeccdo € um aumento no numero de
plaquetas imaturas circulantes, que persiste por toda a doenca na maioria dos
animais (GREENE, 2006).

A EMC é caracterizada por manifestagbes clinicas multissistémicas,
que variam na intensidade de acordo com as fases da doenga (UENO et al.,
2009). As fases da EMC do ponto de vista clinico sdo: aguda, subclinica e
cronica. Acomete cades de idades variadas e ja foi relatada em cdes com dois
meses a 13 anos de idade (BORIN et al., 2009).

A manifestagcdo da doenga pode ser afetada pela patogenicidade das
diferentes cepas de E. canis e por co-infecgdes com outros patégenos, como
Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis transmitida pelo mesmo vetor (HARRUS
& WANER, 2010).

As principais alteragbes clinicas observadas sao apatia, anorexia/
hiporexia, vbmito, secrecdo oculonasal, esplenomegalia, mucosas palidas,
hemorragias (petequias e epistaxe) e uveite (NAKAGHI et al., 2008; BORIN et al.,
2009).

Os sinais clinicos observados na fase aguda ainda sao inespecificos
incluindo febre, secrecao ocular e nasal, anorexia, depressao, perda de peso,
linfadenomegalia, esplenomegalia, tendéncia a hemorragias (petequias,
equimoses e epistaxe), vasculite, sinais neurolégicos, musculares, oculares e de
poliartrite (DAGNONE et al.,, 2001; HARRUS & WANER, 2010). Estes sinais

clinicos geralmente diminuem espontaneamente dentro de uma a quatro



semanas, porém os cdes podem permanecer infectados subclinicamente (ORIA et
al. ,2004).

Os sinais oculares podem estar presentes em todas as fases da
doenca e envolvem a maioria das estruturas oculares. A prevaléncia de lesdes
oculares em casos de infecgdo natural varia de 10% a 15% e a severidade do
comprometimento ocular muda de paciente para paciente (ORIA et al. ,2004).

As lesdes oftalmoldégicas incluem uveite anterior, coriorretinite,
hemorragia da retina. A cegueira pode ocorrer como resultado da
hiperviscosidade sanguinea levando a hemorragia sub-retiniana e descolamento
de retina (HARRUS & WANER, 2010).

Os achados laboratoriais mais comuns sao de trombocitopenia e
anemia (ALMOSNY, 1998). A trombocitopenia na fase aguda pode ocorrer por
aumento no consumo de plaquetas pelo endotélio vascular inflamado, aumento no
sequestro esplénico e destruicdo imunomediada ou por diminuicdo da meia vida
das plaquetas (ALMOSNY & MASSARD, 2002). A proépria infecgdo por E. canis
causa lise de plaquetas, porém, casos sem trombocitopenia podem ocorrer
(ACCETTA, 2008). Ocorre também alteragdo na fungdo das plaquetas, com
muitos animais apresentando sangramento superficial, mesmo com o numero de
plaquetas e perfil de coagulagdo normais (DAGNONE et al., 2001).

Na fase aguda raramente observa-se leucocitose. De acordo com
NELSON & COUTO (2001), a anemia nesta fase é do tipo normocitica
normocrémica regenerativa, devido a perda de sangue.

Durante a fase aguda, os cées infectados podem se recuperar
espontaneamente ou entrar numa fase assintomatica ou subclinica, podendo
permanecer infectados por longos periodos. Nesta fase, cdes imunocompetentes
podem eliminar o parasito ou, ocasionalmente, desenvolver a fase cronica da
doenga, caracterizada por supressao medular, sangramentos por mucosas e
conjuntivas e alta letalidade (UENO et al., 2009).

A fase crénica desenvolve-se em alguns animais apés a fase subclinica
e pode variar de leve a severa. Na severa, ocorre comprometimento da medula
ossea com pancitopenia (DAGNONE et al., 2001). Nesta fase, sinais clinicos

semelhantes aos observados na fase aguda podem ocorrer, porém com maior



intensidade e gravidade. Frequentemente observa-se palidez das mucosas,
fraqueza, sangramento e perda de peso significativa (HARRUS & WANER, 2010).

Dentre as alteragdes hematoldgicas relatadas com maior frequéncia na
literatura, destacam-se a anemia arregenerativa e, em menor frequéncia, a
anemia regenerativa (fase aguda). Das alteragbes presentes no leucograma,
destacam-se o desvio nuclear de neutrofilos para a esquerda e a eosinopenia.
Outros achados como leucopenia e monocitopenia sdo considerados menos
frequentes (BORIN et al., 2009)

O diagnostico da EMC pode ser feito baseando-se nos resultados do
exame parasitologico direto, hematologia, provas bioquimicas, cultivo, sorologia
(ensaio de imunofluorescéncia indireta e ELISA), associada com sinais clinicos e
técnicas de biologia molecular (DAGNONE et al., 2003).

A suspeita clinica pode ser confirmada por meio de achado de mérulas
e inclusdes de Ehrlichia canis em leucdcitos de esfregagos sanguineos. No
entanto, é importante ressaltar que a auséncia de parasitos em esfregacos de
sangue periférico nao exclui a possibilidade de infeccao (BORIN et al., 2009;
NAKAGHI et al., 2008).

A deteccdo de moérulas de E. canis ocorre por um curto periodo de
tempo nos monacitos, e a visualizagdo durante as fases subclinicas e crbnicas é
extremamente rara. Todavia, a busca por mérulas em mondécitos circulantes é o
método de diagndstico mais rotineiro para a EMC, mas em muitos casos ineficaz,
pois a deteccao direta de E. canis é dificil e incomum (NAKAGHI et al., 2008).

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular conduziram a
melhoria da deteccdo de DNA de E. canis para o diagndstico da erliquiose. A
amplificagdo de DNA de E. canis pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tém
promovido maior sensibilidade, especificidade e diagnostico direto de confianca
(NAKAGHII et al., 2008).

2.2 Trombocitopenia ciclica infecciosa canina

A trombocitopenia ciclica infecciosa canina € uma doenga causada

pelo Anaplasma platys, bactéria gram negativa que infecta as plaquetas do cao,



pertencente a ordem Rickettssiales, familia Anaplasmataceae e género
Anaplasma (FERREIRA et al., 2008).

O A. platys foi descrito pela primeira vez por HARVEY et al. (1978) na
Flérida, sendo denominado inicialmente como Ehrlichia platys. Em 2001, esse
organismo foi reclassificado como pertencendo a familia Anaplasmataceae e ao
género Anaplasma (DUMLER et al.,, 2001). Casos clinicos da trombocitopenia
ciclica infecciosa canina tem sido reportada por todo o mundo, incluindo os
Estados Unidos, Grécia, Taiwan, Espanha, Sul da China, Australia, Tailandia e
Venezuela (HUANG et al., 2005).

Nos Estados Unidos, o A. platys é considerado minimamente
patogénico, e geralmente identificado como obervagao acidental durante o exame
de esfregaco sanguineo (GREENE, 2006). Entretanto, existem casos de
linhagens mais virulentas de A. platys em diversos paises do mediterraneo. As
linhagens de A. platys descritos na Grécia, Franga e Espanha sao consideradas
mais virulentas que as linhagens da América do norte e outros paises (CARDOSO
et al.,, 2008). O A. platys também causa trombocitopenia em c&es nas varias
regides do Brasil, ndo sendo rara a coinfecgdo com E. canis e B. c. vogeli,
podendo o carrapato R. sanguineus ser 0 mesmo vetor dessas trés espécies
(FERREIRA et al., 2008).

CARDOZO et al. (2007) compararam a sequéncia génica do A. platys e
determinaram a ocorréncia deste agente em caes da cidade de Ribeirdo Preto,
Brasil, indicando que existam pelo menos trés linhagens de A. platys circulando
na América do Sul.

Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina foi encontrada em todas as
regides do Brasil, embora somente alguns casos tenham sido formalmente
publicada na literatura (DAGNONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2007
MOREIRA et al., 2003; FERREIRA et al., 2007). A prevaléncia de infec¢ao por A.
platys varia de 10,3% (SALES et al., 2007) a 18,8% (FERREIRA et al., 2007).
Pouco se sabe sobre fatores de risco associados a doenca no Brasil. A infeccao
por A. platys raramente é associada a doenga clinica, exceto em casos de
coinfeccao com outros organismos (por exemplo, E. canis e B. c. vogeli), que é
comum no Brasil (DANTAS-TORRES, 2008).
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Acredita-se que o vetor do agente seja o carrapato marrom do cao,
Rhipicephalus sanguineus, porém estudos experimentais nao conseguiram
reproduzir a transmissao por este vetor, por isso o modo de transmissao
permanece incerto (CARDOZO et al., 2007).

O A. platys causa parasitemia e trombocitopenia ciclica a intervalos de
10 a 14 dias. Alguns dias apos a infecgdo ocorre uma diminuicdo brusca no
numero de plaquetas e o A. platys desaparece da circulagdo. Em seu ponto mais
baixo, a trombocitopenia pode ser grave (20.000 a 50.000 plaquetas/yL), e a
agregacao plaquetaria fica diminuida (GREENE, 2006). A contagem de plaquetas
retorna a valores proximos aos de referéncia em aproximadamente quatro dias. A
parasitemia e trombocitopenia subsequentes tendem a ocorrer periodicamente em
intervalos de uma a duas semanas. Com a diminuicdo do numero de plaquetas
infectadas, a trombocitopenia pode continuar severa ou diminuir de intensidade
(DAGNONE et al., 2001).

Os sinais clinicos comegam apés um periodo de incubacido de 8 a 15
dias, com alguns sinais sugestivos, como anorexia e disturbios hemostaticos
(DAGNONE et al., 2001). Céaes infectados frequentemente sdo assintomaticos
(CARDOZO et al., 2007). Hiperplasia folicular de nddulos linfaticos e plasmacitose
tem sido observados na fase aguda da infecgéo, e alguns 6rgéos, tal como bacgo,
podem desenvolver hemorragia (HUANG et al., 2005).

Experimentalmente, por volta do quarto dia, depois do surgimento
inicial das plaquetas infectadas, 30 a 60% das plaquetas podem conter inclusdes,
mas a plaquetometria permanece normal. Dentro dos trés a quatro dias
subsequentes, ocorre queda consideravel na contagem plaquetaria. Geralmente
0S microrganismos nao sao visualizados durante o ponto mais baixo da
plaquetometria, e a quantidade de plaquetas retorna ao normal dentro de trés a
quatro dias. Em mais uma a duas semanas, o A. platys reaparece nas plaquetas,
e a plaquetometria comeca a declinar. A cada ciclo sucessivo, a percentagem de
plaquetas infectadas decresce, até que apenas algumas plaquetas serdo
infectadas, a trombocitopenia torna-se menos pronunciada, e finalmente cessam
as alteragbes hematologicas (GREENE, 2006).

A trombocitopenia é um achado comum em infecgdes por A. platys,

entretanto, esse achado ndo é patognoménico desta Rickettsiose ou de outra
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doenca (FERREIRA et al., 2008). Uma anemia arregenerativa normocitica
normocrémica, associada a anemia de inflamacéao, leucopenia, hipoalbuminemia,
e hiperglobulinemia foi descrita em associagdo com a infecgdo experimental por
A. platys (GREENE, 2006).

Quando se suspeita de uma infecgao por A. platys, o entendimento
correto das manifestagdes clinicas, bem como dos exames laboratoriais e escolha
do método diagndstico, torna-se de extrema importancia para uma conduta clinica
ideal (MACIEIRA, 2003).

Dentre os métodos de diagnostico, os mais utilizados sédo a pesquisa
de inclusdes plaquetarias em esfregagco sanguineo, detecgdo de anticorpos por
imunofluorescéncia indireta, ou amplificacdo de DNA através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) (FERREIRA et al., 2008).

O A. platys é observado em plaquetas, podendo ocorrer como uma,
duas ou trés inclusdes. Caracterizada por causar parasitemia e trombocitopenia
ciclica, as inclusdes normalmente nao sao observadas na fase de trombocitopenia
(ALMOSNY & MASSARD, 2002).

O diagnéstico da infecgao por A. platys tem sido feito mais usualmente
utilizando o parasitoldgico direto, visualizando os organismos nas plaquetas que
foram coradas com o corante tipo Romanowsky, Diff-Quik e giemsa. Entretanto,
devido a parasitemia ciclica da doenga, examinar esfregagos sanguineos corados
para verificar inclusdes intra-plaquetarias de A. platys normalmente € demorada e
pouco gratificante ja que as inclusbes sdo muitas vezes presentes em baixos
numeros ou ausentes (MARTIN et al., 2005). Outro fator que dificulta o
diagndstico por meio de observacao é que tém
sido descritos casos de inclusbes em plaquetas em infeccdo por E. canis
(ALMOSNY, 1998).

ARRAGA-ALVORADA et al. (2003) relataram que na Venezuela, onde
até 97% de plaquetas sao parasitadas, o diagnostico da infecgdo por A. platys é
feito rotineiramente examinando esfregaco de sangue corados. Ao utilizar a
microscopia eletrénica, encontrou-se diferentes estruturas entre a infecgdo
experimental e a infeccdo de caes naturalmente parasitados, sugerindo a

existéncia de diferentes cepas.
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A parasitemia frequentemente é baixa, a infeccédo € de dificil detecgao
em exames sanguineos e exames sorologicos podem dar falso positivos devido a
reacdes cruzadas com outras espécies. Métodos baseados no PCR podem ser
desenvolvidos para a detecg¢ao especifica de A. platys em amostras de sangue de
cées com alta acuracia (CARDOZO et al.,2007).

2.3 Babesiose canina

A babesiose € uma doenga causada por protozoarios do género
Babesia spp., membro do filo Apicomplexa e transmitido pela picada de um
carrapato infectado (ADASZEK & WINIARCZYK, 2008).

As espécies do género Babesia sao muitas vezes referida como
piroplasmas, um termo utilizado para protozoarios fenotipicamente semelhantes
que infectam hemacias de mamiferos (SMITH & KILBORNE, 1983).

Babesia canis e Babesia gibsoni sao as duas espécies predominantes,
naturalmente, capazes de infectar cédes. Cepas desses organismos sao
encontrados em todo o mundo (GREENE, 2006). Uma outra espécie descrita
acometendo caes é a Theileria equi (anteriormente denominada Babesia equi)
(CRIADO-FORNELIO et al., 2004).

Babesia spp. sdao morfologicamente classificados como piroplasmas
grandes (Medindo 3,0 - 5,0 pm), ou pequenos (1,5 - 2,5 um). B. canis
€ um piroplasma grande (2,4 ym X 5 pym), piriformes que normalmente séo
encontrados aos pares dentro das hemacias, apresentando até oito ou mais
merozoitos e B. gibsoni € um piroplasma pequeno (1 ym X 3.2 um), comumente
observados individualmente em formas circulares ou piriformes. Os parasitos
podem ser diferenciados através da observacdo de merozoitos intraeritrocitarios
durante a avaliagcéo do esfregago de sangue (GREENE, 2006).

Entretanto, como a situagdo que envolve a taxonomia das espécies de
Babesia de origem canina ndo se encontra totalmente definida, o diagndstico
definitivo com base nesses critérios pode ser questionado (PASSOS et al., 2005).
Trabalhos recentes tém demonstrado a infeccdo de caes por outras espécies
pequenas como Theileria equi (FORNELIO et al., 2004; FRITZ, 2010), B. microti-
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like (ZAHLER et al., 2000; CAMACHO et al., 2001), B. conradae (KIEMTRUP &
CONRAD, 2006), e também, possivelmente, uma nova espécie do grupo das
grandes babésias (BIRKENHEUER et al., 2004).

O parametro morfologico isolado nao é suficiente para distingdo de
todos os piroplasmideos, por exemplo, entre Babesia microti, B. gibsoni e T. equi.
ZAHLER et al. (2000), por meio de analises do gene 18S rRNA, fizeram
caracterizagdo genotipica de um pequeno piroplasma, isolado de cédo com
babesiose clinica adquirida na Espanha, mais proxima filogeneticamente as
espécies Babesia microti, Babesia rodhaini e Theileria equi, quando comparada a
Babesia gibsoni. A este novo patdgeno os autores atribuiram o nome de Theileria
annae. Posteriormente, CAMACHO et al. (2001) verificaram que a ocorréncia
desta nova espécie era frequente no noroeste da Espanha. Por isso € de grande
importancia a realizagdo de testes moleculares que confirmem a identidade do
microrganismo envolvido nas infecgbes dos animais. Para esta finalidade é
necessario o0 emprego de testes moleculares nos estudos relativos a etiologia da
babesiose canina (ZAHLER et al., 2000).

Ha trés subespécies diferentes de B. canis: B. canis canis, B. canis
rossi, e B. canis vogeli. Estas subespécies sdo morfologicamente idénticas, mas
tém diferentes vetores e patogenicidade (ADASZEK & WINIARCZYK, 2008). B.
canis canis é transmitida pelo Dermacentor reticulatus na Europa e norte da Asia,
B. canis vogeli é transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus em regides tropicais
e subtropicais (Africa do sul, Africa Oriental, Estados Unidos, Brasil, América do
Sul, Japao e Australia) e B. canis rossi transmitida por Haemaphysalis leachi na
Africa do Sul e leste do Sudéo (EIRAS et al., 2008).

B. gibsoni ocorre na Asia, América do Norte, no norte e leste da Africa,
Australia e Europa (FOLDVARI et al., 2005). No Brasil alguns relatos sugerem a
ocorréncia de uma pequena Babesia no Estado do Rio Grande do Sul (BRACCINI
et al., 1992), e apenas uma confirmagao molecular de B. gibsoni foi realizada em
caes do Sul do Brasil (TRAPP et al., 2006b).

O primeiro registro de babesideo em caes aconteceu no ano de 1895,
quando PIANA & GALLI-VALERIO observaram a existéncia de parasitos grandes
nas hemacias de cées na Italia descrevendo-os como Piroplasma canis.

Posteriormente, PATTON (1910) descreveu a presenga de formas parasitarias
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anelares e ovéides em hemécias de cdes na india, classificando-as como
Piroplasma gibsoni.

A primeira identificagdo de B. gibsoni foi feita por PATTON (1910), na
india, parasitando cdes e chacais. O primeiro relato de infecgéo por B. gibsoni nos
EUA foi em 1968 em um Bull Terrier que se infectou na Malasia (GROVES, 1968).
Casos de babesiose canina tem sido relatados em muitos Estados brasileiros,
como Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais
e Parana (DANTAS-TORRES & FIGUEREDO, 2006). A prevaléncia da infecgéo
varia de 35,7% a 66,9%, em inquéritos soroldgicos e de 1,9% a 42%, através do
exame parasitologico direto (DANTAS-TORRES, 2008).

Apesar de babesiose canina ser amplamente difundida no Brasil, a
prevaléncia de infecgdo por Babesia em caes é desconhecida na maioria das
areas onde a doenga € endémica. Inquéritos sorologicos revelaram que a
prevaléncia de anticorpos contra o parasita Babesia em céaes varia de 35,7% a
66,9%. Inquéritos parasitolégicos mostraram que o prevaléncia de infecgao por
Babesia varia de 1,9% a 42% (DANTAS-TORRES & FIGUEREDO, 2006).

A transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo dos carrapatos
ixodideos, através da inoculagdo de esporozoitos infectantes presentes na
glandula salivar dos carrapatos. A principal espécie envolvida na transmisséo de
B. canis é o R. sanguineus, conhecido vulgarmente como carrapato marrom do
céo (O'DWYER & MASSARD, 2002).

Existem dois tipos de transmissdo: a transmissédo transestadial ou
horizontal, onde os carrapatos adquirem a Babesia como larva ou ninfa e a
transmitem no estadio seguinte; e a transmissao transovariana ou vertical, onde a
fémea infectada transmite o parasito para seus descendentes, com as larvas ja
eclodindo infectadas. Todos os estadios podem transmitir B. canis, sendo as
ninfas e adultos mais eficientes na transmisséo (O'DWYER & MASSARD, 2002).

A patogenia clinica das babesioses causadas por B. canis e B. gibsoni
envolve anemia hemolitica progressiva. Em contraste, a doenga mais severa
causada por B. canis rossi pode envolver hipdxia, choque hipotensivo com
coagulagao intravacular disseminada (CID), inflamagédo sistémica e disfungéo
multipla de érgaos (WELZL et al., 2001).
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A gravidade da doenca varia com a espécie do vetor e a idade, raca e
estado imune do cdo. Filhotes e caes jovens sao altamente susceptiveis, sendo
letal na auséncia de tratamento (IRWIN, 1991).

A doenca apresenta-se de forma hiperaguda, aguda, crbnica ou
subclinica. De maneira geral as caracteristicas clinicas incluem febre, perda de
peso, anorexia, hematuria e ictericia. Animais com a doenga subclinica raramente
apresentam sinais clinicos, entretanto, os sinais aparecem apds estresse,
administracao de corticéides e doencas concomitantes. Além disso, € importante
identifica-la, pois os animais tém potencial de transmissdo via transfusdo
sanguinea ou transplacentaria, neste caso os filhotes tém alta mortalidade.
(ALMOSNY, 2002).

Em animais com infeccao experimental, observou-se que apesar dos
valores de hematocrito estarem diminuidos, a maioria dos animais nao
apresentaram sinais clinicos de babesiose (BICALHO et al., 2002).

Anemia e trombocitopenia sdo achados comuns nos exames
laboratoriais que podem ser muito variados em outros parametros como
leucograma, bioquimica sérica e urinalise, dependendo da fase da doenga ou
manifestagéo clinica (ALMOSNY, 2002).

Tradicionalmente, a identificacdo das espécies foi baseada na
morfologia dos piroplasmas intraeritrocitarios e na especificidade de hospedeiros.
O diagnéstico definitivo baseia-se na identificagao de parasitas grandes (2,5 a 3 X
5um) piriformes em hemacias do hospedeiro em esfregagos sanguineos corados
com Giemsa. Podendo ser utilizado também a técnica de sorologia e PCR,
especialmente em animais subclinicos, que raramente apresentam o protozoario

evidenciado em hemacias (JAIN, 1993).

2.4 Hepatozoonose canina

Hepatozoonose canina € uma doenca causada por protozoarios do
género Hepatozoon (RUBINI et al., 2009). O género Hepatozoon compreende
mais de 300 espécies, 46 delas sdo conhecidas como infectantes de mamiferos,
120 infectam reptéis e as outras sdo encontradas como parasitos de aves e
anfibios (FORLANO et al., 2007).
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Duas espécies das 46 associadas com hepatozoonoses em mamiferos
sao conhecidas como causadoras de doenca nos caes, Hepatozoon canis e
Hepatozoon americanum. Hepatozoon canis foi originalmente descrito na india
como agente etiologico da hepatozoonose canina e acomete cédes em diversas
regides no mundo incluindo o Brasil, enquanto H. americanum é a espécie que
infecta cdes no sul dos Estados Unidos (RUBINI et al., 2009).

A hepatozoonose canina foi descrita pela primeira vez em 1906 na
india, causada pelo microorganismo na ocasido chamado Leukocytozoon canis
(JAMES, 1905), hoje conhecido como Hepatozoon.

A espécie H. canis € a mais comumente estudada associada a
hepatozoonoses de cdes da Europa, Asia, Africa e América latina. Geralmente,
hepatozoonoses causadas por H. canis é caracterizada por desordens leve e
crénica afetando o bacgo, linfonodos e médula 6ssea, resultando em anemia e
letargia. Na América do Norte Hepatozoon americanum tem sido identificado
como o agente causador de uma doenga emergente severa afetando céaes e
podendo evoluir a ébito (FORLANO et al., 2007).

Hepatozoonose canina foi inicialmente diagnosticada no Brasil durante
a década de 1970 (MASSARD, 1979). Esta doenga é causada pelo Hepatozoon
canis, que recentemente foi caracterizado molecularmente no Brasil.
Hepatozoonose canina é prevalente no Centro-Oeste, Nordeste, Sul, Sudeste, e
muito provavelmente na regido Norte. A prevaléncia da infecgdo pode ser alta
como 39% em algumas areas rurais. Pouco se sabe sobre os fatores de risco
associados a infecgéo por H. canis no Brasil (O'DWYER et al., 2001).

CHRISTOPHERS (1907) identificou o carrapato marron do céo, R.
sanguineus, como o hospedeiro invertebrado de H. canis, entretanto outras
especies tem sido identificadas como possiveis vetores deste protozoario, tal
como Haemaphysalis longicornis e Haemaphysalis flava no Japdo (MURATA et
al., 1993) e Amblyomma ovale no Brazil (FORLANO et al., 2007).

A principal espécie de carrapatos que parasita cides no Brasil € o
Rhipicephalus sanguineus, entretanto, ocorre predominantemente em areas
urbanas e menos abundantemente em areas rurais (LABRUNA & PEREIRA,
2001). Estudos epidemiolégicos demonstram uma maior frequéncia de H. canis
de parasitismo de areas rurais (O'DWYER et al., 2001).
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A maior frequéncia de H. canis em areas rurais € a possibilidade de
que carrapatos Amblyomma ssp. possam ser os principais vetores deste
protozoario demonstram a necessidade de maiores estudos sobre a
epidemiologia, transmissao e patogenia da hepatozoonose canina no Brasil
(GARCIA DE SA et al., 2007).

Durante um estudo sobre hepatozoonose canina em duas areas rurais
do Rio de Janeiro, FORLANO et al. (2005) encontraram caes naturalmente
infectados por Hepatozoon canis infestados por Amblyomma cajennense,
Amblyomma ovale, Amblyomma aureolatum e Rhipicephalus sanguineus.

FORLANO et al. (2005) e RUBINI et al. (2009) comprovaram a
participacdo da espécie A. ovale na transmissdo da hepatozoonose canina no
Brasil, através da demonstracado de oocistos de H. canis na hemolinfa do vetor A.
ovale coletados de cdes naturalmente infectados.

A transmissao para os cées (hospedeiro intermediario) ocorre através
da ingestdo de carrapatos infectados por oocistos maduros (com esporozoitos
infectantes) de H. canis na sua hemocele, com a digestdo ocorre a liberagdo de
esporozoitos, 0os quais penetram na parede intestinal e sao transportados via
sanguinea até o bacgo, linfonodos, figado, médula 6ssea, pulmdes e musculos.
Nestes locais multiplicam-se, formando dois tipos distintos de esquizontes, cada
qual contendo micromerozoitos e macromerozoitos (MASSARD, 1979).

Além da transmissao horizontal para o hospedeiro intermediario, ficou
confirmado por FORLANO (2007), que é possivel a transmissdo congénita de H.
canis, da mae para a ninhada.

A infec¢ao do carrapato inicia-se no estagio de ninfa e completa-se na
fase adulta. Os carrapatos sao infectados ao ingerirem sangue de caes que
contenham gametdcitos no interior de neutréfilos ou mondcitos. No tubo digestivo
do vetor ocorre a fusdo dos gametas, com posterior formacdo de oocinetos
localizados na hemocele do carrapato (O'DWYER & MASSARD, 2001).

Existem evidéncias de diferengas na patogenicidade determinada por
este agente nos animais das diferentes regides do Pais e do mundo. Embora haja
divergéncias relativas a esta enfermidade, a maioria dos estudos comprovam que
a associacao entre diferentes parasitos leva a um quadro clinico mais severo

quando comparado ao parasitismo isolado (MUNDIM et al., 2008).
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Infeccao por H. canis varia de casos assintomaticos a casos severos e
potencialmente fatais de desordens que causam febre, paralisia, anorexia,
emaciagao, anemia, discargas oculares, perda de peso e sinais caracteristicos de
enfermidades de carater cronico debilitante. A forma branda desta doenca esta
associada com a baixa parasitemia, enquanto sinais severos sao encontrados
com alta parasitemia (BANETH et al., 2003).

As anormalidades comumente encontradas em analises laboratoriais
sdo anemia, leucocitose, neutrofiia e aumento da fosfatase alcalina. Na
hepatozoonose causada por H. canis, achados clinicos e laboratoriais sao
frequentemente associados pela presenca de infecgbes concomitante com outros
hemoparasitos, as alteracbes encontradas nédo sao atribuidas exclusivamente a
infecc&o por H. canis (MUNDIM et al., 2008).

Em contraste com a doenca branda normalmente encontrada na
infeccdo por H. canis, a infeccdo por H. americanum causa uma doenca
debilitante e frequentemente fatal (EWING et al., 2002).

Diversos métodos podem ser utilizados no diagnostico de Hepatozoon
spp. em caes, e de acordo com a técnica utilizada os resultados podem ser
variados. O método de diagndstico de Hepatozoon spp. realizado rotineiramente
se fundamenta na identificagcdo morfolégica de gamontes intra-leucocitarios (em
neutréfilos ou mondcitos) em esfregaco de sangue periférico corado pelo Giemsa
e observados pela microscopia direta (BANETH et al., 1997). Entretanto, a analise
morfolégica dos mesmos nao possibilita a diferenciagdo das diferentes espécies
de Hepatozoon existentes, pois a morfologia dos gamontes encontrados pode
variar em fungdo da espécie hospedeira e também da espécie de Hepatozoon
encontrada (WANER et al., 1994).

O desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico como a reagao
em cadeia da polimerase (PCR) vem auxiliando no avango das pesquisas em
relagdo a deteccdo das espécies de Hepatozoon de caes, assim como também
tem auxiliado na classificagao taxondmica destes e de outros agentes infecciosos.
A PCR também auxilia na deteccdo de novas cepas ou variantes de espécies e
permite a detecgéo precoce de infecgdo (RUBINI et al., 2008).
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2.5 Micoplasmose canina

A micoplasmose canina € uma enfermidade de distribuicdo mundial
causada por bactérias pequenas, nao cultivaveis in vitro, sem parede celular e
que infecta a parede de eritrécitos (NOVACCO et al., 2010).

As espécies de micoplasmas mais comumente descritas em caes sao:
Mycoplasma  haemocanis, Candidatus ~ Mycoplasma  haematoparvum,
Mycoplasmas canis e M. cynos, estando associada a presenga de anemia,
infeccbes do trato urogenital e doencgas respiratérias. No entanto, o isolamento de
desconhecidos Mycoplasma sp. de caes indica que novas espécies ainda nao
foram descritas e ainda ha muito a aprender sobre esses microorganismos
(CHALKER, 2005).

Mycoplasma haemocanis, anteriormente denominado Haemobartonela
canis € a espécie mais comum, conforme classificacdo baseada na analise da
sequéncia do gene 16S rRNA o agente passou a ser denominado Mycoplasma
haemocanis, deixando de pertencer a familia Anaplasmataceae e integrando o
género Mycoplasma (MESSICK et al., 2002).

O M. haemocanis foi identificado pela primeira vez em 1928
(KIKUTH,1928), desde entdo varios casos foram descritos (CARR & ESSEX,
1944; PRYOR & BRADBURY, 1975; BRISON & MESSICK, 2001).

Existem poucas informagdes a respeito da prevaléncia da infeccdo nos
caes, ja que muitos individuos infectados ndo apresentam sinais clinicos da
enfermidade. NOVACCO et al. (2010) obteve uma prevaléncia de 5,1% (43/850)
de M. haemocanis para caes oriundos de Portugal, Italia e Espanha. Os cées
mais jovens, sem raga definida e provenientes de canis foram mais acometidos
pelo hemoparasito. Os fatores de risco encontrados est&do relacionados com as
condicdes de vida do animal e a presenca de ectoparasitos.

Micoplasmose canina tem sido esporadicamente reconhecida no Brasil,
pouco se sabe sobre esta doenga no nosso pais, porque os relatos sobre a
ocorréncia da doenga no Brasil sdo muito escassos. A infeccao por M.
haemocanis foi descrita no sul e sudeste do Brasil. Manifestagdao clinica da

doenca em imunocompetentes €& incomum. Por outro lado, caes
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imunossuprimidos (por exemplo, os caes esplenectomizados) sao particularmente
suscetiveis a infeccdo (DANTAS-TORRES, 2008).

Mycoplasma haemocanis foi descrito em esfregagos de sangue de
caes em Belo Horizonte, regido Sudeste do Brasil (O'DWYER et al., 1997), e
posteriormente caracterizados por PCR em quatro cdes ndo esplenectomizados
de um Hospital Veterinario de Londrina, Sul do Brasil (DE MORAIS et al., 2003),
bem como em outras populagbes canina (SANTOS, 2008). Recentemente, uma
pesquisa de PCR foi realizada em Belo Horizonte e arredores para comparar
taxas de infeccdo para M. haemocanis entre zonas urbanas e rurais. Vinte
(11,3%) dos 176 c&es que vivem nas areas rurais foram positivas, sendo que seis
dos 104 (5,8%) cées de areas urbanas abrigavam o organismo.

Uma pesquisa utilizando PCR para a deteccdo de M. haemocanis e
Candidatus M. haematoparvum foi realizado em Londrina (SANTOS, 2008).
Um total de 147 cédes com pelo menos uma anormalidade laboratorial
(Leucopenia, trombocitopenia, pancitopenia, ou anemia) foram
testados, resultando em duas (1,4%) amostras positivas para M. haemocanis
e 11 (7,5%) para Candidatus M. haematoparvum.

Além disso, dois outros novos hemoplasmas foram identificados
por PCR em caes do Brasil (SANTOS, 2008). Um hemoplasma canino
mais parecido com a ‘Candidatus M. haemominutum’' (98% de identidade de 16S
sequéncia do gene rRNA) do que com o ‘Candidatus M. haematoparvum’
foi detectado por PCR em um cdo de Londrina e um outro
hemoplasma com a identidade de 98-100% com a ‘Candidatus M.
turicensis' em caes esplenectomizados de Porto Alegre (SANTOS, 2008).

Novamente, ndo esta claro se esta € uma nova espécie canina de
hemoplasma ou uma demonstracido de que ‘Candidatus M. turicensis' também
pode infectar caes (BIONDO et al., 2009).

Os meios naturais de transmissdo ainda nao foram definitivamente
estabelecidos. Acredita-se que o R. sanguineus, seja o0 potencial vetor
(NOVACCO et al., 2010). Ha também evidéncias de um possivel transmissao
transplacentaria (KEMMING et al.,2004).

Supde-se que a infeccdo por M. haemocanis em caes nao seja um

evento raro. A maioria dos caes infectados nao apresentam manifestacdes
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clinicas (NOVACCO et al., 2010). Animais portadores de doenga esplénica,
esplenectomizados, sob acdo de drogas imunosupressoras ou co-infectados com
virus, bactérias e outros hemoparasitos podem manifestar a enfermidade
(KEMMING et al.,2004).

Os sinais da doenga podem se tornar evidentes em 1-2 semanas apés
a infeccdo (PRYOR & BRADBURY, 1975) ou com um periodo de 4-9 semanas
(KEMMING et al., 2004). Os sinais clinicos da doenga aguda incluem anorexia,
letargia, perda de peso e febre e em casos severos a anemia hemolitica pode ser
fatal (WEST, 1979). Raramente a doenca é descrita em caes imunocompetentes
(AUSTERMAN, 1979). Cées imunocompetentes podem ser carreadores cronicos
ou assintomaticos até que uma condicdo como a retirada do baco ou
quimioterapia acontega, nesses casos 0 episoddio agudo pode ocorrer (MESSICK,
2004).

Em principio, a doenga pode ocorrer de duas formas: a forma latente,
que geralmente é assintomatica e a forma aguda. Os sinais clinicos podem
ocorrer rapidamente (1-2 semanas), observa-se anemia grave, leucopenia e
também leucocitose. A trombocitopenia € uma observacado frequente em céaes
portadores de M. haemocanis e pode estar associada com doencas de
coagulagao. Até o momento, ndo esta claro o dano que ocorre nos eritrocitos que
estdo infectados com M. haemocanis. E inegavel, porém, que M. haemocanis
altera severamente a forma dos eritrocitos infectadas e causa anemia (KEMMING
et al.,2004).

A Infeccdo por Mycoplasma haemocanis, geralmente, s6 induz
anemia clinicamente significativa em caes esplenectomizados ou
imunossuprimidos, porém a infeccdo latente pode causar anemia sub-clinica
(BARKER et al., 2010).

Historicamente, o diagndéstico de M. haemocanis depende de
esfregacos de sangue periférico, em que M. Haemocanis aparece sobretudo na
forma de cocos (0,2-0,4 pym). O M. haemocanis localiza-se na superficie do
eritrocito, € gram-negativo e pode ser visualizado pela coloragdo Giemsa classico.
No entanto, hoje a técnica mais eficaz de diagndéstico para identificar a presenga
de M. haemocanis é o PCR de sangue total (KEMMING et al.,2004).
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Nos ultimos 70 anos, o trabalho sobre micoplasmas canina tem sido
extremamente limitado, com menos de 50 publicagdes de micoplasmas em caes.
Apesar da duracdo do tempo desde a descoberta de micoplasmas em cées e a
crescente evidéncia de associacao com doencas especificas
esses microorganismos ainda ndo sao rotineiramente considerados como causas
da infecgdo em céaes, ao contrario de outros mamiferos e répteis. A combinacao
de fatores como a incapacidade de detectar e identificar micoplasmas caninos, a
falta de investigacdo e a escassez de conhecimentos sobre os micoplasmas em
caes contribuem para a falta de informagdo sobre a patogenicidade, fatores de
viruléncia e histéria natural deste microorganismo (CHALKER, 2005).

2.6 Trombocitopenia

A trombocitopenia é a diminuicdo no numero de plaquetas e representa
a causa mais comum de sangramento espontaneo em cades na clinica de
pequenos animais. A trombocitopenia ocorre por: disturbios na producédo, na
distribuicao ou destruicdo de plaquetas; aumento do consumo de plaquetas e/ou
aumento do sequestro de plaquetas (THRALL, 2007).

As doengas infecciosas podem contribuir para o desenvolvimento de
trombocitopenia através da supressdo da producdo de plaquetas pela médula
Ossea, pelo aumento do sequestro esplénico e hepatico, aumento da utilizacado
destas ou através da indug¢ao simples ou imunomediada das mesmas.

A trombocitopenia € muito comum em céaes infectados com E. canis
(82%), ocorrendo em todas as fases da doenca. Na infecgdo por A. platys,
parasitemias e posterior episédios de trombocitopenia se repetem em intervalos
de 1 a 2 semanas. Dentro de poucos dias apds o aparecimento de plaquetas
parasitadas, a contagem de plaquetas diminui drasticamente, e os organismos
geralmente ndo sdo mais vistos (GREENE, 2006).

A trombocitopenia em caes com babesiose é mais frequente que em
caes com erliquiose. A trombocitopenia em infecgcbes por Hepatozoon canis esta
presente em aproximadamente um terco dos cdes com hepatozoonose
(GREENE, 2006).
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O efeito da combinagdo de um agente infeccioso supressor de médula
O0ssea e de drogas que inibam a sintese de proteinas ou de acidos nucléicos
podem ser mais deletério do que a soma dos efeitos de forma independente
(GREENE, 2006).

A destruicdo aumentada de plaquetas representa a causa mais
frequente de trombocitopenia em cées. Os trés mecanismos mais comuns que
provocam destruicdo periférica de plaquetas sdo imunomediados, relacionados a
drogas (incluindo vacinagdo com virus vivos modificados) e relacionados a sepse
(NELSON & COUTO, 2006).

Outra causa de trombocitopenia é a remocgao acelerada de plaquetas,
pela trombocitopenia imunomediada primaria, que tem predisposi¢cao racial,
acomete mais caes das ragas Cocker, Old English Sheepdog, Pastor Alemao e
Poodle e esta associada com a presenga de anticorpos anti-plaquetarios, que
causam destruicdo acelerada de plaquetas pelos macréfagos do sistema
mononuclear fagocitario; e a trombocitopenia imunomediada secundaria que esta
associada a condi¢des de base, dentre as quais doengas auto-imunes sistémicas
como o lupus eritematoso sistémico, a anemia hemolitica imunomediada, a artrite
reumatdide e o pénfigo; neoplasias hematoldgicas ou metastaticas; doengas
infecciosas (erliquiose, FELV, FIV); infec¢cdes por protozoarios (leishmaniose e
babesiose); dirofilariose e histoplasmose (FERREIRA NETO et al., 1981).

Os defeitos na produgdao podem ser causados por hipoplasia das
células hematopoéticas primordiais, substituicdo da medula normal e
trombocitopoese ineficaz. A destruicdo de plaquetas pode ser aumentada por
disturbios imunolégicos ou ainda doengas ndo imunoldgicas. Assim como esses
disturbios, problemas na distribuicdo de plaquetas ou decorrentes de uma
transfus&o podem ocasionar trombocitopenia (THRALL, 2007).

E por fim a trombocitopenia pode ser causada também pelo sequestro
de plaquetas pelo bago. O bago pode armazenar cerca de 75% das plaquetas
circulantes, e em condigbes de esplenomegalia, pode ocorrer trombocitopenia
transitéria, assim como em casos de estresse. A endotoxemia pode causar
acumulo de plaquetas no bago. (FERREIRA NETO et al., 1981).

Os animais com trombocitopenia tém tendéncia a sangramentos

mucocutaneos, em geral por muitas vénulas ou capilares, que ocasionam
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pequenas hemorragias puntiformes em todos os tecidos corporais denominadas
petéquias; e ainda podem apresentar purpuras (colegdes de sangue na pele);
equimoses (sdo caracteristicas de desordens plaquetarias e representam
colegdes subcutaneas maiores, devido a perda sangiinea de vénulas e pequenas
arteriolas), e hematomas (sdo mais profundos e palpaveis que as equimoses,
sendo comuns em pacientes com defeitos de plaquetas) (REBAR et al., 2003).

Os animais com trombocitopenia nado apresentam hemorragia
espontanea até que a contagem de plaquetas seja menor ou igual a 10.000 a
50.000 células/pL (THRALL, 2007).

Segundo REBAR et al. (2003), o estabelecimento do diagndstico é feito
por exclusdo. Deve-se descartar a pseudotrombocitopenia decorrente da
agregacao plaquetaria, que produz uma falsa contagem baixa de plaquetas. A
presencga de esplenomegalia sugere a existéncia de um processo secundario, ja a
anemia sugere a presenga de doenga concomitante, devem ser ainda
consideradas a exposicao a farmacos, infec¢ao, vacinacao recente, neoplasias ou
transfusao sanguinea.

Atualmente, ndo ha tratamentos especificos para gatos e caes com
trombocitopenia. As transfusdes de sangue ou de derivados devem ser usados
quando indicada (NELSON & COUTO, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Objetivou-se com este trabalho avaliar o envolvimento dos principais

hemoparasitos em casos clinicos de trombocitopenia em caes.

3.2 Objetivos especificos

Detectar e identificar as espécies de hemoparasitos presentes em caes
trombocitopénicos e n&o trombocitopénicos por meio do exame
parasitologico direto.

Realizar testes de diagnoéstico molecular (PCR) para a detecgao especifica
de infeccbes por Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Hepatozoon canis,
Mycoplasma haemocanis, Babesia gibsoni, Babesia canis vogeli e Theileria
equi em caes trombocitopénicos e nao trombocitopénicos.

Analisar a relagcdo entre a infeccdo por hemoparasitos e alteragdes
quantitativas de plaquetas em caes.

Verificar a concordancia entre os métodos de diagnostico de deteccédo dos
hemoparasitos (exame parasitologico direto x PCR)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e periodo de realizagao

O projeto foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterinario (HV) e
do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria (EV) da
Universidade Federal de Goias (UFG), durante o periodo de setembro de 2009 a

fevereiro de 2010.

4.2 Grupo de caes utilizados no estudo

Dos caes atendidos para consulta no HV/EV/UFG, no periodo de
execugao deste trabalho, foram selecionados 150 amostras de sangue de caes
trombocitopénicos e 150 amostras de sangue de cdes com o0 numero de
plaguetas normais. Resultando em um total de 300 amostras selecionadas para o

estudo.

4.3 Exames hematolégicos

Como exames hematolégicos foram realizados hemogramas completos
pelo metddo automatizado (Analizador hematoldgico, ABC Vet- ABX Company).

No grupo de cédes trombocitopénicos foram incluidos os cdes com
contagens de plaquetas abaixo de 200.000/uL, conforme Meinkoth &
Clinkenbeard (2000). Animais com numero de plaquetas superior a este valor
(>200.000plaquetas/uL) foram, portanto, classificados como nao
trombocitopénicos.

A contagem de plaquetas foi o unico critério utilizado para a selegao
das amostras, ndo sendo levado em consideragao outros fatores, como por

exemplo raga, sexo ou idade dos animais.



27

4.4 Colheita de material

Dos céaes selecionados para o estudo, foram coletadas amostras de
sangue da veia cefalica ou jugular, em tubo esterilizado contendo anticoagulante
universal EDTA (Anticoagulante Universal, Doles). Cada amostra foi subdividida
em trés aliquotas para a realizagdo de exames hematoldgicos, parasitologicos e

moleculares, respectivamente.

4.5 Exame parasitolégico direto:

A partir das aliquotas de sangue destinadas ao exame parasitolégico
foram realizados esfregagos sanguineos delgados em laminas. Estas foram
fixados pelo metanol por 3 minutos e coradas pelo método de Giemsa (Merck)
diluido em tampéo Sorensen, segundo CORREA & CORREA (1992).

A identificacdo dos hemoparasitos foi realizada com base nas
caracteristicas morfométricas espécificas adotados por GREENE (2006) para

cada espécie de parasito, ao exame microscopico direto (1000x).

4.5 Extragcao do DNA gendémico das amostras

Das aliquotas de sangue reservadas para o teste molecular foi extraido
o DNA total empregando-se o Kit lllustra blood (GenomicPrep Mini Spin Kit GE,
healthcare) seguindo instrugbes do fabricante para um volume de 200 uL da
amostra. Os eluatos de DNA obtidos foram devidamente identificados e
armazenados a -20° C para posteriormente serem submetidos aos testes

moleculares.

4.6 Execucao da técnica de PCR

As amostras de DNA obtidas foram submetidas a ensaios de PCR para
a identificagdo genérica de piroplasmideos (BECK et al., 2009), assim como para
identificacbes espécie-especificas de E. canis (ALVES et al., 2005), Anaplasma
platys (MARTIN et al., 2005), H. canis (INOKUMA et al., 2002), M. haemocanis
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(Comunicacéo pessoal), T. equi (BASHIRUDDIN et al., 1999), B. gibsoni
(INOKUMA et al., 2004) e para a subespécie- espécifica de B. c. vogeli (DUARTE
et al., 2008).

4.6.1 Reacao de PCR para Babesia spp.

O preparo da mistura de reagentes para a execugdo da técnica de
PCR, assim como a programacgéao para os ciclos de temperatura do termociclador
foram realizados conforme protocolo descrito por BECK et al., (2009).

Dessa forma foi adotada as seguintes concentragbes de reagentes em
um volume total de 50 pL: 35,75uL agua ultrapura; 5 yL 10X PCR Buffer; 1 pL
dNTP 10Mm; 2 yL MgCly; 0,5 uL de cada primer (20 pmole/uL); 0,25 yL TagDNA
polymerase (5U/uL) (Invitrogen) e 5 uL da amostra de DNA testada.

Nesta fase o DNA extraido de cada amostra foi testado para a
presenca de sequéncias alvo de aproximadamente 560pb de qualquer espécie de
piroplasmideo. Para tal fim utilizaram-se primers género-especificos para
piroplasmideos Babesia género e/ou Theileria género: BECKF (forward) (5’- GTC
TTG TAATTG GAA TGA TGG - 3') e BECKR (reverse) (5- CCA AAG ACT TTG
ATT TCT CTC- 3").

As amostras positivas utilizando os primers genéricos BECKF e
BECKR foram entdo testadas com primers espécie-especifico: GIBS99F (foward)
(5-CTC GGC TAC TTG CCT TGT C -3’) e GIB1270R (reverse) (5- GCC GAA
ACT GAA ATA ACG GC -3’), para obtencao de um produto especifico de 665pb
de B. gibsoni (INOKUMA et al., 2004); BEQF (foward) (5'- CAT CGT TGC GGC
TTG GTT GG -3’) e BEQR (reverse)(5’- CCA AGT CTC ACA CCC TAT TT -3,
para um produto especifico de 664pb de T. equi (BASHIRUDDIN et al., 1999);
BAB1 (foward) (5°-GTG AAC CTT ATC ACT TAA AGG-3’) e BAB4 (reverse) (5'-
CAA CTC CTC CAC GCA ATC G-3’), para um produto especifico de 590pb de B.
c. vogeli (DUARTE et al., 2008).

O programa de amplificagdo para a identificagdo de sequéncias
genéticas condizentes com o0 género Babesia e/ou Theileria utilizando as
sequéncias iniciadoras BECKF/ BECKR consistiu de um passo inicial de

desnaturacao por 2 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos repetidos com as



29

temperaturas de 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por um minuto, finalizando-se com um ciclo extra de extensao a
72°C por 5 minutos.

O programa de amplificagcdo das sequéncias genéticas especificas
para B. gibsoni utilizando as sequéncias iniciadoras GIB599F/ GIB1270R consistiu
em uma etapa com ciclo inicial de desnaturagdo a 94°C/ 2 minutos, seguido por
40 ciclos repetidos com as temperaturas de 94°C/ 1 minuto, anelamento a 55°C/ 1
minuto, extensdo a 72°C/ 2 minuto, finalizando com uma extensao extra a 72°C/ 5
minutos. Para T. equi o programa de amplificacdo das sequéncias genéticas
especificas utilizando as sequéncias iniciadoras BEQF/ BEQR consistiu de um
passo inicial de desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos
repetidos com as temperaturas de 94°C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por
30 segundos, extensao a 72 ° C por 30 segundos, finalizando-se com o adicional
de extensdao de 72°C por 2 minutos. E para B. c¢. vogeli o programa de
amplificacdo utilizando as sequéncias iniciadoras BAB1/BAB4 consistiu de uma
desnaturacao inicial a 94°C/ 2 minutos, seguido por 40 ciclos a 94°C/ 30
segundos, anelamento a 55°C/ 30 segundos, extensao 72°C/ 1 minuto, finalizando
com uma extensdo adicional a 72°C/ 5 minutos.

Para a certificacdo da eficacia da PCR, bem como para monitorar
qualquer possivel contaminagdo durante o processamento do material, foram
utilizadas algumas amostras controle. Para efeito de documentacgao, utilizaram-se
apenas os controles positivo e negativo.

Como controle positivo, foi utilizado amostra de referéncia de B.
gibsoni, T. equi e B. c. vogeli procedentes do Laboratério de Diagnostico de
Doencas Parasitarias da EV/UFG. O controle positivo visou, acima de tudo,
confirmar a validade dos resultados obtidos. Como controle negativo, utilizou-se

agua ultra-pura.
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4.6.2 Reacgao de PCR para E. canis

Para o preparo da mistura dos reagentes adotou-se o protocolo
previamente estabelecido por ALVES et al. (2005), com pequenas modificagdes
quanto ao fabricante da Taqg DNA polimerase e do MgCl, e, consequente, ajuste
na quantidade de agua para manter o volume total do mix de reagdo em 50 pL.

Dessa forma foram adotadas as seguintes concentragdes de reagentes
em um volume total de 50 uL: 35,75uL de agua ultrapura; 5 L 10X PCR Buffer; 1
ML de ANTP 10Mm; 2 yL de MgCly; 0,5 yL de cada primer (20 pmole/uL); 0,25 uL
de TagDNA polymerase (5U/uL) (Invitrogen) e 5 pL da amostra de DNA testada.

O DNA extraido de cada amostra foi testado para a presenca de
sequéncias genéticas de E. canis. Para tal fim utilizaram-se sequéncias
iniciadoras ou “primers” espécie especifica de E. canis: EBR1 (5-CCT CTG GCT
ATA GGA AAT TG- 3’) e EBR5 (5-GGA GTG CTT AAC GCG TTA G- 3");

Para este teste de PCR , o tamanho do fragmento amplificado foi de
765pb, especifico do gene 16S rRNA de E. canis.

Para o processo de amplificagao por PCR, os ciclos e as temperaturas
foram definidos de acordo com adaptacbes de ALVES et al. (2005),
estabelecendo-se as seguintes condigdes: desnaturacao inicial a 94°C por dois
minutos, seguido de 40 ciclos repetidos com as temperaturas de 94°C por 30
segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por um minuto, finalizando-se com um
ciclo extra de extensao a 72°C por 5 minutos.

Como controle positivo, foi utilizado amostra de referéncia ECG01 de
E. canis, procedentes do Laboratorio de Diagnostico de Doengas parasitarias da
EV/UFG. Como controle negativo do mix, utilizou-se agua ultra-pura.

4.6.3 Reacao de PCR para A. platys

O protocolo para o preparo da mistura de reagentes, utilizado para a
execucao da técnica de PCR, foi adaptada de MARTIN et al. (2005), como segue:
35,75l agua ultrapura; 5 yL 10X PCR Buffer (Invitrogen); 1 uL dNTP 10Mm; 2 uL
MgCly; 0,5 uL de cada primer; 0,25 yL TagDNA polymerase (5U/uL) (Invitrogen) e
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5 uL da amostra de DNA testada, alcangando-se assim o volume total de 50 uL
para o mix.

O DNA extraido de cada amostra foi testado para a presenca de
sequéncias genéticas especificas de A. platys. Para tal fim utilizou-se o par de
primers espécie-especifico: PLATYSF (5°-GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG-
3’) e EHR16SR (5’- TAG CAC TCATCG TTT ACA GC -3’°). O produto obtido para
esta reacéo foi um fragmento de 678pb do gene 16S rRNA de A. platys.

O programa de amplificagcdo empregado nesta etapa consistiu de um
passo inicial de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos
repetidos com as temperaturas de 94°C por 30 segundos, anelamento a 58 °C por
30 segundos, extensao a 72 °C por 1 minuto, finalizando-se com o adicional de
extensao de 72°C por 5 minutos.

Como controle positivo foi utilizado um isolado de referéncia para A.
platys do Laboratério de Diagnéstico de Doengas parasitarias da EV/UFG, e como

controle negativo do mix, utilizou-se agua ultra-pura.

4.6.4 Reacao de PCR para H. canis

A mistura de reagentes para ensaios de PCR foi realizada sob
condi¢des de adaptagbes dos protocolos descritos por INOKUMA et al. (2002) e
seguiu as seguintes concentragdes: 35,75 pyL de agua ultra-pura; 5 pl 10 x PCR
Buffer (Invitrogen); 2,0 yL MgCI2 50 mM (Invitrogen); 1 pyL de dNTP 10 mM, 0,5
ML (20 pM / pL) de cada primer; 0,25 yL Tag DNA polimerase 5 U/uL (Invitrogen)
e 5 yL de DNA extraido das amostras testadas.

O DNA extraido de cada amostra foi testado para a presenca de
sequéncias genéticas de H. canis. Para tal fim utilizarou-se o par de primers
espécie-especifico: HEPF (5’-ATA CAT GAG CAA AAT CTC AAC-3’) e HEPR (5'-
CTT ATT ATT CCA TGC TGC AG-3’). O produto alvo obtido para a reagao foi um
fragmento de 666 pb do gene 18S rRNA de H. canis.

Os ciclos de temperaturas foram definidos de acordo com adaptacdes
a partir de INOKUMA et al. (2002), da seguinte forma: um ciclo inicial de

desnaturacéao a 94°C/ 2 minutos, seguido por 35 ciclos repetidos com as
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temperatudas de 94°C/ 30 segundos, 52°C/ 30 segundos, 72°C/ 1 minuto,
finalizando com uma extensao extra a 72°C/ 3 minutos.

Foi utilizado como controle positivo, um isolado de referéncia para H.
canis obtido junto ao Laboratorio de Diagnostico de Doengas parasitarias da

EV/UFG. Como controle negativo utilizou-se agua ultra-pura.

4.6.5 Reacao de PCR para M. haemocanis

O preparo da mistura de reagentes para o teste de PCR para M.
haemocanis foi realizado conforme LINHARES (comunicagdo pessoal), com a
seguinte composigdo: 35,75uL agua ultrapura; 5 yL 10X PCR Buffer (Invitrogen);
1 uL dNTP 10Mm; 2 pyL MgCly; 0,5 yL de cada primer, 0,25 pL TaqDNA
polymerase (5U/uL) (Invitrogen) e 5 pL da amostra de DNA a ser testada,
completando assim o volume total do mix = 50 pL.

O DNA extraido de cada amostra foi testado para a presenca de
sequéncias genéticas de M. haemocanis. Para tal fim utilizarou-se primers
espécie-especifico para M. haemocanis, GAU24 (5-GGA TAA TTA TGA TAG
TAC TTC GT-3’) e GAU37 (5’- GGT TTG CAA CAC ATT GTG TTC-3’). O produto
obtido para esta reacao foi um fragmento de 768pb do gene 16S rRNA de M.
haemocanis.

Para a amplificacdo por PCR, adotou-se o0s seguintes ciclos e
condigdes: um ciclo inicial de desnaturagédo a 94°C por 2 minutos, seguido de 40
ciclos repetidos com as temperaturas de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto, finalizando-se com o adicional de extensao de 72°C
por 5 minutos.

Como controle positivo foi utilizado um isolado de referéncia para M.
haemocanis proveniente do Departamento de Patologia Veterinaria da
Universidade de Purdue (West Lafayette/EUA) e como controle negativo do mix,

utilizou-se agua ultra-pura.
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4.7 Leitura e documentacgao da reagoes de PCR

Os produtos de DNA amplificados (amplicons) foram detectados apds
eletroforese em gel de agarose a 1,2% (Agarose NA — Amersham Biosciences)
em tampao TBE1x. Um volume de 10 pL dos produtos de PCR, homogeneizados
em 2,5 pL de corante de corrida (25% Ficoll 400, 025% azul de bromofenol,
0,25% xileno cianol em 9 partes de glicerol) foram aplicados em cada pogo do gel.
Como marcador de massa molecular foi empregado 5 ug do marcador (DNA
Ladder 100pb Invitrogen). As eletroforeses foram conduzidas em cuba (Horizon
11.14, Life Technologies), a 90 V, durante 60 minutos. Apds as corridas os géis
foram corados por imersao em solu¢cdo de brometo de etidio (0,4 pg/mL) por 10
minutos.

As leituras foram realizadas por visualizacdo sob luz ultravioleta, em
transiluminador de UV (Electronic UV Transilluminator, Ultra-Lum). A
documentagédo fotografica dos resultados das eletroforeses foi realizada em
equipamento fotodocumentador de géis (Vilber Lourmat) e armazenadas em
arquivos digitais no formato JPG por meio de software processador de imagens
(PhotoCapt, Viber Lourmat).

4.8 Analise estatistica

Os dados referentes aos resultados dos exames laboratoriais foram
organizados e submetidos a avaliagdes quantitativas, analisados em tabelas de
contingéncia, segundo os tratamentos utilizados. A dispers&o de frequéncia obtida
foi testada pelo qui-quadrado (X2) ou Teste exato de Fisher para verificacdo de
possiveis associacdes entre cdes trombocitopénicos e ndo trombocitopénicos
com as infecgdes por hemoparasitos. Os fatores avaliados também foram
relacionados utilizando-se o teste de Odds Ratio.

Foi verificado a correlagao entre os testes de diagndstico empregados
para a deteccao de hemoparasitos (exame parasitoldgico direto x PCR), utilizando
o teste de McNEMAR para analisar a concordancia dos resultados obtidos pelo
exame parasitologico direto com os ensaios de PCR realizados nas mesmas
amostras. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
Bioestat 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Exame parasitolégico direto

Verificou-se pelo exame parasitolégico direto uma frequéncia de E.
canis, A. platys, piroplasmideos, Hepatozoon sp., respectivamente, em 4,33%
(13/300), 2,67% (8/300), 3%(9/300) e 1% (3/300) do total de caes avaliados. M.
haemocanis nao foi identificado em nenhum dos animais avaliados por este

método de diagndstico (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de infeccdo por hemoparasitos em caes trombocitopénicos
(n=150) e nao trombocitopénicos (n=150) atendidos no HV/EV/UFG e avaliados
pelo exame parasitologico direto.

Trombocitopénico Nao trombocitop. TOTAL

Agente etiologico N = 150 N =150 N = 300
Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Absoluta| Relativa | Absoluta | Relativa |Abs Relat
Ehrlichia canis 10 6,66% 3 2% 13 4,33%
Anaplasma platys 5 3,33% 3 2% 8 2,67%
Piroplasmideo 8 5,33% 1 0,67% | 9 3%
Hepatozoon sp. 1 0,67% 2 1,33% 3 1%
Mycoplasma haemocanis 0 0% 0 0% 0 0%

Dentre o grupo de cées trombocitopénicos (n=150), a frequéncia total
de animais positivos para E. canis foi identificada em 6,66% (10/150), A. platys
em 3,33% (5/150), piroplasmideo em 5,33% (8/150) e Hepatozoon sp. em 0,67%
(1/150) (Tabela 1).

Ja no grupo de caes nao trombocitopénicos (n=150), a frequéncia total
de cées positivos para E. canis foi identificada em 2% (3/150), A. platys em 2%
(3/150), piroplasmideo em 0,67% (1/150) e Hepatozoon sp. em 1,33% (2/150)
(Tabela 1).

A frequéncia de piroplasmideos identificados através do exame
parasitologico direto no grupo de caes trombocitopénicos foi maior que a
frequéncia obtida no grupo de caes nao trombocitopénicos do presente estudo (p-
valor = 0,0363).



35

5.2 Testes da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Identificou-se pela PCR a presenca dos hemoparasitos E. canis, A.
platys, H. canis, M. haemocanis e B. c. vogeli em caes atendidos no HV/EV/UFG
na cidade de Goiania, incluidos no presente estudo. Nao foram identificadas
infeccbes por Babesia gibsoni e/ou Theileria equi nos caes avaliados (Tabela 2).

As frequéncias totais obtidas através do PCR para infecgdo por E.
canis, A. platys, B. c. vogeli, H. canis e M. haemocanis foram, respectivamente,
de 42,66% (128/300), 6% (18/300), 5% (15/300), 3% (9/300) e 2,34% (7/300) do

total de cies avaliados neste estudo.

Tabela 2. Frequéncia de infeccdo por hemoparasitos em caes trombocitopénicos
(n=150) e ndo trombocitopénicos (n=150) atendidos no HV/EV/UFG e avaliados
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Trombocitopénico Nao trombocitop. TOTAL

Agente etiolégico N =150 N =150 N = 300
Frequéncia Frequéncia Frequéncia

Absoluta Relativa Absoluta Relativa Abs Rel
Ehrlichia canis 107 71,33% 21 14% | 128 42,66%
Anaplasma platys 13 8,67% 5 3,33% | 18 6%
Babesia canis vogeli 14 9,33% 1 0,67% | 15 5%
Babesia gibsoni 0 0% 0 0% 0 0%
Babesia equi 0 0% 0 0% 0 0%
Hepatozoon canis 3 2% 6 4% 9 3%
Mycoplasma haemocanis 5 3,33% 2 1,33% 7 2,34%

Dentre o grupo dos trombocitopénicos (n=150), a frequéncia total de

caes PCR positivos para E. canis foi de 71,33% (107/150), A. platys em 8,67%
(13/150), Babesia canis vogeli em 9,33% (14/150), H. canis em 2% (3/150) e
Mycoplasma haemocanis em 3,33% (5/150) (Tabela 2).

Ja no grupo dos nao trombocitopénicos (n=150), a frequéncia de caes
PCR positivos E. canis foi de 14% (21/150), A. platys 3,33% (5/150), Babesia
canis vogeli 0,67% (1/150), H. canis em 4% (6/150) e Mycoplasma haemocanis
em 1,33% (2/150).

Dos 300 caes avaliados no estudo, 149 caes foram positivos no PCR

para um ou mais hemoparasitos, em que 78,67%(118/150) dos caes do grupo
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trombocitopénicos e 20,67%(31/150) dos cdes do grupo dos nao
trombocitopénicos foram PCR positivos para um ou mais hemoparasitos.
Observou-se a presenga dos hemoparasitos E. canis, A. platys, H.
canis, M. haemocanis e a subespécie B. c. vogeli tanto no grupo de caes
trombocitopénicos como no grupo de cées nao trombocitopénicos.
A frequéncia de E. canis e B. c. vogeli no grupo de caes
trombocitopénicos foi estatisticamente superior a frequéncia no grupo de caes nao

trombocitopénicos (p< 0,001; p=0,0007) (Figura 2).

Frequéncia de hemoparasitoses em caes na regiao de
Goiania
100.00%
78.67%
80.00%
60.00%
40.00% B Trombocitopénico
20.67% - .
20.00% Nao trombocitopénico
0.00%
Frequéncia de Frequéncia de
hemoparasitos hemoparasitos

Figura 1. Frequéncia (%) da infecgao por hemoparasitos identificadas pela PCR
em caes trombocitopénicos e nao trombocitopénicos atendidos no HV/EV/UFG da
cidade de Goiania.

Dentre as hemoparasitoses observadas e identificadas através de
exame parasitolégico direto e/ou ensaios de PCR nos caes avaliados, a infecgdo
por E. canis foi a de maior frequéncia, acometendo um total de 71,33% (107/150)
no grupo de caes trombocitopénicos, enquanto que no grupo de caes nao
trombocitopénicos a frequéncia foi de apenas 14% (21/150).

A trombocitopenia verificada neste estudo foram positivamente
relacionadas a infecgao por E. canis. Caes com infeccdo por E. canis possuem
uma probabilidade 14 vezes superior de apresentarem trombocitopenia (p<
0,0001).

Ao avaliar somente os caes positivos para E. canis (n=128), verificou-

se que 83,60% (107/128) dos resultados PCR- positivos para E. canis estavam
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dentro do grupo de animais trombocitopénicos e apenas 16,40% (21/128)
estavam dentro do grupo de cdes nao trombocitopénicos, caracterizando uma
maior ocorréncia da doenca entre caes trombocitopénicos.

A frequéncia de A. platys no grupo de cées trombocitopénicos 8,67%
(13/150) foi maior que a frequéncia observada no grupo de cées néo
trombocitopénicos 3,33% (5/150), porém a analise entre as frequéncias obtidas
nao demonstraram diferenga estatistica significativa (p-valor= 0,0863).

A frequéncia de B. c. vogeli no grupo de cées trombocitopénicos
9,33%(14/150) deste estudo, foi maior que a frequéncia observada no grupo de
caes nao trombocitopénicos 0,66% (1/150) (p-valor =0,0007). Caes com infecgéo
por B. c¢. vogeli possuem uma probabilidade 15 vezes superior de apresentarem
trombocitopenia (p=0,0015).

A frequéncia de H. canis em caes trombocitopénicos foi de 2% (3/150).
Enquanto que a frequéncia de H. canis em caes néo trombocitopénicos foi de 4%
(6/150). Embora a frequéncia de H. canis em caes nao trombocitopénicos tenha
sido maior que a obtida em caes trombocitopénicos, ndo houve diferenca
estatistica entre a frequéncia dentro do grupo de cées trombocitopénicos e n&o
trombocitopénicos (p-valor= 0,50).

A frequéncia de M. haemocanis no grupo de caes trombocitopénicos foi
de 3,33% (5/150). Ja no grupo de caes nao trombocitopénicos a frequéncia de M.
haemocanis foi de 1,33% (2/150).

Faz-se necessario o estudo de um numero de casos positivos maior
que o obtido neste estudo para H. canis e M. haemocanis a fim de se obter uma
conclusao mais fidedigna sobre a presenga ou a auséncia de trombocipenia em

caes com infecgdes por H. canis e M. haemocanis.

5.3 Relacao entre infeccoes por Ehrlichia canis e intervalos de
plaquetometria em animais trombocitopénicos

Ao se comparar a frequéncia de animais positivos para E. canis
agrupados de acordo com o grau de trombocitopenia (n=107) péde-se observar
uma frequéncia maior em caes com valores de plaquetas inferiores a 50.000/mm?®

de sangue (95%; 19/20) do que em caes com valores de plaquetas entre 50.000 a
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199.000/mm?® de sangue (67,7% 88/130) (p-valor 0,0088) (Tabela 3). Dentre o
grupo de caes trombocitopénicos e PCR positivos para E. canis (n=107), 79,44%
(85/107) apresentaram infecgéo infecgdo simples para E. canis e 20,56% (22/107)
apresentaram infec¢ao mista de E.canis com outros hemoparasitos avaliados.

Os resultados de caes trombocitopénicos que apresentaram infecgao
mista (n=22) para E. canis nao foram analisados isoladamente, pois 0 niumero de
amostras dentro de cada faixa de plaquetometria foi inferior ao necessario para

analise estatistica.

Tabela 3. Relacéo estatistica dos resultados PCR-positivos para E. canis dentro
do grupo de animais trombocitopénicos, analisando-se diferentes faixas de
plaguetometria.

Faixas de plaquetometria E. canis (infeccao E.canis (somente

/ mm?® de sangue simples e mista) Infecgdo simples)
Pos | Neg | p- valor Pos | Neg p-valor

50.000 a 199.000 (130) 88 42 70 42

<50.000 (20) 19 1 00088 ) .5 4 00115

100.000 a 199.000 (94) 64 30 53 30

<100.000 (56) 43 13 027021 55 43 04395

150.000 a 199.000 (57) 38 19 30 19

< 150.000 (93) 69 24 03955 | g5 oy 03425

O grau de trombocitopenia com valores de trombocitopenia severa
(<50.000 plaquetas/mm?® de sangue) demonstrou ser um indicador de infecgdo
tanto para a infecgdo de E. canis simples e mista (p-valor = 0,0088), quanto para
a infecg¢ao simples de E. canis (p-valor = 0,0115).

N&o foram realizados testes estatisticos com os resultados PCR-
positivos para os demais hemoparasitos avaliados analisando-se as diferentes
faixas de plaquetometria, pois o numero de amostras positivas dentro de cada
faixa de plaquetometria ficou muito reduzido. Dessa forma, faz-se necessario
analisar um numero maior de amostras positivas para os demais hemoparasitos
avaliados dentro de cada faixa de plaquetometria a fim de concluir, de forma
definitiva, a influénca do grau de trombocitopenia como um fator sugestivo ou néo

de infecgao por hemoparasitos.
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5.4 Exame parasitolégico direto x PCR

O teste de McNemar foi aplicado nos dados obtidos a partir da
comparagao dos resultados dos testes de diagnéstico empregados, avaliando-se
o grau de concordancia dos dois tratamentos a que foram submetidos os mesmos

caes.

Tabela 4. Comparagcdo da eficiéncia entre os Métodos de diagndstico
empregados: exame parasitoléogico direto e PCR, utilizando como analise
estatistica o teste de McNemar

Métodos de exames

Agente Etiologico Parasitolégico Direto PCR McNemar
E. canis 13 128 P<0,0001
A. platys 8 18 P=0,0020
Piroplasmideo 9 15 P=0,0313
H. canis 3 9 P=0,0313
M. haemocanis 0 7 P=0,0156
TOTAL 33 177 P<0,0001

Os resultados obtidos pelos métodos de diagnéstico empregados:
(parasitologico direto e PCR) demonstraram diferencga estatistica para a detecgao
de E. canis, A. platys, piroplasmideo, H. canis e M. haemocanis (Tabela 4) .
Todos os caes positivos no exame parasitologico direto para os hemoparasitos
avaliados também foram positivos nos ensaios de PCR. A PCR foi mais sensivel,
sendo, portanto considerado o método mais confiavel para o diagndstico das
principais hemoparasitoses de caes avaliadas neste estudo.

A frequéncia dos hemoparasitos avaliados obtida através do exame
parasitologico direto foi bem menor que a verificada através do PCR (p< 0,0001).
Apenas 18,64% (33/177) de todos os resultados PCR positivos para
hemoparasitos também foram positivos no exame parasitologico direto. Este
percentual indicou um menor potencial de detecgdo para o exame parasitolégico
direto como método de diagnédstico. O uso de duas técnicas de diagndstico em

uma mesma amostra aumentou a confiabilidade dos resultados.
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5.5 Infecgoes associadas entre Ehrlichia canis e outros hemoparasitos

Foram identificadas infeccbes mistas entre os hemoparasitos avaliados
em 8,66% (26/300) do total de caes analisados. Em todas as infecgbes mistas
observadas neste estudo (n=26), foram identificadas a presenga de E. canis

associada a um ou mais hemoparasitos.

InfecgOes mistas n=26
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Figura 2. Ocorréncia de infecgdo mista entre os hemoparasitos avaliados em
cées atendidos no HV/EV/UFG na cidade de Goiania.

17,45%

infecgdes mistas entre os hemoparasitos avaliados.

(26/149) apresentaram

Dentre os caes PCR positivos,

A infeccdo mista de E. canis com B. c. vogeli foi a associagdo de maior
ocorréncia, ocorrendo em 34,62% (9/26) das infecgdes mistas observadas. Ao
comparar o total de caes avaliados (n=300), o percentual desta associagao foi de
3% (9/300).

Infecgbes mistas de: E. canis com A. platys; E. canis com H. canis e E.
canis com M. haemocanis ocorreram, respectivamente em, 23,07% (6/26),
19,23% (5/26), 15,38% (4/26) do total de casos de infecbes mistas deste estudo.
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Tabela 5. Ocorréncia de infecgdes mistas por hemoparasitos em caes
trombocitopénicos (n=150) e ndo trombocitopénicos (n=150) no HV/EV/UFG, na
cidade de Goiania, através da PCR.

- Trombocitop. | Nao trombocit. TOTAL
INFECCOES MISTAS

Pos Neg Pos Neg Pos | Neg
E. canis + Babesia c. vogeli 8 142 1 149 9 291
E. canis + A. platys 6 144 0 150 6 294
E. canis + M. haemocanis 4 148 0 150 4 298
E.canis + H. canis 2 146 3 147 5 293
E. canis + A. platys + H. canis 1 149 0 150 1 299
E. canis + A. platys + B. c. vogeli 1 149 0 150 1 299
TOTAL 22 128 4 146 26 274

As co-infecgbes de E. canis com A. platys e E. canis com M.
haemocanis foram observadas somente no grupo de cées trombocitopénicos e
corresponderam, respectivamente, a 27,27% (6/22) e 18,18% (4/22) do total de
casos de infec¢do mista encontrada em cées trombocitopénicos (Tabela).

A frequéncia de infeccdo mista no grupo de caes trombocitopénicos
14,66% (22/150) foi maior que no grupo de cées nao trombocitopénicos 2,66%
(4/150) (p-valor= 0,0003). Caes com infec¢cdo mista possuem uma probabilidade 6
vezes superior de apresentarem trombocitopenia (p-valor = 0,0005).
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6. DISCUSSAO

A frequéncia de hemoparasitos obtida neste estudo utilizando como
método de diagndstico o exame parasitologico direto foi bem menor que a
frequéncia encontrada utilizando ensaios de PCR (p-valor < 0,0001).
Corroborando com resultados descritos na literatura. O exame parasitolégico
direto embora seja um exame altamente conclusivo para o diagndstico das
hemoparasitoses, apresenta pouca sensibilidade devido ao nivel de parasitemia
flutuante do agente etiologico, mesmo em casos de doenca clinica,
principalmente nas fases crénicas (GREENE, 2006).

Na erliquiose monocitica canina, a identificagdo de morulas no
esfregaco sanguineo € dificil, sendo encontradas apenas nas duas primeiras
semanas da infeccdo e em pequenas quantidades, devido a baixa parasitemia e a
porcentagem de células infectadas raramente ultrapassarem 1%. Os valores
encontrados em amostras de esfregagos sanguineos podem ser inferiores aos
encontrados através de outras técnicas de diagnéstico, como demonstra o
trabalho de O'DWYER (2000), pois em infec¢gdes subagudas ou crbnicas, a
parasitemia é muito baixa, e o diagndstico deve ser realizado através de outros
testes de diagnostico. A visualizagdo de morulas de E. canis nos mondcitos é
observada em apenas 4% dos casos de erliquiose (HARRUS & WANER, 2010).
Fato também relatado em estudo realizado em Jaboticabal (3,3%) (NAKAGHI et
al., 2008).

No Brasil, frequéncias de hemoparasitos superiores a obtida neste
estudo foram descritos por SALGADO (2006), cuja frequéncia obtida para os
principais hemoparasitos caninos foi de 62,2% (103/167). A maior ocorréncia de
hemoparasitos descrita por este pesquisador pode ser justificada pelo fato de os
caes avaliados do referido estudo serem procedentes do Centro de Controle de
Zoonoses, local onde existe uma elevada aglomeracéao de animais, com alto grau
de debilidade, maior infestacdo por carrapatos e, portanto, maiores chances de
adquirir e manifestar as hemoparasitoses.

A frequéncia de E. canis obtida pelo exame parasitologico direto e/ou
PCR de 42,66% (128/300) deste estudo foi semelhante a relatada por DA SILVA
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et al. (2010), que obteve uma fequéncia de 42% em caes domiciliados em Cuiaba
(MT), estando acima das relatadas por outros autores no Brasil: 23% no Parana
(TRAPP et al., 2006a), 36% na Bahia (CARLOS et al., 2007) e 27,9% em Brasilia
(CESAR et al., 2008). Entretanto, foi inferior ao resultado de SALGADO (2006),
que observou pelo esfregago sanguineo, uma frequéncia de E. canis de 60,48%
nos caes procedentes do Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande
(MS).

Frequéncia semelhante a deste trabalho para A. platys foi descrita por
COSTA JUNIOR (2007), que relatou uma frequéncia de 5,10% ao estudar caes
de areas urbanas e 11,69% ao estudar cées de areas rurais das microrregides de
Belo Horizonte, Lavras e Nanuque no Estado de Minas Gerais.

ACETTA et al., (2008) relataram uma frequéncia de A. platys (2,57%)
inferior ao obtido neste estudo. A baixa frequéncia descrita por estes
pesquisadores provavelmente esta relacionada ao emprego de apenas um
método de diagndstico, o exame parasitolégico direto, o qual possui como
desvantagem a baixa sensibilidade em casos subagudos e crbénicos da doenga.

A frequéncia de H. canis neste estudo foi de 3%. Frequéncia
semelhante foi descrito por SALGADO (2006), o qual verificou uma ocorréncia de
H. canis de 2,4% (2/167) ao analisar caes oriundos de area urbana. 33,33% dos
caes positivos para H. canis neste estudo apresentaram trombocitopenia, este
dado corrobora com o descrito na literatura, em que anormalidades hematoldgicas
como a trombocitopenia é identificada em aproximadamente um terco dos caes
com hepatozoonose canina (GREENE, 2006).

KEMMING et al.,, (2004) demonstraram frequéncias superiores a
encontradas neste estudo de M. haemocanis, ao estudar 3 canis comerciais,
localizados no leste europeu, oeste europeu e um nos Estados Unidos cuja
frequéncia de M. haemocanis obtidas foram respectivamente, de 30, 35 e 87%.
Esses resultados demonstraram que possivelmente trata-se de uma doenca
comum em animais de canis comerciais.

A micoplasmose canina ja foi descrita em diferentes regides dos
Estados Unidos e Europa (SYKES et al., 2003; TASKER et al., 2003; KENNY et
al., 2004). Estudos recentes utilizando técnicas moleculares para a detecg¢ao de

micoplasmas hemotroficos em diferentes mamiferos tém sido conduzidos no
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Brasil. Em gatos domésticos, infecgbes por Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus
M. haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’ foram identificadas. Dois
hemoplasmas caninos, Mycoplasma haemocanis e ‘Candidatus Mycoplasma
haematoparvum’, foram identificados em caes domeésticos. Infeccdo por um
hemoplasma em um paciente humano infectado com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) foi recentemente documentada (BIONDO et al., 2009).

Espécies de hemoplasmas sdo comuns e importantes agentes de
infecgdes no Brasil. Estudos futuros devem ser conduzidos para melhor entender
seu impacto em cées e gatos, e também para determinar o seu papel como
agentes zoondticos, particularmente em pacientes imunocomprometidos
(BIONDO et al., 2009).

Considerando-se que o R. sanguineus € transmissor de outros
hemoparasitos, é relativamente comum encontrar infec¢gdes mistas causadas por
A. platys, B. canis, H. canis e M. haemocanis. Entretanto, dificiimente diferenciam-
se clinicamente as infeccbes simples daquelas mistas. A infeccdo concomitante
de E. canis com outros hemoparasitos provoca alteragdes hematologicas
variaveis e frequentemente € observado um agravamento do quadro clinico do
animal (YABSLEY et al., 2008).

A cidade de Goiania apresenta condigdes de temperatura e umidade
que favorecem a transmissdo das principais hemoparasitoses caninas, pois
possui um clima propicio ao desenvolvimento de varias espécies de carrapatos,
as quais sao vetores de varias hemoparasitoses caninas. De acordo com LOULY
et al. (2007), o numero médio de carrapatos R. sanguineus encontrados na
estagao seca e chuvosa ndo diferem estatisticamente, verificando-se uma alta
prevaléncia deste carrapato durante o ano inteiro. A alta e constante ocorréncia
deste vetor na regido de Goiania contribui para a manutengdo dos hemoparasitos
caninos na regido.

A trombocitopenia canina € uma alteracdo comum nos achados
laboratoriais de cées parasitados por hemoparasitas corroborando com os
achados de BULLA et al. (2004), que confirmaram através do Nested PCR que
98,5% (66/67) dos caes positivos para E. canis eram trombocitopénicos.
FERNANDES et al. (2008), ao analisarem cées positivos para E. canis verificaram

que 87% dos casos positivos apresentaram, trombocitopenia.
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Resultados deste estudo demonstraram wuma ocorréncia de
hemoparasitos maior em caes trombocitopénicos, que em caes nao
trombocitopénicos. MACIEIRA et al. (2005), relataram que 88,23% dos resultados
PCR-positivos para E. canis estavam dentro do grupo de cées trombocitopénicos
e apenas 11,17% estavam dentro do grupo de cdes n&o trombocitopénicos. A
contagem de plaquetas em valores normais nao exclui a presenga da doenga,
estes resultados sugerem que é menos provavel que os caes com contagem de
plaguetas normais estejam infectados com E. Canis. CESAR et al. (2008)
obtiveram uma alta ocorréncia de infeccdo por E. canis (66%) ao estudar uma
populagdo hospitalar de cdes trombocitopénicos de Brasilia.

A trombocitopenia tem sido, constantemente relatada em todas as
fases da infeccdo por E. canis. As alteracbes hematologicas tem sido melhor
documentadas para as infecgdes causadas por E. canis e constantemente inclui
trombocitopenia (82%) (GREENE, 2006). Caes na fase subclinica geralmente
apresentam trombocitopenia leve, no entanto, apesar de cdes na fase aguda
apresentarem trombocitopenia ligeira, eles sdo mais propensos a mostrar graves
trombocitopenias, assim como cées na fase cronica (WANER et al., 1997). Novos
estudos envolvendo um maior numero de amostras sao necessarios para fornecer
dados mais confiaveis e fidedignos a respeito da presenca de trombocitopenia e
das alteragdes do grau de trombocitopenia provocadas pela infecgdo mista de
dois ou mais hemoparasitos.

Os resultados deste estudo sugerem que o uso da contagem de
plaquetas como teste de triagem para a presenga de uma infecgao por E. canis
em caes em uma area endémica pode ser uma ferramenta viavel para orientar
novos procedimentos de diagndstico. BULLA et al., (2004), ao analisarem
somente os caes positivos para E. canis (67/217), relataram que 79,1% das
amostras positivas pertenciam ao grupo de caes com trombocitopenia moderada
a grave (menos de 100.000 plaquetas/uL). Resultados divergentes foram
relatados por MACIEIRA et al.,, (2003), que concluiram que o grau de
trombocitopenia ndo é um indicador preciso da infecgcao por E. canis, no entanto,
€ importante ressaltar que estes pesquisadores analisaram um numero de
amostras positivas para E. canis (n=30) menor que o0 numero analisado por

BULLA et al. (2004) (n=67) e bem menor que o numero analisado neste estudo
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(n=107), e dessa forma, uma analise estatistica mais conclusiva ndo foi obtida por
este pesquisador, uma vez que o numero de amostras dentro de cada intervalo
ficou reduzido.

Varias doengas podem resultar em trombocitopenia. Estes incluem
trombocitopenia imunomediada, processos neoplasicos, doengas inflamatorias ou
infecc&o por outros agentes. Nenhuma dessas doengas podem ser eliminadas do
exame uma vez que a trombocitopenia for identificada, mesmo em um area
endémica. No entanto, com base na analise dos resultados obtidos, a infeccéo
por E. canis deve ser incluida rotineiramente no diagndstico diferencial quando a
trombocitopenia for identificada em um cao residente em uma area endémica.

Tendo em vista a frequéncia de 95% para E. canis em cédes com
trombocitopenia severa encontradas neste estudo, sugere-se que caes com
trombocitopenia severa (<50.000 plaquetas/yL) s&o bons candidatos para
infeccdo por E. canis, especialmente em uma area endémica. Estes dados
reforcam o conceito de que contagem de plaquetas podem ser um bom teste de
rastreio para erliquiose monocitica canina, e que a magnitude da trombocitopenia
pode aumentar a confiabilidade do diagndstico.

A frequéncia de B. c. vogeli neste estudo em caes trombocitopénicos
foi superior a de caes n&o trombocitopénicos (p-valor= 0,0007), dados
semelhantes foram descritos na literatura, em que as principais anormalidades
hematoldgicas primarias encontradas em caes com babesiose sdo a anemia e a
trombocitopenia. A frequéncia de trombocitopenia em cédes com babesiose foi
maior que a frequéncia encontrada em caes com erliquiose neste estudo, fato
também relatado por GREENE (2006).

A frequéncia de infeccdo mista de E. canis com outros hemoparasitos
avaliados corrobora com os dados encontrados na literatura. Considerando-se
que o R. sanguineus é transmissor de outros hemoparasitos, € relativamente
comum encontrar infec¢gdes mistas causadas por A. platys, B. canis, H. canis e M.
haemocanis. Entretanto, dificiimente diferenciam-se clinicamente as infec¢des
simples daquelas mistas. A infeccdo concomitante de E. canis com outros
hemoparasitos provoca alteragcbes hematologicas variaveis e frequentemente é

observado um agravamento do quadro clinico do animal (YABSLEY et al., 2008).
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos deste estudo péde-se confirmar a
ocorréncia de Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis vogeli,
Hepatozoon canis e Mycoplasma haemocanis em caes na Regido de Goiania.
Nao foram identificadas infec¢gdes por Babesia gibsoni e/ou Theileria equi nos
caes avaliados.

A ocorréncia de E. canis e B. c. vogeli foi maior em caes
trombocitopénicos do que em caes nao trombocitopénicos. Nao houve diferenca
significativa entre a ocorréncia de Anaplasma platys, Hepatozoon canis e
Mycoplasma haemocanis nos caes trombocitopénicos e ndo trombocitopénicos.

Houve relac&o entre o grau de trombocitopenia observado e a infecgéo
por E. canis. Valores de trombocitopenia severa (<50.000 plaquetas/mm3 de
sangue) pode ser considerado um indicador para a infecgédo de E. canis em cées.

A técnica de PCR mostrou-se superior ao exame parasitoldgico direto
como meétodo de diagndstico, sendo um método seguro para detecgdo e
identificacdo das principais infecgdes por hemoparasitos. A PCR apresentou
grandes vantagens quando comparada a detecgdo direta dos parasitos em
esfregacos sanguineos e possibilitou a diferenciacdo a nivel de espécie e/ ou
subespécie do género Babesia e Hepatozoon. A unica espécie e/ou subespécie
de Babesia encontrada infectando caes de Goiania foi a B. c.vogeli.

Céaes coinfectados com dois ou mais hemoparasitos possuem uma
probabilidade maior de apresentarem trombocitopenia. A deteccao do DNA de
hemoparasitos em cées nao trombocitopénicos sugere a necessidade de
pesquisa do hemoparasito em animais com sintomatologia clinica da doenga,

mesmo na auséncia de alteragbes hematoldgicas tipicas de hemoparasitoses.
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